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Resumo

Sensores baseados na ressonancia de plasmons de superficie (SPR) foram construidos, ex-
plorando diferentes materiais para compor o arranjo multicamadas do tipo substrato/me-
tal/amostra. A definigdo do arranjo multicamadas de um sensor SPR é fundamental pois
determina as condigoes para a construcao do sensor, definindo os blocos funcionais que
o compoem além de ser responsavel pela transducao da interacao molecular. O arranjo
multicamadas determina o angulo de incidéncia e o comprimento de onda da luz utilizada
para excita¢ao dos plasmons na interface entre o metal e substancia em anélise (amostra).
Averiguou-se a qualidade da excitacao dos plasmons de superficie em filmes finos metalicos,
variando os materiais dos pares substrato/metal do arranjo multicamadas com estrutra de
Kretschmann. A caracterizacao da resposta do sensor foi realizada usando o prisma 6p-
tico PPBIO, por sua estrutura trapezoidal que facilita a instrumentacao ao evitar o uso de
partes moveis e/ou rotacionais. Prismas com os polimeros PC, PMMA, TOPAS e com o
vidro BK7 foram manufaturados. Os metais ouro (Au), prata (Ag), cobre (Cu) e aluminio
(Al) foram depositados nas superficies de cada um dos prismas. Aspectos sobre a confec-
cao dos prismas, deposicao da camada metalica, montagem dos componentes e do software
para processamento da resposta do sensor foram apresentados. Experimentos com ligacoes
reversiveis e irreversiveis no modo de interrogacao angular e no modo de interrogacao de
comprimento de onda foram realizados. Os resultados mostram que o arranjo composto do
par PC/Al nao exibe boa resposta. Os arranjos com Ag e Cu formam facilmente camadas
de oxidacao. A adsorcao de proteina é mais acentuada em filmes de Au, moderada em filmes
de Ag e fraca/inexistente em filmes de Cu e Al. Os resultados obtidos atestam a viabilidade
da excitacao dos plasmons de superficie em sensores SPR. a base do PPBIO, com limite de

detec¢ao de indice de refracao na ordem de 1x107% RIU.
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Abstract

A sensor based on surface plasmon resonance (SPR) was developed, exploring different
materials to built the substrate/metal /sample multilayer arrangement type. The multilayer
arrangement definition of a SPR sensor is crucial because it determines the conditions
for sensor construction by setting its functional blocks, besides being responsible for the
molecular interaction transduction to be detected, and defines the incidence angle and
wavelength of the light used for plasmons excitation at the metal and analyte interface.
The quality of surface plasmons exitation in thin metal films was investigated by changing
the materials of substrate/metal pairs of the multilayer arrangement with Kretschmann
structure. The sensor response characterization was performed using the optical prism
PPBIO due it’s trapezoid structure that facilitates instrumentation, avoiding mobile and /or
rotational parts. Prisms with PC, PMMA and TOPAS polymers and glass BK7 were
manufactured. The metals gold (Au), silver (Ag), copper (Cu) and aluminum (Al) were
deposited on the top surfaces of the prisms. The prisms manufacture aspects, the metal
layer deposition, the assembly of components in the experimental set-up and details about
the software which processes the sensor response are presented. Experiments with reversible
and irreversible linkage in both angular and wavelength interrogation mode were performed.
The results show that the arrangement composed of PC/Al pair does not possess good
response. Arrangements with Ag and Cu easily form oxide layers. Protein adsorption is
more pronounced in Au films, moderate in Ag films and weak/absent in Cu and Al film.
Moreover the results attest the feasibility of the surface plasmons excitation in PPBIO based

SPR sensors, with 1x107% RIU on the order of refractive index limit of detection.
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e PC. Graficos para diferentes comprimentos de onda, indicados na fi-
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de ouro com 50 nm em contato com a agua deionizada e desgaseificada.
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1,33 < ny < 1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC. Angulo
de incidéncia fixado em 68° para faixa de comprimentos de onda de
400 nm < X\ < 1400 nm. O filme de ouro com espessura de 50 nm. . . .
Parametros extraidos das curvas SPR no modo WIM para filmes de Au.
a) Sensibilidade, b) Comprimento de onda de ressonancia e c) largura
da curva associada ao valor FWHM. . . . . .. ... ... ... .. ...
Curvas SPR no modo AIM para diferentes analitos no intervalo de
1,33 < n3 < 1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com
filmes de ouro de 50 nm de espessura. Curvas com os comprimentos de
onda fixos nos valores encontrados na simulacao WIM. . . . . . . .. ..
Parametros extraidos das curvas SPR no modo AIM para filmes de Au.
a) Sensibilidade, b) Angulo de ressonancia e ¢) largura da curva associ-
ada ao valor FWHM. . . . .. ... ... . .o
Refletividade-WIM (graficos superiores) e AIM (graficos inferiores) para
diferentes espessuras do filme de ouro. Curvas SPR para multicamada
composta por BK7/Au/analito, com as espessuras para os filmes meta-
licos de 10, 30, 50, 70 e 90 nm. . . . . . . . . . . . ...
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de espessura, depositado nos substratos BK7, TOPAS, PMMA e PC nos
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no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,0O, depois Etanol
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Figura 5.8:

Figura 5.9:

Figura 5.10:

Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de prata depositado no substrato PMMA.
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento
de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma ¢é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentragao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,QO; por fim solucao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com FEtanol e retorno para H,O.. . . . . . .
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag)
(azul inferior) para filme de prata depositado no substrato PC. Al-
goritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de
onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentracao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H>O; por fim solu¢ao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com Etanol e retorno para H,O. . . . . ..
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g
(verde superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag)
(azul inferior) para filme de ouro depositado no substratos BK7. Al-
goritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de
onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento realizado
primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no
modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Hypo., re-
torno para H,O; em seguida PBS e retorno para H,O; por fim solucao

de BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com Hypo e retorno
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Figura 5.11:

Figura 5.12:

Figura 5.13:

Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de ouro depositado no substrato TOPAS. Al-
goritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de
onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento realizado
primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no
modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Hypo., re-
torno para H,O; em seguida PBS e retorno para H>O; por fim solucao
de BSA, remocao de excesso com H,0O, limpeza com Hypo e retorno
para HoO. . . . . . . e
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de ouro depositado no substrato PMMA.. Al-
goritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de
onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento realizado
primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no
modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Hypo., re-
torno para H,O; em seguida PBS e retorno para H,O; por fim solucao
de BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com Hypo e retorno
para HoO. . . . . . . o
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g
(verde superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag)
(azul inferior) para filme de ouro depositado no substrato PC. Algorit-
mos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de onda,
angulo e substancias indicados na figura. Experimento realizado pri-
meiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma ¢é utilizado no modo
ATM. Ciclo experimental iniciando com H>O, depois Hypo., retorno para
H50; em seguida PBS e retorno para H,O; por fim solucdo de BSA,

remocao de excesso com H,O, limpeza com Hypo e retorno para HsO. .
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Figura 5.14:

Figura 5.15:

Figura 5.16:

Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de cobre depositado no substratos BK7. Al-
goritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de
onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma ¢é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentragao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,QO; por fim solucao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com FEtanol e retorno para H,O.. . . . . . .
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de cobre depositado no substrato TOPAS.
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento
de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentracao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H>QO; por fim solucao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com Etanol e retorno para H.O.. . . . . . .
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de cobre depositado no substrato PMMA.
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento
de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentracao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de

excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para H,O. . . . . ..
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Figura 5.17:

Figura 5.18:

Figura 5.19:

Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de cobre depositado no substrato PC. Al-
goritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento de
onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma ¢é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentragao, retorno para HyO, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com FEtanol e retorno para H,O.. . . . . . .
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de aluminio depositado no substrato BK7.
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento
de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentracao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com Etanol e retorno para H.O.. . . . . . .
Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de aluminio depositado no substrato TOPAS.
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento
de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,0O, depois Etanol
de alta-concentracao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de

excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para H,O.. . . . . . .
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Figura 6.1:
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Figura 6.3:

Figura A.1:

Figura A.2:

Figura A.3:

Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g
(verde superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Anz(Ag)
(azul inferior) para filme de aluminio depositado no substrato PMMA..
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento
de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento reali-
zado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado
no modo AIM. Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol
de alta-concentragao, retorno para H,O, em seguida Etanol de baixa-
concentracao e retorno para H,QO; por fim solu¢ao de BSA, remocao de
excesso com HyO, limpeza com FEtanol e retorno para H,O.. . . . . . .
Sensorgrama no modo WIM (azul) para Ag (azul superior) e Ang(Ag)
(azul inferior) para filme de aluminio depositado no substrato PC.
Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada, comprimento

de onda, angulo e substancias indicados na figura. . . . . . ... .. ..

Classificagao dos trés modos de excitagao (LSPR, SPR e LSPP) dos
plasmons de superficie em funcao do valor de Sy e do comprimento de
propagacao dos SP. . . . . ... L
Geometria alternativa para PPBIO. . . . . . ... ... ... ......
[lustracao que exemplifica a alteracao no padrao de deposicao da camada

metalica na superficie do PPBIO. . . . .. .. ... ... ... .....

Estrutura de uma méquina de moldagem por injecao. Os valores re-
presentados na imagem para o TOPAS 5013 sao: Tr = 100°C, T} =
230 — 260°C, Ty = 240 — 260°C, T5 = 250 — 280°C, Ty = 260 — 290°C e
Tn =Ty =240—-300°C. . . . . .. .. .
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Capitulo 1

Introducao

Sensores Opticos baseados na ressonancia de plasmons de superficie (SPR, - Surface Plas-
mon Resonance) - fendomeno 6ptico resultante da interacao entre luz e elétrons - exploram
as caracteristicas de arranjos multicamadas de diferentes materiais para detectar interacoes
moleculares, a exemplo da reagdo antigeno-anticorpo. No projeto de um sensor SPR, é fun-
damental a especificacao da estrutura e configuracao da multicamada pois esta é responsavel
pela transducao da interagao a ser detectada.

A especificagao da multicamada determina as condi¢oes para a construcao do sensor,
definindo os blocos funcionais que compoem um sensor SPR tais como elementos 6pticos,
eletronicos, mecanicos e fluidicos.

O arranjo multicamadas é usualmente construido a partir de finas camadas de materiais
em escala nanométrica (filmes finos), formando uma interface metal/dielétrico. O filme
metalico é depositado sobre um material opticamente transmissivo e o dielétrico pode ser
solugdo gasosa, aquosa ou filme fino (substancia ou amostra) nos qual a interagao molecular
a ser detectada ocorre. A estrutura do arranjo pode ser de uma tinica camada metalica ou
com multiplas interfaces metal/dielétrico, em superficies com geometria periodica (grades
de difracao), em fibras-6pticas ou mesmo em nano-particulas.

A escolha dos materiais que irao compor a multicamada é fundamental para obtencao
de uma boa resposta SPR. O tipo de metal e do material opticamente transmissivo utili-
zados definirao as condigoes de ressonancia para uma determinada substancia, e por isso,

a caracterizagao da resposta do sensor SPR com os materiais escolhidos deve ser realizada
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para averiguar previamente a qualidade do sensor a ser desenvolvido e em que condi¢oes
este deve operar. Além disso, especificagoes técnicas relacionadas ao espectro de excitacgao,
tipo de fonte de luz, tipo de detector 6ptico, dimensoes, angulos e geometria do caminho
6ptico também determinam a viabilidade ou nao do uso de determinados materiais para
compor a multicamada. Os modos de operagao de um sensor SPR, a saber: modo angular e
modo espectral, constituem outro fator impactante no desenvolvimento, processamento de
dados e ajustes operacionais de um sensor SPR.

Nas literaturas especializadas cujo o tema central é o estudo do arranjo multicamadas
de sensores SPR, encontram-se discussoes sobre diferentes estruturas [1-3] ou diferentes
configuragoes de uma mesma estrutura [4, 5|, mas para um mesmo arranjo de materiais.
Quando ha discussoes sobre diferentes arranjos de materiais de uma mesma estrutura e/ou
configuragdo da multicamada, tais estudos tratam-se apenas aos metais ouro e prata [6],
sem apresentar aspectos relacionados aos diferentes modos de operacao. Mesmo que ou-
tros metais sejam discutidos |7, 8], um estudo sistematico nao é apresentado. Em alguns
estudos os resultados sao obtido em configuracao complexa, exigindo maior dificuldade de
instrumentacdo e construgao do sensor |6, §].

Nesse sentido, um estudo sisteméatico sobre os arranjos multicamadas de sensores SPR
em uma configuracao de implementacao relativamente simples, para contribuir com o de-
sign, construcao e otimizacao deste tipo de sensor é importante. O estudo deve apresentar
as limitacoes, sensibilidades, condicoes de operacao e comparacoes entre os arranjos de di-
ferentes materiais, englobando aspectos sobre os diferentes modos de operacao, limites de
deteccao e qualidade da resposta para uma variedade de materiais.

No tocante aos plasmons, estes constituem as oscilagoes dos elétrons de valéncia de
um metal. A plasmoénica estuda a interacao luz-matéria entre campos eletromagnéticos e
elétrons livres de um metal. Os sensores SPR baseiam-se na interacao plasménica, que
pode levar a um acoplamento 6ptico entre o vetor de onda de uma fonte de luz e o vetor de
onda dos plasmons de superficie (SPW - Surface Plasmon Wave). Nesse sentido, a estrutura
multicamadas de um sensor SPR necessita de um material metélico para a existéncia dos
plasmons.

O meio opticamente transmissivo do arranjo multicamadas, denominado de substrato

Optico, é o caminho 6ptico percorrido pela onda eletromagnética incidente (a luz) e no qual
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o material metalico ¢ depositado. Assim, os diferentes arranjos de materiais para o par
substrato/metal define o angulo de incidéncia e o comprimento de onda para o acoplamento
da luz incidente com os plasmons.

As oscilagoes dos elétrons de valéncia de um metal, os plasmons, possuem frequéncia
e vetor de onda bem definidos. Para filmes metélicos finos essas oscilagoes sao ondas que
viajam ao longo da superficie metalica (as SPW), fato pelo qual sdo denominados de plas-
mons de superficie (SP - Surface Plasmons). Na existéncia dos plasmons de superficie, uma
situagdo de ressonancia (excitagdo dos SP) pode acontecer quando a superficie metélica é
iluminada com uma onda eletromagnética sob polarizacao e angulo de incidéncia bem de-
feinidos. Essa excitacao eletromagnética, também conhecida como polariton dos plasmons
de superficie (SPP - Surface Plasmons Polariton), propaga-se paralelamente & interface
metal /substancia e constituem ondas evanescentes na dire¢io perpendicular a fronteira do
metal e da substancia em analise (amostra), sendo muito sensivel a qualquer altera¢io nessa
interface tal como a adsorcao de moléculas na superficie do metal. Os sensores SPR sao
capazes de medir o indice de refracao e a espessura do analito contido na amostra.

Assim, uma forma possivel de observar a SPP é através do monitoramento da absorc¢ao
da onda luminosa com comprimento de onda fixo para diferentes angulos de incidéncia.
Desse modo, ajustando o angulo de incidéncia é possivel sintonizar o acoplamento entre a
componente paralela & superficie do vetor de onda da luz incidente (kyx) e o vetor de onda
dos plasmons de superficie (ksp). Nao obstante, uma vez determiniado o angulo da SPP é
possivel obter o espectro da SPP fazendo variar o comprimento de onda da luz incidente, e
consequentemente, o acoplamento 6ptico. As duas formas descritas de observar a excitagao
dos SPs, descrevem os modos angular ou AIM (Angular Interrogation Mode) e espectral ou
WIM (Wavelength Interrogation Mode) nos quais um sensor SPR, pode operar.

A excitagao Optica dos SPs exige a correta escolha da polarizacdo da luz, da cor da
luz (comprimento de onda), do tipo de metal, da espessura do metal, da estrutura que da
suporte aos plasmons, do dngulo e da geometria utilizada. Alguns fatores sao relevantes
para indicar o comportamento da excitacao dos SPs como: a energia da onda evanescente
gerada na SPP, a qual depende principalmente das espessuras e propriedades 6ptica dos
materiais; a profundidade de penetracao, relacionada a componente perpendicular de kgp,

que limita a variacao de indice de refracao detectavel pela resposta SPR; e o comprimento de
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propagacao, relacionada a parte imaginaria de kgp, que representa as atenuagoes sofridas
pela SPP devido a absorcao do metal e perdas por radiagdo [9], tornando-se a primeira
condicao limitante para construcao de sensores com miiltiplas areas sensiveis.

A estrutura da multicamada que define o acoplamento entre os SPs e a luz incidente pode
ser uma tnica camada metdalica (denominada SPR tradicional), estruturas com multiplas in-
terfaces metdlicas ou mesmo nano-particulas (chamada de SPR localizada). Historicamente,
a SPR tradicional ¢ a estrutura mais utilizada e existem duas configuracoes principais para
o desenvolvimento de sensores SPR - a partir da reflexdo interna total atenuada (ATR -
Attenuated Total Reflection) através de prismas-acoplados [4] ou através de fibras-opticas
[3] e a partir da difragdo em grades de difracao [4]. Em particular, a configuragao ATR em
prismas proposta por Kretschmann apresentou resultado eficaz passando a ser a abordagem
mais utilizada em sensores SPR [10]. Em sintese, a configuracao de Kretschmann compre-
ende um filme fino de metal posicionado entre dois meios dielétricos, iguais ou diferentes,
colocados sobre um material opticamente transmissivo, o prisma.

A Figura 1.1 ilustra a estrutura multicamada da configuragao de Kretschmann, indi-
cando os principais elementos que a compoem e os materiais que dao suporte aos plasmons,
formando um sistema multicamadas (substrato 6ptico-prisma,/ metal/ substancia ou amos-
tra).

As aplicacoes plasmonicas de sensores SPR sao usadas como tecnologia para detec-
¢ao/medicao de eventos quimicos e biologicos devido a ressonancia de plasmons de super-
ficie permitir o calculo das cinéticas de intera¢oes biomoleculares 11| em tempo real com
um alto grau de sensibilidade [12|. Interagbes plasménicas ensejam métodos nao destru-
tivos de andlise de substancias, produzindo informagoes espaciais e temporais detalhadas,
dessa forma, possibilita o desenvolvimento de transdutores o6pticos portateis, baratos e ra-
pidos se comparada a outras tecnologias [13, 14|. Aplicacoes para identificacao de iteragoes
antigeno-anticorpo [15], proteémica [16], aplicacoes forenses e triagem de drogas [17], rea-
¢Oes enziméticas [18| e na busca por novos marcadores [19], sio exemplos em que sensores
SPR sao empregados. A possibilidade de desenvolver biossensores SPR, que consistem de
um sensor SPR no qual uma camada de biorreconhecimento é incorporada para interagao
com o analito de interesse presente na amostra, ampliam ainda mais a atuagao da tecnologia

SPR. Além disso, a SPR permite uma medicao direta por evitar o uso de indicadores de
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Figura 1.1: Esquema indicando os elementos necessarios para um sensor SPR com configu-
racao ATR-Kretschmann. No exemplo, emprega-se um prisma semi-cilindrico sobre o qual
um substrato éptico fino com uma fina camada de metal depositada é acoplado com o uso
de um gel. A luz incidente, ap6s interagir com os varios materiais, é capturada por um com-
ponente fotossensivel (sensor de imagem). Estao indicados na figura o campo evanescente
(Eey.) € os vetores de onda da luz incidente (kpx) e dos SPs (ksp).

cor, fluorescéncia ou molécula radio-ativa como marcador para obtencao da resposta, que

podem interferir no evento sob analise.

1.1 Objetivos e metodologia

O objetivo principal do trabalho é investigar os diferentes arranjos da estrutura multicama-
das do tipo substrato/metal /dielétrico na configuracao de Kretschmann para a construcao
de sensores SPR, operando com solugoes aquosas.

Com foco na configuracao ATR-prisma, um sensor SPR que pode ser operado nos modos
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AIM e WIM foi desenvolvido para coleta, processamento e andlise das respostas SPR. A
Analise de Fresnel (AF) é empregada para determinar o Ponto de Operagao (OP) de cada
arranjo substrato/metal utilizado. A AF fornece a resposta espectral da SPP, com a qual
foi possivel determinar a fonte de luz necessaria para excitacao dos plasmons de superficie.
Todavia, a determinacao das propriedades Opticas dos metais e substratos, as quais sao
dependentes do comprimento de onda, deve ser realizado para corretude da AF, e assim,
determinar quais arranjos e em que condi¢oes possuem boa resposta SPR.

A caracterizagdo da resposta SPR para cada combinac¢do substrato/metal presente na
estrutura multicamadas foi realizada de acordo com os seguintes parametros: faixa de angulo
de incidéncia, faixa de comprimento de onda, espessura do metal, substrato 6ptico, faixa de
resposta dindmica, sensibilidade, detectividade, pofundidade/contraste e largura da curva
SPR. Tais informacoes sao essenciais para a construcao de um sensor SPR e posterior uso
em aplicacoes baseadas na ressonancia de plasmons de superficie.

Devido a facilidades de instrumentacao e possibilidade de operar em ambos os modos,
o PPBIO (Prisma Polimérico para aplicagdo BIOlogicas) |20] foi utilizado. Novos prismas
foram manufaturados com os substratos escolhidos para caracterizacao da resposta SPR.
As principais tarefas que envolvem a confeccao do PPBIO sao a construcdo do molde, a
deposicao do metal e os processos de polimento e recozimento. Para os pontos de operacao
determinados pela AF, a excitacao dos SPs nos modos angular e espectral exigem ins-
trumentacoes diferentes, com hardwares especificos. Dessa forma, c6digos computacionais
diferentes (um para cada modo) tiveram que ser desenvolvidos para a correta comunicacao
com 0s sensores de imagem e os respectivos componentes de hardware utilizados.

Os sensores SPR. desenvolvidos foram testados em diferentes tipos de aplicacoes. Os
resultados experimentais dos parametros para caracterizacao sao apresentados. A sensibili-
dade instrumental é calculada para diferentes tipos de substancias em ensaios com ligacoes
reversiveis e irreversiveis. Os resultados dos diferentes experimentos foram comparados com
modelo utilizado na AF.

Os resultados experimentais e interpretacoes sao discutidos em termos de trabalhos
futuros e potenciais melhorias. A caracterizacao da resposta nos modos AIM e WIM também

é explorada para otimizacao do design do PPBIO.
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1.2 Estrutura do documento

O contetido desta tese esta subdividido em capitulos. Na introducgao foram apresentados a
contextualizacao e o objetivo do presente trabalho.

Capitulo 2 - Fundamentacgao teérica para sensores SPR.: Neste capitulo, apresenta-
se a base conceitual usada em todo o trabalho, trazendo uma abordagem sobre a excitagao
dos SP e indicando os mecanismos elementares. No que diz respeito a interacao luz-matéria,
sao apresentadas as formulacoes fisicas e matematicas para a luz atravessando uma interface
metal/dielétrico para uma camada metéalica homogénea.

Capitulo 3 - Caracterizagao do transdutor SPR.: Nesse capitulo sao descritos
os procedimentos utilizados para caracterizacao do transdutor SPR. Os diferentes arranjos
substrato/metal que irdo compor a estrutura multicamada do trasndutor SPR sao analisados
e as figuras de mérito empregadas sao apresentadas. Apods o estudo de cada arranjo, defini-
se o ponto de operagao para o par substrato/metal e os resultados sao sumarizados em
tabelas. Por fim, apresentam-se os impactos de um determinado arranjo na qualidade do
sensor de imagem utilizado no sistema e como a qualidade do processamento pode compensar
a resposta do sensor SPR.

Capitulo 4 - Construcao do transdutor SPR: Nesse capitulo, sao descritos os
detalhes relativos ao desenvolvimento do sensor SPR que utiliza a solugao baseada no prisma
6ptico polimérico PPBIO. As etapas para construcao de um instrumento de medicao baseado
na SPR sao apresentadas, enfatizando os impactos das decisoes tomadas em cada uma das
etapas para construcao do sensor.

Capitulo 5 - Resultados: Nesse capitulo, sao apresentados e discutidos os resultados
experimentais obtidos com o sensor desenvolvido. Os resultados sao apresentados paras as
diferentes estruturas multicamadas. Para cada combinagao substrato/metal sao apresenta-
dos as curvas SPR e os sensorgramas nos modos AIM e WIM.

Capitulo 6 - Conclusoes: Nesse capitulo, sao apresentados aspectos de natureza
conclusiva e relativos as etapas anteriormente referenciadas. Os resultados e interpretacoes

serao discutidos em termos de trabalhos futuros e potenciais melhorias.
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Fundamentacao Teérica para sensores

SPR

A excitacao 6ptica dos plasmons de superficie em filmes finos metélicos é um fendémeno fisico
cientificamente e tecnologicamente 1til para o design e confeccao de sensores dpticos para
uma variedade de aplicacoes bio-fisico-quimicas.

Da constatacao da existéncia dos plasmons de superficie, apresentados na Roma antiga
através do copo de Licurgo [21], até o surgimento dos imunosensores SPR [22] - biossensores
SPR em que um anticorpo ¢ usado como elemento de biorreconhecimento, muito trabalho
foi desenvolvido.

A primeira observacao dos SPs ocorreu em 1902 quando R.W. Wood percebeu linhas
escuras no espectro de difracao ao incidir uma luz policromética em grades de difracao me-
talica [23], fenomeno que posteriormente seria explicado por Ritchie em termos da SPR. [24].
Nos anos 60, Kretschmann e Raether [25] e Andreas Otto [26] demonstraram a existéncia
do efeito SPR pelo processo da atenuacao da reflexao interna total da luz (ATR), ao incidir
um feixe luminoso em um prisma acoplado a uma superficie metalica. Otto propds uma
configuragao na qual o filme metalico é separado do prisma por uma distancia da ordem do
comprimento de onda da luz incidente. Kretschmann utilizou uma configuracao em que o
metal é depositado diretamente sobre o prisma, tornando menos complexa a instrumenta-
cao do sensor e a troca da amostra sob anélise. Mais tarde, foram apresentados o uso da

ressonancia de plasmon de superficie em aplica¢des com os moldes de um biossensor |27, 28§].
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Atualmente, o desenvolvimento de novas configuracoes para deteccao da SPR, bem como
aplicacoes que empregam dispositivos SPR para medicao de caracteristicas fisicas, quimicas

e biologicas tém sido descritas.

