DOI numeris https://doi.org/10.15388/vu.thesis.310
https://orcid.org/0000-0001-7760-680X

VILNIAUS UNIVERSITETAS

Indré Aleknaviciené

Adsorbuoty biomolekuliy tyrimas
naudojant naujus Raman sklaidg
stiprinancius pavirsius

DAKTARO DISERTACIJA

Gamtos mokslai,
Biochemija (N 004)

VILNIUS 2022



Disertacija rengta 2015 — 2020 metais Vilniaus universiteto, Gyvybés moksly
centro, Biochemijos instituto Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos
skyriuje.

Disertacija ginama eksternu.

Mokslinis konsultantas — prof. dr. Gintaras Valincius (Vilniaus universitetas,
gamtos mokslai, biochemija — N 004).

Gynimo taryba:

Pirmininkas — prof. dr. Saulius Satkauskas (Vytauto DidZiojo universitetas,
gamtos mokslai, biochemija — N 004).

Nariai:

Prof. dr. Rasa Pauliukaité (Fiziniy ir technologijos moksly centras, gamtos
mokslai, chemija — N 003).

Dr. Julija Razumiené (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai, biochemija —
N 004).

Prof. dr. Tautgirdas Ruzgas (Malmés universitetas, Svedija, gamtos mokslai,
biochemija — N 004).

Doc. dr. Ausra Valitniené (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai,
biochemija — N 004).

Disertacija ginama vieSame Gynimo tarybos posédyje 2022 m. birzelio
mén. 8 d. 10 val. Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro R401
auditorijoje. Adresas: Saulétekio al. 7, LT-10257 Vilnius, Lietuva

Tel. +370 522 34420; el. pastas: info@gmec.vu.lt.

Disertacijg galima perziuréti Vilniaus universiteto bibliotekoje ir VU interneto
svetainéje adresu: www.vu.lt/naujienos/ivykiu-kalendorius



http://www.vu.lt/naujienos/ivykiu-kalendorius

DOI numeris https://doi.org/10.15388/vu.thesis.310
https://orcid.org/0000-0001-7760-680X

VILNIUS UNIVERSITY

Indré Aleknaviciené

Investigation of adsorbed biomolecules
using new Raman scattering-enhancing
substrates

DOCTORAL DISSERTATION

Natural Sciences,
Biochemistry (N 004)

VILNIUS 2022



The dissertation was prepared between 2015 and 2020 at the department of
Bioelectrochemistry and Biospectroscopy at the Institute of Biochemistry,
Vilnius University.

The dissertation is defended on an external basis

Academic consultant — Prof. Dr. Gintaras Valin¢ius (Vilnius University,
Natural sciences, Biochemistry — N 004).

This doctoral dissertation will be defended in a public meeting of the
Dissertation Defence Panel:

Chairman — Prof. Dr. Saulius Satkauskas (Vytautas Magnus University,
Natural sciences, Biochemistry — N 004).

Members:

Prof. Dr. Rasa Pauliukaité (Center for Physical Sciences and Technology,
Natural Sciences, Chemistry — N 003).

Dr. Julija Razumiené (Vilnius University, Institute of Biochemistry, Natural
sciences, Biochemistry — N 004).

Prof. Dr. Tautgirdas Ruzgas (Malmé University, Natural sciences,
Biochemistry — N 004).

Doc. Dr. Ausra Valitiniené (Vilnius University, Institute of Biochemistry,
Natural sciences, Biochemistry — N 004).

The dissertation shall be defended at a public meeting of the Dissertation
Defence Panel at 10 h on 8" June 2022 in meeting room R401 of the Life
Science Center, Vilnius University.

Address: Saulétekio al. 7, LT-10257 Vilnius, Lithuania.
Tel. +370 522 34420; e-mail: info@gmc.vu.lt

The text of this dissertation can be accessed at the Vilnius University Library
as well as on the website of Vilnius University:
www.vu.lt/It/naujienos/ivykiu-kalendorius



http://www.vu.lt/lt/naujienos/ivykiu-kalendorius

TURINYS

TURINY'S ettt enn e e 5
SANTRUMPU IR ZYMEJIMU SARASAS........ccoovvriirirerereresisrenis 7
TVADAS . e 9
DARBO TIHKSLAS ...t 11
UZDAVINTIAL ...coooooiiiiiiiiinisseiissssise s 11
NAUJUMAS ...t et 11
LITERATUROS APZVALGA .......coooovmiiiimnirinirinseisnsssissssssssen 12
1. PavirSiuje adsorbuotos moleKulés .................cccooiiriiiiiniiiiiens 12
1.1, Savitvarkiai monosIUOKSNIa ..........ccoiiiiiciiiiice 12

1.2. SAM sudaranciy molekulig Savybes ........c.ccvvvrieerienieiiniiicneenens 13

1.3.  Pavirsiai tinkami SAM formavimui .........cc.ccevvvviiiininiiinins 15

1.4.  Alkantioliy SAM savybiy palyginimas ant Au it Ag ......cccceeevvrvennenne 16

1.5. SAM pritaikymas kuriant biologiniy membrany modelius ................ 18

2. Raman SPektroSKOPIJa........cciviiriiiirieiisie st 20
2.1.  PavirSiaus sustiprinta Raman sklaida (SERS) ...........ccocevvvviiicnnnnnn, 22

2.1.1. Raman signalo stiprinimo mechanizmai...........cc.ccoceeeveininenas 22

2.2, SERS pavirSiy paruoSimas ........cccoverrirrerenrinieiienienresre s sreseeeesne s 25

2.2.1. Elektrocheminis pavir§iy SiurkStinimas .........ccccceeevrvenveneeninens 25

2.2.2. Koloidiniai nanodaleliy tirpalai..........cc.ccoveiiieeneenieiiiniinienens 26

2.2.3. Nanodaleliy imobilizavimas ant kieto pagrindo .............cceee.ee. 28

2.2.4. Pavirs$iy apdirbimas taikant litografijos technikas................... 29

2.2.5. Pavir$iy apdirbimas 1azeriu .........ccooevveriiniiiinnieiece e 30

2.3.  Savitvarkiy monosluoksniy analizé SERS metodu ........cc.cecvervennenne. 31

3. Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS)........ccccovviriiiinnnne 33
3.1.  EIS pritaikymas SAM ir tBLM tyrimuose ........c.ccccovereirienenincnennnns 36
MEDZIAGOS IR METODAL ..........c.ooovveiieiireireerseessssssseesssenses e 39
4. Naudotos cheminés medZiagos ir tirpalai ....................cocoviniicncnnn, 39
4.1, Cheminés MedZIAZOS .. ....ccuerverrirrirririeirineereeesrese st 39

A2, THPPAIAT et e 39

5. Taikyti MEtOTaAl .......coiveiiiiec e 40
5.1.  SERS substrato (jutiklio) paruos$imas ir savybiy tyrimas................... 40

51.1. SERS substrato paruoSimas .........ccoceevvereereninesesisieeienesennens 40

51.2. SERS pavirSiaus morfologijos vertinimas ............cc.ceeververvrnnenn. 41

5.1.3. SERS substrato savybiy tyrimas.........ccccoveriniiesinineiienenennens 41

5.14. TF savitvarkiy monosluoksniy desorbcija........c.coovvcviiiiiiiinnns 42

5.1.5. SERS jutiklio signalo stiprinimo ir jo tolygumo tyrimas........... 42

5.2.  Inkariniy savitvarkiy monosluoksniy formavimas ir analizé.............. 42

5



5.2.1. Lygiy sidabru dengty ploksteliy paruo$imas ..........c.cccceverennns 42

5.2.2. Savitvarkiy monosluoksniy formavimas ...........c.cceveeerevernernnnn 43
5.2.3. Savitvarkiy monosluoksniy SERS analizé.............cccvvvvviiinnnnnn. 43
5.2.4. Savitvarkiy monosluoksniy RAIRS analizé ............ccccevvviveenne. 44
5.25. Pavirsiaus kontaktinio kampo jvertinimas.............ccccovvevvrveniens 44

5.3.  tBLM formavimas ir elektrocheminé analizé..............ccccceeviriinnnnnnn, 44
5.3.1. tBLM formavimas ant miSrig SAM........cccocovviiniiiiiniiicnenene, 44
5.3.2. Elektrocheming analizé ............cccooeiiiieiienieicc e 45
5.3.3. tBLM vaizdinimas ir analizé AFM metodu...........ccocvreiniennnens 45
5.3.4. EIS duomeny analize............c.covviiiiiiciiniiiiscsecceece e 46
REZULTATAL oottt st 47
6. SERS substratai biomolekuliy adsorbeijai...............cocovviiiiiiiinns 47
6.1.  SERS aktyviy substraty gavimas lazerinés abliacijos metodu ........... 47
6.2.  SERS substrato morfologija..........ccoereirineiniininnineeee e 48
6.3.  Spektroskopiné SERS pavirSiy analize ...........cccoovvvirvenieenenieninnnnn, 51

7. Inkariniai monosluoksniai fosfolipidiniy membrany imobilizavimui

SIdAbro PaVIrSIUJe.......ccoooiiiii e 57
7.1.  Trumpagrandzio alkantiolio parinkimas misriam SAM formuoti....... 57

7.2.  Inkarinj SAM sudaran¢iy molekuliy spektroskopiné analizé.............. 59

7.3.  Misriy SAM analizé taikant EIS ..........ccooviiiiii, 66

8. tBLM konstravimas ir jy savybiy tyrimas...............c.cccooviviiiiiinnen 73
8.1.  Misriy SAM sudéties jtaka tBLM savybems..........cccovrvrvriviieriennenne. 74

8.2.  tBLM pritaikymas biologiniy sistemy analizei ............cc.ccoevevverennenne. 80
ISVADOS ...t 87
LITERATUROS SARASAS ...................................................................... 88
APIE AUTORIU ..ottt 106
SUMMARY L.ttt ettt ee e 107
PADEKA ......ccooooomiiiiiiiiiiisie s 157
PUBLIKACIJU SARASAS ... 158



SANTRUMPU IR ZYMEJIMU SARASAS

¢ — dielektriné skvarba;

A — lazerio bangos ilgis, (nm);

o — poliarizuojamumas;

3M1P — 3-merkapto-1-propanolis;

4M1B — 4-merkapto-1-butanolis;

6M1H — 6-merkapto-1-heksanolis;

9M1N - 9-merkapto-1-nonanolis;

AFM — atominés jégos mikroskopija;

Ag/AgCI/KClsows — palyginamasis sidabro chlorido elektrodas, soc¢iame KCI
tirpale;

argYmin — laidumo fazés absoliuti verté minimumo taske;

C —talpa;

CA — kontaktinis kampas;

CDC - nuo cholesterolio priklausomi citolizinai;

Chol — cholesterolis;

CPE — pastovios fazés elementas;

Csam — savitvarkiy monosluoksniy kompleksiné talpa;

DOPC - 1,2-dioleoil-sn-glicerolio-3-fosfocholinas;

El — elektrocheminis impedansas;

EIS — elektrocheminé impedanso spektroskopija;

EM — elektromagnetinis stiprinimo mechanizmas;

EO — etilenoksido fragmentas;

f — daznis (Hz);

FWHM — virpesinés juostos plotis ties puse auksc¢io, (angl. full width at half-
maximum);

G — go$ konformacija;

HOMO - auksciausia uzpildyta orbitalé (angl. highest occupied molecule
orbital);

Y — laidumas (admitansas);

IR — infraraudonoji spektroskopija;

LUMO - Zemiausia neuzpildyta orbitalé (angl. lowest unoccupied molecular
orbital);

MLV - daugiasluoksnés lipidinés liposomos, (angl. multilamellar lipid
vesicles);

Nge s — defekty tankis;

P — dipolio momentas;

RAIRS — atspindzio-sugerties infraraudonoji spektroskopija;

SAM - savitvarkis monosluoksnis, (angl. self-assembled monolayer);

SEM - skanuojantis elektroninis mikroskopas;

SERS - pavirsiaus sustiprinta Raman sklaida (angl. surface-enhanced Raman
scattering);

T — trans konformacija;



tBLM — pavirSiuje imobilizuota dvisluoksné lipidiné membrana (angl.
tethered bilayer lipid membrane);

TDM — pereinamasis dipolinis momentas;

VLY - vaginolizinas;

WC14 - 20-tetradeciloksio-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano 1-
tiolis, (zr. 22 pav.);

Z — impedansas;

BME — B-merkaptoetanolis;

& — deformacinis virpesys;

¢ — dielektriné skvarba;

v— valentinis virpesys;

vas— Valentinis asimetrinis virpesys;

vs — valentinis simetrinis virpesys;

C' (Cr) —reali talpos komponenté;

C" (Cim) — menama talpos komponent¢;

Z' — reali impedanso komponenté;

Z" — menama impedanso komponent¢;

v — bangos skai¢ius, (cm™)



IVADAS

Tauriyjy metaly pavir$iy funkcionalizavimas formuojant nuo keliy iki
keliy Simty nanometry storio organiniy molekuliy pléveles pastaraisiais
deSimtmeciais sulaukia itin daug tyré¢jy démesio. Pagrindinis i$Sikis —
iSanalizuoti ir suprasti jvairiy medziagy pavirSiuose vykstancius molekuliy
susirinkimo bei savitvarkos procesus. Gerai suvokus S$iy procesy
fundamentinius désnius molekuliy lygmenyje, adsorbuoty molekuliy
principas gali buti praktiskai taikomas skirtingose srityse: optoelektroniniy
jrenginiy karime, molekulinio lygmens elektronikoje, biosensoriuose,
chemiskai modifikuoty implantuojamy medziagy kiirime ir kt. Vienas i§ biidy
tauriyjy metaly pavirSiy funkcionalizavimui yra organiniy (hidrofiliniy arba
hidrofobiniy) savitvarkiy monosluoksniy formavimas. Savitvarkiai
monosluoksniai (SAM) —tai medziagy pavirSiuose spontaniskai susirenkantys
molekuliy sluoksniai, kuriems biidinga bendra organizacija ir orientacija
pavirSiaus atzvilgiu. Tokiy struktiiry susiformavimas yra nulemtas stiprios
chemisorbcijos tarp substrato ir organinés molekulés gale esancios funkcinés
grupés. Vykstant Siai sgveikai, pavirSiuose suformuojami labai ploni
organiniai sluoksniai, kuriy storis gali buti tiksliai kontroliuojamas, parenkant
skirtingo ilgio molekules. SAM pritaikymo galimybés tiesiogiai priklauso nuo
juos sudaranciy molekuliy savybiy — cheminés struktiiros ir orientacijos
substrato atzvilgiu.

Savitvarkiai monosluoksniai yra placiai naudojami pavirSiuje imobilizuoty
dvisluoksniy lipidiniy membrany (tBLM) modeliy kirimui. SAM dazniausiai
dvisluoksnj ir pritvirtina jj prie pavirSiaus per kovalentinius metalo-sieros,
disulfido, -silano ir kitus cheminius rySius. Inkariniy junginiy tankiui ir
pasiskirstymui pavirSiuje reguliuoti yra naudojamos pavir§inés skiediklio
molekulés. Siam tikslui daznai pritaikomi trumpi hidrofiliniai tioliniai
junginiai — pavyzdziui, B-merkaptoetanolis. Tokie savaime susirenkantys
molekuliniai konstruktai pavirSiuose suteikia technologing platforma lipidiniy
dvisluoksniy suformavimui. tBLM fizikinius parametrus ir jy pomembraninio
rezervuaro savybes lemia inkarinio savitvarkio monosluoksnio sudétis ir
cheminé¢ struktiira. Parinkus skirtingas misraus SAM inkarinio
junginio/pavirSinio skiediklio sudétis ir koncentracijas, uZtikrinamas
pakankamas pomembraninio jony rezervuaro palaikymas, bei sumazinamas
pavirSiaus Siurk$tumo poveikis membrany tolygumui. Be to, iSlaikomas
reikalingas membranos takumas, kuris svarbus membraniniy baltymy
isiterpimui.  tBLM modeliai yra laikomi perspektyvia eksperimentine
platforma kuriant biosensorius ir gali biiti taikomi atliekant platy spektra
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biofiziniy eksperimenty, tokiy kaip baltymy (peptidy) ir membranos sgveika,
antigeny ir antiktiny suriS§imas, lipidy faziy virsmai ir kt. Suformavus tBLM
ant laidziy metaliniy pavirSiy, galima stebéti biologiskai svarbius reiskinius
taikant didelio jautrumo elektrocheminius ir spektroskopinius metodus.

Savitvarkiy monosluoksniy, o tuo paciu ir tBLM formavimui yra
naudojami jvairtis substratai — auksas (Au), sidabras (Ag) ar varis (Cu).
Geriausiai iStyrinéti ir placiausiai naudojami yra auksu dengti substratai.
Auksas lengvai funkcionalizuojamas naudojant molekules turincias tiolio
grupes. Be to, auksas yra pakankamai chemiskai inertiSkas metalas, todél
lyginant su kitais metalais sunkiau oksiduojasi ore ir sgveikoje su biologiniais
skysciais. Nepaisant §iy privalumy, auksas pasizymi itin auks$ta kaina ir
polinkiu j mikrobiologinj uzsiter§ima. Tai skatina ieskoti alternatyvy, kurios
ne tik sumazinty kaina, taciau islaikyty ir daugumga geriausiy aukso savybiy.
Sidabras yra antras po aukso geriausiai istirtas ir placiai taikomas metalas.
Pagrindinis sidabro tritkumas yra greita oksidacija ore. Dél Sios prieZasties Sis
metalas yra reciau naudojamas SAM formavimui. Taciau dél palankiy
plazmoniniy ir optiniy savybiy, sidabriniai pavirsiai gali buti pritaikomi ir
analizuojami dauguma optiniy ir spektroskopiniy metody — pavirsiy plazmony
rezonansu (SPR), pavirsiaus sustiprinta Raman sklaida (SERS) ir pavirSiaus
sustiprinta infraraudonosios sugerties spektroskopija (SEIRA). Svarbu
paminéti, kad sidabro atveju, pavirSiaus plazmonai yra suzadinami
platesniame $viesos bangy ilgiy diapazone (nuo UV iki IR), o aukso — tik
raudoname ruoze nuo ~600nm. Be to, Ag pavirSiai ne tik pasizymi
reikSmingai didesniu Raman signalo stiprinimo efektyvumu, lyginant su Au,
taciau gali reikSmingai slopinti fluorescencijos sukeliamus trikdzius. Geros
Ag Silumos laidumo savybés, suteikia pranasumo pavirsius veikiant didelés
galios, ilgy bangy lazerine spinduliuote, nes stebima mazesné §viesos
absorbcija bei sumazinamas pavirSiaus temperatiiros kilimas, taip apsaugant
tiriamus pavyzdzius nuo perkaitimo. Sie sidabro privalumai isplecia
pritaikymo galimybes ir leidzia to paties méginio analizei naudoti skirtingas
metodologijas. Butent skirtingy tiek spektroskopiniy, tiek elektrocheminiy
metody pritaikymas suteikia iSsamy analitinj vaizdg ir leidzig pavirSiuje
imobilizuotas molekules jvertinti visapusis$kai, bei dar geriau suprasti
monosluoksniy charakteristikas ir tolesnio pritaikymo galimybes.

Vienas tokiy metody — pavirSiaus sustiprinta Raman spektroskopija, kuris
leidzia metaly pavirSiuose aptikti mazas molekuliy koncentracijas, analizuoti
tarpmolekulines saveikas, molekuliy ir jy funkciniy grupiy orientacija bei
konformacijos kitimus. SERS spektro kokybé, stabilumas ir duomeny
atsikartojamumas didzigja dalimi priklauso nuo to, kaip paruostas metalo
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pavirsius. Norint patikimai analizuoti SERS substraty pavir§iuose adsorbuotas
biomolekules — labai svarbu paruosti tokius substratus, kurie tolygiai stiprinty
signala visame aktyviame plote. Pasiekus auksta signalo stiprinimo tolyguma
ir atsikartojamuma, uZtikrinama, kad registruojamas biomolekuliy SERS
spektras, bet kuriame aktyviosios zonos taske parodys patikimg rezultata.
Siekiant vykdyti didelés apimties biocheminius analitinius tyrimus, labai
svarbu, kad SERS pavirsiy paruo$imo metodas biity greitas, paprastas ir pigus.

DARBO TIKSLAS

Sio darbo tikslas buvo sukurti biomolekuliy analizei tinkamus sidabrinius
SERS substratus ir juos panaudoti tiriant miSriy inkariniy monosluoksniy
pritaikomumg funkcionaliems tBLM modeliams ant sidabro konstruoti.

UZDAVINIAI

1. Paruosti sidabrinius SERS substratus ir juos charakterizuoti.

2. Atlikti inkariniy savitvarkiy monosluoksniy (SAM) struktiiros tyrimus
vibracinés spektroskopijos metodais.

3. Nustatyti tinkamas misriy SAM sudétis tBLM formavimui ant sidabro
pavirSiaus.

4. Istirti suformuoty tBLM bioelektrochemines savybes ir biologinj
tikroviskuma.

NAUJUMAS

Siame darbe sukiréme nauja SERS substraty paruosimo biida, naudojant
placiai paplitusig pigia Zaliava — natrio-kalcio silikatinj stikla. Siuo metodu
galima greitai pagaminti didelius kiekius tolygios, atsikartojancios
nanostruktiiros pavirsiy, kurivos padengus sidabro dangg, gaunami substratai
tinkami SERS matavimams. Pasiektas optimalus SERS signalo stiprinimo
faktorius, kuris vidutini§kai siekia ~ 3 x 10° visame aktyviajame substrato
plote. Naudojant Siuos SERS substratus suktiréme ir charakterizavome naujus
pasirinktus skirtingus miSrius savitvarkius monosluoksnius, kurie galéty buti
taikomi tBLM modeliy konstravimui ant sidabro dangos, nesukeliant jos
korozijos bei wuztikrinant stabilumg laike. Pasitelke elektrocheminio
impedanso spektroskopijos (EIS) metods, jrodéme, kad taikant misy
pasirinktus miSrius  savitvarkius monosluoknius, galime suformuoti
funkcionalius ir biologiskai tikroviskus biologiniy membrany modelius ant
sidabro, kurie galéty biti taikomi analitiniams biocheminiams tyrimams.
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LITERATUROS APZVALGA
1. PavirSiuje adsorbuotos molekulés

Organiniy junginiy adsorbcija pavirSiuose — tai Sritis pastaraisiais metais
sulaukianti vis daugiau tyréjy démesio [1,2]. Pagrindinis i§8iikis — iSanalizuoti
ir suprasti jvairiy medziagy pavirSiuose vykstancius molekuliy susirinkimo
bei savitvarkos procesus. Gerai suvokus Siy procesy fundamentinius désnius
molekuliy lygmenyje, adsorbuoty molekuliy principas gali bati praktiskai
taikomas skirtingose srityse: optoelektroniniy jrenginiy karime [3],
molekulinio lygmens elektronikoje [4], nanomechaniniuose biosensoriuose
[5], chemiskai modifikuoty implantuojamy medziagy ktirime [6,7] ir kt.

Nedideliy neorganiniy junginiy, tokiy kaip NO, CO ir Oz, N adsorbcijos
savybés (fizisorbcija, chemisorbcija, difuzija, desorbcija, disociacija)
skirtinguose pavirSiuose yra pakankamai placiai istirtos ir suprastos [8-10].
Taciau, apie didesniy organiniy molekuliy adsorbcijos fizikines ir chemines
savybes yra zinoma maziau. Lyginant su maZzomis molekulémis, organiniy
molekuliy adsorbcijos ir santvarkos pavir§iuose varomosios jégos skiriasi.
Nedideliy neorganiniy junginiy pertvarkas pavirSiuose dazniausiai nulemia
kriiviy pernasos tarp substrato ir adsorbato. Organiniy junginiy adsorbcija
pavirSiuose dazniau apibrézia nekovalentinés [11-13] ir kovalentinés [14]
saveikos. Be to, proceso specifika ir dideliy organiniy molekuliy tvarkumas
monokristaliniy medziagy pavirSiuose priklauso nuo pavirsiy sandaros ir
orientacijos [15-17]. Labai svarbu jvertinti ne tik adsorbuojamy molekuliy
sgveika su pavirSiais, bet ir molekuléms biidingas tarpusavio sgveikas
(dazniausiai nekovalentines — van der Valso [18-20] arba vandenilines
[16,21,22]). Specifiné laterali Soniniy grupiy saveika (pvz. vandeniliniai
rySiai) nulemia organiniy molekuliy susirinkimg ] gerai organizuotas
savitvarkes nanostruktiiras, pasizymincias skirtingomis chiralinémis
savybémis [22,23] arba specifiSkumu kitoms tiriamoms molekuléms [24—26].

Toliau Siame skyriuje detaliau aptarsime gerai organizuotus savitvarkius
molekuliy sluoksnius pavir§iuose ir jy savybes.

1.1. Savitvarkiai monosluoksniali

Savitvarkiai monosluoksniai (SAM) - tai medziagy pavirSiuose
spontanis$kai susirenkantys molekuliy sluoksniai, kuriems budinga bendra
organizacija ir orientacija pavirSiaus atzvilgiu. Tokiy struktiry
susiformavimas yra nulemtas stiprios chemisorbcijos tarp substrato ir
organinés molekulés gale esancios funkcinés grupés. Vykstant Siai sgveikai,
pavirSiuose suformuojami labai ploni organiniai sluoksniai, kuriy storis gali
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bti tiksliai kontroliuojamas, parenkant skirtingo ilgio molekules [27,28]. I§
karto po suformavimo, savitvarkiai monosluoksniai pasizymi dideliu
tvarkumu, taciau biitina pazyméti, kad tai yra dinamiSkos struktiiros, kuriy
struktiira ir organizacija kinta laike, ypa¢ panardinus j skys¢ius [29,30].

Sis paprastas biidas gauti gerai apibrézta, tvarky pavirdiy, tiesiog
panardinus substratg j praskiesta (~1mM) adsorbato tirpalg kambario
temperattiroje, pastaruosius deSimtmecius naudojamas tiriant kelis esminius
reiskinius, pavyzdziui — nuo atstumo priklausomg elektrony pernasg [31],
vieno elektrono tranzistoriaus mechanizmus [32], elektrony pernasos procesus
faziy riboje [33]. SAM svarbiis ne tik nagrinéjant fundamentinius reiskinius
bet ir kuriant biologinius ir elektrocheminius jutiklius [34—36], molekulinés
elektronikos jrenginius [37-39], lasteliy [40-43] ar biologiniy membrany
[44,45] biocheminius modelius. Savitvarkius monosluoknius sudaranciy
molekuliy tarpusavio sgveikos gali pakeisti substrato savybes [46]. Dél Sios
priezasties SAM naudojami norint itirti ir pakeisti jvairias pavirsiy technines
charakteristikas, pavyzdziui drékinimg ir nusidévéjimg [47], Kuriant
antikorozinius [48,49], elektriskai izoliuojanc¢ius [50] ir antiadhezinius [51]
sluoksnius.

1.2. SAM sudaranciy molekuliy savybés

Savitvarkiy monosluoksniy pritaikymo galimybés tiesiogiai priklauso nuo
juos sudaran¢iy molekuliy savybiy — cheminés struktiiros ir orientacijos
substrato atzvilgiu. Paprastai Sias molekules sudaro trys pagrindiniai
struktiiriniai elementai (1 pav.) [36,52] :

e Pradiné grupé — stipriai jungiasi prie substrato. DaZniausiai
sudaryta i§ tiolio, disulfido, amino, silano, fosfato,
karboksirtgsties ar kity funkciniy grupiy, kurios su pavirSiumi
sudaro kovalentinj ry$j [46]. Tioliai sudaro metalo-sieros rysj,
kuris ne tik stabilizuoja pavirSiaus atomus bet keicia ir elektrines
savybes. Tokius rySius gali sudaryti ir sulfidai, disulfidai ir kt.
[53].

e Galiné grupé — nulemia sluoksnio chemines savybes, dalyvauja
sgveikoje su tirpikliu faziy riboje, modifikuoja pavirSius ir sudaro
galimybe prijungti kitas biomolekules bei vykdyti jvairias
chemines reakcijas [50]. Literatiiroje aprasoma daugybé skirtingy
galiniy grupiy pvz: CHs, CF3, COOH, OH, CI, Br, NH,, jvairs
aromatiniai ziedai ir kt. Visos Sios grupés suteikia SAM skirtingas
savybes ir iSple¢ia funkcionaluma [30,52,54]. Sioje pozicijoje
esanti karboksirtigsties grupé (-COOH) yra svarbi jvairiy
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biomolekuliy, baltymy ir Igsteliy prijungimui prie monosluoksnio
pavirSiaus. Kitai kategorijai priklauso molekulés, turincios
hidrofobines angliavandeniliy grandines. Jy funkcija yra jsiterpti |
lipidines membranas ir jas imobilizuoti prie pavirSiaus [55].
Tarpiné grupé — jungia pradine ir galine grupes bei yra atsakinga
uz sluoksnio storj ir savitvarka. Be to, veikia kaip fizinis barjeras,
kei¢ia elektrinj laiduma bei optines sistemos savybes. Ja sudaro
keliy ar keliolikos anglies atomy ilgio angliavandeniliné grandiné,
kuri gali buti tiek alifatiné tiek aromatiné [38]. Ilginant alifating
granding, stipréja hidrofobiné sgveika tarp molekuliy. Grandinéje
esant deSimc¢iai ar daugiau metileno grupiy, formuojamas
kompaktiskas, maziau defekty turintis monosluoksnis, kuris
iSlieka stabilus ore ilgesnj laika [56,57]. Alifatinés grandinés
sudétyje esant kitoms cheminéms grupéms (pvz. amidinéms), tarp
molekuliy susidaro papildomi vandeniliniai rySiai, kurie didina
sistemos stabiluma [58].

<«—— Galiné grupé

Pagrindiné grupé

S <«—— Pradiné grupé

Schematinis pavirSiuje adsorbuoto SAM vaizdas.

Tinkamai parenkant auk$¢iau aptarty grupiy derinius molekulése, galime

keisti savitvarkiy monosluoksniy savybes ir paskirtj. Svarbu pabrézti, kad

monosluoksnio strukttira priklauso ne tik nuo jj sudaranciy organiniy
molekuliy ypatybiy bet ir nuo naudojamy pavirs§iy morfologijos

(makroskopinés struktiiros, defektiSkumo ir kt.).
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1.3. Pavirsiai tinkami SAM formavimui

Savitvarkiy monosluoksniy formavimui yra naudojami jvairis substratai.
Substratus dazniausiai sudaro pavirSius, palankus SAM formavimui ir
pagrindas palaikantis tg pavirSiy. Pagrindy tipai gali bti jvairiis: nuo ploks¢iy
pavirsiy (stiklo arba silicio plokstelés, laikancios plonas metaly pléveles,
metalines folijas ar pavienius kristalus) iki labai iSreikSty nanostruktiiry
(koloidy, nanokristaly, nanostieby). PavirSiy dangoms dazniausiai
naudojamas auksas, sidabras ar varis [19,30,48,59,60]. Substrato pasirinkimas
priklauso nuo taikymo, kuriam bus naudojamas savitvarkis monosluoksnis
[50].

Geriausiai iStyrinéti ir placiausiai naudojami yra auksu dengti substratai.
Tai nulémé keletas priezasciy:

e Pirma—auksas lengvai funkcionalizuojamas naudojant molekules
turinCias tiolio grupes. Tai suteikia galimybes formuoti jvairius,
kompleksiskus savitvarkius monosluoksnius [61,62].

e Antra — pavirSiy padengimas auksu yra nesudétingas procesas ir
gali biiti paruostas net keliomis skirtingomis technikomis [63,64].

e Trecia — auksas yra pakankamai chemiskai inertiskas metalas,
todél lyginant su kitais metalais sunkiau oksiduojasi ore [65].

o Ketvirta — aukso pavirSiai yra palankiis biologiniy pavyzdziy
paruo$imui ir analizei [50].

Nepaisant §iy privalumy, auksui budingas mikrobiologinis uzsiter§imas ir
itin auksta kaina. Tai skatina ieskoti alternatyvy, kurios ne tik sumazinty
kaina, taciau iSlaikyty ir dauguma geriausiy aukso savybiy.

Sidabras yra antras po aukso geriausiai istirtas ir placiai taikomas metalas.
Sio metalo panaudojimo galimybés pademonstruotos daugybéje skirtingy
sriciy — elektronikoje, katalizéje, antibakteriniy ir prieSvéziniy vaisty kiirime,
medicininiame vaizdinime bei implantologijoje [66-68]. Antibakterinés
sidabro savybés suteikia Siam metalui didelj pranasuma biomedicininiuose
taikymuose, iSvengiant mikrobiologinés tarSos ir bakteriniy biopléveliy
formavimo pavirSiuose [69]. Be to, nauji sidabriniy nanodaleliy kairimo
modeliai, yra laikomi draugiskais aplinkai, taip dar labiau iSpleciant ir
skatinant sidabro panaudojima [70].

Pagrindinis sidabro triikumas yra greita oksidacija ore. Dél Sios priezasties
§is metalas yra reCiau nei auksas naudojamas savitvarkiy monosluoksniy
formavimui. Tac¢iau dél palankiy plazmoniniy ir optiniy savybiy, sidabriniai
pavirSiai gali buti pritaikomi ir analizuojami dauguma optiniy ir
spektroskopiniy metody, tokiy kaip: a) pavirSiaus plazmony rezonansas
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(SPR), b) pavirSiaus sustiprinta Raman sklaida (SERS) ir c) pavirSiaus
sustiprinta infraraudonosios sugerties spektroskopija (SEIRA) [71-73].
Svarbu paminéti, kad pavirSiaus plazmonai sidabro atveju yra suzadinami
platesniame Sviesos bangy ilgiy diapazone (nuo UV iki IR), o aukso atveju
pavirSiaus plazmonai suzadinami tik raudoname ruoze nuo mazdaug 600 nm.
Sis sidabro privalumas iSpledia pritaikymo galimybes ir leidZia to paties
méginio analizei naudoti skirtingas metodologijas [72]. Vienas i$ pavyzdziy,
kur sidabro pavirSiai turi reik§mingg pranasuma — yra baltymy turin¢iy hemo
grupe (pvz. citochromas c¢) analizé. Pritvirtintus citochromg c prie
biomimetiniy organiniy monosluoksniy ant sidabro elektrody, galima stebéti
redokso ir elektrony pernasos savybes, pasitelkiant pavirSiaus sustiprintg
rezonansing Raman sklaida (SERRS) [74].

Sidabro dangos nusodinimas ant aukso yra placiai taikomas metodas,
kuomet norima pavirSiaus plazmoninius reiskinius paslinkti j} mélyng Sviesos
spektro puse. Tokio proceso metu, sidabru dengiant pavyzdziui aukso
nanodaleles, yra iSsaugoma aukso nanodaleliy jvairoveé, tuo pat metu
struktiroms suteikiant pranasesnes, sidabrui biidingas optines savybes. Tai
ypa¢ aktualu Raman spektroskopijoje, nes yra padidinamas aukso nanodaleliy
SERS aktyvumas. Literataros duomenimis, sidabriniai pavir$iai ne tik
pasizymi reikSmingai didesniu Raman signalo stiprinimo efektyvumu,
lyginant su auksu, ta¢iau gali reikSmingai slopinti fluorescencijos sukeliamus
trikdzius [75-77]. Be to, sidabro dangos pasizymi geromis $ilumos laidumo
savybémis. PavirSius veikiant didelés galios, ilgy bangy (NIR) lazerine
spinduliuote, kuri yra reikalinga spektroskopiniams metodams, stebima
mazesné §viesos absorbcija bei sumazinamas pavir§iaus temperatiros Kilimas,
taip apsaugant tiriamus pavyzdzius nuo perkaitimo [77,78].

1.4. Alkantioliy SAM savybiy palyginimas ant Au ir Ag

Tlgos grandinés alkantioliai HS-(CH:),-CHs adsorbuojasi i§ tirpalo ant
aukso, sidabro ir kity metaly pavirSiy sudarydamos tankiai supakuotus
savitvarkius monosluoksnius [79]. AtspindZzio-sugerties infraraudonoji
spektroskopija (RAIRS) parodé, kad monosluoksniai ant sidabro ir vario (kai
jie yra kruops$ciai paruosti) turi tiksliai apibrézta molekuling grandiniy
orientacijg ir jgauna kvazikristaling struktiira, lygiai taip, kaip buvo pastebéta
ir ant aukso. Taciau ant skirtingy metaly adsorbuoti SAM pasizymi skirtinga
molekuliy orientacija pavirSiaus atzvilgiu [50,80].

