Laboratdrne cvicenie ¢. 8

Vyuzitie elipsometrie v biosenzorovych aplikaciach

Teoreticka cast

Spektroskopicka elipsometria s vyuzitim plazménovej rezonancie (SPR — surface plasmon
resonance) je velmi citlivd metéda vhodna na meranie adsorpénych povrchovych procesov,
pri ktorych dochédza k navizovaniu meranych molektl na povrchovo upraveny senzor.
Z optického hladiska hovorime o zmene hrubky vrstvy na trovni zlomkov nanometrov,
pripadne ide o nepatrntt zmenu indexu lomu, rddovo 107°. T4to metdda sa v literatire
¢asto uvadza pod nazvom elipsometria uplného vntatorného odrazu (TIRE — total internal
reflection ellipsometry).

Povrchovy plazmoén

Povrchovy plazmén (surface plasmon polariton — SPP) je typ elektromagnetickej vlny,
ktord moze za urcitych podmienok vzniknit na rozhrani kovu a dielektrika. Vlna sa pohy-
buje po ploche rozhrania a nesiri sa do okolitého prostredia. Jej amplitiida exponencialne
klesé so vzdialenostou od rozhrania, pri¢om logaritmicky dekrement je na trovni niekolkych
desiatok nanometrov. Takéto vinenie je viazané na rozhranie a okolo neho ma charakter
evanescentnej viny. Je dosledkom interakcie elektromagnetického ziarenia s vodivostnymi
elektréonmi kovu v tesnej blizkosti rozhrania. Ak tieto elektrény kmitaja prieéne vzhladom
na rozhranie, nachddzaju sa cast periddy v priestore kovu a dalsiu cast periédy v pries-
tore dielektrika. Lord Rayleigh koncom 19. storocia ukazal, ze takato zmena prostredia
umoznuje vznik stabilnej viny viazanej na rozhranie. Povrchovy plazmén moézeme vybudit
elektromagnetickym ziarenim (napr. svetlom), ak splnime rezonanénti podmienku
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kde k| je priemet vinového vektora budiacej elektromagnetickej viny do roviny rozhrania
a zaroven je to vlnovy vektor povrchového plazménu. Vztah (8.1) je disperzny vztah plaz-
monovej viny skomplikovany tym, Ze relativna permitivita kovu e, silne zavisi od frekvencie
w a v pripade generacie plazménu musi byt zaporna. Relativna permitivita dielektrika g4
zévisi od frekvencie len méalo, mdZeme ju povazovat za realnu kladnt konstantu.

Nakolko je kj vicsie ako vlnovy vektor dopadajicej vlny, nie sme schopni povrchovy
plazmén priamo vybudit. Experimentalna realizécia si vyzaduje pouZzitie vhodného vizbo-
vého prvku, napr. optického hranola alebo mriezky.

Spektroskopicka elipsometria

Elipsometer ako optické zariadenie zaznamenava zmenu stavu polarizovaného svetla po
odraze od meraného povrchu. Vysledkom jedného elipsometrického merania je pomer am-
plitidovych odraznosti p a s polarizovanej viny, ktory je vo vSeobecnosti komplexné ¢islo.
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MoZeme ho vyjadrit v exponencidlnom tvare

"0 _ tan g exp(iA) (8.2)
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kde 1 a A st elipsometrické uhly. Vztah (8.2) sa nazyva elipsometrickd rovnica. Spektrosko-
picky elipsometer poskytuje zavislost elispmetrickych uhlov od vlnovej dlzky dopadajtceho
svetla, ¥(\) a A()N). Analyzou tychto spektralnych zavislosti a rieSenim inverznej tlohy do-
kézeme zistit Struktiru objektu, od ktorého sa svetlo pri merani odrazalo. Takto sa uréuji
hribky tenkych vrstiev a ich komplexné indexy lomu alebo permitivity. Metéda je natolko
citlivd, ze dokéze zaznamenat hriubky tenkych vrstiev rddovo desatin nanometra.

Existuje niekolko konstrukénych typov spektroskopickych elipsometrov. V tomto merani
budeme pracovat so spektroskopickym elipsometrom Horiba Jobin Yvon MM-16, ktory za-
bezpecuje premenlivi polarizaciu dopadajiceho svetla a jeho detekciu pomocou elektricky
ovlddanych polarizatorov na baze tekutych krystalov.