2.1 Condigoes para excitacao dos plasmons de superficie

As propriedades Opticas dos metais sao descritas pela denominada funcao dielétrica com-
plexa (CDF), da forma €3(\) = €2,(\) + i€2;(N), a qual pode ser explicada pelo modelo do

gas de elétrons livres proposto por Paul Drude [29]:

AcA?

&(N) =1 - 2
A(Ae +JA)

(2.1)

em que )\, = 27c¢/w, representa o comprimento de onda dos plasmons (com w, representando
a frequéncia de oscilagao dos plasmons) e \. = 2wc/w, refere-se ao comprimento de onda de

colisao (w. representando a frequéncia de colisao), obtidos por [30]:

o[ .
A 42 meg '
1 Uf
- 2.3
Ae  2mcRypun (2:3)

em que () representa a concentracao dos elétrons livres, m e e representam a massa e a
carga do elétron, €, é a permissividade elétrica no vacuo, ¢ expressa a velocidade da luz,
Ry representa o caminho livre médio dos elétrons de conducao e vy é a velocidade dos
elétrons na energia de Fermi.

A quantizacao da oscilacao dos elétrons livres é denominada de plasmons. Quando estes
ocorrem ao longo da superficie de um metal sdo entao chamados de plasmons de superficie
(SP). Como mencionado anteriormente, os plasmons de superficie sdo sensiveis a radiagao
de entrada e a injecao de elétrons ou fotons é utilizada para a excitacao dos SPs. Para o caso
da injecao de feixes luminosos, método utilizado neste trabalho, um Sistema Multicamadas
(arranjo multimacadas) para a estrutura ATR-Kretschmann é ilustrado em detalhes na

Figura 2.1.
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Figura 2.1: Sistema multicamadas na configuracao de Kretschmann com 4 camadas em que
(1) é o substrato Optico-prisma, (2) metal, (3) e (4) representam o analito e a amostra que
o contém. A célula de fluxo conduz a amostra por sobre a superficie do metal. Espessuras,
vetores, permissividades dielétricas, angulos e plano de incidéncia indicados na figura.

Nessa estrutura, a excitacao dos SP se dar com a incidéncia de luz p-polarizada na
multicamada, sob a condi¢ao de reflexao interna total (RIT). A luz com polarizagao tipo
p possui campo elétrico paralelo e campo magnético perpendicular ao plano de incidéncia.
Na figura, o plano de incidéncia é o plano-XZ e a SPW se propaga na direcao paralela a
interface, definida como eixo x. A direcao perpendicular a interface é definida como o eixo
z. Para uma onda transverso-magnética (p-polarizada), a componente tangencial do campo
magnético H, H,, ¢ a unica existente, ou seja, H, = H, = 0. Para o campo elétrico E,
existem apenas as componentes normal F, e paralela E, a interface. Assim, pode-se escrever

os campos elétricos e magnéticos no meio metalico (z</0) e na amostra (z>0) como |31]:

2>0: Eg=(E,3,0,E,3)e kasvthaz—wt)

24
Hj = (0,H,3,0)¢! " theaz=et) .
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2<0: Eg = (E;3,0FE,;)ekarvthzaz—wt)
2= (En b (2.5)
H2 frnd (O’Hy270)61(km2$+k222—w t)

com ko referindo-se ao vetor da onda no meio 2 (metal) e kg ao vetor da onda no meio
3 (amostra), sendo k,, e k., para ¢ = 2,3 os valores posicionais nas dire¢oes x e z desses
vetores; 6 e 0; sao os angulos de incidéncia e transmissao respectivamente e w a frequéncia
da onda.

Aplicando a equacao de Maxwell V - E = 0 (Lei de Gauss), encontram-se as expressoes

para o campo elétrico nos meios 2 e 3 [31]:

Ky
Ez2 - _EIQ_ (26)

sz

Ky
E3=—-FE,;3—. (2.7)

sz
A relacao entre H, e I, pode ser obtida com a equacao de Maxwell V x E = —,u%—? (Lei

de Faraday), que para o caso de p = g obtém-se |31]:

Hyg = —WExgegeo/k‘Zg (28)
Hy = —wE 9660/ k2, (2.9)

em que [y e €y sao a permeabilidade e a permissividade no vacuo respectivamente. Por
fim, aplicando as condigoes de fronteira em z = 0, é possivel determinar a condicao de
ocorréncia dos plasmons de superficie. As condigoes de fronteira para a polarizagao tipo-p
ou TM, consistem na continuidade das componentes tangenciais do campo elétrico e da
continuidade do campo magnético, ou seja, Hyy, = Hys e Eyo = Ey3 levando a relagao de

existéncia dos SPs [32]

€9 €3
— == 2.10
b ks (2.10)
e também as relacoes abaixo:
by = —i(k2 — esk2)? ko = —i(k2 — eak2)Y/? (2.11)

com ky = w/c = 2n/A. Substituindo (2.10) em (2.11), é possivel obter as relagoes de
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dispersao (entre o vetor de onda e \) paralela e tangente a superficie de propagacao |33|:

€res 1/2
ke = ko (2.12)

€2 + €3

62» 1/2
k; :ko( J ) (2.13)

€9 + €3

em que (2.13) é orientada ao meio, com ¢; referindo-se a permissividade do metal (j = 2)
ou da amostra (j = 3).
Levando em consideragao a permissividade complexa do metal, chega-se apos alguns

rearranjos matematicos a expressao complexa para o vetor dos plasmons de superficie (kgp =

ksp — ikgp):

. 1/2

Kop ~ o (62 . 63) (2.14)
€9, €

Ky~ Ky p s (2.15)

3 2ey, (€2, + €3)

O acoplamento 6ptico que dé origem a SPP ocorre quando a componente horizontal da
luz p-polarizada incidente (k,,), expressa por k,, = ko /21sen(6), e o vetor dos plasmons
de superficie (ksp) oscilam na mesma frequéncia e amplitude. Em geral, k%, ¢ negligen-
ciado pelo fato de €y; apresentar magnitude numérica muito pequena (k%p ~ 0) na faixa
de comprimento de onda utilizado em aplicagoes SPR (tipicamente: 400< A <1000 nm).

Assim, a SPP pode ser aproximada por:

£9E3
k = Ko/ ;) . 2.16
0 e+ 23 oversen (6;) ( )
kpa
ksp

Vale salientar que a ressonancia é obtida variando as condicoes de acoplamento entre a

luz p-polarizada e os SP, proporcionando dois modos bésicos de operacao, a saber [34]:

e Modo de Interrogagao Espectral (Modo-WIM): o angulo de incidéncia do feixe de luz
que atinge o arranjo multicamadas é mantido constante. As condigoes de acoplamento
dependem do comprimento de onda e um espectréometro pode ser utilizado para medir

a refletividade em funcao do comprimento de onda;

e Modo de Interrogagao Angular (Modo-AIM): o comprimento de onda dos feixes de



Capitulo 2. Fundamentacao Teérica para sensores SPR, 13

luz que atinge o arranjo multicamadas ¢é fixo. As condi¢oes de acoplamento, neste
caso, dependem dos angulos dos feixes de luz e uma camera pode ser utilizada para

determinar a refletividade em funcao do angulo de incidéncia.

2.1.1 Dispersao dos plamons de superficie

A Figura 2.2 ilustra a interacdo entre os fotons e os SPs, em termos da conservagao de
energia e momento. A dispersdo dos plasmons de superficie E(kgp), lado esquerda da eq.
2.16, tem a regiao para ocorréncia da SPP limitada em 6.6 eV, para uma superficie de
Aluminio descrita pelo modelo de Drude. Acima desse limite, estd a regiao QB (quase-
bound), imaginaria e com sentido contrario, sendo denominada como o nivel de transicao
entre a SPP e a regido dos plasmons radiativos (RPP)[35].

Graficamente a intersecao entre a dispsersao dos fotons E'(k,, ), lado direito da eq. (2.16),
e a dispersao dos plasmons de superficie E(kgp) caracteriza o acoplamento dptico expresso
em (2.16). Idealmente, E(k,;) possui um perfil retilineo e no vacuo posiciona-se fora da
regido de dispersao dos plasmons (SPP). Todavia, ao incidir na interface através do substrato
optico, E(k,,) intercepta a regido SPP em um angulo e energia (comprimento de onda) bem

definidos.

: N © Modo Radiative (RPP) | .
......... ::.-‘......................................................................................................................................................
7L [N s&——Modo Quasi-bound (QB) i
---------------------------- = -::::T-:--;";;.:'M.:'.:'.:'M.El'".""r v v 3, r e
S B -
D
=~ no ~ SPP
% sl vacuo linterface MetaIJ’HEO) 1
@
= V\ -
t 4l acoplamento optico (8. %) O Disperséo dos fétons no vacuo |
—==Disperséo dos SPs - Metal
— Disperséo dos fotons no Substrato
3 no i
substrato
| 4 | | | | | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

kSp na direcéo x (A'1)

Figura 2.2: Dispersao dos SP (E(ksp)) em uma interface metal-H,O, com indicagido das
regioes SPP, QB e RPP. Dispersao dos fotons (E(k,,;)) com angulo de incidéncia de 75°, no
vacuo e em substrato de safira. A interse¢do das curvas (acoplamento Optico) representa a
situacao em que ocorre a ressonancia.
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2.2 Analise de Fresnel

A aproximacgao expressa em (2.14), e consequentemente por (2.16), pode ser aprimorada
para o caso de miltiplas camadas, e assim, conseguir uma aproximacao mais precisa da
interagao luz-matéria para as condigoes de acoplamento entre kgp e k,,. No sistema mul-
ticamadas apresentado na Figura 2.1, as interfaces substrato Optico/metal (1/2) e me-
tal/analito,amostra (2/3,4) dao suporte a SPP. Nessa estrutura, as duas interfaces acoplam-
se opticamente com a onda evanescente da SPP propagando-se pelo filme metalico impres-
sado entre os dois meios dielétricos [32]. Uma forma conveniente de analisar o comporta-
mento da luz ao atravessar as varias camadas (4 camadas no esquema da Fig.2.1) é através
da representa¢ao matricial dos coeficientes de Fresnel [36].

Na estrutura de Kretschmann, a condi¢ao de ressonancia é monitorada por meio da luz
refletida ao atravessar o sistema multicamadas. As amplitudes dos campos magnéticos e
elétricos da entrada da camada até uma distancia z dentro da mesma, sao expressas pelas

matrizes de Abelés [36, 37

HY. H,.(z
yé = M, wl?) (2.17)
_E$j _Exj(z)

em que ng e Egj sao as amplitudes de H,; e F,;, respectivamente, calculados no limite z

da camada j. M; é a matriz de transferéncia que descreve a transferéncia de propagacao do
meio j para o meio j + 1, definida por:

COSDj; —isen i
M; = g 1y 5P (2.18)

—igjsenf3; cosf3;

a qual depende das propriedades Opticas de absorbancia [5; = /{:Odj\/n§ — (n1sen(6y))? e

A . o 2 2 2 . , ) L, .
admitancia ¢; = \/nj (nisen(61))?/n; de cada meio, além da espessura (d;) e indice de
refracdo (n;), ou permissividade (¢;), do mesmo.

As amplitudes dos campos da primeira até a N-ésima camada sao expressas pela matriz

de transferéncia total, M;y, calculada em fun¢ao da matriz de transferéncia individual M;
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para cada meio:

HO HO j=N-1
y(l) - Mtot yi)v 7Mtot = H Mj (2~19)
_E:trl _E:BN Jj=1

Assim, o coeficiente de reflexao total 7(0) e r()\), denominado coeficiente de refletividade
de Fresnel, do sistema multicamadas composto por N camadas pode ser obtido a partir de

(2.19) e é expresso por:

(Mg + Misgn )y — (May + Maagn)

T 0,)\ )
(6, 3) (M1 + Misgn)qn + (Mo + Maagn)

(2.20)

em que My, Mys, Mo € Msy sao os elementos da matriz M.

Dessa forma, o detector 6ptico captura a luz refletida r, que é usualmente denominada
de curva SPR. Uma curva SPR tipica é apresentada na Figura 2.2. Quando ocorre a
ressonancia, um valor minimo de refletividade é observado e entao os valores de fr e Ay, a
depender do modo de interrogagao, sao determinados. Com o valor minimo da curva SPR,
pode-se determinar o parametro FWHM (full width at half maximum), também chamado de
ponto médio entre o valor maximo e minimo da curva SPR, local onde os valores Cr e Cf, sao
estimados. Os parametros C e Cf, representam a distancia em graus (modo AIM) ou em
nanémetros (modo WIM) entre o minimo da curva e as bordas direita e esquerda da curva,
respectivamente. Os parametros largura (FWHM = Cg + Cp) e assimetria (I' = Cr/Cy)

da curva SPR sao expressos em funcao destes dois valores [38].

2.2.1 Sensor SPR como refratometro

A Figura 2.3 também mostra que estes valores (0gr, Ag, FWHM e T') sofrem deslocamento
quando a camada bioespecifica interage com analito presente na amostra, alterando o valor
de indice de refragao. Usando a condi¢do de acoplamento (2.16) ¢ possivel determinar o valor
do indice de refracao do analito (n3). Para o modo AIM, a expressao para ng (ng ~ \/€3)

em funcao de 0 enquanto A é fixo, é da forma:

g3 (N) [n1 (\) sen (0g)]?
ns GR = . .
. \/527- (A) = [n1 (A) sen (0R)] (2.21)

Similarmente, no modo WIM o indice de refracao do analito em funcao de Ap para um
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Refletividade
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Figura 2.3: Exemplo de curva para a SPR obtida através da Anélise de Fresnel. A variacao
de Ar; para Age no modo WIM, ou de Oz; para 0rs no modo AIM, indica uma alteracao no
indice de refracao da amostra.

angulo de incidéncia fixo 0y, pode ser expresso por [34]:

ns (\r) = \/ V) +en(Ar)? + 63(2—“?) (2.22)

com €3 = €3, + i€3; da forma:

eynisen (01)° + ex — n2sen (0;)° + e3n?sen (61)°
“= [ (€3, — n2sen (01)%)2 + €2, ]
~ L
L [ eynisen (0;)* (2.23)
(€3 — n2sen (01)°)2 + €& |

€3¢

As expressoes acima ilustram que o funcionamento fisico de um sensor de SPR, essenci-

almente, assemelha-se ao de um refratémetro o6ptico.

Outros aspectos relativos ao desenvolvimento de um sensor SPR

Os demais conceitos necessarios a realizagao do presente trabalho, serao logicamente distri-
buidos ao longo do texto para uma melhor apresentacao. Assim, conceitos relativos a 6ptica
geométrica do sensor SPR usando o PPBIO serao discutidos no Capitulo 3. Conceitos rela-

tivos a confeccao de materiais plasticos através do processo de injecao serao discutidos no
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Capitulo 4, bem como conceitos relativos a deposicao de filmes finos; e aspectos relativos

ao processamento de sinal e de imagem serao discutidos no Capitulo 5.

2.3 Resumo

Neste capitulo apresentou-se as formulacoes matematicas para a excitagao dos SPs. Partindo
das expressoes para os campos e elétricos e magnéticos de uma onda eletromagnética do tipo-
p, apresentou-se as condigoes para existéncia dos plasmons de superficie. Posteriormente,
as equacoes de dispersao para o vetor dos SPs, suas componentes normal e tangencial e
suas partes real e imaginaria foram apresentados. Para o caso de uma tunica interface, a
condi¢ao para ocorréncia da SPP pode ser aproximada com a igualdade entre os vetores kgp
e k,,. Para o sistema com multiplas interfaces, a ocorréncia da SPP é melhor representada
computando a influéncia de cada meio na interacao-luz matéria através das equagoes de
Fresnel. A curva SPR foi apresentada, bem como alguns parametros que podem ser extraidos
da curva. Para maiores detalhes, indicam-se as referéncias |14, 32, 34]. Para o fenomeno da
SPP de longo-alcance (LRSPP) indicamos ao leitor consultar as referéncias [32, 33, 39, 40].

Sobre a ressonancia de plasmons localizada em nano-particulas (LSPR), ver |2, 41-44].



Capitulo 3

Projeto do transdutor SPR

Os sensores SPR foram desenvolvidos com base no PPBIO [20]. Devido principalmente
a sua geometria trapezoidal, o PPBIO torna menos dispendiosa a instrumentacao de um
dispositivo SPR por evitar partes moveis e/ou rotacionais. Suas superficies laterais sdo
espelhadas para que haja a reflexao da luz incidente. Esse prisma possui uma fina camada
metélica depositada na base superior, evitando o uso de 6leo/gel para acoplamento da
superficie metéalica.

A Figura 3.1 apresenta as etapas da metodologia para construcao do sensor SPR uti-
lizando o PPBIO. A metodologia pode ser dividida em duas etapas: uma composta pelo
estudo computacional sobre os efeitos da multicamada na resposta e geometria do prisma e
outra com o objetivo de manufaturar o sensor. A caracterizacao do transdutor SPR consiste
no Ramo Optico da metodologia e a construcdo do transdutor engloba o Ramo Mecanico.
Em ambas as etapas, as decisoes de projeto dependem da escolha do material para a fa-
brica¢ao da geometria do prisma - primeira camada do Sistema Multicamadas (ver Figura
2.1) e do metal a ser depositado sobre a superficie do prisma, segunda camada da estrutura

multicamadas.

3.1 Metodologia do PPBIO: ramo 6ptico

O design do prisma parte das informagoes sobre o tamanho e focalizagao dos feixes luminosos

descritas na patente de Thirstrup et al. [45]. A partir da patente é possivel obter as
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Figura 3.1: Etapas da metodologia para construcao do sensor SPR utilizando o PPBIO.
Apo6s a manufatura do prisma as escolhas feitas em cada etapa sao avaliadas e a analise de
sensibilidade verifica a qualidade final do sensor.

especificagoes do prisma tais como descricao, dimensao e condicionantes operacionais, para
entao fornecer a geometria detalhada do mesmo - altura, largura e espessura.

A patente idealiza uma unica unidade (prisma) que possibilita a excita¢ao do fenomeno
SPR. Com isso, tenta envolver areas parciais do prisma para focalizar os raios de luz.
Isso se da ou por meio de superficies laterais inclinadas com curvatura convexa ou por
prismas implementados de modo que lentes cilindricas possam ser integradas as areas da
superficie base do prisma para guiar os feixes de luz até atingirem uma das superficies
laterais. A patente também menciona a utilizacao dessas lentes cilindricas de forma nao
integrada ao prisma, isto é, as lentes de focalizacao ficam externas. Esse design é mais

facilmente confeccionado se comparado a incorporacao das lentes no proprio prisma. Em
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Figura 3.2: Prisma polimérico desenvolvido por Moreira. Os valores utilizados no projeto
foram: h =3 mm, L =26,72 mm, [ =17,84 mm, o =34°, § =68° com foco ocorrendo no
ponto A(10,2,9) mm. Fonte [20].

contrapartida, tal estrutura propicia ao feixe luminoso sofrer um desvio maior do que soferia
com as lentes integradas. Assim, dependendo do comprimento focal e das caracteristicas
da lente a ser utilizada, a ocorréncia de RIT e a incidéncia dos feixes luminosos na regiao
sensivel pode ser comprometida.

O design com lentes externas foi estudado e implementado por Moreira [20]|. De inicio,
verificou-se o dimensionamento do prisma (Figura 3.2). Este deve assumir uma forma
trapezoidal devido & necessidade de se ter duas superficies paralelas que permitissem um
caminho o6ptico dos raios luminosos, raios estes que chegam e saem perpendicular & base
inferior do prisma, garantindo assim, uma maior facilidade de instrumentacao. A distancia
entre essas superficies paralelas, a altura do prisma (h), nao deve exceder 3 mm. Com esse
dado em maos, h =3 mm, e do fato de que o angulo de inclinacao das paredes laterais («) é
metade do angulo de incidéncia na superficie de medicao (0), a = 0/2, é possivel formalizar
as dimensoes do prisma segundo as equagoes abaixo:

=t L h
- T 2tan(a)  2tan(90 — )

L:{l— 5 ] (3.2)

tan(a)

+ ht(m(2a)1 (3.1)

No projeto implementado por Moreira [20] apenas uma lente foi utilizada, sendo esta
colocada junto aos feixes de entrada no prisma. Investigou-se o caminho 6ptico percorrido
pela luz, com origem na fonte luminosa e término ao atingir o sensor de imagem, usado
no conjunto final que compode a instrumentacao do sensor SPR baseado no prisma. A

distancia em que a lente se encontra da base inferior do prisma (T), o raio de curvatura
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|
Sensor de Imagem

Figura 3.3: Condicionantes operacionais para a lente cilindrica utilizada para focalizar os
feixes luminosos. Os valores utilizados no projeto foram: T=5 mm, R=11,2 mm, J=3,9 mm
e EBR=0,5 mm. A distancia focal (f) da lente utilizada é de 20 mm para A=587,6 nm.

(R), sua espessura (J) e sua distancia focal (f), ilustradas Figura 3.3, foram investigados.
Para o modo AIM os valores ideais encontrados foram: T=5 mm, R=11,2 mm, J=3,9 mm
e =15 mm. No modo WIM investigou-se apenas a abertura do feixe de luz (EBR), onde
se concluiu que quanto maior o valor de EBR maior sera o foco no centro da superficie de

medicao.

Comportamento geométrico e térmico do prisma

Analisando com mais detalhes a geometria do prisma, surge a necessidade de caracterizar
como a temperatura influenciard o caminho 6ptico percorrido pelos feixes luminosos ao
atravessarem o prisma. Para isso, no estudo computacional investigou-se o comportamento
dos prismas nas temperaturas de 25°C, 30°C e 35°C, que sao proximas a temperatura
ambiente, e em 50°C e 70°C que sao temperaturas nas quais hé aplicagoes em que o prisma
pode ser empregado [46].

Os feixes luminosos atingem a parede lateral do prisma (ponto X2 de acordo com a Figura
3.4) e estarao sujeitos a uma dispersao até atingirem a regiao central da base superior (X4),
aqui chamada de posicao focal. Como ilustrado no esquema da Figura 3.4, se essa posi¢ao
mudar o angulo de incidéncia (f) também mudara e, consequentemente, a resposta SPR
[47]. A variagdo de temperatura sofrida pelo prisma afeta a distancia percorrida pela luz
até atingir a posicao X4, também afetando a resposta SPR. Assumindo que os feixes Xi e X2

sdo perfeitamente colimados, a dispersao (ver Figura 3.4) ocorre de acordo com a seguinte
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Fonte de luz Sensor de Imagem

Figura 3.4: Caminho optico detalhado percorrido pelos feixes luminosos. Detalhe (em
azul) para a distancia percorrida (D) da base inferior até atingir o ponto focal (X4). Os
valores dos parametros representados na imagem sao: F=5,36 mm, Dxs ,,,=9,66 mm,
Dxs maz=12,62 mm, #'=0,5-2,5 mm. Para L, I, o e 0 os valores sio os mesmos apresentados
na Fzgura 3.2.

equacao [34]:

D(1+ 7AT))27 (33

a(XQ):%(1+’yAT)\/1+ ( %3

em que 7 representa o coeficiente térmico de expansao do prisma, AT é a variacdo de
temperatura e D ¢é a altura do prisma adicionado & altura do ponto X2 (h') (distancia
percorrida dentro do prisma) e Dx2 min © Dx2 mas representam as distancias da entrada
no prisma, do primeiro e do ultimo feixe de luz, até o ponto X4.

O efeito da temperatura no caminho 6ptico ideal dos feixes de luz pode ser computado

calculando a posigao focal [34]

D(1 +~AT)
2 )
==k
a(X2)

sendo x a variacao do indice de refracao em funcao da temperatura. O ponto de saida dos

X4 =X2-
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Figura 3.5: a) Representacao gréfica da dispersdo da luz dentro do PPBIO. Tracado de
raios obitdos com o software OSLO Premiun para visualizagdo geométrica do caminho da
luz dentro do PPBIO e gerado com os parametros 6pticos apresentados na Figura 3.3, os
quais focalizam a luz no centro da superficie superior do prisma. Fonte [20]. b) Grafico da
variacao da dispersao em funcao da posicao de entrada para diferentes temperaturas.
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Figura 3.6: Graficos da variacao do angulo de ressonancia em fun¢ao da posicao de entrada
para diferentes temperaturas.

feixes na outra superficie inclinada do prisma (X6) é dado por:

2D(1 + vAT)

5 .
\/(nl(l—s;nAT)) 1
a(X2)

X6=X2-—

(3.5)
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Figura 3.7: a) Variacao da espessura do foco em funcao da posi¢ao de entrada para dife-
rentes temperaturas b) Ilustracao do comportamento do foco nos modos AIM e WIM com
o aumento da temperatura (vista superior do prisma).

Considerando que o prisma Optico expande/comprime do centro para as extremidades,
as mudancas na posicao X4 produzirao focos borrados, conforme Figura 3.7, enquanto as
mudancas em X6 (assumindo a perfeita colimacao e perpendicularidade dos feixes de saida
X6 e a posi¢do em que atingem o sensor de imagem X8) afetam o valor do angulo de
ressonancia medido pelo detector optico (ver Figura 3.6).

As Figuras 3.5, 3.6 e 3.7 mostram como a temperatura afeta o comportamento da luz
no prisma fornecendo diretrizes para o seu projeto e otimizagoes, a exemplo do alinhamento

Optico preciso entre o prisma e as demais partes. Para esses graficos, o valor do coeficiente
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térmico de expansao utilizado foi de v = 8 x 107 mm/°C, a taxa de variagao do indice
de refragio foi k = —1,3 x 1071/°C para o prisma manufaturado com um polimero COC
(Cyclic-Olefin Copolymer).