Kiekybiné IR duomeny analizé, naudojant skaitinj modeliavima, pagrista
vidutiniu vienos grandinés modeliu paaiSkina savitvarkiy monosluoksniy
skirtumus ant skirtingy metaly. Alkantioliy orientacija pavir§iuose apibrézia
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du parametrai: o — posvyrio kampas tarp metalo ir alkantiolio grandinés ir f —
sukimosi kampas aplink grandinés asj (2 pav.). a nuokrypio kampas gali turéti
teigiama arba neigiama vertg,  parametras kinta nuo 0° iki 90° [50].

B

O
;

T

2 pav. Schematinis pavir§iuje adsorbuotos angliavandenilinés grandinés modelis,
pilnai trans konformacijoje. o — posvyrio kampas tarp metalo ir tiolio (Me-S-C) ir p —
sukimosi kampas apie grandinés asj. Pagal [80].

Alkilo grandinés monosluoksniuose ant sidabro pasizymi pilnai trans-
zigzagine biisena ir yra nukrypusios nuo pavirSiaus normalés per ~12°. Aukso
atveju grandings taip pat jgyja beveik pilnai trans-zigzaging forma, taciau prie
pavirSiaus pasvyra ~26°-30° kampu [80,81]. Be to, nustatyta, kad grandinés
ilgis beveik neturi jtakos posvyrio kampui, kai molekulés adsorbuojasi ant
sidabro, ta¢iau priklausomai ar CH> skai¢ius molekuléje lyginis ar nelyginis,
skiriasi a reik§mé. Lyginiam skai¢iui o jgauna teigiamg verte, o nelyginiam —
neigiamg. Aukso atveju, a verté iSlieka teigiama tiek esant lyginiam tiek ir
nelyginam CH: skaiciui. Lyginant alkantiolio grandinés sukimosi kampus
aplink grandinés asj — B, nustatyta, kad sidabro atveju grandinés sukasi 45°, o
aukso 53° [80].

o ir B parametry skirtumus tarp Au ir Ag galima paaiskinti Me-S rysio
itaka. PavirSiaus sustiprintos Raman spektroskopijos duomenys parodé¢, kad
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skirtingos sgveikos tarp metalo ir sieros lemia skirtingas C-S jungciy
orientacijas ties Ag ir Au. Alkantioliy C-S jungtis ties Au pavir§iumi yra
lygiagreti, o ties Ag daZniausiai statmena. Sis skirtumas daro jtaka ne tik
grandinés pasvirimo kampui bet ir sukimuisi [79].

Tokie duomenys atitinka erdvés uzpildymo modelius, kurie nusako
grandinés posvyrius artimiausios kaimyninés grandinés kryptimi, sudarant
tvarkinga struktiira, kuri apima ir tvarkinga SeSiakampj sieros atomy
iSdéstymg prie metalo pavirSiaus [50]. Toks grandiniy iSsidéstymas
pavirsiuose priklauso nuo sieros kiekio ant pavir§iaus, atstumy tarp grandiniy
ir cheminés bei fizikinés sgveikos lemiancios savitvarkiy monosluoksniy
erdving struktiira. Sios prielaidos patvirtintos difrakcijos tyrimy rezultatais
[82,83].

1.5. SAM pritaikymas kuriant biologiniy membrany modelius

Biologinés membranos — tai struktiiriSkai sudétingos sistemos, kurios
pasizymi didZiule funkcijy jvairove lastelése. Pastarajj Simtmetj buvo sukurta
nemazai modeliy, skirty tirti natiiraliy membrany savybes, struktiirg ir jose
vykstancius procesus [84—86]. Tokios modelinés sistemos atkartoja esminius
lipidinés dvisluoksnés membranos struktiirinius ir cheminius aspektus ir yra
pritaikomos vertinant membrany aktyvuma saveikoje su jvairiais nattiraliais ir
sintetiniais junginiais, vaistais, baltymais [87].

Dvisluoksniy lipidiniy membrany modelis ant kiety pavirSiy — SBLM
(angl. supported bilayer lipid membranes) (3 pav.) buvo pasitilytas McConnell
ir kolegy devintajame deSimtmetyje, siekiant sistemingai tirti molekulinius
procesus ir imituoti imuninés sistemos lasteliy saveikas [88]. Véliau buvo
pasitlyta daugybé sBLM modifikacijy, kei¢iant jy fizikines savybes ir
tobulinant paruosimo procesa. Nepaisant to, isliko keli platformos tritkumai —
sBLM nuo pavirSiaus skiria tik plonas vandens sluoksnis, o pacig membrang
prie pavirSiaus palaiko silpna fizikiné adsorbcija. Tokie modeliai pasizymi
nevientisumu, turi daug defekty ir yra nestabildis laike [89-91]. Tai riboja
SBLM tyrimus tokiomis eksperimentinémis technikomis kurios uzima daug
laiko (pvz. neutrony reflektometrija), o taip pat apsunkina ir membrany
sgveikos su baltymais bei tirpikliais analize. Kitas svarbus modelio trikkumas
— aiskiai apibrézto jony rezervuaro nebuvimas abiejose membranos pusése.
Tai ne tik sumazina biologinj tikroviskuma, bet ir apriboja $iy modeliy
pritaikyma tiriant jony kanalus ir didelio dydzio transmembraninius baltymus
[92,93]. Lang kartu su kolegomis [94] parodé joninj rezervuarg turinéiy
dvisluoksniy modeliy suformavimg ant chemiskai adsorbuoty savitvarkiy
monosluoksniy ant aukso. Taciau lipidy dvisluoksniai buvo prastai
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izoliuojantys (specifiné membrany varza buvo apie 10* Q x cm?), o joninj
rezervuarg turinCiy dvisluoksniy susidarymo procesas buvo ,,sunkiai
kontroliuojamas‘ [95].

Kitas pasitlytas modelis, tai hibridinés lipidinés membranos hBLM (angl.
hybrid bilayer lipid membranes) (3 pav.). Jos konstruojamos vienasluoksnes
liposomas adsorbuojant ant savitvarkiais monosluoksniais funkcionalizuoty
metaly pavirSiy [96]. Vykstant hidrofobinei saveikai tarp SAM ir vidinio
membranos sluoksnio, dvisluoksnis jmobilizuojamas pavirSiuje. hBLM
modeliai pasizymi stabilumu ir kietumu, taciau savybés gerokai nutolusios
nuo gyvy lasteliy membranos savybiy, todél pritaikymas biologiniy modeliy
tyrimams labai ribotas. Tokiose sistemose galima tirti j iSorinj membranos
sluoksnj jsiterpiancius receptorius ir iSskirtinai su iSoriniu membranos
sluoksniu sgveikaujancias molekules [97,98].

SBLM hBLM tBLM

3 pav. Schematiniai biologiniy membrany modeliai. SBLM — dvisluoksniy lipidiniy
membrany modelis ant kieto pavir§iaus; hBLM — hibridinés lipidinés membranos;
tBLM - inkariniais junginiais prie kieto pavirSiaus imobilizuotos lipidinés
membranos.

Kaip alternatyva aptartiems modeliams buvo pasiiilytos inkariniais
junginiais prie kieto pavirSiaus imobilizuotos lipidinés membranos — tBLM
(angl. tethered bilayer lipid membranes) (3 pav.). Siame modelyje vidinis
membranos sluoksnis kovalentiskai prijungtas prie pavirSiaus naudojant misry
molekuliniy inkary savitvarkj monosluoksnj [95,99]. Kovalentiskai
jmobilizuotos membranos turi pranasumg prie§ fiziskai adsorbuotus
membrany modelius, kurie lengviau desorbuojasi nuo pavirsiy, pavyzdziui
paveikus elektriniu lauku [44]. MiSriy SAM sudétis, tiesiogiai nulemia
prikabinamy membrany fizikines savybes. Juos daZniausiai sudaro ilgi
inkariniai junginiai, kurie hidrofobinémis dalimis jsiterpia j lipidinj
dvisluoksnj ir pritvirtina jj prie pavirSiaus per kovalentinius metalo-Sieros,
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- disulfido, - silano ir kitus cheminius rySius [95,100]. Inkariniy junginiy
tankiui ir pasiskirstymui pavirSiuje reguliuoti yra naudojamos skiediklio
molekulés. Siam tikslui daznai naudojami trumpi hidrofiliniai tioliniai
junginiai — pavyzdziui, p-merkaptoetanolis [44,101]. Tokie molekuliniai
konstruktai pavirSiuose suteikia technologine platforma savaiminiam lipidiniy
dvisluoksniy susirinkimui. DaZzniausiai taikomi tirpiklio pakeitimo arba
liposomy liejimo metodai [44,102]. Pastaraisiais metais dél paprasto ir greito
paruoSimo, bei gero atsikartojamumo pradétas naudoti daugiasluoksniy
liposomy liejimo metodas [103]. Taikant §j metoda, ant misraus SAM
uzpilamas daugiasluoksniy liposomy tirpalas. Jis inkubuojamas 20-30 min, po
kuriy gausiai nuplaunamas buferiniu tirpalu apsaugant pavir§iy nuo
i8dzitivimo. Visais minétais metodais paruosti lipidiniai dvisluoksniai ne tik
pasizymi takumu, taéiau yra izoliuojantys ir mechaniSkai, chemiSkai bei
biochemiskai stabiltis [95,99,104].

Vienas didziausiy tBLM privalumy yra gerai apsibréztas pomembraninis
rezervuaras [44]. tBLM ir jy pomembraninio rezervuaro fizikines savybes
lemia inkarinio savitvarkio monosluoksnio sudétis ir cheminé struktura.
Parinkus skirtingas miSraus SAM inkaro/skiediklio sudétis ir koncentracijas,
uztikrinamas pakankamas pomembraninio jony rezervuaro palaikymas bei
sumazinamas pavir§iaus Siurk§tumo poveikis membrany tolygumui [105—
107].

tBLM modeliai yra laikomi perspektyvia eksperimentine platforma kuriant
biosensorius ir gali buti taikomi atliekant platy spektra biofiziniy
eksperimenty, tokiy kaip baltymy (peptidy) ir membranos sgveika
[44,108,109], antigeny ir antikiny suri$imas [110], lipidy faziy virsmai [111]
ir kt. Suformavus tBLM ant laidziy metaliniy pavirSiy, galima stebéti
biologiskai svarbius reiskinius taikant elektrocheminius ir spektroskopinius
metodus [112,113].

2. Raman spektroskopija

Raman spektroskopija, tai virpesinés spektroskopijos metodas, paremtas
Raman sklaida, kuris suteikia informacijos apie medziagy struktiira, sandara,
taip pat ir sgveikas tarp molekuliy. Be to §i technika yra tinkama identifikuoti
cheminius junginius ir atskiras jy funkcines grupes. Pagrindinis metodo
privalumas yra didelis atrankumas ir universalus panaudojimas. Raman
spektroskopija yra tinkama tirti dujines, skystas, gelio pavidalo bei jvairias
kietgsias medziagas [114].

Pirmg kartg Sis neelastinés sklaidos reiSkinys eksperimentiskai pastebétas
ir apraSytas 1928 m. mokslininky C. V. Raman ir K. S. Krishnan. Naudodami
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teleskopo objektyva ir skirtingy spalvy $viesos filtrus, Saulés Sviesos spindulj
i8grynino iki monochromatinés spinduliuotés ir ja leisdami per analizuojama
skystj, iSsklaidytos Sviesos spektre, pastebéjo Sviesos bangos daznio pokyt;.
Rezultaty patikimumas buvo patikrintas su daugiau nei SeSiasdesimt skirtingy
skys¢iy, kuriuos tiriant pastebétas toks pat efektas [115].

Raman sklaida, tai monochromatinés $viesos i$sklaidymas medZziagoje,
kurio metu pakinta $viesos daznis. Sis efektas yra stebimas fotonams
sgveikaujant su analizuojamos medziagos elektronais [114]. Vykstant
netampriajai sgveikai, fotonai gali netekti (Stokso Raman linijos) arba jgyti
(antistoksinés Raman linijos) energijos, kuri atitinka tiriamy molekuliy
vibracinio peréjimo energija (hvvin) (4 pav.). Kitaip tariant, vyksta tam tikry
virpesiy ir fotony apsikeitimas energija [116]. Taciau, dauguma tokiy
susidiirimy yra tamprieji — daleliy suminé kinetiné energija nekinta todél ir
i§sklaidytos Sviesos daznis iSlieka tas pats, gaunama Reléjaus sklaida (4 pav.)
[117]. Veiksmingas apsikeitimas energija vyksta tik tarp tokiy virpesiy, kurie
moduliuoja molekulés poliarizuojamuma. Intensyvios Raman juostos atitinka
nepoliniy grupiy, ypatingai aromatiniy ziedy virpesius, kuriems vykstant
zymiai kinta molekulés poliarizuojamumas. Abscisiy asyje atidéje zadinancio
(hvo) ir emituoto [h(vo — wib)] fotony energijos skirtumg (cm™?), gauname
molekulés virpesiy spektra [116,118].
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Raman sklaida Reléjaus sklaida Raman sklaida  Rezonansine
Stokso lingja Antistokso linja  Raman  sklaida

4 pav. Raman, Reléjaus ir rezonansinés Raman sklaidos schema. Pavaizduotos
Stokso ir antistoksinés Raman linijjos. 0 ir 1 atitinka pagrinding ir suzadinta
elektronines biisenas, o m ir n atitinka pagrindinj ir suzadintg virpesinius lygmenis.

Kadangi, molekuliy judesiai yra labai specifiniai ir priklauso nuo
molekulés strukttros, gauti Raman spektrai yra tarsi molekuliniai “pirsty
atspaudai” [114,119].
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2.1. PavirSiaus sustiprinta Raman sklaida (SERS)

Pavirsiaus sustiprinta Raman sklaida pastebéta ir pirma kartg aprasyta 1974
metais [120]. Atliekant eksperimentus, kuriuose buvo bandoma nustatyti
piridino Raman sklaidos spektrg ant sidabro elektrodo, pastebéta, kad signalas
zymiai stipresnis, kai elektrodo pavirSius paSiurkStintas. 1977 metais
Jeanmaire ir Van Duyne, o taip pat Albreicht ir Creighton pademonstravo, kad
ant paSiurkstinto sidabro pavirSiaus adsorbuoto piridino Raman sklaidos
intensyvumas buvo 106 karty stipresnis lyginant su to paties kiekio piridino
Raman sklaida jvertinta tirpale [121,122]. Metodo principiné schema pateikta
5 pav.
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SERS substratas
5 pav. SERS metodo principiné schema. Vaizduojamas monochromatinio lazerio
spindulio (vo— Zadinanti spinduliuoté) i$sklaidymas, sgveikaujant su pavirSiuje
adsorbuotomis molekulémis. Sgveikos metu pakinta $viesos daZnis, stebima
pavir$iaus sustiprinta Raman sklaida (vetvg). Efektas stebimas fotonams saveikaujant
su analizuojamos medziagos elektronais. Molekuliy dydis dél schemos aiskumo
pateiktas nesilaikant tikrovisko mastelio.

Toks atradimas, sukelé didelj susidomejimg Sia technologija ir paskatino
tolesnius tyrimus. Buvo nustatyta, kad $is efektas biidingas ne tik piridinui.
Parodyta, kad SERS efektas yra budingas daugeliui molekuliy, kol jos yra
adsorbuotos ant pasiurkstinto metalo pavirSiaus [123].

2.1.1.Raman signalo stiprinimo mechanizmai

PavirSiaus sustiprintos Raman sklaidos efektas yra aiSkinamas dviem
mechanizmais: cheminiu, susijusiu su rezonansinio tipo efektais, molekuléms

sgveikaujant su metalo pavirSiumi, ir elektromagnetiniu, kuris vyksta dél
22



elektromagnetinio lauko sustiprinimo netoli metaliniy nelygumy [124]. Siy
mechanizmy ry$j apibrézia formulé:
P=aE
Kur, Raman sklaidos intensyvumas proporcingas indukuoto elektrinio
lauko dipolio momento (P) kvadratui, kuris susijes su molekulés poliarizacijos
(o) padidéjimu arba/ir su elektrinio lauko (E) sustipréjimu [118].

2.1.1.1. Cheminis mechanizmas

Cheminis mechanizmas (6 pav.) prisideda prie Raman sklaidos signalo
stiprinimo vykstant molekuliy cheminei sorbcijai ant metalo pavirSiaus. Tokiu
btudu adsorbuoty molekuliy elektronai gali saveikauti su metalo pavirSiaus
elektronais, vykstant kriivio pernasai arba formuojantis cheminiam ryS$iui
[125,126]. Mechanizmas aiskinamas molekulés ir metalo energetiniy lygmeny
persiklojimu susidarant krtivio perneSimo kompleksui ir vykstant rezonansinei
Raman sklaidai. Persiklojimas vyksta tarp auksCiausios uZzpildytos
molekulinés orbitalés (HOMO), metalo Fermi energetinio lygmens ir
Zemiausios neuzpildytos molekulés orbitalées (LUMO). Elektroninis
suzadinimas vyksta kriviui pereinant i§ HOMO j Fermi lygmenj ir tada |
LUMO. Tokiam, pakopiniam, peréjimui reikalinga mazesné Suolio energija
dél to didéja Raman sklaidos efektyvumas [127].

LUMO

HOMO

Rysio energij

Metalas

6 pav. Cheminis SERS stiprinimo mechanizmas. Kur, HOMO - auks$¢iausia
uzpildyta molekuliné orbitalé, LUMO — Zemiausia neuzpildyta molekulés orbitalé
(LUMO). Adaptuota pagal [127].
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Ivykus tokio tipo sgveikoms signalas sustiprinamas iki 10? karty. Tadiau
§is mechanizmas gali skirtis naudojant skirtingo tipo SERS substratus ir
molekules [125,128].

2.1.1.2. Elektromagnetinis mechanizmas

Elektromagnetinis mechanizmas (7 pav.) yra aprasomas kaip nuo bangos
ilgio priklausantis efektas, atsirandantis suzadinus lokalizuoty pavirSiaus
plazmony rezonansg (LSPR) ir yra nepriklausomas nuo cheminiy rySiy
susidarymo tarp molekuliy ir metaly. Aktyviausiai plazmoniniai reiskiniai
vyksta tauriyjy metaly pavirsiuje, pavyzdziui aukso, sidabro, taip pat vario.
Tai susije su dideliu skai¢iumi laisvyjy elektrony $iy metaly pavirSiuje [129].
Kitas svarbus aspektas yra pavirSiaus Siurk§tumo laipsnis. SERS
eksperimentai jtikinamai rodo, kad pagrindinj vaidmenj stiprinime vaidina
lokalizuoty pavirsiaus plazmony rezonansas, t. y. metalo daleléje lokalizuoty
elektrony kolektyviniy virpesiy suzadinimas [124]. Tokio tipo stiprinimas
vyksta, kai elektromagnetiné spinduliuoté (EL), saveikaudama su pavirSiaus
elektronais, sukelia lokalizuota plazmony rezonansg. Plazmony rezonansui
susidaryti reikalingas Siurkstus metalo pavirsius, taip pat plazmony osciliacija
turi vykti statmenai pavirSiui, dél ko sustipréja elektromagnetinis laukas
aplink tiriamaja molekulg (EL + EL, dip.), sustiprindamas jos Raman signalus
(Er). Sukelta molekulés Raman sklaida taip pat gali poliarizuoti metalo
daleles ir sukelti papildoma stiprinimg (Er + Erip.). Kadangi, Raman signalo
intensyvumas proporcingas zadinancio lauko kvadratui, tai elektromagnetinio
stiprinimo proceso metu intensyvumas bus proporcingas — (E.+ Ev, gip.)? ir (Er
+ Eg, gip.)? SUMai [118,130].

EL,dip
. ELEL gip. I~(E+E gip )
L E , {
6_---R- < ‘;&\\/i::{‘/:
_y  —=== > S
oos L1 ER+ER,dip. SERS bandinys I~(ER+ER,dip<)2
A >
Metalo dalelé s £ detektorius
R,dip.
7 pav. Elektromagnetinio stiprinimo schema. Kur, E_. — elektromagnetiné

spinduliuoté, Er — molekuliy Raman signalas. Adaptuota pagal [127].

PavirSiaus plazmony reiskinys sustiprina elektrinio lauko intensyvuma
metalo pavirSiuje nuo 107 iki 10* karty [125,131]. Stiprinimo faktorius
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ypatingai iSauga, kai lazerinés spinduliuotés ir SERS elektriniai laukai yra
rezonanse su pavirSiaus plazmonais. Be to, kriivis pavirSiuose yra linkes
telktis ties aStriais daleliy kampais, todél didZiausias elektromagnetinis
stiprinimas pasiekiamas tose pavirSiaus vietose, kuriose yra nedideliu atstumu
issides¢iusiy briauny ir vir$aniy. Siose pavir§iaus vietose, vadinamose
karStaisiais taskais, lokalaus elektrinio lauko stipris gali siekti 10°-10! karty
[132,133].

Pastebéta, kad elektromagnetinis stiprinimas smarkiai mazgja, didéjant
adsorbuotos medziagos atstumui nuo pavirSiaus. Van Duyne su
bendradarbiais parodé, kad analite lokalizavus 2,8 nm atstumu nuo sidabro
plévele dengty nanosfery, SERS signalas smarkiai susilpnéja [134].

Akivaizdu, kad norint pasiekti intensyvius SERS signalus, analité turi bati
lokalizuota per kelis nanometrus nuo substrato pavirSiaus. D¢l §ios priezasties
dauguma SERS tyrimy yra atlickami su molekulémis turin¢iomis tiolio ar
amino funkcines grupés, kurios gali tiesiogiai sgveikauti, tai yra chemiskai
adsorbuotis metalo pavirSiuje [125].

2.2. SERS pavirsiy paruoSimas

SERS spektro kokybé, stabilumas ir duomeny atsikartojamumas didziaja
dalimi priklauso nuo to, kaip paruostas metalo pavirsius. Pirmieji metodai
taikyti SERS pavirS§iy gamybai buvo paremti pakartotinai vykdomais
oksidacijos-redukcijos ciklais, tai elektrocheminis pavir$iy Siurkstinimas. Po
to seké koloidiniai nanodaleliy tirpalai. Tokie substratai sulauké didelio
populiarumo, nes buvo paprastai pagaminami bet kurioje chemijos
laboratorijoje, taCiau patikimai atkartoti procesa dazniausiai buvo nejmanoma.
Isibégéjus tyrimams tapo akivaizdu, kad sidabro aukso nanodaleliy koloidiniai
tirpalai pasizyméjo didesniu SERS signalo stiprinimu dél savo dielektriniy
savybiy (lyginant su elektrochemiskai pasiurkstintais elektrody pavirsiais).
Itvirtinus nanodaleles ant kiety pavirSiy pasiekti signalo stiprinimo faktoriai
nuo 106 iki 10'? lyginant su normalia Raman sklaida [135]. Suvokus SERS
tapo sukurti patikimus, stabilius, atkuriamus ir nebrangius substratus. Toliau
Siame skyriuje detaliau aptarsime populiariausias pavirSiy apdirbimo
technikas, taikomas SERS matavimams.

2.2.1. Elektrocheminis pavirsiy SiurkStinimas

Pirmieji SERS substratai buvo gaminami bandant atkartoti Fleischman ir
kolegy parodyta Raman sklaidos stiprinimo efekta ant paSiurkstinty sidabro
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elektrody. Tokio tipo sidabriniy elektrody ruoSimui buvo pritaikyti
elektrocheminiai oksidacijos-redukcijos ciklai [120]. Visy pirma pavirsius turi
buti gerai nuplaunamas, panaikinami organiniy junginiy likuciai. Tada
elektrodas merkiamas j elektrolity tirpalag. Naudojant oksidacijos potencialg
ant pavirSiaus ima formuotis sidabro jonai. Vyksta reakcija Ag — Ag" + e".
Po to seka redukcijos potencialas ir vyksta atvirkstiné reakcija, Ag* + e —
Ag. Oksidacijos-redukcijos ciklas kartojamas keleta karty. Sidabro elektrody
elektrocheminis valymas vykdomas 5-7 minutes 0,1 M KClI tirpale, islaikant
neigiama potenciala, kuris pagal skirtingus Saltinius svyruoja nuo mazdaug
-0,2V iki -0,9 V, taip nuo pavirSiaus pasalinant oksidus. Po to, sidabro
elektrodas elektrochemiskai Siurkstinamas 0,1 M KCI tirpale, skleidZiant
potencialg tam tikru greiciu. Potencialo vertés ir skleidimo greitis sidabrui
svyruoja lyginant skirtingus literatiiros Saltinius. Skleidimo greitis gali
varijuoti nuo 10 iki 200 mV/s [136,137]. Neigiamas potencialas varijuoja nuo
- 0,1 iki -0,9, o teigiamas nuo 0.1 V iki 0.9 V. Tiek ties neigiama, tiek ties
teigiama potencialo krastine verte yra uzlaikoma nuo 30 iki 60 s. Ciklai
kartojami nuo keliy iki keliasdeSimties karty, taip sukuriant skirtingos
morfologijos pavirSius. Pasibaigus aktyvacijai elektrodas palaikomas kelias
minutes ties neigiamu potencialu [138,139]. Tokio proceso veikiamas
elektrodo pavir$ius irsta ir formuoja jvairaus dydzio (25 nm-500 nm)
issikisusias struktiiras [123]. Sia technika paruosti SERS pavirsiai pasizymi
dideliu Raman signalo stiprinimu, taciau tai néra patikimas metodas, nes
sunku pasiekti rezultaty atsikartojamuma, kas yra itin svarbu didelés apimties
statistiskai patikimiems tyrimams bei substraty komercializacijai [140].

2.2.2 Koloidiniai nanodaleliy tirpalai

Placiausiai SERS tyrimams yra naudojami sidabro arba aukso nanodaleliy
koloidiniai tirpalai. Tai lemia kelios priezastys. Visy pirma, $ios dalelés
pagaminamos taikant nesudétingg cheming sintezg¢. Antra, naudojami
reagentai yra santykinai nebrangts. Be to, gamybos metu galima kontroliuoti
nanodaleliy dydj ir formg. Struktiros daZniausiai sintetinamos pasitelkus
metalo jony redukcijg su natrio-borodihidridu [141], citriny rigstimi [142] ar
kitais redukuojanciais agentais. Taciau, nepaisant to, kad j reakcijos misinj yra
dedama daleliy agregacijai trukdantys junginiai, koloidai iSlieka labai
nestabiltis ir jungiasi | didelius klasterius. Siekiant apeiti §j trikumg yra
naudojamos jvairios pavirSiaus aktyviosios medziagos, pavyzdziui,
trimetilamoniumbromidas (CTAB) ir polivinilpirolidonas (PVP). Sie
junginiai leidzia kontroliuoti koloidy agregacija, tai yra valdyti susidaran¢iy
nanodaleliy dydj ir forma [140,143]. Yra paskelbta nemazai publikacijy,
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kuriose apra$ytos jvairiy formy nanodaleliy sintezés metodologijos. Gamybos
metu reguliuojant metaly drusky koncentracijas, taikant jvairius
redukuojancius agentus ir pavirSiaus aktyvigsias medziagas, nanostruktiiry
forma nesunkiai reguliuojama. Imanoma susintetinti nanosferas ir nanokubus
[138], nanostrypelius ir nanotrikampius [127], nanozvaigzdes [144],
nanovamzdelius [145] ir kt. [127,140,146] (8 pav.).

200 nm

fael . :
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8 pav. Nanodaleliy formy pavyzdziai. A) nanosferos; B) nanokubai; C)
nanozvaigzdé; D) nanotrikampis; E) nanostrypeliai; F) nanovamzdeliai. Pagal
[127,138,144,145].

Lokalizuoty pavir$iaus plazmony rezonanso sukeltas elektromagnetinio
lauko amplitudés padidéjimas ties nanodariniais gali siekti iki 10°karty [147].
LPPR daznis ir stipris tampriai susij¢s su nanodalelés dydziu ir forma:
nanovamzdeliai sukelia didesnj stiprinimg nei nanosferos, o zZvaigzdés formos
nanodalelés lauko stiprinimu lenkia nanovamzdelius [148].

Esminis koloidiniy tirpaly trikumas yra tas, kad auksta Raman sklaidos
signalo stiprinimo faktoriy galima pasiekti tik analizuojant tokius junginius
kaip R6G [149] ar piriding, kuriems nattiraliai budinga stipri Raman sklaida.
Kitas tokiy SERS substraty minusas yra kintantys atstumai tarp nanodaleliy
sudaranéiy koloidinj tirpalg ir molekuliy Brauno judéjimas tirpale. Dél Siy
priezas¢iy SERS signalas tampa nestabilus. Dar vienas signala silpninantis
faktorius yra pavirsiaus aktyviosios medziagos, naudojamos gamyboje. Sios
medziagos trukdo analizuojamoms molekuléms sgveikauti su nanodalelémis.
Be to, kartais pacios analités pridéjimas i koloidinj nanodaleliy tirpalg gali
sukelti daleliy agregacija [140].
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2.2.3.Nanodaleliy imobilizavimas ant kieto pagrindo

Norint padidinti nanodaleliy koloidiniy tirpaly stabiluma, buvo bandoma
nanodaleles nusodinti ant kiety plok$ciy pavirsiy tokiy kaip stiklas ar silicio
plokstelés. Nanodaleléms nusédus, pavirS§ius nudziovinamas ir tuomet ant
pavirSiaus uzliejamos analizuojamos molekulés. SERS signalo stiprinimas
atsiranda virSutiniam nanodaleliy sluoksniui sgveikaujant su analizuojamomis
medziagomis. Pagrindiné Siuo buidu paruosty pavirSiy problema — ant
pavirSiaus uzpylus analizuojama tirpala, sausos nanodalelés atkimba ir
susimaiSo tirpale. Tokio proceso rezultatas yra substrato pavirSiaus
persitvarkymas ir tai nulemia SERS signalo neatsikartojamuma.

Vienas i§ buty, nanodaleliy pritvirtinimui prie stiklo pavirSiy, yra jy
prijungimas per silano jungtuka (angl. silanization) (9 pav.).

OH OH OH OH OH
Veikimas ragstimis \ | I l /4
———————— )
Stiklo pavirSius
(a) Silano baziniy

(b) jungtuky pridéjimas
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| | 2
O OH O nanodalelés o. O OH O
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Sd
Ant pavirSiaus imobilizuotos Silanizuotas stiklo
Ag nanodalelés pavirsius

9 pav. Nanodaleliy silanizacija ant kieto pavirSiaus. Pagal [150].

Taikant §j metoda, labai svarbu atidziai nuvalyti stiklo pavirSiy, pasalint
jvairius terSalus ir organines priemaiSas [151]. Tokiu biidu pavirSiuje lieka
i§sidéscCiusios teigiamai jkrautos hidroksi grupés prie kuriy chemiskai (daznai
per tiolines grupes) sorbuojasi silano bazinis jungtukas. Kitame tokio
jungtuko gale yra funkciné amino grupé, per kurig prijungiama nanodalelé.
Suformuota Si-O-Si jungtis yra pakankamai stipti iSlaikyti nanodaleles prie
pavirSiaus [152]. Tokiu baidu suformuotas nanodaleliy monosluoksnis
pasizymi dideliu Raman signalo stiprinimo faktoriumi, kuris tam tikrais
atvejais gali siekti 108 [153].
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2.2.4.Pavirsiy apdirbimas taikant litografijos technikas

Litografijos techniky — fotolitografijos, elektrony bei jony pluosty
litografijos, nanosfery litografijos, i§vystymas ir pritaikymas SERS pavirsiy
gamybai, pastiiméjo §ig sritj link tikslesniy ir patikimesniy tyrimy vykdymo.
Tokie gamybos metodai leidzia formuoti pageidaujamas, atsikartojanciy
parametry nanostruktiiras, o tai veda prie patikimy, atsikartojanciy rezultaty,
registruojant analizuojamy medZziagy SERS spektrus. Pasiekti aukstg signalo
stiprinimo atsikartojamumg buvo beveik nejmanoma taikant anks¢iau minétas
SERS substraty gaminimo schemas [135,140].

Viena populiariausiy litografijos techniky yra fotolitografija. Naudojant
UV S$viesos Saltinj, pavirSiai yra iS¢sdinami ir taip suformuojami nelygumai.
Tokiais paciais parametrais pasizyminciu struktiiry gamybai yra taikomos
specialios kaukeés, kurios atitinkamai paskirsto UV Sviesos pluosta, vienody
formy iSgavimui. Taciau dél §viesos pluosto difrakcijos ribinés skiriamosios
gebos A2 Siuo metodu negali biiti suformuotos nano eilés struktiiros
reikalingos aukstiems SERS stiprinimo faktoriams pasiekti [135]. Todél $is
apdirbimo metodas daznai taikomas kartu su papildomu cheminiu ésdinimu
[154]. Vienas zinomiausiy $ia technika paruosty SERS substraty yra Klarite
(10 pav.) (Renishaw diagnostics, UK).

Klarite o

10 pav. Klarite SERS substrato pavirsius.

Silicio padékluose fotolitografijos budu suformuojami mikrokrateriai,
turintys Siurk3¢ias sieneles. Sio substrato paviriaus iddidintame vaizde,
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matomos invertuotos piramidés i§ésdintos naudojant KOH. Padéklai padengti
~300 nm aukso sluoksniu. Gamintojas skelbia, kad stiprinimas siekia
milijonus (10°) karty, lyginant su jprastu analités Raman sklaidos spektru.

Elektrony pluosto litografija (EBL) ir frezavimas fokusuotu jony pluostu
(FIB) — tai vieni patikimiausiy metody siekiant pagaminti atsikartojancios,
pastovios nanostruktiros SERS substratus [153,155]. Deja, abiem atvejais
gamyba apima keletg skirtingy etapy kurie uzima daug laiko ir riboja tokiy
metody taikymg masinei gamybai [135].

2.2.5.Pavirsiy apdirbimas lazeriu

Dar vienas biidas formuoti SERS substratus yra kiety pavirsiy apdirbimas
lazeriu. Ultratrumpy impulsy lazerio sukelta plazmos abliacija (LIPAA)
pasirodé esas efektyvus nanostruktiiriniy pavirS§iy gamybos metodas i$
praktiskai bet kokios kietosios medziagos [156]. Si technika suteikia galimybe
formuoti SERS aktyvius pavirSius dviem biidais.

Vienas jy — tai tiesioginé plazmoniniy metaly (Au, Ag) arba kompozitiniy
plony  ploksteliy, turin¢iy  plazmoninés  medziagos  sluoksnj
(stiklo/TiO,/Ag, stiklo/ITO/Au ir kt.) abliacija [157—160]. Siuo biidu, veikiant
ultratrumpiems lazerio impulsams yra iSlydomas iSorinis medziagos
sluoksnis, kuris véliau kondensuojasi j amorfines nanostruktiiras. Nors
metodas yra tik vieno etapo, prie§ apdorojimg lazeriu plazmoniniai pavirsiai
turi biiti specialiai apdoroti, arba plonas plazmoninés medziagos sluoksnis turi
biiti nusodinamas kompozitiniuose pavirsiuose.

Alternatyvus metodas — kai kieta neplazmoniné medziaga i$ pradziy yra
veikiama LIPAA ir tik tada padengiama plona Au arba Ag plévele. Buividas
ir kt. parodé, kad safyras ir SiC [161,162] yra tinkamos medziagos LIPAA
apdirbimui. Siuo metodu suformuotos nanostruktiiros, padengtos plazmoninio
metalo sluoksniu pasizyméjo Raman signalo stiprinimu. Pagrindinis metodo
privalumas yra kontroliuojamas metalo storis SERS pavirSiuje. Be to i§ anksto
lazeriu apdirbti pavirsiai gali biiti padengti plazmoninio metalo danga prie§
pat naudojima, taip iSvengiant pavirsiaus oksidacijos.

Nanostruktiry formavimui kiety medziagy pavirSiuje daZniausiai
naudojami pikosekundiniai ar femtosekundiai lazeriai. Tokios trukmés lazerio
spinduliuoté leidzia iSgauti pacias jvairiausias nanostruktiiras, kurias
padengus tauriuoju metalu, pavirsiai pasizymi SERS stiprinimo efektu ir yra
tinkami naudoti medziagy analizei [163]. Batent §is metodas, pasirinkus
femtosekundinj lazerj, ir buvo pritaikytas SERS substraty, naudoty Siame
darbe gamybai.
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2.3. Savitvarkiy monosluoksniy analizé SERS metodu

SERS spektry analizé yra pakankamai komplikuota. Interpretuojant gautus
spektrus, bitina atkreipti démesj | tai, kad analizuojant pavyzdzius ant SERS
pavir$iy, gali atsirasti naujy vibraciniy juosty, kurios nestebimos paprastos
Raman sklaidos atveju. Taip pat daznas atvejis yra, kad paprasta Raman
sklaida stebimos vibracinés juostos gali biiti labai silpnos arba visai i$nykti
SERS atveju.

