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1. Jvadas

Histidinas, viena 1§ svarbiausiy baltymus sudaranciy amino rugsciy, kuris, dél savo
ypatingos sandaros, dalyvauja jvairiose molekulinése sgveikose. Daug démesio skiriama histidino
funkcinei grupei — imidazolo ziedui, dalyvaujan¢iame metalo jony koordinacijoje sudarant
biologiskai svarbias molekules. Histidinas su kitomis amino riigStimis ir metaly jonais gali sgveikauti
keliais skirtingais budais. Nuo histidino struktiiros priklauso sgveikos su kitomis amino riigStimis ir
metaly jonais, tod¢l norint geriau suprasti histidino vaidmen;j baltymy sgveikose reikalingi tolimesni
tyrimai, kurie padéty nustatyti junginiy su histidino grupe struktiirg ir jos priklausomybg¢ nuo terpés

parametry.

Medziagy struktiira bei savybes molekuliniame lygmenyje leidZia nustatyti jvairls
spektroskopiniai metodai. Vienas informatyviausiy yra pavirSiaus sustiprinta Ramano sklaidos
spektroskopija (PSRS) — tai nedestruktyvus analizés metodas leidziantis tirti molekules in situ
vandeningje terpéje. Deja, PSRS spektroskopija turi kelis trikumus. Vienas svarbiausiy trikumy —
ribotas PSRS aktyviy metaly pasirinkimas; taip pat §is metodas leidzia tirti tik sistemas adsorbuotas
ant siurkstaus pavirsiaus, kas gali lemti tam tikrus spektrinius poky¢ius. 2010 metais Ramano signalo
stiprinimui pasiiilyta naudoti Au ar Ag nanodaleles apgaubtas keliy nm sluoksnio storio inertiniu
apvalkalu [1]. Nauja metodika (ang. SHINERS - Shell-Isolated Nanoparticle-Enhanced Raman
Spectroscopy) leidzia tirti sistemas adsorbuotas ant lygaus monokristalinio pavirsiaus. SHINERS
metodika remiasi tuo, kad nanodalelés centras atlieka signalo stiprinimo funkcijg, o apvalkalas

neleidzia dalelés branduoliams tiesiogiai sgveikauti tarpusavyje ir su tiriamuoju bandiniu.

Savitvarkiai monosluoksniai (SAM) leidzia suteikti pavirSiams norimas ir modifikuojamas
savybes. Naudojant SAM formuojancias medziagas su tiolio grupe, kuri gali adsorbuotis metalo
pavirsiuje bei galine funkcine histidino grupe galima sukurti sistema, kuri leidzia tirti imidazolo Ziedo

sgveikas Su jvairiomis medZiagomis vandeningje terpeje.

Sio darbo tikslas: istirti savitvarkiy monosluoksniy su histidino funkcine grupe struktiirg
pavir$iaus ir nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu, sustiprintos Ramano spektroskopijos metodais
bei nustatyti junginio struktiiros pokycius, esant skirtingam terpés ragsStingumui. Norint pasiekti

darbo tikslg suformuluoti keturi uZdaviniai:

1. Pritaikyti pasSiurkstinta Au elektroda savitvarkiy monosluoksniy su histidino funkcine grupe
struktiiros tyrimams pavirsiaus sustiprintos Ramano spektroskopijos metodu.

2. Pritaikyti Ag@SiO2 nanodaleles savitvarkiy monosluoksniy su histidino funkcine grupe ant
lygiy metaly pavirSiaus struktiiros tyrimams nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu,

sustiprintos Ramano spektroskopijos metodu.



3. Palyginti skirtingas Ramano sklaidos stiprinimo metodikas, aptarti gautus rezultatus.
4. Palyginti skirtingo riig§tingumo terpése registruojamus spektrus, aptarti terpés riig§tingumo

indukuotus junginio su histidino funkcine grupe struktiiros pakitimus.



2. Literattiros apzvalga

2.1. Ramano sklaida

Vienas i§ budy nustatyti medziagos struktiirg, sandarg, funkcines grupes bei sgveika tarp
molekuliniy grupiy yra Ramano spektroskopija, kuri pla¢iai naudojama srityse, kuriose svarbi
nedestruktyvi analiz¢ molekuliniame lygmenyje. Tai virpesiy spektroskopijos metodas, paremtas
neelastine Sviesos sklaida (Ramano efektu), kuri atsiranda fotonams saveikaujant su tiriamosios

medziagos elektrony debeséliu.

Fotono ir medziagos sgveikos metu medziagos elektronai jgyja papildomos energijos ir
pereina i§ pagrindinio elektroninio lygmens j virtualy lygmenj, kurio energija didesné uz pagrindinio
elektroninio lygmens, tadiau zemesné uz suzadintojo. Molekulé su $ia pertekline energija yra
nestabili, todél po kurio laiko medziagos elektronai i$ aukStesnés energijos lygmens pereina atgal j
pagrindinj energijos lygmenj i$spinduliuvodami fotong. Ramano spinduliuotés iSeiga atitinka tik
mazdaug 10 krentancios spinduliuotés intensyvumo [2, 3]. Saveikos metu fotonas gali netekti
(Stokso juosta) arba jgyti (antistokso juosta) energijos, kuri atitinka virpesinio Suolio energija Awin

(1 pav.). Dél $ios priezasties molekulés atomy virpesiné energija padidéja arba sumazéja.

- T =
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= = b
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1 pav. Ramano Suoliy energiné diagrama (a) ir dviatomés molekulés Ramano spektras (b) [3].

Ramano spektroskopijoje aktyviis tie virpesiai, kuriy metu keiciasi molekulés
poliarizuojamumas. Jei dviatomé molekulé yra apSvie¢iama, tai yra patenka j elektromagnetinj lauka,
molekulé bus poliarizuojama ir joje bus indukuojamas dipolinis momentas . Dydis P yra
proporcingas elektromagnetinés bangos elektrinio lauko stipriui E, kuris yra yra periodiskai kintantis

dydis, todél indukuota dipolinj momenta galime aprasyti Sitaip [2]:



P = aE = aEycos2mv,t, 1)

kur a yra poliarizuojamumo konstanta. Poliarizuojamumas priklauso nuo visy virpesiniy koordinaciy,

tad galima a issiskleisti Teiloro eilute:

a=ay+ (3—3)0 + - (2)

¢ia q = qpcos2mvt (ang. nuclear displacement), kur go - molekulés virpesio amplitudé, vo -

molekulés virpesio daznis. Galiausiai indukuotas dipolinis momentas P:

P = ayEycos2mvyt + % (Z—Z) qQoEolcos{2m(vy + v)t} + cos{2m(vy — V)t}]. 3)
0

Pirmasis narys apraso spinduliavimg vo dazniu (Reiléjaus sklaida), tuomet antrasis narys apraso
spinduliavimg (vo + v) dazniu (antistoksiné Ramano sklaida) ir tre¢iasis narys apraso spinduliavima
(vo - v) dazniu (Stokso Ramano sklaida) [2, 3]. Spinduliuotés bangos daznis kinta dél molekulés
branduoliy virpesiy, kuriy metu atstumas tarp branduoliy kinta periodiskai, 0 Kintant atstumui tarp

branduoliy taip pat kinta ir poliarizuojamumas a.

Ramano spektroskopijoje fiksuojami molekul¢ sudaran¢iy atomy virpesiai. Bendrai visi
molekule sudaranc¢iy atomy virpesiai gali baiti aprasyti normaliaisiais virpesiais. Normalieji virpesiai
toliau skirstomi j valentinius ir deformacinius. Valentiniy virpesiy metu kinta rysio tarp atomy ilgis,
o deformaciniy virpesiy mety kinta kampas tarp molekule sudaranciy atomy. Bendru atveju valentiniy
virpesiy daznis didesnis nei deformaciniy virpesiy. 2 pav. pademonstruoti dviatomés molekulés

normalieji virpesiai [4].