Para feixes perfeitamente colimados, a faixa de angulo do caminho 6ptico da luz dentro

do prisma vai de 62° a 73°, calculadas pelas expressoes:

D min D mazx
Qmm = arctan (]I/XZ—_—FII) 5 emaz = arctan (#) (36)

max

Essa faixa angular é utilizada na definicao do ponto de operagao para o par substrato/metal,

orientando o alinhamento geométrico da montagem do sensor e na relagao pixel vs. angulo.

Selecao dos substratos

No estudo computacional também sao levados em consideracao as propriedades Opticas
dos substratos para confeccao dos prismas. A relacao de dispersao de Sellmeier fornece a
variacdo do indice de refragao (parametro 6ptico) de um determinado vidro ou polimero em

fungao do comprimento de onda e pode ser expressa da forma [48]:

o BN By\? B\
”Q)_H(A?—q \e-o) T \v—g) (3.7)

em que os coeficientes B; e C;, com i=1,2 e 3, variam com o tipo de material. A Figura 3.8

apresenta a relacao de Sellmeier para alguns substratos opticos, todos possiveis de serem
utilizados para fabricacao do prisma.

O indice de refragao dos vidros/polimeros nao é somente dependente do comprimento de
onda, mas também depende da temperatura. A relagao entre a variacao do indice de refragao
para a variacao de temperatura, denotado por coeficiente de temperatura de variacao do

indice de refracao (ou a taxa de variacao do indice de refracao, k) é expresso por [49]:

dn(\T)  n*(\Tp) —1 )
= D D\AT Dy AT
dT onn ) \Do T ePial DAl

Ey + 2E1AT)

e (3.8)

sendo Tp é a temperatura de referéncia (temperatura ambiente), AT é a diferenga de tem-
peratura entre 1" e Ty e os valores Dy, Dy, Do, Ey, 1 e Arg sao constantes que dependem

do material.
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Figura 3.8: Indice de refracido em funcao do comprimento de onda para diferentes materiais
usados como substrato dielétrico (TOPAS, PC, PMMA e BK7s). npc > nropas > nprr >
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Para o caso dos polimeros, também sao considerados seus parametros mecanicos tendo
em vista que estes serao submetido a um processo de fabricacao que pode causar birrefrin-
géncia (ver Capitulo 4) e afetar sua utilizagdo na excitagdo do fenomeno SPR.

A escolha do substrato se dar por conveniéncias de facilidade de manufatura, disponi-
bilidade do material no mercado e preco mas, necessariamente, o substrato deve ser o mais
transparente possivel (transmitanciar~100%) na faixa de comprimento de onda desejada.
Para confecgdo dos prisma quatro materiais foram utilizados, sendo trés polimeros (PC,

PMMA e TOPAS) e um vidro (BKT).

Selecao dos metais

A escolha do material para manufatura do PPBIO restringe a faixa de comprimento de onda
da fonte de luz que podera ser utilizada para excitacao do fendémeno SPR. Dessa forma, a
fungao dielétrica complexa (CDF) dos metais é usada no estudo computacional para a faixa
de operacao do respectivo substrato.

Majoritariamente usados na transducao de interagoes biomoleculares em solugoes aquo-
sas, os sensores SPR sao desenvolvidos com metais de baixa reatividade a oxirreducao, sendo
o ouro o metal mais empregado. Nao obstante, uma vez que os plasmons originam-se das
oscilacoes dos elétrons livres do material iluminado com a luz, metais com baixas perdas -

resultantes da transicao eletronica dos niveis de energia - também sao utilizados. O regime
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Figura 3.9: Grafico para o Fator Q expresso em termos relagao da ex.(\)?/eg;(N). Prata,
ouro, cobre e aluminio exibem regimes de baixas perdas no espectro da luz visivel.

de baixa perda pode ser caracterizado pela relacdo abaixo [50], denominada de Fator Q:

|€2¢|€3

— K 1. 3.9
2¢9, (€, + €3) (3.9)

O Fator Q também pode ser expresso em termos da funcao dielétrica do metal, através
do quociente €3,(\)?/€9;(N). Como apresentado na Figura 3.9, na regiao do espectro visivel,
o ouro, a prata, o cobre e o aluminio possuem altos valores para o Fator Q, caracteristica
do regime de baixa perda [51]. Nota-se pelos gréficos da Fig.3.9 que para A <500 nm o
aluminio possui a menor perda (maior valor do Fator Q). Na regiao 500 nm> A <1000 nm,
a prata ¢ o metal com menores perdas associadas & absor¢ao intrinseca do material.

Nao obstante, as propriedades optico-elétricas dos metais nas frequéncias compreendi-
das entre o ultravioleta e o infravermelho sao imprecisamente descritas pelas expressoes
da Aproximacgao de Drude (D.A.). Imprecisdes devido a dindmica dos niveis de energia,
especialmente a atenuacao oriunda da parte imaginaria da fungao dielétrica do metal (eg;),
varia consideravelmente com a frequéncia ou comprimento de onda e, eventualmente, es-
tes sao os comprimentos de ondas que modulam a condicao de ressonancia bem como as
propriedades Opticas proximas a ressonancia dos plasmons de superficie. A Figura 3.10
apresenta, como exemplo dessa imprecisao, uma comparacao entre CDF do aluminio obtida
experimentalmente e a através da aproximacao de Drude.

Tentativas de formular expressoes mais aproximadas para as propriedades 6ptico-elétricas
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Figura 3.10: Dependéncia da funcao dielétrica do metal para o comprimento de onda.
Observa-se diferenca entre a CDF do Aluminio obtida por intermédio da D.A. (linhas tra-
cejadas) e da CDF determinada experimentalmente (linhas solidas).

dos metais podem ser encontradas na literatura a exemplo destas cita¢oes [52, 53|. As im-
precisoes da CDF sao compensadas nesse trabalho por meio da Andlise de Fresnel (AF)
em um sistema multicamadas, conforme descrito nas eqgs. (2.17) a (2.20), de modo que
a condicao de ressonancia é analisada para a funcao dielétrica do metal através de dados
experimentais.

A variacao de temperatura afeta o comportamento dos SPs no metal, uma vez que
provoca uma mudanca na funcao dielétrica. Com relagao a frequéncia dos plasmons, w,,

seu comportamento em fungio da temperatura pode ser expressa por [54]:
wp(T) = wy(Ty)[1 + 34(T — Tp)] /2 (3.10)

em que y representa o coeficiente linear de expansao térmica. Com relacao a frequéncia de
colisao dos plasmons, w,, esta é composta pelas interagoes elétron-elétron (we.) e elétron-
foton (w.r), ambas dependentes da temperatura e de modo que w, = wee + wep. O modelo
de Lawrence |54, 55| prevé a dependéncia & temperatura da interagdo elétron-elétron, e é

dado por:

wee(T) = f;;i [(k:BT)2 + (%)2] (3.11)

com [ representando a constante de probabilidade para o espalhamento das particulas sobre

a superficie de Fermi, A é o espalhamento fracionado, A é a constante de Fermi, Er é a
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energia de Fermi, kg é a constante de Boltzmam e w ¢ a frequéncia da luz incidente.
A dependéncia a temperatura da interacao elétron-féton pode ser calculada pelo modelo

de Holstein [54, 55] da forma:

(3.12)

9 T5 0p/T 4
Wep(T') = wy [ ¢ © 4

578, ), e-i

em que w, é uma contante e 0p é a temperatura Debye. O aprofundamento desse topico pode
ser realizado com a leitura de [54-57]. Além dos valores da fungao dielétrica, detalhes como
a continuidade da camada metélica, espessura [58, 59| e rugossidade [60] afetam diretamente

a qualidade da resposta SPR.

3.2 Resposta SPR

A caracterizagao do transdutor SPR com estrutura multicamadas é realizada primeiramente
para o modo WIM devido a influéncia do comprimento de onda nas propriedades opticas
dos materiais. A andlise de Fresnel para o modo espectral é realizada e as frequéncias
plasmoénicas, i.e. os comprimentos de ondas de ressonancia (\,..s ou Ag), sdo calculadas.

Com os valores de A\r encontrados na simulacao WIM, procede-se com a AF no modo
angular. Para os pares substrato/metal calcula-se o angulo plasmoénico, i.e. o angulo de
ressonancia (f,.s ou Og), o qual espera-se que seja igual ao angulo em que se obteve o
comprimento de onda utilizado. Em ambas as situagoes a dgua deionizada e desgaseificada
[61] é utilizada como a substancia em anélise.

Apos as analises quando apenas dgua é o analito em contato com a superficie metéalica,
para um tnico par A — 6 do arranjo substrato/metal, simula-se a situa¢do de mudanga do
analito. Para tanto, utiliza-se variagoes no indice de refracdo do analito (n3) que na pratica
simulam a adesao de moléculas na superficie metalica ou uma mudanca de concentracao da
substancia em analise, ou mesmo uma interacao de um antigeno a um anticorpo imobili-
zado na superficie metalica. Tais variacoes ficam entre 1,33< n3 <1,39, com incrementos de
5x1073 RIU (Refractive Index Unit) e espessura dz=300 nm, para os dois modos de interro-
gacao. Esta variagao é suficiente para a maioria das aplicagoes SPR listadas na Introducgao

do presente trabalho.
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Figura 3.11: Curva SPR para diferentes valores de comprimento de onda e de angulo.
Interfaces a) Al/agua e b) Cu/agua. Acoplamento 6ptico para angulos maiores que 60°.
Vistas: Refletividade x A (esquerda), Refletividade x A\ x Angulo (direita) e Angulo x A

(subgrafico)

Para definicao dos angulos de incidéncia, verificou-se o acoplamento 6ptico para um
substrato de vidro e as interfaces entre os metais (Au, Ag, Cu e Al) e a dgua. Nota-se
pelos graficos das Figuras 3.11 e 3.12 que para uma solucao aquosa a excitacao dos SPs
ocorre apenas para angulos >60°. Dessa forma, a analise da resposta SPR para os pares
substrato/metal foram realizadas para os seguintes angulos de incidéncia: 58°, 63°, 68°, 71°
e 75°. Os angulos 63°, 68° e 71° enquadram-se na faixa angular da geometria do PPBIO,
conforme eq. (3.6) e sdo suficientes para averiguar a resposta do PPBIO. Os éngulos 58° e
75° foram escolhidos para completar a andlise, sendo um angulo que esta fora da excitacao

dos SP e outro por estar acima da faixa geométrica do prisma, respectivamente.



Capitulo 3. Projeto do transdutor SPR 31

_ 1
-
08 08
05 0.6
04 808

5 3
5 06 02 2
= ; o B804 LR IRy
5 K
=04 o :
o 0.2 ;

0.2 : C

0 o
il
0 ) 500 &
400 600 800 1000 1200 1400 1000 — —
A (nm) E qBgp T\ 500 i (A 1000+
BKT < 2000
Au(SPm) 90 80 70 60 50 40 30 20 10
2 Angulo (%)

a) Multicamada formada por: BK7/Ouro/H,0O

1 N R

0.8 0.8,
0.6
8 04 B
3 02 3
5 <3
m ............
: 0 : ! - -
0 : : ; 50 SRR AL 2 3 & R AR =
400 600 800 1000 1200 1400 199 I

Alnm) " 400 600 800 100012001400

BK7 o Mm)-
Ag (~50nm) 1} 5
S"zo 50 40 30 20 10

Angulo (%)

b) Multicamada formada por: BK7/Prata/H,O

Figura 3.12: Curva SPR para diferentes valores de comprimento de onda e de angulo.
Interfaces a) Au/agua e b) Ag/adgua. Acoplamento Optico para dngulos maiores que 60°.
Vistas: Refletividade x A (esquerda), Refletividade x A\ x Angulo (direita) e Angulo x A
(subgrafico)

Para cada par substrato/metal escolhido para a analise de variacao do analito, calcula-
se a figura de mérito sensibilidade e a influéncia da espessura o metal na resposta SPR. A
relacao entre a sensibilidade e o angulo de incidéncia é apresentada na Figura 3.13. Para
um comprometimento entre faixa de operacao geométrica e faixa de variacao de indice de
refracao detectéavel (i.e. a faixa de resposta dindmica do sensor SPR), o angulo de 68° foi
escolhido para caracterizacao da resposta SPR, ver secao Ponto de Operacao.

Para os metais Au, Ag, Cu e Al calcula-se a detectividade, verifica-se a influéncia destes
na resposta do sensor SPR e investiga-se a qualidade dos detectores 6pticos necessarios para

cada arranjo, ver secao Sensibilidade e Detectividade.
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Figura 3.13: Sensibilidade espectral em funcao do angulo de incidéncia. Subgrafico para a
sensibilidade espectral em funcao do indice de refragao para os diversos angulos. Os valores
foram calculados para o par BK7/Ag.

Ponto de operacao

Todos os condicionantes que fornecem o par A\ — 6 em que ocorre a SPR é denominado
de Ponto de Operagao (OP) [62]. O design do prisma apresentado na Figura 3.2 prevé
que o angulo de incidéncia do feixe luminoso que atinge a superficie sensivel seja de 68°.
Neste caso, a condigao de ressonancia ocorre em 677+5 nm quando apenas agua deionizada
e desgaseificada flui sobre a camada metalica, proporcionando assim, ng =1,331 RIU a
temperatura ambiente. Essa condicao descreve o ponto de operacao quando o polimero
TOPAS é empregado como substrato 6ptico e a camada metalica € uma pelicula fina de

ouro com 50 nm de espessura. O OP para os demais pares serao obtidos através da AF.

Sensibilidade e Detectividade

A sensibilidade (ou responsividade) e a detectividade sao figuras de mérito importantes para
qualquer dispositivo de deteccao e sao utilizadas para verificar a qualidade da multicamada
para um determinado OP. Em sensores baseados na SPR a sensibilidade também depende
da afinidade da interacao molecular e da massa do analito, mas na pratica, a sensibilidade

expressa a capacidade do sistema SPR detectar variagoes de indice de refracao (ou densidade
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de massa) na superficie do metal. Dessa forma, tem-se:
e A sensibilidade no modo AIM (Sp): ¢ a razao entre a variacao do angulo de ressonancia
Afr com a variacao do indice de refracdo do analito Ans, da forma: Sy = Afg/Ans.

Se a parte imaginaria da funcao dielétrica do metal é suficientemente pequena, uma

expressao analitica para Sy pode ser derivada a partir de (2.18):

Sy = A" (3.13)

(e2r + 1)/ e2r(nf — nF) — ning

Sy € tipicamente uma funcdo nao linear sobre todas as varidveis. Essa expressao é
suficientemente precisa para os metais nobres Au, Ag e Cu, entretanto, o negligenci-
amento da parte imaginaria da funcao dielétrica é inapropriado para a maioria dos

outros metais e a aproximacao (3.13) nao ¢ aplicavel.

e A sensibilidade no modo WIM (S,): ¢ a razdo entre a variacdo do comprimento de

onda de ressonancia AAr com a variacao do indice de refracdo do analito Ang, da

forma: Sy = AAg/Ans.

Como no modo WIM héa a variacao de X\ e que os parametros Opticos dependem
do comprimento de onda, S\ deve ser calculado para o comprimento de onda de
ressonancia (Sy = (AN/Anz(A))|x=x,) levando em consideragao a influéncia do metal

e do substrato na resposta SPR:

AN . Ang A62 1 Ang AGl
Ang N AEQ AN AEl AN

(3.14)

Com relacao a detectividade, esta permite quantificar a qualidade da resposta do instru-
mento de medicao SPR, independente do modo de operagao. Esse parametro quantifica a
qualidade dos materiais empregados por meio da sensibilidade e a qualidade da resposta do
detectores optico-elétrico ({vg) e/ou (vy)) usados no (bio)sensor SPR. E matematicamente

expressa para o modo WIM e AIM, respectivamente, por:

D@ = S@/ <U9> 3 D)\ = S/\/ <U/\> (315)
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em que (vy) é a resolugdo associado ao detector utilizado no modo WIM (espectrometro) e

(vg) ao detector do modo AIM (camera CCD ou CMOS).

Critérios de classificacao

Tendo em visto o efeito da temperatura nos aspectos relacionados ao desenvolvimento de
sensores SPR, a AF ¢é realizada para temperatura fixa. A temperatura para a qual a CDF
dos metais e a Dispersao dos substratos (solidos e liquidos) foram obtidas é de 22 4+ 2°C.

Os resultados obtidos permitem estabelecer a fonte de luz, o tipo do detector éptico e
a qualidade dos algoritmos, para assim, classificar a excitacao dos SP para cada metal. A
interpretacao da resposta SPR possibilita tal classificacao. Situacoes em que a condicao de
ressonancia, visualmente expressa pela curva SPR, ocorre em comprimentos de onda entre
330 nm até 880 nm, para angulos menores que 71°, com boa profundidade (r~0) e largura
pequena (FWHM(0) < 8 £2° ou FWHM(X) < 120 £ 30 nm) caracterizam uma boa
resposta SPR. Multicamada cuja resposta possua apenas bons resultados para Ar ou 0p,
tendo a profundidade e largura resultados ruins, normalmente apresentam baixa sensibili-
dade. Desse modo, exige que os algoritmos de processamento e extracao dos parametros de
interesse sejam capazes de compensar a baixa variagdo de A e/ou 0z em fungio da variacao
de ns.

Para a condicao de ressonancia ocorrendo em comprimentos de onda abaixo de 330 nm
ou acima de 880 nm faz-se necessario fonte de luz fora do espectro visivel para excitagao
do fenomeno e detector Optico apropriado para capturar a luz refletida. Mesmo que o
angulo de incidéncia, profundidade e largura possuam os valores desejados, classificam-se tais
multicamadas como de moderada resposta SPR devido ao tipo de fonte luz e de detector
Optico necessario. As mesma classificacao é dada para a multicamada em que a condigao
de ressonéncia ocorre para angulos maiores que 71°, pois dificultam o posicionamento dos
elementos que compoem a instrumentacao Optica. Para multicamadas cuja condicao de
ressonancia ocorre em posicoes de \ e € de dificil instrumentacao e ainda possuem baixa
qualidade nos demais parametros, estas caracterizam-se por uma resposta SPR ruim. Vale
salientar que os modos AIM e WIM sao independentes, podendo uma multicamada ter bom

resultado em um modo e um resultado ruim ou moderado no outro.
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A seguir, é apresentado o estudo computacional para as interfaces subtrato/metal /ana-
lito,amostra investigadas. O software Matlab foi utilizado para o calculo das respostas

SPR.

3.2.1 Filmes finos de Aluminio

A funcao dielétrica complexa €3(\) = €9,.(A\) + jeo;(A) do metal fracamente paramagnético
esta ilustrada na Figura 3.14. Os valores experimentais foram obtidas de [63-65]. A aproxi-
magao de Drude, eq. (3.9), calculada para os valores \,=1,0657x10""m e A\,=2,4511x10"°m
[30], também é apresentada na figura. A CDF pode ser parcialmente aproximada pelo mo-
delo de Drude. O valor de €3(\) decresce de forma constante até proximo de A =800 nm,
regiao na qual ear(\) e €37(A) revelam uma caracteristica proeminente. Tal caracteristica é
originada devido a transi¢ao inter-banda, a qual nao é considerada pelo modelo de Drude.

A funcao dielétrica do metal desempenha um papel importante na qualidade do sensor
SPR uma vez que a parte real descreve a forca da SPP, induzida pelo campo elétrico da
luz incidente, e a parte imaginaria descreve as perdas inerentes ao material. No entanto,
quando a espessura de um filme metéalico é comparavel ao comprimento de onda de elétrons
na energia de Fermi, tem-se uma discretizagao dos estados eletronicos de energia, levando
as propriedades dos filmes serem fortemente dependentes da espessura [66].

Para filmes de aluminio, camada de 6xido de aluminio é formada espontaneamente a
pressoes e temperaturas ambientes e também determina as propriedades do aluminio [67].

A Figura 3.15 apresenta a resposta SPR para diferentes representacoes da CDK, com e sem

60— . . . : 0
— Drude
= 40f Rakic < -50¢
A —--Jhonson = Drude
& gl —McPeak % 100! Rakic
. © - —~=Filmetrics
o _ 150 I—MlcPeak | | |
200 400 600 800 1000 1200 200 400 600 800 1000 1200
A {nmy) A {nmy}

Figura 3.14: Funcao dielétrica complexa do Al. Parte real e imaginaria para diferentes
representacoes. Ver-se que CDF experimental nao é aproximada pela D.A.
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Figura 3.15: Variacao da resposta SPR para diferentes representacoes da funcao dielétrica
€2(A) do aluminio. Curvas com e sem camada de oxidagao. A resposta experimental ¢ mais
semelhante & curva representada por Rakic na presenga de oxidagdo. Detalhe (subgrafico
em verde) para o perfil espectral da fonte de luz.

camada de oxidacao. A curva SPR experimental assemelha-se em valores de \g, FW HM
e profundidade/contraste a curva SPR para a CDF experimental na presenca de oxidagao.
Vale salientar que devido ao espectro de emissao da fonte de luz utilizada nao foi observado
o segundo valor de minimo na curva SPR experimental. Como as CDFs experimentais
revelam poucas diferencas entre si, escolheu-se os dados de Rakic acrescido da camada de
oxidacao para representar a propriedade 6ptica do filme de aluminio.

As distribuigoes espectral da refletividade r(A) no modo WIM sdo apresentadas na Fi-
gura 3.16. Para a maioria dos substratos r(\) exibe o SPR splitting. SPR splitting consiste
na dupla excitacao dos SPs em baixos (Sw) e longos (Lw) comprimentos de onda, ambas
pertencentes ao ramo de distribui¢do simétrico da dispersao de kgp [32]. A caracteristica
da existéncia da SPR ¢é mais evidente para o substrato de BK7. Ja o substrato PC, aparen-
temente nao é adequado para excitacao dos plasmons de superficie.

O comportamento do sensor SPR com filmes de aluminio torna-se mais evidente quando
se observa a distribuigao angular da refletividade r(6) no modo AIM. Como apresentada na
Figura 3.17, a multicamada PC/Al/H,0 possui baixa profundidade/contraste da curva SPR
caracterizando um fraco acoplamento 6ptico. Os demais substratos possuem boas respostas,
sendo entao aplicaveis no desenvolvimento do sensor SPR.

A caracteristica de detecgao das estruturas multicamadas no modo WIM é apresentada
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Figura 3.16: Curvas SPR no modo WIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e
PC. Angulos de incidéncia fixados em 58°,63°,68°,71° e 75° para faixa de comprimentos de
onda de 400 nm < A < 1400 nm. Resposta WIM para filmes de aluminio com espessura de
20 nm em contato com agua deionizada e desgaseificada.
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Figura 3.17: Curvas SPR no modo AIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC.
Gréficos para diferentes comprimentos de onda, indicados na figura, para faixa de angulo
de 50° < # < 80°. Resposta AIM para filmes de aluminio com 20 nm em contato com a
agua deionizada e desgaseificada.

na Figura 3.18 para o angulo de incidéncia fixo em 68°. Duas ressonancias, ou seja, o efeito
de splitting SPR em curtos (Sw) e longos (Lw) comprimentos de onda sio resolvidos. Para
o substrato de BK7, a posicao de ressonancia no Sw inicia-se em 500 nm para 1,33 RIU e
no Lw em 886 nm. PMMA possui valores de Sw para indices de refracao abaixo de 1,35. A
pofundidade/contraste de penetracio para ambas as ressonancias varia de modo oposto ao
incremento do valor de RIU do analito.

Os parametros comprimentos de onda de ressonancia (Ag), largura da curva (FWHM)
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Figura 3.18: Curvas SPR no modo WIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 <
ng < 1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com filmes de alumninio de 20 nm
de espessura. Angulo de incidéncia fixado em 68° para faixa de comprimentos de onda de
400 nm < A < 1400 nm.
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Figura 3.19: Parametros extraidos das curvas SPR no modo WIM para filmes de Al. a)
Sensibilidade, b) Comprimento de onda de ressonéncia e ¢) largura da curva associada ao
valor FWHM.

e sensibilidade (S\ = AAg/Ang), extraidos das curvas SPR, sdo apresentados em fungao dos
indice de refracao na Figura 3.19. A ressonancia-Sw supera substancialmente a Lw para
BK7 e TOPAS. Todavia, para indices de refracdo moderados a ressonancia-Lw supera a
Sw em substratos de PMMA. As duas sensibilidades (Sy-Lw e S)-Sw) aumentam de forma
quase linear com a variagdo de n3 no substrato de vidro (BK7). A variacdo da largura da
curva SPR, calculada no ponto FWHM, indica que a excitacao-Sw, em geral, possui valores
menores.

A caracteristica de detec¢do das estruturas BK7/Al, TOPAS/AlL, PMMA/Al e PC/Al

no modo AIM sao apresentadas na Figura 3.20 para os comprimentos de onda excitacao
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Figura 3.20: Curvas SPR no modo AIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 < n3 <
1,39. Curvas com os comprimentos de onda fixos nos valores encontrados na simulacao WIM

(Sw em cores e Lw em tons de cinza). Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com filmes
de aluminio com espessura de 20 nm.
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Figura 3.21: Parametros extraidos das curvas SPR no modo AIM para filmes de Al. a)
Sensibilidade, b) Angulo de ressonancia e c¢) largura da curva associada ao valor FWHM.

obtidos na resposta WIM para o angulo de 68°. A profundidade da curva SPR aumenta
moderadamente com da variagao de ng, em contraste ao modo WIM, e as curvas para a
excitacao Lw possuem maior valor de FWHM.

Os parametros extraidos das curvas SPR encontram-se na Figura 3.21. O angulo de res-
sonancia (fg), a sensibilidade (Sp) e a largura da curva (FW H M) possuem comportamento
linear em funcdo do n3. Os maiores valores de Sy, em torno de 130°/RIU, foram alcangados
nas configuracbes BK7-Sw e PMMA-Sw. Assim como no modo WIM, o substrato de PC
alcancam os menores valores de desempenho se comparados aos outros arranjos.