Alkantioliy savitvarkiy monosluoksniy struktiiros ir sgveikos su pavirsiais
analizei daznai taikomi sustiprintos Raman (SERS) ir atspindzio-sugerties
infraraudonosios sugerties (RAIRS) metodai. Pagrindinis metody skirtumas —
atrankos taisyklés nusakancios virpesiy kilme ir prigimtj: infraraudonojoje
spektroskopijoje aktyviausi tie virpesiai, kuriy metu pakinta molekuliy dipolio
momentas, 0 Raman spektruose aktyviausi tie virpesiai, kuriems vykstant
smarkiai kinta molekuliy poliarizuojamumas. D¢l §iy priezas¢iy SAM analizé
atlikta abiem metodais iSsamiai papildo viena kitg ir suteikia iSsamesnés
informacijos [118,133,164].

Dar vienas svarbus aspektas yra analités koncentracija. Panagrinékime
klasikinj pavyzdj su piridinu. Prie$ Sios medziagos molekuléms suformuojant
monosluoksnj ant SERS substrato pavirSiaus, stebima labai neintensyvi
Raman sklaida. Padidinus piridino koncentracija, suformuojamas
monosluoksnis nuo kurio gaunamas stiprus signalas. Toks efektas stebimas
todél, kad esant mazoms medziagos koncentracijoms piridino ziedas gula
ploksciai ant metalo pavirSiaus, o didéjant koncentracijai Ziedas orientuojamas
statmenai substrato pavirSiaus plokStumai. Tokia orientacija leidzia
kompaktiskiau iSdéstyti molekules ant pavirSiaus ir tokiu biidy jy sutalpinama
kur kas daugiau, d¢l ko smarkiai padidéja SERS intensyvumas. Tokio efekto
priezastys buvo ilgai nezinomos ir kél¢ diskusijas. Galiausiai buvo prieita prie
vieningos i§vados — pagrindinis reikalavimas Raman sklaidos steb¢jimui yra
molekulés poliarizacinio komponento i$sidéstymas statmenai substrato
pavirSiui [114]. Tuo metu kai Sviesa sgveikauja su pavirSiumi, stebimas
efektas dél kurio susidaro du elektriniai dipoliai komponentai — vienas
lygiagretus, kitas statmenas pavir$iui. Piridino atveju, kai ziedas guli ploks¢iai
ant pavirSiaus, didzioji dalis poliarizuojamumo poky¢iy yra lygiagretiis
metalo pavirSiui, biitent tod¢l negalima stebéti stiprios Raman sklaidos. Kai
ziedas i$sidésto statmenai pavirSiui, vyksta intensyvi sklaida ir uzfiksuojamas
stiprus Raman signalas [72,114].

Alkantioliy SERS spektrai yra interpretuojami pagal vienai ar kelioms
funkcinéms grupéms bidingy mody daznius, kurie priklauso nuo molekuliy
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struktlriniy savybiy, erdviniy poky¢iy ir Salia esan¢iu molekuliy jtakos.
Budingus virpesius galima skirstyti i valentinius, kurie susij¢ su cheminio
rysio ilgio poky¢iu, arba deformacinius, kurie susije su rySio kampo poky¢iais
[79,165].

Su metaly pavirSiais tioliniai junginiai sgaveikauja sudarydami Me-S
kovalenting jungtj. SERS spektruose §i unikali valentiné moda stebima
zemuose daZniuose 200-300 cm™ srityje [165,166]. Analizuojant $ig sritj
galima nustatyti adsorbcijos prie pavirSiaus metu vykstancia S-H rySio
disociacijg ir Me-S rySio susidaryma, o taip pat S-C bei C-C rySiy orientacijas.
SAM sudaranciy molekuliy izomering biiseng ties pradine grupe iliustruoja
v(S-C) valentinio virpesio daznis, kuris SERS spektre stebimas ties 600-
750 cm™ (11 pav.). Si moda pasireiskia go§ ir trans konformacinémis
juostomis. Santykinis konformery kiekis nusakomas intensyvumy santykiu
I+/lg, kuris parodo adsorbuoty molekuliy konformacinj pasiskirstyma [79].

A CH 2)( B Trans

Gos

S s
Gos | | Trans

7

500 600 700 800 900
Bangos skaicius / cm-1

11 pav. (A) gos (G) ir trans (T) konformacijy palyginimas. (B) Go§ ir trans
konformacija spektre tiriama S-C valentiniams virpesiams priskiriamoje srityje (600-
750 cm™Y).

Valentiniy v(C-C) virpesiy sritis esanti ties 1030-1150 cm™ suteikia
informacijos apie konformacing pagrindinés grupés, S$iuo atveju
angliavandenilinés grandinés, biisena [79]. Si sritis priklauso simetrinéms ir
asimetrinéms metilo ir metileno grupiy modoms, pagal kurias nustatoma
bendra molekuliy orientacijg pavir§iaus atzvilgiu [167]. Virpesiné juosta
esanti ties 1130 cm? indikuoja angliavandenilinés grandinés pilnai-trans
konformacing biiseng neturincia go§ defekty ir yra laikoma kietos molekuliy
bisenos ir klasterizacijos zymuo [168,169].

Kitaip nei PSRS spektruose, IR spektruose zemuose dazniuose esancios
adsorbuoty alkantioliy virpesinés modos yra neintensyvios. Siuo metodu
tiriamos aukStuose dazniuose esancios virpesinés juostos. Tai vCH,, vCHs
grupiy simetriniai ir asimetriniai svyravimai esantys ties 2850 ir 2920 cm™,
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kurie apibtidina monosluoksnio susipakavimg. Tarpmolekulinéms sgveikoms
ypac jautrs v(CH>) virpesiai — padidéjusi netvarka sumazina v(CHz) juosty
intensyvuma [170]. Esant auk$tam go$ konformanty skaiciui alkilinése
grandinése Sios juostos linkusios slinktis j aukStesniy dazniy puse¢ o jy
pusplotis — did¢ja [28,45].

3. Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS)

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) tai metodas, kuris
nagrinéja elektrocheminés sistemos atsaka (srovés stiprio arba jtampos) i
kintamosios elektros srovés arba jtampos poveikj [171]. Nuolatinés srovés
atveju elektrolity tirpaluose, yra taikomas Omo désnis, kuriuo vadovaujantis
nusakomas laidininko priesinimasis srovés tekéjimui (Siuo atveju varza):

R = U
I

Kur, R —laidininko varZa, matuojama omais (Q2), U — jtampa (voltai — (V)),

ir | — srovés stipris, matuojamas amperais (A) [172].

Matavimus atliekant jprastu potenciostatu, elektrocheminei celei
suteikiama tam tikro dydZzio jtampa ir matuojama ja tekanti srové. Taciau
padvigubinus jtampg nebitinai gaunama dvigubai didesné srové. Bendru
atveju, kintamosios srovés grandinése srovés atsakas j suteiktag potencialg (U)
yra netiesinis (12 pav. A), ta¢iau sistemas nagrinéti yra daug papras¢iau esant
tiesinei priklausomybei. Todél taikant EIS metoda, impedansas matuojamas
elektrocheminei celei suteikiant mazos amplitudés (10 mV) kintamosios
srovés signala, taip sukuriant pseudo-tiesing sistema [173].
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12 pav. A — jtampos ir srovés priklausomybés kreivé. Padidintame kvadrate

atvaizduojamas tiesinis intervalas, kuriame matuojamas -elektrocheminés celés
impedansas [173]. B — sinusoidinés kintamosios srovés atsakas j suteikta potenciala.
Itampa ir srové kinta tuo paciu dazniu, tik srové pastumta per faze [174].

Idealaus rezistoriaus atveju, taikant Omo désnj, varza daZniy intervale
nekinta laike. Taciau elektrochemingje celéje vykstant jvairiems procesams,
egzistuoja ne tik prieSinimasis elektros srovés tekéjimui. Tam tikri sistemos
elementai gali veikti kaip kondensatoriai ir kaupti elektrinj kravj. Esant
tokiems reiSkiniams varzos savoka yra kei¢iama impedansu Z. Impedansas,
yra kompleksiné sistemos varza, kuri prieSinasi elektros srovés tekéjimui, ir
yra apibréziamas kaip nuo laiko priklausanti funkcija. Panaudojant tg patj
Omo désnj, gaunama impedanso matematiné israiska (2):

_U®
C)

Kur, jtampa U(t) ir srové I(t) yra nuo laiko t priklausanéios funkcijos [175].
Elektrocheminei celei suteikus sinusoidinés amplitudés jtampg, kuri yra
nuo daznio priklausanti funkcija, gaunama U(t) iSraiska (3):

U(t) = AUsin(wt)

Kur o — kampinis daznis (o = 2xf, f — daznis hercais (Hz)) laiko momentu
t, AU — jtampos amplitudé.
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Kadangi elektronai ne tik pakliista Omo désniui, bet geba ir jsikrauti
(iSsikrauti) kondensatoriuje, atsiranda fazés poslinkis ¢ tarp jtampos U(t) ir
sroves 1(t) (4):

I(t) = Alsin(wt + @) 4)

Gauta nauja impedanso israiska (5):

AU sin(wt) sin(wt)

~ Alsin(wt + @) 1z sin(wt + @) ®)
Kur |Z| — absoliutus impedanso dydis [176]. Ivairius elektrocheminius
procesus galima atskirti taikant EIS metoda, kadangi skirtingi kondensatoriai
ikraunami ir iSkraunami ties skirtingais dazniais.
Panaudojant sinuso funkcijos koreliacijg su kompleksiniy skai¢iy teorija
(6) bei Eulerio pakeitima (7), gaunama kompleksiné impedanso israiska (8).

e)X — e X
N 6
sinx —2]_ (6)
e* = cosx +jsinx (7)
Z = |Z|(cos @ + jsin @) (8)
Kur j — menamas vienetas, kurio matematiné iraiska lygi j> = —1.

Dekarto koordinatése impedansas uzraSomas:

=17 17" (9)
Z' =|Z| cos @ (10)
Z" = —|Z| sing (12)

Kur Z" ir Z'"" nurodo impedanso realig ir menamg dalis [175].

Elektrinéje grandinéje impedansg nulemia bendrieji elektriniai elementai —
varza, talpa, induktyvumas. Vykdant analiz¢ -elektrochemingje celéje,
impedansas priklauso nuo difuzijos, vykstanCios cheminés reakcijos ar
elektrody kinetikos. Siuolaikiniais EIS matavimo prietaisais galima gauti
i§samig informacijg apie elektrodo impedansg ir jo priklausomybe nuo daznio.
EIS yra neinvazinis, pavyzdziy nepazeidziantis metodas, ir yra pritaikomas
elektrocheminiy reakcijy, antikoroziniy dangy ir kt. tyrimams. Metoda galima
naudoti tiriant puslaidininkius, kura, baterijas ar polimery savybes, taip pat ir
jvairius biocheminius procesus [177,178].
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3.1. EIS pritaikymas SAM ir tBLM tyrimuose

Interpretuojant EIS duomenis yra jprasta charakterizuoti nepriklausomus
procesus nulemiancius sistemos atsaka ir sudaryti ekvivalenting elektrine
sistemos granding. Siekiant tinkamai jvertinti ekvivalentinés grandinés sudétj,
privalu identifikuoti kiekvieng vykstantj reiskinj ir priskirti ji atitinkamam
grandinés elementui (varza, kondensatoriy ir kt.) [176]. Ekvivalentiné
grandiné yra sukonstruojama taip, jog realios elektrocheminés sistemos
atsakas sutapty su modelio savybémis.

Savitvarkiy alkantioliy monosluoksniy ir fosfolipidiniy dvisluoksniy
elektrinés ir struktirinés savybeés, suteikia puikias galimybes panaudoti
elektrocheminio impedanso spektroskopijos metodg. Auksu arba sidabru
dengty stiklo ploksteliy pavirSiuje suformavus SAM ar tBLM ir panardinus ]
elektrolito tirpala, susidaro organinis sluoksnis panaSus j ploksciaji
kondensatoriy. Kondensatorius dazniausiai sudarytas i§ dviejy laidininky
(elektrody), tarp kuriy yra plonas dielektriko sluoksnis. Siuo atveju, organikos
sluoksnis (SAM arba tBLM) elgiasi, kaip dielektrikas [179].

Tokioje sistemoje impedansas yra iSmatuojamas pagal (12) formule:

1
~juC

Kur j — menamas vienetas, o — kampinis daznis (rad) ir C — talpa (F)
[112].

Realiy elektrocheminiy sistemy atveju, imerkus elektroda j tirpala
negaunamas idealus kondensatorius — fazés poslinkio kampas realioms
sistemoms visada biina maZesnis nei 90°. Sis nuokrypis atsiranda dél
pavirSiaus SiurkStumo. Todél jvedamas pastovios fazés elementas (CPE),
kuris jvertina pavirSiaus talpg ir SiurkStumg. CPE fazés poslinkio kampas
prilyginamas konstantai ir yra nekintantis dazniy intervale. Tokiu atveju
impedansas yra apskai¢iuojamas:

1
7=—
CPE(jw)*

Kur o — CPE laipsnio rodiklis, kintantis nuo 0 iki 1. Esant idealiai
lygiems pavirSiams o = 1. Realiy sistemy atveju, $is dydis visada yra mazesnis
uz 1 [176].

Ant elektrodo suformuoto organinio sluoksnio talpa C (14) priklauso nuo
vakuumo dielektrinés konstantos g (8,854 X 10* F/cm), sluoksnio
dielektrinés skvarbos €, membranos pavirsiaus ploto A (cm?) bei tBLM storio
d (cm) [180].
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13 pav. tBLM ekvivalentiné elektrinés grandinés schema. Sis modelis nusako
nuosekliai sujungtus Rsol, Cm, Rres, Ch elementus. Rsq — tirpalo varza, Cm —
dviskluoksnio talpa, Rsup — pomembraninio rezervuaro varza, Cy — SAM talpa. Pagal
[181].

tBLM sistemai taikomas RC modelis — ¢ia varzos ir kondensatoriaus
elementai sujungiami nuosekliai. Tinkamai parinkus ekvivalentinés grandinés
elementus, galima tiksliai interpretuoti elektrocheminéje sistemoje
vykstancius procesus. 13 pav. pateikta ekvivalentiné schema, vaizduojanti
tBLM, kurioje néra defekty. Rso — buferinio tirpalo elektriné varza, Cm —
membranos talpa, Rsuy — pomembraninio rezervuaro varza ir Cq — SAM talpa.
Remiantis eksperimentiniais duomenimis, ekvivalentinés schemos gali biiti
papildytos naujais elementais, kurie apibrézty daugiau vykstanciy procesy —
membranos defekty susidaryma ar poras formuojanéiy toksiny veikima [181].

Pagrindiniai elektrocheminio impedanso metodu gauty rezultaty
atvaizdavimo buidai, dirbant su SAM ir tBLM sistemomis, yra Nyquist (kitaip
zinomas kaip Cole-Cole) kompleksinés talpos spektras ir Bode spektras (14
pav.). Cole-Cole grafikas yra grafiné menamos (C;,) ir realios (Cre)
membranos talpos daliy priklausomybé. Talpos poky¢iai leidzia nuspresti apie
dielektriniy SAM ir tBLM savybiy bei sudéties poky¢ius [182].
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14 pav. A — Cole-Cole kompleksinés talpos grafikas, vaizduojantis menamos ir
realios talpos daliy priklausomybe; B — Bode grafikas, vaizduojantis absoliucios
impedanso reik§més logaritmo ir fazés poslinkio kampo priklausomybg¢ nuo kampinio
daznio. Pagal [179].

Kadangi, toks grafikas neatvaizduoja priklausomybés nuo daznio,
rezultaty analizei naudojamos ir kitos koordinatés — Bode. Bode grafikas rodo
impedanso modulio log|Z| ir impedanso fazés (@) priklausomybe nuo
kampinio daznio Igw. I§ Bode spektry galima apskai¢iuoti ne tik jau minétus
kinetinius parametrus bet nustatyti fazés poslinkio ¢ maksimalias ir
minimalias vertes [183]. Bode spektrai paprastai atvaizduojami logaritminéje
impedanso ir dazniy skal¢je, kadangi yra iSmatuojamas vienodas skai¢ius
tasky kiekvienoje dekadoje [184]. Neretai vietoj impedanso yra naudojamas
ir jo atvirksé¢ias dydis — admitansas () arba tiesiog laidumas, bei jo fazés
kitimo spektras [176].
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MEDZIAGOS IR METODAI
4. Naudotos cheminés medziagos ir tirpalai

4.1. Cheminés medziagos

2-propanolis (Sigma Aldrich, JAV);

3M1P — 3-merkapto-1-propanolis — Sigma Aldrich, VVokietija;

4M1B - 4-merkapto-1-butanolis — Sigma Aldrich, Vokietija;

6M1H — 6-merkapto-1-heksanolis — Sigma Aldrich, Vokietija;

9M1N - 9-merkapto-1-nonanolis — Sigma Aldrich, Vokietija;

Chloroformas (Sigma-Aldrich, JAV);

Cholesterolis — Avanti Polar Lipids, JAV;

Dejonizuotas vanduo — Milli-Q plus, JAV, 18,2 MW-cm;

DOPC - 1,2-dioleoilo-sn-glicerolio-3-fosfocholinas Avanti Polar Lipids
(JAV);

Etilo alkoholis — Vilniaus degtiné, Lietuva, 96 %;

H>S04 — Roth, Vokietija;

Heksantiolis — Sigma Aldrich, Vokietija;

Na;HPO,-H,0 — Fluka, Sveicarija

NaClO, — Sigma Aldrich, Vokietija;

NaH,PO4-H,0 — Fluka, Sveicarija

NaOH — Sigma Aldrich, Vokietija;

Tiofenolis — Sigma Aldrich, Vokietija;

WC14 - 20-tetradeciloksi-3,6,9,12,15,18,22-heptaoksaheksatrikontano-1-
tiolis (22 pav.). Junginj susintetino David J. Vanderah grupé (NIST Chemical
Science and Technology Laboratory, Gaithersburg, Maryland, USA) pagal
protokola aprasSyta [44] Saltinyje.

BME — B-merkaptoetanolis — Sigma Aldrich, Vokietija;

4.2. Tirpalai

Tiofenolio tirpalas — 0.2 mM tiofenolio iStirpinama 96% etanolyje;

50 mM BME, 3M1P, 4M1B, 6M1H, 9MIN tirpalai etanolyje;

5 mM WC14 tirpalai etanolyje;

10 mM DORPC ir cholesterolio tirpalai chloroforme;

Natrio fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) (5,6; 7,2 pH) — 0,01 M
NaH,PO4/Na,HPO., druskos tirpinamos dejonizuotame vandenyje skirtingais
santykiais pagal reikiama pH.. Tirpalas perfiltruojamas per 0,22 um filtra
(Corning, JAV) ir laikomas kambario temperatiiroje.
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Natrio fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) su 0,05 M NaClO4 ( 5,6; 7,2 pH)
— 0,01 M NaH.PO./Na;HPO., druskos tirpinamos dejonizuotame vandenyje
skirtingais santykiais pagal reikiamg pH. Pridedama 0,05 M NaClOs. Tirpalas
perfiltruojamas per 0,22 uym filtra (Corning, JAV) ir laikomas kambario
temperatiroje.

Rekombinantinis vaginolizinas (VLY), N-gale turintis His inkarin¢ seka,
klonuotas ir iSgrynintas, kaip aprasyta [185]. Baltymas isskirtas kolegiy Dr.
Mildos Pleckaitytés ir Dr. Mildos Zilnytés i§ VU GMC Biotechnologijos
instituto Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriaus.

5. Taikyti metodai

5.1. SERS substrato (jutiklio) paruo$imas ir savybiy tyrimas
5.1.1.SERS substrato paruoSimas

Kaip apraSyta anksciau [186], SERS substratai buvo paruosti naudojant
mikroskopinius natrio-kalcio silikatinius stikliukus (25 x 75 x 1 mm?, Thermo
Fischer Scientific), kuriy pavirSiuje femtosekundinés lazerinés abliacijos
metodu formavome struktiiras tinkamas biomolekuliy SERS signalo
stiprinimui. Prie$ lazerinj apdirbima mikroskopiniai stikliukai buvo jrézti
deimantiniu disku.

Substraty gamybai naudota sistema buvo sudaryta i§ 515 nm
femtosekundinio lazerio (PHAROS) su antros harmonikos moduliu,
motorizuoto optinés galios silpnintuvo (UAB ,,Altechna®), 50 mm Zzidinio
nuotolio fokusuojancio lesio ir tikslaus pozicionavimo staly (Aerotech Inc.).
Sistema buvo valdoma programine jranga SCA Professor (UAB "Altechna
R&D™). Prie§ vakuuminj sidabro plévelés nusodinimg, nenustruktiiruoti
stikleliai buvo plaunami 2-propanolyje ir dZiovinami filtruoto azoto srove
(5 pum filtras).

Sidabro pléveliy padengimas buvo vykdomas KJLC PVD75 magnetrono
kameroje. Garinimas vykdomas pasiekus vakuumg 7,8 x 10~ Torr, dengiamas
170 nm storio sidabro sluoksnis (jeigu nenurodyta kitaip), esant garinimo
galiai 120 W ir 4,2 mTorr likutiniam slégiui. Po garinimo kamera pripildoma
azoto dujy. Ant sidabru padengto pavyzdzio i§ karto formuojamas savitvarkis
monosluoksnis arba pavyzdys saugomas tolimesniems eksperimentams.
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5.1.2.SERS pavirsiaus morfologijos vertinimas

SERS substraty pavirSiaus morfologija buvo apibiidinta naudojant
skenuojancia elektroning mikroskopija (SEM) ir atominés jégos mikroskopija
(AFM), kaip detaliai aptarta literatiroje [186].

Lazeriu apdirbty pavirSiy, padengty 170 nm sidabro plévele (jeigu
nenurodyta Kitaip), vaizdai buvo gauti naudojant skenuojantj elektrony
mikroskopg JSM-6490LV JEOL (Japonija).

Paruosto sensoriaus pavirSiaus topografiné analizé atlikta atominiy jégy
mikroskopu Dimension Icon (Bruker, JAV). Matavimus atliko Dr. Marija
Jankunec, VU, GMC, bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyrius.
Vaizdavimas atliktas pusiau kontaktiniu biidu kambario temperatiroje,
naudojant, FESP (galiuko spindulys 8-12 nm, spyruoklés konstanta
k=1-5N/m, rezonansinis daznis = 50-100 kHz) arba TESP (galiuko
spindulys 7-10 nm, spyruoklés konstanta k = 19-55 N/m, rezonansinis daznis
=270-370 kHz) tipo zondus. Reprezentatyvus pavirSiy topografiniy
nuotrauky plotas 3 pm x 3 um su 512 x 512 pikseliy rezoliucija, esant nuo 0,2
iki 0,4 Hz skenavimo grei¢iams. Gauti vaizdai analizuoti prietaiso gamintojo
pateiktu vaizdy analizés programiniu paketu NanoscopeAnalysis v1.9
(Bruker, JAV).

5.1.3.SERS substrato savybiy tyrimas

Tiofenolio savitvarkis monosluoksnis buvo formuojamas i§ 0,2 mM
etanolinio tirpalo, formavimas vyko 60 min, kambario temperatiiroje, po
formavimo medziagos perteklius buvo nuplautas etanoliu. Tiofenolio
virpesiniai spektrai pateikti 18 pav.

PavirSiaus sustiprinti Raman sklaidos spektrai buvo registruojami
naudojant 785 nm zadinanéig spinduliuotg. Dirbau su dviem skirtingomis
Raman sistemomis:

1. Renishaw inVia Raman mikroskopu, naudojant 1200 réziai/mm gardelg.
Lazerio galia bandinio pavirSiuje buvo 1 mW, Raman spektrai registruoti
naudojant 5 x objektyva. ;

2. LabRam HRB800 (Horiba Jobin Yvon) Raman mikroskopu, naudojant
600 réziai/mm gardele. Raman spektrai registruoti naudojant 10 x objektyva.
Lazerio galia bandinio pavir$iuje buvo 0,1 mW.

Virpesiniai spektrai buvo analizuojami naudojant GRAMS/386 (Thermo
Scientific Inc.) programing jrangg. Analitéms charakteringy juosty
intensyvumai buvo gauti aprasant eksperimentinius SERS spektrus Lorenco-
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Gauso komponentémis. Grafiniam rezultaty atvaizdavimui buvo naudota
programa Sigma Plot 11.0 (Systat software, Inc.).

5.1.4.TF savitvarkiy monosluoksniy desorbcija

Tioliy elektrocheminés desorbcijos rezultatai suteikia informacijos apie
pavirSiaus padengima, metalo-sieros rysio stiprj ir tarpmolekulines saveikas
[187]. Elektrocheminé SAM desorbcija nuo SERS aktyvaus ir neaktyvaus
sidabro pavirsiy buvo atlikta 0,5 M NaOH + 0,1 M Na,SO, tirpale, kuriame
potencialas skleistas 50 mV/s grei¢iu nuo 0 V iki -1,50 V palyginamojo
Ag/AgCI/KClsows elektrodo atzvilgiu, naudojant AutoLab PG101 (Methorms,
The Netherlands) potenciostatg. TF  savitvarkiy = monosluoksniy
potenciodinaminés kreivés buvo lyginamos su modeliniu junginiu 1-
heptantioliu (HPT). Matavimus atliko Dr. Martynas Talaikis, VU,GMC,
bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyrius.

5.1.5.SERS jutiklio signalo stiprinimo ir jo tolygumo tyrimas

SERS signalo stiprinimo zemeélapiy sudarymui naudojome tiofenoliu
funkcionalizuotus pavirsius. Vertinome pagal 1072 cm™ esancig virpesing
juostg. Matavimai atlikti 100 x 100 pm? dydzio SERS substrato plote, kai
zingsnio dydis buvo 3 um, kiekvieng spektrg registruojant 0,5 s esant 0,9 mwW
lazerio galiai. Spindulys fokusuotas naudojant 20 x/0,4 NA (Leica) objektyva.
Lazerio tasko skersmuo méginyje buvo 2,4 um. Skersmuo apskai¢iuotas pagal
ry$i: d = 1,220NA™, kur A¢ — suzadinimo bangos ilgis, 0 NA — skaitiné
apertura.

Paruosto SERS jutiklio stiprinimo faktorius buvo jvertintas kaip detaliai
pateikta literatiiroje [186]. Vertinima atliko dr. Martynas Talaikis, VU, GMC,
bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyrius.

5.2. Inkariniy savitvarkiy monosluoksniy formavimas ir analizé
5.2.1.Lygiy sidabru dengty ploksteliy paruosimas

Mikroskopiniai stikliukai (25 x 75 x 1 mm?3, Thermo Fischer Scientific)
buvo naudojami kaip substratai desorbcijos, RAIRS ir EIS eksperimentuose.
Pries stiklus padengiant sidabro danga, jie yra plaunami ultragarsinéje
vonel¢je, gryname propanolyje. Po to 20 min. inkubuojami sieros riigstyje
kurios liku¢iai gausiai nuplaunama su dejonizuotu vandeniu (18,2 Q cm?,
Mili-Q, Millipore, Burlington, MA, USA) ir plokstelés nudziovinamos azoto

dujy srove (99,99 % Svarumo). Taip paruostos stiklo plokstelés patalpinamos
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} vakuumine PVD75 magnetrono kamerg. Garinimas vykdomas pasiekus
vakuumg 7,8 x 1078 Torr.

Visy pirma, stiklo plokstelés padengiamos 3 nm chromo sluoksniu (galia
— 200 W, likutinis slégis — 4,5 mTorr), siekiant pagerinti sidabro sukibima su
pavir$iumi. Toliau plokstelé dengiama 170 nm storio sidabro sluoksniu (jeigu
nenurodyta kitaip), esant garinimo galiai 120 W ir 4,2 mTorr likutiniam
slégiui. Po garinimo kamera pripildoma azoto dujy. Ant sidabru padengto
pavyzdzio i§ karto formuojamas savitvarkis monosluoksnis arba pavyzdys
saugomas tolimesniems eksperimentams [188,189].

5.2.2.Savitvarkiy monosluoksniy formavimas

Svieziai paruosti SERS jutikliai ir lygios sidabro plokstelés (elektrodai)
buvo panardinami j 0,1 mM (bendra tioliy koncentracija) etanolinius tioliy
tirpaly misinius. Naudojome ilgagrandj inkarinj junginj WC14 ir keturis
skirtingus trumpagrandzius pavirsinius skiediklius: 3-merkapto-1-propanolis
(3M1P), 4-merkapto-1-butanolis (4M1B), 6 merkapto-1-heksanolis (6M1H) ,
ir 9-merkapto-1-nonanolis (9M1N) (Sigma Aldrich, Sent Luisas, MO, JAV)
(2 pav.). Molinis santykis (WC14:trumpagrandis junginys) buvo 20:80 mol%
atitinkamai (jeigu nenurodyta Kitaip). Sidabro substratai tirpaluose buvo
inkubuojami 3 valandas, kad susidaryty savitvarkiai monosluoksniai (SAM).
Po inkubacijos tioliy perteklius nuo substraty nuplaunamas grynu etanoliu, o
pavirSiai i§dZiovinami azoto srove [188].

5.2.3.Savitvarkiy monosluoksniy SERS analizé

Pavir$iaus sustiprinti Raman sklaidos spektrai buvo registruojami Raman
mikroskopu LabRam HR800 (Horiba Jobin Yvon), naudojant 600 réziai/mm
gardele. SERS spektrai registruoti naudojant CW 785 nm Zadinancig
spinduliuote, 10%/0,25 objektyvu (Olympus). Lazerio galia bandinio
pavir$iuje buvo 2 mW. Bendras integravimo laikas 100 s [188].

Virpesiniai spektrai buvo analizuojami naudojant GRAMS/386 (Thermo
Scientific Inc.) programing jranga. Analitétms charakteringy juosty
intensyvumai buvo gauti apraSant eksperimentinius SERS spektrus Lorenco-
Gauso komponentémis. Grafiniam rezultaty atvaizdavimui buvo naudota
programa Sigma Plot 11.0 (Systat software, Inc.).
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5.2.4.Savitvarkiy monosluoksniy RAIRS analizé

RAIRS spektrai buvo registruojami naudojant Vertex 80v spektrometra
(Bruker, Inc., Ettlingen, Vokietija), su skystu azotu ausinamu MCT
detektoriumi ir RAIRS priedu, atspindin¢iu mt-poliarizuotg $viesa 80° kampu.
Nustatyta spektriné skiriamoji geba 4 cm ™,

Tikslios spektriniy juosty padétys priskirtos aprasant eksperimentinius
RAIRS spektrus Lorenco-Gauso komponentémis ir atlikta antrosios isvestinés
spektriné analizé [188].

5.2.5. PavirSiaus kontaktinio kampo jvertinimas

Svirkstu su sukamu mechanizmu ant tiriamo pavyzdzio (SAM sluoksniu
funkcionalizuoto aukso pavirSiaus) atsargiai uzlaSinami ~5 pL tdrio
dejonizuoto vandens laseliai ir fotografuojami panaudojant Kriiss EasyDrop
pavirSiaus kontaktinio kampo matavimo jranga. Analizuojami to paties
gamintojo pateikiama programine jranga. Matavimo metu sistemoje
naudojant termostata LabTech H50-500 palaikoma 21 °C temperatiira.
Atlieckami maziausiai 5 matavimai kiekvienos SAM sudéties atveju, o
rezultatai pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis.

5.3. tBLM formavimas ir elektrocheminé analizé
5.3.1.tBLM formavimas ant misriy SAM

PavirSiuje imobilizuoty dvisluoksniy lipidiniy membrany formavimo
metodika adaptuota pagal Ragaliauskas et al., 2017 [103]. Pradiné metodika
buvo kei¢iama tam, kad iSvengti sidabro pavirsSiaus pazeidimy, kuriuos sukelia
stipri Ag-Cl saveika, todél pakeitéme buferiniy tirpaly sudétis atsisakant NaCl
druskos.

Pradiniuose eksperimentuose su 50:50 DOPC:Chol santykiu naudojome
0,01 M fosfatinj buferj — 0,01 M NaH;PO./Na,HPO., pH=5,6 ir pH=7,2, kaip
apraSyta [189] Saltinyje. Vélesniuose darbo etapuose, dél didelés tokio tirpalo
varzos buferj papildéme 0,05 M NaClO, ir sékmingai taikéme likusiuose
eksperimentuose, kaip aprasyta [188] saltinyje.

tBLM (pavir§iuje imobilizuotos dvisluoksnés lipidinés membranos)
formuojamos liejant daugiasluoksnes lipidines liposomas (MLV), sudarytas i$
DOPC ir cholesterolio (50:50 arba 60:40 molinémis proporcijomis) ant
anksciau pasiruosto misraus 20:80 % (jeigu nenurodyta kitaip) savitvarkio
monosluoksnio. MLV paruosimg sudaro Sie etapai: (1) reikiamu santykiu
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stikliniame buteliuke sumaiSomi 10 mM koncentracijos DOPC ir
cholesterolio chloroformo tirpalai. (2) chloroformas iSgarinamas puciant
silpna azoto srove apie 30 min. Ant buteliuko sieneliy lieka plona lipidy
pléevele; (3) i buteliukg jpilamas reikiamas ttris fosfatinio buferinio tirpalo su
natrio perchloratu (0,05 M NaClO, + 0,01 M NaH:PO4/Na;HPO4, pH 5,6),
kad susidaryty 1 mM lipidy tirpalas;, (4) tirpalas atsargiai maiSomas
automatine pipete kelias minutes, kol praranda skaidrumg — jame susidaro
MLV.

MLYV tirpalas uzpilamas ant sidabro elektrodo padengto atitinkamu misriu
SAM ir inkubuojama apie 30 min. Véliau elektrodas gausiai plaunamas
fosfatiniu buferiniu tirpalu su natrio perchloratu (0,05 M NaCIlO4 + 0,01 M
NaH,PO4/Na;HPOQ4, pH 7,3) nenudziovinant elektrodo pavirsiaus.

5.3.2.Elektrocheminé analizé

Imobilizuoty membrany formavimo ir sgveikos su baltymais
elektrocheminiai tyrimai buvo atliekami elektrocheminio impedanso
spektroskopijos metodu (EIS). EIS tyrimai buvo atlikti, naudojant firmos
Zahner Zennium (Vokietija) elektrocheming darbo stot] Zennium, valdomag
Thales z 2.0 programiniu paketu. Atsizvelgiant j sensoriaus pavirSiaus
Siurk§tumo faktoriy, matuojamo pavirSiaus plotas vienoje celéje buvo
0,16 cm?. Naudojama trijy elektrody sistema, kurioje darbinis elektrodas yra
pats sidabru padengtas sensorius, palyginamasis elektrodas Ag/AgCIl/KClsots
mikroelektrodas, o pagalbinis — 0,25 mm skersmens platinos (Pt) viela
(Pt 99,9 %, Sigma-Aldrich), apvyniota aplink palyginamajj elektroda.

EIS spektrai gauti dazniy diapazone nuo 0,1 Hz iki 100 kHz, matuojant po
10 logaritmiskai paskirstyty tasky kiekvienoje dekadoje. Matavimy
suzadinancio signalo amplitudé buvo 10 mV, registruojant srovés atsaka
skirtingame daznyje. Elektrocheminio impedanso spektrai buvo registruojami
potenciostatinése salygose, suteikiant tiriamajam elektrodui 0 V potencialg
palyginamojo Ag/AgCI/KClsos elektrodo atzvilgiu. Taip nustatomas sistemos
impedansas minétame dazniy diapazone. IS jo galima jvertinti SAM ir tBLM
dielektring talpa bei sistemos laiduma. Metodika ir duomeny analizé detaliai
apraSyta [190].

5.3.3.tBLM vaizdinimas ir analizé¢ AFM metodu

Paruosto sidabrinio biosensoriaus, su suformuota tBLM pavirSiaus
topografiné analizé atlikta skenuojancio zondo mikroskopavimo sistema
Dimension Icon (Bruker, JAV). Matavimus atliko Dr. Marija Jankunec,
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VU,GMC, bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyrius. Matavimai
atlikti fosfatiniame buferyje 0,01 M NaH:PO4/Na,HPO4 (pH 7,3) kambario
temperatiiroje. Vaizdavimas atliktas pusiau kontaktiniu metodu, naudojant
SNL-C zondus (galiuko spindulys 2-12 nm, spyruoklés konstanta
k=0,12 - 0,48 N/m, rezonansinis daznis = 40-75 kHz (ore)) (Bruker, JAV).
Reprezentatyvus pavirSiy topografiniy nuotrauky plotas 1 pm x 1 pm su
512 x 512 rezoliucija, esant nuo 0,2 iki 2 Hz skenavimo grei¢iams. Paruo§imo
ir matavimo metu pavirSius visglaik buvo panardintas skystyje. Gauti vaizdai
analizuoti prietaiso gamintojo pateiktu vaizdy analizés programiniu paketu
Nanoscope Analysis v1.9 (Bruker, JAV).