Vi
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2 pav. Vandens molekulés normalieji virpesiai. Mazieji atomai yra vandenilio atomai. Rodyklés vaizduoja

kiekvieno atomo judéjimo kryptj [4].
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Ramano sklaida pasizymi mazu intensyvumu, eksperimenty metu fiksuojamas labai silpnas
signalas. Signalui sustiprinti pasitelkiamj jvairiis metodai, vienas jy — pavir§iaus sustiprinta Ramano
spektroskopija (toliau PSRS, ang. SERS — Surface Enhanced Raman Spectroscopy). PSRS metu
padidéja Ramano sklaidos intensyvumas molekulei esant ant arba netoli nanostruktiiruoto metalinio
pavir§iaus. Sis stiprinimas susijes su lokalizuotu pavir§iaus plazmony rezonansu — kolektyviniu
elektrony virpesiy suzadinimu metalo daleléje [5]. Spinduliuotés stiprinimas geriausiai pasireiskia
Au, Ag ir Cu metalams ir stipriai priklauso nuo pavirSiaus morfologijos. Geras stiprinimas galimas
tik keliems metalams, 0 pacig stiprinimo gebg lemia pavirSiaus nanostruktaros forma, dydis ir
issidéstymas, todél PSRS metodas apribotas tam tikrais metalais ir priklauso nuo jy struktiros. Sis
sustiprintos Ramano sklaidos metodas tradiciSkai yra kontaktinis, tai reiSkia, kad sklaidos fotonus
stiprinantis pavirSius yra taip pat ir pagrindas tyrimo objektui. Tokiu atveju neiSvengiama sistemos
perturbacijy, kadangi gali vykti kriivio pernasa i§ pavirSiaus ] molekulg ar atvirksciai, o tai sumazins

rezultaty tiksluma.

Pakankamai nauja Ramano sklaidos stiprinimo metodika, sukurta 2010 metais [1], naudoja
apvalkalu izoliuotas nanodaleles signalo stiprinimui (ang. SHINERS — Shell-1solated Nanoparticle-
Enhanced Raman Spectroscopy). Siam metodui naudojamos Au arba Ag nanodalelés su keliy
nanometry storio chemiskai ir elektriSkai inertiniu apvalkalu (tai gali buiti tokios medziagos kaip SiOa,
Al,O3, MnO2, TiO,). Sis metodas pasizymi keletu privalumy. Naudojamas iSorinis nanodalelés
apvalkalas neleidzia tiesiogiai sgveikauti tiriamam objektui su metalu, dél to iSvengiamas galimas
kontaktinis potencialy skirtumas, kriivio pernasa. Tuo paciu apvalkalas padidina paciy nanodaleliy
stabiluma — nustatyta, kad aukso nanodalelés dengtos silicio dioksidu (Au@SiOy) isliko stabilios vir$
240 valandy, kai aukso nanodalelés be apvalkalo tokiose paciose salygose pilnai agregavosi jau po
15 minuciy [6]. Taip pat keiciant apvalkalo sluoksnio storj galima kontroliuoti tarpa tarp nanodaleliy
ir tirlamo objekto. Naudojant SHINERS metoda Ramano sklaida stiprinama dél lokalizuoty

pavir$iaus plazmony rezonanso [7].
2.2. Savitvarkiai monosluoksniai

Daugumoje mokslo ir technologijy sriciy labai svarbiis pavirSiai bei sgveikos su jais.
PavirSiams modifikuoti ir suteikti jiems norimas bei kontroliuojamas savybes placiai taikomi
savitvarkiai monosluoksniai (ang. SAM — Self-Assembled Monolayer). Savitvarkos metu labai
plonas molekulinis sluoksnis formuojasi ant pavirSiaus dél adsorbcijos i§ tirpalo arba gary, tuomet
del savo struktiiros savitvarkius monosluoksnius sudaran¢ios molekulés spontaniSkai sgveikaudamos
su pavirSiumi ir tarpusavyje geba sudaryti tvarkingas strukttras. Savitvarkiai monosluoksniai labai

patraukltis dél paprasto ir patogaus jy formavimo budo. 3 pav. pavaizduota SAM struktiira.
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3 pav. Savitvarkio monosluoksnio strukttra [adaptuota pagal [8]].
Savitvarkj monosluoksnj formuojanti medziaga jprastai turi tris pagrindines dalis [8, 9]:

1. ,,Galvos* grupe, kuri molekulg pritvirtina prie substrato. Molekulé jmobilizuojama ant
pavirSiaus dél sgveikos tarp ,,galvos® grupés ir substrato. Vienas i§ pavyzdZziy yra tiolio (R—SH)
»galvos® grupés ir aukso sgveika, kurios metu molekulé jsitvirtina ant aukso pavirSiaus susidarant

kovalentiniam cheminiam rysiui.

2.,,Uodega“, kuri jungia galvos grupe su funkcine grupe. Si dalis lemia molekuliy tarpusavio

sgveika ir orientacija bei leidzia suteikti gerai apibrézta sluoksnio storj.

3. Funkcine grupe, kuri sudaro iSorini SAM sluoksnj. PavirSiui suteikti norimas ir

kontroliuojamas savybes padeda butent specifinés funkcinés grupés parinkimas.

Pastebéta, kad savitvarkiai monosluoksniai formuojasi keliomis fazémis [10]. Pirmoji fazé
greita, trunka keleta minuciy, ir jos metu didZioji dalis molekuliy adsorbuojasi ant substrato.
Antrosios fazés metu, kuri trunka keleta valandy, molekulés tvarkingai i§sidésto dél van der Waals‘o

sgveikos jégy.
2.3. UV-Vis spektroskopija

UV-Vis spektroskopija remiasi S$vies0S sugertimi vykstant elektroniniams Suoliams
atomuose ir molekulése. Kaip ir nusako pavadinimas, Suolius Zadina regimojo ir greta esanti

ultravioletinio spektro Sviesa.

Vienas i§ svarbiausiy ultravioletinés—regimosios spektroskopijos srityje naudojamy désniy

yra Lamberto—Bero, kuris nusako santykj tarp spinduliuotés sugerties ir bandinio koncentracijos.
A = ¢€lc, 4)
cia:

A — optinis tankis;



¢ —molinis silpimo koeficientas (M™-cm™);
| — optinio kelio ilgis (cm);
¢ — méginio koncentracija (M).

Bendru atveju $i priklausomybé yra tiesing, taciau pasiekus didesnes méginiy koncentracijas
tiesiné priklausomybé nebegalioja ir pasireiskia didelés paklaidos. UV—Vis spektruose abscisiy asyje
atidedamas spinduliuotés bangos ilgis, nm, ordinaciy aSyje atidedamas optinis tankis A, kuris yra
desimtainis logaritmas santykio j bandinj kritusios §viesos intensyvumo su bandinj praéjusios $viesos
intensyvumu. Didelé dalis spektriniy prietaisy prie didesniy optinio tankio verciy jsisotina (didéjant
koncentracijai nebedidéja sugertis), o vir§ mazdaug 2 optiniy vienety nebegalioja tiesinis Lamberto—

Bero désningumas ir jsivyrauja didelés paklaidos.

Nanodalelés pasizymi ypatingomis optinémis savybémis, kurias lemia daleliy dydis, forma,
koncentracija bei aglomeracija. Priklausomai nuo daleliy dydzio, formos, metalo, gaunamas
skirtingas UV—Vis sugerties spektras, todél uzregistravus nanodaleliy UV-Vis sugerties spektra,
nustacius sugerties maksimuma atitinkantj bangos ilgj ir remiantis literattira [11] galime spresti, ar

susintetintos dalelés yra tinkamo dydzio SHINERS eksperimentams.
2.4. Junginiai su histidino grupe

IS visy natiiraliy amino riig§¢iy, sudaranciy baltymus, viena svarbiausiy yra histidinas. Dél
savo unikalios molekulinés struktiiros jis dalyvauja daugelyje biologiniy procesy. Histidinas turi
funkcing grupe — imidazolo Zieda, kuris geba koordinuoti metaly jonus taip formuodamas
biomolekuliy aktyvius centrus, todél imidazolo Ziedui skiriamas ypatingas démesys. Histidinas turi
dvi skirtingas protonuotas formas ir su kitomis amino riigS§timis bei metaly jonais gali saveikauti
penkiais skirtingais biidais [12]. Si dinamigka struktiira reikalauja tolimesniy tyrimy.