Por dltimo, a influéncia da espessura da camada metalica para os modos WIM e AIM
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Figura 3.22: Refletividade-WIM (graficos superiores) e AIM (graficos inferiores) para di-
ferentes espessuras do filme de aluminio. Curvas SPRs para a multicamada composta por
BK7/Al/analito, com as espessuras para os filmes metalicos de 1, 10, 20, 30 e 40 nm.

(Sw) sao apresentadas na Figura 3.22. Para a configuracido BK7-Al, os resultados claramente

demonstram que espessuras proximas de 20 nm sao ideais para filmes finos de Al

3.2.2 Filmes finos de Ouro

A funcao dielétrica complexa para o ouro encontra-se na Figura 3.23. Os valores experi-
mentais foram obtidas de [63, 68| e a aproximagao de Drude foi calculada para os valores
A,=1,6826x10""m e \.—8,9342x107%m [30], a qual descreve suficientemente a CDF. e3z())
¢ inicialmente muito pequeno, mas a partir de A >500 nm decresce continuamente para
valores negativos. €37(\) é positivo e mantém um baixo valor para toda faixa espectral de
interesse. Ambos, €ar(A) e €7()), revelam uma oscilagao distinta proximo a 500 nm que
se origina da transicao inter-bandas. Escolheu-se os dados de Johnson para representar a
propriedade 6ptica do filme de ouro.

A distribuicao espectral da refletividade no modo WIM r(\) é apresentado na Figura
3.24. Todos os substratos sao adequados para uso em aplicacdes baseadas na SPR. Para
o BK7 ¢ TOPAS a ressonéncia estd localizada em comprimentos de onda longos (fora do
espectro de luz visivel) para o angulo de 63°.

Através da distribui¢do angular da refletividade r(0) presente na Figura 3.25, é possivel

perceber que os valores de FW HM (6) diminuem substancialmente para os pontos de ope-
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Figura 3.23: Parte real e imaginéria para diferentes representagoes da CDF do ouro. Nota-se
que a CDF experimental é parcialmente aproximada pela D.A.
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Figura 3.24: Curvas SPR no modo WIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC.
Angulos de incidéncia fixados em 58°,63°,68°,71° e 75° para faixa de comprimentos de onda
de 400 nm < A < 1400 nm. Resposta WIM para filmes de ouro com espessura de 50 nm,
em contato com agua deionizada e desgaseificada.

racdo (OP) de longos comprimentos de onda (> 800 nm) e angulos pequenos. Todavia, a
multicamada BK7/Au/H,0 com 0#=63° possui baixa profundidade/contraste.

A Figura 3.26 ilustra a caracteristica de detecgdo no modo WIM para o angulo de
incidéncia fixo em 68°. Os conjunto de valores de indice de refracao estao na faixa 1,33 <
ns < 1,39 RIU. Os substratos TOPAS e PMMA possuem profundiade/contraste crescente
e descrescente, respectivamente, com o incremento de ng. Para indices de refracao abaixo
1,36 a profundiade/contraste das curvas para BK7 e PC aumentam e acima desse valor o
contraste diminui. Com excec¢ao de PC, o incremento de ng faz o valor do minimo deslocar-se

para longos comprimentos de onda.

Os parametros A\g, FWHM e Sy, sao apresentados em funcao dos indice de refracao na
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Figura 3.25: Curvas SPR no modo AIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC.
Graficos para diferentes comprimentos de onda, indicados na figura, para faixa de angulo
de 40° < 0 < 80°. Resposta AIM para filmes de ouro com 50 nm em contato com a agua
deionizada e desgaseificada.
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Figura 3.26: Curvas SPR no modo WIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 <
ng < 1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC. Angulo de incidéncia fixado em 68°
para faixa de comprimentos de onda de 400 nm < A < 1400 nm. O filme de ouro com
espessura de 50 nm.

Figura 3.27. A sensibilidade possui faixa dinamica de operacao para toda faixa de indice de
refragao utilizada (6 x 2 RIU) e PMMA apresenta o melhor valor de sensibilidade, possuindo
magnitude de 9200£2000 nm/RIU; todavia revela os maiores valores de FW H M. Os valores
de Ar aumentam de forma linear com a variacao de nz para todos os substratos.

A caracteristica de deteccao do modo AIM é apresentada na Figura 3.28. As curvas
SPRs sao calculadas para os valores de Ag obtidos na resposta WIM para o angulo de 68°.

A profundidade da curva SPR permanece invariavel para BK7 e PMMA. Assim como nos
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Figura 3.27: Parametros extraidos das curvas SPR no modo WIM para filmes de Au. a)
Sensibilidade, b) Comprimento de onda de ressonancia e c) largura da curva associada ao
valor FWHM.
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Figura 3.28: Curvas SPR no modo AIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 < n3 <
1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com filmes de ouro de 50 nm de espessura.
Curvas com os comprimentos de onda fixos nos valores encontrados na simulacao WIM.

filmes de aluminio, o substrato de PC revela curvas com maior valor de FW HM.

Os parametros extraidos das curvas SPR encontram-se na Figura 3.29. O angulo de res-
sonancia (0g), a sensibilidade (Sy) e a largura da curva (FW H M) possuem comportamento
linear crescente em funcao do n3. A sensibilidade calculada para A=607 nm para a interface
PC/Au alcangaram os maiores valores, em torno de 140° /RIU.

Por dltimo, a influéncia da espessura da camada metalica para os modos WIM e AIM
sdo apresentadas na Figura 3.30 para a configuracao BK7/Au. Os resultados claramente

demonstram que espessuras proximas de 50 nm sao ideais para filmes finos de Au.
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Figura 3.29: Parametros extraidos das curvas SPR no modo AIM para filmes de Au. a)
Sensibilidade, b) Angulo de ressonéancia e ¢) largura da curva associada ao valor FWHM.
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Figura 3.30: Refletividade-WIM (graficos superiores) e AIM (graficos inferiores) para
diferentes espessuras do filme de ouro. Curvas SPR para multicamada composta por
BK7/Au/analito, com as espessuras para os filmes metalicos de 10, 30, 50, 70 ¢ 90 nm.

3.2.3 Filmes finos de Cobre

A CDF do metal diamagnético e a aproximacao pelo modelo de Drude encontram-se na
Figura 3.31. Os valores experimentais foram obtidas de |63, 68| e a D.A. foi calculada para
os valores \,=1,3617x10""m e A\,=4,0852x107°m [30], a qual descreve parcialemnte a CDF.
ear(A) decresce constantemente para valores negativos para A>520 nm, enquanto exr(\) é
positivo e relativamente pequeno para a faixa espectral de interesse, contudo nao sao bem
retratados pelo modelo de Drude. Ambos e;r(A) e €7(A) revelam uma oscilagdo proximo a
600 nm, devido a estrutura de transicao inter-banda, e também nao esté presente na D.A.
Os dados experimentais de Johnson foram escolhidos para representar a propriedade 6ptica
do filme de cobre.

A distribuicdo espectral da refletividade no modo WIM r(\) é apresentado na Figura

3.32. Assim como nos filmes de ouro, todos os substratos sao adequados para excitacao dos
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Figura 3.31: Funcao dielétrica complexa do Cu. Parte real e imaginaria para diferentes
representacoes. Observa-se que a CDF experimental é parcialmente aproximada pela D.A.
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Figura 3.32: Curvas SPR no modo WIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e
PC. Angulos de incidéncia fixados em 58°,63°,68°,71° e 75° para faixa de comprimentos de
onda de 400 nm < A < 1400 nm. Resposta WIM para filmes de cobre com espessura de
40 nm em contato com agua deionizada e desgaseificada.

SPs em filmes de cobre. O OP (par A —#6) para 63° no substrato de PMMA estéa posicionado
fora da faixa espectral de interesse.

Sob o modo AIM (r(0)), apresentado na Figura 3.33, todos os OPs possuem profun-
didade/contraste maiores que 0.35 e assim como nos filmes de ouro, os OPs de longos
comprimentos de onda e dngulos pequenos possuem baixos valores de FW HM (6).

A caracteristica de detec¢ao no modo WIM para indices de refragdo na faixa 1,33 < ng <
1,39 RIU e angulo de incidéncia fixo em 68°, encontra-se na Figura 3.34. Os substratos BK7,
TOPAS e PMMA possuem profundiade/contraste crescem ligeiramente com o incremento
de ng. Para a multicamada PC/Cu, o valor do minimo fica concentrado em uma pequena

faixa de comprimentos de onda a medida que o valor de n3 é incrementado.
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Figura 3.33: Curvas SPR no modo AIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC.
Graficos para diferentes comprimentos de onda, indicados na figura, para faixa de angulo
de 40° < 0 < 80°. Resposta AIM para filmes de cobre com 40 nm em contato com a agua

deionizada e desgaseificada.
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Figura 3.34: Curvas SPR no modo WIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 <
nz < 1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com filmes de cobre de 40 nm de
espessura. Angulo de incidéncia fixado em 68° para faixa de comprimentos de onda de
400 nm < A < 1400 nm.

Os parametros extraidos das curvas SPR-WIM, sao apresentados em funcao dos indice
de refracao na Figura 3.35. Os valores de \g e S, aumentam de forma linear com a variagao
de n3. PMMA apresenta os maiores valores de sensibilidade mas revela os maiores valores
de FWHM. Os valores de Sy para PMMA excedem em 4 vezes os valores alcancaveis por

PC.

A caracteristica de deteccao do modo AIM é apresentada na Figura 3.36. Em oposicao
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Figura 3.35: Parametros extraidos das curvas SPR no modo WIM para filmes de Cu. a)
Sensibilidade, b) Comprimento de onda de ressonéncia e ¢) largura da curva associada ao

valor FWHM.
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Figura 3.36: Curvas SPR no modo AIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 < n3 <
1,39. Curvas com os comprimentos de onda fixos nos valores encontrados na simulagao WIM.
Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com filmes de cobre de 40 nm de espessura.

ao modo WIM, o substrato de PC possui os melhores valores de profundidade/contraste da
curva SPR. As curvas SPRs sao calculadas para 708 nm (BK7), 672 nm (TOPAS), 826 nm
(PMMA) e 610 nm (PC) obtidos na resposta WIM para o angulo de 68°. A profundidade da
curva SPR permanece praticamente invariavel para os polimeros BK7, TOPAS e PMMA.

Os parametros extraidos das curvas SPR encontram-se na Figura 3.37. A faixa dinamica
de 3 x 1072 ¢ alcangada pelo estrutura PC/Cu, com valores de Sy proximos a 127°/RIU. Os
angulos de ressonancias aumentam com o incremento de ng e todos os substratos apresentam
variagoes de semelhantes de . PMMA e BK7 fornecem curvas com os mesmos valores de
largura, e PC demonstra deter as curvas SPR com maior valor de FW HM.

Por dltimo, a influéncia da espessura da camada metalica para os modos WIM e AIM
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Figura 3.37: Parametros extraidos das curvas SPR no modo AIM para filmes de Cu. a)
Sensibilidade, b) Angulo de ressonéncia e ¢) largura da curva associada ao valor FWHM.
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Figura 3.38: Refletividade-WIM (graficos superiores) e AIM (graficos inferiores) para di-
ferentes espessuras do filme de cobre. Curvas SPRs para a multicamada composta por
BK7/Cu/analito, com as espessuras dos filmes metalicos de 10, 30, 40, 50 e 70 nm.

sdo apresentadas na Figura 3.38 para a configuracio BK7/Cu. Os resultados claramente

demonstram que espessuras entre 40 e 50 nm sao ideais para filmes finos de Cu.

3.2.4 Filmes finos de Prata

A CDF da prata e a aproximacao pelo modelo de Drude encontram-se na Figura 3.39.
Os valores experimentais foram obtidas de [63, 68]. A D.A. calculada para os valores
Ap=1,4541x10""m e A\.=1,7614x10"°m [30], também é apresentada na figura. A CDF
do metal diamagnético é suficientemente descrita pela D.A. No espectro de interesse, ear(\)
decresce a partir de A >300 nm para valores negativos; €;;(\) é positivo em toda faixa
espectral de interesse. Ambos, €ag(A) e €7(A), revelam uma oscilagao distinta préoximo a
300 nm, nao apresentada na figura, que se origina da transicao inter-bandas. Escolheu-se

os dados de Palik para representar a propriedade 6ptica do filme de prata.
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Figura 3.39: Funcao dielétrica complexa do Ag. Parte real e imaginaria para diferentes
representacoes. Ver-se que a CDF experimental é parcialmente aproximada pela D.A.

A distribuicdo espectral da refletividade no modo WIM r(\) é apresentado na Figura
3.40. Assim como nos filmes de ouro e cobre, todos os substratos sao adequados para
excitacao dos SPs em filmes de prata. O OP (par A — 6) para 63° e substrato de PMMA

esta posicionado fora da faixa espectral de interesse.
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Figura 3.40: Curvas SPR no modo WIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC.
Angulos de incidéncia fixados em 58°,63°,68°,71° e 75° para faixa de comprimentos de onda
de 400 nm < A < 1400 nm. Resposta WIM para filmes de prata com 50 nm em contato
com 4gua deionizada e desgaseificada.

O comportamento do sensor SPR com filmes de prata torna-se mais evidente quando se
observa a distribui¢do angular da refletividade r(f) no modo AIM. Como apresentada na
Figura 3.41, a profundidade/contraste da curva SPR diminui para OPs com altos valores de

0 e baixos valores de \; a excecao para desse comportamento é o OP— A = 1187 — § = 63°
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Figura 3.41: Curvas SPR no modo AIM para os substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC.
Graficos para diferentes comprimentos de onda, indicados na figura, para faixa de angulo
de 40° < 6 < 80°. Resposta AIM para filmes de prata com 50 nm em contato com a agua
deionizada e desgaseificada.

em substratos de BK7. Nao obstante, ha uma correlacao entre os modos WIM e AIM, i.e.,
curvas com baixos contrastes em um modo permanecem com baixos valores no outro modo.
Ademais, todos os substratos possuem boa resposta SPR.

A caracteristica de deteccdo no modo WIM para indices de refragdo na faixa 1,33 <
ny < 1,39 RIU e angulo de incidéncia fixo em 68°, encontra-se na Figura 3.42. A profun-
didade/contraste das curvas SPR sofrem pequenas alteragoes com o incremento de n3 e o
valor do minimo desloca-se para longos comprimentos de onda, especialmente para PMMA.
Os parametros extraidos das curvas SPR-WIM, sao apresentados em funcao dos indice de
refracao na Figura 3.43. Os valores de F'W HM assume magnitude de 40+4 nm, e ligeira
oscilagao com o aumento de n3, para BK7, TOPAS e PC. Os valores de Ar e Sy7y aumen-
tam de forma linear com a variacao de n3, com PMMA apresentando os maiores valores de
sensibilidade, Sy &~ 9.000 nm/RIU.

No modo AIM, a caracteristica de deteccao (ver Figura 3.44) mostra que a profundidade
da curva SPR permanece independente da variacao de n3 para BK7, TOPAS e PMMA. De
forma semelhante ao ouro e ao cobre, todos os substratos sao aplicéveis & excitacao dos SP
no modo AIM.

Os parametros extraidos das curvas SPR-AIM encontram-se na Figura 3.45. O angulo

de ressonancia (fr), a sensibilidade (Sy) e a largura da curva (FW HM) possuem compor-
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Figura 3.42: Curvas SPR no modo WIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 <
ng < 1,39. Substratos de BK7, TOPAS, PMMA e PC com filmes de prata de 50 nm de
espessura. Angulo de incidéncia fixado em 68° para faixa de comprimentos de onda de
400 nm < A < 1400 nm. Curvas para filmes de prata com espessuras de 50 nm.
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Figura 3.43: Parametros extraidos das curvas SPR no modo WIM para filmes de Ag. a)
Sensibilidade, b) Comprimento de onda de ressonancia e c¢) largura da curva associada ao
valor FWHM.

tamento linear em fun¢do do nz. Os maiores valores de Sy, em torno de 150°/RIU, foram
alcancados nas configuragoes PC/Ag. Em oposi¢ao ao modo WIM, o substrato de PMMA
alcancam os menores valores de Sy. Todavia, baixos valores de FW HM sao apresentados
pelas curvas da configuragio PMMA /Ag.

Por dltimo, a influéncia da espessura da camada metalica para os modos WIM e AIM
sdo apresentadas na Figura 3.44. Para a configuracao BK7/Ag, os resultados claramente

demonstram que espessuras proximas de 50 nm sao ideais para filmes finos de prata.
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Figura 3.44: Curvas SPR no modo AIM para diferentes analitos no intervalo de 1,33 <
ns < 1,39. Curvas para os comprimentos de onda fixos em 658 nm(BK7), 620 nm(TOPAS),
779 nm(PMMA) e 519 nm(PC) encontrados na simulagdo WIM, para filmes de prata com
espessuras de 50 nm.
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Figura 3.45: Parametros extraidos das curvas SPR no modo AIM para filmes de Ag. a)
Sensibilidade, b) Angulo de ressonancia e ¢) largura da curva associada ao valor FWHM.
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Figura 3.46: Refletividade-WIM (graficos superiores) e AIM (graficos inferiores) para di-
ferentes espessuras do filme de prata. Curvas SPRs para a multicamada composta por
BK7/Ag/analito, com as espessuras dos filmes metalicos de 10, 30, 40, 50 e 70 nm.
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3.3 Detectividade

Além da sensibilidade, a detectividade também foi utilizada como figura de mérito para
caracterizacao da resposta SPR. Por permitir quantificar a qualidade da resposta da instru-
mentagao Optica-eletronica do sensor, a detectividade é utilizada para comparar diretamente
as respostas do sensor nos modos AIM e WIM. A resolucao instrumental para o modo WIM
foi ajustada para (v,)=0,1 nm, baseado nas especifica¢oes do espectrometro e nos estu-
dos experimentais realizados [34, 62|. A Figura 3.47 apresenta os valores de detectividade
alcancaveis no modo WIM, assumindo 0.1 nm como resolugao instrumental.

4

x 10
kT
10} Au ]
< _*_ B Cu
2 O (> ArSw
~, 5-{} OA-Lw |
° ¥ 0 Ty
I S S
BK7 TOPAS PMMA, PC
Substrato

Figura 3.47: Detectividade no modo WIM para diferentes interfaces substrato/metal. OP
com angulo fixo em 6 = 68°.

Tendo como base os valores alcancaveis de Dy é possivel determinar qual deve ser a
resolucao instrumental do sensor de imagem (camera CCD ou CMOS) usado no modo AIM,
de maneira que ambos os modos fornegam o mesmo valor de detectividade (Dy = D,). Os

valores requeridos de (vy) sdo obtidos pela expressao:

(vg) = (S8/5x) {a) (3.16)

e a Tabela 3.1 apresenta os valores de Dy para os 16 pares substrato/metal considerados
no presente trabalho. E importante mencionar que esta tabela pode ser utilizada para
selecionar a resolucao instrumental do modo AIM. Dessa forma, quanto maior o valor de
(vg) melhor a qualidade do sensor de imagem que deve ser utilizado.

A anélise geométrica do set-up experimental apresentado na Figura 3.48, fornece o

"Campo de Visao do Prisma" (Field Of View - FoV) que representa a abertura angular
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Tabela 3.1: Magnitude de (vg) para (vy)=0.1 nm.

(o) BK7 | TOPAS | PMMA | PC
(x107* graus)
Ag 2,730 | 3,3535 | 1,1840 | 5,6961
Au 94264 | 3,5787 | 1,2133 | 6,3072
Cu 9,690 | 3,2372 | 1,1087 | 6,3577
ALSw 25402 | 1,2017 | 1,8232 | -
AlLw 8,1240 | 18,382 | 2.1310 | 38.440

do feixe luminoso que atinge o sensor de imagem do transdutor SPR operando no modo

AIM. Com o valor de FoV, é possivel calcular a resolucao angular do sensor SPR, expressa

por:
(vg) = FoV/DP (3.17)
CI
FoV = 2arctan (ﬁ) : (3.18)

em que DP (densidade de pixels) representam a quantidade de pixels por unidade de area do
sensor de imagem utilizado; C'I (caminho inclinado) indica o tamanho na parede lateral do
prisma que é utilizado para refletir a luz e DF' (distancia focal) é a distancia focal da lente
utilizada no set-up AIM. Possiveis diferengas entre os valores de (vj) e (vy) sdo compensados
por software através de algoritmos de pré-processamento, geracao da curva SPR e extragao
dos parametros de interesse [69].

Outra forma de calibrar a detectividade do sensor SPR ¢ alterando o ponto de operagao,
tendo em vista o conhecimento dos valores das resolucoes instrumentais (vy) e (vg). No modo
WIM a detectividade aumenta com o aumento do comprimento de onda [70], dessa forma,
mesmo um detector com altos valores de resolu¢do instrumental em (v,) pode fornecer uma
resposta adequada para D, quando um comprimento de onda adequado é utilizado, i.e.,
A com valores elevados. J& a detectividade AIM possui comportamento oposto, ou seja,
decresce com o aumento do comprimento de onda [70]. Assim, para compensar a eventual
baixa qualidade do sensor de imagem empregado, comprimentos de ondas curtos podem ser
utilizados. A calibragao do sensor em ambos os modos pode ser feita escolhendo OPs de

modo que o parametro u, expresso pela equacao abaixo, seja mantido proximo de 1.

1= Ds/Dy = (S3/S0) (v} / (v2)). (3.19)
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Figura 3.48: Diagrama de 6ptica geométrica usado para o calculo do Campo de Visao (FoV)
do PPBIO. Esquema indicando distancias, angulos e elementos presentes no set-up AIM.
Para o sensor SPR desenvolvido o valor de FoV é de 22,6°.

3.4 Resumo

Neste capitulo apresentou-se os resultados do estudo computacional realizado para as es-
trutura multicamada investigadas. Os pontos de operacao para cada sensor SPR composto
pelas camadas substrato/metal/analito,amostra foram obtidos. A Tabela 3.2 apresenta um
resumo dos valores dos comprimentos de onda e dos angulos de ressonancia obtidos no es-
tudo teoérico para amostra de dgua. Os valores de comprimento de onda sao usados para
escolher a fonte de luz utilizada na excitacao dos SPs. Os angulos refletem a posigao em
que a ressonancia deve ocorrer. A utilizacao de fonte luminosa com comprimentos de onda
diferentes podem causar alteracao no OP, e assim, causar alteracoes na posicao angular da
curva SPR no modo AIM. Nessas situagoes, a relacao pixel vs. angulo pode ser utilizada
para ajustar o espectro angular da curva SPR. Aspectos sobre a obtencao da relagao pixel

vs. angulo/comprimento de onda estao apresentados no Capitulo 5. Primeiramente, a per-
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Tabela 3.2: Resumos dos valores de A\g e 0 indicando o OP de cada par substrato/metal.

Modo WIM - Ap
BK7 TOPAS | PMMA PC
Ag | 6568 nm | 619,2 nm | 779,4 nm | 519,1 nm
Al | 508,1 nm | 455,3 nm | 621,5 nm -

Au | 715,6 nm | 677,1 nm | 825,7 nm | 606,4 nm
Cu | 708,1 nm | 671,6 nm | 825,1 nm | 610,7 nm
Modo AIM - 0
Ag | 68,04° 67,96° 67,96° 68,04°

Al | 68,12° | 68,12° | 68,44° -
Au | 67,96° 67,96° 67,96° 67,89°
Cu| 67,89° 67,96° 67,96° 68,12°

formance do aluminio foi apresentada. Com filmes de Al, o sensor apresenta o efeito do split
SPR - a separagao da excita¢ao simétrica dos SPs em comprimentos de ondas curtos (Sw)
e longos (Lw). A excitagdo Sw, em geral, supera a excitacdo Lw. Em seguida, as respostas
para filmes de ouro, prata e cobre foram apresentadas. A dinamica de sensoriamento para
substancias com indices de refracao na faixa de 1,33 < ng < 1,39 RIU permite caracterizar
os sensores SPR.

Os parametros de desempenho foram apresentados para cada multicamada e os resul-
tados para a sensibilidade e detectividade encontram-se sumarizados no Apéndice A -
Fabricagcao do PPBIQ. Em sintese, na comparagao metal a metal o valor de S, é maior
para a prata, com excecao no substrato de TOPAS em que a ressonancia ocorre apenas
em altos valores de indice de refragdo (>1,365). Na comparacio substrato a substrato, o
comportamento de S é superior em prismas de PMMA, com excecao no filme de aluminio
em que o substrato TOPAS é superior por haver apenas ressonancia em altos valores de
indice de refracao. Por ultimo, a analise da oOptica geométrica foi discutida. Para ver a

resposta SPR de outros materiais consultar [40].

( Comportamento da sensibilidade metal—a—metalJ BKT: Al~Ag>Cu>Au (WIM) e Al>Ag>Au>Cu
(AIM); TOPAS: Al>Ag>Cu>Au (WIM) e Ag>Au>Cu>Al (AIM); PMMA: Ag>Cu>Au>Al (WIM) e
Al>Ag>Au>Cu (AIM); PC: Ag>Au>Cu>Al (WIM) e Ag>Au>Cu>Al (AIM).

( Comportamento da sensibilidade substrato—a—substratoJ WIM: Au,Ag,Cu: PMMA>BK7>TOPAS>PC

e Al: TOPAS>PMMA >BK7>PC. AIM: Au,Ag: PC>TOPAS>BK7>PMMA, Cu: PC>BK7>TOPAS>PMMA

e Al: BK7T>PMMA>TOPAS>PC.
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Construcao do sensor SPR

Apo6s o entendimento da interacdo luz-matéria no sensor SPR com PPBIO, iniciou-se o
processo de desenvolvimento do sensor (Ramo Mecanico da metodologia) com a confec¢ao
dos prismas. A fabricacao de objetos baseados em polimeros e vidros pode ser realizada de
diferentes formas, tais como prensagem & quente, moldagem por injecao e ablacao a laser
[71]. No caso dos polimeros escolhidos, PC (policarbonato), PMMA (polimetil-metacrilato)

e TOPAS, a moldagem por injecao é o método mais utilizado.