Elipsometria povrchovych plazmoénov

Spojenie spektroskopického elipsometra a povrchovych plazménov mé nazov elipsometria
Uplného vnutorného odrazu (TIRE). Vyuzitim elipsometrie a SPR dostédvame experimen-
talnu metédu schopni zaznamenévat velmi malé zmeny na povrchu meranej vzorky, ktoré
sa deju napriklad pri adsorpénych procesoch v biosenzoroch. Schéma merania je na ob-
razku 8.1. Biele svetlo dopada na vidzbovy hranol, pricom na rozhrani sklo a kov dochadza
k iplnému odrazu. Zaznamenavame odrazivost len o nie¢o mensiu ako 1 a to v oboch po-
larizaciach. V casti spektra, kde je splnend podmienka plazmoénovej rezonancie, dostavame
v odrazivosti p polarizovaného svetla R, = rjr, vyrazné minimum, pretoze velka Cast ener-
gie sa preliala do povrchového plazménu. Elipsometrickl rovnicu vzhladom na tplny odraz
v s polarizacii (|rs| = 1) moZno v tomto pripade zjednodusit na tvar

rp & tan 1 exp(iA) (8.3)
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Obr. 8.1: Schéma elipsometrie iplného vniatorného odrazu — TIRE
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Ak déjde k plazménovej rezonancii, amplitida tan v dosiahne minimum a v spektre fazy
A sa objavi vyraznd zmena. Na obr. 8.2 je priklad TIRE merania.
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Obr. 8.2: Reflektancia p polarizovaného svetla R, a elipsometricky parameter A pri TIRE.
K excitacii povrchového plazménu dochadza v tomto pripade pri vlnovej dlzke 712 nm.
Rezonancia dopadajiceho svetla s SPP je sprevadzana minimom v spektre odrazivosti
R, nakolko sa vSetka energia dopadajiceho svetla preleje do SPP. Rezonan¢ny charakter
tohto javu je sprevadzany vyraznou zmenou vo faze A. Pracovny bod lezi na linearnej casti
fazovej krivky.

Ak sa c¢okolvek udeje v blizkosti rozhrania kovu a kvapaliny, dochddza k zmene rezo-
nancnej podmienky a plazmdénové minimum sa posunie, pripadne sa zmeni hodnota pa-
rametra A. KedZe elipsometrické uhly predstavuji amplitidu a fazu komplexnej veliciny
rp v rezonancii, spektrum fazy A je timerné derivacii amplitidy tan podla frekvencie.
Zmeny fazy st preto omnoho vyraznejSie nez zmeny amplitidy a na zvysenie citlivosti
merania je potom mozné namiesto posunu minima odrazivosti pozorovat posun hodnoty
A v pracovnom bode.

Biosenzory

Princip ¢innosti biosenzorov je zalozeny na selektivnom zachytavani Specifickych molekul
z roztoku. Na substrat sa najprv naviaze senzorickd molekula, tzv. ligand, ktord mdze byt
napr. sekvencia baz molekil DNA alebo RNA (adenin, guanin, cytozin, tymin alebo uracil).
Takto pripravené senzory reaguju iba so $pecifickymi biologickymi molekulami v roztokoch.
Naviazanie senzorickej molekuly na substrat, tzv. funkcionalizdcia, sa v pripade zlatych
substréatov realizuje pomocou tiolovej SH skupiny, ktorti musia obsahovat molekuly ligandu.
Sira vytvara so zlatom kovalentni vizbu. Substrat sa méze ponorit do roztoku, pripadne
sa vystavi pardam, alebo sa roztok s ligandom neché pretekat priamo v komore biosenzora.
Nésledne sa ocisti ¢istym rozpustadlom, ¢o zabezpeci depoziciu senzorickej monovrstvy.
Na zaciatku zaznamename signil na pripravenom biosenzore s ¢istym rozpustadlom.
Potom do prietokovej cely rovnomerne vpustame analyzovany roztok, v ktorom chceme
zistit pritomnost konkrétnej biologicky aktivnej latky, tzv. analytu. Ak sa v roztoku takéto
molekuly nachadzaji, navizuja sa postupne na senzorické molekuly a dochadza k zmene
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podmienok generacie povrchového plazmoénu. Po nasyteni a ustaleni signalu nechame sys-
témom pretekat opit Cisté rozpustadlo, aby sa odstranili analyty, ktoré nie st naviazané
na senzorické molekuly, ale drzia na substrate pomocou slabsich Van der Waalsovych sil, ¢i
prostrednictvom vodikovych mostikov. Po urcitej dobe sa signal ustali na konecnej hodnote.
Ziskame casovy zaznam signalu, tzv. senzogram ako na obrazku 8.3.

funkcionalizacia : biosenzorové meranie

SPR signal

vysledny
signal

Cisty substrat navazovanie ligandu Cisty roztok navidzovanie analytu : substrat s ligandom ¢as min
Cisty roztok  :roztok s ligandom . roztok s analytom © aanalytom :
: : : " sty roztok

Obr. 8.3: Priklad ¢asového senzogramu s pociatoc¢nou fazou pripravy funkcionalizovaného
substratu. Vyhodnocuje sa rozdiel signalu po naviazani analyzovanej latky voci signalu
s funkcionalizovanym substratom. SPR signal moze byt vlnova dlzka minima odrazivosti
R, alebo hodnota elipsometrického parametra A v pracovnom bode.