Svarblis organiniy junginiy sgveikg apraSantys parametrai yra $iy junginiy rigstinés ir
bazinés savybés. Viena 1§ pagrindiniy, Brionstedo ir Laurio, riigS§tingumo ir bazingumo teorija sieja
protony (H" atomy) pernasg su junginiy rogStingumu ir bazingumu [13]. Rugsties disociacijos

konstanta apraSoma taip:

K, = ' %)

¢ia HA — rhgstis, A" — rugsties konjuguotoji bazé, H" — vandenilio jonas. Dydziai lauZtiniuose
skliaustuose yra koncentracija pusiausvyroje padétyje. Dazniausiai riigsties disociacijos konstantai

iSreiksti naudojamas neigiamas K logaritmas:



[HA]
pKq = —log10Ks = logso A 1H (6)
Kuo mazesné pKa verte, tuo riigstis stipresné. Riigsties disociacijos konstanta pKa leidzia
suprasti kuri, protonuota ar deprotonuota, molekulés forma yra dominuojanti terpéje. Jei terpés pH
yra mazesnis uz molekulés pKa verte, tuomet molekulé terpéje dominuoja protonuotoje formoje. Tuo
tarpu jei terpés pH verté didesné uz molekulés pKa verte, tuomet molekulé terpéje dominuoja

deprotonuotoje formoje.

Terpés ragstingumas (pH verté, kuri nurodo H* jony koncentracijg terpéje) lemia molekulés
struktira, reakcinguma ir funkcinés grupés orientacija, kadangi yra tiesiogiai susijes su molekulés
protonacija/deprotonacija. Pati imidazolo ziedo erdviné orientacija yra svarbus faktorius peptidy
gebai lankstytis ir susijusi su jy antrine ir tretine struktiira. Histidinas gali koordinuoti metaly jonus
ir sudaryti gyvybiskai svarbiy, tokiy kaip hemoglobinas, biomolekuliy centrus. Imidazolo Ziedo
buvimas suteikia tris papildomas sritis protonacijai/deprotonacijai bei metaly jony prisijungimui be
jau esanciy dviejy amino riig§ciy galy (NH2 ir COOH). Arti neutralaus pH imidazolo Ziedas turi vieng
protonuotg ir vieng deprotonuotg azoto atoma, kaip pavaizduota 4 pav. Lanksti histidino struktiira

leidZia jam buti keliose skirtingose formose, kurios priklauso nuo terpés pH vertés [14].

4 pav. Histidino struktiiriné formulé esant neutraliai pH terpei.

Skirtingos histidino strukttiros pavaizduotos 5 pav. Histidinas egzistuoja keliose skirtingose
tautomerinése formose, priklausomai nuo to, kuris imidazolo Ziedo azoto atomas protonuotas,

kadangi Sie azoto atomai néra identiski.
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5 pav. Skirtingos L-histidino struktiiros priklausomai nuo protonacijos/deprotonacijos [14].

Tautomerai skiriami pagal tai, kuris azoto atomas protonuotas. Galimi keli Zyméjimai tautomerinéms
formoms atskirti, N*, kai protonuotasis azoto atomas yra ar¢iau CHz grupés arba N, kai protonuotas
Kitas azoto atomas. Alternatyvus Zyméjimas pateiktas 6 pav. tautomeras-I turi protonuota N1 azoto

atoma, o tautomero-l1 atveju protonuotas ar¢iau CH> grupés esantis N3 azoto atomas.

| |
. C.
N‘:CE\F —H H— N{i ﬁ“ 1
/C-t=C5 o /Cq%a
C( ¥ H C(_t H
Tautomeras-I Tautomeras-I11

6 pav. Histidino tautomerinés formos [adaptuota pagal [15]].

Savitvarkius monosluoksnius formuojanc¢ios molekulés su pavirsiui aktyvia ,,galvos* grupe
ir modifikuojama galine funkcine grupe naudojamos bioelektroniniy prietaisy vystyme. Naudojant
SAM su metalui aktyvia tioline grupe ir histidino funkcine grupe galima sukurti sistemg imidazolo
ziedo sgveikoms su jvairiais tirpalo komponentais nagrinéjimui. Norint gerai suprasti histidino
vaidmen] baltymy sgveikoje ir elektrinio lauko jtaka biomolekuliy strukttrai svarbu tirti

monosluoksnius su histidino funkcine grupe suformuotus ant metalo pavirsiaus.
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3. Metodika

3.1. Reagentai

Visos aukso elektrody ruoSimui pavirSiaus ir nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu,
sustiprintos Ramano spektroskopijos metodais naudotos medziagos (Merck, VVokietija) ir medziagos

naudotos SHINERS eksperimentams skirtingo riigStingumo terpése pateiktos 1 lenteléje. Tirpalai

ruosti dejonizuotame vandenyije (18,2 MQ-cm, Millipore).

1 lentelé. Eksperimenty metu naudotos medziagos

3.2.

MedzZiaga Cheminé Naudota Grynumas
formulé koncentracija

Etanolis CH3CH.OH grynas >99,5 %
Sieros rugstis H2S04 05M 95 %
Natrio chloridas NaCl 0,1 M 99,5 %
N-(2-(1H-imidazol-4- C11H19N30S 10M 99,5 %
il)etil)-6-
merkaptoheksanamidas
Aliuminio oksidas Al2O3 grynas 99,99 %
Sunkus vanduo D20 grynas 99,99 atomy % D
Deuterio chloridas DCI 1M >099,99 % atomy % D
Natrio deuterio oksidas NaOD 2% 99,99 atomy % D
Buferinis tirpalas KD2PO4+NaxS04 | 0,05M + 0,1 M | 98 atomy % D + 99 %

Bandinio paruoSimas

Eksperimentams naudoti trijy skirtingy riiSiy Au pavirsiai:

1. Au elektrodas nupoliruotas iki lygaus pavirsiaus — SHINERS eksperimentams;

2. Pasiurkstintas Au elektrodas — PSRS eksperimentams;
3. Lygus aukso pavirsius, suformuotas magnetroninio garinimo bidu — SHINERS

eksperimentams.

Ramano spektroskopijos tyrimams ypac svarbus sistemos Svarumas, todél aukso elektrodo

paruoSimas uzémé didele laiko dalj. Elektrodas buvo elektrochemiskai valomas ir SiurkStinamas trijy
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elektrody celéje, kur darbinio Au elektrodo potencialas buvo matuotas Ag/AgCl, 3 M KCI elektrodo

atzvilgiu, o pagalbinis elektrodas — Pt viela.

Tiek PSRS, tieck SHINERS eksperimentai atlikti vandeningje terp¢je, todél pries atliekant

matavimus elektrodai buvo jmerkiami j dejonizuotg vanden.

SHINERS cksperimentai kei¢iant terpés rugStinguma buvo atliekami naudojant aukso
plokstele. Ant laboratorinio stiklelio magnetroninio garinimo metu stiklelis pirmiausia buvo

padengtas 2 nm storio chromo pasluoksniu, tuomet uzgarinta 180 nm aukso danga.
3.2.1. Lygaus Au elektrodo paruosimas SHINERS eksperimentui

Pirmiausia Au (99,99 %) darbinis elektrodas Svei¢iamas 0,2 um Slifavimo popieriumi,
plaunamas vandeniu, tuomet apie 10 minuciy poliruojamas 0,05-0,3 um Al,O3 milteliais ant tam
tikslui skirto poliravimo pado (Buchler, JAV) ir 8 minutes veikiamas ultragarsu vandens ir etanolio
misinyje (1:1), vél plaunamas vandeniu. Toliau Au elektrodas valomas elektrochemiskai ciklinant 0,5
M H2SOq4 rtigstyje, skleidziant potencialg (0—2—0) V srityje, 100 mV/s greiciu, procesas vykdomas
5 ciklus ir skleidziant potencialg (0—1,66—0) V, 100 mV/s greiciu, kai procesas vykdomas 10 cikly.
Po to elektrodas plaunamas vandeniu ir redukuojamas 0,1 M NaCl tirpale islaikant potencialg ties —
09V.

Po Au elektrodo redukavimo Sis plaunamas vandeniu ir tirpikliu (etanoliu), ir tuomet
elektrodas merkiamas | monosluoksnio formavimo tirpala, kuriame iStirpinta savitvarkius
monosluoksnius formuojantis junginys su histidino funkcine grupe, angliavandenilingje grandinéje
jterpta amido grupe (stabilaus ir tvirto monosluoksnio formavimui) ir aukso pavirsiui aktyvia S—H
dalimi. Butent toks modelinis junginys susintetintas norint geriau istirti histidino struktiirg ir jos
poky¢ius dél iSoriniy veiksniy. Sis junginys, N-(2-(1H-imidazol-4-yl)ethyl)-6-mercaptohexanamide
(trumpinys — IMHA), susintetintas Organinés chemijos skyriuje, Fiziniy ir technologijos moksly

centre. Grynumas 99,99 %, molekuliné masé 241,35306. IMHA strukttiriné formulé pateikta 7 pav.