4.1 Fabricacao do PBBIO

A seguir, apresenta-se os principais aspectos relativos a moldagem por injecao, recozimento

e polimento que ocorrem durante a fabricacao do PPBIO.

4.1.1 Moldagem por injecao do PBBIO

Definida as especificagoes geométricas do PPBIO, fabrica-se o molde. A Figura 4.1 apresenta
dois moldes usados para a confeccao de prismas com os polimeros supracitados. Apos
fabricados, a inspecao mecanica dos prismas visa pré-selecionar amostras ausentes de bolhas
e fissuras. Detalhes sobre o processo de fabricacao dos prisma podem ser vistos no Apéndice
A - Fabricacao do PPBIO.

Utilizando o molde de quatro cavidades, foram manufaturas os prismas poliméricos.

Os polimeros utilizados foram o TOPAS 5013 da empresa TOPAS Advanced Polymers, o
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Figura 4.1: Moldes produzidos para fabricagao do PPBIO. a) Molde com 3 cavidades e b)
Molde com 4 cavidades.

Policarbonato Lexan HFD1830 da empresa Sabid e o PMMA Acrigel LEP100 da empresa
Unigel Plasticos. Prismas de vidro foram confeccionados junto a empresa Edmund Optics
usando o N-BK7 da prépria Edmund. A transmitancia obtida por cada prisma, ver Figura
4.2, confirma a faixa de comprimento de onda utilizada no estudo computacional, atestando
a correta escolha dos produtos comercializados pelas empresas citadas.

Ao considerar a moldagem do prisma pelo processo de injecao, deve-se levar em conta
a grande quantidade de fatores que podem afetar os resultados finais em termos de perfor-
mance (qualidade da resposta SPR), tais como: tempo e temperatura de inje¢ao, tempe-
ratura do molde e do material injetado, pressao de injecao, tempo de pré-aquecimento do

polimero e tempo de resfriamento; além de cuidados com a manipulacao e armazenamento
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Figura 4.2: Percentual de transmiténcia (transparéncia) para os prismas fabricados com
PC, PMMA, TOPAS e BK7. Dados obtidos com o espectrofotémetro FENTO 800 XI.

do material. Vale salientar que as variagoes nas condi¢oes de moldagem tém um efeito direto

sobre as propriedades finais do produto.

4.1.2 Recozimento do PPBIO

Na moldagem por injecao, as cavidades do molde se enchem injetando-se material (fluido
polimérico) através de pequenos canais a elevada velocidade e sob alta pressao. As paredes
internas das cavidades estdo a temperaturas muito inferiores ao material e, logicamente,
esfriam rapidamente a camada do material que entra em contato com elas, que se solidifica
de forma instantanea. Por "cima" segue passando mais material que vai se esfriando em
sucessivos niveis ou camadas para completar o ciclo de preenchimento. Estas condigoes ge-
ram tensoes "resultantes da friccao entre as camadas, que serve para ’orientar’ as moléculas
na direcao do fluxo e que se estabelecem na massa moldada antes que as macromoléculas
possam se acomodar novamente e se livrarem dessas tensoes ou deformagoes do seu estado
natural" [71]|. Sendo assim, pode-se dizer que as Tensdes Residuais (residual stress) se ori-
ginam basicamente quando uma massa quente entra em contato com uma superficie muito
mais fria, devido a um processo de solidificacao e resfriamento, chamado de stress térmico.

Geralmente, a tensao residual provoca uma dupla refracao da luz ao atravessar um
material transparente, fenémeno denominado de birrefringéncia (ver Figura 4.3). A birre-

fringéncia degrada o desempenho do instrumento 6ptico que requer manutencao 6ptica do
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Figura 4.3: Esquema ilustrativo de uma luz polarizada atravessando um meio birrefringente
e outro ndo birrefringente. As componentes extraordinaria, mais lenta (raiog), e ordinéaria,
mais rapida (raiop), estdo indicadas.

estado da polarizacao da luz incidente ou da focalizacao da luz incidente por meio de lentes
[72]. Em um material birrefringente, o campo elétrico da luz incidente pode ser decom-
posto em duas componentes conhecidas como raio extraordinario (paralelo a dire¢do do eixo
optico do material) e raio ordinario (perpendicular a dire¢ao do eixo optico do material),
os quais viajam com velocidades de propagacao diferentes. Isso significa que existem dois
indices de refracao distintos: n. e n, relacionados com os raios extraordinario e ordinario,
respectivamente.

Essa dupla refracao nao ocorre se as moléculas que formam o prisma forem completa-
mente livres de tensao residual. No entanto, quando o polimero (PC, PMMA ou TOPAS) é
submetido ao processo de injecao acaba por submeter-se a irregularidades e altos niveis de
tensao (devido & variagdo térmica, ao fluxo e ao empacotamento [71]). Com o uso de um
polarimetro (ou polariscopio) é possivel mensurar o stress residual do prisma. Composto
por uma fonte de luz, dois polarizadores, uma placa de quarto-de-onda e um sensor de
imagem (ver Figura 4.4), esse equipamento possibilita calcular a defasagem entre os raios
extraordinarios e ordinarios do meio birrefringente. Com a rotacao do segundo polarizador
(denominado analisador) a intensidade da luz transmitida varia, alcancando intensidade
maxima quando o eixo de polarizacao do analisador coincidir com o eixo do raio ordinario
e intensidade minima quando o eixo de polarizacao do analisador coincidir com o eixo do

raio extraordinario. Essa intensidade é representada por [73]:
I = d*[1 + sen2(a — B)senAl, (4.1)

sendo a a amplitude da luz transmitida, « é o angulo de rotacdo do analizador, 5 ¢é a
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orientacdao do eixo ordinario e A é o retardamento da fase produzido entre os raios E e
O devido a birrefrigéncia do material induzida pelo stress. Se o prisma nao possui stress

residual, entao senA é zero, caso contrario, senA tem um valor finito com A expresso por:

B 27Cd

A=

(01— 02). (4.2)

O retardamento de fase é diretamente proporcional a diferenga entre os raios E e O (07 —03),
devido ao stress, a constante de stress optica (C) do material e & espessura (d) do prisma.

Reescrevendo (4.1) em termos de seno e cosseno, tem-se |74]:

I =1,+ I.,co82c + I,,sen2c (4.3)

com I, = —(s)sen28, I, = (s)cos2f3, s = a’senA e I, é a média de intensidade da imagem
coletada. Assim, para calcular o retardamento de fase captura-se quatro imagens com fases
deslocadas para quatro posicoes do analisador: 0°, 45°, 90° e 135° denotadas por [, I, I3
e Iy e definidas como: Iy =1, + 1o, b =1, + 1o, Is =1, — I, e I, =1, — I,.
Essas imagens sao entao processadas da forma:
(I — 1)* + (I — I)*]'

_ 44
5 o0 + I + I + 1) (4:4)

para obtencao dos parametros A e 3

A = sen”!(s) (4.5)

1 (13— 1;
— —tan ! 4.6
i ey (46)

e assim quantificar o stress proporcional a A.

Para minimizar o efeito da birrefrigéncia os prismas sao submetidos ao processo de
recozimento ou annealing. O recozimento é um processo em que o calor é aplicado em um
material a fim de mudar sua estrutura interna, de tal forma que o material terd menos
tensoes residuais internas devido a relaxacdo das moléculas sob recozimento [75]. Usado na

fabricacao de vidro e na industria metalargica, o recozimento é o aquecimento e o posterior
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Figura 4.4: Esquema de um polariscépio. Atras do prisma sob anélise ha uma luz nao
polarizada seguido de um polarizador e um plano de 1/4 de onda. A frente do prisma, outro
polarizador (analisador) é utilizado para analisar a polarizagdo e um sensor de imagem
captura o valor da intensidade.

esfriamento lento e homogéneo do material [75]. Assim, os prismas foram aquecidos até
a temperatura de relaxacao das tensoes a uma taxa aproximada de 7°C/h, mantidos a
esta temperatura pelo tempo necessario ao relaxamento e resfriados controladamente até a
temperatura ambiente, diminuindo o stress do material.

A Figura 4.5 mostra diferentes prismas sob iluminacao com polarizacao TM, condicao
necessaria para excitacao dos SPs. Com essa polarizacao a luz deve ser bloqueada. O
processo de recozimento consistiu no aquecimento a 75% da temperatura de fundi¢do de
cada polimero por 18 horas. Nos prisma que nao possuem recozimento a luz atravessa-
0, nao obtendo-se a polarizacao necessaria. A figura também traz imagens de prismas
polidos e nao polidos mostrando que esse processo também é importante para um bom
resultado. Ademais, mostra-se na figura prismas manufaturados com diferentes polimeros
(figura inferior), bem como imagem do prisma de vidro que é ausente de stress.

O recozimento também afeta o indice de refragdo do prisma (n), tendo em vista a
modificacao estrutural do material provocada pelo tratamento térmico. O valor do indice
de refracao apés uma determinada taxa de recozimento (Temperatura/Tempo) é dado por
[74]:

n(hs) = n(ho) + malog (Z—O> , (@7)
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Figura 4.5: a) Fotografia para prismas com [1]-[2]-[3] e sem [4]-[5]-[6] annealing, polidos
[3]-]4] e nao polidos [1]-[2]-[5]-]6], todos fabricados com TOPAS e usando o molde de 3
cavidades. b) Fotografia para prismas poliméricos fabricados com o molde de 4 cavidades e
prisma de vidro BK7. Prismas que passam pelo processo de injecao |PC|-[PMMA|-|[TOPAS|
possuem stress enquanto o prisma vidro [BK7|, fabricado de forma diferente, é ausente de
stress.

em que h, é a taxa de annealing utilizada, hg representa a taxa de annealing de referéncia
e my € o coeficiente que relaciona a dependéncia do annealing com o indice de refracao do
material.

Como pode ser visto nas curvas SPRs para filmes de prata apresentadas na Figura 4.6, a
curva experimental de BK7 ¢ muito semelhante a curva tedrica - tanto no contraste quanto
na posicao de minimo - uma vez que o BK7 é ausente de birrefrigéncia, com variacao na
posicao de A de 8,7 nm. O TOPAS possui menos stress mecanico, ver Fig. 4.5b), e também
fornece curva SPR semelhante a curva tedrica. A curva para PC possui baixo contraste mas
posicao de minimo proxima, com diferenca de 12 nm em relagao a curva teoérica. Prismas

de PMMA revelaram as maiores diferencgas entre as curvas SPRs teodricas e experimentais.
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Figura 4.6: Curvas SPR para filme de prata depositado no substratos BK7, TOPAS, PMMA
e PC. Curvas teoricas (linha tracejada) e experimentais (linha solida).

A Figura 4.7 apresenta um exemplo em que a excitacao existente é potencializada apos
o tratamento térmico. Também é retratada a situacao em que ha o incremento no indice
de refracao do prisma apds o recozimento, fazendo com que o valor de minimo desloque,
aumentando a diferenca em relagao ao minimo teérico. Por fim, a variacao no indice de
refracdo dos prismas apos o processo de annealing foi pequena, em torno de <107 RIU

para o substrato de TOPAS, sendo negligenciada na caracterizacao da resposta SPR.
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Figura 4.7: Curva SPR para prisma com (linha so6lida preta) e sem (linha solida vermelha)
anneling, e curva SPR tedrica (curva tracejada). A excitacdo dos SP para prisma sem
annealing é ineficiente. Exemplo da excitagao SP melhorada com o uso de annealing.
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4.1.3 Polimento do PPBIO

Outro aspecto importante é o polimento dos prismas. O polimento melhora o desempenho
do sensor SPR, enfatizando a pofundidade/contraste da curva de ressonancia reduzindo
as perdas de transmitancia. Como exemplo desse procedimento, a Figura 4.8 apresenta o
perfil espectral das fontes luminosas utilizadas na montagem experimental. Para o modo de
interrogacao espectral um LED de luz branca ¢ usado como fonte luminosa e no modo de
interrogacao angular utiliza-se um diodo laser ou LED quase monocroméatica com largura
espectral pequena, centrada em um valor fixo de comprimento de onda necessario a excitagao
dos SPs. Antes do polimento, a absorbancia em 655 nm foi de aproximadamente 0.126 o que
representa uma reducao de 18.19% na luz transmitida através do prisma em comparacao
com o ar. Apods o polimento, o valor de absorbancia foi de 0.035, reduzindo para 8.5% a

perda na transmitancia.
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Figura 4.8: a) Perfil espectral para a fonte de luz usada no modo WIM. A linha tracejada
é a resposta obtida antes do polimento. b) Perfil da fonte de luz usada no modo AIM. A
linha tracejada ¢ a resposta obtida com prismas nao polidos.

4.2 Deposicao do metal

Com o término do processo de injecao, dar-se inicio ao processo de deposicao do metal na

superficie do prisma. Dentre as técnicas para deposicao de filmes finos pode-se citar os
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TEER

Figura 4.9: Exemplos de prisma de PC apos a deposi¢ao do metais a) Al, b) Ag, ¢) Cu e
d) Au.

grupos baseados em i) deposi¢ao de vapor fisico (PVD): como nas técnicas de sputtering e
da evaporacao por feixe de elétrons (e-beam); e ii) deposicao de vapor quimico (CVD): a
exemplo do crescimento de filme (epitaxia) e da oxidagdo térmica [76]. Os filmes finos dos
metais Ag, Au e Cu foram depositados utilizando a técnica de sputtering e os filmes finos
de Al através de e-beam. Prismas cobertos com os metais analisados, sao apresentados na
Figura 4.9. Para deposicao do metal utilizou-se o sistema de alto vacuo para a geracao de
peliculas finas Cryofox Explorer 600LT, comercializado pela empresa Polyteknik. Detalhes
sobre o processo de metalizagao dos prismas podem ser vistos no Apéndice B - Deposi¢cao
de filmes finos.

A qualidade da deposicao é inspecionada através da continuidade da camada metélica,
da espessura e da rugossidade. Todas essas medidas estao relacionadas com ajustes no
tempo e na corrente de deposicao, além da qualidade do polimento da superficie do prisma.
Como exemplo, a Figura 4.11 mostra um resumo da investigacao da qualidade do filme
metalico através de micro-gréficos obtidos com um microscopio de forga-atomica (AFM).
Imagens em duas e trés dimensoes da superficie do prisma e os calculos da rugossidade para
diferentes areas da superficie sao apresentados na figura. Os valores de rudossidade foram
de 523 nm na faixa A-B, de 1,08 ym na faixa C-D, com um total de 0,034 ym em uma area
de 50x50 um. Detalhes sobre as tecnologias utilizadas na caracterizacao podem ser vistos

no Apéndice C - Caracterizacao de filmes finos.
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Figura 4.10: Anéalise da superficie metalica de ouro, depositada em um prisma manufaturado
com TOPAS. Imagens (2D e 3D) obtidas com um AFM para superficie de Au. Gréaficos
para distribuicao de altura nos intervalos A-B e C-D. Resumo dos parametros e graficos
relativos a rugossidade da superficie extraidos com o software Gwyddion.
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4.3 Montagem experimental

A instrumentacao utilizada em (bio)sensores SPR varia de acordo com o modo de interro-
gacao, dimensao, quantidade de elementos bioldgicos analisados simultaneamente, portabi-
lidade e os demais aspectos mencionadas anteriormente (polarizagdo da luz, comprimento
de onda, tipo de metal, angulo etc). De modo geral, o diagrama de blocos da Figura 4.11 a)

apresenta os sistemas presentes nos (bio)sensores SPR.

Sistema multicamadas

Entrada (analito) Sistema do fendmeno
microfluidico a)

Célula de fluxo Célula de fluxo

Estrutura WIM ;) &~ |Microbomba | ~a ESTI’II[‘UI&AIM =

~__ — = —
Sict Camada de
1stema biorreconhecimento
optico : : UACPE‘
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Figura 4.11: a) Diagrama de blocos de biossensor baseado na ressonancia de plasmons de
superficie o qual compreende 4 subsistemas diferentes: Microfluidico, Optico, Estrutura
Multicamadas e UACPE. Disposicao dos elementos que excitam o fendmeno SPR usando o
PPBIO. Montagem para o b) modo de interrogacao espectral e ¢) para o modo de interro-
gacao angular.

Para excitacao do fenémeno fisico, o Sistema Optico ajusta a fonte luminosa as condi¢oes
Opticas necesséarias de polarizacao, foco e posicao de incidéncia para a qual se atingi a

reflexdo interna total (RIT). O Sistema Microfluidico do sensor SPR ¢é responsavel pela
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entrega (sistema propulsor, i.e., bomba peristaltica) e confinamento (célula de fluxo) da
amostra, que pode ou nao conter o analito (substancia sob analise), & superficie sensivel do
sensor. Neste local, o analito entra em contato com o biorreceptor (no caso de um biossensor
SPR) imobilizado na superficie metélica, produzindo uma mudanga fisico-quimica (variagao
de indice de refragdo) que pode ser identificada pelo transdutor 6ptico.

O Sistema (arranjo) Multicamadas compreende os materiais usados para a confecgao
do sensor, incluindo o par substrato/metal e uma camada bioespecifica (biorreceptor) que
interage com as substancias contidas no analito. Os biorreceptores podem ser: enzimas,
microbios, organelas, células de animais ou plantas, tecidos de plantas ou animais, anticor-
pos, receptores, acidos nucléicos e DNA, entre outras substancias. Por fim, uma Unidade
de Aquisi¢ao, Controle, Processamento e Exibi¢ao (UACPE) é utilizada para aquisicao dos
sinais e exibicao da resposta. O sistema de aquisicao, processamento e visualizacao dos da-
dos, informa ao usuario se o analito foi ou nao detectado e também a quantidade de analito
na substancia, além de informacoes sobre especificidade, forca e rapidez com que ocorreu a
reacao analito-biorreceptor.

De posse de prismas funcionais, i.e., livres de fissuras e bolhas, polidos, recozidos e
metalizados, a montagem do set-up experimental é realizada e o protocolo experimental -
procedimentos totalmente dependente do que se pretende analisar - é aplicado. A depender
da estrutura que da suporte a excitacao dos SPs e da multicamada, diferentes componentes
sdo necessarios. A Figura 4.11 b) apresenta os principais elementos envolvidos na exci-
tacao SPR no modo WIM e AIM, utilizando o PPBIO em um sensor na configuracao de
Kretschmann.

A descricao completa de cada elemento da estrutura pode ser encontrada na referéncia
[77]. Em sintese, no modo WIM o LED White Lambertian da empresa Luxeon Star [78]
foi utilizado como fonte de luz; esse LED propicia uma facilidade de instrumentacao por
ser montato em uma base de metal, produz 45 Im de brilho com uma corrente maxima de
350 mA, além de possuir um longo tempo de vida, cerca de 50.000 horas. Sua resposta
espectral encontra-se na Figura 4.8a).

Para colimagao dos feixes de luz, a lente esférica plano-convexa LA1951 da Thorlabs foi
utilizada e o polarizador TECHSPEC Linear Glass Polarizer da Edmmund Optics foi usado

para polarizar a luz no modo TM. Os demais elementos constituem de um obturador para
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confinar a luz na parade lateral do PPBIO, uma célula de fluxo com volume aproximado de
75 mm? e o espectrometro USB4000 da Ocean Optics [79], que cobre a faixa de comprimento
de onda entre 350 nm a 1050 nm, conversor AD integrado de 16 bits, resolucao de 0.3 nm,
pixels de tamanho 8 pmx200 pum e relacao sinal-ruido em torno de 300:1.

No modo AIM, utiliza-se uma fonte de luz quase monocromatica com largura espectral
pequena, centrada em um valor fixo de comprimento de onda a depender da multicamada.
Utiliza-se duas lentes cilindricas plano-convexas LJ1960L1 da Throlabs e um espelho para
auxiliar na instrumentacao do caminho 6ptico. Como sensor de imagem, a camera CMOS
DCC1645C [80] comercializada pela empresa Thorlabs com resolugao 1280x1024 e 10 bits
por pixel, estes com tamanho de 3,6 um?, foi utilizada. Célula de fluxo, lente colimadora e
polarizador (quando a fonte de luz nao for polarizada) também sao empregados.

Fotografia do sensor SPR composto por componentes fluidicos (célula de fluxo), compo-
nentes opticos (lentes, prisma e polarizador), componentes eletronicos (sensor de imagem) e
por componentes mecanicos que acoplam todos os componentes, formando o instrumento 6p-
tico, é apresentado na Figura 4.12. Vale salientar que apesar de algumas pegas (as metalicas)
terem sido adquiridas da Thorlabs, parte dos components mecanicos foram desenvolvidas
e impressos em impressora 3D no laboratorio de biossenores da UFCG, como ilustrado na
Figura 4.13.

Por fim, os softwares da UACPE sao desenvolvidos para cara modo de operagao uma
vez que o driver de cada dispositivo é tnico e escrito em linguagem de programacao di-
ferente. Desenvolvidos em linguagem Java (modo WIM) e C# (modo AIM), os softwares
sao majoritariamente composto por graficos que expressam o comportamento temporal dos
parametros envolvidos no processo de analise de substancias. Em sintese, o fluxograma de
acoes dos softwares inicia com a detecgao do sensor de imagem (espectrometro USB4000
ou camera DCC1645C), e configuragiao dos parametros de aquisi¢ao: a exemplo do tempo
de integracao e de aplicagao de técnicas de pré-processamento. Em seguida, tem inicio o
processo de aquisicao dos dados. O sensor é calibrado com um sinal de referéncia, e dai em
diante, a curva SPR ¢ calculada e apresentada. Com a curva SPR calculada, ha a possibi-
lidade de configurar os parametros de realce e suavizagao da curva para posterior extragao

dos parametros de interesse.
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Figura 4.12: Fotografia da montagem experimental para os componentes do diagrama ilus-
trado na Fig.4.11, apresentando a disposicao dos elementos que excitam o fenomeno SPR
usando o PPBIO. a) Montagem para o modo de interrogacao espectral, em que uma luz
branca atravessa uma lente colimadora e um polarizador até atingir o prisma; a luz refle-
tida na outra extremidade do prisma passa por uma fibra Optica até ser captura por um
espectrometro. b) Montagem para o modo de interrogacao angular, com utilizagdo de lente
cilindrica para focalizacao do espectro da fonte de luz quase monocromética; a luz refletida
pelo PBBIO atingi um espelho antes de ser capturada por uma camera empregada como
detector 6ptico.
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Figura 4.13: Imagem de peca impressa em impressora 3D para encaixe do prisma e da
fibra 6ptica na montagem para o modo de interrogacao espectral. Peca de polimero ABS
(Acrilonitrila Butadieno Estireno).

4.4 Resumo

Neste capitulo apresentou-se as tarefas envolvidas no desenvolvimento do sensor SPR. As-
pectos sobre a manufatura do prisma, a deposicao da camada metalica e montagem dos
componentes foram apresentados. Fotografias do molde, dos prismas manufaturados, dos
prismas metalizados, da montagem mecanica do sensor, além de diagramas explicando e

ilustrando conceitos foram apresentados.



Capitulo 5

Caracterizacao do sensor SPR

Finalizada a montagem mecanica, dar-se inicio aos testes experimentais do sensor SPR
construido com diferentes multicamadas. A caracterizacao dos filmes metalicos através de
elipsometria e espectroscopia demonstram a continuidade e homogeneidade dos filmes. Os
ensaios experimentais e a obtencao da resposta do sensor é apresentada apo6s uma série
de processamentos. A seguir, serao descritas as etapas para o processamento do sinal de
imagem capturada por um sensor de imagem de duas dimensoes (2D) - procedimentos
analogos sdo realizados quando utiliza-se sensores de imagem de uma dimensao (1D) - e em

seguida apresentam-se os resultados obtidos.

Pré-processamento do sinal

A intensidade da luz capturada pelo i-ésimo pixel do sensor de imagem é representada por

zj(t),i=1,---,Mej=1,---,P de modo que a imagem bruta é expressa por:
xu(t) iL’m(t) s l’lp(t)
To1(t)  w2(t) -+ w2p(l)
Traw (1) = ' (5.1)
_le(t) Tara(t) - xMP(t)_

As fontes de ruidos que influenciam a resposta do sensor de imagem podem ser clas-
sificadas em ruidos espaciais e temporais. O ruido independente da posicao do pixel e da

relacao pixel vs. angulo, mas surge entre imagens subsequentes de uma mesma substancia,
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caracterizam os ruidos temporais (RT). A primeira etapa do processamento consiste em

remover o RT e obter o valor de z;; (¢):

em que L; representam o tamanho da janela temporal utilizada no processamento.

A segunda etapa do processamento consiste na remocao do ruido espacial, i.e., o ruido
varidvel de pixel para pixel devido a nao-uniformidade da iluminacao que chega em cada
pixel, juntamente com as diferencas fisicas e elétricas ocorridas no processo de fabricacao

do sensor de imagem:

Hj+i = 0,
+L . :
N 1 < j+l<lyg+I1I>P
Tij (1) = 57— Z i Zijyi(t), (5.3)
2L +1 iyl piv =1,
1<j+I<P

em que L, é o tamanho da janela espacial. Estudo sobre os valores tipicos de L, e L; podem

ser encontrados na literatura [69].

Geracao da curva SPR e multispot

Apo6s a remocao dos ruidos temporais e espaciais, a imagem suavizada Isyavizapa, expressa
em termos de #;;, é obtida. A resposta do sensor SPR na presenga do ar, IZf avr74pa, €
tomada como referéncia e a partir da injecao do analito é realizado o céalculo da curva SPR,

da forma:

Iine (t,0,)\)
SPR(t0.A) = P 2aes Ty (5.4)
SUAVIZADA\">">

em que I4%%, 1 apa ¢ a resposta do sensor na presenga do analito. Esse procedimento de
normalizagao elimina nao-uniformidades espaciais e espectrais oriundas da fonte de luz e/ou
do sensor de imagem.

Para um sensor de imagem com duas dimensoes (2D), é possivel utilizar um conjunto de
linhas para gerar a curva SPR, em uma técnica denominada de multispot. Como apresentado

em (5.5), o processamento multispot é composto por diferentes areas sensiveis (A;) cada uma
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correspondendo a uma regiao fisica na superficie sensivel do sensor SPR.