Experimentalna cast
Ulohy

1. Odmerajte a vyhodnotte zévislost rezonanénej vlnovej dizky SPR od uhla dopadu na
rozhrani zlato-voda alebo etanol.

2. Vyhodnofte zavislost parametra A v prcovhom bode od uhla dopadu.
3. Néajdite kalibra¢nu krivku senzora pre rézne koncentracie etanolu vo vode.

4. Vyhodnotte citlivost metédy vzhladom na zmenu uhla dopadu a zmenu indexu lomu
kvapaliny v prietokovej cele.
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Pristroje a pomocky

Spektroskopicky elipsometer Horiba Jobin-Yvon MM-16, prietokova cela, SPR substrat,
opticky hranol, imerzny olej, elektricky ovladana pumpa so striekackou, hadicky, ampulky,
pipeta.

Chemikalie

Destilovana voda, cisty etanol.

Opis zariadenia a metéda merania

Schéma merania sa nachadza na obrazku 8.1. Hlavné meracie zariadenie je spektroskopicky
elipsometer Horiba Jobin-Yvon MM-16 so spektralnym rozsahom 430 nm az 850 nm s rozli-
senim A\ = 2nm. Presné nastavenie uhlov dopadu zabezpecuje motorizovany goniometer
elipsometra, ktory pracuje v rozsahu 45° — 90° s krokom 0,01°. Cinnost elipsometra je
plne automaticka, nastavenie jednotlivych prvkov, riadenie merania a analyzu vysledkov
zabezpecuje softvér DeltaPsi2.

SPR senzor je homogénna vrstva zlata s hritbkou 42 nm na sklenenom substrate. Ulohu
vézbového prvku plni pravouhly hranol so stvorcovou zékladnou so stranou 10 mm. Mate-
rial substratu a hranolu je optické sklo BK-7.

Rovnomerny prietok analyzovanej kvapaliny zabezpecuje pumpa s mikroposuvnym kon-
tinudlnym motorom, do ktorej sa prichyti injekénd striekacka. Motor pumpy tahda piest
striekacky pozadovanou rychlostou. Hodnota rychlosti sa nastavuje na ovlddacom paneli
zariadenia od 1 pl/mim. Kvapalina sa do prietokovej cely dostéva cez hadi¢ku ponorenii
v ampulke. Poc¢as merania treba zabezecit, aby sa pod substratom nevytvérala stabilna
vzduchova bublina, ktora zabranuje pretekaniu, ale najmé zamedzuje kontaktu kvapaliny
s povrchom senzora. Odstranenie bubliny predstavuje nemaly experimentalny problém.
Niekedy pomdze docasnd zmena rychlosti prietoku. Ak nie, je potrebné celu otvorit, prvky
vyCistit a experiment zopakovat.

Postup merania a vyhodnotenie

1. Vazbovy hranol poloZte na tu stranu substratu, ktora nie je pokrytéa kovovou vrstvou.
Madzi hranol a substrat kvapnite malé mnozstvo imerzného oleja.

2. Do prietokovej cely vlozte tesniaci gumovy krizok a umiestnite nan substrat s hra-
nolom. Hranol upevnite pomocou fixa¢ného ramienka.

3. Prietokovi celu polozte na stoléek elipsometra a nastavte maximalny signal. Uhol
dopadu elipsometra zvolte 82°.

4. Zapojte prietokovy systém: Do pumpy umiestnite striekacku a pripojte k nej vy-
stupnu hadicku z prietokovej cely.
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5. Ampulku s roztokom umiestnite do drziaka a ponorte do nej vstupna hadicku prie-
tokovej cely.

6. Na pumpe nastavte rychlost prietoku 20 ml/min a spustite motor v rezime spitného
tahu.

7. Sledujte signal v elipsometri. Ked kvapalina zaplni prietokovi celu, v spektre signalu
sa objavi pokles intenzity.

8. Po ustéleni signalu zaznamenajte elipsometrické meranie.
9. Mente uhol dopadu po maljch krokoch — 0,01° a zaznamenajte sériu merani.

10. Pripravte roztoky s roznymi koncentraciami etanolu vo vode, merajte pri jednom
uhle dopadu.

Spracovanie vysledkov

Pomocu softvéru DeltaPsi2, ktory je sicastou elipsometra MM-16 exportujte spektra R,(\)
a A(X). Identifikujte minimé v spektrach odrazivosti fitovanim extremalnou funkciu (napr.
parabolou). Vyneste grafy zavislosti Aspr od uhla dopadu a od koncentrécie. Pri uhloch
dopadu spracujte posun paramtera A v pracovnom bode a zaznacCte hodnoty do grafu
zavislosti od uhla dopadu.

Kvalitativne porovnajte zavislost vlnovej dizky excitécie SPR od koncentracie kvapaliny
s priebehom indexu lomu roztoku etanolu vo vode.