{\N,J\/\Hj]\/\/\/ >

7 pav. IMHA junginio struktiiriné formulé.
Elektrodas monosluoksnio formavimo tirpale laikytas apie 72 valandas.

Paruostas lygus elektrodas naudojamas SHINERS eksperimentui, tad gausiai nuplovus

vir§sluoksnius etanoliu ir dejonizuotu vandeniu ant nusodinto monosluoksnio reikia uzdéti Ag@SiO>
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nanodaleles, kurios stiprins signalg eksperimento metu. Automatine pipete paimama 3 pl nanodaleliy
ir atsargiai uzdedama ant elektrodo pavirSiaus, nepalieciant pipetoriaus galiuku. Palaukiama
10 minuciy ir elektrodas vél gausiai plaunamas dejonizuotu vandeniu. Po $io zZingsnio jau galima

atlikti nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu, sustiprintos Ramano spektroskopijos matavimus.
3.2.2. Siurkstaus Au elektrodo paruosimas PSRS eksperimentui

PavirSiaus sustiprintos Ramano spektroskopijos tyrimui buvo naudojamas Siurkstintas
elektrodas. Elektrodui valyti naudojama auksciau aprasyta metodika, tac¢iau po elektrodo redukavimo
0,1 M NaCl tirpale islaikant potencialg ties —0,9 V atliekamas elektrocheminis Siurkstinimas 0,1 M
NaCl tirpale uzduodant potencialg (-0,3—1,3—-0,3) V srityje. Siurk§tinimo metu potencialas
iSlaikomas 30 s ties neigiama potencialo verte ir 2 s tiek teigiama potencialo verte, ciklai kartojami

apie 10 minuciy.

Po Au elektrodo Siurkstinimo Sis plaunamas vandeniu ir tirpikliu (etanoliu), ir merkiamas j
sodinimo tirpala, kuriame iStirpinta savitvarkius monosluoksnius formuojanti medziaga — IMHA.

Elektrodas sodinimo tirpale laikytas 72 valandas.

Siurkstinto elektrodo atveju nusodinus monosluoksnj ir gausiai nuplovus virssluoksnius
etanoliu bei dejonizuotu vandeniu jau galima atlikti pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos

matavimus, ¢ia Siurkstus pavirSius stiprina Ramano sklaidos signala.
3.2.3. Lygaus, monokristalinio Au elektrodo paruosimas SHINERS eksperimentui

Eksperimentui magnetroninio garinimo metu laboratorinis stiklelis pirmiausia buvo
padengtas 2 nm storio chromo pasluoksniu, tuomet uzgarinta 180 nm aukso danga. Plokstelé po
magnetroninio garinimo i§ karto merkiama j savitvarkj monosluoksnj formuojantj IMHA 103 M
tirpala, kuriame yra laikoma 72 valandas. Istraukus plokstelg i§ sodinimo tirpalo, aukso plokstelé
gausiai plaunama etanoliu ir dejonizuotu vandeniu siekiant pasalinti virSsluoksnius. Nuplovus

virS$sluoksnius aukso plokstel¢ jstatoma j trijy elektrody elektrocheming celg.
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8 pav. Surinkta trijy elektrody celé. A — Ag/AgCI, 3 M KCI elektrodas (palyginimo elektrodas), B — Pt viela
(pagalbinis elektrodas), C — aukso plokstelé (darbinis elektrodas).

Surinkus cele ji plaunama dejonizuotu vandeniu, tuomet ant aukso plokstelés pavirSiaus
dedamos Ag@SiO2 nanodalelés, kurios stiprins signalg eksperimento metu. Automatine pipete
paimama 3 pl nanodaleliy ir atsargiai uzdedama ant plokstelés pavirSiaus, nepalieCiant pipetoriaus
galiuku. Palaukiama apie 10 min ir celé vél gausiai plaunama dejonizuotu vandeniu. Tuomet kelis
kartus praskalaujama sunkiu vandeniu. Naudojamos celés talpa 1 ml. | cele pripilama buferinio tirpalo

kartu su natrio sulfatu joninei jégai palaikyti (KD2PO4+Na>2SQOa4), kurio pD verté 5,5.

Celé prijungiama prie potenciostato, darbinio elektrodo potencialas matuojamas/kei¢iamas
Ag/AgCl, 3 M KCl palyginamojo elektrodo atzvilgiu, pagalbinis elektrodas — Pt viela, o darbinis
elektrodas yra pati aukso plokStelé. Pirmiausia trumpam laiko tarpui (iki 60 s) palaikomas —0,7 V
potencialas, kad nesvarumai ar kiti adsorbatai biity pasalinti nuo tiriamojo pavir$iaus. Dabar galima
pradéti SHINERS matavimus, kai keiCiamas terpés riigS§tingumas ir palaikomas pastovus iSorinis

elektrinis laukas.

3.3. Prietaisai

Tiriant savitvarkius monosluoksnius Ramano sklaidos, PSRS ir SHINERS spektrai
registruoti HyperFlux PRO Plus (Tornado Spectral Systems, Kanada) spektrometru su
termoelektriSkai Saldomu (=40 °C) CCD detektoriumi kambario temperatiiroje (20 & 2°C). Spektry
suzadinimui ir Ramano sklaidos surinkimui naudotas $viesolaidinis kabelis. Diodinio lazerio,
generuojan¢io Zadinan¢ig spinduliuote, bangos ilgis 785 nm. Eksperimentams taikyta 180°
geometrija. Lazerinés spinduliuotés galia ties bandiniu buvo 50 mW. Lazerio spindulys fokusuojamas

j 80—100 um skersmens déme ant tiriamojo bandinio pavirSiaus. Santykinis Ramano sklaidos
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intensyvumas Kkalibruotas pagal baltos $viesos (Raman Calibration Kit, SN WL043, Tornado,
Toronto, Kanada) intensyvumo standartag. Ramano spektry bangos skaiéiy asis kalibruota pagal
polistireno plévelés standarto (ASTM E 1840) Ramano sklaidos spektra. Registruojant spektrus
integravimo laikas svyravo nuo 7,5 s iki 540 s. Virpesiniai spektrai apdoroti GRAMS/AI 8.0 (Thermo

Scientific Inc., JAV) kompiuterine programa.

UV-Vis matavimai registruoti naudojant Lambda 25 UV-VIS (Perkin Elmer Inc., JAV)
spektrometra. Tyrimams naudotos kvarcinés kiuvetés, optinio kelio ilgis 1 cm. Tiriant susintetintas
sidabro nanodaleles j kiuvetes supiltas daleliy ir palyginamasis tirpalas. Palyginamuoju tirpalu buvo
dejonizuotas vanduo. Sugerties spektrai registruoti 200 — 1100 nm srityje. Matavimai atlikti kambario

temperatiroje (20 + 2°C).
3.4. Kitos priemonés

Reagentai sverti analizinémis svarstyklémis (KERN & Sohn GmbH, JAV). Naudotos
automatinés pipetés (1 ml, 100 pl, 10 pl), vienkartiniai indai (15 ml, 50 ml) ir stikliniai indai (200 ml,
50 ml). Elektrody ruosimui naudotas §lifavimo popierius (0,2 um), poliravimo padas (Buchler, JAV),
valymas po poliravimo atliktas ultragarsin¢je voneléje. Elektrody valymui ir SiurkStinimui naudota
trijy elektrody elektrocheminé celé ir potenciostatas (Zahner Zennium, Vokietija). Buferinio tirpalo

riigitingumo matavimas atliktas naudojant pH matuoklj (Mettler Toledo, Sveicarija).
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4. Rezultatai ir jy aptarimas

Atlikty eksperimenty metu UV-Vis spektroskopijos pagalba jvertintas Ag@SiO;
nanodaleliy dydis. Palyginti PSRS ir SHINERS metodai tiriant junginj su histidino grupe. SHINERS
metodu nustatyti junginio su histidino grupe struktiiros pokyc¢iai esant skirtingai terpei (H20 ir D20).
SHINERS metodu nustatyti junginio su histidino grupe struktiros pokyciai esant skirtingam terpés

rigstingumui bei nustatyta histidino ziedo disociacijos konstantos pKa verté.
4.1. Sidabro nanodaleliy UV-Vis spektras

Nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu, sustiprintos Ramano sklaidos tyrimui naudojamos
nanodalelés i§ Au, Ag arba Cu metaly, kurie i$siskiria i§ kity metaly tuo, kad gerai stiprina signala
regimojoje srityje. Sidabro nanodalelés ypatingai patrauklios, nes gali biiti parenkamos taip, kad gerai

stiprinty signalg visame regimosios $viesos ruoze [11].