[211(8)  212(2) T1p(t)] | Ailt)
ia(t)  En(t) Fap(t))
(231(t) 232t T3p(t)] | A2(t)
) 2al) 540(0)]
Isuavizapa(t) = | (@5.(1) T59(t) z5p(t)] | As(t) (5.5)
(Te1(t) Tea(t) Tep(t))
(Zp-11(t) Zp—12(t) -+ Zp—ap(t
| Dan(t)  Za() - QA?MP(t)]_ As(t)

O conjunto de areas sensiveis formam os chamados spots sensiveis (spots = [A;(t), Aa(2),
-+, Ag(t)]), os quais indicam a quantidade de substancias que podem ser monitorados
simultaneamente pelo sensor SPR, de modo que SPR;(t,0,\) = A2™(t,0,\) /AN (£,0,)). A
forma de agrupar as linhas que compdem uma A; pode ser expressa pela imagem média do

intervalo de linhas utilizados:

Ta1(t) Taa(t) -+ xap(t)
A= ; (5.6)

wp(t) wp(t) - wpp(t)
em que N é o total de pixels no intervalo [a b]. O uso de multispots mesmo que haja uma
tinica regiao fisica sensivel no sensor SPR, melhora a relagdo sinal-ruido [81] e a resposta

dindmica |82] do instrumento SPR.

Relagao pixel vs. angulo e pixel vs. comprimento de onda

A obtencao da resposta angular e/ou espectral do sensor SPR exige a correspondéncia entre
os pixels do sensor de imagem e os valores de angulo e/ou comprimento de onda. Para obter
o espectro angular (modo AIM), primeiro anota-se o valor do pixel que detém o minimo de
refletividade na condigao de célula molhada. Em seguida, sabendo que o intervalo angular
do PPBIO é de 62° a 73°, utilizando o OP em que o angulo de ressonancia ocorre em 68° a

relacao pixel vs. angulo para o valor minimo ocorrendo no pixel 730 pode ser expressa pela
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seguinte equagao:

O(p) =2 x 107%p* + 0,0119p + 57,893. (5.7)

Para o modo WIM, a relacao pixel vs. comprimento de onda fornecida pelo espectrometro
segue a expressao:

Ap)=I1+Cip+ Cyop® + Cap?, (5.8)

em que [ é o comprimento de onda do pixel zero e C, Cy e C3 sao os coeficientes do
polinémio obtidos no processo de calibracao do espectrometro e disponibilizados no manual
do equipamento [79].

A relagao pixel vs. angulo/comprimento de onda é empregada para compensar desali-
nhamentos mecanicos no hardware do sensor. Na situacao em que a fonte de luz, ou sensor
de imagem, ou mesmo o préprio prisma, nao estejam corretamente alinhados os feixes de
entrada (Xi) e/ou saida (X8), ver Figura 3.4, ndo serdo perpendiculares a base do prisma,
alterando os valores dos angulos/comprimentos de onda de saida capturados pelo sensor de

imagem, e consequentemente, as posicoes de g e Ag.

Detecgao do valor minimo e sensorgrama

Para a extracao do valor minimo da curva SPR que representa o angulo/comprimento de
onda de ressonancia, podem ser utilizadas diferentes técnicas de processamento. Dentre
as técnicas mais empregadas encontram-se o ajuste polinémial e o calculo do centroide
[69, 83, 84]. O ajuste polinomial consiste em aproximar a curva SPR, ou a regiao proxima
ao minimo da curva, a um polinémio de grau n. O valor minimo do polinomio é entao

calculado através da primeira derivada, tal que:

d d
@P(@)@ZQR =0 ou ﬁP(A)AZAR = 0. (59)

O valor minimo também pode ser considerado como sendo o centro geométrico (ou
centroide) da curva SPR. A técnica é aplicada a valores que estao abaixo de um limiar pré-
estabelecido, conhecido como linha base (LT'). Assim, para uma curva SPR com N pontos,

o valor do centroéide é calculado para os pontos com valores de intensidade abaixo da linha
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base da forma: N
; i(t) — LT)i
ZZ:l(p ( ) )Z (510)

SV (pi(t) = LT)

em que p; representa o valor do ponto ¢ da curva SPR.

C(t) =

A apresentacao do valor de magnitude dos parametros 6g, Ag, Anze FW HM, é apresen-
tada em um gréafico versus o tempo, grafico este denominado de sensorgrama. O sensorgrama

é um grafico que mostra a evolucao temporal de um determinado parametro de interesse.

5.1 Protocolo experimental

Para verificar a variacao nos valores de ressonancia (sensibilidade, largura, comprimento de
onda e angulo plasmonico), testes com ligagOes reversiveis e irreversiveis foram realizados
em uma série de experimentos com camadas metalicas de ouro, prata, cobre e aluminio
depositada nos polimeros TOPAS, PMMA, PC e no vidro BK7.

As substancias em analise diferem de acordo com a camada metdlica testada. Para os
filmes de prata, cobre e aluminio as substancias em andlise sao d4gua deionizada e degaseifica
(H20), solugdes de alta e baixa concentragao de etanol e solugao da proteina BSA (Albumina
Sérica Bovina) diluida em Agua, a concentragao de 0,1 mg/ml. Para os filmes de ouro,
agua deionizada e degaseifica, solu¢oes de PBS (Phosphate Buffered Saline) e hipoclorito
(Hypo.) e solu¢ao da proteina BSA diluida em PBS foram multiplexadas na entrada do
sistema microfluidico.

O protocolo experimental consiste em inicialmente capturar a célula seca, ou seja, cap-
turar a resposta do sensor quando o ar estd em contato com a superficie sensivel, obtendo
uma curva SPR quase estacionario no valor 1, uma vez que o sinal atual é referente ao ar,
isto &, Iah%rzapa = 185 avizapa- No momento em que a dgua (HoO) atinge a superficie
sensivel do prisma, instante denominado de célula molhada (resposta do sensor quando se
tem agua por sobre a camada metélica), excita-se os SPs e com isso presencia-se uma queda
acentuada na curva SPR. Nesse momento, inicia-se o monitoramento do valor minimo da
curva, e através dele, calcula-se os demais parametros de interesse. Ao trocar de substancia,
saindo da condicao de célula molhada para a proxima solucao, o valor do indice de refra-

¢ao aumenta. Em seguida, retorna-se a célula molhada e troca-se para a segunda solucao.
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Novamente retorna-se para a situacao de célula molhada. Repete-se esse processo até que
todas as substancias sejam analisadas. Os procedimentos descritos compoem o chamado
ciclo de teste, ou ensaio de teste, e sao utilizados para a quantificacao das variacoes de Ag,
Or, Anz e FWHM (largura). Repetiram-se os experimentos por varios ciclos (5 vezes) e
os resultados foram equivalentes, o que atesta a consisténcia das respostas e garante uma
reprodutibilidade de experimentos. Os procedimentos descritos sao aplicados nos modos

AIM e WIM. Em sintese, o protocolo experimental possui as seguintes etapas:

e Inicialmente, calibra-se o dispositivo com um sinal de referéncia: resposta do disposi-

tivo quando o Ar esta em contato com a superficie sensivel do prisma (célula seca);

e Em seguida, captura-se a resposta do dispositivo quando se tem agua por sobre a

camada metélica do prisma (célula molhada);

e Monitora-se a refletividade para a mudanca de substancia que esta presente na célula

de fluxo (sinal atual), calculando a resposta SPR;

e Apresenta-se os sensorgramas (evolucdo temporal) dos parametros de interesse, ex-

traidos a partir da curva SPR;

e (Calcula-se a sensibilidade para ambos os modos de operacao.

Controle de temperatura

A temperatura ambiente para realizagao dos experimentos foi ajustada para 23+1°C de
forma a minimizar os efeitos térmicos nas amostras e nos componentes do sensor. O acesso

ao ambiente foi controlado para evitar flutuacoes térmicas no momento dos experimentos.

5.2 Resultados experimentais: curvas SPRs

Nessa sessao sao apresentadas as curvas SPR, teérica e experimental, da agua para as
diferentes multicamadas.
A Figura 5.1 apresenta as curvas SPRs para filmes de prata. No modo WIM, todos os

substratos apresentam curvas com valores de \g proximos aos das curvas teoricas. PMMA



Capitulo 5. Caracterizacao do sensor SPR 79

1 15 0 o —— ]
08 BK7 108 TOPAS PC
Ag (50nm Ag (50nm) 1 Ag (50nm)
o fageonm™ I HoO i H,0
T o6 2 106 i 2 1 o
- : ! 6=68° 1 5=68
= H |
2 i 1
T 0.4 104 1 : 1 0.
= “ Teo"? : — Teoria Teoria
In' Experimento : E : Experimento
02 1oz i 102 i xperimento | g 5
]

o} 0
0400 600 800 1000 1200 1400 400 600 800 1000 1200 1400 l:'4[)(] 600 800 1000 1200 1400 400 600 800 1000 1200 1400

A (nm) A (nm) A (nm) A (nm)
1 1 1
,,,, \
08 0.8 \ 08
1
\ i
3 v 1
K 0.6 II K 08 |l 086
= [ [
E=] BK7 T 1 PC
@ Ag(~50nm)
S Ag(~50nm) Vo ! = Ag(~50nm) |
& 0.4 h 4=670nm | 04 A '-' 04 Vi T7BSnm 04 RO S0nm)
V Y ¥
1) i H
0.2 i! { 02 i 0.2 i 0.2
Y Experimento Experimento | |; Experimento Experimento
———Teoria ———Teoria ———Teoria Teoria
0 T gt 0 T 0
66 68 70 72 62 64 66 68 70 686 58 70 72 66 68 70 72
e &) 807 8y

Figura 5.1: Curvas SPRs teoéricas e experimentais para filmes de prata com 50 nm de
espessura, depositado nos substratos BK7, TOPAS, PMMA e PC nos modos WIM (os
quatro graficos superirores) e AIM (os quatro graficos inferiores).
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Figura 5.2: Curvas SPRs teoricas e experimentais para filmes de ouro com 50 nm de
espessura, depositado nos substratos BK7, TOPAS, PMMA e PC nos modos WIM (superior)

e AIM (inferior).
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e PC apresentaram baixos valores contraste/profundidade. No modo AIM, BK7 e PMMA
apresentaram curvas com maior contraste/profundidade. TOPAS apresentou a pior curva
SPR. Vale ressaltar que o valor de Ag experimental para o par TOPAS/Ag foi de 565,8 nm e
o diodo laser mais préximo a esse valor, disponivel para utilizacao, era de A =637 nm. Desse
modo, o Ponto de Operacao ideal nao foi obtido e a excitagao dos SP foi comprometida.

A Figura 5.2 apresenta as curvas SPRs da dgua para filmes de ouro. No modo WIM,
as curvas SPR apresentaram contraste /profundidades de BK7-55%, TOPAS-40%, PMMA-
35% e PC-37,5% em relacao aos valores tedricos. BK7 e PC apresentam valores de Az mais
proximos aos valores previstos com modelo de Fresnel do que TOPAS e PMMA. As curvas
para BK7 e PMMA apresentam picos proximo a 510 nm, devido as imperfeicoes do filme
metélicos (arranhdes), as quais fornecerem momento fisico aos fétons incidentes suficente
para que haja o acoplamento com a SPP. Para maiores detalhes consultar [33, 85, 86|. No
modo AIM, as curvas apresentam bom contraste/profundidade para BK7, aproximadamente
78%, moderado para PMMA (44%) e baixo para o TOPAS e PC (27%). Os valores de
FWHM para BK7 e PMMA sao semelhantes aos valores teodricos.

As curvas SPRs da agua para filmes de cobre encontram-se na Figura 5.3. As curvas do
modo WIM assemelham-se as curvas tedricas em termos de FWHM e Ar. As curvas AIM
foram obtidos com os diodos lasers cujos comprimentos de onda mais se aproximavam aos
valores de Ag obtidos no modo WIM. BKT possui valor de contraste/profundidade bastante
acentuado, enquanto os prismas poliméricos apresentaram valores moderados/baixos.

Por fim, a Figura 5.4 apresenta as curvas SPRs da 4gua para filmes de aluminio. O
efeito do SPR. splitting nao foi obtido devido ao perfil espectral da fonte luz utilizada, como
mencionado no Capitulo 3. BK7 e PMMA apresenta bons valores de contraste e TOPAS
valor moderado. Como esperado, PC possui baixa profundidade/contraste da curva SPR
caracterizando uma fraca excitacao dos plasmas de superficie. No modo AIM, BK7 apresenta

curva SPR com boa profundidade.

Consideracgoes: teoria x experimento

As distor¢oes de profundidade, largura e posicao do minimo entre as curvas experimentais

e teodricas se devem a caracteristicas inerentes ao processo de fabricacao dos prismas a



Capitulo 5. Caracterizacao do sensor SPR 81

1.6 14 1
14 ——-Teoria ~——~Teoria 1.2 - Teoria
1 J 0.8
1.2 BK7 1 1
8 Cu(~40nm) e
6=68"
E { o8 1 os -| 08 pC
= y v pd Cu(~40nm)
2 o8 1 W P \ 7 6=68°
o 06} -7 | ! 1 o8t 7 A J 04
06 | - | § TOPAS / v/
~ 1
s 04 i | (el:e(silonm) | o4 PMMA i J" 0.2 Experimento
04 !l " i l“l' C_u(~il0nm) 11 Teoria
Vs ! 0.2 o=e8 Y
o 4 02 ¢ v 0
400 600 800 1000 - 400 600 800 1000 200 600 800 1000 400 600 800 1000
A (nm) A (nm) A (nm) (nm)
1 - 1 1 1
~ N
08 3 /.~108 i
1 ~
1 7
@ 4 i
s 08 \ ' J 1086 7
=] A 1
2 Y /' Topas PMMA VoS
5 \ ! Cu(~40nmy |\ | 104} PC ]
204 C_u(~40nm) 104 Y 7 f_ue(;é(]nm) 04 pyse-Saneint [ E Cut~40nm)
A=670nm v = nm v / A=591nm
v 7 V!
02 i joz2 e 0.2 v/ {02 1
Experimento |~ Experimento Experimento | © Experimento
—Teoria Teoria ———Teoria Teoria
o] 0 0
o 562 64 56 68 70 668 68 70 72 74 78 64 66 68 70 72 62 64 655] 68 70
&y (" 8 (") ()

Figura 5.3: Curvas SPRs teoricas e experimentais para filmes de cobre com 40 nm de

espessura, depositado nos substratos BK7, TOPAS, PMMA e PC nos modos WIM (superior)
e AIM (inferior).

1 g 1 1
o8 ] \ 1 o8 PMMA j 08
i e Al (20nm)
o 1 s AI203(1 2nm)
1
306 1 Vo N ,/ 1 os 6=68° E o8l PC
= ~ ~ - Al (20nm)
2 N VS ToPAas ~_ ~ /
B BK7 . v/ Alonm) . / AlO,(12nm)
8 04 Al (20nm) 1 04r 4/ ALO(12nm) 1 04 NS 04} ©=68"
ALO,(12nm) Vo e=ese N
0.2 o=68 02| W 02 0.2
’ Experimento ’ Experimento ) ‘ Bxperimento . Experimento
——-Teoria, Rakic{20nm) —— —Teoria, Rakic(20nm} —— ~Teoria, Rakic(20nm) Teoria, Rakic (20nm)
0 0 a
400 600 800 1000 400 600 800 1000 400 600 800 1000 0 600 800 1000
A (nm) A (nim) A (nm) A (nm)
1
1 1 1
= _—
- W TOPAS
08 {08 \ 08 {05 Al(~20nm)
\ AlLLO_(12nm)
@ 1 - 273
° H //’ i A=525nm
S 06 {08 06 ~=="1 0
2 BK7 [ s -
3 Al(~20nm) 5 ) Topas J Pl 60 85 70 75
E o4 AlLO (12nm) L // o Al(~20nm) / o4 4 Al~20nm) 1
- A=591nm oo 1 94T ALO (12nm), / - AI203(12nm)7
N A=525nm 1r 2=501nm
!
1 \ " |1 05
02 Experimento 02 — 0.2 Experimento Experimento
———Teoria, Rakic (20nm) Experimento ———Teoria, Rakic (20nm) e ¢
> ———Teoria, Rakic (20nm) . Teoria, Rakic (20nm)
0 0 0
62 64 66 68 70 50 65 70 75 66 68 70 72 74 ° 61 66 88 70 72
e (") 8

8y &)

Figura 5.4: Curvas SPRs tedricas e experimentais para filmes de aluminio com 20 nm de

espessura, depositado nos substratos BK7, TOPAS, PMMA e PC nos modos WIM (superior)
e AIM (inferior).
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exemplo da rugosidade e da birrefringéncia, das perdas de qualidade da imagem devido
as reflexoes nos espelhos das superficies laterais inclinadas e a arranhdes na superficie de
metal. Além disso, a diferenca entre a faixa espectral da fonte de luz usada na obtencao das
curvas teoricas e a utilizada nos experimentos também contribuem para essas distorcoes.
Desvios do angulo de ressonancia do OP no modo AIM devido a essa diferenca espectral,
sao corrigidos na relacao pixel vs. angulo. Ademais, fatores como absor¢ao, espalhamento,
radiacao e transferéncia de calor, nao computados no modelo teérico, afetam a resposta
dos sensores SPR. De todo modo, as previsoes tebricas sao imprescindiveis para a correta
construcao do sensor, revelando o ponto de operagao de cada arranjo multicamada.

Para contemplar estes fatores na modelagem a fim de melhorar a aderéncia entre teoria e
experimentos, pode-se expandir o modelo de Fresnel de modo que tais fatores complementem
a AF como termos aditivos, a exemplo da rugosidade [60], e/ou que o efeito de cada fator
seja acrescentado na AF em termos de sobreposicoes, a exemplo da convolucao da resposta

SPR para os comprimentos de onda presentes no espectro da fonte de luz.

5.3 Resultados experimentais: sensorgramas

Nessa sessao sao apresentados os sensorgramas da aplicagao do protocolo experimental para
as diferentes multicamadas.

Um exemplo de sensorgrama ¢é apresentado na Figura 5.5. Na figura ¢ ilustrado o ciclo ex-
perimental para as substancias na seguinte ordem H,O — BSA — H,O — Hypo. — H50.
A mudanca da substancia em contato com a superficie sensivel do PPBIO, provoca uma
alteracao no parametro de interesse. A anélise de Fresnel fornece os valores do parametro
investigado apenas nas regioes de regime permanente, nao contemplando os aspectos envol-
vidos durante a transicao entre as substancias, situacao em que fragoes de duas amostras
encontram-se simultaneamente em contato com o sensor.

Em experimentos com ligacoes irreversiveis, tipicamente as fases de um sensorgrama
compreendem a linha base: calibracao do sensor para uma substancia conhecida; adsor-
¢ao: inicio da injecao da solucao de proteina; monolayer: regime permanente, saturacao
no valor do parametro de interesse; dissociagao: remocao das moléculas em suspensao que

nao aderiram a superficie metdlica; lavagem: injecao de substancia para limpar a superficie
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Figura 5.5: Exemplo de um sensorgrama para o ciclo H,O — BSA — H,O — Hypo. —
H50. Destaque para as fases de um sensorgrama: linha base, adsor¢ao, monolayer, dissoci-
acao, lavagem e regeneracao.

e remover as moléculas fixadas na fase de adsorcao e regeneragao: retorno para a condicao
inicial de calibragao.

O uso sequencial do transdutor por vérios ciclos experimentais de adsorcao, dissociacao,
limpeza e regeneracao provoca alteracoes e desgastes na superficie metalica. Assim, os tem-
pos necessarios para que se atinja o regime permanente para uma determinada substancia
pode ser diferente a medida em que se vai utilizando o sensor.

Por fim, menciona-se que a resolucao instrumental do sensor SPR é medida através
do desvio padrao de uma regiao do sensorgrama que esteja no regime permanente. Dessa
forma, o valor da resolucao instrumental quantifica a qualidade da resposta de toda a

instrumentacao utilizada na construcao do sensor.

Sensorgramas para filmes de prata

Os primeiros experimentos foram realizados em prismas metalizados com filmes de prata e
os sensorgramas encontram-se nas Figuras 5.6, 5.7, 5.8 ¢ 5.9.

Os experimentos foram realizados no mesmo dia da deposicao do metal para minimizar
o efeito da oxidacao da camada metalica. Os valores experimentais da variacao do indice de
refracao, do angulo de ressonancia no modo AIM e do comprimento de onda de ressonancia
no modo WIM para cada solucao, usando o substrato BK7, estao apresentados nos sensor-

gramas da Figura 5.6. Um resumo dos resultados experimentais encontram-se na Tabela 5.1.
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O ciclo experimental seguiu a sequéncia HoO — FEtanol25% — H,O — Etanol12,5% —
H,O — BSA — H,O — Etanol25% — H,0 para o modo AIM e H,O — Etanol25% —
H,O — Etanol12,5% — H,O — BSA — H,O — Etanol12,5% — H,O no modo WIM.
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Figura 5.6: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para g (verde
superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ang(Ag) (azul inferior) para filme
de prata depositado no substrato BK7. Algoritmos de detec¢ao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H;O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H50, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para H>O; por fim solucao de
BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para HO.

Tabela 5.1: Valores de A\gr, 0r, Ans, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
BK7/Ag nos modos WIM e AIM.

Ag - BK7
Substancia WIM AIM
i >\R (nm) ATL3 (RIU) 93(0) An3 (RIU)
H,O 660,0 - 67,99 -
Etanol 25% | 7313 120x102 | 69,04 1,144x10 2
Etanol 12,5% | 678,20 3.593x10°7 | 68,41 4514x10°°
BSA 669,30 1,863x1073 68,3 3,373x1073
Desempenho
Sensibilidade 53=5.333,01 nm/RIU Sp=91,26 °/RIU
Resolucgao WIM: A,,=0,1499 nm AIM: Ay, = 0,0031°
Instrumental | com An—=3,0739x1075 RIU | com An—2,3123x10~° RIU
Detectividade Dy=3,555x10* RIU ! Dy=2,943x10* RIU !
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A mudanca H,O — Etanol25% significa uma variacao no valor de ns de 1,2x1072 RIU,
0 que acarreta uma variacao no comprimento de onda de A\g =71,3 nm. Para uma variacao
no indice de refracao de Ans = 1,5 x 1072 RIU, a AF indica uma variacao de 71,3 nm em
Ar (ver segao 3.2.4), muito proxima ao valor obtido experimentalmente. No modo AIM, a
mudanca H,O — Etanol25% implica em Ang = 1,14 x 1072 RIU, com Afp =1,05°. Para
uma variacio de 1,0 x 1072 RIU no indice de refracdo, a AF no modo AIM fornece uma
variagao de 1,03 ° no valor de 5.

A injecao de proteina na superficie sensivel do PPBIO resulta em um aumento continuo
da variacao do indice de refracao, até que se atinja a saturacao. Esse momento é denominado
de monolayer ou monocamada irreversivel. A transicio BSA — H,O remove apenas as
moléculas que nao fixaram a superficie metalica, resultando em o valor de ns maior que o
da agua. Caso nao ocorra a fixagao de nenhuma molécula, devido a oxidacao da superficie
metéalica por exemplo, a mudanca BSA — H>0O nao resulta em alteracao de ng e com isso,
retorna-se a situagao de célula molhada.

Os valores de sensibilidade 6ptica alcangaveis foram de S)=5.333,01 nm/RIU e Sp=91,26
°/RIU. Se comparados aos valores teéricos apresentados nas Figuras 3.43 (WIM) e 3.45
(AIM) os valores experimentais representam 91,94% e 69,22% destes valores respectiva-
mente. A detectividade mostra que o sensor composto pelo par BK7/Ag, possui melhor
desempenho operando no modo WIM do que no modo AIM nas condigoes investigadas.

Os resultados para filmes de prata depositados nos substratos TOPAS, PMMA e PC
estao sumarizados nas Tabelas 5.2, 5.3 e 5.4. Assim como nos resultados com BK7, o modo
WIM apresentou desempenho superior ao modo AIM para os polimeros TOPAS e PC. O
sensor com PPBIO de PMMA foi o tinico a apresentar melhor desempenho no AIM do
que no modo espectral. A configuragio PMMA /Ag no modo AIM, também apresentou os
menores valores na variacao de #r para uma determinada substancia. Tais resultados foram
obtidos com o algoritmo que combina o método do centroide e do polindémio, exigindo maior
complexidade na extracao do valor minimo. Vale salientar que as Figuras 5.6, 5.7, 5.8 e
5.9 apresentam os sensorgramas para o método de extracao do minimo que apresentou os
melhores resultados para o respectivo par substrato/metal.

A resolugao instrumental foi medida no regime permanente da solu¢ao Etanoll12,5% para

os dois modos de operacao. As flutuacées nos valores de Az no regime permanente foram
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de aproximadamente 0,15 nm, semelhante ao valor de (v,)=0,1 nm presente na Tabela
3.1. Para o modo AIM, a resolucao instrumental no regime permanente foi de 0,0031°,
um valor de 15% a menos na qualidade da resposta do sensor de BK7/Ag em relacdo ao
comportamento esperado da instrumentacao. Assim, no modo angular o limite de deteccao
para variacoes de indice de refracdo foi na ordem de 2,3x1075 RIU, resultado semelhante

aos encontrados na literatura [1, 4, 6, 8, 14, 83, 87|.
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Figura 5.7: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 6 (verde
superior), Ans(6g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ang(Ag) (azul inferior) para filme
de prata depositado no substrato TOPAS.

Tabela 5.2: Valores de A\gr, 0r, Ans, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
TOPAS/Ag nos modos WIM e AIM.