5.3.4.EIS duomeny analizé

EIS matavimams naudotas ,,Thales 2.0“ programinis paketas. Gauti
spektrai analizuoti ,,Zview 2.0 duomeny modeliavimo paketu.

Skai¢iavimams ir duomeny pateikimui naudoti ,,MS Excel* ir ,,Origin 9.0
programings jrangos paketai.

Visi eksperimentai atlikti maZziausiai 5 kartus.
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REZULTATAI
6. SERS substratai biomolekuliy adsorbcijai

Norint patikimai analizuoti SERS substraty pavirSiuose adsorbuotas
biomolekules — labai svarbu paruosti tokius substratus, kurie tolygiai stiprinty
signalg visame aktyviame plote. Pasiekus aukstg signalo stiprinimo tolyguma
ir atsikartojamuma, galime buti tikri, kad registruojamas biomolekuliy SERS
spektras, bet kuriame aktyviosios zonos taske parodys patikima rezultatg.

Siame tiriamojo darbo etape, pagrindinis tikslas buvo sukurti greita
paprasta ir pigy metoda SERS substraty gamybai, kurie bty tinkami
biomolekuliy nustatymui ir analizei. Siekéme, kad substratai biity jautriis
mazoms anali¢iy koncentracijoms. Taip pat, vienas i§ svarbiausiy prioritety
buvo signalo stiprinimo tolygumas visame substrato pavir§iuje. Siam tikslui
buvo pritaikyta ir patobulinta E. Pabrézos magistro darbe apraSyta pavirsiy
apdirbimo metodika [191]. Vadovaujantis 2006 publikuotais duomenimis
[192], SERS pavirSiai turi atitikti eile reikalavimy susijusiy su signalo
stiprinimu, pavir$iy stabilumu ir rezultaty atsikartojamumu, tam kad buty
galima substratus pritaikyti didelés apimties biocheminiams, analitiniams
procesams ir pramonéje. Tobulindami Pabrézos aprasyta metoda stengémés
sukurti tokig SERS substraty paruo§imo technika, kad rezultatas atitikty miisy
issikeltus kriterijus.

SERS substraty gamybai naudojome mikroskopinius natrio-kalcio
silikatinius stikliukus (25 x 75 x 1 mm?2, Thermo Fischer Scientific), kuriy
pavirsiuje femtosekundinés lazerinés abliacijos metodu formavome struktiiras
tinkamas biomolekuliy SERS signalo stiprinimui. Literatiiros duomenimis
beveik visos kietosios medziagos yra tinkamos tokio tipo lazeriniam
apdirbimui [193]. Natrio-kalcio silikatinis stiklas buvo pasirinktas ne
atsitiktinai. Tai lengvai prieinama ir pigi medziaga — kas yra itin svarbu, norint
sukurti pigius substratus tinkamus didelés apimties biocheminiams-
analitiniams taikymams.

6.1. SERS aktyviy substraty gavimas lazerinés abliacijos metodu

Gaminat SERS substratus, formuojamy amorfiniy nanostruktiiry
charakteristikos buvo kontroliuojamos valdant femtosekundinio lazerio ir
stiklo pavirSiaus sgveika, siekiant iSgauti kuo tolygesnj pavirSiy, kuriame
nanostruktiry dydziai varijuoty nuo ~10nm iki 1pm (literatiiros
duomenimis, biitent tokio dydzio nanostruktiiros yra tinkamos Raman signalo
stiprinimui taikant lazerio $viesos bangy ilgius visame matomame spektre ir
iki 1064 nm [129]). Keletas lazerio impulsy buvo tarpusavyje perdengiami
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veikiant pavirsiy, ko pasekoje formavosi SERS aktyviis nanosfery klasteriai.
Lazerio srauto ir impulsy persidengimo atzvilgiu yra siauras parametry langas,
kuriame susidaro pageidaujamo dydzio nanostruktiiros. Naudotas lazerio
spinduliuotés energijos tankis buvo 0,032 J/cm?, bangos ilgis A=515 nm,
impulsy pasikartojimo daznis 40 kHz.

Toks lazerinis pavirs$iy apdirbimo procesas yra labai efektyvus ir leidzia
pasiekti didelj naSuma stiklo atveju. 35 minutes trunkancio lazerinio proceso
metu pagaminame 120 sensoriy (viso substrato matmenys 12,5 x 5 x 1 mm?3
su 3 x 5 mm? SERS aktyvia zona) (15 pav. C).

515 nm Yb:KGW lazeris.
Pulso trukme <300 fs

proceso vaizdas; (B) Nanostruktiiruotas mikroskopinis stiklelis su 30 vnt. sensoriy.
(C) Sidabru dengtas stiklas su 30 vnt. sensoriy ir vieno sensoriaus schematinis
atvaizdavimas 0,5 ml mégintuvélyje. Pagal [186].

6.2. SERS substrato morfologija

Vykdant SERS substraty lazerinj formavima, svarbu kontroliuoti
nanostruktiry morfologija, siekiant sukurti palankiausius pavirSius
biomolekuliy analizei. Gamybos metu, buvo siekiama surasti optimalias
impulsy perklojimo salygas ir parinkti geriausig impulsy tankj j ploto vieneta,
kad suformuota nanostruktiira biity kuo tolygesné, taciau islikty savitvarkis
persilydziusiy nanostruktiiry rastas. 16 pav. A dalyje, parodyta, kaip vizualiai
skiriasi apdirbti pavirSiai, kai yra kei¢iamas impulsy persidengimas (lazerio
veikimas j tg pacig abliacijos zong) horizontaliai ir vertikaliai. Horizontaliai
kei¢iamas impulsy persiklojimas nuo ~ 80 % (kairgje) iki 50 % (deSinéje);
vertikaliai — nuo ~ 20 % (apacioje) iki 70 % (virSuje). Jeigu lazerio spindulys
po saveikos su stiklo pavirSiumi suformuoja 100 um kraterj, tai esant
pavyzdziui 80 % impulsy persiklojimui, antras lazerio impulso formuojamas
krateris bus paslinktas per 20 um pirmojo atzvilgiu. Tokie impulsy
persiklojimai leidZia valdyti pavirSiaus apdorojimo mastg. 16 pav. B ir C
dalyse pateikti SEM vaizdai optimalios toliau Siame darbe naudotos
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struktiiros, kuri formuojasi kai femtosekundinio lazerio impulsais X ir Y
kryptimis persidengia 40 % ir 80 % atitinkamai.

30kV  X70,000 0.2pym FTMC LTS

15kV X30 S500um FTMC LTS

S10H 5 i LAty

16 pav. Sidabru dengty SERS substraty SEM nuotraukos, skirtingais didinimo
rézimais. (A) Ploteliai suformuoti keiciant impulsy persiklojimo ir impulsy tankio
parametrus. Optimali struktiira paZzyméta mélynais apskritimais. (B) x3300 ir (C)
x70000 optimalios struktiiros padidinimas.

Pateikti SEM vaizdai rodo, kad lazeriu apdirbtas ir sidabro plévele
padengtas pavirSius yra amorfinis, nuklotas atsitiktinémis ~ 100 nm diametro
sidabro nanostruktiromis (nanoertmémis ir nanosferomis), kurios apsijungia
| didesnius ~ 1-3 pm mikrodarinius (16 pav. B ir C).

Siekiant palyginti lazeriu apdribto pavirSiaus charakteristikas pries
padengiant sidabro danga ir po dengimo 170 nm Ag sluoksniu, pasitelkéme
atomings jégos mikroskopijos (AFM) metoda.

AFM duomenys parodé, kad sidabro sluoksnis neturi reik§mingos jtakos
pavirSiaus Siurk§tumui, o RMS (angl. root mean square) praktiskai nepakito
po Ag nusodinimo. Apskaiciuotos RMS vertés lazeriu apdirbto stiklo be
sidabro dangos ir su 170 nm sidabro danga atitinkamai yra 270,7 £ 109,2 nm
(n=7) ir 266,0 = 76,6 nm (n=6). Aukscio profilio amplitudé 17 pav. A3 ir B3
dalyse islicka tame pac¢iame mazdaug 800 nm diapazone.

Taip pat sickéme iSsiaiSkinti tikrajj pavir$iaus plotg, kuris dél susidariusiy
nanostrukttry lazerinio apdirbimo metu, padidéja lyginant su geometriniu
plotu, kuris §iuo atveju buvo 3 x 3 um? kvadratas AFM vaizde. Apskaiciuotas
ploto padidéjimas yra atitinkamai 1,95 + 0,21 (n=7) karto lazeriu apdirbtame
pavirSiuje be Ag dangos ir 2,02 + 0,35 (n=6) karto po Ag plévelés nusodinimo.
Lazeriu neapdoroto stiklo pavirsiaus prie§s dengima ir padengus 170 nm Ag
plévele, auks¢io profiliai nevirSija 15 nm amplitudés (17 pav. C3 ir D3 dalys)
ir neturi aptinkamo SERS sklaidos stiprinimo efekto, kaip parodéme véliau
(18 pav.cire).
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17 pav. Lazeriu apdirbto stiklo morfologija pries (Al, A2, A3 dalys) ir po (apacioje
B1, B2, B3 dalys) dengimo 170 nm storio sidabro plévele. (Al ir B1) 2D AFM
paveikslai gauti 3 x 3 um skenavimo plote; (A2 ir B2) to paties ploto 3D vaizdinimas;
(A3 ir B3) aukscio profilio amplitudés. Lazeriu neapdirbto stiklo pavirsius prie$ (C1,
C2, C3 dalys) ir po dengimo 170 nm Ag plévele (D1, D2, D3 dalys), atitinkamai.

Ploni sidabro sluoksniai stiklo pavirSiuje yra placiai iStyrinéti ir aprasyti
literattiroje, siekiant susieti stiklo pavirSiaus ir metalo dangos charakteristikas
su SERS signalo kokybe ir intensyvumu [194-198]. Yra parodyta, kad taikant
radijo daznio metalo dengimo rezima, iki ~15nm storio sidabro danga
nekeicia pavir$iaus Siurk§tumo. Taciau sluoksniui pasiekus 50 nm ir daugiau,
Ag pavirSiaus SiurkStumas didéja tiesiSkai [195]. PanaSius rezultatus
publikavo ir Lee et al. [196]. Taciau, musy atlikty AFM matavimy rezultatai
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parodé, kad storinant Ag sluoksnj Siurk$tumo rodiklis reik$mingai nekinta.
Galima daryti prielaidas, kad nusodinamas Ag sluoksnis uzpildo lazeriu
suformuotos nanostruktiros plySius, taip mazindamas bendra pavirSiaus
Siurk§tuma, bet tuo paciu jveda papildoma pavirSiaus griidétuma, panasiai
kaip buvo stebima ant lygiy pavir$iy [195,196]. Procesui vykstant Siomis
dviem kryptimis, bendras pavirSiaus SiurkStumas storinat Ag dangg nuo 10 nm
iki 170 nm beveik nekinta, todé¢l stebime stabilias RMS vertes.

6.3. Spektroskopiné SERS pavirsiy analizé

Ivertinus pagaminty pavirSiy morfologija, kitas svarbus Zingsnis nustatyti
juy pritaikomumg SERS tyrimams. SERS substraty, dengty 170 nm Ag
sluoksniu, veikimas buvo jvertintas taikant Raman sklaidos matavimus. Kaip
modelinis junginys pasirinktas tiofenolis, kuris yra placiai istirtas ir laikomas
vienu i§ standartiniy modeliniy junginiy Raman spektroskopijos matavimuose
[199-201]. 18 pav. b ir ¢ dalyse pateikti tiofenolio savitvarkiy monosluoksniy
Raman spektrai registruoti ant sidabru dengty SERS aktyviy (b) ir neaktyviy
(c) pavirSiaus sri¢iy. Lyginant Siuos du spektrus aiskiai matome, kad lazeriu
apdirbtas stiklo pavirSius (b) sustiprino tiofenolio Raman signalg, kuris
atitinka tiofenolio Raman spektra 0,5 M tirpale. Tai jrodo Siy substraty
tinkamuma SERS tyrimams. Gavus intensyvius pavirsiaus sustiprintos Raman
sklaidos spektrus nuo organiniy tiofenolio savitvarkiy monosluoksniy, galime
tikétis gero veikimo analizuojant jvairias kito tipo biomolekules.
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18 pav. 0,5 M TF tirpalo Raman spektras (a), palyginimas su Ag-TF spektrais nuo
SERS aktyvios (b) ir SERS neaktyvios (c) substrato zonos. Adsorbato neturintis
jutiklis taip pat buvo iSbandytas SERS aktyvioje (d) ir SERS neaktyvioje (e) srityse.
Spektrai buvo registruojami naudojant 785 nm Zadinimg. Kiekvienas SERS spektras
normalizuojamas iki 1 sekundés. Intarpuose pavaizduotas TF ir Ag-TF kompleksas.

Nustacius potencialy pavirSiy tinkamuma misy planuojamiems
biomolekuliy tyrimams, papildomai jvertinome SERS signalo stiprinimo
intensyvuma, esant skirtingo storio sidabro dangoms. Ivairaus storio (nuo 10
iki 170 nm) sidabro plévelémis dengty SERS substraty spektroskopiné analizé
suteiké dar daugiau informacijos apie jutikliy veikimg. 19 pav. a ir b dalyse
parodytas didéjantis SERS signalo intensyvumas storinat Ag danga. Nuo
ploniausios 10 nm Ag dangos iki 50 nm stebétas beveik tiesinis signalo
intensyvumo didé¢jimas. Dar labiau storinant dangg buvo matomas létesnis
signalo intensyvumo kilimas (19 pav. b), kur maksimalus signalo stiprumas
pasiekiamas ties 170 nm. Be to, storesné sidabro danga taip pat uztikrina
patikima elektros laiduma visame nanostruktiiruotame pavirsiuje, todél tokie
SERS substratai gali bati pritaikomi analizuojant biomolekules pasitelkus ir
elektrocheminius SERS matavimus.
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19 pav. (A) TF SERS spektrai, registruoti ant skirtingo storio Ag plévele dengty
substraty. Spektrai registruoti Zadinat 785 nm lazeriu. (B) 1072 cm™ juostos
intensyvumo pokytis esant skirtingo storio Ag dangoms. (C) UV-Vis spektrai
registruoti SERS-aktyviose ir (D) SERS-neaktyviose substrato vietose.

Kaip papildomas kokybinis pavirsiy vertinimo metodas buvo panaudotas
lokalizuotas pavirSiaus plazmoninis rezonansas (LSPR). LSPR smailés
daznis, intensyvumas ir pusplotis ties smailés pusauks¢iu (FWHM) labai
priklauso nuo medziagos dielektriniy savybiy ir nanostruktiiry formos, dydzio
ir pasiskirstymo substrato pavirSiuje. Paprastai didelio skersmens nanodalelés
pasiekia LSPR pika esant ilgesnéms lazerio bangoms, o jo intensyvumas
tiesiogiai koreliuoja su SERS signalo stiprinimo faktoriumi (EF), buidingu
tirilamam pavirsiui.

Siame darbe pateikiame UV-Vis spektroskopijos duomenis, uzfiksuotus
nuo jvairaus storio Ag dangomis dengty SERS pavirsiy. Matavimai atlikti
specialioje spektroskopinéje kameroje, taikant skanuojantj transmisinj rezima,
kai jutikliai iSdéstyti statmenai $viesos pluostui. 19 pav. c ir d dalys rodo
absorbcijos spektrus, surinktus tiek nuo SERS aktyviy, tiek ir lygiy pavirSiaus
zony. 10 nm sidabro plévele dengty SERS pavirsiy optinis tankis (OD) buvo
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artimas patikimai aptikimo ribai. Taciau palaipsniui didinant Ag plévelés storj
nuo 10 iki 100 nm, stebime vis stipréjantj OD signalg bei atsikartojancig gerai
iSreiksta LSPR smaile ties 532 nm ir Kita maziau intensyvig smaile ties
610 nm. Storesniy Ag dangy analizé¢ buvo nejmanoma, dé¢l pavirsiy
neperSvie¢iamumo. Analizuojant lygius stiklo pavir§ius dengtus skirtingo
storio Ag dangomis matome, kad néra gerai iSreikSty LSPR smailiy, o optinis
tankis palaipsniui kyla ties didesniais bangy ilgiais (19 pav. D).

Ag nanodaleliy dydzio ir jy optiniy savybiy koreliacija yra placiai aptarta
literattiroje. Yra parodyta, kad nanostruktiiry dydzio kitimas nuo 1 iki 9 nm
reik§mingai paveikia pavir$iy optines savybes. Siuo atveju, LSPR smailé
atitinkamai pasislinko nuo 465 iki 584 nm, o kartu iSaugo ir jos intensyvumas
bei plotis [202]. Taciau $is fenomenas néra pritaikomas lygiems Ag
pavirSiams, kur LSPR buvo nustatytas tik esant 7 nm storio metalo plévelei,
dél atskiry Ag saly susidarymo. Didéjant sidabro sluoksnio storiui, salos
susiliejo j tolygesnés struktiiros sluoksnj dél ko LSPR mazéjo [194].
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20 pav. (A) SERS signalo stiprinimo Zemélapiai, sudaryti vertinat TF virpesing
juosta ties 1072 cmt. Duomenys surinkti nuo trijy atskiry 100 x 100 um substraty
ploty; (B) Kiekvienam zemélapiui priskirtos signalo intensyvumo diagramos ir
pateiktos vidutinés intensyvumo vertés + standartinis nuokrypis (SD); (C) ir (D)
analogiski duomenys, kurie buvo fiksuojami ant kitos gamybos partijos SERS
sensoriy. Santykiniai standartiniai nuokrypiai (RSD) kiekvienam zemélapiui pateikti
tokia tvarka, kaip iSdéstyti paveikslai i§ kairés j deSing: (A) 8,4 %, 9,4 % ir 8,4 % ir
(C) 8,6 %, 7,8 %, 8,3 %. Atkreipkite démes;j | skirtingas histogramy skales X ir Y
asyse.

Norint patikimai analizuoti SERS aktyviuose pavirSiuose adsorbuotas
biomolekules, labai svarbus vienodas signalo stiprinimo efektas visame
aktyviame plote. Tik pasiekus aukstg signalo tolygumg ir atsikartojamuma,
galime bati tikri, kad registruojamas spektras, bet kuriame aktyviosios zonos
taske parodys patikimg rezultata. Dél Sios priezasties, sudaréme SERS signalo
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stiprinimo  zemélapius, miisy pasirinkty parametry SERS substratams.
Analizei buvo pasirinkta vertinti TF juostos esancios SERS spektre ties
1072 cm. StatistiSkai patikimiems rezultatams uztikrinti naudojome dviejy
skirtingy gamybos partijy sensorius, imant po tris vienetus i§ kiekvienos.
Gauti rezultatai pateikti 20 pav., kurio A ir C dalys iliustruoja jvairaus
spektrinio intensyvumo zonas. Abejose dalyse matome charakteringas pailgas
zonas mazdaug 30-50 um ilgio ir 10-20 um plocio. Nors Sios zonos skiriasi
spalvi$kai, ta¢iau didelio ir mazo intensyvumo zony vidutinés signalo
stiprinimo reik§més yra nedaug nutolusios. Vidutinés vertés siekia nuo 3200
vienety austo intensyvumo iki 2800 vienety Zemo intensyvumo zonose. Be to,
histogramos (B ir D) rodo gana siaurg Gauso formos intensyvumy dazniy
pasiskirstyma (kiekvienos histogramos centras ties 3000 vienety), 0 jvertinti
santykiniai standartiniai nuokrypiai (RSD) svyruoja nuo 7,8 % iki 9,4 %. Sie
nedideli intensyvumo svyravimai greiciausiai atsiranda dél mikrometry eilés
pavirSiaus nelygumy, kurie buvo patvirtinti AFM (6.2 skyrius, 17 pav.).
Pailgos charakteringos zonos, matomos A ir C dalyse gal¢jo susidaryti
pavirsius apdirbant lazeriu ir formavosi biitent lygiagreciai lazerio skenavimo
krypciai.

Ivertintas vidutinis $iy pavir§iy SERS stiprinimo faktorius (EF) sieké
3,0 x 10°. Vertinimas buvo atlickamas analizuojant TF intensyviausig
spektring juostg ties 999 cm lyginant SERS ir Raman spektrus gautus su
785 nm lazeriu.

SERS signalo stiprinimo faktoriai gali varijuoti pakankamai placiose
ribose priklausomai nuo stiprinancio pavirSiaus prigimties, naudojamos
spektroskopinés sistemos ir netgi nuo pacios analités savybiy. Miisy jvertintas
vidutinis SERS EF yra viena eile didesnis, lyginant su literatiros duomenimis,
kur jvertinimui buvo naudojamos nerezonansinés analités, kaip ir misy atveju
[203,204]. Tac¢iau, kiek mazesnis, lyginant su standartiS8kai priimtu SERS EF,
kuris siekia 10° [114]. Tai galéjo nulemti keletas priezaséiy — pirma,
silikatiniam stiklui budingas lydymasis, vykstant lazeriniam apdribimo
procesui, dél ko formuojasi tolygesnés nanostruktiiros su zemesniu erdviniu
pasiskirstymu (LSF) [205,206]. LSF priklauso nuo netiesinés sugerties ir tokiy
stiklo savybiy kaip klampumas [207]. Lazeriu apdirbus natrio-kalcio silikatinj
stiklg, suformuotos nanostruktiros yra aptakesnés ir labiau homogeniskos,
neformuojami astriis kampai ar spygliai. Antras svarbus momentas yra metalo
dangos storis pavirSiuje [196]. Zhao et al. parodé, kad pavirSiy padengus
100 nm storio sidabro sluoksniu, gaunamas didesnis SiurkStumas, dél to
stebima daugiau ,,kar$ty tasky* (angl. hot spots), kuriuose signalo stiprinimo
efektyvumas daug didesnis [208]. Miisy atveju buvo pasirinkta storesné
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170 nm sidabro danga, dél ko smarkiai sumazéjo tikimybé suformuoti
»karStus taskus®“. Bitent tolygesnis pavirSius ir nulémé truputj maZesnj
vidutinj maisy sukurty substraty SERS EF, ta¢iau, kaip ir minéjome anksciau,
misy prioritetas buvo tolygus ir patikimas signalo stiprinimas visame
aktyviame pavirsiuje.

7. Inkariniai monosluoksniai fosfolipidiniy membrany
imobilizavimui sidabro pavirSiuje

Yra zinoma, kad inkarinio savitvarkio monosluoksnio struktiira nulemia
pavirSiuose imobilizuoty dvisluoksniy lipidiniy membrany (tBLM) savybes
[169]. Inkarinis SAM atlieka svarbias funkcijas — atitraukia membrang nuo
pavirSiaus, taip uztikrinant pakankamo pomembraninio rezervuaro
susidaryma, o taip pat sumazina metalo pavir§iaus nelygumy poveiki
membranos integralumui. Inkariniam savitvarkiui monosluoksniui suformuoti
dazniausiai naudojamos ilgagrandés j membrang jsiterpiancios molekulés ir
mazos molekulinés masés pavirSiaus skiedikliai, kurie palaiko reikiama
inkariniy molekuliy tankj [44,102]. B-merkaptoetanolis (BME) yra vienas
placiausiai naudojamy pavirsiaus skiedikliy misriuose SAM. Jis sudaro stipry
kovalentinj rysj su Au ir Ag pavirSiais. Hidrofilinés -OH grupés esancios $iy
molekuliy gale suriSa vandenj ir taip sukuria hidrofiling pomembraning
aplinkg. Siekiant sukurti stabilias eksperimentines platformas tBLM
imobilizavimui metaly pavirSiuose, biitina suformuoti Siam tikslui tinkamus
savitvarkius monosluoksnius atsizvelgiant j parinkty molekuliy ir naudojamo
metalo savybes bei tarpusavio sgveikas.

7.1. TrumpagrandZio alkantiolio parinkimas misriam SAM formuoti

Sidabro pavirSiai su tioliniais junginiais reaguoja kitaip nei auksiniai.
Auksas iSlicka stabilus organiniuose tioliy tirpaluose ir suformuoja
funkcionalius savitvarkius monosluoksnius [84,182]. Tuo tarpu sidabras yra
pazeidziamas ir sgveikoje su B-merkaptoetanolio (BME) spiritiniu tirpalu
stebima pavirsiaus korozija. Sidabro korozija po sgveikos su tokiu tirpalu yra
aiskiai matoma ne tik Sviesiniu mikroskopu, taciau pastebima ir plika akimi.

Palyginus 21 pav. pateiktus vaizdus, matome Kkaip kinta sidabro pavirsius.
Inkubuojant sidabro pavirSius etanoliniame PBME tirpale, sidabro spalva
pasikeiCia i§ ryskiai baltos veidrodiskos (atrodo tolygiai pilka 21 pav. A) i
mating pilka (atrodo netolygiai balksva 21 pav. B). Tam tikrais atvejais
stebimas ir visiSkas sidabrinés plévelés nusilupimas nuo stiklo pagrindo. Be
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to, po inkubacijos su BPME ant sidabrinio pavirSiaus stebimos chaotiskai
pasiskirs¢iusios, mazdaug 50 pm ilgio spyglio formos strukttiros (21 pav. B).
Kadangi BME yra naudojamas kaip pavirSinis skiediklis misriuose SAM, prie
pavir$iy imobilizuojant fosfolipidinius dvisluoksnius [44], pagrindiné
uzduotis Siame darbo etape buvo rasti kita, sidabro pavirSiaus nepazeidZiantj
alkantiolj, kuris pakeisty PME.

200 pm 200 pm

21 pav. Sidabro pavirSiaus morfologija uzfiksuota optiniu mikroskopu, po
inkubacijos skirtinguose tirpaluose: (A) 100 % etanolis, (B) 100 % BME, (C) 100 %
3M1P ir (D) 20:80 % WC14:3M1P misinys. Inkubacijos laikas — 3 valandos. Bendra
tioliy koncentracija inkubaciniuose tirpaluose 0,1 mM. Pastaba: juodi taskai visuose
vaizduose yra mikroskopo objektyvo artefaktai, kuriy nepavyko pasalinti.

Optinés mikroskopijos vaizdai rodo, kad PME pakeitimas 3-merkapto-1-
propanoliu (3M1P) gali sumazinti sidabro korozija. Kaip matome 21 pav. C
dalyje po inkubacijos su etanoliniu 3M1P tirpalu, sidabro pavirsiai islieka
stabills, jiems nebiidingas ir metalo dangos lupimasis, kaip buvo PME atveju.
PavirSiaus korozijg dar labiau slopinama (21 pav. D), ruosiant misrius SAM,
kai bent 20 % 3MI1P yra pakei¢iama inkarinémis tiolipidy molekulémis WC14
(zr. 22 pav.). Sios ilgagrandés molekulés tarnauja kaip fosfolipidiniy
membrany molekuliniai inkarai.
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Tokie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad pakeitus BME bent vienu
- CH,- motyvu ilgesniu junginiu, §iuo atveju 3-merkapto-1-propanoliu, galime
kontroliuoti ir slopinti sidabro pavirSiaus korozija. Be to, kartu su inkarinémis
WC14 molekulémis, potencialiai galime sukurti misry SAM tinkamg
fosfolipidiniy membrany imobilizavimui.

7.2. Inkarinj SAM sudaranc¢iy molekuliy spektroskopiné analizé

Nustacius, kad sidabro korozija yra suvaldoma ilginant trumpagrandziy
molekuliy alkaning grandine, nusprendéme iSanalizuoti daugiau pasirinkty
junginiy, kurie potencialiai tikty misriy SAM formavimui, siekiant ne tik
imobilizuoti tBLM sidabro pavirSiuje, bet ir iSlaikyti pakankama
pomembraninj rezervuara bei membranos integralumg. Pasirinkty
trumpagrandziy bei molekulinio inkaro WC14 molekuliy struktiiros pateiktos
22 pav.

WwC14 IR g e VN
B ™ o O™ O O AN O N N

Hs” NN oy 9-merkapto-1-nonanolis (9M1N)
HS/\/\/\/OH 6-merkapto-1-heksanolis (6M1H)
Hs/\/\/OH 4-merkapto-1-butanolis (4M1B)

Hs” >""CH 3-merkapto-1-propanolis (3M1P)

22 pav. Molekuliy, naudoty misriy SAM formavimui molekuliné struktiira. Pagal
[188].

Sioje darbo dalyje analizavome misrius savitvarkius monosluoksnius
sudaran¢iy komponenty — trumpagrandziy alkantioliy (pavirSiniai skiedikliai)
ir ilgagrandzio WCI14 junginio, tarpusavio sgveikas. Elektrocheminés
desorbcijos metodas leidZia jvertinti ne tik molekuliy saveikas, taip pat galime
gauti informacijg apie pavirSiaus padengimg molekulémis bei metalo ir Sieros
ry$io stipruma [187]. Molekuliy desorbcijos potencialas tiesiogiai priklauso
nuo metalo-tiolio rySio stiprumo, lateraliniy grupiy sgveikos bei molekuliy ir
eksperimentiniame tirpale esanéiy jony sgveikos [209].
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23 pav. Vieno komponento SAM (spalvotos linijos) ir misriy SAM (80 % pavirsiniai
skiedikliai: 20 % WC14) (pilkos linijos) potenciodinaminés kreivés. Redukciné
desorbcija buvo atlikta ant Ag plévelés 0,5 M NaOH + 0,1 M Na SO, deaeruotame
vandeniniame tirpale -50 mV/s grei¢iu. 9MIN ir IMIN + WC14 SAM desorbcijos
kreivés buvo padaugintos i$ dviejy.

Vieno komponento SAM desorbcijos kreivés (23 pav. spalvotos kreivés)
rodo, kad anglies grandinés ilgis molekulése lemia Ag-S rySio skilimo ir SAM
sudaranéiy molekuliy atsiskyrimo nuo pavirSiaus potencialo vertes. Anglies
atomy skaicius alkantioliy grandinése lemia desorbcijos potencialo verte, nes
jis apsprendzia Van der Valso saveiky kiekj. Literatiiros duomenimis,
kristalinio aukso Au (111) pavirsiuje imobilizuoty alkantioliy, turin¢iy -CH3
ir -COOH galines grupes, desorbcijos potencialas slenkasi per -15mV
pailginus granding vos vienu -CH>- motyvu [210]. Pateiktame grafike
matome, kad alkantioliy grandinés pailgéjimas nuo 3 iki 6 anglies atomy,
stumteli desorbcijos potencialo maksimuma nuo -1,02 iki -1,17 V. |
savitvarkiy monosluoksniy inkubacinius tirpalus pridéjus 20 mol% WC14
inkarinio junginio, padidéjo bendras SAM stabilumas. Tai jrodo desorbcijos
potencialy poslinkis j neigiama pus¢ (pilkos linijos 23 pav.). Toks efektas
rodo, kad trumpagrandés molekulés sgveikauja su inkarinémis WC14
molekulémis ir taip stabilizuoja misrius savitvarkius monosluoksnius.

Nustatytas Kkatodinis poslinkis visiems miSriems SAM buvo stabilus
~50mV, isskyrus 9IMIN:WC14. Toks rezultatas indikuoja, kad saveikos
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stiprumas tarp trumpagrandziy junginiy ir WC14 inkaro néra nulemiamas
anglies grandinés ilgio trumpagrandziuose junginiuose. Desorbcijos piko
intensyvumas taip pat koreliuoja ir su molekuliy kiekiu pavirsiuje. Be to,
desorbcijos kreivéje gali buti keletas smailiy arba smailiy plotis gali skirtis,
nes, molekulés uzima energetiskai skirtingas biisenas pavirsiuje.
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24 pav. (A) SAM SERS spektrai nuo Ag pavirSiuje adsorbuoto 100 % WC14
(virSutiné kreivé) ir misriy SAM, turinciy skirtingus pavirsinius skiediklius. (B) vieno
komponento SAM SERS spektrai. Kreiviy tvarka yra 9OMIN (a), 6M1H (b), 4M1B
(c), 3MIP (d). Raidés G ir T zymi go$ ir trans konformacijas. (C) PavirSiuje
adsorbuoty tiolio molekuliy schematinis vaizdas go§ ir trans konformacijose.
Konformacijas apibrézé -S-C- rysio kampas. (D) T/G santykio priklausomybé nuo
anglies grandinés ilgio pavirSiniy skiedikliy molekulése. Misriy SAM sudétis buvo
80 % trumpagrandziy skiedikliy ir 20 % WC14. Vidurkis + SD buvo apskaiciuotas i$
3 matavimy.

Siekdami iSsamiau iSanalizuoti ir suprasti inkariniy savitvarkiy
monosluoksniy struktiira sidabro pavirSiuje, pasitelkéme virpesinés
spektroskopijos metodus.

PavirSiaus sustiprinta Raman spektroskopija, analizuojant alkantioliy
molekuliy SAM, suteikia informacijos apie pradinés ir pagrindinés (alkiline
granding) grupiy struktiiras ir iSsidéstymag pavirSiaus atzvilgiu. Gauti
spektriniai duomenys pateikti 24 pav. Pradinés grupés C-S motyvas
spektruose indikuojamas pagal go$ v(C-S)g ir trans v(C-S)t virpesines modas,
aptinkamas 600-750cm™ regione. Biitina pastebéti, kad Siy juosty
intensyvumas priklauso nuo molekuliy koncentracijos pavirsiuje. Siuo atveju,
analizuojant misrius savitvarkius monosluoksnius, kuriy inkubaciniy tirpaly
kompozicija yra 80:20 % trumpagrandzio junginio:WC14, galime tikeétis, kad



intensyviausi  virpesiai bus fiksuojami nuo pavir§iuje adsorbuoty
trumpagrandziy junginiy.

Prie pavirSiaus esanéiy v(C-S)e virpesiniy juosty bangos skaiCius,
naudojant vis ilgesnes pavir§inio skiediklio molekules, i§ 632 cm™ pozicijos
slenkasi j zemesnius daznius per 16 cm™. Tai rodo, kad go§ konformacijoje
esan¢iy C-S rysiy stiprumas mazéja, ilgéjant pagrindinés grupés anglies
grandinei. Taciau kita C-S rySio esancio trans konformacijoje, virpesiné moda
v(C-S)t esanti 696 cm™* pozicijos nekeité. I$ visy analizuoty trumpagrandziy
molekuliy ir jy misriy SAM, tik 3M 1P budinga ryski ir aiskiai identifikuojama
go§ konformacijos moda. Tai gali biiti nulemta santykinai silpnos Van der
Valso saveikos tarp trumpy 3M1P anglies grandiniy. llginant pavirSiniy
skiedikliy anglies grandines, su go$ konformacija siejamy juosty
intensyvumas ryskiai sumazéja ir stebimos intensyvios juostos siejamos su
trans C-S rysio konformacija. Sia priklausomybe gerai iliustruoja kiekybiné
trans-go§ mody (T/G) analizé, kurig nustatéme pagal integruotus
Av(C-S)r/Av(C-S)¢ intensyvumus. Ivertinus gautus rezultatus, pamatéme,
kad 100 % vieno komponento savitvarkiuose monosluoksniuose, T/G santykis
nuo 2,8 — 3M1P atveju, kyla iki 18,2 — 9M1N atveju. Misriuose SAM islieka
ta pati tendencija ir santykis kinta nuo 1,9 iki 17,2 (24 pav. C). 100 % WC14
SAM jvertinta T/G santykio verté sieké 11,5 ir buvo Zemesné lyginant su
6M1H bei OMIN. Tai galéjo priklausyti nuo WC14 molekuléms biudingos,
pakankamai didelés hidrofobinés dalies, sudarytos i§ dviejy alkano grandiniy,
kurios lemia molekulés lankstumg ir galimybe uzimti jvairesnes
konformacines busenas S-C bei etilenoksidinése (EO) molekulés dalyse.
Didesnés T/G santykio vertés ilgesniy molekuliy monosluoksniuose gali biti
susijusios su didéjanéiu molekuliy tvarkumu ir labiau statmena orientacija
pavirSiaus atzvilgiu. Tokia molekuliy organizacija formuojant misrius SAM,
gali reikSmingai sumazinti pomembraninj rezervuarg tBLM modeliuose ir
apriboti $iy modeliniy sistemy pritaikymus. D¢l $ios priezasties, toliau (7.3
skyrius) pateikiame detalesne skirtingy misriy SAM analizg.