Sustiprintos Ramano sklaidos eksperimentams naudotos sidabro nanodalelés su plonu silicio
dioksido apvalkalu (Ag@SiOz), kur nanodalelés sidabro branduolys atlicka signalo stiprinimo

funkcija, o iSorinis apvalkalas neleidzia branduoliui tiesiogiai sgveikauti su tiriamuoju junginiu.

Nanodaleliy optinés savybés priklauso nuo jy formos, dydzio, aglomeracijos bei
koncentracijos ir pacio metalo prigimties, ultravioletinés — regimosios $viesos spektroskopija yra
tinkamas metodas nustatyti, ar dalelés tinkamos SHINERS eksperimentams. 9 pav. pavaizduoti

tyrimuose naudoty Ag nanodaleliy UV-Vis spektrai.

150 463

1.25

1.00

0.75 +

Optinis tankis

0.50 +

0.25 5

(a)

0.00 +————————1——1——7—
300 400 500 600 700 800 900 1000
Bangos ilgis, nm

9 pav. Sidabro nanodaleliy (a) ir sidabro nanodaleliy su silicio dioksido apvalkalu (b) UV—-Vis spektrai.
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Nanodaleliy be iSorinio apvalkalo UV-Vis spektro sugerties maksimumas yra ties 463 nm,
o nanodaleliy su apvalkalu — 469 nm. Ramano sklaidos signalo stiprinimui naudotos Organinés
chemijos skyriuje, Fiziniy ir technologijos moksly centre susintetintos 85 + 5 nm dydzio sidabro
nanodalelés su iSoriniu silicio dioksido sluoksniu, kurio storis ~3 nm. Straipsnyje apie greitg
nanodaleliy koncentracijos ir dydzio nustatyma [16] randamos nanodaleliy sugerties maksimumo
padéties ir nanodaleliy dydzio koreliacijos lentelés duomenimis 80 nm daleliy sugerties maksimumas
yra ties 458,3 nm, o 90 nm daleliy — 474,6 nm. Lenteléje rasti duomenys visai gerai sutampa Su
eksperimenti$kai nustatytomis sugerties maksimumo padétimis. Taip pat literatiiroje apie Ag@SiO>
naudojimg SHINERS metodui [11] galime pastebéti ne tik pana$ig sugerties maksimumo padéties ir
nanodalelés dydzio priklausomybe, bet ir UV—Vis spektro platéjima ir poslinkj j didesniy bangos ilgiy
puse didéjant daleliy dydziui (pavaizduota 10 pav.).

20
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10 pav. UV-Vis sugerties spektras 12 nm Au branduolio (A, juoda spalva), 50 + 5 nm Ag nanodalelés (B,
raudona spalva), 70 + 5 nm Ag nanodalelés (C, mélyna spalva), 100 = 10 nm Ag nanodalelés (D, Zalia
spalva) [adaptuota pagal [11]].

IS 9 pav. matome, kad Ag nanodaleliy be apvalko ir su apvalkalu UV—Vis kreivés labai
panaSios, todel galime daryti i§vada, kad SiO2 apvalkalas pakankamai plonas ir neturi Zymaus

poveikio daleliy optinéms savybéms.
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4.2. PSRS ir SHINERS rezultaty palyginimas

Monosluoksnj formuojancios medziagos IMHA tyrimui naudoti du Ramano sklaidos
stiprinimo metodai — pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos ir nanodaleliy, padengty iSoriniu
sluoksniu, sustiprintos Ramano sklaidos metodai. IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant Siurkstaus
Au elektrodo ir adsorbuoto ant lygiai nupoliruoto Au elektrodo, spektrai vandeningje terpéje

palyginti 11 pav.

Bs.v.‘[ Bs‘vI 15 s.vl

SHINERS

214

1060

700

(b) x0.15]

Intensyvumas, s.v.
2925
2853

2925
2856
258

(b) x0.15

T T -1 ' 1 ' 1 v 717
3000 2800

T T T
1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

. . -1
Ramano poslinkis, cm

11 pav. IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant pasiurkstinto Au elektrodo, PSRS spektras (a) ir IMHA
monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, SHINERS spektras (b).

I§ karto pastebéta, kad SHINERS spektras daug intensyvesnis nei PSRS bei yra maziau
triukSmingas. Spektry kaupimo laikas 540 s ir 63 s atitinkamai PSRS ir SHINERS metodams. PSRS
metodu priklausomai nuo apsvieciamos elektrodo vietos gauti skirtingo intensyvumo spektrai, taciau
virpesiniy juosty dazniai nekito. Tuo tarpu SHINERS metodo atveju keiciant apSviec¢iamo ploto vietg
gauti praktiskai identiSko intensyvumo spektrai ir nestebéti virpesiniy juosty poslinkiai — nanodaleliy,
padengty iSoriniu sluoksniu, sustiprintos Ramano sklaidos metodas monosluoksnio tyrime

pasizyméjo geresniu signalo stiprinimo atsikartojamumu.

Spinduliuotés stiprinimas priklauso nuo atstumo tarp tiriamojo objekto ir nanostruktiiry [5],
todél PSRS metodo atveju geriau iSsiskiria virpesiai, esantys ar¢iau Siurkstinto elektrodo pavirSiaus,

0 SHINERS metodu — geriau stiprinami virpesiai, esantys $alia stiprinimg atliekan¢iy nanodaleliy su
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inertiniu apvalkalu. PSRS metodu gautame spektre aiSkiai matosi valentinio Au-S virpesio juosta, kai

tuo tarpu SHINERS spektre ji neisskiriama. Virpesiniy juosty priskyrimas pateiktas 2 lenteléje.

2 lentelé. IMHA charakteringy virpesiniy juosty priskyrimas atlikus matavimus PSRS ir SHINERS metodais

O, cm? | thO,om> | Dy0.om- Virpesys [11], 14-19]
2925 2925 2925 vas(CH2)
2856 2853 2854 vs(CH>)
1640 1640 Am |
1593 1582 1571 Im v(C4=Cs) (Tautomeras-I1)
1435 1435 1435 d(CHy) zirklinis
1387
1369 1367 8(CH2); v(Im) (Tautomeras-II)
1327 1331 Im v(C-N); ®(CHy)
1302 1302 1297 t(CH>)
1263 1263 1257 Im B(C2-H) (Tautomeras-11)
1237 1237 1234 v(Im)
1058 1060 1060 V(C-C)1; v(C-N)
995
959 950 950 v(C-C)
917 921 921 x(Im)
837 837 r(CHy)
747 747 r(CH2)
711 700 700 v(C-S)r
637 619 619 v(C-S)c
587
258 v(Au-S)
214 219

v — valentinis, 8 — deformacinis, p — plokStuminis deformacinis, 3 — neplokS§tuminis
deformacinis, ® — véduoklinis deformacinis, t — sukamasis deformacinis, r — $vytuoklinis
deformacinis, s — simetrinis, as — asimetrinis, Im- imidazolo Ziedas, Am | — amidas I,
T —trans, G — gos.

IMHA imidazolo ziedo anglies atomy numeracija pateikiama 12 pav.

IZN_I ||5 o
20 4
\”:’l\/\ NJ\{CH:};
H |
SH

12 pav. Imidazolo Ziedo anglies atomy numeracija IMHA junginyje.