Ag - TOPAS
Substancia WIM AIM
{ Ar (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,O 565,8 - 67,99 -
Etanol 25% 609,9 1,320x10~2 69,07 1,032x107*
Etanol 12,5% - - 68,61 5,804x1073
Etanol 6,25% 571 1,852x1073 - -
BSA 571,6 2,064x107° 68,14 1,483x1073
Desempenho
Sensibilidade 5,=2.986,25 nm /RIU Sp=104,21 °/RIU
Resolucao WIM: A, ,=0,0548 nm AIM: Ay, = 0,0294°
Instrumental | com An=2,0399x107° RIU | com An=2,8697x10~* RIU
Detectividade Dy—5,440x10* RIU ! Dy=3,544x10% RIU!
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Figura 5.8: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 6g (verde
superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ang(Ag) (azul inferior) para filme
de prata depositado no substrato PMMA. Algoritmos de detec¢ao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H>0, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para HsO; por fim solucao de
BSA, remocao de excesso com H,0, limpeza com Etanol e retorno para H5O.

Tabela 5.3: Valores de Ag, 0r, Ang, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PMMA /Ag nos modos WIM e AIM.

Ag - PMMA
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,0O 658,7 - 68,02 -
Etanol 6,25% | 666,1 1,504x10% | 68,25 2.401x 1073
Etanol 1,5% 661,5 5,576x10~4 68,07 4931x10~*
BSA 665,8 1,475x1073 68,14 1,289x1073
Desempenho
Sensibilidade S53=4.918,43 nm/RIU Sp=96,76 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,0913 nm AIM: Ay, = 0,00061°
Instrumental | com An—=1,9132x107° RIU | com An—6,5545x10"% RIU
Detectividade D»—5,385x10* RIU* Dy=1,580x10° RIU*
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Figura 5.9: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme de
prata depositado no substrato PC. Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada,
comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento realizado
primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma ¢ utilizado no modo AIM. Ciclo
experimental iniciando com H>O, depois Etanol de alta-concentragao, retorno para H,O,
em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para H,O; por fim solugdo de BSA,
remocao de excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para HO.

Tabela 5.4: Valores de A\gr, 0r, Ans, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PC/Ag nos modos WIM e AIM.

Ag - PC
Substancia WIM AIM
\L /\R (nm) Ang (RIU) 9R<O) A’I’L3 (RIU)
H,O 505,4 - 68,19 -
Etanol 25% 528.2 1,277x1072 68,46 3,002x 1073
Etanol 12,5% | 510,5 3.320x10% | 68,32 1,397x10°
BSA 508,1 1,781x1073 68,26 7,278x10~%
Desempenho
Sensibilidade S5,=1.612,53 nm/RIU Sp=93,06 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,0748 nm AIM: Ay, = 0,0037°
Instrumental | com An—3,4656x107° RIU | com An—4,1293x107° RIU
Detectividade Dy—4,200x10* RIU! Dy=2,515x10* RIU!
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Sensorgramas para filmes de ouro

A resposta do sensor SPR para filmes de ouro, encontram-se nas Figuras 5.10, 5.11, 5.12 e
5.13. Os valores experimentais de Ang, g (AIM) e Ag (WIM) para cada solugao, usando o
substrato BK7, estao apresentados nos sensorgramas da Figura 5.10. O ciclo experimental
para ambos os modos seguiu a sequéncia:

AIM e WIM: H,O — Hypo. — H,O — PBS — H,O — BSA — H;O — Hypo. —
H50.

A transicao HoO — Hypo. ocasionou um valor de A\g igual a 20,4 nm, acarretando
uma variacao de indice de refracio de Ans = 6,047 x 1072 RIU. No modo AIM, observou-
se Afp =0,78° com Ans = 6,416 x 1073 RIU. Um resumo dos resultados experimentais
encontram-se na Tabela 5.5.

A formacao da monocamada irreversivel com a injecao da proteina BSA e posterior
lavagem, é bastante perceptivel em filmes de ouro. A variacao de n3 para a monolayer de
BSA foi maior para o sensor operando no modo WIM. Esse comportamento pode ter sido
ocasionado pela deterioracao da camada metalica, uma vez que os primeiros experimentos
foram realizados no modo espectral e s entao no modo AIM.

Os valores de sensibilidade optica alcancaveis foram de S3=3.293,49 nm/RIU, no modo
WIM e 5p=119,69 °/RIU, no modo AIM. O desempenho no modo espectral é moderada-
mente inferior se comparado aos valores teoricos (5.323,33 nm/RIU) representando 61,86%.
J& 0 modo angular apresentou desempenho de 92,66% em comparacio ao desempenho pre-
visto (129,17 °/RIU). A detectividade mostra que o sensor composto pelo par BK7/Au,
possui melhor desempenho operando no modo AIM do que no modo WIM nas condi¢oes
investigadas, mesmo o desempenho para ligagoes irreversiveis(BSA) tendo sido superior no
modo espectral.

Os resultados para filmes de ouro depositados nos substratos TOPAS, PMMA e PC
estdao sumarizados nas Tabelas 5.6, 5.7 e 5.8. Assim como nos resultados com BK7, o
TOPAS também apresenta desempenho superior no modo AIM. Filmes de ouro depositado
no PMMA apresentou os melhores resultados no modo WIM. Os resultados confirmam
a boa adesdo de BSA em superficies de ouro. A multicamada PMMA /Ouro apresentou

praticamente o mesmo desempenho para ambos os modos de operagao.
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Figura 5.10: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g (verde
superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ang(Ag) (azul inferior) para filme
de ouro depositado no substratos BK7. Algoritmos de deteccdao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma ¢é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com HsO, depois Hypo., retorno para H,O; em seguida PBS
e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de excesso com Hs0O, limpeza com
Hypo e retorno para H,O.

Tabela 5.5: Valores de A\gr, 0r, Ans, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
BK7/Au nos modos WIM e AIM.

Au - BK7
Substancia WIM AIM
\L /\R (nm) ATZS (RIU) QR(O) A’I’L3 (RIU)
HyO 683,6 - 68,14 -

Hypo. 704 6,047x1073 68,92 6,416x1073
PBS 687,4 1,337x1073 68,35 1,767x1073
BSA 697,3 4,157x107° 68,5 3,034x 1073

Desempenho
Sensibilidade 5,=3.170,47 nm /RIU Sp=119,69 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,0717 nm AIM: Ay, = 0,0018°
Instrumental | com An—=2,2290x107° RIU | com An—1,5266x10~> RIU
Detectividade | Dy—4,4193x10* RIU! Dy=6,6495x10* RIU !
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Figura 5.11: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0y (verde
superior), Ansz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme
de ouro depositado no substrato TOPAS. Algoritmos de detec¢ao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com HyO, depois Hypo., retorno para HsO; em seguida PBS
e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com
Hypo e retorno para HyO.

Tabela 5.6: Valores de Ag, Or, Ang, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
TOPAS/Au nos modos WIM e ATM.

Au - TOPAS
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ans (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H50O 651,1 - 68,69 -

Hypo. 663,4 5,662x107° 69,12 3,342x1073
PBS 654 1,750x1073 68,77 5,998 x 104
BSA 662,2 5,100x1073 68,94 1,915x1073

Desempenho
Sensibilidade S53=2.002,00 nm/RIU Sp=130,86 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,2872 nm AIM: Ay, = 0,0085°
Instrumental | com An—=1,2148x10~* RIU | com An—6,8336x10~> RIU
Detectividade D»—6,9697x10° RIU ! Dy=1,5396x10* RIU*
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Figura 5.12: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Ansz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme
de ouro depositado no substrato PMMA. Algoritmos de detec¢ao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com HyO, depois Hypo., retorno para HsO; em seguida PBS
e retorno para H,O; por fim solucao de BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com
Huypo e retorno para HyO.

Tabela 5.7: Valores de Ag, O, Ang, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PMMA /Au nos modos WIM e AIM.

Au - PMMA
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ans (RIU) Or(°) Ang (RIU)
1,0 712.8 5 68,68 -
Hypo. 734,3 4,921x1073 69,35 5,468 %1073
PBS 717.6 0,721x10 % | 68,76 6,348 10
BSA 728,6 3,229%x1073 68,82 1,153x1073
Desempenho
Sensibilidade S3=4.740,09 nm /RIU Sp=123,33 °/RIU
Resolucgao WIM: A,,=0,1156 nm AIM: Ay, = 0,0034°
Instrumental | com An—=2,7666x107° RIU | com An—=2,7928x107° RIU
Detectividade | D,—4,0984x10* RIU* Dy=3,6272x10* RIU*
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Figura 5.13: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Anz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Agr) (azul inferior) para filme de
ouro depositado no substrato PC. Algoritmos de detec¢ao do valor minimo, multicamada,
comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento realizado
primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM. Ciclo
experimental iniciando com HsO, depois Hypo., retorno para HsO; em seguida PBS e
retorno para H,O; por fim solucdo de BSA, remocao de excesso com H,0O, limpeza com
Huypo e retorno para HyO.

Tabela 5.8: Valores de Ag, Or, Ang, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PC/Au nos modos WIM e ATM.

Au - PC
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ans (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,0O 596,1 - 67,99 -

Hypo. 607,3 8,840x107* 68,72 5,311x1073
PBS 598,9 2,222x107° 68,06 5,500x 104
BSA 606,2 8,062x1073 68,17 1,3692x 1073

Desempenho
Sensibilidade S3=1.237,05 nm/RIU Sp=132,06 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,06931 nm AIM: Ay, = 0,0197°
Instrumental | com An=>5,7557x107° RIU | com An—1,4743x10~* RIU
Detectividade Dy—1,7897x10* RIU* Dy—6,7037x10° RIU*
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Sensorgramas para filmes de cobre

As Figuras 5.14, 5.15, 5.16 e 5.17 apresentam os sensorgramas do sensor SPR para filmes
de cobre. Os filmes de cobre mostraram-se muito suscetiveis a oxidacao, impossibilitando a
obtengao do sensorgrama. Desse modo, uma fina camada de ouro (~5 nm) foi depositada
para evitar a formacao de uma camada de oxidagao. Tal espessura nao altera a resposta
dos filmes de cobre e a comparagao com os valores tedricos continua valida.

Para o PPBIO de BKY7, as variacoes nos valores de Ag, 0z e Ans encontram-se na
Figura 5.14, com um resumo dos resultados na Tabela 5.9. O ciclo experimental seguiu as
sequéncias, AIM e WIM: HyO — Etanol25% — H,0O — Etanol12,5% — H,O — BSA —
H;O — Etanol25% — H50

As transicoes HoO — Etanol25% e H,O — Etanoll12,5% ocasionaram valores de AAg
igual a 34,6 nm e 13,9 nm, acarretando uma variacdo de indice de refracdo de Ang =
8,014 x 1072 RIU e Ans = 3,498 x 1072 RIU, respectivamente. No modo AIM, para
essas transicoes observou-se Afp =0,79° e Ay =0,37° com Ans = 6,064 x 1073 RIU e
Ans = 2,685 x 1073 RIU, respectivamente.

Os filmes de cobre nao apresentam formacao da monocamada irreversivel com a injecao
da proteina BSA e posterior lavagem. A variacido de nz para a injecdo da solugao de BSA
foi de Ang = 2,674 x 107° RIU no modo WIM e Ans = 7,106 x 10~* RIU no modo AIM.

O valor de sensibilidade 6ptica no modo espectral S, foi de 4.056,88 nm/RIU, o que
representa 72,03% do valor teorico médio (5.631,67 nm/RIU). No modo angular, o valor
Sp=130,69 °/RIU é maior do que o Sy tedrico (127,83 °/RIU) pelo fato do comprimento de
onda do diodo laser utilizado nao ser o mesmo do OP teérico. Os valores de detectividade
apontam para um melhor desempenho do sensor operando no modo WIM.

Um resumo dos resultados para filmes de cobre depositados nos substratos TOPAS,
PMMA e PC estao sumarizados nas Tabelas 5.10, 5.11 ¢ 5.12. TOPAS e PMMA apresentam
desempenho superior no modo WIM, com o par TOPAS/Cu apresentando limite de detec¢do
de Ans na ordem de 10~% RIU. Filmes de cobre depositados no polimero PC apresentaram
formacao de camada de oxidacao, caracterizada pela linha base crescente no sensorgrama do
modo WIM. A excita¢do dos SP no modo AIM para o par PC/Cu foi realizada utilizando

um LED como fonte de luz ao invés de um diodo laser.
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Figura 5.14: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Ansz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme
de cobre depositado no substratos BK7. Algoritmos de deteccao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H>0, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para HsO; por fim solugao de
BSA, remocao de excesso com H,0, limpeza com Etanol e retorno para HO.

Tabela 5.9: Valores de Ag, 0r, Ang, Sy, Sy, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
BK7/Cu nos modos WIM e AIM.

Cu - BK7
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,O 709,2 - 67,75 -
Etanol 25% 743,8 8,014x1073 68,54 6,064x1073
Etanol 12,5% 723,1 3,498 %1073 68,12 2,685x1073
BSA 710,9 4,382x10~* 67,8 3,244x10~*
Desempenho
Sensibilidade S3=4.056,88 nm /RIU Sp=116,33 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,06840 nm AIM: Ay, = 0,0038°
Instrumental | com An—1,6303x107° RIU | com An—=3,1080x107° RIU
Detectividade D»=5,9311x10* RIU ! Dy=3,0614x10* RIU*
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Figura 5.15: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Ansz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme
de cobre depositado no substrato TOPAS. Algoritmos de detec¢ao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H>0, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para HsO; por fim solugao de
BSA, remocao de excesso com H,0, limpeza com Etanol e retorno para HO.

Tabela 5.10: Valores de Ag, Or, Ans, Sy, Sp, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
TOPAS/Cu nos modos WIM e AIM.

Cu - TOPAS
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,0O 675,0 - 68,23 -
Etanol 25% 694,6 2,191x1074 68,71 3,840x 1073
Etanol 12,5% 685,4 1,262x10~4 68,57 2,716x107°
BSA 677,0 2,674x107° 68,33 7,106x10~%
Desempenho
Sensibilidade S53=3.265,56 nm /RIU Sp=125,09 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,09730 nm AIM: Ay, = 0,0042°
Instrumental | com An—=1,0840x107% RIU | com An—3,4144x10~° RIU
Detectividade D»—3,3562x10* RIU* Dy=2,9784x10* RIU*
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Figura 5.16: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Ansz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme
de cobre depositado no substrato PMMA. Algoritmos de deteccao do valor minimo, mul-
ticamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H>0, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para HsO; por fim solucao de
BSA, remocao de excesso com H,0, limpeza com Etanol e retorno para HyO.

Tabela 5.11: Valores de Ag, Or, Ans, Sy, Sp, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PMMA /Cu nos modos WIM e AIM.

Cu - PMMA
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,0O 728.5 - 68,35 -
Etanol 25% 761,6 6,242x107° 69,25 7,377x1073
Etanol 12,5% 747,9 3,892x107° 68,72 3,091x1073
BSA 731,7 7,066x10~* 68,42 9,866x10~*
Desempenho
Sensibilidade S53=4.938,70 nm/RIU Sp=104,21 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,09231 nm AIM: Ay, = 0,0039°
Instrumental | com An—1,6885x107° RIU | com An—=3,3065x107° RIU
Detectividade D»—5,3501x10* RIU* Dy=2,6477x10* RIU*
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Figura 5.17: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Anz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Agr) (azul inferior) para filme de
cobre depositado no substrato PC. Algoritmos de deteccao do valor minimo, multicamada,
comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. FExperimento realizado
primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM. Ciclo
experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentragao, retorno para HsO,
em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para H.O; por fim solucdo de BSA,
remocao de excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para HyO.

Tabela 5.12: Valores de Ag, Or, Ans, Sy, Sp, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PC/Cu nos modos WIM e AIM.

Cu - PC
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,0O 604,7 - 67,59 -
Etanol 25% 619,9 7,943x 1074 67,81 1,883x1073
Etanol 12,5% | 613,0 4,626x10~* 67,81 3,665x 104
BSA 609,3 2,779%10~* 67,61 2,383x10~*
Desempenho
Sensibilidade S3=1.787,70 nm/RIU Sp=103,30 °/RIU
Resolucao WIM: A, ,=0,09686 nm AIM: Ay, = 0,0042°
Instrumental | com An—4,7946x107% RIU | com An—3,4675x10~> RIU
Detectividade | D,—1,8457x10* RIU ! Dyp—2,4595x10* RIU!
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Sensorgramas para filmes de alumino

Por tltimo, os sensorgramas com filmes de aluminio foram obtidos e estao apresentados nas
Figuras 5.18, 5.19, 5.20 e 5.21 e sumarizados nas tabelas 5.13, 5.14, 5.15 e 5.16. O ciclo
experimental seguiu a sequéncia:

WIM e AIM: H,O — Etanol25% — H,O — Etanol12.5% — H,O — BSA — H,O —
Etanol12,5% — H»O

Para o substrato de BK7, a mudanca HyO — FEtanol25% significa uma variacao de
Ans=1,036x1073 RIU, o que acarreta uma variacao no comprimento de onda de A\z =20,9 nm.
Para uma variacao no indice de refracio de Ans = 1,0 x 1072 RIU, a AF indica uma va-
riacao de 39,6 nm em Az. No modo AIM, a mudanca H,O — Etanol25% implica em
Ans = 1,772 x 1073 RIU, com Afz =0,2°. Para uma variacao de 1,5 x 10~ RIU no indice
de refracao, a AF no modo AIM fornece uma variacao de 1,58° no valor de 0.

A injecao de proteina na superficie aluminio nao acarreta em formacao de monocamada
irreversivel. Em particular, a interacao entre BSA e o filme de Al apresentou um compor-
tamento diferente dos demais metais no qual observa-se uma diminuicao no valor da linha
base (célula molhada) apds a remogao da solugao de BSA com H,O.

A formacao da camada de oxidacao nao caracterizou empecilhos para obtencao do sensor-
grama. Dado o comportamento nao linear de Sy, o valor de sensibilidade 6ptica alcancavel
para pequenas variagoes de nz (3 < 10~* RIU) foi de 1.638,83 nm /RIU.

No modo AIM, o valor de Sy foi de 118,60 °/RIU, aproximadamente 79% do valor tedrico
(148,83 °/RIU). A detectividade mostra que o sensor composto pelo par BK7/Al, possui
melhor desempenho operando no modo WIM nas condigoes investigadas.

Os resultados para filmes de aluminio depositados nos substratos PMMA também apre-
sentaram uma alteragao no valor da linha base apds a interagao com BSA. Em substrato de
TOPAS tal comportamento nao foi observado e nota-se uma pequena adesao de proteina
apds a lavagem. As diferengas observadas no comportamento da adesao de BSA podem
ser originadas devido a uma maior/menor intensidade na formacao e Al,O3. O par PC/Al
nao apresentou resultados satisfatorios, como previsto pela AF, revelando baixo valor de
resolugao instrumental, impossibilitando a distin¢ao das amostras a partir de Ay,. Assim

como nos resultados com BK7, o modo WIM apresentou desempenho superior ao modo
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AIM para os polimeros TOPAS e PMMA.
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Figura 5.18: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0p (verde
superior), Ansz(0gr) (verde inferior), Ar (azul superior) e Ang(Ag) (azul inferior) para filme
de aluminio depositado no substrato BK7. Algoritmos de deteccao do valor minimo,
multicamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H50, em seguida FEtanol de baixa-concentracao e retorno para H>O; por fim solucao de
BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para HyO.

Tabela 5.13: Valores de A\g, 0r, Ang, Sy, So, Dy, Dy e Resolucdo Instrumental para o par
BK7/Al nos modos WIM e AIM.

Al - BK7
Substancia WIM AIM
\L )\R (nm) Ang (RIU) 9R<O) A?’Lg (RIU)
H,O 582,8 - 67,81 -
Etanol 25% 603,7 1,036x1073 68,01 1,772x1073
Etanol 12,5% | 591,7 1571x10% | 67,9 7.239x10
BSA 584,1 7,030x107° 67,83 6,591x107°
Desempenho
Sensibilidade 5,=1.638,83 nm/RIU Sp=118,60 °/RIU
Resolugao WIM: A,,=0,0737 nm AIM: Ay, = 0,0058°
Instrumental | com An—6,4609x107% RIU | com An—>5,1354x10~> RIU
Detectividade Dy—=2,8601x10* RIU! Dy=2,0448x10* RIU !
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Figura 5.19: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0g (verde
superior), Ans(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ang(Ag) (azul inferior) para filme
de aluminio depositado no substrato TOPAS. Algoritmos de deteccao do valor minimo,
multicamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o0 mesmo prisma ¢é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H50, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para HsO; por fim solucao de
BSA, remocao de excesso com H,O, limpeza com Etanol e retorno para HyO.

Tabela 5.14: Valores de A\g, 0r, Ang, Sy, Se, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
TOPAS/Al nos modos WIM e AIM.

Al - TOPAS
Substancia WIM AIM
\L /\R (nm) Ang (RIU) 9R<O) A’I’L3 (RIU)
H,O 537,7 - 67,95 -
Etanol 25% 545,8 5,217x10~* 68,13 1,596x107°
Etanol 12,5% | 541,1 2,231x10~* 68,01 5,018 x10~*
BSA 5381 4112x10°° | 67,96 2,195 1077
Desempenho
Sensibilidade S,=444,85 nm/RIU Sp=11,54 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,1462 nm AIM: Ay, = 0,027°
Instrumental | com An—=2,8517x107% RIU | com An—2,7391x10~* RIU
Detectividade Dy=3,043x10% RIU! Dy=4,2307x10° RIU !
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Figura 5.20: Sensorgramas obtidos nos modos AIM (verde) e WIM (azul) para 0 (verde
superior), Ansz(0g) (verde inferior), Ag (azul superior) e Ans(Ag) (azul inferior) para filme
de aluminio depositado no substrato PMMA. Algoritmos de deteccao do valor minimo,
multicamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura. Experimento
realizado primeiro no modo WIM, em seguida, o mesmo prisma é utilizado no modo AIM.
Ciclo experimental iniciando com H,O, depois Etanol de alta-concentracao, retorno para
H>0, em seguida Etanol de baixa-concentracao e retorno para HsO; por fim solucao de
BSA, remocao de excesso com H,0, limpeza com Etanol e retorno para H5O.

Tabela 5.15: Valores de Ag, Or, Ans, Sy, Sp, Dy, Dy e Resolucao Instrumental para o par
PMMA /Al nos modos WIM e AIM.

Al - PMMA
Substancia WIM AIM
{ Agr (nm) Ang (RIU) Or(°) Ang (RIU)
H,0O 614,8 - 68,17 -
Etanol 25% 663 1,167x1073 68,45 2,555%x 1073
Etanol 12,5% 629,4 3,855x10~* 68,31 1,282x1073
BSA 617 5,895%x107° 68,22 3,853x10~*
Desempenho
Sensibilidade S53=3.087,00 nm/RIU Sp=109,40 °/RIU
Resolucao WIM: A,,=0,4570 nm AIM: Ay, = 0,0056°
Instrumental | com An—1,8568x107° RIU | com An=5,1551x107° RIU
Detectividade Dy—1,0342x10* RIU ! Dy=1,9369x10* RIU*
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Figura 5.21: Sensorgrama no modo WIM (azul) para Ag (azul superior) e Ang(Ag) (azul
inferior) para filme de aluminio depositado no substrato PC. Algoritmos de detec¢do do
valor minimo, multicamada, comprimento de onda, angulo e substancias indicados na figura.

Tabela 5.16: Valores de Ar, Ang, Sy, Dy e Resolu¢ao Instrumental para o par PC/Al no
modo WIM.

Al - PC
Substancia WIM AIM
1 Ar (nm) | Ang (RIU) | 0g(°) | Ang (RIU)
H,O 568,5 - -
Etanol 6,5-25% 570 2,341x10~%
Etanol 3,1-12,5% | 569,6 5,458x107°
BSA
Desempenho
Sensibilidade Sy= - nm/RIU Sp= - °/RIU
Resolugao WIM: A, ,=8,6257 nm AIM: Ay, —-°
Instrumental com A,— - RIU com A,— - RIU
Detectividade Dy,— RIU! Dy—- RIU!

5.4 Resumo

Neste capitulo apresentou-se os resultados experimentais obtidos com os diferentes pares
substrato/metal. Ao todo, 16 combinagoes de materiais foram investigadas nos modos
AIM e WIM, totalizando 32 experimentos. Aspectos sobre as etapas de processamento dos
dados foram apresentados. Descreveu-se o protocolo experimental utilizado. Em seguida,
as curvas SPRs para a dgua deionizada e desgaseificada, os sensorgramas e as tabelas de

sumarizagao foram apresentadas. Os resultados para a sensibilidade e detectividade dos

diferentes arranjos multicamadas encontram-se sumarizados no Apéndice A.
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Conclusao e trabalhos futuros

A tese apresenta um estudo sobre os principais aspectos no desenvolvimento do sistema
multicamadas de um sensor SPR e destaca os efeitos dos materiais na excitacao dos plasmons
de superficie. Dessa forma, é possivel prever as condi¢oes necessarias para excitacao dos
SPs, e assim, determinar os componentes dptico-eletronicos necessarios a construcao de um
sensor SPR, bem como a qualidade do processamento para extracao dos parametros de
interesse.

Investigou-se arranjos multicamadas com base no prisma polimérico (PPBIO) por este
propiciar a instrumentacao de sensores SPR menos complexa e com menor custo. A influén-
cia da temperatura em cada etapa da metodologia do PPBIO foi discutida. Seu efeito no
comportamento do prisma indica que o controle da temperatura pode melhorar a qualidade
da resposta SPR, tendo em vista as consequentes mudancas na posi¢ao de entrada, no foco
e no angulo detectado. Ademais, variacoes de temperatura afetam a funcao dielétrica dos
materiais que compoem o dispositivo alterando os seus respectivos pontos de operacao.