Nors SERS metodu fiksuoti spektriniai duomenys daugiausiai apibuidina
miisy pasirinktus trumpagrandzius junginius, taciau 1129 cm™ pozicijoje
esanti virpesiné juosta suteikia informacijos apie ilgus molekulinius inkarus
(WC14). Si virpesiné moda yra stebima 100 % WC14 SAM ir yra specifinis
zymuo rodantis pilnai trans konformacijos v(C-C)r virpesius. Ankstesniuose
darbuose, $i juosta buvo pastebéta ir jvertinta kaip molekulinis WC14 Zymuo,
rodantis vandens ir elektrinio potencialo sukeltus hidrofobiniy alkaniniy
grandiniy persitvarkymus ir klasterizacijg aukso pavirSiuose [113,168]. Batent
Klasterizacija yra aiskiai susiejama su defektuoty tBLM susiformavimu
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[113,169]. Siame darbe pateiktuose misriy SAM spektruose nematome v(C-
C)r virpesinés modos. Todél, manome, kad nei misriy SAM formavimo metu
nei atliekant SERS matavimus WC14 klasterizacija nepasireiskia. Galime
daryti prielaida, kad pasirinktos molekulés formuos stabilius ir tolygius SAM,
tinkamus tolesniam tBLM sistemy kairimui.

ISsamesnius WC14 savitvarkos sidabro pavirSiuje vertinimus atlikome
pasitelk¢ RAIRS spektroskopijos technikg. Skirtingai nei anksc¢iau apraSyti
SERS duomenys, RAIRS suteikia gilesnio supratimo apie ilgos grandinés
inkarinius junginius. Gauti spektriniai duomenys pateikti 25 pav.

Pirmiausia, atkreipiame démesj | C-H asimetriniy virpesiy juostas ties
2750-3050 cm?, kurios misriy SAM spektruose yra vidutiniskai 5 kartus
didesnés pagal plotg lyginant su vieno komponento SAM (istisinés ir
punktyrinés linijjos 25 pav. A). Tai rodo, kad nepaisant maZesnés
koncentracijos, pagrindiné informacija miSriuvose SAM yra gaunama apie
WC14 virpesines modas. Intensyviausia plati juosta esanti ties 1133 cm™
100 % WC14 spektre yra priskiriama asimetriniam EO fragmento
i$sitempimui — vas(C-O-C) [45,211]. EO fragmente esanciy metileno grupiy
(- CH2 -) sukamieji deformaciniai virpesiai stebimi ties 1250-1252 cm, o
véduokliniai ir zirkliniai virpesiai matomi ties 1347-1351 ir 1460-1464 cm™,
atitinkamai [211]. Bitina pastebéti, kad WC14 molekulés gali uzimti kelias
skirtingas konformacines biisenas, jskaitant spiraline struktiirg su buidingais
pasikartojan¢iais  vidiniais trans-gos-trans pasisukimais aplink rySius
(CHa - CH; - O)s segmente [212]. Siy skirtingy EO fragmento konformacijy
paplitimg rodo plati vas(C-O-C) virpesiné moda, kuri gali bati iSdalinta j kelis,
spektre smarkiai tarpusavyje persidengiancius elementus. Tikslios EO
komponenty virpesiy pozicijos buvo nustatytos pagal antraja RAIRS spektry
iSvesting (25 pav. B). 100 % WC14 savitvarkiams monosluoksniams §ios
pozicijos buvo ties 1114, 1133 ir 1151 cm™?, kur maZiausios energijos virpesys
ties 1114 cm~ ! yra siejamas su labiausiai tvarkia kristaline spiralés struktiira
[45,213], o dvi modos esanéios aukStesniuose daZniuose priskiriamos
amorfinei spiralés busenai [211]. Budingos ir Kitos virpesinés juostos
randamos tvarkiose (949 ir 1349 cm™) ir netvarkiose (1326, 1249, 1036 cm™)
EO struktirose [211,212].
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25 pav. (A) Ag pavirSiuje adsorbuoto WCI14 (virSutiné kreivé) ir misriy SAM,
turinéiy skirtingus pavirSinius skiediklius, RAIRS spektrai tokia tvarka: 9MIN (a),
6M1H (b), 4M1B (c), 3M1P (d). Spektry regionai 900-1600 ir 2750-3050 cm™.
Misriy SAM sudétis yra 80 % trumpagrandziy ir 20 % WC14 molekuliy. Bruks$ninés
kreivés C-H virpesiy srityje rodo vieno komponento monosluoksnius, kuriy plotas po
kreive yra vidutinis$kai 5 kartus mazZesnis nei atitinkamy misriy SAM. (B) vas(C-0-C)
srities antroji RAIRS spektry iSvestiné (padauginta i§ -1). Spektry i8déstymo tvarka,
tokia pati kaip (A) dalyje. (C) ir (D) dalys — siilomas WC14 molekuliy orientacijos
ant Ag pavir§iaus modelis: (C) WC14 praskiestas 9M1IN santykiu 20:80 %
WC14:9M1N; (D) WC14 praskiestas 3M1P santykiu 20:80 % WC14:3M1P. Pagal
[188].

Pagal pavirsiy atrankos taisykle, spektroskopiskai galime stebéti tik tuos
virpesius, kuriy pereinamasis dipolinis momentas (TDM) vertinant pavirSiaus
normalés atzvilgiu néra nulinis. Misy tiriamoje sistemoje, vas(C-O-C) modos
intensyvumo didéjimas rodo, kad EO fragmentas tampa vis labiau statmenas
pavirSiui, kai sgveikauja su vis ilgesnes alkilines grandines turiniais
trumpagrandziais junginiai. Kitaip tariant, vertikalus trumpagrandziy junginiy
issidestymas, skatina ir EO fragmenta uzimti vertikalia pozicija. Sis efektas
rysSkiausiai stebimas su 9M1N ir atitinkamai silpnéja trumpé¢jant alkilinéms
grandinéms. Su 3MI1P ir 4M1B stebimas silpniausias efektas, dél Zemesnio
laipsnio molekuliy lateraliniy sgveiky. Antra RAIRS spektry i$vestiné rodo,
kad Zemesnés energijos virpesys nuo 1109 slenkasi j auksStesnius daznius iki
1115cm™, o juosty ties 1136 ir 1151 cm intensyvumas kyla, kai WC14
molekuliy EO fragmentas yra saveikoje su 9MIN. Be to, -CH>- (EO)
véduokliniai virpesiai ties 1347 cm™ slenkasi j aukStesnius daZnius per
4cm1, o tai rodo kristalinés EO struktiiros “lydymasi” (angl. melting)
[211,214]. Sie duomenys leidzia manyti, kad ilgesni trumpagrandziai
junginiai, ne tik orientuoja EO segmentus vertikaliau pavirSiaus atzvilgiu, bet
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ir padidina WC14 molekuliy skai¢iy pavir$iuje, kurioms labiau budinga ne
kristaliné, o amorfiné EO struktiira.

Metileno grupéms biudingy C-H virpesiy regionas yra sudarytas iS
simetriniy vs(CH>) ir asimetriniy vas(CH2) mody ties 2856 ir 2917-2928 cm*
ir atitinkamai — WC14 galiniy metilo grupiy virpesiy vs(CHzs) ir vas(CHa) ties
2878 ir 2965 cm. Literatiiroje Sie spektriniai regionai yra placiai iSanalizuoti
ir priskiriami WC14 alkiliniy grandiniy, o ne EO segmenty modoms [27, 31].
Tai leidzia analizuoti hidrofobiniy WC14 grandiniy konformacines biisenas
nepriklausomai nuo EO. Labai tvarkts, kristalinés struktiiros, sidabro
pavir$iuje adsorbuoti alkaniniai junginiai pasizymi vs ir vas metileno grupiy
virpesiais ties ~2847 ir ~2916 cm* [215]. Siy mody poslinkis j aukstesnius
daznius yra siejamas su didéjan¢iu molekulinés struktiiros lankstumu ir
atsirandan¢iomis go§ konformacinémis biisenomis. Nepriklausomai nuo Salia
esanCiy trumpagrandziy junginiy, WC14 molekuliy alkaninés grandinés yra
labiau amorfinés struktiiros, kaip rodo metileno grupiy vs ir vas virpesiy
pozicijos. Misriy SAM atveju, toks WC14 molekuliy netvarkumas gali buti
susiejamas su maza WC14 molekuliy koncentracija sidabro pavirSiuje. Dar
vertingesnés informacijos suteikia v(CHs) ir v(CHz2) mody intensyvumai.
Pereinamasis dipolinis momentas metilo ir metileno grupése sutampa su
C - CHzs kryptimi ir yra statmenas C-C grandinés asiai, todél iy grupiy
virpesiy santykinio intensyvumo analizé parodo bendra alkaniniy grandiniy
orientacijg. Kadangi C-H virpesiy spektrinis regionas yra pakankamai
sudétingas, mes jo neskaidéme j atskirus komponentus. Taciau, nustatéme,
kad 1[v,s(CH3)] / I[v,s(CH,)] santykis kinta nuo ~1/3 iki ~2/3 kai 3M1P
pakeic¢iame ;| 9MIN. Tai rodo, kad metilo grupés TDM tampa vertikalesnis
pavirSiaus atzvilgiu. Tokie rezultatai leidzia manyti, kad ne tik EO grandiné
WC14 molekulése i$sidésto ar¢iau pavirSiaus normalés, kai yra sgveikoje su
ilgesnémis trumpagrandémis molekulémis, bet ir hidrofobinés alkany
grandinés tampa labiau statmenomis (25 pav., C ir D).

Apibendrinant 7.2 skyriuje pateiktus spektroskopinius SERS ir RAIRS
duomenis, matome, kad naudojant skirtingo ilgio trumpagrandes molekules
(nuo 3C iki 9C), galima kontroliuoti WC14 inkaro molekuliy orientacija
sidabro pavirSiuje. Vis ilgesniy pavirSiaus skiedikliy panaudojimas misriy
SAM formavimui, gali biti susijes su didéjan¢iu monosluoksniy tvarkumu ir
vertikalesne WC14 orientacija tiek hidrofiliniame etilenoksido segmente, tiek
ir hidrofobinése alkany grandinése, kurios sgveikauja su lipidy dvisluoksniais
formuojant tBLM. Be to, spektriniai duomenys nerodé WC14 molekuléms
budingy klasterizacijos zymeny. Manome, kad nei misriy SAM formavimo
metu, nei atlickant SERS matavimus WC14 klasterizacija nepasireiskia, todél
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pasirinktos molekulés galimai formuos stabilius ir tolygius savitvarkius
monosluoksnius. Siy inkariniy SAM pritaikymo galimybés, siekiant sukurti
funkcionalius tBLM modelius, buvo toliau analizuojamos pasitelkiant
elektrocheminj impedansa (EIS).

7.3. Misriy SAM analizé taikant EIS

Atlikus detalia miSriy inkariniy savitvarkiy monosluoksniy analize
virpesinés spektroskopijos metodais ir jvertinus jy potencialg funkcionaliy
tBLM modeliy kiirimui ant sidabro, toliau atlikome i$samig elektrocheming
misriy SAM analize. Sis metodas i3ple¢ia SAM analizés ribas ir leidzia dar
geriau suprasti misriy inkariniy monosluoksniy charakteristikas ir tolesnio
pritaikymo galimybes. Tiriamojo darbo metu, tiek spektroskopiné tiek ir
elektrocheminé analizés buvo vykdomos lygiagreciai.

Nustacius, kad sidabro pavirsiaus korozija yra suvaldoma, misriuose SAM
BME kei¢iant j 3M1P (7.1 skyrius), elektrocheminis impedansas buvo
pasitelktas siekiant jvertinti struktiirines ir funkcines tokiy inkariniy SAM
savybes. Sioje dalyje analizavome inkariniy monosluoksniy elektrocheminius
parametrus priklausomai nuo komponenty (3M1P:WC14) procentinio
santykio tirpaluose, i§ kuriy buvo formuojami misris SAM. Kadangi SAM
sudaran¢iy molekuliy koncentracija pavirSiuje néra tiesiogiai proporcinga
koncentracijai SAM tirpaluose, todél toliau miisy minimas molekuliy santykis
atspindi butent tirpaly sudétis. Elektrocheminio impedanso spektrai, gauti nuo
skirtingy santykiy 3M1P:WC14 SAM, pateikti 26 pav.

26 pav. A dalyje pateiktuose kompleksinés elektrinés talpos spektruose
matome tipines, beveik pilno pusapskritimio formos kreives. Didziausias
diametras atspindintis didziausig elektring talpa (Csam), kuri 100 % 3M1P
monosluoksniuose yra lygi ~ 10 uF/cm?. Didéjant procentinei ilgagrandzio
inkarinio junginio WC14 daliai SAM tirpaluose, talpa palaipsniui mazéja [45].
Sis reiskinys gali buti paaiskinamas tuo, kad didéjant WC14 junginio
koncentracijai sidabro pavirSiuje, susidaro vis storesnis ir kompaktiskesnis
dielektrinis sluoksnis. Ant Ag pavirsiaus turint grynus 100 % WC14 SAM,
Csam vertés nukrenta zemiau 1 pPF/cm?. Tai jrodo, kad pavirSiuje susidaro
kompaktiskas dielektrinis sluoksnis, su minimaliu vandens kiekiu, kas buvo
pastebéta ir ant aukso pavir$iy [44]. Elektrinés talpos vertés beveik tiesiskai
krenta zemyn, kai monosluoksniy sudétis keiciasi nuo 100 % 3M1P iki 100 %
WC14 (31 pav. A), o tai rodo, kad 3M1P:WC14 pavirsiaus koncentracija
koreliuoja su komponenty procentine koncentracija tirpale. Gautos talpy
vertés yra nedaug nutolusios nuo literatiiroje apraSyty 100 % BME ir
100 % WC14 monosluoksniy Csam tirty ant aukso pavirsiy [44]. Taciau
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misriy SAM, suformuoty i8 skirtingo 3M1P:WC14 santykio tirpaly elektrinés
talpos vertés (31 pav. A) skiriasi nuo misriy SAM (BME:WC14) ant aukso
[44]. Tai rodo skirtinga inkariniy molekuliy pasiskirstyma sidabro pavirsiuje,
kai parenkami skirtingo ilgio trumpagrandziai pavirSiniai skiedikliai, o tai gali
reik§mingai nulemti inkarinio SAM savybes.

26 pav. B dalyje yra pateikti Bode spektrai, rodantys analizuoty SAM
laiduma — admitansg (virSuje) ir jo fazés priklausomybe nuo daznio (apacioje).
Auksciausiy dazniy srityje EI spektrinj atsakg labiausiai nulemia buferinio
tirpalo elektrinés savybés, todél visy procentiniy koncentracijy SAM laidumo
kreivés, §iame intervale eina tolygiai ties panasia laidumo verte. Zemesniy
dazniy srityje, kreiviy pozicijos kinta. Jau ties 1000 Hz atsiskiria 100 %
WC14 laidumo spektras (ruda kreive), nes dél didesnio organinio sluoksnio
storio, tokio SAM laidumas ima mazéti aukstesniame daznyje nei misriy SAM
atveju. Regione nuo 100 Hz SAM laidumo vertés miSriems SAM iSsiskiria
priklausomai nuo monosluoksniy sudéties ir koreliuoja su 26 pav. A dalyje
pateiktomis elektrinés kompleksinés talpos vertémis. Visais atvejais stebimas
tiesiSkas  laidumo maz¢jimas, prasidedantis Zemesniame daZnyje,
priklausomai nuo didesnio 3M1P kiekio. Zemiausiame matavimo daZnyije
(0,1 Hz) galiausiai stebimos atitinkamos laidumo vertés — mazéjant WC14
molekuliy kiekiui savitvarkiame monosluoksnyje, gaunamas vis didesnis
sluoksnio laidumas. Atitinkami 3M1P:WC14 santykio nulemti EI spektriniai
poky¢iai stebimi ir admitanso fazés grafikuose (26 pav. B apacioje). Gautos
kreivés budingos RC grandinéms ir pasiZymi sigmoidine forma, kur fazé
priartéja prie 90° vidutiniy-Zemy dazniy srityje. Didéjant WCI14
koncentracijai savitvarkiuose monosluoksniuose, kreivés ima leistis zemyn
ties vis aukstesnémis dazniy vertémis. Sis reiskinys atsiranda dél mazéjancios
laiko konstantos (t), kuri tiesiogiai priklauso nuo SAM elektrinés talpos, o ji
mazéja augant WC14 molinei daliai (26 pav. A).
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26 pav. EIS spektrai uzregistruoti nuo skirtingy 3M1P: WC14 santykiy savitvarkiy
monosluoksniy. (A) Cole-Cole kompleksinés talpos diagramos, (B) Admitanso
modulis (virSuje) ir fazé (apacioje). Dazniy diapazonas 10 kHz -0,1 Hz.

Toliau analizavome miSrius savitvarkius monosluoksnius, kurie ant
sidabro buvo formuojami i§ 80:20 % skirtingy trumpagradziy:WC14
molekuliy tirpaly. SAM formavimg vykdéme su visomis 22 pav. pateiktomis
molekulémis, o miisy nuomone, optimaliausias 80:20 % molekulinis junginiy
santykis SAM tirpaluose buvo parinktas pagal 26 pav. pateiktas kompleksines
elektrines SAM talpas, kuriy vertés buvo artimiausios sékmingai sukurtoms
tBLM sistemoms ant aukso [45]. Misriy SAM elektrocheminio impedanso
spektrai, pateikti 27 pav. kompleksinés talpos koordinatése.
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27 pav. Misriy SAM kompleksinés talpos diagramos. SAM sudétis — 80:20 %
trumpagrandziy:WC14 molekuliy. Naudoti skirtingi trumpagrandziai junginiai:
3M1P, 4AM1B, 6M1H ir 9M1N.
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Visos uzfiksuotos kreivés pasizymi talpinei sistemai biidinga puslankio

forma, kur puslankio spindulys yra proporcingas sluoksnio elektrinei talpai.
Didziausias spindulys buvo pastebétas misriuvose SAM su 3MIP
trumpagrandémis molekulémis, kur atitinkamai Csam talpos verté siekia
mazdaug 6 uF/cm? (27 pav.). Tokia talpa biidinga ir sistemoms ant aukso, kur
misSris SAM buvo formuojami i§ 30:70 % HC18:BME ir véliau sékmingai
panaudoti tBLM formavimui [45]. Didéjant pavirSiniy skiedikliy molekuliy
ilgiui, puslankio spindulys traukiasi, atitinkamai mazéjant ir SAM talpos
vertéms.
Detalesnei analizei misriy SAM talpiniai spektrai buvo modeliuojami pagal
atitinkamos ekvivalentinés grandinés modelj (pagal [190]), taip gaunant
tikslesnes Csam, kurios palygintos su 100 % SAM talpos vertémis (28 pav.).
Ivertintos 100 % trumpagrandziy junginiy SAM talpos (28 pav. juoda kreive)
beveik tiesiskai krito nuo ~ 12 uF/cm? 3M1P atveju iki ~ 2,63 uF/cm? 9M1N
atveju. Maziausia elektriné talpa ~ 0,7 uF/cm? buvo stebima 100 % inkarinio
junginio WC14 SAM atveju. Jvertinus talpy skirtumg tarp to paties
trumpagrandzio junginio 100 % SAM ir miSinio kuriame yra pridéta 20 %
WC14, nustatétme aiSkia tendencija. Ilgéjant pavirSinio skiediklio
molekuléms, skirtumas tarp 100 % SAM (juoda kreive) ir miSraus 20:80 %
SAM (raudona kreivé) elektriniy talpy mazéja. 3M1P ir 4AM1B atvejais talpos
pokytis siekia ~ 50 %, 6M1H ~ 36 %, o0 9M1N atveju yra tik ~ 8 %. Tai
indikuoja, kad trumpesniy pavirsiniy skiedikliy atveju, galimai pavirSiuje
turime daugiau WC14 molekuliy, kurios lemia Csam sumazéjima, lyginant su
ilgesnémis molekulémis.
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28 pav. Csam priklausomybé nuo atvirkstinio trumpagrandziy molekuliy ilgio

(nm™Y). Juoda kreivé vaizduoja 100 % skirtingy molekuliy Csam. Raudona kreivé

vaizduoja skirtingy misriy (20:80 % WC14:trumpagrandis skiediklis) monosluoksniy

Csam.

Tikétina, kad skirtingy trumpagrandziy junginiy pridéjimas j SAM
tirpalus, i§ kuriy buvo formuojami misris SAM ant Ag, pakeité molekulinio
inkaro WCI14 koncentracija pavirSiuje, nors bendros komponenty
koncentracijos tirpale buvo pastovios. Toki pokytj galéjo sukelti pavir§iniy
skiedikliy hidrofobiskumo kitimas nuo santykinai mazo 3MI1P atveju iki
didesnio 9M1IN atveju. Did¢jantis hidrofobiskumas didina trumpagrandziy
molekuliy cheminj potencialg, taip palengvindamas hidrofobiniy komponenty
sgveika su sidabro pavirSiumi. PanaSus efektas buvo stebimas
eksperimentuose ant aukso [216]. Vadinasi, misy atveju 9MIN pavirSiaus
koncentracija grei¢iausiai buvo didesné, lyginant su 3M1P koncentracija.
Manome, kad 9M1N atveju pavirSiuje turégjome maziau WC14 inkary, o tai
galgjo lemti mazZesnj Csam talpos pokyti lyginant su trumpesnémis
molekulémis.

Norédami patikrinti masy i$sikeltas hipotezes apie WC14 koncentracijos
maz¢jimg pavirSiuje ilginant pavirSiniy skiedikliy molekules, atlikome
kontaktinio kampo (CA) matavimus. Sie eksperimentai leido mums jvertinti
pavirsiaus hidrofobiskumo poky¢ius, keiciant molekuliy ilgius ir jy santykius.
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100% WC14 100% 3M1P

80% 3M1P 80% 9M1N

29 pav. Vandens laso ir sidabro pavirSiaus su skirtingais SAM kontaktinio kampo
vaizdai. VirSuje: kairéje 100 % WCI14, desingje 100 % 3MI1P savitvarkiai
monosluoksniai. Apacioje: kairéje 3M1P:WC14 (80:20 %), desSin¢je IMIN:WC14
(80:20 %) savitvarkiai monosluoksniai.

29 pav. pateiktuose vaizduose, net plika akimi aiskiai matome, kaip skiriasi
vandens laSo forma ant skirtinguose tirpaluose inkubuoty sidabro pavirsiy.
Kuomet vanduo lasinamas ant hidrofobiskiausio 100 % WC14 tirpale
inkubuoto Ag pavirSiaus (29 pav. virSuje kairéje), laselis formuoja
charakteringg mazo diametro pusapskritimio formg, maksimaliai sumazinant
salycio su hidrofobiniu sidabro pavir§iumi plota. PrieSingas efektas stebimas
ant labiau hidrofilinio 100 % 3M1P tirpale inkubuoto Ag pavirSiaus (29 pav.
virSuje desinéje), kur vandens lasas iSsiplétes ir drékina didelj pavirsiaus plota.
Sie vaizdiniai duomenys tiksliai iliustruoja 30 pav. pateiktuose grafikuose
matomas kontaktinio kampo vertes, kur 100 % WC14 stebimas budingas
~110° kontaktinis kampas rodantis pavirSiaus hidrofobiskuma, o 100 %
3M1P tik ~9,5° kampas rodantis pavirSiaus hidrofiliskuma. Ilgéjant
trumpagrandziams junginiams, 100 % tirpaly kontaktinio kampo vertés
palaipsniui kyla nuo ~ 11,8° iki ~ 21,73°, atitinkamai (30 pav. pilki stulpeliai).

Analizuojant sidabro pavir$iy savybes, kurie buvo inkubuojami miSriy
(80:20 %) SAM tirpaluose pastebéjome aiskig tendencija, kad ilgéjant
trumpagrandéms molekuléms, atitinkamai mazéja kontaktinio kampo vertés,
o tai indikuoja silpnéjantj pavirSiy hidrofobiskuma, kas §iuo atveju rodo vis
mazesnj WC14 molekuliy kiekj sidabro pavirsiuje (30 pav. turkio spalvos
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stulpeliai). 4M1B ir 6M1H misriy SAM vidutinés CA vertés pasizyméjimo
didziausiais standartiniais nuokrypiais, visoje matavimy serijoje. Tai
indikuoja netolygiy ir skirtingy misriy SAM formavima, kuomet dél
molekuliy konkurencijos sidabro pavirSiuje adsorbuojasi kintantis WC14
molekuliy kiekis.
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30 pav. Kontaktinio kampo matavimy duomenys. Pilki stulpeliai rodo 100 % SAM
CA vertes. Turkio spalvos stulpeliai rodo misriy SAM CA vertes, kai monosluoksnius
formavome tirpaluose kuriuos sudaro 20 % WC14 junginio ir 80 % skirtingo
trumpagrandzio junginio, atitinkamai. 100 % SAM SD =+ 0,47-1,82. 80:20 % SAM
SD +1,78-10,97.

3M1P:WC14 atveju (29 pav. apacioje kairgje), 20 % WC14 pridéjimas j
miSraus SAM tirpalg smarkiai pakeité pavirSiaus savybes. Lyginant 100 %
3MI1P ir misry (80:20 %) SAM, vidutinés kontaktinio kampo vertés
reik§mingai kinta nuo 9,49 laipsniy iki 91,51, atitinkamai. Tai rodo, kad
3M1P:WC14 (80:20 %) SAM tirpale inkubuojant sidabro pavirSius, yra
suformuojamas misrus SAM, turintis reikSmingg kiekj inkarinio WC14
junginio, kuris kaip parodé EIS duomenys (31 pav.) yra pakankamas
kokybisky tBLM suformavimui. Be to, literatiiros duomenimis tokios CA
vertés (~ 90°) yra palankios funkcionaliy tBLM formavimui [44,45]. Kaip
pavirsiaus skiediklj panaudojus ilgiausig trumpagrand] jungini — 9M1N (29
pav. apacioje desinéje), 20 % WC14 pridéjimas j misSraus SAM tirpalg nedaug
pakeité vidutines CA vertes nuo ~21,73° (100 % 9MIN) iki ~56,97°
(80:20 % 9MIN:WC14), atitinkamai (30 pav.). Nors ir yra stebimas
pavirSiaus hidrofobiskumo padidéjimas, taciau akivaizdu, kad 9MIN
molekulés smarkiai riboja WC14 inkary adsorbcijg sidabro pavirSiuje, kaip ir
nuspéjome.
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Elektrocheminio impedanso duomenys, gauti nagrinéjant miSrius
savitvarkius monosluoksnius, papildo ir patvirtina atliktos spektroskopinés
analizés rezultatus (23 pav., 24 pav., 25 pav.) llginant pavirSiniy skiedikliy
molekuliy ilgius, buvo stebimos mazéjancios elektrinés talpos vertés (nuo
6 uF/cm? naudojant 3M1P, iki ~2,2 uF/cm? naudojant 9MI1N). Toks
rezultatas koreliuoja su spektroskopiniais duomenimis, kurie parodé, kad
ilgéjant trumpagrandéms molekuléms, didéja SAM tvarkumas ir molekulés
uzima labiau vertikalias orientacijas sidabro pavirSiuje. Be to, sausy méginiy
SERS analizé¢ parodé¢, kad miSriy SAM spektruose néra WC14 molekuléms
budingy +(C-C)t mody, kurios siejamos su $iy inkariniy junginiy klasterizacija
[169]. Tokie duomenys rodo, kad misris SAM ant sidabro pasizymi
panaSiomis dielektrinémis savybémis kaip ir misras BME:WC14 SAM ant
aukso [44,45]. Be to, galime daryti prielaida, kad visi naudoti misriy SAM
komponentai galéty bati tinkami tBLM sistemy karimui. Todél, tolesniuose
§io darbo etapuose toliau analizavome visus pasirinktus trumpagrandzius
junginius (3M1P, 4M1B, 6M1H ir 9M1N), kurie kartu su WC14 molekulémis
galéty buti panaudojami sékmingam tBLM modeliy konstravimui. Taip pat
siekéme iSsiaiskinti, kokig jtaka lipidiniy dvisluoksniy formavimui turés vis
mazesnis WC14 molekuliy kiekis, misriuose SAM ilgé¢jant pavirSinio
skiediklio molekulém:s.

8. tBLM konstravimas ir jy savybiy tyrimas

Kaip aprasyta anksCiau, tBLM formavimo strategijos ir suformuoty
membrany fizinés savybés yra tiesiogiai priklausomos nuo misriy inkariniy
savitvarkiy monosluoksniy sudéties. 7 skyriuje aptarti duomenys leidzia teigti,
kad visi miisy analizuoti trumpagrandziai junginiai kartu su ilgu inkariniy
junginiu WC14 gali bati pritaikomi tBLM modeliy kiirimui. Taciau svarbu
pasirinkti ne tik tinkamas pavirSiniy skiedikliy molekules, bet ir tinkamas
skirtingy molekuliy koncentracijas SAM tirpaluose, nes biitent nuo molekuliy
santykio priklauso dvisluoksnio standumas ir tolesnio pritaikymo potencialas
[44]. Dideles inkariniy junginiy (WC14) koncentracijas turinéiy SAM
pavirSiuje lipidai i$sidésto per tankiai ir formuoja itin standZias biologiskai
netikroviskas membranas (zr. toliau). Tokie tBLM modeliai néra tinkami
jsiterpian¢iy membraniniy baltymy analizei, nes membranos standumas
slopina tokiy baltymy jsiterpima ir oligomerizacijg [217]. I§ kitos pusés — jeigu
gali pasizyméti itin dideliu pradiniu sistemos defektiSkumu. Dél Siy
priezasCiy, labai svarbu jvertinti, kaip skirtingi inkariniai savitvarkiai
monosluoksniai lemia formuojamy tBLM savybes ir kokios SAM, bei paciy

73



tBLM sudétys yra tinkamiausios tolesniems biocheminiams-analitiniams
taikymams.

8.1. Misriy SAM sudéties jtaka tBLM savybéms

Kaip apraSyta anks¢iau, tBLM spontaniSkai susiformuoja inkariniams
savitvarkiams monosluoksniams sgveikaujant su daugiasluoksniy liposomy
(angl. multilamellar vesicle — MLV) tirpalais ir gali bati kokybiskai bei
kiekybiskai jvertinamas EIS metodu [103]. Lipidinio dvisluoksnio
susiformavimas ant pavirSiaus elektrocheminéje sistemoje nulemia
atitinkamus elektriniy parametry pokycius dél atsirandancio papildomo keliy
nanometry storio talpinio elemento.

50:50 % DOPC-Cholesterolio liposomy liejimo eksperimenty metu, kai
inkariniai SAM buvo formuojami i$ skirtingo 3M1P:WC14 santykio tirpaly,
nustatéme, kad izoliuojanciy, vientisy tBLM susidarymui, miSriy SAM
procentiné sudétis didelés jtakos neturéjo. Toks rezultatas skiriasi nuo
literatiiroje aprasyty izoliuojanciy tBLM sistemy ant aukso, kur inkariniame
misriame SAM (BME:WC14), maziausias WC14 kiekis buvo 30 % [22].
Misy gauti rezultatai rodo, kad misriuose SAM pakanka 20 % inkarinio
WC14 junginio, tam, kad biity gautos labai panasios elektrinés talpos vertés,
nurodancios izoliuojan¢io lipidinio sluoksnio susiformavima ant sidabro
pavirSiaus. Uzfiksuotos tBLM talpos, iSliko siaurame diapazone ties
~ 0,7 uF/cm? su visomis vertintomis WC14 > 20 % koncentracijomis. tBLM
elektrinés talpos buvo uzfiksuotos po 30 min. misriy SAM saveikos su
DOPC:Chol liposomy tirpalais (31 pav. A).
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31 pav. EIS analizés duomenys apie daugiasluoksniy liposomy liejimosi specifika
ant 3AM1P:WC14 SAM. (A) Kompleksiniy talpy priklausomybé nuo WC14 %
koncentracijos misriuvose SAM. Juodi kvadratai — skirtingy santykiy 3M1P:WC14
SAM talpos. Raudoni apskritimai — tBLM talpos ant skirtingy sudééiy SAM. (B)
Kompleksinés talpos pokyciai vykstant tBLM formavimuisi. Dazniy diapazonas
10 kHz-0,5 Hz Virsuje i8didintas auk$ty dazniy regionas. (C) Admitanso modulis
(virSuje) ir fazé (apacioje). Dazniy diapazonas 10 kHz-0,5 Hz. (D) Admitanso
modulio poky¢iai fp,;, taske suformavus tBLM ir po 24 val. tBLM formavimui
naudoto SAM sudétis 3M1P:WC14 80:20 mol%. MLV sudétis — DOPC-Chol 50:50
mol %.

3M1P:WC14 (80:20 %mol) SAM jtakg tBLM formavimosi dinamikai
jvertinti, liejimasi realiu laiku stebéjome EIS metodu (31 pav., B-C). 31 pav.
B dalyje pateiktos kompleksinés talpos kreivés rodo, kad tBLM formavimasis
yra greitas procesas. Pradinis talpos pusapskritimis (raudona spalva),
atitinkantis prading misraus SAM elektring talpa, sumaZzéja apie deSimt karty,
pragjus 5 minutéms po liposomy injekcijos. Kitas 30 min talpinis puslankis
toliau traukiasi, kol pasiekia galutine pozicija, atitinkancig 0,68+0,13 puF/cm?
tBLM talpos verte.

To paties proceso, Bode diagramose stebimas pasiektas laidumo fazés
minimumas, mazdaug ties 1 Hz dazniu (31 pav. C apacioje), koreliuojantis su
laipsnisku laidumo sumazéjimu ties ta pacia daznio verte (31 pav. C, virSuje).
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Bitent tokie elektrocheminiai sistemos parametrai atsiranda mazdaug 5-tg
minute po liposomy uZzliejimo ant misraus SAM. Pasiektos galutinés vertés
yra ~ 42 laipsniai (argYmin) ir ~2,7 uS/cm? (|Y|min), kai pasiektas fazés
minimumas (f;,i) Stebimas ties ~ 0,7 Hz. EIS matavimo celése liposomy
tirpalus pakeitus buferiu yra stebimas f,;, poslinkis j Zemesnius daznius
< 0,7 Hz. Manome, kad tokj efekta sukélé lipidy virSsluoksniy pasalinimas
nuo lipidiniy dvisluoksniy pavirsiaus. Toks reiSkinys buvo stebimas ir
sistemose ant aukso taikant neutrony reflektometrija [38]. Tiek spektriniai
poky¢iai, tiek ir absoliu¢ios parametry vertés biidingos izoliuojanc¢iy tBLM
susiformavimui, o proceso greitis itin panasus, kaip panasiose sistemose ant
aukso pavirsiaus [103].

Suformuoty lipidiniy dvisluoksniy stabilumas buvo jvertintas paliekant
suformuotg sistemg 24 valandoms kambario temperatiiroje ir atlikus
pakartotinius EIS matavimus po to. Gautuose duomenyse nematéme
reikSmingy laidumo poky¢iy (31 pav. D). Todél manome, kad ant 80:20 %
3MIP:WC14 misriy SAM suformuotos membranos iSlieka stabilios
maziausiai 24 valandas.
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32 pav. (A) tBLM kompleksinés talpos diagramos. Virsuje iSdidintas auksty dazniy
regionas (100 kHz to 30 Hz) (B) Admitanso modulis (virSuje) ir fazé (apacioje).
Dazniy diapazonas 100 kHz-0,1 Hz. tBLM formavimui naudotos DOPC:Chol
60:40 % liposomos. Formavimas vykdytas ant skirtingus trumpagrandzius junginius
turin¢iy misriy SAM: 3M1P, 4M1B, 6M1H ir 9M1N.