Metilo grupés simetrinis valentinis virpesys vs(CH2) SHINERS spektre (2853 cm™?)
pasislinkes j Siek tiek trumpesniy bangos skai¢iy puse lyginant su PSRS spektru (2856 cm™).
Poslinkis gali buti siejamas su tvarkingesniu SAM i$sidéstymu, kai Sis adsorbuojamas ant lygaus

aukso pavirSiaus.
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Skirtingi histidino tautomerai gali bati identifikuojami i§ charakteringy Ramano juosty
[19, 20]. Valentinio v(Cs=Cs) virpesio histidino tautomerui-II juosta yra ties 1588—1583 cm ™ [22].
Virpesys aiskiai i$skiriamas SHINERS spektre, ta¢iau PSRS spektre tai gana plati juosta. v(C4=Cs)
juostos padétis PSRS spektre yra pasislinkusi j tolimesniy bangos skaiciy pusg¢ lyginant su SHINERS

spektru — tai parodo, kad imidazolo ziedo aplinka tirtose sistemose yra skirtinga.

Labai intensyvi juosta ties 700 cm™* priskiriama v(C—S)r valentiniam adsorbuotos molekulés
virpesiui trans konformacijoje, Atitinkama gos konformacijos juosta v(C—S)g yra ties 619 cm™.
3,9 karto uz v(C—S)c didesnis v(C—S)t virpesinés juostos stipris nurodo, kad adsorbuotos molekulés

yra daugiausia trans konformacijos.

Amido grupés virpesinés juostos néra aiskiai iSskirtos nei PSRS nei SHINERS spektruose.
Labai nezymi juosta ties 1640 cm ™ gali biiti priskiriama amido-I virpesiui, kuris pagrinde siejamas
su C=0 valentiniu virpesiu [23]. Santykinai Zemas virpesio daznis siejamas su stipria C=0 amido
grupés vandeniline sgveika monosluoksnyje. Nedidelis amido-I virpesinés juostos intensyvumas gali
biti susijes sU beveik lygiagrec¢iu C=0 i$sidéstymu pavirSiaus atzvilgiu.

SHINERS monosluoksnio spektre santykinis v(C4=C5) juostos ties 1582 cm™ ir §(CH>)
juostos ties 1435 cm! virpesiy intensyvumas yra didesnis nei ty pac¢iy juosty intensyvumas PSRS
spektre. Remiantis pavirSiaus atrankos taisyklémis [24] galime manyti, kad imidazolo ziedo C4=C5

grupé yra labiau statmena pavirSiaus atzvilgiu lygaus aukso elektrodo atveju (SHINERS spektras)

lyginant su Siurksciu elektrodu.
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4.3. IMHA monosluoksnio SHINERS spektrai

Toliau dél gero signalo/triukSmo santykio ir viena eile geresnio signalo stiprinimo junginys
su histidino grupe tirtas tik nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu, sustiprintos Ramano sklaidos
metodu. IMHA, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, Ramano sklaidos spektras ir IMHA,
adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, naudojant Ag@SiO2 nanodaleles signalo

stiprinimui pavaizduotas 13 pav.

20 SVI 30 s.v.‘|r 100 s.v.‘|'

IMHA + Ag@SiO,

214

1060

Intensyvumas, s.v.

2925

2853

(b)

(a)
W (a)

—r T ' T _ r 1T ' T T 1 T
1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

T T
3000 2800

. . -1
Ramano poslinkis, cm

13 pav. IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, Ramano spektras vandeninéje
terpéje (a) ir IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, SHINERS spektras
vandeninéje terpéje naudojant Ag@SiO, nanodaleles signalui stiprinti (b).

Kaip ir buvo galima tikétis, lygus Au elektrodo pavirSius nesustiprina Ramano sklaidos.

Siekiant patikimiau priskirti virpesines juostas, IMHA junginio spektras buvo registruotas
vandens ir sunkaus vandens terpése (14 pav.). Spektry lyginimas H>O ir D20 terpése ypatingai
palengvina virpesiy priskyrimg funkcinéms grupéms, turinéioms lengvai pakei¢iamus vandenilio
atomus. Tiriamame IMHA junginyje tai yra amido grupé ir vandeniliai, sudarantys rysius Su

imidazolo ziedo N1 ir N3 atomais (atomy numeracija pateikta 12 pav.).
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14 pav. IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, SHINERS spektras vandenyje (a)
ir IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, SHINERS spektras sunkiame
vandenyje (b).

Histidino tautomerui-11 biidinga v(C4=C5) virpesiné juosta ties 1588—1583 cm ™ [22] gerai
regima H20 ir D20 terpése uzregistruotuose SHINERS spektruose.

Kita tautomerui-II bidinga juosta yra ties 1263 cm™ ir 1257 cm™ SHINERS spektruose,
uzregistruotuose atitinkamai H,O ir D,O terpése. Si juosta gerai sutampa su literatiiroje
pateikiamomis vertémis — HO terpéje virpesys nustatytas 1265-1260 cm™, 0 D20 terpéje Sio
virpesio daznis 1258—1256 cm™ [22].

Remiantis eksperimenty duomenimis nustatyta, kad IMHA junginys tvarkingiau i$sidésté
formuodamas SAM ant lygaus Au elektrodo; dominuoja histidino tautomero-11 forma, kuriai
charakteringi virpesiai matomi 1588-1583 cm™ ir 1265-1260 cm™ ruozuose; didzioji dalis
adsorbavusiy monosluoksnj formuojanc¢iy IMHA molekuliy yra trans konformacijos — valentinio
v(C—S)T (700 cm™), trans konformacijai priklausanéio, virpesio juostos stipris 3,9 karto didesnis uz

gos§ konformacijai biidingo valentinio v(C—S)c (619 cm™?) virpesio juostos stiprj.

23



4.4. IMHA monosluoksnio spektrai riigscioje terpéje

Siekiant istirti imidazolo ziedo protonavimo pocesa, IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant
nupoliruoto Au elektrodo, spektrai buvo registruojami riigd¢ioje terpéje. PartigStinus terpe tikimés,
kad iSryskeés juostos, kurios indikuoty histidino struktiiros pokyc¢ius, susijusius su imidazolo ziedo
protonacija. Tiek vandens, tiek sunkaus vandens atveju terpés riigstinimui buvo jlaSinta sieros rigstis
H2SOs. Partigstinto vandens pH 2,65 (15 pav. (b)).
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15 pav. IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, SHINERS spektras vandenyje (a)
ir rigstintame vandenyje (pH 2,65) (b).

Toliau eksperimentas buvo kartojamas H»O pakeiciant | D20. Pariigstinto sunkaus vandens
pD 2,64 (16 pav. (b)).
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16 pav. IMHA monosluoksnio, adsorbuoto ant nupoliruoto Au elektrodo, SHINERS spektras sunkiame
vandenyje (a) ir ragstintame sunkiame vandenyje (pD 2,64) (b).

Naudojant riigitintg sunky vandenj matoma intensyvi juosta ties 1406 cm™ — tai yra aiskus
pilnai protonuoto imidazolo ziedo spektrinis zymuo [22]. Taigi, naudojant sunky vandenj mus
dominanti viduriné bangos skaiCiy sritis ragStinant terpe geriau apibréziama, todél toliau

eksperimentuose buvo naudojamas sunkus vanduo.

4.5. IMHA monosluoksnio spektrai kei¢iant terpés rtgStinguma bei pK, vertés

nustatymas

Kaip jau anksciau pastebéta monosluoksnis tvarkingiau issidésto ant lygaus Au pavirSiaus,
todél naudosime ne S$lifuoty, lygy, aukso elektroda, o stiklo plokstele su magnetroniniu btdu
suformuota aukso danga. Tokiu biidu suformuotos aukso dangos pavirSius yra daug lygesnis nei
poliruotas aukso elektrodas. Aiskus imidazolo ziedo protonavimo spektrinis Zymuo pastebétas
naudojant sunky riigstinta vandenj (16 pav. (b)), todél toliau eksperimentas atliekamas sunkiame

vandenyje.

Eksperimentai buvo atliekami naudojant 8 pav. pavaizduota trijy elektrody cele, Kuri
pripildyta deuteruoto buferinio tirpalo (KD2PO4 + Na2SOs). Terpé ruigstinama naudojant DCI ir

25



Sarminama naudojant NaOD. Spektrai registruojami 2,5+5,8 pD ruoze. Terpés pD verté nustatoma

naudojant tipinj pH matuoklj ir taikant formule, aprasyta literataroje [25]:
pD = pH verté + 0,40. @)

Pusiausvyroje biisenoje darbinio elektrodo potencialas celéje yra apie 200 mV (stacionarus

potencialas), todél spektriniy matavimy metu buvo nustatytas 200 mV darbinio elektrodo potencialas.