O Ponto de Operacao (OP) é um importante fator a ser considerado para nortear a cons-
trucao do sensor. Primeiro porque alterando os materiais usados na excitacao do fenémeno,
um novo ponto de operacao deve ser escolhido para se atingir a condicao de ressonancia.
O segundo aspecto esté relacionado com a geometria do prisma, para um OP pré-definido
serao necessarias alteracoes na geométrica do prisma para manter o mesmo OP usando ma-
teriais diferentes. O novo parametro p é apresentado para ajustes no OP e para calibragao

entre os modos AIM e WIM.
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Com o estudo computacional é possivel identificar os pares substrato/metal que possuem
relativa significancia e contribui¢do ao sensoriamento baseado na SPR. Existem diferencas
consideraveis entre os diferentes modos de operagao: um grande inconveniente para o WIM
em comparacao com o AIM é o fato de quase todos os metais apresentarem variacao nao-
linear de S para alteracoes de nz. Como consequéncia, o sensor SPR terd uma resposta
linear apenas em um intervalo limitado, e portanto, uma andlise quantitativa e a determi-
nacao precisa de ng torna-se uma tarefa dificil.

A tese objetiva a construcao de sensores baseado na SPR tradicional, isto é, com a excita-
¢ao dos SP em finos filmes-metélicos. Todavia, vale salientar que as diferentes configuracoes
para excitacao da SPR também diferem em relacao a magnitude dos valores de sensibilidade
optica S). Em uma tltima comparagao, a Figura 6.1 apresenta o grafico da faixa de variacao
Sy para a LSPR, a SPR tradicional e a LRSPP em funcao do comprimento de propagacao
dos SPs. O gréfico ilustra que a LSPR possui os menores valores de sensibilidade, com
faixa de 50 nm/RIU< Sy >200 nm/RIU, com comprimento de propagac¢ao proprocional ao
tamanho das particulas. A SPR tradicional exibe uma boa performance, com valores entre
3000 nm/RIU< Sy >5000 nm/RIU, especialmente para o metais nobres. A LRSPP possui

excelente sensibilidade especialmente para filmes finos de Cu, com Sy ~12000 nm/RIU [40].
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Figura 6.1: Classificagao dos trés modos de excitagdo (LSPR, SPR e LSPP) dos plasmons
de superficie em fun¢ao do valor de S e do comprimento de propagacao dos SP.

Em particular, na SPR tradicional a interface entre filmes nanométricos de aluminio e
agua possuem propriedades Opticas bastante incomuns. Em contraste com peliculas finas

de ouro, a dispersao simétrica dos SP pode dividir-se em duas ou mais ressonancias coexis-
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tentes, a depender do substrato dielétrico escolhido. Assim, com o uso de uma fonte de luz
apropriada e um algoritmo concebido adequadamente, este fenomeno permite determinar
de forma simultanea e independente o indice de refracao e a espessura de uma camada imo-
bilizada na superficie metalica, além de suprimir a sensibilidade-cruzada. A formacao da
camada de oxidagao pode alterar o OP dos filmes de Al [88], todavia a formagao de manchas
ou alteracao de cor nao foi perceptivel.

Finas camadas de ouro sao indicadas para mediacao de eventos biologicos em solucoes
aquosas por serem inertes a formacao de camada de oxidacao. A excitacao dos SP ocorrem
em comprimentos de onda no espectro visivel e em angulos de facil instrumentacao. A
excitagao dos SP em filmes de Au mostrou-se satisfatéria em todos os substratos utilizados.

A prata fornece uma curva SPR nitida, isto é, com boa profundidade/contraste de
penetracao e possuindo um baixo valor de FWHM. Passado alguns dias apds a deposicao,
notou-se a formacao de manchas e alteracdo na cor dos filmes de Ag, caracterizando uma
rapida formagao de camada de oxidagao. Solucoes a base de hipoclorito nao sao indicadas
para deteccao com filmes de prata.

Os filmes de cobre apresentaram a maior fragilidade em relacao a oxidacao, com a forma-
cao imediata de camada de oxidagao quando em contato com solucao aquosa. Dessa forma,
a aplicacao do protocolo experimental para construcao do sensorgrama nao foi possivel com
uma camada pura de cobre. Para obtencao do sensorgrama uma fina camada de ouro foi
depositada acima do filme de Cu para previnir a oxidacao da camada metalica.

Testes de ligacoes reversiveis e irreversiveis com solugoes de BSA foram realizados a fim
de computar experimentalmente a sensibilidade e detectividade do prisma 6ptico operando
nos dois modos de interrogacao. Em filmes de Au, as solucdes de BSA apresentaram maior
adesao em ambos os modos de interrogacdo. Nao houve adesao em filmes de Cu e Al

Nos filmes de Ag, em geral, houve baixa adesao de BSA. O primeiro contato entre BSA
e a prata afeta a camada metalica interferindo na qualidade da adesao no segundo contato.
Desse modo, como os primeiros experimentos foram no modo WIM, a adesao da proteina
no modo AIM ficou prejudicada. No par PMMA/Ag operando no modo espectral, BSA
apresentou uma forte adesao.

Foram analisados as respostas de 16 pares substrato/metal nos modos AIM e WIM,

totalizando 32 possibilidades de sensores SPR. Dentre essas diversas combinacgoes, as res-
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posta com BKT7 oferecem bons resultados de sensibilidade, limite de detecccao e valores de
profundidade/contraste da curva SPR. O uso de polimeros requer o tratamento térmico,
o qual foi mais efetivo em prismas de PMMA. E como previsto no estudo computacional,
o par PC/aluminio ndo é indicado para o desenvolvimento de sensores SPR. No Apén-
dice A - Fabricacao do PPBIO encontram-se sumarizados os valores de sensibilidade e
detectividades obtidos com as 32 possibilidades.

Com os resultados obtidos, o objetivo de construir e averiguar experimentalmente a
qualidade da excitacao dos plasmons de superficie em sensores SPR a base do PPBIO foi
alcancado. Todos os aspectos envolvidos no desenvolvimento de um sensor SPR foram
contemplados no trabalho, aspectos que vao da manufatura dos prismas até a programacao

dos softwares para extracao dos parametros.

6.1 Trabalhos futuros

Os resultados da tese perspectivam a continuidade do trabalho com o intuito de melhorar
a performance dos sensores desenvolvidos. Em um primeiro momento, as respostas dos
prismas poliméricos necessitam de ajustes. Como observado através das curvas SPRs, a
baixa profundidade indica que a remocao do stress residual afetou a excitacao dos SP.
Assim, um estudo mais aprofundado sobre o impacto da birrefringéncia na qualidade da
resposta do sensor SPR pode ser realizado.

Em seguida, aspectos relativos a estrutura mecanica merecem atencao. O estudo, dese-
nho e impressao de pecas para criar um dispositivo compacto, barato, de facil manutencao e
com ajuste ideal (alinhamento mecénico) para excitagao dos SP se enquadram nos trabalhos
futuros.

Nesse sentido, investigar alteracoes na geometria do prisma também podem levar a
novos rearranjos na estrutura do sensor SPR. Como exemplo de estrutura alternativa, a
Figura 6.2 apresenta o PPBIO com a vantagem de a imagem SPR ser obtida a partir da
base superior, permitindo o posicionamento do detector de forma estratégica, facilitando
em alguns aspectos a instrumentacao.

Como o uso da camada de ouro para protecao do filme de cobre nao interferiu de forma

significativa nos valores de Ag e 0 previstos na Anélise de Fresnel, estudos com camadas
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17.84 mm

26.72 mm !
Figura 6.2: Geometria alternativa para PPBIO.

bi-metélicas passam a ser mais um topico de interesse. A qualidade da resposta de filmes
de ouro combinado com prata, cobre ou aluminio ja foi iniciado, conforme trabalho apre-
sentado em congresso cientifico |70]. Todavia, resultados experimentais e a analise de mais
combinacoes precisam ser realizadas.

O padrao de desposicao dos filmes metalicos pode ser investigado a fim de estudar novas
formas de excitacao, novos pontos de operacao e novas técnicas de processamento e extracao
dos parametros de interesse. Um exemplo de padrao de deposicao esta ilustrado na Figura
6.3. Depositando diferentes metais em diferentes partes da superficie superior do PPBIO, é
possivel a excitacao em diferentes pontos de operacao, podendo ser utilizado na calibragao

do sensor, na compensacao do efeito da temperatura e eliminacao da sensibilidade-cruzada.

Diferentes padroes de
deposicao
da camada metalica.

Linhas de deposi¢cao com
diferentes metais.

Novos algoritmos de
extragiio de parametros e
processamento da
resposta.

Figura 6.3: Ilustracao que exemplifica a alteracao no padrao de deposicao da camada me-
talica na superficie do PPBIO.

Com o uso de um padrao de deposicao, outro aspecto que caracteriza um trabalho futuro

é a investigacao de multispot. Trabalhos ja iniciados [82] apontam para uma melhora na
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qualidade da resposta de um sensor SPR quando o processamento multispot é empregado,
evitando a dependéncia das substancias na transicao entre os analitos por compensar 0s
defeitos no alinhamento mecanico entre os componentes 6pticos do sensor.

Outro trabalho imediato é a investigacao sobre o efeito do SPR splitting em filmes de
aluminio. O duplo valor minimo obtido com o splitting SPR viabiliza a obtencao dos valores
de indices de refracao e espessura ao mesmo tempo.

Usar outros metais e substratos para excitacao dos SPs serd uma outra possibilidade
de continuidade do presente trabalho. Conforme trabalho ja iniciado |[40] ha uma série de
pares substrato/metal que sdo viaveis para o desenvolvimento de sensores SPR.

Entre outras possibilidades, finaliza-se destacando que o desenvolvimento de sensores
com as formas de excitagao localizada (LSPR) e de longo-alcance (LRSPP), o estudo sobre
os plasmons radiativos e sobre a adesdo de proteinas (BSA e Avidina por exemplo) em
diferentes camadas metéalicas, além do calculo dos parametros cinéticos de reacoes quimicas

e o refinamento do modelo teérico também ensejam novos trabalhos.



Apéndice A
Fabricacao do PPBIO

Injecao

Os prismas foram manufaturados utilizando a maquina de injecio SEMERARO PPIS
50/30T. Como indicado na Figura A.1, a maquina de injecido possui ajustes de opera-
¢cao os quais sao regulados para cada polimero utilizado. Em seu funcionamento, os graos
do polimero sao inseridos no funil e conduzidos ao cilindro de inje¢cao. Uma rosca conduz
o polimero por este cilindro, que é dotado de resisténcias elétricas capazes de aquecer o
polimero tornando-o moldavel (fluido), até o molde de inje¢ao. O fluido polimérico entra
na cavidade do molde e, instantaneamente, a parte extratora é deslocada pressionando o

material.

Graos do polimero

f n

Extracao Injecao

Figura A.1: Estrutura de uma méquina de moldagem por injecao. Os valores representados
na imagem para o TOPAS 5013 sao: Tr = 100°C, T7 = 230 — 260°C, Ty = 240 — 260°C,
T3 = 250 — 280°C, Ty = 260 — 290°C e Ty = Ty = 240 — 300°C.
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Para o TOPAS 5013, os valores de temperatura estao apresentados na Fig. A.1. A
pressao de injecao para moldar o polimero TOPAS exercida pela frente da rosca deve ser de
500 a 1.100 bar (50 - 110 MPa), dependendo do tipo e capacidade da méaquina, temperatura
do material, diAmetro de abertura do bico de injecao, desenho do molde e lubrificacao. O
tempo de injecao, intervalo entre o instante em que a rosca comeca seu avanco até a pressao
parar de agir, deve ser em torno de 10s. Tudo isso com uma velocidade de injecao em torno
de 50-150 mm/s.

Um resumo das caracteristicas de injecao para os polimeros utilizados encontram-se na
Tabela A.1. Para cada polimero a maquina deve ser reajustada com os parametros exigidos

por cada material. Como apresentado na tabela, todos os polimeros trabalham como molde

aquecido.
Tabela A.1: Propriedades de injecao dos polimeros utilizados.
Caracteristicas de Injecao

ACRIGEL LEP100 PC HFD 1830 TOPAS 5013
temperatura de secagem = 85°C temperatura de secagem = 104 a 110°C temperatura de secagem = 100°C
tempo de secagem = 4hr tempo de secagem = 3 a 4hr (max.<24hr) tempo de secagem = 6hrs
temperatura traseira (rear) = 235° Temp. traseira (rear) = 238 a 282°C Temp. de alimentagdo(funil-TF) = 100°C
temperatura do meio = 245°C Temp. do meio = 249 a 293°C Zona 1 (T1) = 230 a 260°C
temperatura da frente = 240°C Temp. da frente = 260 a 304°C Zona 2 (T2) = 240 a 270°C

Zona 3 (T3) = 250 a 280°C

Zona 4 (T4) = 260 a 290°C
temperatura do bico(nozzle) = 235°C Temp. do bico(nozzle)= 254 a 299°C Temp. do bico(nozzle-TN) = 240 a 300°C
Temp. de derretimento(melt) = 110°C T. de derretimento(melt) = 260 a 304°C Temp. de derretimento(melt) = 137°C
temperatura do molde = 60°C temperatura do molde = 48.9 a 82.2°C Temp. do molde (TD) = 95 a 125°C
velocidade da rosca = - velocidade da rosca = 35 - 75 rpm velocidade da rosca = 50 - 200 rpm

Um comparativo entre os polimeros utilizados encontram-se na Tabela A.2. Os polimeros
escolhidos possuem altos valores de transmitancia e o PC possui o maior valor para a

constante de stress Optico, acarretando em altos indices de birrefringéncia.

Tabela A.2: Quadro comparativo de propriedades dos polimeros utilizados
TOPAS COC Policarbonato  Acrilico

Propriedade Unidade 5013 (PC) (PMMA)
Transmissao da luz % 91,4 87-89 91-92
Absorcao de agua % 0,01 0,2 0,3
Birrefringéncia nm <20 <65 <20
Cte. stress 6ptico 1072/Pa -2a-7 66 a 77 -4,5 a-4,8
Indice de refracio (670nm) 1,53 1,579 1,49

Coef. de expansao linear °C~! 6x107° 7x107° 6x107°




Apéndice A. Fabricacao do PPBIO 112

Molde

Para manufatura do PPBIO os polimeros foram injetados no molde usinado na CNC Har-
dinge XR600 5AX comercializada pela empresa Ergomat. O desenho do molde completo

encontra-se na Figura A.3. As etapas para construcao do molde sao:

e Confeccao do postigo: Usinagem CNC das cavidades (prismas) e usinagem de eletro-

dos; Erudir as cavidades.

e Porta molde: Usinagem do alojamento do postico e dos furos para refrigeracao na
Placa Superior (placa P2); Usinagem do alojamento do anel de centragem e do bico
de injecao na Placa Inferior (placa P1); Usinagem do alojamento da bucha e canal de

injecao; Placa Suporte e placas extratoras, além dos furos para os pinos extratores.

e Usinagem dos itens complementares: Anel de centragem; Bucha de injecao; Bucha
do pino extrator (Torno e Fresa) e os Bicos de entrada e saida de dgua para aqueci-

mento/resfriamento do molde.

Figura A.2: Imagem tridimensional ilustrando todas as partes (placas, postico e demais
itens) que compoem o molde.
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Polimento

O polimento melhora a excitacao dos plasmons de superficie, enfatizando a profundiade/contraste
da curva SPR, reduzindo as perdas de transmitancia. Além disso, o uso de superficies po-
lidas minimiza o aparecimento dos plasmons radiativos [33, 85, 86|, os quais surgem na
exitacio dos SPs em superficies com elevados valores de rugossidade (=10 A).

Como apresentado na Figura A.3, exemplos de prismas de BK7 com superficies contendo
muitos arranhoes foram utilizados para excitacao dos SPs e os resultados foram comparados
com prismas de TOPAS com superficies contendo menos arranhoes, i.e., mais polidas. Nota-
se a excitacao simultanea dos SPs-radiativos e nao-radiativos mais evidentes nas superficies
nao-polidas, devido principalmente ao ganho de momento dos fétons incidentes devido a
rugossidade da superficie.

O processo de polimento dos prismas ocorreu em estagios de polimento na ordem de 5um,
3pm, 1um e 0,3um, usando lixas de 6xido de aluminio e carboneto de silicio comercializadas

pela Thorlabs.
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Figura A.3: Exemplo de curvas SPRs com (BK7-Ag-Etanol, BK7-Au e TOPAS-Au) e
sem (BK7-Ag-HyO e TOPAS-Ag) excitacao simultanea dos plasmons de superficie e dos
plasmons-radiativos. Detalhe para as superficies de prisma de BK7 (mais arranhoes) e de
TOPAS (menos arranhdes).



Apéndice A. Fabricacao do PPBIO 114

Annealing

A etapa final da fabricacao do PPBIO antes da deposicao do filme metalico é o tratamento
térmico, o annealing. Utilizou-se uma estufa para realizar o recozimento dos prisma. Deta-

lhes dos procedimentos e exemplos de prisma com e sem annealing encontram-se no Capitulo

4 desse trabalho.

Os resultados da sensibilidade e detectividade obtidos com os prismas manufaturas e utili-
zados na construgao do sensor SPR operando nos modos AIM e WIM encontram-se suma-

rizados na Figura A.4.

Figura A.4: Resumo dos valores de sensibilidade e detectividade teéricos e experimentais
para os modos AIM e WIM.

Sensibilidade [nm/RIU-5z ou ®/RIU-5g)
Substrato BK7 TOPAS PMIMA PC
Win AlM Win AlM Win AlM Win AlM
Metal (S2) (Ss) (S2) (Ss) (s2) (Ss) (S2) (Ss)
Teoria 532333 | 129,17 | 3.758,33 | 134,50 | 9.355,00 (| 11350 | 2.256,67 | 142,33
Au Experimento | 3.293,49 | 117,79 | 2.002,00 | 130,86 | 474009 | 123,33 | 1.237,05 | 132,06
Teoria 580000 | 131,83 | 4.130,0 | 138,30 | 99100 | 117,33 | 2.753,33 | 156,83
Ag Experimento | 5.333,01 | 91,26 2986,25 | 104,21 | 491843 | 96,76 | 161253 | 93,06
Al Teoria 5.838,33 | 148,83 | 744500 ( 96,17 6.728,00 | 12267 | 1B1l,67 69,83
Experimento | 1.638,83 | 118,60 | 444,85 11,51 3.087,00 | 109,40 - -
Cu Teoria 563167 | 127,83 | 3.871,67 | 12533 | 9.876,11 | 109,50 | 2.031,67 | 125,17
Experimento | 4.056,88 | 116,04 | 3.265,56 | 125,09 | 493870 | 104,21 | 1.787,70 | 119,80
Detectividade (RIUY) x10°
Substrato BK7 TOPAS PMIMA PC
Win AlM Win AlM Win AlM Win AlM
Metal (Dz) (Ds) (D) (Ds) (D2) (Ds) (Da) (Ds)
Teoria:
Wp=01nm, | 5321 | 5321 | 3458 3,458 5,321 5,321 2,251 2,251
Au D=0+
Exp. 4,419 6,649 0,696 1,539 4,098 3,627 1,789 0,670
Teoria 5781 | 5,781 | 4,134 4,134 5,781 5,781 2,75 2,75
Ag Exp. 3555 | 2,043 | 5,440 0,354 5,385 15,80 4,200 2,515
Teoria 5,836 5,836 6,871 6,871 12,93 12,93 0,182 0,182
Al Exp. 2,860 2,044 0,304 00423 1,034 1936 - -
Teoria 5,641 5,641 3,871 3,871 5,641 5,641 2,032 2,032
cu Exp. 5,931 3,06l 3,356 2,978 5,350 2,647 1,845 2,459




Apéndice B
Deposicao de filmes finos

Os filmes metalicos foram depositados com o sistema de alto vacuo para a geracao de pelicu-
las finas Cryofox Explorer 600LT, comercializado pela empresa Polyteknik. Para deposicao
do filme metéalico, faz-se necessario a limpeza da superficie do prisma. O equipamento possi-
bilita o processo de deposicao de filmes finos por meio das técnicas de magnetron sputtering

e/ou por meio de e-beam.

Magnetron sputtering

A deposicao catodica através da técnica de Sputering é um processo no qual dtomos de um
material sélido (alvo) sdo extraidos bombardeando a superficie desse material com particulas
de alta energia, que em geral sdo fons de um gas inerte ionizado [89]. O material alvo serve
como catodo aplicando-lhe uma tensao negativa, enquanto as parades da camara funcionam
como anodo. Evacua-se a camara com o uso de bombas de vacuo. Em seguida, o gas inerte
(usualmente Argonio) é injetado e através de descargas elétricas o plasma é gerado. Os fons
oriundos do plasma bombardeiam a superficie do alvo, e por transferéncia de momento,
pulveriza o PPBIO com atomos do material alvo [89]. Os atomos pulverizados atravessam
o plasma e atingem a superficie do PPBIO, onde podem se condensar e formar o filme
metélico.

Aumentar a taxa de ionizacao dos ions do gas inerte durante o processo de sputtering,
para atingir melhores condigoes de pulverizagdo, com o uso de campos magnéticos define

o magnetron sputtering [89]. Para isso, imas sao colocados por tras do catodo (material
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alvo) com o objetivo de confinar os elétrons proximos a superficie do alvo devido ao campo

magnético. Um esquema para o magnetron sputtering é apresentado na Figura B.1.

A taxa de sputtering, e consequentemente da espessura do filme formado na superficie do

prisma, dependente do tempo e da corrente utilizada na pulverizagdo. As curvas de ajuste

espessura vs. corrente obtidas para os magnetrons AC e DC operando a uma poténcia de

200 W encontram-se na Figura B.2.
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Figura B.2: Curva de calibracao da espessura do filme fino depositado no PPBIO usando os
magnetrons AC e DC. O modo DC é mais eficiente do que o modo AC por depositar mais

material em menos tempo.
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E-beam

A evaporagao por feixe de elétrons (e-beam) é uma técnica na qual um intenso feixe de
elétrons gerado a partir de um filamento de tungsténio é conduzido por campos magnéticos a
bombardear um material alvo (exemplo: cadinhos cheios de Al ou Si). Esse bombardeamento
acontece em ambiente de vacuo (camara). Em um determinado momento, a superficie do
material alvo ira aquecer (spot) e os a&tomos da superficie terao energia suficiente para deixa-
la [90]. Assim, esses dtomos atravessam a cimara de vacuo e atingem a superficie do PPBIO
onde podem se condensar e formar o filme metéalico.

Um esquema para o e-beam é apresentado na Figura B.3. O equipamento Cryofox possui
uma micro-balanga de cristal de quartz (QCM, sigla em inglés) responsavel por medir a
espessura da camada depositada. Existe uma relagao entre o que é depositado na QCM e o
que efetivamente é depositado no prisma, originando um erro maximo de 5 nm no valor da

espessura da camada formada na superficie do PPBIO.
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Figura B.3: Esquema para um sistema de deposicao através da evaporacao por feixe de
elétrons (e-beam).



Apéndice C
Caracterizacao de filmes finos

Os filmes finos foram analisados utilizando o elipsometro SENPRO e SENadv 400 da em-
presa Sentech e através de um microscopio de forga atomica (AFM, sigla em inglés) e de

varredura eletronica (SEM, sigla em inglés).

Elipsometria

A elipsometria mede a mudanca na polarizacao da luz refletida ou transmitida de um ma-
terial. Em especial, estd interessada como as componentes de polarizacao p e s mudam
uma em relacao a outra apos a reflexao ou transmissao. Assim, uma das componentes é
refletida/transmitida a partir do material e a polarizagdo de saida é medida.

A mudanga de polarizagao é representada em termos da razao de amplitude (¥) e da
diferenca de fase (A) entre as componentes s e p. A mudanca de polarizagao (p) é comumente
expressa por [91]:

p = tan(¥)e'? (C.1)

A Figura C.1 ilustra um exemplo de medicao de elipsometria. A luz incidente é line-
armente polarizada e composta das componentes p e s. A luz refletida possui alteracoes
de amplitude e fase para ambas as componentes da luz em relacao a luz incidente, e o
elipsometro mede tais mudancas. Para ser capaz de medir a mudanca de polarizacao, um
elipsometro possui, entre outros componentes, uma fonte de luz, um gerador de polarizacgao,
um analizador de polariza¢ao e um detector 6ptico (camera CCD/CMOS ou espectrometro).

O gerador e o analizador de polarizacao sao compostos de polarizadores, compensadores e
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Figura C.1: Configuracao tipica de um elipsémetro que utiliza a luz refletida da superficie
do material e a mudanca de polarizacdo. Fonte [91]

moduladores de fase. Nos elipsometros utilizados tais componentes sao automatizados,
incluindo analizadores rotacionais, polarizadores rotacionais, compensadores rotacionais e
moduladores de fase.

A resposta do elipsometro depende das propriedades 6pticas e da espessura do material.
A elipsometria é empregada principalmente para determinar espessura de filmes finos e os

valores da funcao dielétrica.

Microscopia

Além da elipsometria, imagens obtidas com microscopios SEM e AFM completam a carac-
terizacao dos filmes metélicos depositados no PPBIO.

Como apresentado na Figura C.3, diferente de um microscopio dptico convencional que
ilumina o material, tipicamente com uma luz branca, um microscopio eletronico de varredura
utiliza um feixe de elétrons para varrer a superficie da amostra, gerando elétrons secundarios
que sao captados por um sensor. O sinal capturado é convertido em valores de pixel gerando
uma imagem topografica da superficie do material.

Um microscopio de forca atdmica, por sua vez, nao possui lentes que focalizam a luz
ou feixe de elétrons como nos microscopios dpticos e eletronicos, respectivamente. O AFM
constréi a imagem topografica através de uma sonda, colocada em contato com a amostra,
que percorre varrendo toda a superficie do material.

A tecnologia por varredura de sonda usada pelo AFM permite analisar amostras biologi-
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Figura C.2: Esquema simplificado de um microscopio eletronica de varredura (SEM). Com-
paracao com o esquema de um microscopio 6ptico convencional. Componentes principais

indicados na figura. Fonte [92].
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Figura C.3: Esquema de um microscopio de for¢a atomica (AFM). Os principais compo-

nentes estao indicados na figura. Fonte [93].

cas, amostras em meio liquido ou em ar, possibilidade de caracterizar propriedades elétricas,

magnéticas, Opticas, adesivas e com resolucao que podem chegar até a escala atomica.
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