Tolesniuose darbo etapuose siekéme iSanalizuoti tBLM formavimosi
specifika ant misriy SAM, kuriy formavimui naudojome skirtingus
trumpagrandzius pavirSinius skiediklius (3M1P, 4M1B, 6M1H ir 9M1N).
Bandéme skirtingo ilgio trumpagrandes molekules ir §iam tikslui naudojome
20 % inkarinio WC14 junginio koncentracija SAM tirpaluose, kuri pasirodé
optimali pagal 31 pav. A dalyje pateiktus duomenis. Atlikome serijg
eksperimenty su DOPC:Chol (60:40 %) liposomomis. EIS grafikuose
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pateiktuose 32 pav. matome skirtingomis salygomis formuoty tBLM modeliy
kompleksinés talpos (A) ir laidumo parametry fazines diagramas (B). Visais
uzfiksuotais atvejais EIS spektrai rodo lipidinio dvisluoksnio susiformavima,
po liposomy uzliejimo ant skirtingy sudéciy misriy SAM. Lyginant su 27 pav.
pateiktomis SAM kompleksinés talpos diagramomis, visais atvejais stebime
ry$Sky pusapskritimiy diametro sumazéjima (32 pav. A). UZliejus liposomas,
aukstuose dazniuose esantis puslankis rodo ~ 0,6 pF/cm? elektrinés talpos
vertes visais tirtais atvejais, nepriklausomai nuo naudoty skirtingy
trumpagrandziy molekuliy. Net ir misriuose SAM, savo sudétyje turinciuose
80 % 6M1H arba 9M1N, kuriy Csam buvo > 4 pF/cm? (27 pav.), po liposomy
uzliejimo talpos sumazéjo, o tai rodo sékmingg lipidy dvisluoksnio
susidaryma. Vertinant bendra kompleksinés talpos diagramy vaizda (32 pav.
A) matome budingg ,.dviejy puslankiy“ forma, kuri daznu atveju rodo
suformuoto tBLM nevientisuma. Pagal Valincius et al., atliktos matematinés
analizés duomenis, toks gerai iSreikstas antrinis puslankis kompleksinés talpos
EIS diagramose rodo didesnj, pradinéje membranoje esantj natiiraliy defekty
skaiciy [218].

32 pav. B dalyje pateiktose Bode diagramose stebimas pasiektas laidumo
fazés minimumas argYmin ~ 47°, mazdaug ties 1 Hz dazniu, 0 atitinkamos
Y |min reik$més siekia 10 uS/cm?, kai misriuose SAM naudojome 3MI1P. Sie
du parametrai atitinkamai persistimé | aukStesnius daZnius ilginant
pavirSinius skiediklius tokia tvarka: 3M1P, 4M1B, 6M1H, ir 9M1N. EIS
spektrai rodo, kad ilginant pavirSiniy skiedikliy molekules, susiformuoja vis
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33 pav. Pradiniy tBLM defekty tankis naudojant skirtingus trumpagrandzius
junginius miSriuose SAM.
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Pagal labai panasioms sistemoms ant aukso sukurta matematinj modelj
[190] admitanso fazés minimumo padétis f,;, leidzia tiesiogiai jvertinti
membranos defekty tankj Ny r. Atlikus skai¢iavimus nustatyta, kad miSriuose
SAM naudojant 3M1P pradinis membrany defektisSkumas siekia ~ 0,1 um-
(33 pav.). Defekty tankis nuosekliai auga didéjant trumpagrandziy molekuliy
ilgiui ir 9M1N atveju pasiekia ~ 13 um Ngef vertes.

Manome, kad defektiskumo augimas galéty biiti nulemtas vienos i$ dviejy
pagrindiniy priezas¢iy: 1) ilgéjanti skiediklio molekulé gali nulemti WC14
junginio klasteriy susidaryma pavirsiuje, todél stebimas dalinis pavirSiaus
ploto padengimas lipidiniu dvisluoksniy; Taciau pastaroji priezastis yra mazai
tikétina, nes ilgéjant pavirSiniy skiedikliy molekuléms, tikimybé¢, kad WC14
molekulés laisvai migruos ir sidabro pavirSiuje ir sudarys klasterius mazéja.
Be to, miisy atlikta spektroskopiné SERS ir RAIRS analizé nerodé WC14
klasteriy formavimo. 2) hidrofobiskesné ilgesnio skiediklio molekulé nulemia
mazesnj WC14 kiekj ant pavirSiaus, todél susiformuoja tolygus, taciau labai
defektuotas lipidinis dvisluoksnis. Bitent tokj efekta rodo ir miisy atlikta
kontaktinio kampo analizé (30 pav.).

Defekty tankiui jvertinti panaudotas modelis paremtas prielaida, kad
defektai membranoje pasiskirste tolygiai heterogeniskai, todél itin svarbu
jvertinti, ar suformuotose tBLM defektai nesusitelke i klasterius (pavirSiuje
yra lipidiniu dvisluoksniy nepadengty ploty).

Galimi pradiniy tBLM defekty klasteriai buvo analizuojami panaudojant
Kolegy (prof. dr. Gintaro ValinCiaus ir dokt. Filipo Ambruleviciaus) pagal
eksperimentinius duomenis atlikty skaic¢iavimo ir modeliavimo darbus, kurie
leido identifikuoti naujg parametrg ( (zeta), apibréziantj defekty klasterizacija
tBLM pavirsiuje [218]:

— loglofmin
logiof2 — logiofi

¢

Kur, f1ir f2 yra daznio vertés, atitinkancios laidumo fazés argY reikSmes,
kai 0,5 argY + 45°,

Remiantis skirtingais modeliavimo parametrais sudarytos trys zonos,
kuriose atidéjus eksperimentiniy spektry C vertes, galime jvertinti ar defektai
membranoje pasiskirste tolygiai heterogeniskai ar telkiasi j klasterius (34
pav.). Naudojant 3M1P ir 4M1B misrius SAM, gaunamos tBLM kuriy defekty
tankis yra per mazas jvertinti jy pasiskirstymo pobiidj. 6MI1H atveju
{emin = 2,5 (juodas rombas) patenka j silpnos klasterizacijos ir mazo
defekty dydzio zong. 9MIN atveju {op1y = 6,3 (juodas kvadratas) stebimas
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atsitiktinio defekty pasiskirstymo zonos viduryje. Tokia tasko pozicija leidzia
ivertinti, kad pavirSiuje dominuoja vidutinio dydzio (r4.; <10 nm) defektai.

10 - ¢ 6M1H
m 9MIN
8
[ |
s 67
4
4 - L
2 Atsitiktinis pasiskirstymas
Silpna klasterizacija
Stipri klasterizacija
4 T Y T L T L 1
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34 pav. Pradiniy membrany defekty klasterizacijos indentifikavimo grafikas. Zeta ({)
parametras, apskaiciuotas i§ charakteringy modeliuoty EIS spektry tasky. Defekty
spindulys Kkinta nuo r4.¢ 0,5 nm spalvotos zonos virSuje iki 25,5 nm zonos apacioje.
Skirtingi juodi simboliai — { parametras apskai¢iuotas i$ eksperimentiniy EIS spektry,
tBLM formuojant ant SAM turinéiy skirtingus pavirSinius skiediklius.

Tokios T vertés ir pozicijos nurodo, kad net ir didelio defektiskumo tBLM
atveju (ant 9MIN misraus SAM) turime heterogeniskai pasiskirs¢iusius
defektus. Toks pasiskirstymas ir jvertintas vidutinis defekty dydis leidzia
teigti, kad labiau tikétinas antrasis i§ anksCiau minéty dviejy SAM
susiformavimo scenarijy, ilgéjant pavirSinio skiediklio molekulés anglies
grandinei. Bandant skirtingus trumpagrandzius junginius (3M1P, 4MI1B,
6MI1H ir 9MIN) misrinvose SAM, turime skirtingg WC14 molekuliy
koncentracija pavirSiuose, nors komponenty moliniai santykiai visy skiedikliy
atvejais buvo vienodi. Gauti duomenys koreliuoja su kontaktinio kampo
matavimy rezultatais (30 pav.), taip pat nurodanciais, jog IMIN pavirSiaus
koncentracija buvo didesné, lyginant su 3M1P koncentracija, tod¢l pirmu
atveju pavirSiuje greiciausiai WC14 inkary, o tai nulemia didesnj pradiniy
lipidiniy dvisluoksniy defektiskuma.
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8.2. tBLM pritaikymas biologiniy sistemy analizei

Siekdami jvertinti sidabro pavir§iuje imobilizuoty lipidiniy dvisluoksniy
atitikimg nattiralioms biologinéms membranoms, o taip pat ir jy pritaikymo
galimybes atlikome eil¢ eksperimenty su membranose poras formuojanciais
baltymais.

Pirmiausia iSanalizavome DOPC:Chol 50:50 mol % tBLMs, kurie buvo
formuoti ant miSriy 3M1P:WC14 (80:20 %) savitvarkiy monosluoksniy.
Tokie membrany modeliai buvo veikiami 2 nM poras formuojancio bakterinio
toksino — vaginolizino (VLY). VLY yra nuo cholesterolio priklausantis
citolizinas (CDC), kurj produkuoja gram-neigiamos bakterijos Gardnerella
vaginalis ir yra laikomas pagrindiniu §io mikroorganizmo virulentiSkumo
faktoriumi. Bakterijy susintetinti VLY baltymo monomerai prisijungia prie
lastelés plazminés membranos ir tada oligomerizuojasi j Ziedo formos poras,
kurios prasiskverbia j lipidy dvisluoksnj sluoksnj ir sukelia citolize ir 1gsteliy
mirtj. VLY saveika su cholesterolio turin¢iomis tBLM ant aukso placiai
aptarta literattroje [101,219,220].

VLY sukelti EIS spektry pokyciai, analizuojant sidabro pavirSiuje
imobilizuotas tBLM yra pateikti 35 pav. Kompleksinés elektrinés talpos
diagramose (35 pav. A) matomi spektriniai poky¢iai budingi pory susidarymo
poveikiui tBLM modelivose. Pradinéms membranoms talpos vertés
Zemiausiame puslankio taske siekia 0,7 uF/cm?. tBLM sgveikaujant su VLY
stebime mazojo pusapskritimio esancio aukStuose dazniuose atsilenkimg
Siaurés vakary kryptimi, i§ to seka didelio pusapskritimio formavimas
vidutiniuose-zemuose dazniuose, per visg Cre sritj.
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35 pav. EIS spektriniai pokyéiai tBLM paveikus vaginolizinu. (A) tBLM
kompleksinés talpos diagramos. VirSuje iSdidintas auk$ty dazniy regionas. (B)
Admitanso modulis (virSuje) ir fazé (apacioje). Dazniy diapazonas 10 kHz-0,1 Hz.
Spektrai registruoti nuo pradinés (DOPC:Chol 50:50 %) membranos ir po 30 min
veikiant 2 nM VLY.
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Bode diagramos rodo, kad tBLM paveikus vaginolizinu, didéja sistemos
laidumas ir admitanso kreivé slenkasi aukstyn j didesnes laidumo vertes (35
pav. B virSus). Be to stebimas ir fazés minimumo poslinkis j aukStesnius
daznius. Toks efektas yra buidingas pazeistoms membranoms ir yra apibréztas
teorinés EIS analizés [221]. tBLM saveikaujant su VLY, po 30 min stebime
fmin padéties pokytj. Nuo 0,16 Hz ties argY min = 46,11° pradinéje membranoje
I fmin = 31,7Hz, ties 44,48°. Ryskus tBLM laidumo padidéjimas
(~ 312 pS/cm?), lyginant su tBLM stabilumo analize (31 pav. D), rodo toksino
sukeltus membranos integralumo poky¢ius.

Pagal Siuos EIS duomenis, galime manyti, kad tBLM modeliai ant sidabro
naudojant 3MI1P turinius SAM pasizymi panasiomis savybémis, kaip ir
analogiS$kos sistemos ant aukso [219,222], ir turi biologing prasme
analizuojant poras formuojancius bakterinius toksinus.

Fizines lipidiniy dvisluoksniy pazaidas uzfiksavome EIS metodu, taciau
vis dar islieka neaiski susidariusiy defekty geometrija ir pasiskirstymas. Sie
parametrai itin svarbis tolimesnei sistemos analizei. Pasitelke atominés jégos
mikroskopija bandéme jvertinti tBLM integraluma suardziusiy VLY struktiiry
morfologija. (36 pav.). Tie patys méginiai, kuriuos naudojome atliekant EIS
matavimus, buvo perkelti i§ elektrocheminés matavimo sistemos i AFM
vaizdinimui skirtag kamerg. Méginiai vertinti vandeninéje terpéje, taip islaikant
pastovias eksperimentines sglygas.
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36 pav. Vaginolizino formuojamy pory AFM vaizdai ir profilis. (A) 2D vaizdas

2 um x 2 um plote. (B) 3D vaizdas 200 nm x 200 nm plote. (C) Stebéty VLY pory

profiliai.

36 pav., pateikti AFM vaizdai rodo, kad VLY formuojamiems dariniams
budingos pilny ziedy ir pusziedziy formos. 36 pav. B dalyje matome
padidintus $iy baltyminiy struktiry 3D vaizdus, o C dalyje, parodytas
vir$utinés poros pateiktos B dalyje — skerspjavio profilis. Sio baltymy
komplekso iSorinis skersmuo yra apie 58 nm, o vidinis skersmuo yra ~ 22 nm.
Tai atitinka literatiiroje apraSytus VLY ziedo matmenis tBLM modelyje ant
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aukso substrato [222] ir yra pana$ios vertés su jprastai kity CDC kompleksy
suformuotais pilnais ziedais, kuriems budingas 40-50 nm skersmuo, o vidinis
ziedo (poros) spindulys biina ~15nm [223-225]. 36 pav. A dalyje
suskai¢iavome 11 VLY struktiriniy dariniy, kurie gali buti aiskiai
identifikuojami kaip baltymy kompleksai, pasiskirste¢ 4 um? plote. Tokiu
atveju jvertinta Ny, ¢ Verte yra ~ 2,75 um2, kuri yra Siek tiek didesné lyginant
SU Nger Verte (~1,8 ym™) gauta i§ EIS duomeny. Sis nuokrypis néra didelis,
atsizvelgiant j tai, kad $iais metodais analizavome skirtingus pavirSiaus plotus
EIS — 16 mm?, 0 AFM 4 um?. Be to, negalime atmesti galimybés, kad ne visi
AFM metodu uzfiksuoti VLY dariniai (ypa¢ nepilni ziedai ir linijinés
struktiiros) sukelia Zymius laidumo pokycius stebimus EIS metodu.

Iverting tBLM modeliy formuoty ant 3M1P:WC14 (80:20 %) misriy SAM
liejant DOPC:Chol (50:50 %) liposomas, siekéme iSanalizuoti kity
trumpagrandziy paviriaus skiedikliy jtaka tBLM funkcionalumui. Siuose
eksperimentuose (kaip ir 32 pav. pateiktoje analizéje), sumazinome
cholesterolio kiekj liposomose iki 40 %, kad suformuotos tBLM bty
artimesnés natiiraliy membrany sudéciai, taciau kiekis iSlikty pakankamas
CDC jsiterpimui. Ant skirtingy miSriy SAM suformavus tBLM, visas jas
veikéme 2 nm VLY tirpalu.

0’ 10° 10 10° 10° 10° 10° 0 5 10 15 20 25 30
Daznis (Hz) Laikas {min)

37 pav. EIS spektriniai poky¢iai laike tBLM paveikus vaginolizinu (pradiné tBLM

ir po: 3 min, 6 min, 9 min, 30 min.). (A) Admitanso modulis (virSuje) ir fazé

(apacioje). (B) Admitanso vertés f,;, taske kitimas laike, tBLM paveikus 2 nM VLY.

tBLM (DOPC:Chol 60:40 %) formuotos ant 3SM1P:WC14 (80:20 %) SAM.

37 pav. pateiktuose Bode grafikuose matome, kaip kinta ant 3M1P:WC14
misraus SAM formuoto lipidinio dvisluoksnio laidumo parametrai laike, po
sgveikos su 2 nM VLY. 37 pav. A dalyje (virSuje) matome, kaip kreivés
zemuose dazniuose palaipsniui kyla j virSy. Tai indikuoja apie tBLM laidumo
didéjimg. tBLM sgveikaujant su toksinu, per 30 min admitanso modulio verte
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fmin tasSke padidéjo beveik dviem eilémis. Be to, admitanso fazes diagramose
matome, kaip ilgéjant inkubacijos laikui, f;,;, padétis nuosekliai slinkosi link
aukstesniy dazniy (37 pav. A apacioje). Toks nuoseklus fazés minimumo
judéjimas aukStesniy dazniy kryptimi rodo, kad poras formuojantis toksinas
ilgainiui daro vis didesng zalg ir didina tBLM defektiskuma. Identiskas efektas
buvo stebimas ir ant aukso [101].

4M1B 6M1H
107 1024 i
Em‘“ __g_ﬂﬁ
£10'“ %104 ——0min
- - =30 min
10° 0%
T
T B0 ‘© 80—
g N
8% 8807
B e SR £ 40
Eﬂ 20 @ 204
R . T T . RE . . : : ;
10° 10 . 107 10° 10°* 10° 10° 10' 10° 10° 10 10°
Daznis (Hz) Daznis (Hz)

—10%4
510
)
=10"4
o>
—10°4

o
(= )
L L

ny
S
1 1

argy (laipsniai®)
I~
o

(=}

10° 10' 10 10° 10* 10°
DazZnis (Hz)

38 pav. tBLM modeliai ant miSriy (80:20 %) SAM su 4M1B, 6M1H, 9M1N.

Lipidinius dvisluoksnius suformavus ant kity sudéciy misriy SAM (su
80% 4M1B, 6M1H ir 9MI1N), stebime vis prastesnius pradinius
elektrocheminius tBLM sistemy parametrus, dar prie$ paveikiant bakteriniu
toksinu VLY (38 pav.), dél skirtingy trumpagrandziy molekuliy savybiy. Toks
efektas sumazina inkariniy WC14 molekuliy tankj sidabro pavirSiuje, o tai
lemia maziau izoliuojanciy ir labiau defektuoty lipidiniy dvisluoksniy
susidaryma.

Nepaisant prastesniy pradiniy tBLM parametry, poras formuojancio
toksino poveikis buvo aiSkiai matomas EIS spektruose, visais pateiktais
atvejais (38 pav.) Tokie duomenys rodo, kad net ir esant didesniam pradiniy
tBLM defektisSkumui, jautrumas poras formuojantiems baltymams islieka ir
gali biti stebimas naudojant ilgesnés grandinés pavirSinius skiediklius.
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39 pav. Pradiniy membrany Ny, verciy palyginimas su Ng., vertémis membranas
paveikus 2 nM bakterinio toksino VLY, naudojant skirtingus trumpagrandzius
junginius miSriuose SAM.

39 paveiksle pateiktame grafike palyginome pradiniy membrany Ng,r
vertes su Ny vertémis membranas paveikus 2 nM bakterinio toksino VLY.
Gauti duomenys rodo, kad naudojant trumpesnius pavirSinius skiediklius
3MIP ir 4M1B, VLY sukeltas tBLM pazaidy mastas yra panagus. Siais dviem
atvejais pradiniy membrany Ng.r vertés buvo maZesnés ~25-29 Kkartus
lyginant su Ng.r vertémis po tBLM saveikos su VLY. Ilgéjant pavirSiaus
skiedikliy molekuléms pokytis buvo mazesnis — 6M1H atveju sieké ~ 19 karty
ir ~ 8 kartus sistemose su 9M1N. Pirmiausia, tokie rezultatai patvirtina, kad
nepaisant didelio pradiniy natiraliy membrany defekty kiekio, visais
analizuotais atvejais nustatomi ir VLY indukuoti defektai. Mazesnis
defektiSkumo pokytis naudojant ilgesnes IMIN molekules, greiciausiai gali
biiti paaiskinamas atsirandanciaiS fiziniais apribojimais naujy defekty
susidarymui zenkliai prastesnés kokybés membranose, lyginant su kitais
pavirsiniais skiedikliais. Tokie duomenys leidzia manyti, kad misriuvose SAM
taikant 3M1P ir 4M1B, VLY sukelia didesnio masto tBLM pazeidimus, kas
rodo didesnj sistemos jautruma lyginant su tBLM formuotais ant 6M1H ir
9MIN turinciais SAM.

Kaip ir natiiraliy defekty atveju, VLY indukuoty pazaidy pasiskirstymo
pobidis taip pat gali buti jvertinamas panaudojant { parametrg ir matematiniu
modeliavimu sugeneruotg klasterizacijos identifikavimo grafika (40 pav.)
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40 pav. Galimos defekty klasterizacijos indentifikavimo grafikas. Zeta ({)
parametras, apskai¢iuotas i§ charakteringy EIS spektry tasky. Defekty spindulys kinta
nuo 74.r 0,5 nm Kiekvienos spalvotos zonos virSuje iki 25,5 nm zonos apacioje.
Skirtingi juodi simboliai zymi ( parametra apskaiCiuota i$ eksperimentiniy EIS
spektry, kiekvieno pavirSinio skiediklio atveju.

Atidéjus eksperimentiniy spektry & vertes, galime jvertinti ar VLY sukelti
defektai membranoje pasiskirste tolygiai heterogeniskai ar telkiasi j klasterius
(40 pav.). 3M1P atveju {3pqp = 1,6, ties l0gf,,in = 1,2 (juodas apskritimas)
ir patenka ] atsitiktinio pasiskirstymo, bei mazo — vidutinio defekty dydzio
zong. 4M1B atveju {415 = 1,8, ties logfy,mm = 1,7 (juodas trikampis)
patenka j silpnos ir stiprios klasterizacijos zony riba. Siuo atveju, galima
manyti, jog stebima silpna dideliy defekty arba stipri mazesniy defekty
klasterizacija. Ant 6M1H turin¢iy SAM formuotas membranas paveikus
VLY, stebime didesnj tBLM defektiskuma, o {gp;1y = 2,7, ties 10gfpnin = 2,5
(Juodas rombas), taip pat kaip ir 4M1B, patenka ] silpnos ir stiprios
klasterizacijos zony ribg. 9MIN atveju {opy = 3,2, ties logfiin = 3,2
(juodas kvadratas), parametro pozicija iSlicka rausvos (stiprios mazesniy
defekty klasterizacijos) zonos virSuje. VLY poveikio membranai tyrimuose
naudojama fiksuota toksino koncentracija ir identiSkos sudéties tBLM
kiekvienos skirtingos trumpagrandés SAM molekulés atveju, todél natiiralu,
jog VLY defekty dydis i§ esmés nekinta. Heterogeniskas VLY defekty
pasiskirstymas koreliuoja su AFM gautais vaizdais. Stebimas klasterizacijos
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masto iSaugimas, pakeitus 3MI1P j 4MIB. Klasterizacija iSlicka panasi
ilgesniy (6M1H, 9M1N) skiedikliy atveju. Didesné¢ defekty klasterizacija
galimai nulemta sumazéjusio pomembraninio tBLM sluoksnio ilgesniy
skiedikliy atveju ir vis didesnio pradiniy membrany defektiSkumo. Pazaidos
susidariusios pradinése tBLM potencialiai sumazino VLY jsiterpimui tinkamg
membrany plota, dél ko baltymo formuojamos poros telkési ar¢iau vienos kity
(didéjo pory tankis tBLM ploto vienete) ir galimai jungési j klasterius. Augant
defekty tankiui, VLY linkes j klasterizacija ir kitose, panaSiose, tBLM
sistemose [190,218].

Apibendrinant galime tarti, kad tBLM sistemoje su 3M1P stebimas
tolygesnis VLY sukelty defekty pasiskirstymas, kas leidzia tikétis geresnio
rezultaty atsikartojamumo — 0 tai, bity didelis privalumas analitinése
biosensorinése sistemose, lyginant su kitais tirtais pavirSiniais skiedikliais, kur
stebéjome didele duomeny sklaidg ir nekontroliuojama defekty klasterizacija.
Nepaisant to, gauti eksperimentiniai duomenys dar kartg patvirtina, kad visi
tirti trumpagrandziai junginiai gali buiti pritaikomi biologiskai funkcionaliy
tBLM modeliy konstravimui, kurie tinka su membranomis sgveikaujanciy
baltymy nustatymui ir analizei. Nors buvo stebimas didesnis pradiniy
membrany defektiSkumas naudojant ilgesnius pavirSinius skiediklius, kas
galimai nulémé ir didesnj VLY klasteriy formavima, gauti duomenys
indikuoja, kad tiksliau parinkus pradiniy miSriy SAM tirpaly procentines
sudétis, galétume padidinti WC14 inkaro kiekj pavirSiuje. Tai teoriskai leisty
formuoti geresnés kokybés pradines membranas, su visais tirtais pavir§iniais
skiedikliais, kurios bty tinkamos biocheminiams-analitiniams taikymams.
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ISVADOS

Pagaminti ir charakterizuoti SERS substratai tinkami ant sidabro
adsorbuoty biomolekuliy tyrimams, kuriems btuidingas aukstas SERS
signalo stiprinimo atsikartojamumas.

Spektroskopiniais metodais nustatyta, kad vis ilgesniy pavirSiaus
skiedikliy panaudojimas misriy savitvarkiy monosluoksniy (SAM)
formavimui, lemia didéjantj monosluoksniy tvarkuma ir vertikalesne
WC14 inkaro orientacija pavirSiaus atzvilgiu.

Pavirsiaus kontaktinio kampo metodu jrodyta, kad islaikant pastovia
SAM formuojanciy organiniy junginiy koncentracija tirpaluose,
WCI14 ir pavirSiniy skiedikliy santykj ant sidabro pavirSiaus lemia
skiedikliy molekuliy ilgis: did¢jant grandinés ilgiui pavirSinio
skiediklio afiniskumas sidabro pavirs§iui auga, o WC14 inkaro Kiekis
ant pavirSiaus mazéja.

EIS metodu nustatyta, kad visi pasirinkti misris SAM yra tinkami
lipidiniy dvisluoksniy (tBLM) formavimui, taciau ilgéjant pavirSiniy
skiedikliy molekuliy ilgiui, did¢ja pradiniy tBLM defektiskumas.

Suformuoty tBLM funkcionalumas jrodytas EIS metodu, nustatant
poras formuojancio toksino VLY jsiterpima ] membrang. Parodyta,
kad tBLM iSlaiko funkcionalumg, nepriklausomai nuo SAM
pavirSinio skiediklio molekulés ilgio.

EIS duomeny analizé pritaikant matematinius modelius parod¢, jog
trumpesnés grandinés pavirSiniai skiedikliai 3M1P ir 4M1B yra
tinkamiausi tBLM formavimui ant sidabro, nes uZztikrina sistemos
stabilumg ir tolygesnj VLY defekty pasiskirstymg membranoje.
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SUMMARY

Introduction

The functionalisation of noble metal surfaces by forming films of organic
molecules from several to several hundred nanometres thick has received
much research attention in recent decades. The main challenge is to analyse
and understand the processes of molecular assembly and self-assembly on the
surfaces of various materials. With a good understanding of the fundamental
laws of these processes at the molecular level, the principle of adsorbed
molecules can be applied in practice in different fields: the development of
optoelectronic  devices, molecular-level electronics, biosensors, the
development of chemically modified implantable materials, and more. One
way to functionalised noble metal surfaces is to form organic (hydrophilic or
hydrophobic) self-assembled monolayers. Self-assembled monolayers
(SAMs) are layers of molecules that spontaneously accumulate on the surfaces
of materials and have a familiar organisation and orientation on the surface.
The formation of such structures is due to strong chemisorption between the
substrate and the functional group at the end of the organic molecule. During
this interaction, thin organic layers are formed on the surfaces. The thickness
can be precisely controlled by selecting molecules of different lengths. The
applicability of self-assembled monolayers depends directly on the properties
of the molecules that make them up — the chemical structure and orientation
concerning the substrate.

Self-assembled monolayers are widely used to develop models of surface-
immobilized bilayer lipid membranes (tBLMs). SAMs usually consist of long
anchor compounds that hydrophobically attach to the lipid bilayer and
immobilise it to the surface via covalent metal sulfur, disulfide, silane, and
other chemical bonds. Surface diluent molecules control the density and
surface distribution of anchor compounds. Short hydrophilic thiol compounds,
such as PB-mercaptoethanol, are often used for this purpose. Such self-
assembling molecular constructs on surfaces provide a technological platform
for forming lipid bilayers. The physical parameters of tBLM and their
submembrane reservoir properties are determined by the composition and
chemical structure of the anchor self-assembly monolayer. The choice of
different compositions and concentrations of the anchor compound/surface
diluent in mixed SAMs ensures sufficient maintenance of the submembrane
ion reservoir. It also reduces the effect of surface roughness on membrane
uniformity. In addition, the required membrane fluidity, which is essential for
the incorporation of membrane proteins, is maintained. tBLM models are
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considered a promising experimental platform for developing biosensors and
can be applied to a wide range of biophysical experiments, such as protein
(peptide)-membrane interactions, antigen-antibody binding, lipid phase
transformations, and more. By forming tBLM on conductive metal surfaces,
biologically essential phenomena can be observed using high-sensitivity
electrochemical and spectroscopic methods.

Various substrates — gold, silver or copper — are used to form self-
assembled monolayers and thus tBLM. Gold-plated substrates are the best-
studied and most widely used. Gold is easily functionalised using thiol-
containing molecules. In addition, gold is a sufficiently chemically inert metal,
making it more difficult to oxidise in air and interact with biological fluids
than other metals. Despite these advantages, gold is costly and prone to
microbiological contamination. This encourages the search for alternatives
that would lower the price and retain most of the best properties of gold. Silver
is the second-best studied and widely used metal after gold. The main
disadvantage of silver is the rapid oxidation in the air. For this reason, it is less
commonly used to form self-assembled monolayers. However, due to its
favourable plasmonic and optical properties, silver surfaces can be applied and
analysed by most optical and spectroscopic methods, such as surface plasmon
resonance (SPR), surface-enhanced Raman scattering (SERS), and surface-
enhanced infrared absorption spectroscopy (SEIRA). It is important to note
that in the case of silver, surface plasmons are excited in a broader range of
light wavelengths (from UV to IR), and gold only in the red range from 600
nm. This advantage of silver extends the applicability and allows different
methodologies to analyse the same sample. The application of various
spectroscopic and electrochemical methods provides a comprehensive
analytical picture. It will enable the molecules immobilised on the surface to
be thoroughly evaluated, and the characteristics of monolayers and the
possibilities for further applications to be better understood.

One such method is surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), which
allows the detection of low concentrations of molecules on metal surfaces, the
analysis of intermolecular interactions, the orientation of molecules and their
functional groups, and conformational changes. The quality, stability, and
repeatability of the SERS spectrum largely depend on how the metal surface
is prepared. To reliably analyse the biomolecules adsorbed on the surfaces of
SERS substrates, it is essential to prepare such substrates that would uniformly
amplify the signal over the entire active area. By achieving high signal
amplification uniformity and repeatability, we can be sure that recording the
SERS spectrum of biomolecules at any point in the core will show a reliable
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result. To perform large-scale biochemical analytical studies, the preparation
method of SERS surfaces must be fast, inexpensive and straightforward.

Work objective

This work aimed to develop silver SERS substrates suitable for
biomolecular analysis and to use them to investigate the applicability of mixed
anchor monolayers for the construction of functional tBLM models on silver.

Tasks

1. Prepare and characterise silver SERS substrates;

2. Analyse the structure of anchored self-assembled monolayers (SAM)
by vibrational spectroscopy methods.

3. ldentify the appropriate composition of mixed SAMs for the formation
of tBLM on a silver surface;

4. Investigate the bioelectrochemical properties and biological relevance
of the formed tBLMs.

Novelty

In this work, we developed a new fast and scalable manufacturing method
of low-cost SERS substrates using inexpensive raw material —soda-lime glass.
This method allows the rapid production of large quantities of uniform,
repetitive nanostructured surfaces that produce substrates suitable for SERS
measurements when coated with a silver coating. The optimal SERS signal
amplification factor, which averages ~ 3 x 10° over the entire active area, has
been achieved. Using these SERS substrates, we developed and characterised
new different mixed self-assembled monolayers that could be applied to the
construction of tBLM models on silver without causing corrosion and
ensuring stability over time. In addition, using the EIS method, we have
demonstrated that using our selected mixed self-assembled monolayers, we
can generate functional and biologically relevant models of biological
membranes on silver that could be applied to analytical biochemical studies.
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Materials and methods
1. Chemicals and solutions

1.1. Chemical materials

2-propanol — (Sigma Aldrich, USA);

3M1P — 3-mercapto-1-propanol — Sigma Aldrich, Germany;

4M1B - 4-mercapto-1-butanol — Sigma Aldrich, Germany;

6M1H — 6-mercapto-1-hexanol — Sigma Aldrich, Germany;

9M1N - 9-mercapto-1-nonanol — Sigma Aldrich, Germany;

Chloroform — (Sigma-Aldrich, USA);

Cholesterol — Avanti Polar Lipids, USA,

Deionised water — Milli-Q plus, USA, 18.2 MQxcm;

DOPC - 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine — Avanti Polar Lipids
(USA);

Ethyl alcohol — Vilniaus degtiné, Lithuania, 96%;

H,SO4— Roth, Germany;

Hexantiol — Sigma Aldrich, Germany;

Na;HPOQO, - H,0 — Fluka, Switzerland

NaClO,— Sigma Aldrich, Germany;

NaH 2 PO4 - H », O — Fluka, Switzerland

NaOH — Sigma Aldrich, Germany;

Thiophenol — Sigma Aldrich, Germany;

WC14 — 20-tetradecyloxy-3,6,9,12,15,18,22-heptaoxahexatricycano-1-thiol (
22 pav). The compound was synthesised by David J. Vanderah (NIST
Chemical Science and Technology Laboratory, Gaithersburg, Maryland,
USA) according to the protocol described in.

BME — B-mercaptoethanol — Sigma Aldrich, Germany;

1.2. Solutions

Thiophenol solution — 0.2 mM thiophenol is dissolved in 96% ethanol;
Solutions of 50 mM BME, 3M1P, 4M1B, 6M1H, 9MIN in ethanol;
5 mM WC14 solutions in ethanol;

10 mM DOPC and cholesterol solutions in chloroform;

Sodium phosphate buffer solution (PBS) (5.6 and 7.2 pH) — 0.01 M
NaH,PO4/Na;HPO,, the salts are dissolved in deionised water in different
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proportions according to the required pH. The solution was filtered through a
0.22 um filter (Corning, USA) and stored at room temperature.

Sodium phosphate buffer solution (PBS) with 0.05 M NaClO4 (5.6 and 7.2
pH) — 0.01 M NaH.PO./Na;HPO., the salts are dissolved in deionised water
in different proportions according to the required pH. 0.05 M NaClO.is added.
The solution was filtered through a 0.22 pm filter (Corning, USA) and stored
at room temperature.

Recombinant vaginolysin, N-terminally-His-tagged, expressed and prepared
as described in [185]. The protein was isolated by a colleagues Dr. Milda
Pleckaityté and Dr. Milda Zilnyté from VU GMC Institute of Biotechnology,
Department of Immunology and Cell Biology.

2. Methods
2.1. SERS sensor preparation and properties study

2.1.1 SERS sensor preparation

As previously described [186], SERS substrates were made of microscope
glass slides in dimensions of 25 x 75 x 1 mm? from ThermoFisher Scientific
(London, UK). The slides were prescribed in advance with a diamond wheel
into 30 equal parts (15 x 2). Amorphous SERS active nanostructures were
fabricated using a micro-machining system FemtoMaster (ELAS, UAB,
Vilnius, Lithuania), equipped with a femtosecond laser PHAROS (Light
Conversion, UAB, Vilnius, Lithuania) working at the second harmonics at
515 nm. The position of the samples was controlled using precision
positioning stages (Aerotech Inc. Pittsburgh, PA, USA), which were
synchronised with the pulse picker to deliver 500 pulses/mm, allowing up to
150 mm/s fabrication speed to be reached. Fabrication was carried out in the
air, removing most ablated particles from the working zone with a particle
exhaust system. All devices were controlled by automation software (Direct
Machining Control, Vilnius, Lithuania). Before the vacuum deposition of
silver, nanostructured glass slides were washed in 2-propanol and blow-dried
with a filtered (5 pum filter) nitrogen stream. A metal film of silver ca. 170 nm
thick was deposited by magnetron sputtering using the PVD75 system (Kurt
J. Lesker Co., Pittsburg, PA, USA), working in a direct current (DC) regime
under the re-al-time quartz microbalance control.

A self-assembled monolayer is immediately formed on the silver-coated
sample or stored for further experiments.
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2.1.2  Evaluation of SERS surface morphology

The surface morphology of SERS substrates was described using scanning
electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM), as
discussed in detail in the literature [186].

Laser-treated surfaces coated with 170 nm silver film (unless otherwise
indicated) were obtained using a scanning electron microscope JSM-6490LV
JEOL (Japan).

Topographic AFM analysis of the prepared sensor surface was performed
by Dr Marija Jankunec from VU LSC Institute of Biochemistry. AFM imaging
was done using Dimensionlcon (Bruker, US) microscope with AFM probes
of approximately 40 N/m spring constant (TESP) working in the air in tapping
mode. The 3 x 3 um sized images had a resolution of 512 pixels. The surface
area was calculated via a roughness tool in the image analysis software
supplied by the instrument manufacturer (NanoscopeAnalysis version 1.9,
Bruker, CA, US). The surface area is the three-dimensional area of the region
enclosed by the image frame.