Literaturoje randama, kad histidinas egzistuoja penkiose skirtingose formose, priklausomai
nuo terpés pH vertés [14], kurios pateiktos 5 pav. Arti neutralios pH vertés histidino imidazolo Ziedas
turi vieng protonuotg ir vieng deprotonuotg azoto atoma, zemesniame uz 6,5 pH abu azoto atomai

protonuoti [22].
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=980

i T R / ‘ g \ pD5.8

T T v T v T v T v T
1600 1400 1200 1000 800 600

Ramano poslinkis, cm’
17 pav. IMHA monosluoksnio spektrai 450-1600 cm™ srityje esant skirtingai terpés pD vertei.
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Monosluoksnis islieka stabilus tirty pD verciy srityje, kadangi visuose spektruose matoma
intensyvi juosta ties 695 cm™ susijusi su valentiniu C—S virpesiu atitinkan¢iu molekulinés grupés
S—C—C trans konformacijg. Mazéjant pD vertei galima iSskirti du aiSkius kitimus susijusius su
imidazolo Ziedo deuteravimu. Virpesys ties 1407 cm™ intensyvéja ir pasislenka j 1402 cm™ pD vertei
pasiekus 2,5; 8i charakteringa juosta indikuoja, kad imidazolo ziedas yra pilnai deuteruotas [22].
Nezymus virpesio daznio sumaz¢jimas gali biiti susijes su teigiama kriivj turinciy ziedy atsiradimu ir
ju saveika monosluoksnyje. Kitas spektrinis kitimas susijes su auksto daznio juostos ties 1572 cm™
stiprio mazéjimu. Tautomerui-I biidinga spektriné juosta ties 1572 cm™ [14, 15] maZéjant pD

18Snyksta, kadangi imidazolo ziedo struktiira pakinta.

IMHA monosluoksnio imidazolo ziedo pKa vertei nustatyti buvo analizuojama SHINERS
juostos ties 1402-1407 cm™ stiprio priklausomybé nuo terpés pD vertés. Tam tikslui pasiekti spektry
stipriai buvo sunormuojami pagal CH. deformacinio virpesio juosta ties 1302 cm™, kurios daznis ir
pusplotis nekito eksperimenty metu. Gauta juostos santykinio stiprio nuo pD vertés priklausomybé
yra sigmoidinio pavidalo (18 pav.). Aproksimavus priklausomybe ir nustacius funkcijos perlinkio

taskg galima rasti junginio rugsties disociacijos konstantos pKa verte [26].
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18 pav. Imidazolo Zziedo virpesio ties 1402-1407 cm* santykinio stiprio priklausomybé nuo terpés pD vertés
ir jos aproksimacija naudojant sigmoidinés formos funkcija. Intarpe parodyta kaip kinta sunormuoti
SHINERS spektrai kintant tirpalo pD.

SHINERS spektroskopijos metodu nustatyta IMHA junginio imidazolo Ziedo
monosluoksnyje pKa verté yra 3,84 + 0,04. Si monosluoksnio rigsties disociacijos konstantos verté

yra zymiai mazesné uz literatiiroje daznai sutinkama histidino, esancio tirpale, 6,5 pKa verte [12].
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Reikia pazyméti, kad tyrimo objektas yra ne histidinas tirpale, 0 monosluoksnj formuojantis junginys
su histidino funkcine grupe (IMHA). Kelios priezastys gali lemti imidazolo ziedo pKa sumazéjima
monosluoksnyje. Visu pirma, Zeméjant tirpalo pH, monosluoksnyje atsiranda teigiamy kraiviy,
sustipréja elektrostatiné stima ir monosluoksnis destabilizuojasi. D¢l SioS priezasties gali sumazeéti
imidazolo ziedo pKa. Antra, dielektriné skvarba faziy riboje prie elektrodo pavirSiaus yra sumazejusi
[27], tai taip pat gali turéti jtakos protonavimo procesui. Trecia, pKa reikSme gali keisti elektrinis
laukas egzistuojantis faziy riboje Au/SAM/tirpalas. Taip pat reikia pazyméti, kad skirtingi pKa

nustatymo metodai gali duoti Siek tiek skirtingas pKa vertes [27].
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5. Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

1.

2.

4.

Lyginant savitvarkio monosluoksnio (SAM) suformuoto i$ tiolio molekuliy su histidino galine
funkcine grupe ir amido grupe grandinéje (IMHA junginys) pavir§iaus sustiprintos Ramano
sklaidos (PSRS) ir nanodaleliy, padengty iSoriniu sluoksniu, sustiprintos Ramano sklaidos
(SHINERS) spektrus, nustatyta:

e D¢l didesnio spinduliuotés stiprinimo esant ar¢iau nanostruktiry PSRS metodu labiau
stiprinami tie virpesiai, kurie yra arCiau SiurkStaus elektrodo pavirSiaus — PSRS
metodu uzregistruotame spektre aiSkiai matoma valentinio Au-S virpesio juosta.

e SHINERS savitvarkio monosluoksnio spektruose H20 ir DO terpése identifikuotos
dvi histidino tautomerui-II biidingos virpesinés juostos — 1588-1583 cm™ ir
1265-1260 cm™! srityse. IMHA monosluoksnyje dominuoja histidino tautomero-II
forma.

e S—C—C molekulinés grupés trans konformacija vyrauja ir lygaus ir SiurkStaus aukso
elektrodo eksperimentuose.

e Ant lygaus elektrodo adsorbuotas monosluoksnis tvarkingesnis nei ant SiurkStaus
elektrodo. Tai parodo vs(CHy) virpesio poslinkis i§ 2856 cm™* PSRS spektre j
2853 cm* SHINERS spektre bei v(C4=C5) juostos ties 1582 cm™t ir 3(CHy) juostos
ties 1435 cm™t santykinis intensyvumas, kuris rodo, kad imidazolo Ziedas labiau
statmenas pavirSiaus atzvilgiu.

PSRS ir SHINERS metodais gaunamy spektry palyginimas leidZia nustatyti visos SAM
formuojancios molekulés struktiira, kadangi metodai geriau stiprina skirtingas junginio dalis.
SHINERS metodas, kuriam naudotos Ag@SiO., dalelés, pasizyméjo geresniu
signalo/triuk§mo santykiu bei vienos eilés geresniu stiprinimu nei PSRS metodas.
Eksperimenty metu nustatytas monosluoksnio imidazolo Ziedo protonacijos Zymuo
SHINERS spektruose ties 1402—1407 cm™2, naudojant D20 tirpikl;.

Pirmg karta SHINERS metodu nustatyta savitvarkio monosluoksnio ant aukso elektrodo

galinés imidazolo grupés pKa verté 3,84 + 0,04.

29



Bibliografija

[1]

[2]

[3]
[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

J. F. Li et al., “Shell-isolated nanoparticle-enhanced Raman spectroscopy,” Nature, vol. 464,
no. 7287, pp. 392-395, 2010, doi: 10.1038/nature08907.

J. R. Ferraro, K. Nakamoto, and C. W. Brown, “Introductory Raman Spectroscopy: Second
Edition,” 2003, p. 434.

J. Sablinskas, V. Ceponkus, “Modernioji molekuliy virpesiné spektrometrija,” p. 240, 2014.

P. Schroeder, “Infrared spectroscopy in clay science,” Teach. clay Sci., vol. 11, no. January
2002, pp. 181-206, 2002.

G. Niaura, “PavirSiumi sustiprinta Ramano spektroskopija,” Pavirsiaus optiné Spektrosk., pp.

113-150, 2008.

J. F. Li, J. R. Anema, T. Wandlowski, and Z. Q. Tian, “Dielectric shell isolated and graphene
shell isolated nanoparticle enhanced Raman spectroscopies and their applications,” Chem. Soc.

Rev., vol. 44, no. 23, pp. 8399-8409, 2015, doi: 10.1039/c5cs00501a.

S. Y. Ding et al., “Nanostructure-based plasmon-enhanced Raman spectroscopy for surface
analysis of materials,” Nat. Rev. Mater.,, vol. 1, no. 6, p. 16, 2016, doi:
10.1038/natrevmats.2016.21.

F. Mastrangelo, G. Fioravanti, R. Quaresima, R. Vinci, and E. Gherlone, “Self-Assembled
Monolayers (SAMs): Which Perspectives in Implant Dentistry?,” J. Biomater.
Nanobiotechnol., vol. 02, no. 05, pp. 533-543, 2011, doi: 10.4236/jbnb.2011.225064.

S. Watcharinyanon, “Structure of Self-Assembled Monolayers on Gold Studied by NEXAFS
and Photoelectron Spectroscopy,” 2008, p. 69.

D. K. Schwartz, “Mechanisms and Kinetics of Self-Assembled Monolayer Formation,” Annu.
Rev. Phys. Chem.,, wvol. 52, pp. 107-137, 2001, [Online]. Available:
https://doi.org/10.1146/annurev.physchem.52.1.107.

V. Uzayisenga et al., “Synthesis, characterization, and 3D-FDTD simulation of Ag@SiO 2
nanoparticles for shell-isolated nanoparticle-enhanced raman spectroscopy,” Langmuir, vol.
28, no. 24, pp. 9140-9146, 2012, doi: 10.1021/1a3005536.

S. M. Liao, Q. S. Du, J. Z. Meng, Z. W. Pang, and R. B. Huang, “The multiple roles of histidine
in protein interactions,” Chem. Cent. J., vol. 7, no. 1, pp. 9-11, 2013, doi: 10.1186/1752-153X-
7-44.

V. Jakubkiené, “Organiné chemija,” 2009, p. 156.

30



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

J. G. Mesu, T. Visser, F. Soulimani, and B. M. Weckhuysen, “Infrared and Raman
spectroscopic study of pH-induced structural changes of L-histidine in aqueous environment,”
Vib. Spectrosc., vol. 39, no. 1, pp. 114-125, 2005, doi: 10.1016/j.vibspec.2005.01.003.

I. Ashikawa and K. Itoh, “Raman spectra of polypeptides containing L-histidine residues and
tautomerism of imidazole side chain,” Biopolymers, vol. 18, no. 8, pp. 1859-1876, 1979, doi:
10.1002/bip.1979.360180804.

D. Paramelle, A. Sadovoy, S. Gorelik, P. Free, J. Hobley, and D. G. Fernig, “A rapid method
to estimate the concentration of citrate capped silver nanoparticles from UV-visible light
spectra,” Analyst, vol. 139, no. 19, pp. 4855-4861, 2014, doi: 10.1039/c4an00978a.

D. A. Carter and J. E. Pemberton, “Raman spectroscopy and vibrational assignments of 1- and
2-methylimidazole,” J. Raman Spectrosc., vol. 28, no. 12, pp. 939-946, 1997, doi:
10.1002/(SIC1)1097-4555(199712)28:12<939::AlD-JRS186>3.0.CO;2-R.

G. Zhu, X. Zhu, Q. Fan, and X. Wan, “Raman spectra of amino acids and their aqueous
solutions,” Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc., vol. 78, no. 3, pp. 1187-1195,
2011, doi: 10.1016/j.saa.2010.12.079.

S. Martusevi¢ius, G. Niaura, Z. Talaikyte, and V. Razumas, “Adsorption of L-histidine on
copper surface as evidenced by surface-enhanced Raman scattering spectroscopy,” Vib.
Spectrosc., vol. 10, no. 2, pp. 271-280, 1996, doi: 10.1016/0924-2031(95)00025-9.

M. A. Bryant and J. E. P. Pemberton, “Surface Raman Scattering of Self-Assembled
Monolayers Formed from 1-Alkanethiols at Ag,” J. Am. Chem. Soc., vol. 113, no. 10, p. 3629,
1991, [Online]. Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21755320.

I. Matulaitiene, Z. Kuodis, O. Eicher-Lorka, and G. Niaura, “SERS characterization of
imidazole ring terminated self-assembled monolayer formed from lipoic acid histamide on
silver electrode,” J. Electroanal. Chem., wvol. 700, pp. 77-85, 2013, doi:
10.1016/j.jelechem.2013.04.017.

H. Takeuchi, “Raman structural markers of tryptophan and histidine side chains in proteins,”

Biopolym. - Biospectroscopy Sect., vol. 72, no. 5, pp. 305-317, 2003, doi: 10.1002/bip.10440.

Z. Kuodis et al., “Reflection Absorption Infrared Spectroscopy Characterization of SAM
Formation from 8-Mercapto-N-(phenethyl)octanamide Thiols with Phe Ring and Amide
Groups,” Molecules, vol. 25, no. 23, 2020, doi: 10.3390/molecules25235633.

V. M. Hallmark and A. Campion, “Selection rules for surface Raman spectroscopy:

Experimental results,” J. Chem. Phys., vol. 84, no. 6, pp. 2933-2941, 1986, doi:

31



10.1063/1.450274.

[25] P.K. GlasoeandF. A. Long, “Use of glass electrodes to measure acidities in deuterium oxide,”

J. Phys. Chem., vol. 64, no. 1, pp. 188-190, 1960, doi: 10.1021/j100830a521.

[26] J. Reijenga, A. van Hoof, A. van Loon, and B. Teunissen, “Development of methods for the
determination of pKa values,” Anal. Chem. Insights, vol. 8, no. 1, pp. 53-71, 2013, doi:
10.4137/AC1.S12304.

[27] 1. Matulaitiene, Z. Kuodis, A. Matijoska, O. Eicher-Lorka, and G. Niaura, “SERS of the
Positive Charge Bearing Pyridinium Ring Terminated Self-Assembled Monolayers: Structure
and Bonding Spectral Markers,” J. Phys. Chem. C, vol. 119, no. 47, pp. 26481-26492, 2015,
doi: 10.1021/acs.jpcc.5b07687.

[28] K. P. Fears, S. E. Creager, and R. A. Latour, “Determination of the Surface pK of Carboxylic-
and Spectroscopy,” Langmuir, vol. 24, no. 23, pp. 837-843, 2008.

32



Summary

Domantas Dunajevas

SURFACE ENHANCED AND SHELL-ISOLATED SURFACE ENHANCED RAMAN
SPECTROSCOPIC STUDY OF SELF-ASSEMBLED MONOLAYERS WITH HISTIDINE
FUNCTIONAL GROUP

Histidine is an amino acid with a unique structure that allows it to take part in various molecular
interactions. The focus is on the side chain of histidine — the imidazole ring, which coordinates many
metal ions. The main aim of this study was to identify the molecular structure of the self—assembled
monolayer (SAM) formed from N-(2-(1H-imidazol-4-yl)ethyl)-6-mercaptohexanamide (IMHA) that
contains a histidine side chain in an aqueous solution applying surface-enhanced Raman spectroscopy
(SERS) and shell-isolated nanoparticle-enhanced Raman spectroscopy (SHINERS) methods and to
determine the pK, value of IMHA monolayer.

The main tasks were:

1. To apply a roughened Au electrode for SERS measurements.

2. To apply Ag@SiOz nanoparticles for SHINERS measurements.

3. To compare the different results of SERS and SHINERS spectra.

4. To compare SHINERS spectra registered at different pH (pD) values and evaluate the pKa
of IMHA monolayer.

During this study, it was found that the symmetric stretching vibration of methylene groups is at
slightly lower wavenumbers in the SHINERS spectrum (2853 cm™) compared with the SERS
spectrum. This result is remarkably related to a higher level of ordering for SAM prepared on smooth
Au substrate. Histidine Il-tautomer form is dominant in the IMHA monolayer as indicated by bands
at 1588-1583 cm* and 1265-1260 cm™.

SHINERS spectra were registered at different pD values, which demonstrated the protonation of
the imidazole ring as indicated by the band at 1402—-1407 cm™* and allowed to determine for the first
time the pKa value of IMHA monolayer at gold electrode by SHINERS method (pKa = 3,84 + 0,04).
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Padékos

Uz pagalbg konsultuojant visais iSkilusiais teoriniais ir praktiniais klausimais nuoSirdziai
dékoju doktorantei Agnei Zdaniauskienei. Taip pat dékoju kitiems bendradarbiams, kurie susintetino

tirta junginj, nanodaleles, paruo$é monokristalinj Au elektroda, pakonsultavo kilus klausimams.

34