2.1.3 Investigation of SERS sensor properties

SERS substrates were functionalised with a reporter molecule by
immersing the freshly magnetron-sputtered slides into thiophenol (TF)
solution (0.2 mM, in ethanol) for 60 min. Then, the slides were washed with
pure ethanol and dried under the nitrogen stream.

Surface-enhanced Raman scattering spectra were recorded using 785 nm
excitation radiation. Two different Raman systems were used:

1. Renishaw inVia Raman microscope using a 1200 rpm/mm grid. The
laser power on the sample surface was 1 mW, and Raman spectra were
recorded using a 5 x lens. ;

2. LabRam HR800 ( Horiba Jobin Yvon ) under a Raman microscope using
a 600 grit/ mm grid. Raman spectra were recorded using a 10 x lens. The laser
power on the sample surface was 0.1 mW.

The wavenumber axis was adjusted according to silicon’s band at 520.7
cmt,

Vibrational spectra were analysed using GRAMS / 386 ( Thermo Scientific
Inc. ) software. The intensities of the bands characteristic of the analytes were
obtained by describing the experimental spectra of SERS with Lorentz-
Gaussian components. The program Sigma Plot 11.0 (Systat Software, Inc.).
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2.1.4  Electrochemical Reductive Desorption of TF self-assembled
monolayers

Reductive desorption was performed for a single component and mixed
SAMs adsorbed at Ag surface in deaerated 0.5 M NaOH + 0.1 M Na,SO.
aqueous solution at a sweep rate of -50 mV/s using AutoLab PG101
(Methorms, Netherlands) potentiostat. Experiments were conducted in a
three-electrode system with the Ag/AgCI/KClsy. electrode as a reference.
Performed by Dr. Martynas Talaikis (LCS VU, Institute of Biochemistry).

2.1.5 Investigation of SERS sensor signal amplification and its
uniformity

Thiophenol-functionalized surfaces were used to generate SERS signal
enhancement maps. Spectroscopic measurements were carried out using the
InVia Raman microscope (Renishaw, UK) equipped with a thermoelectrically
cooled (-70 °C) CCD detector and 785 nm radiation-emitting laser. SERS
mappings of 1072 cm™* vibrational mode were accomplished from the 100 x
100 pm? size area of the SERS substrate with the step size of 3 pm by
collecting each spectrum for 0.5 s at the 0.9 mW laser power focused using a
20x/0.4NA (Leica) objective lens. The laser spot diameter at the sample was
2.4 um. The diameter was calculated according to the relation:
d=1.22 A,0NA"L, where Ao — excitation wavelength, and NA — numerical
aperture.

The amplification factor of the prepared SERS sensor was evaluated by
Dr Martynas Talaikis from VU LSC Institute of Biochemistry, as detailed in
the literature [186].

2.2. Formation and analysis of anchor self-assembly monolayers
2.2.1 Preparation of plain silver slides

Microscopic glass slides in dimensions of 25 x 75 x 1 mm?® from
ThermoFisher Scientific (UK) were used as a substrate for desorption,
RAIRS, and EIS experiments, respectively. Before the vacuum deposition of
metals, the substrates were sonicated in propanol. After washing in sulfuric
acid, rinsed thoroughly with a generous amount of deionised (18.2 Qxcm?,
Mili-Q, Millipore, Burlington, MA, USA) water and dried down under a
stream of nitrogen (99.99%). The metal films of chromium £ 3 nm and silver
+ 120 nm were deposited by the magnetron sputtering using the PVD75
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system (Kurt J. Lesker Co., Pittsburg, PA, USA) under the real-time quartz
microbalance control. Sputtering parameters for 2-inch diameter metal targets
were as follows: Cr-power 200 W, sputtering current 0.50 A at 4.5 mTorr
argon pressure; Ag-power 120 W, sputtering current 0.26 A at 5.5 mTorr
argon pressure. Before coating, the deposition chamber was evacuated to
<107° mTorr to the residual pressure. Ultrahigh purity, scientific grade argon
(AGA, Malmo, Sweden) was used for the plasma sputtering.

A self-assembled monolayer is immediately formed on the silver-coated
surface or stored for further experiments.

2.2.2 Formation of self-assembled monolayers

Freshly prepared SERS sensors and smooth silver plates (electrodes) were
immersed in 0.1 mM (total thiol concentration) ethanol mixtures of thiol
solutions. We used the long-chain anchor compound WC14 and four different
short-chain surface diluents: 3-mercapto-1-propanol (3M1P), 4-mercapto-1-
butanol (4M1B), 6-mercapto-1-hexanol (6M1H), and 9-mercapto-1-nonanol
(9M1N) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Fig. 2). The molar ratio
(WC14: short-chain compound) was 20:80 mol%, respectively (unless
otherwise indicated). Silver substrates in the solutions were incubated for 3 h
to form self-assembled monolayers (SAM). After incubation, the excess thiols
are washed off the substrates with pure ethanol, and the surfaces are dried with
a stream of nitrogen.

2.2.3 SERS of self-assembled monolayers

For SERS measurements, we employed a LabRam HR800 (Horiba Jobin
Yvon) Raman microscope equipped with a thermoelectrically cooled (—90 °C)
CCD camera (DU920P-BR-DD) and 600 lines/mm grating. Spectra were
excited with a CW 785 nm laser radiation. The laser power was restricted to 2
mW at the sample and focused using a 10x/0.25 objective lens (Olympus).
The overall integration time was 100 s. Three independent measurements were
taken to calculate mean intensity £ SD. Vibrational spectra were analysed
using GRAMS / 386 ( Thermo Scientific Inc. ) software. The intensities of the
bands characteristic of the analytes were obtained by describing the
experimental spectra of SERS with Lorentz-Gaussian components. The
program Sigma Plot 11.0 ( Systat Software, Inc. ).
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2.2.4 RAIRS analysis of self-assembled monolayers

RAIRS spectra were collected using Vertex 80v spectrometer (Bruker,
Inc., Ettlingen, Germany) equipped with liquid nitrogen-cooled MCT narrow
band detector and the RAIRS accessory reflecting p-polarized light at grazing
80° angle. The spectral resolution was set to 4 cm™, an aperture to 3.5 mm,
the spectra were acquired by averaging 500 interferogram scans. The
spectrometer and sample chamber were evacuated (~2 mbar) during the
measurements. The spectrum of a silver-adsorbed hexane-dis-thiol monolayer
was used as a reference. The fitting of the experimental spectrum with
Gaussian/Lorentzian shape components and the second derivative spectrum
analysis was carried out to determine the precise positions of spectral bands.

2.2.5 Evaluation of surface contact angle

Using a syringe with a rotating mechanism, droplets of ~ 5 uL of deionised
water are carefully applied to the test sample (SAM-layer-functionalized
silver surface) and photographed using a Kriiss EasyDrop surface contact
angle measuring equipment. Analysed with software provided by the same
manufacturer. The LabTech H50-500 thermostat maintains a temperature of
21 ° C during the measurement. At least 5 measurements were made for each
SAM composition. Results presented as mean * standard deviation.

2.3. tBLM formation and electrochemical analysis
2.3.1 Formation of tBLM on mixed SAMSs

The methodology for forming tethered bilayer lipid membranes was
adapted according to Ragaliauskas et al ., 2017. The original method was
modified to avoid damage to the silver surface caused by strong Ag-Cl
interactions, so we changed the composition of the buffer solutions by
omitting the NaCl salt.

In the initial experiments with a 50:50 DOPC:Chol ratio, we used 0.01 M
phosphate buffer -0.01 M NaH; PO4 /Na; HPO,, pH=5.6 and pH=7.2 as
described in [189]. In the subsequent work steps, due to the high resistance of
such a solution, we added 0.05 M NaClO, to the buffer and successfully
applied it in the remaining experiments as described in [188].

tBLMs are formed by pouring multilayer lipid liposomes (MLVSs)
composed of DOPC and cholesterol (50:50 or 60:40 in molar proportions)
onto a previously prepared mixed 20:80 % (unless otherwise specified) self-
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assembly monolayer. The preparation of MLV consists of the following steps:
(1) Mix 10 mM DOPC and cholesterol chloroform solutions in the required
ratio in a glass vial; (2) The chloroform is evaporated by blowing with a gentle
stream of nitrogen for about 30 minutes. A thin film of lipids remains on the
vial walls; (3) Add the required volume of phosphate buffer with sodium
perchlorate (0.05 M NaClO4 + 0.01 M NaH; PO4/Na; HPO,, pH 5.6) to the
vial to form a 1 mM lipid solution. (4) Mix the solution gently with an
automatic pipette for a few minutes until it loses clarity, forming an MLV.

The MLV solution is poured onto a silver electrode coated with an
appropriate mixed SAM and incubated for about 30 minutes. The electrode is
then washed extensively with phosphate buffer solution with sodium
perchlorate (0.05 M NaClO4+ 0.01 M NaH; PO4/Na 2 HPO., pH 7.3) without
drying the electrode surface.

2.3.2  Electrochemical analysis

Electrochemical impedance spectroscopy measurements of SAMs and
tBLMs were performed using Zennium electrochemical workstation (Zahner
GmbH, Karlsruhe, Germany). The El spectra were recorded in a potentiostatic
mode with a 10 mV alternating current perturbation voltage at 0 V vs
Ag/AgCI/KClsy. with a potential 0 mV respective to the standard hydrogen
electrode while the auxiliary electrode was a platinum wire (99.99% purity,
Aldrich; diameter 0.25 mm) coiled around the glass cylinder of the reference
electrode. Measurements were carried out in a home-built Teflon
electrochemical cell holder, which contained 14 separate vials with the surface
area of the working electrode 0.16 cm? in each vial. This allowed us to conduct
14 independent experiments on the same metal-plated glass slide.
Measurements were carried out in the frequency range from 0.1 Hz to 100
kHz with 10 logarithmically distributed measurement points per decade unless
otherwise indicated. The methodology and data analysis are described in detail
[190].

2.3.3 tBLM imaging and analysis by AFM

Atomic force microscopy images were obtained by Dr Marija Jankunec
from VU LSC Institute of Biochemistry.

Imaging was performed by Dimension Icon (Bruker, USA) atomic force
microscopy system. The sensors after EIS measurements were reassembled
under excess water. Imaging was done in the liquid at room temperature using
triangular ScanAsystFluid+ (tip radius 2-12 nm, spring constant
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k=0.12 - 0.48 N/m, resonance frequency 40-75 kHz) probes (Bruker, USA).
Multiple images of different scanning areas and angles were taken for each
surface. Typically, a 1x1 um size area with an image depth of 512 x 512 pixels
was scanned. Scan rates were from 0,2 to 2 Hz. Raw images were flattened
using the 3rd order polynomial with Nanoscope Analysis (Bruker, USA) or
freeware WsXM [226]. The surface analysis was performed via available
tools: height and profile analysis.

2.3.4 Data analysis

Thales 2.0 (Zahner) or Zview 2.0 software packages used EIS
measurements, data analysis and modelling.

Images obtained by AFM were analysed with WSxM and DNA Trace
software packages.

MS Excel and Origin 9.0 software packages were used for calculations,
data analysis and presentation.

Data are presented as typically obtained spectra or mean parameter values
+ standard deviation. All experiments were performed at least five times.
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RESULTS AND DISCUSSION
3. SERS substrates for biomolecule adsorption

To reliably analyse the biomolecules adsorbed on the surfaces of SERS
substrates, it is essential to prepare such substrates that would uniformly
amplify the signal over the entire active area. By achieving high signal
amplification uniformity and repeatability, we can be sure that recording the
SERS spectrum of biomolecules at any point in the substrate will show a
reliable result.

At this research stage, the main goal was to develop a fast, simple and
inexpensive method for producing SERS substrates suitable for biomolecule
detection. We aimed for substrates to be sensitive to low concentrations of
analytes. Also, one of the top priorities was the uniformity of signal
amplification over the entire surface of the substrate. For this purpose, the
surface treatment methodology is described in [191]. According to data
published in 2006 [192], SERS surfaces must meet several requirements
related to signal amplification, surface stability and repeatability of the results
to adapt substrates to large-scale biochemical, analytical processes and
industry. To improve the method described in the emphasis, we tried to
develop a technique for preparing SERS substrates to meet our criteria.

According to the literature, almost all solids are applicable for this type of
laser processing [193]. The soda-lime glass is an easily accessible and
inexpensive material — which is crucial for developing low-cost substrates
suitable for large-scale biochemical-analytical applications.

3.1. Preparation and characterisation of SERS active substrates

In this work, the properties of amorphous nanostructures were controlled
on the interaction of femtosecond laser pulses and the glass surface. Multiple
pulses were spatially overlapped at the surface, promoting the self-formation
of glass nanosphere clusters. Such a laser ablation process is very efficient and
allows high performance in the case of soda-lime glass. A 35-min-laser-
fabrication-cycle produces 120 sensors with dimensions of 12.5 x 5 x 1 mm?
and a SERS-active area of 3 x 5 mm? (Figure 1C). Flexible manufacturing
technique allows changing the size of the SERS area on-demand.
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Figure 1. SERS sensors fabrication scheme. (A) Schematic representation of
femtosecond laser ablation process; (B) Nanostructured microscope glass slide of 30
SERS sensors; (C) Silver-coated slide of 30 SERS sensors and schematic
representation of single SERS sensor in 0.5 ml tube According to [186].

Figure 2A indicates visual differences of the laser-processed slide when
the overlap of pulses in the scanning direction and the transversal direction
was changed. The goal was to reach a uniform surface with the feature sizes
in the nanostructure ranging from tens of nanometres to about 1 um. Such
features could result in decent Raman enhancement for various wavelengths
throughout the visible spectrum and up to 1064 nm. There is a narrow
parameter window in terms of laser fluence and pulse overlap at which the
nanostructures are formed the way it was sought for. The optimal conditions
were found (circled in light blue) when the energy fluence was set to
0.032 J/cm? per pulse. The pulses overlap was 40 % and 80 % in the X and Y
directions, depending on the focusing conditions.

Overexposure with too high laser fluence led to melting of glass surface
and disappearance of the nanostructure. At the same time, too low fluence
modified the refractive index of glass and did not affect surface morphology.
The self-formed nanostructure on the soda-lime glass surface did not exhibit
any directional orientation concerning the scanning direction and polarisation
of incident laser light; therefore, it differed from the nano-ripple formation on
crystalline materials [162].
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Figure 2. SEM micrographs of the fabricated and silver-coated soda-lime glass in
different magnification modes. (A) The pulse overlap along the fabrication trajectory
has been changed from 80 % (left) to 50 % (right), and the overlap in transversal
direction has been changed from 20 % (bottom) to 70 % (top); (B) x3300 and (C)
x70000 magnification of optimal structure.

The presented SEM images demonstrate that the slides are covered with
random Ag nanostructures (nanocavities and nanospheres) of about 100
nanometres in diameter clustered into larger 1-3 um microstructures (Figure
2 B and C). A direct comparison of processed soda-lime glass surfaces without
and with 170-nm-Ag-film deposit was only possible through the AFM
imaging (Figure 3). AFM data indicates that the Ag layer has no significant
effect on the surface roughness, with RMS remaining practically unaltered
after the Ag deposition. The calculated RMS are 270.7 = 109.2 nm (n=7) and
266.0 + 76.6 nm (n=6) for glass and Ag surfaces. Supporting that, the
amplitude of the height profile in Figure 4e and f remains in the same range
of about 800 nm. In addition, the actual surface area due to its roughness
deviates from the geometrical area defined by a square of 3 x 3 um? in the
AFM image. The calculated increases are 1.95 + 0.21 (n=7) and 2.02 + 0.35
(n=6) times for laser-treated areas before and after Ag film deposition. On the
contrary, the unprocessed glass (SERS-inactive area) and unprocessed glass
coated with 170 nm Ag film have surface height profiles that do not exceed
15 nm in amplitude and have no detectable SERS scattering (Figure 4c and e).
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Figure 3. The morphology of laser-treated area before (upper panels) and after
(bottom panels) deposition of 170 nm silver film. (a and b) 2D AFM images of 3 x 3
pm scan area; (¢ and d) 3D representation of the same area; (e and f) diagonal profiles
from upper left to bottom right of 2D images.

The glass-supported silver thin films have been extensively studied in the
past to link properties of the glass support and the film deposition conditions
to the resulting surface roughness and related SERS performance [194-198].
For example, in the RF sputtering regime, the deposition of the first 60 Ag
monolayers (~15 nm) on a smooth glass was found not to affect the surface
roughness; however, later, as the thickness increased from ca. 50 to 320 nm,
the Ag grain size (given in RMS) increased linearly [195]. A study conducted
by Lee et al. provided similar observations of roughness increase towards
thicker Ag film on a smooth glass substrate [196]. Linking to our results, the
deposition of the Ag layer might level the glass surface by filling the cracks
and crevices. At the same time, it introduces additional grain coarseness in a
similar way that was observed for smooth surfaces [195,196]. Such a
bidirectional effect leaves the observed RMS value almost unaltered.

3.2. Spectroscopic analysis of SERS surfaces

After evaluating the morphology of the manufactured surfaces, the next
important step is to determine their applicability to SERS studies. Using
Raman scattering measurements, SERS substrates coated with 170 nm Ag
layer were evaluated. Thiophenol was chosen as the model compound widely
studied and considered one of the standard model compounds in Raman
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spectroscopic measurements [199-201]. Figure 4 shows Raman spectra of the
thiophenol self-assembled monolayers. In parts b and ¢ spectra were recorded
on the active (b) and inactive (c) surface areas of the silver-coated SERS.
Comparing these two spectra, we can see that the laser-treated glass surface
(b) amplified the Raman signal of thiophenol, which corresponds to the
Raman spectrum of thiophenol 0.5 M solution. This demonstrates the
suitability of these substrates for SERS assays. By obtaining intense surface-
enhanced Raman scattering spectra from organic thiophenol self-assembled
monolayers, we can expect good performance in analysing various other types
of biomolecules.
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Figure 4. Raman spectrum of 0.5 M TF solution (a) compared to the surface Ag-TF
spectra from the SERS-active (b) and SERS-inactive (c) substrate areas. The
adsorbate-free sensor was tested in SERS-active (d) and SERS-inactive (e) areas.
Spectra were collected using 785 nm excitation. Each SERS spectrum is normalised
to 1 second, whereas the intensity Raman spectrum (a) is adjusted to match (b)
according to 999 cm intensity. Insets depict TF and Ag-TF complex.
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After determining the potential suitability of the surfaces for our planned
biomolecular studies, we additionally evaluated the intensity of SERS signal
amplification in the presence of silver coatings of different thicknesses.

Spectroscopic investigation of varied thickness Ag films from 10 to 170
nm provided further insight into the performance of glass-supported SERS
sensors. Figure 5 A and B show increasing SERS intensity towards thicker
films with a somewhat logarithmic dependency that approaches maximum
intensity near 170 nm. The thicker film also ensures reliable electrical
conductivity across the corrugated surface, enabling their application in
SERS-spectroelectrochemistry studies.
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Figure 5. (A) SERS spectra of TF monolayer adsorbed Ag films varied with different
thicknesses. Spectra were recorded at 785 nm excitation; (B) The intensity of 1072
cm™ plotted as a function of Ag-film thickness; (C) UV-Vis spectra collected from
the SERS-active and (D) SERS-inactive substrate areas.

Localised surface plasmon resonance (LSPR) provides means to describe
the substrates qualitatively. LSPR peak frequency, intensity, and full-width at
half maximum (FWHM) strongly depend on material dielectric properties and
the shape, diameter, proximity, and distribution of nanoparticles on a surface.
Typically, large-diameter particles give rise to LSPR peak at longer
wavelengths, while its intensity correlates with SERS EF directly. We
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employed UV-Vis spectroscopy for varied thickness SERS sensors, scanned
in transmission mode by placing the sensors perpendicularly to the light beam
in the spectrometry chamber. Figure 5 C and D show absorption spectra
collected from the sensor's SERS-active and smooth surface areas. The 10-
nm-film in a SERS-active area already had an optical density (OD) close to
the reliable detection limit. Further, an increase in film thickness from 10 to
100 nm resulted in a repeated absorption pattern with a well-resolved LSPR
peak at 532 nm, a less intense peak above 610 nm and an augmented OD.
Even thicker films were unsuitable for UV-Vis working in transmission mode
due to low substrate throughput. Notably, smooth Ag films have featureless
spectra, with their OD constantly increasing towards higher wavelengths. The
correlation between Ag nanoparticle sizes and their optical properties is well
illustrated in the literature. For example, size increase from 1 to 9 nm
drastically affected optical properties of surface-nanoparticles by redshifting
the LSPR peak from 465 to 584 nm and increasing its intensity and breadth
[202]. Although, this is not the case for the smooth Ag films, where LSPR was
only identified for 7 nm film due to the formation of individual Ag islands.
The islands merged into a more even layer as the thickness increased and
LSPR diminished [194].
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Figure 6. (A) SERS signal amplification maps generated by estimating the TF
oscillation band at 1072 cm L. Data were collected from three separate 100 x 100 pm
substrate areas; (B) Signal intensity plots assigned to each map and xstandard
deviation of the mean intensity value (SD) given; (C) and (D) comparable data that
was recorded on another batch of SERS sensors. The relative standard deviations
(RSD) for each map are presented in the order shown in the figures from left to right:
(A) 8.4%, 9.4%, and 8.4%, and (C) 8.6%, 7.8%. 8.3%. Note the different scales of the
histograms on the X and Y axes.

Count

For reliable analysis of biomolecules adsorbed on active surfaces of SERS,
a uniform signal enhancement effect is essential throughout the active area.
Only when a high signal uniformity and repeatability is achieved can we be
sure that the recorded spectrum will show a reliable result at any point in the
core. For this reason, we generated SERS signal amplification maps for our
selected parameters for freshly prepared SERS substrates.

Figure 6 plots the TF 1072 cm~ SERS band intensity collected from the
three different locations of two individual batches. Maps show the distribution
of elongated shape regions of the different spectral intensities, with the
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geometrical size variation in the range of 30-50 um in length and 10-20 um in
width. However, the mean values of high and low-intensity areas are not far
separated, with them having 3200 and 2800 counts on average, respectively.
Moreover, the histograms show a relatively narrow Gaussian-shaped
distribution of intensities centred at 3000 counts with relative standard
deviations (RSD) varying from 7.8% to 9.4%. Such an intensity fluctuation is
most likely to arise from the micrometre range surface height irregularities
evidenced by AFM. The elongated shape suggests that these patterns formed
during the glass LIPAA processing parallel to the laser scanning direction.

To calculate the EF (enhancement factor) of the SERS slides, the intensity
of the dominant TF peak at 999 cm™ in the SERS spectrum was compared
with the corresponding peak in the Raman spectrum according to the (1)
equation in [186]. The results indicate a moderate EF of 3.0 x 10° for Ag
surface adsorbed TF excited at 785 nm laser radiation. EF varies broadly
depending on the nature of enhancing material, spectroscopic setup, or even
analyte. For example, calculated average EF is higher by one order of
magnitude than those found in literature, where non-resonant analytes were
used for evaluation [203,204]. Several aspects can explain the relatively
modest SERS enhancement factor compared with conventional SERS EF 10°
[27]. In particular, soda-lime glass exhibits remarkable melt-formation during
the laser ablation procedure and mainly forms nanostructures with low spatial
frequency (LSF) [205,206]. LSF arise due to differences in the non-linear
absorption behaviour and viscosity of glasses [207]. The laser-fabricated
soda-lime glass surface resulted in a smoother and more homogenous
nanostructure formation where no sharp spikes and edges appeared.
Moreover, the thickness of a metallic film also plays a significant role in SERS
activity [196]. Zhao et al. showed the effect of roughness on 100 nm-thick
silver film on SERS as they observed higher activity for rougher surfaces due
to the generation of more hot spots [208]. In our case, 170 nm silver film was
deposited, leading to a character with fewer hot spots and more consistent
SERS enhancement over the whole substrate surface.

4. Anchor monolayers for immobilisation of phospholipid
membranes on the silver surface

It is known that the structure of the anchor self-assembly monolayer
determines the properties of surface-immobilized bilayer lipid membranes
(tBLMs) [169]. Anchor SAM performs essential functions — pulling the
membrane away from the surface, thus ensuring the formation of a sufficient
submembrane reservoir and reducing the effect of metal surface irregularities
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on the membrane integrity. Long-chain membrane-embedding molecules and
low-molecular-weight surface diluents that maintain the required density of
anchor molecules are commonly used to form an anchor self-assembly
monolayer [44,102]. B -mercaptoethanol ( BME) is one of the most widely
used surface diluents in mixed SAM. It forms a strong covalent bond with Au
and Ag surfaces. The hydrophilic -OH groups bind water at the end of these
molecules, thus creating a hydrophilic submembrane environment. To
develop stable experimental platforms for the immobilisation of tBLM on
metal surfaces, it is necessary to form self-assembled monolayers suitable for
this purpose, taking into account the properties and interactions of the selected
molecules and the metal used.

4.1. Selection of short-chain alkanethiols for mixed SAM formation

To assemble tBLMs, one needs to design a molecular anchor self-
assembled monolayer (SAM). Silver reacts differently with thiols than gold.
While the gold remains stable in organic solvents containing thiols and readily
forms SAMs [84,182], we found that the silver is prone to corrosion in -
mercaptoethanol (BME) solutions in ethanol. The corrosion can be observed
by the eye of light microscopy if silver coated glass slides are immersed into
ethanolic BME solution. Incubation leads to a change of silver colour from the
bright white (looks evenly grey in Figure 7A) to the matte grey (looks
heterogeneously whitish in Figure 7B). Visible by eye metal film delamination
was observed in some cases. Also, chaotically distributed spike-shaped
structures about 50 um in length were observed on the silver surface after
incubation in BME (Figure 7B). Because BME serves as a surface backfiller
in mixed SAMs anchoring phospholipid bilayer [44], one needs to find
substitute material for this role.
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Figure 7. Representative optical microscopy images of silver substrate surface
morphology. Visualisation of the magnetron-coated silver film after incubation in
(A) Thiol-free ethanol, (B) 100 % PBME, (C) 100 % 3M1P and (D) 20:80 %
WC14:3M1P solution. Incubation time — 3 hours. Total thiol concentration 0.1 mM.
Note: Black dots throughout all images are artefacts in-camera lens system that was
failed to eliminate.

By exploring a group of other hydroxyl-terminated short-chain thiols, we
found that substitution of BME with — 3-mercapto-1-propanol (3M1P) is
capable of reducing silver corrosion as judged by the light microscopy (Figure
7 C). The corrosion was even further suppressed by the preparation of mixed
SAMs by replacing at least 20 % of 3M1P with a thiolipid molecule WC14
(Figure 8 [44]), which serves as a molecular anchor for phospholipid
membrane (Figure 7 D). This hints at the possibility of inhibiting silver surface
corrosion by replacing PME with (3M1P) during the formation of the
molecular anchor layer necessary to assemble tBLM.

4.2. Spectroscopic analysis of molecules forming an anchor SAM

After finding that silver corrosion is controlled by elongation of the alkane
chain of backfiller molecules, we decided to analyse more potentially suitable
compounds for the formation of mixed SAMs to immobilise tBLM on the
silver surface maintain sufficient submembrane reservoir and membrane
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integrity. The structures of selected short-chain backfillers and molecular
anchor WC14 are shown in Figure 8.
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HS 6-mercapto-1-hexanol (6M1H)
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HS/\/\OH 3-mercapto-1-propanocl (3M1P)

Figure 8. Molecular structure of molecules used to form mixed SAMs. According to
[188].

In this part of the work, the interactions between components of self-
assembled monolayers deposited from mixture solutions of long-chain WC14
and short-chain backfillers (mixed SAMSs) were explored by electrochemical
reductive desorption. From the desorption curves of a single component
SAMs (coloured lines in Figure 9), it can be seen that the length of the carbon
chain in the backfiller affects the Ag-S cleavage potential and the onset of the
detachment of SAM molecules. The desorption potential depends on (a) the
metal-thiolate bond strength, (b) the magnitude of lateral interactions between
the surface molecules, and (c) the interactions between surface molecules and
solution ions [209].
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Figure 9. Potentiodynamic curves of one component SAMs (coloured lines) and
mixed component SAMs (80 % backfiller:20 % WC14) (grey lines). Reductive
desorption was performed from Ag film in 0.5 M NaOH + 0.1 M Na,SO4 deaerated
aqueous solution at the sweep rate of -50 mV/s. The desorption curves of 9M1N and
9M1IN + WC14 SAMs were multiplied by two.

Here an increase in the backfiller carbon number from 3 to 6 pushed the
desorption potential maxima from -1.02 to -1.17 V. Addition of 20 mol% of
WC14 to the bathing mixture increased the resultant SAM stability, which is
attested by the shift of the desorption maxima to more negative potentials
(grey lines in Figure 9). Such a shift indicates that backfiller and anchor
molecules mutually stabilise each other in a mixed monolayer. However, the
cathodic shift remained constant at about -50 mV for all but 9IM1IN/WC14
mixed SAMSs. This suggests that the strength of interactions between the lipid-
like anchors and the backfillers is independent of the carbon chain length of
the backfiller molecules. It is noteworthy that the intensity of the desorption
peak correlated with the amount of surface adsorbed molecules. As the
molecules occupy energetically different surface domains, the desorption
curve may contain several peaks, or the peaks may differ in broadness. For the
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studied system, the nonzero intensity beyond the first desorption peak (to the
negative portion of the potential window) is also attributed to the more
strongly bound molecules to the surface, therefore rendering it challenging to
inspect the relative amount of surface adsorbed molecules.
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Figure 10. (A) SERS spectra of Ag adsorbed WC14 (top curve) and mixed SAMs
containing different backfillers and (B) one component SAMSs. The order of curves is
9M1N (a), 6M1H (b), 4M1B (c), 3M1P (d). Letter G and T denote gauche and trans
conformation. (C) Schematic representation of surface adsorbed thiol molecules in the
gauche and trans conformation. The conformation was defined by the dihedral angle
of the -S-C- bonding (D) T/G ratio dependence on the chain length in carbon atoms
of the backfiller. The composition of mixed SAMs was 80 % backfiller and 20 %
WC14. Mean * SD were calculated from 3 measurements.

To gain a deeper understanding of anchoring monolayer structure in the
electrochemical double layer, the surface vibrational spectroscopy
measurements were carried out for Ag-adsorbed SAMs. To probe the state of
the headgroup and the structure of the alkyl chains, surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) was employed (Figure 10). The headgroup's conformer
structure of the S-C motif was recognised from the gauche v(C-S)g and trans
v(C-S)t vibrational modes typically found in 600-750 cm™ range. The two
conformers are depicted in Figure 10 C. It should be noted that molecules
contribute to the C-S stretching modes according to their surface
concentration, therefore for the mixed monolayers (80:20% for
backfiller:WC14), most of the spectral intensity was expected from the short-
chain backfillers. The v(C-S)s wavenumbers downshifted from 632 cm by
16 cm* indicating the reduction in the C-S force constant with increasing
carbon number. On the other hand, no significant shift was observed for the
v(C-S)r at 696 cm™2.
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Only the shortest molecule tested, the 3M1P, the gauche conformational
mode (632 cm™) was of considerable intensity compared to trans (696 cm™)
because of relatively small attractive van der Waals interactions among carbon
chains. Trans and gauche conformations were considered for the molecules,
which adopted vertical and more flat-lying configurations with the surface,
respectively (Figure 10 C).

As the chain length increased, the gauche band sharply diminished. The
more quantitative analysis was given by the trans-to-gauche ratio (T/G)
calculated from the integrated intensities, Av(C-S)1/Av(C-S)s. The T/G
increased from 2.8 for 3M1P to 18.2 for 9M1N in one-component monolayers
and from 1.9 to 17.2 for that of mixed SAMs (Figure 10 D). For 100 % WC14,
the calculated 11.5 T/G ratio was less than that for 6M1H and 9M1N,
presumably due to the relatively bulky hydrophobic part composed of two
alkane chains that give enough room for conformational flexibility in the S-C
and ethylene oxide (EO) parts of the molecule. The higher T/G ratio in longer
backfiller SAMs may increase molecular order and more vertical orientation
of backfillers on the surface, effectively shrinking the submembrane reservoir
volume when incorporated into tBLM architecture.

Specific to the backfiller, SERS give little information on the long-chain
anchoring molecules. Typical for WC14, all-trans v(C-C)t spectral mode at
1129 cm™* was only observed for the WC14 monolayer composed from the
100 % anchor concentration. This band was previously shown to diagnose
water and electric potential induced rearrangement of hydrophobic alkane
chains into molecular surface clusters [113,168]. The clustering effect was
linked with the formation of defected lipid tBLM membranes [113,169]. In
the present study, the absence of the v(C-C)r spectral mode suggests that no
clustering takes part in the formation of mixed SAMs or during the SERS
measurements, indicating the principal suitability of mixed-component SAMs
to be employed in a subsequent tBLM formation.

Contrary to SERS, the RAIRS spectra of mixed SAMs presented in Figure
11 were dominated by the WC14 spectral lines. Considering the area under
the curve in the C-H stretching range (2750-3050 cm™), mixed SAMs had on
average five times the area of the corresponding single component SAMs
(solid and dashed lines in Figure 11). Therefore, regardless of lower
concentration, the significant contribution to the mixed monolayers came
from WC14. The most intense broad feature near 1133 cm™ in the 100 %
WC14 spectrum was assigned to the asymmetric stretching of the EO
fragment vas(C-O-C) [45,211]. Twisting of CH; of the EO fragment was found
at 1250-1252 cm™, wagging and scissoring at 1347-1351 and
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1460 - 1464 cm~1, respectively [211]. It is noteworthy that WC14 can adopt
several conformations, including helical structure with repeated trans-gauche-
trans internal rotations around the bonds in the (-CH2-CH>-O)s segment [212].
The distribution of different EO conformations was revealed by a broad
vas(C- O-C) mode that decomposed into several highly overlapped elements.
The precise positions of the EO components were determined from the
analysis of the second derivatives of the RAIRS spectra. For the 100 % WC14
monolayer, the positions were found at 1114, 1133, and 1151 cm. The lowest
energy component at 1114 cm was related to highly ordered crystalline
helical structure [45,213], while the higher frequency modes were assigned to
amorphous structure [211]. Several other spectral modes were found to
indicate both the ordered (949 and 1349 cm) and unordered (1326, 1249, and
1036 cm™) EO structures [211,212].
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Figure 11. (A) RAIRS spectra of Ag adsorbed WC14 (top curve) and mixed SAMs
containing different backfillers in the following order: 9M1N (a), 6M1H (b), 4M1B
(c), 3M1P, (d) in the 900-1600 and 2750-3050cm™* range. The composition of mixed
SAMs was 80 % backfiller and 20 % WC14. Dashed curves in C-H stretching region
represent one-component monolayers that had, on average, a 5-times lower area under
the curve than the corresponding mixed SAMs. (B) The second derivative RAIRS
spectra in vas(C-O-C) region (multiplied by -1). The arrangement of the spectra
corresponded to that of the (A) panel. Panels (C) and (D) proposed model of WC14
molecules orientation on Ag surface (at air/solid interface): (C) WC14 diluted with
9M1N in ratio 20:80 % WC14:3M1P; (D) WC14 diluted with 3M1P in ratio 20:80 %
WC14:9M1N. According to [188].

Owing to the surface selection rule, only the vibrations with a nonzero
component of transition dipole moment (TDM) to surface normal were
spectroscopically allowed. A sharp increase in the intensity of vas(C-O-C)
mode revealed that EO becomes more vertically oriented when contacting
longer backfiller molecules. In other words, the more vertical arrangement of
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backfiller molecules pushes the EO segment into adopting vertical orientation.
This effect was the most pronounced with C9 and had the slightest impact with
C3 and C4 due to different degrees of lateral interactions between molecules
of the same and distinct natures, respectively. The second derivative RAIRS
spectra clearly showed that the position of the lower frequency component
upshifted from 1109 to 1115 cm, while the modes at 1136 and 1151 cm™
became increasingly stronger for EO when in contact with 9M1N. Supporting
that, the CH, (EO) wagging mode 1347 cm™ upshifted by 4 cm2, indicating
the melting of crystalline-like EO structure [211,214]. These data suggest that
longer backfiller molecules orient EO segments more vertically with the
surface and increase the surface fraction of WC14 molecules, which have
melted structure in EO.

The C-H stretching region was composed of symmetric vs(CH,) and
asymmetric vas(CH») stretching modes of methylene groups at 2856 and
2917- 2928 cm™* and WC14 terminal methyl group modes vs(CHs) and
vas(CH3) at 2878 and 2965 cm™, respectively. There has already been
discussion of these modes being mainly from the alkyl chains of the WC14
rather than the EO segment, [45,214] allowing the analysis of the
conformational order of the hydrophobic WC14 chains independent EO.
Highly ordered crystalline Ag-adsorbed alkanes have their vs and vas
methylene vibrations at around 2847 and 2916 cm [215]. A departure to the
higher wavenumbers from those positions attests increased structural
flexibility and gauche defects. Regardless of the backfiller, WC14 alkane
chains appeared to be melted as determined from the spectral positions of vs
and vss Of methylene groups. The disorder in hydrophobic chains could be
easily ascribed to the low surface concentration of long-chain molecules for
the mixed SAMs.

Yet more valuable information can be extracted from the intensities of
v(CHs) and v(CH2) modes. The TDM for methyl and methylene lay in the
direction of C-CHs and perpendicular to the C-C chain axis, respectively.
Therefore the analysis of their relative intensities provided a measure for the
collective orientation of alkane chains. We refrained from decomposing the
experimental spectra into components because of the complex C-H stretching
region. However, it was pretty clear that the I[vas(CH3)]/I[vas(CH2)] ratio
changed from ~1/3 to ~2/3 when 3M1P was replaced with 9M1N. Thus, the
TDM for the methyl group became more vertical with the surface. These data
indicate that the EO chain in WC14 tilt closer to the surface normal with an
introduction of increasingly longer surface backfiller molecules in the mixed
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SAM and the hydrophobic alkane chains situated further from the surface
(Figure 11 C, D).

Summarising the spectroscopic data of SERS and RAIRS presented in
Section 4.2, we see that the orientation of WC14 anchor molecules on the
silver surface can be controlled using short-chain molecules of different
lengths (3C to 9C). Using longer and longer surface diluents to form mixed
SAMs may be associated with increasing monolayer ordering and more
vertical orientation of WC14 in both the hydrophilic ethylene oxide segment
and the hydrophobic alkane chains that interact with lipid bilayers to form
tBLM. In addition, the spectral data did not show clustering markers specific
for WC 14 molecules. We believe that WC14 clustering does not occur during
the formation of mixed SAM or during SERS measurements; therefore, the
selected molecules are likely to form stable and uniform self-assembled
monolayers. The applicability of these anchor SAMs to the development of
functional tBLM models was further analysed using electrochemical
impedance spectroscopy.

4.3. Analysis of mixed SAM using EIS

After a detailed analysis of mixed anchor self-assembly monolayers by
vibrational spectroscopy and evaluating their potential for developing
functional tBLM models on silver, we performed a detailed electrochemical
analysis of mixed SAM. This method extends the scope of SAM analysis and
provides an even better understanding of the characteristics of mixed anchor
monolayers and their potential applications for tBLM formation. During the
study, both spectroscopic and electrochemical analyses were performed in
parallel.

When the corrosion of the silver surface was found to be controlled by
converting the mixed SAM BME to 3M1P (Section 4.1), the electrochemical
impedance was used to evaluate the structural and functional properties of
such anchored SAMs. This section analysed the electrochemical parameters
of anchored monolayers depending on the percentage of components
(3M1P:WC14) in the solutions from which mixed SAMs were formed. Since
the concentration of SAM-forming molecules on the surface is not directly
proportional to the concentration in SAM solutions, the ratio of molecules we
mention below reflects the composition of the solutions. EIS responses from
those SAMs are shown in Figure 12. Spectra plotted in Cole-Cole
representation (Figure 12 A) exhibits a typical nearly semi-circular shape with
the 100 % 3M1P SAM having the largest radius, thus reflecting the highest
capacitance value Csam of about 10 pF/cm?. The increased molar ratio of the
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long-alkyl-chain WC14 results in the increase of the dielectric material on the
surface. This follows with a decrease of SAM capacitances [45]. Presumably,
a thicker and more compact layer is formed as the WC14 concentration
increases. For pure, 100 % WC14 SAMs, the Csam drops below 1 pF/cm?,
hinting at forming a compact dielectric layer with a minimum amount of water
as observed for gold substrates [44]. The capacitance exhibits an almost linear
decrease when the monolayer composition changes from 100 % 3M1P to
100 % WC14 (Figure 12 A) SAMs, suggesting the WC14:3M1P surface
concentration correlates well with the solution concentration of components.
The slight bend of the Csam curve (Fig. 3A) may indicate a slightly higher
binding affinity of WC14 anchor molecules compared to the 3M1P. The SAM
capacitance values are similar to those observed for gold substrates with
100% PBME and 100% WC14 SAMs atop [44]. However, mixed
WC14:3M1P SAM capacitance values as a function of WC14 concentration
(Figure 12 A) demonstrate different dependence from that observed in
BME:WC14 SAMs on gold [44]. This suggests the different distribution of
individual tethers, which presumably may result in different functional
properties of anchor SAMs.

The admittance magnitude curves in the Bode representation (Figure 12 B,
upper panel) exhibit a plateau with conductivity at the high-frequency range
determined by the solution resistance. A capacitive behaviour can be
identified in the lower frequency area. The curves are almost linear below
10Hz, and in this range, the magnitude values f = const exhibit a clear
correlation with the WC14:3M1P ratio. The admittance magnitude decreases
with the percentage of WC14 in SAMs. The WC14:3M1P ratio-dependent
differences in electrochemical parameters are also visible in the admittance
phase plots (Figure 12 B, lower panel). The curves exhibit a sigmoidal shape
with a phase approaching 90 degrees in the low-frequency range.

As expected for series RC-element dominated EIS spectra at arg Y =
const, the midpoint of the descending curve shifts towards higher frequencies
with WC14 concentration increase. This is the result of decreasing the time
constant of the interphase, which occurs due to decreasing capacitance of the
SAMs as WC14 content increases. This data concludes that mixed SAMs on
silver exhibit similar dielectric properties and possibly structural arrangement
as WC14 molecules on gold. Therefore, we expect such SAMs to be
applicable for the assembly of tBLMs.
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Figure 12. Representative EIS spectra of different compositions WC14:3M1P SAMs.

(A) Cole-Cole complex capacitance plots, (B) Admittance modulus and phase (Bode)

plots. Frequency range 10 kHz-0.1 mHz.
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Next, we analysed mixed self-assembled monolayers formed on silver
from 80:20 % solutions of different backfiller: WC14 molecules. We
performed SAM formation with all the short-strand molecules shown in
Figure 8 — 3M1P, 4M1B, 6M1H and 9M1N. An optimal 80:20 % molecular
ratio of the compounds in the SAM solutions was selected according to Figure
12. Csam Values closest to the successfully developed tBLM systems on gold
[45]. The electrochemical impedance spectra of mixed SAMs are shown in
Figure 13.

6 . ‘
1 ; ——80% 3M1P
5 1 80% 4M1B
] 80% 6M1H
4] ——80% 9M1N
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Figure 13. Representative EIS spectra of mixed WC14:backfiller (in ratio 20:80 %)
SAMs contain different backfillers: 3M1P, 4M1B, 6M1H, and 9M1N. Frequency
range 100 kHz-0.1 Hz.
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The spectra are presented in the complex capacitance plots (Figure 13).
They exhibited a semi-circular shape, consistent with the capacitive behaviour
of a near ideally insulating dielectric layer. The radius of a semicircle was
proportional to the electrical capacitance of the layer. The largest radius was
observed for the 3M1P backfiller layer, indicating the highest capacitance
value Csam of about 6 pF/cm?, which did not differ significantly from those of
the 30 % mixed HC18:BME SAMs used to accomplish tBLMs via vesicle
solvent exchange procedure [45]. An increasing molecular length of a
backfiller was followed by a decrease in SAM capacitances. The mixed SAM
containing 9M1N backfiller exhibited the lowest capacitance SAMs of ~2.2
uF/cm?. Csam Values differed significantly from 100 % WC14 SAM [44].

For more detailed analysis, the capacitive spectra of the mixed SAMs were
modelled according to the corresponding equivalent circuit model, resulting
in more accurate Csams values compared to the 100 % SAM capacitance values
(Figure 14). The estimated SAM capacities of 100 % short-chain compounds
decrease from 12 pF/cm? for 3M1P to ~2.7 uF/cm? to 9M1N. The minimum
electrical capacitance of ~ 0.7 uF/cm? was observed for 100 % of WC14 SAM.
We found a clear trend when assessing the difference in capacitance between
the same short-chain compound 100 % SAM and the mixture containing 20 %
WC14. As the surface diluent molecules lengthen, the difference between the
electrical capacitance of 100 % SAM (black curve) and mixed 20:80 % SAM
(red curve) decreases. In the case of 3M1P and 4M1B, the change in
capacitance values is ~ 50 %, in the case of 6M1H ~ 36 %, and in the case of
OMI1N, it is only ~ 8 %. This indicates that we may have more WC14
molecules on the surface in the case of shorter surface diluents, leading to a
decrease in Csam compared to longer molecules.
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Figure 14. Csam dependence on the inverse length of backfiller molecules (nm™). The
black curve represents 100 % of the different molecules in the sam. The red curve
represents the Csam of mixed (20:80 % WC14:backfiller) monolayers.

It is likely that the addition of different short-chain compounds to the SAM
solutions from which mixed SAMs were formed on Ag, altered the surface
concentration of the molecular anchor WC14. However, the total
concentrations of the components in the solution were constant. This change
may have been due to a change in the hydrophobicity of the surface diluents
from relatively low for 3M1P to higher for 9M1N. Increasing hydrophobicity
increases the chemical potential of short-chain molecules, thus facilitating the
interaction of hydrophobic components with the silver surface. A similar
effect was observed in experiments on gold [216]. Therefore, in our case, the
surface concentration of 9M1N was probably higher than the concentration of
3M1P. In the case of 9M1N, we believe that we had fewer WC14 anchors on
the surface, which may have led to a more minor change in Csam capacity than
shorter molecules.

To test our hypothesis about a decrease in WC14 concentration at the
surface by elongation of surface diluent molecules, we performed contact
angle (CA) measurements. These experiments allowed us to evaluate changes
in surface hydrophobicity by varying the lengths of the molecules and their
ratios.

139



100% WC14 100% 3M1P

80% 3M1P 80% 9M1N

Figure 15. Images of water drop and silver surface with different SAM contact angles.
Top: 100 % WC14 on the left, 100 % 3M1P self-cleaning monolayers on the right.
Bottom: left SM1P: WC14 (80:20 %), right 9M1N: WC14 (80:20 %) self-assembling
monolayers.

In the images of Figure 15, we can see with the naked eye the difference in
the shape of a drop of water on silver surfaces incubated in different solutions.
When water is dropped on the most hydrophobic Ag surface incubated in
100 % WC14 solution ( Figure 15, top left), the droplet forms a characteristic
small-diameter semi-circular shape, minimising the contact area with the
hydrophobic silver surface. The opposite effect is observed on the more
hydrophilic Ag surface incubated in 100 % 3M1P solution (Figure 15, top
right), where the water droplet expands and wets a large surface area. These
visual data accurately illustrate exact CA values showed in graphs (Figure 16).
Here 100 % WC14 shows a characteristic contact angle of ~ 110 °indicating
surface hydrophobicity, and 100 % of 3M1P shows only ~ 9.5 ° angle
indicating surface hydrophilicity. As the short-chain compounds lengthen, the
contact angle values of 100 % of the solutions gradually increase from 11.8 °
to 21.73 °, respectively ( grey bars in Figure 16).

Analysing the properties of silver surfaces incubated in mixed (80:20 %)
SAM solutions, we observed a clear tendency for the contact angle values to
decrease with increasing short-chain molecules, indicating a decreasing
surface hydrophobicity in the silver surface. (turquoise columns in Figure 16).
4M1B and 6M1H mixed SAM mean CA values with maximum standard
deviations throughout the measurements. This indicates the formation of
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uneven and different mixed SAMs when the varying amount of WC14
molecules is adsorbed on the silver surface due to molecular competition.
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Figure 16. Contact angle measurement data. The grey bars show 100 % SAM CA
values. Turquoise-coloured bars show mixed SAM CA values when monolayers were
formed in solutions containing 20 % WC14 and 80 % different short-chain
compounds, respectively. 100 % SAM SD +0.47-1.82. 80:20 % SAM SD +1.78-
10.97.

In the case of 3AM1P:WC14 (Figure 15, bottom left), 20 % WC14 to the
mixed SAM solution significantly altered the surface properties. Comparing
100 % 3M1P and mixed (80:20 %) SAM, the mean contact angle values vary
considerably from 9.49 degrees to 91.51, respectively. This indicates that
incubation of the silver surface with a 3M1P:WC14 (80:20 %) SAM solution
produces a mixed SAM with a significant amount of anchored WC14
compound. In addition, such CA values (90 °) are favourable in the literature
for forming functional tBLMs [44,45]. Using 9M1N (Figure 15, bottom right),
the addition of 20 % WC14 to the mixed SAM solution slightly changed the
mean CA values from 21.73°(100% O9MI1N) to 56.97° (80:20 %
9M1IN:WC14), respectively (Figure 16). Although an increase in surface
hydrophobicity is observed, it is clear that 9IM1IN molecules severely limit the
adsorption of WC14 anchors on the silver surface, as predicted.

The EIS data complement and confirm the spectroscopic analysis
(Figures Figure 10Figure 11) performed. Decreasing capacitance values (from
6 uF/cm? with 3M1P to ~2.2 uF/cm? with 9M1N) by prolonging the backfiller
correlated with spectroscopic data showed an increased molecular order and
more vertical orientation of backfillers on the surface. Moreover, SERS
analysis of dry samples showed the absence of the v(C-C)r spectral mode of
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WC14 molecules in mixed SAMSs spectra. This suggests that no clustering of
WC14 in alkane chains takes part in the formation of mixed SAMs [169]. Such
data indicate the principal suitability of mixed-component SAMs to be
employed in a subsequent tBLM formation. Therefore, in the next steps of this
work, we further analysed all selected short-chain compounds (3M1P, 4AM1B,
6M1H, and 9M1N) that could be used in conjunction with WC14 molecules
to construct tBLM models successfully. We also sought to elucidate the effect
of decreasing amounts of WC14 molecules on the formation of lipid bilayers
as surface diluent molecules elongate in mixed SAMs.

5. Construction of tBLM and investigation of their properties

As described previously, the tBLM formation strategies and the physical
properties of the formed membranes are directly dependent on the
composition of the mixed anchor self-assembled monolayers. The data
discussed in Section 7suggest that all the short-chain compounds we analysed,
together with the long anchor compound WC14, can be applied to the
development of tBLM models. However, the physical properties of the tBLM
could be controlled by a mixed SAM WC14:backfiller ratio, which
determined the rigidity of the bilayer [44]. Densely packed tether lipids at the
surface (no backfilling with spacer) typically lead to remarkably high
membrane resistance; however, this can be a problem to the functional
reconstitution of protein [217]. On the other hand, if the concentration of
anchor compounds is too low, the formed lipid bilayers may have a high initial
system defect density. For these reasons, it is essential to evaluate how
different anchor self-assembly monolayers determine the properties of the
formed tBLMs and what SAMs and the tBLM compositions themselves are
most suitable for further development biochemical-analytical applications.

5.1. Influence of mixed SAM composition on tBLM properties

As described previously, tBLM is spontaneously formed by the interaction
of anchored self-assembled monolayers with multilamellar vesicle (MLV)
solutions and can be qualitatively and quantitatively assessed by the EIS
method [103].

The multilamellar DOPC-Cholesterol 50:50 mol% vesicle (MLVS)
solution was used to interrogate the process of vesicle fusion on silver
supported WC14:3M1P SAMs. The formation process can be easily
monitored in real-time by the EIS method (Figure 17, B-C). As it follows from
Figure 17 B-C, the formation of tBLM occurs within the first 5-10 min with

142



minimal variation of the EIS afterwards. Some EIS changes occur after
replacing vesicle solution with pure buffer (Figure 17 B-C, purple curve).

The ability of WC14:3M1P SAMs to form intact tBLMs by vesicle fusion
is almost independent of the content of WC14 in mixed anchor SAM. In
contrast to gold supported tBLMs, where at least 30 % WC14:BME were
required to form electrically insulating bilayers [169], the silver support with
only 20 % of WC14 anchor SAM was enough to complete intact bilayers. This
can be attested by evaluating the tBLMs capacitance, which stays within a
narrow range at 0.7 pF/cm? for the whole interval of WC14 > 20 % is observed
within 30 min of incubation with vesicles (Figure 17 A).
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Figure 17. EIS data of multilamellar vesicle fusion on WC14:3M1P SAMs. (A)
Capacitance values of SAMs (black squares) with various WC14:3M1P ratios (only
WC14 concentration displayed on the abscissa) and tBLMs (red circles) formed on
that specific SAM composition. (B) Alteration of complex capacitance during tBLM
formation. Frequency range 100 kHz -0.5 mHz. Inset displays magnified high-
frequency range of the complex capacitance plot. (C) Bode plots of admittance
modulus (upper panel) and phase (lower panel). Frequency range 10 kHz-0.5 mHz
(D) Changes of tBLMs admittance modulus at f,,,;, point during 24 hours. SAM
composition for the fusion presented — WC14:3M1P 20:80 mol%. MLV composition

— DOPC:Cholesterol 50:50 mol%, total lipid concentration — 1 mM.
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The dynamics of the formation of tBLMs is fast vide ultra. The initial Cole-
Cole semi-circular spectrum of anchor SAM (Figure 17 B) shrinks ten-fold in
approximately 2 min after the liposome injection. However, the capacitive
semicircle continues to decrease next 30 min until it reaches the final limit of
0.68+0.13 uF/cm?. In parallel, the Bode plots exhibit a minimum of the
admittance phase spectra, which appears at around 1 Hz (Figure 17 C lower
panel), correlating with a step-like feature in the admittance magnitude
(Figure 17 D upper panel) curve at the same frequency point. The previously
indicated characteristic points appear at around 5th minute after the MLV
injection and shift towards both (abscissa and ordinate) axes until the final
value of argY = 42 deg and |Y| = 2.7 uS at f,,;, = 0.7 Hz is reached.

The replacement of the vesicle solution with MLV-free buffer shifts
fmin <0.7 Hz. Such an effect is presumably caused by the clean-up of the
tBLM surface from the lipid overlayers as observed in gold supported systems
by the neutron reflectometry [103]. Both spectral changes and absolute
parameter values are characteristic for the formation of isolating tBLMs, and
the process velocity is very similar to that in similar systems on the gold
surface [103].

The stability of such tBLMs was determined by leaving the measuring
setup for 24 hours and registering El spectra afterwards. No significant
changes were observed in the tBLM admittance modulus (Figure 17 D),
suggesting lipid bilayer stays intact for 24 hours. In conclusion, we observed
the formation of intact tBLMs on silver supported SAMs exhibiting extremely
low residual defect densities as estimated from the f;,,;,, values in the Bode
plots.

04 | ;7‘1 1
/ Fyge ]
=

0 02 04 086

w
[

=

-
[

~n
L

-G, (MFfcm?)

N

T S
C,. (uF/cm?) Frequency (Hz)

Figure 18. (A) tBLM complex capacity diagrams. High-frequency region (100 kHz to
30 Hz) magnified at the top (B) Admittance module (top) and phase (bottom).
Frequency range 100 kHz to 0.1 Hz. DOPC:Chol 60:40 % liposomes were used to
form tBLM. The formation was performed on mixed SAMs with different short-chain
compounds:3M1P, 4M1B, 6M1H and 9M1N.
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In the following stages of the work, we aimed to analyse the specifics of
tBLM formation on (80:20 %) mixed SAMs, for which we used different
short-chain surface diluents (3M1P, 4M1B, 6M1H and 9M1N). We tested
short-chain molecules of various lengths and employed 20 % of the anchored
WC14 compound for this purpose. To compare the propensity of the different
molecular lengths of backfillers to form tBLMs, a series of vesicle fusion
experiments with DOPC:Chol (ratio 60:40 %) were carried out. Figure 18
displays EIS spectra in Cole-Cole and Bode plots of tBLM, created by vesicle
fusion on a functionalised silver surface. EIS features in all cases suggested
the formation of the lipid bilayer after vesicle fusion. Upon membrane
formation, all tBLMs with different backfillers showed proportional spectral
changes in EIS with the phospholipid bilayer formation.

In all cases, the semi-circular part of the EIS spectra sharply decreased
(Figure 18 A compared to Figure 13 ). After vesicle fusion, the high-frequency
semi-circular arch pointed to all values spanning around ~0.6 pF/cm?, not
depending on the SAM backfiller. Even the capacitances of mixed SAMs,
containing 6M1H and 9MIN below 4 pF/cm?, have decreased after vesicle
fusion, suggesting the lipid bilayer formation (Figure 13). The whole Cole-
Cole plot exhibited a typical “two semicircle” shape, which is a characteristic
of disrupted integrity of tBLM. From the mathematical analysis by Valincius
et al., such a well-expressed secondary semicircle in Cole-Cole EIS plots
signal a higher number of natural defects occurring in the initial membrane
[218].

In parallel, the Bode plots exhibited a minimum of the admittance phase
spectra and a step-like feature of the admittance modulus spectra, which
appeared at the same frequency point f,,,;,,, below 1 Hz in the case of 3M1P.
Those two significant points moved towards higher frequencies as the
molecular length of the backfiller increased in sequence: 3M1P, 4M1B,
6M1H, and 9M1N (Figure 18 B lower panel). This El spectral feature
indicates an impaired isolation property of tBLM in the case of longer
backfillers.
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Figure 19. The density of initial tBLM defects using different short-chain compounds
in mixed SAM.

According to a mathematical model developed for similar systems on gold
[190]. The f,,;n Of admittance phase allows a direct estimation of the
membrane defect density Ny, . Calculations showed that the initial membrane

defect in mixed SAM using 3M1P is ~ 0.1 um (Figure 19). The density of
defects increases consistently with the increasing length of short-chain
molecules and, in the case of 9M1N, reaches ~ 13 um? Ny, values.

We believe that the increase in defect could be due to one of two main
reasons: 1)the elongating diluent molecule may lead to the formation of WC14
clusters on the surface, resulting in partial lipid coating of the surface area;
However, the latter reason is unlikely because as the surface diluent molecules
lengthen, the likelihood that WC14 molecules will migrate freely to the silver
surface and form clusters decreases. In addition, our spectroscopic analysis of
SERS and RAIRS did not show the formation of WC14 clusters. 2) the more
hydrophobic molecule of the longer diluent results in a lower amount of WC14
on the surface, resulting in a smooth but highly defective lipid bilayer. This is
the effect shown by our contact angle analysis (Figure 16).

The model used to estimate the defect density is based on the assumption
that the defects in the membrane are evenly heterogeneous, so it is crucial to
assess whether the defects in the formed tBLMs are not clustered (there are
lipid bilayer uncoated areas on the surface).

Possible clusters of initial tBLM defects were analysed using
computational and modelling work performed by colleagues
(Prof. dr. Gintaras Valin¢ius and doctoral student Filipas Ambrulevi¢ius)
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based on experimental data, which allowed to identify of a new parameter
(zeta) defining defect clustering on the tBLM surface [218]:

— lOglofmin
logof; —logyofy

Where f 1 and f 2 are the frequency values corresponding to the
conduction phase arg modes 0.5 argY + 45 °.

Three zones were formed, in which, after deferring the £ values of the
experimental spectra, we can assess whether the defects in the membrane are
evenly heterogeneously distributed or clustered (Figure 20). Using 3M1P and
4M1B mixed SAMs, tBLMs with defect densities are too low to assess the
nature of their distribution. In the case of 6M1H gy = 2.5 (black
diamond), it falls into the zone of weak clustering and small defect size. In the
case of IM1N g1y = 6.3 (black square), a random defect distribution zone
is observed in the middle. This point position allows us to estimate that the
surface is dominated by medium-sized (r4.r <10 nm) defects.
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Figure 20. Graph for identification of clustering of primary membrane defects. Zeta
(€) parameter calculated from characteristic points of the simulated EIS spectra. The
defect radius varies from 7, at the top of the 0.5 nm colour zone to 25.5 nm at the
bottom. Different black symbols shows different backfiller. The { parameter was
calculated from the experimental EIS spectra by forming tBLM on SAMs with
varying backfillers on the surface.
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Such T values and positions indicate that we have heterogeneously
distributed defects even in the case of high-defect tBLM (on 9M 1N mixed
SAM). This distribution and the estimated average defect size suggest that the
second of the two scenarios for the formation of SAM mentioned above, with
the elongation of the carbon chain of the surface diluent molecule, is more
likely. When testing different short-chain compounds (3M1P, 4M1B, 6M1H,
and 9M1N) in mixed SAM, we have different surface concentrations of
WC14 molecules. However, the molar ratios of the components were the same
for all diluents. The obtained data correlate with the results of contact angle
measurements ( Figure 16), which also indicate that the surface concentration
of 9M1N was higher compared to the concentration of 3M1P, so in the first
case, WC14 anchors are likely on the surface, leading to higher defects in the
initial lipid bilayers.

5.2. Application of tBLM to the analysis of biological systems

To evaluate the biological relevance of silver-supported tBLMs, we carried
out experiments of membrane-inserting proteins.

Firstly, the DOPC-Cholesterol 50:50 mol% tBLMs were exposed to a 2
nM solution of vaginolysin (VLY). VLY is a cholesterol-dependent cytolysin
(CDC) produced by the gram-negative bacteria Gardnerella vaginalis, and it
is considered as the main virulence factor of this microorganism and secreted
as monomer VLY binds to the cell plasma membrane and oligomerises into
ring-shaped pores that penetrate the lipid bilayer leading to cytolysis and cell
death [185]. EIS previously demonstrated reconstitution of VLY into
cholesterol-containing tBLMs on gold was [101,219,220].

The effect of the VLY on the EIS of the silver-supported tBLMs is shown
in Figure 21. The Cole-Cole plots (Figure 21 A) exhibit changes typical of the
formation of pores in tBLMs. In particular, the minimum point at around
0.7 uF/cm? shifts “north-west” direction after incubation with VLY, leading
to the development of a significant (low frequency) semi-circular feature
along with the C,, range.
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In Bode representation, the step-like feature on the admittance magnitude
plots (Figure 21 B upper panel) shifts upwards upon exposure of tBLMs to
VLY. The transformation of the Bode magnitude plot is followed by the phase
minimum  f,,,;, shift to the higher frequency domain, as predicted by
theoretical analysis of the EIS [221]. Assuming a random distribution, one
may evaluate both the medium size and the global defect density of VLY pores
in tBLM, as shown in [220]. This was done using the positions of arg Y, at
fmin PoOINt in the Bode phase plot. After 30 min exposure of tBLMs to VLY
solution, the position of f,,;,, shifted from 0.16 Hz with the initial value of
argYmin = 46.11 deg on the Bode plot to 44.48 deg® with f,,,;,, =31.7 Hz. A
significant increase (= 50 US) in tBLM admittance value at f,,;,, compared to
stability analysis (Figure 17 D) also demonstrates toxin-induced tBLM
integrity changes. Defect density (Ng.r) of pristine tBLMs was calculated
using the equation from earlier work [112] and determined to be =~ 0.06 pm.
The Ng.r value after VLY exposure was found using the nomogram in ref
[220] (Fig. 12 of the reference). It significantly increased and reached 1.8
um~2 The mean size of VLY defects was r4.¢ ~ 17 nm, which suggests the
presence of incomplete protein pores of VLY in the bilayer, which is
confirmed by the direct visualisation of tBLMs on silver support by the atomic
force microscopy, vide infra. In conclusion, the EIS data in Figure 21 strongly
supports the hypothesis that the silver supported tBLMs parallel well
properties of those formed on gold films [219,222] and exhibit biological
relevance in experiments with the pore-forming proteins.

While EIS demonstrated the physical membrane penetration, the geometry
and distribution of defects arranged in the lipid bilayer are still unclear. We
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attempted to directly visualise VLY entities that disrupt the dielectric barrier
in tBLMs (Figure 22). The same samples used in EIS measurements were
transferred from the electrochemical sample holder to AFM experimental set-
up, allowing direct imaging of tBLMs in an aqueous environment.

0 2'0 4'0 6'0 B'O 1;)0 1;0 1;0 160
Length, nm

Figure 22. AFM images and profiles of Vaginolysin pores. (A) 2D 2 pm x 2 um and

(B) 3D views, 200 nm x 200 nm, (C) Profiles of observed structures.

A representative AFM image in Figure 22 A shows that the VLY entities
are mainly organised in the full ring and half-ring shapes. Figure 22 B displays
enlarged images of these species, while Figure 22 C shows the cross-sectional
profile of the upper pore shown in Figure 22 B. The outer diameter of the
protein complex is about 58 nm, and the inner diameter is ~ 22 nm. This goes
in line with observed dimensions of reconstituted VLY rings in tBLMs fused
on the gold substrate [222].

In Figure 22 A, we calculated 11 VLY entities identified as protein
complexes, distributed in 4 pm?. That gives the defect density value Ny, of
2.75 pm which is slightly higher when compared to the N, defined by EIS
(1.8 um). The discrepancy does not look drastic given vastly different
surface areas interrogated by EIS (millimetres, 16 mm?) and AFM
(micrometres, 4 um?) techniques. At the same time, one may not exclude the
possibility that not all entities visualised by the AFM, specifically the
incomplete rings and linear species, provide significant conductivity to be
detected by the EIS methodology.

After evaluating the liposomes of tBLM models formed on 3M1P:WC14
(80:20 %) mixed SAM by pouring DOPC:Chol (50:50 %), we aimed to
analyse the influence of other backfillers on tBLM functionality. In these
experiments (same with analysis in Figure 1832 pav), we reduced the
cholesterol content in the liposomes to 40 %. The formed tBLMs were closer
to the composition of the natural membranes. Still, the amount remained
sufficient for CDC incorporation.
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Figure 23. (A) EIS spectral transformations of tBLMs upon exposure to VLY on time
(initial, 3 min, 6 min, 9 min, 30 min). Admittance modulus (upper panel) and phase
(lower panel) (Bode) plots. (B) admittance values at phase minimum (f,:,) point as
a function of time. 2nM VLY Kkinetics on tBLM were formed on mixed WC14:3M1P
SAM and completed with DOPC:Chol (in molar ratio 60:40) phospholipid mixture.

Figure 23 displays EIS Bode plots of the tBLMs after interaction with 2
nM of VLY depending on incubation time. The step-like feature in the
admittance modulus curve dropped down after interaction with VLY,
signalling an increase in the conductance of tBLMs (Figure 23 (upper panel)).
During the 30 min incubation, the value of admittance modulus in the fi,in
point increased nearly two-fold. Additionally, on an admittance phase vs
frequency plot, minima developed, which shifted towards a high-frequency
edge as the incubation time of VLY increased (Figure 23 (lower panel)). The
continuous phase shift in EIS spectra attests to the increasing damage of
tBLMs by the pore-forming toxin with time, as observed in tBLMs assembled
on gold supports [101].
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Figure 24.tBLM models on mixed (80:20 %) SAM with 4M1B, 6M1H, 9M1N.

Despite the inferior initial electrical properties of tBLMs on SAMs
composed using longer backfillers (4M1B, 6M1H, and 9M1N), the impact of
VLY was still clearly visible in spectral changes (Figure 24). Such data
suggest that despite significantly higher defectiveness of tBLM, the sensitivity
to pore-forming proteins can still be observed for tBLMs assembled using
longer chain backfillers.
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Figure 25. Comparison of initial membrane Nger values with Nger Values after exposure
of membranes to 2 nM bacterial toxin VLY using different short-chain compounds in
mixed SAM.

In Figure 25, we compared the Nger values of the initial membranes with
the Ny, values of the membranes exposed to 2 nM bacterial toxin VLY.

The data obtained show that the extent of tBLM damage induced by VLY
using shorter surface diluents 3M1P and 4M1B is similar. In these two cases,
the Ny, values of the initial membranes were 25-29-fold lower than the N, ¢
values after tBLM interaction with VLY. As the surface diluent molecules
elongated, the change was more minor — 19-fold for 6M1H and 8-fold for
systems with 9M1N. First of all, such results confirm that despite the high
number of initial defects in natural membranes, VLY -induced defects are also
detected in all cases analysed. The minor change in defect amount with longer
9M1N molecules is likely explained by the resulting physical constraints on
the forming new defects in significantly lower quality membranes than other
surface diluents. Such data suggest that using 3M1P and 4M1B in mixed
SAMs results in larger-scale tBLM damage, indicating a higher system
sensitivity than tBLMs formed on 6M1H and 9M1N-containing SAMS.

As in the case of natural defects, the nature of the distribution of VLY -
induced defects can also be assessed using the g parameter and the clustering
identification graph generated by mathematical modelling (Figure 26).
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Figure 26. Schedule for identification of possible defect clustering. Zeta ({) parameter
calculated from characteristic points in the EIS spectra. The defect radius varies from
r def 0.5 nm at the top of each coloured zone to 25.5 nm at the bottom. Different black
symbols indicate the { parameter calculated from the experimental EIS spectra for
each surface diluent.

By subtracting the values of the experimental spectra £, we can assess
whether the defects caused by VLY are evenly heterogeneously distributed in
the membrane or clustered (Figure 26). In the case of 3M1P (51p = 1.6, at
log fimin= 1.2 (black circle) and falls within the range of random distribution
and small to medium defect size. In the case of 4M1B (4,5 = 1.8, at log
fmin = 1.7 (black triangle), it falls within the boundaries of weak and strong
clustering zones. In this case, a weak clustering of large defects or a strong
clustering of smaller defects can be assumed. Upon exposure of VLY to
6M1H-containing SAM-formed membranes, we observed a higher tBLM
defect, and (g1 = 2.7at log finin= 2.5 (black diamond), as well as 4M1B,
it falls within the boundaries of weak and strong clustering zones. In the case
of OMIN Copqn = 3.2, at log finin= 3.2 (black square), the parameter’s
position remains at the top of the pink (strong clustering of minor defects)
zone. VLY reconstitution studies use a fixed concentration of toxin and an
identical composition of tBLM for each different short-chain SAM molecule,
so, naturally, the size of VLY defects does not change significantly. The
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heterogeneous distribution of VLY defects correlates with AFM-derived
images. An increase in the scale of clustering is observed when 3M1P is
changed to 4M1B. Clustering remains similar for longer (6M1H, 9M1N )
diluents. Higher defect clustering may be due to the decreased submembrane
reservoir in the case of longer diluents and increasing primary membrane
defect. The lesions in the initial tBLMs potentially reduced the area of
membranes suitable for VLY insertion, causing the protein-forming pores to
converge closer to each other (increased pore density per tBLM area unit) and
possibly cluster. VLY tends to cluster in other, similar tBLM systems
[190,218].

More even distribution of VLY -induced defects is observed in the tBLM
system with 3M1P, which suggests a better reproducibility of the results,
which would be a significant advantage in analytical biosensor systems
compared to other surface diluents studied. Nevertheless, the experimental
data obtained confirm that all the short-chain compounds studied can be
applied to construct biologically functional tBLM models suitable for
detecting and analysing membrane-interacting proteins. Although higher
initial membrane defects were observed with longer surface diluents, which
may have led to higher VLY cluster formation, the data suggest that a more
accurate selection of the percentages of initial mixed SAM solutions could
increase the amount of WC14 anchor on the surface. This would theoretically
allow the formation of better quality starting membranes, with all the surface
diluents studied, suitable for biochemical-analytical applications.
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CONCLUSIONS

The prepared and characterised SERS substrates are suitable for
studying biomolecules adsorbed on silver.

It has been found that the use of longer backfillers for the formation
of mixed self-assembled monolayers (SAMs) results in an increasing
orderliness of the monolayers and a more vertical orientation of the
WC14 anchor concerning the surface.

The surface contact angle method shows that by maintaining a
constant concentration of SAM-forming organic compounds in
solutions, the ratio of WC14 to surface diluents on the silver surface
is determined by the length of diluent molecules: as the backfiller
length increases, the molecular affinity for the silver surface increases
and the amount of WC14 anchor on the surface decreases.

The EIS method has shown that all selected mixed SAMs are suitable
for forming lipid bilayers (tBLMSs), but as the length of the surface
diluent molecules increases, the defectiveness of the initial tBLMs
increases.

The functionality of the formed tBLMs was demonstrated by EIS by
determining the incorporation of the pore-forming toxin VLY into the
membrane. tBLM has been shown to retain functionality regardless of
the molecular length of the SAM surface diluent.

Analysis of EIS data using mathematical models showed that shorter-
chain backfillers 3M1P and 4M1B are most suitable for the formation
of tBLM on silver because they ensure system stability and even
distribution of VLY defects in the membrane.
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Imunologijos ir lastelés biologijos skyriui uz Vaginolizing.
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pasitikéjima, optimizma, motyvacija, pagarba ir konstruktyvia kritika.
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