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RESUMO

MATTOS, V. S. Desenvolvimento de nanoestruturas em superficie metalica
(prata) com laser pulsado femtossegundo para aumento de fluorescéncia.
2019. 116p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Carlos, Sdo Carlos, 2019.

Fluorescéncia € uma técnica bastante utlizada para diagndstico, analise de
materiais e tecidos biolégicos, técnicas forenses entre outras. Neste contexto,
meétodos para detectar sinais de moléculas fluorescentes com maior sensibilidade e
especificidade tém sido investigados, principalmente para deteccdo de moléculas em
concentragcbes extremamente baixas. Dada a importancia do tema, o presente
trabalho, de caréater inovador, busca gerar nanoestruturas em prata com laser
pulsado femtossegundo, capazes de aumentar niveis de fluorescéncia de moléculas
préximas as nanoestruturas. Foi utilizado um laser Libra femtossegundo de 450 mW,
1 KHz de frequéncia e comprimento de onda de 850 nm da Coherent para a criacéo
de nanoestruturas em prata pura polida. Diferentes parametros de marcacao
resultaram em variados perfis de nanoestruturas, tanto periddicas e regulares,
guanto aglomerados cadticos de esferas nanométricas pela superficie marcada,
onde as estruturas apresentavam periodicidade de aproximadamente 500 nm e as
esferas possuem tamanhos variando de 50 a 500 nm, quando avaliadas por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia de forca atbmica (AFM). O
efeito de proximidade destas nanoestruturas cadticas com a adicdo de um fluoréforo
(Protoporfirina IX a 0,5 yg/ml em etanol) proporcionou um aumento do sinal de
fluorescéncia, quando comparado a uma regido ndo marcada, quando avaliado por
microscopia confocal de fluorescécia. Portanto, este aumento de sinal foi de
aproximadamente 25 vezes para excitagdo de um foton (405 nm) e cerca de 300

vezes para a excitacao de dois fotons (800 nm).

Palavras chave: Fluorescéncia. Laser femtossegundo. Nanoestruturas.






ABSTRACT

MATTOS, V. S. Formation of silver nanostructures using femtosecond pulsed
laser to metal enhanced fluorescence. 2019. 118p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sédo Carlos, Universidade de S&o Carlos, Séo
Carlos, 2019.

Fluorescence is a widely applied technique in diagnosis, material and biological
tissue analysis, forensic sciences and other areas. Tools for enhancing the
fluorescence signal with high sensitivity and specificity are needed to detect trace
levels of target molecules. This innovative project aims to create nanostructures on
pure silver using femtosecond pulsed laser to enhance the fluorescence signal
emission from molecules near that interface. It was used a femtosecond Libra laser
of 450 mW, 1KHz of frequency and wavelength of 850 nm from Coherent to form the
nanostructures on polished pure silver. The nanostructures were obtained on
different shapes onto the surfaces, from periodic nanostructures having ~500 nm of
periodicity, to chaotic agglomerates of silver spheres with size ranging from 50 to 500
nm, when analyzed with Scanning Electron Microscopy and Atomic Force
Microscopy. The effect of proximity between the chaotic structures and the
fluorophore (Protoporphyrin IX at 0,5 pg/ml in ethanol) resulted in an increase of 25
times the fluorescence signal when used one photon excitation (405 nm) and

enhancement of 300 times using two photon excitation.

Keywords: Fluorescence. Femtosecond laser. Nanostructures.
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Introducao e Objetivos

Nos ultimos anos, o uso de sensores tem sido cada vez mais abundante, e o
desenvolvimento de novas formas mais precisas se tornam cada vez mais
necessarias. O uso da técnica de espectroscopia por fluorescéncia se apresenta
como uma ferramenta pratica para uso em diagndstico, monitoramento ambiental, na
industria alimenticia e outras aplicacdes, como pesquisa genética, molecular e fisica,
entre outras areas. As metodologias que envolvem a analise do espectro de
fluorescéncia sdo muito amplas, sendo aplicaveis tanto na identificacdo de
moléculas naturalmente fluorescentes quando para moléculas nédo-fluorescentes
associadas a fluoréforos. Entretanto, para a identificacdo destas moléculas, é cada
vez mais desejado o desenvolvimento de tecnologias com maior poder de resolucéo
e mais especificidade, com formas de amplificar o sinal de fluoréforos que néo sao
naturalmente muito intensos. Neste contexto, fluorescéncia aumentada pela
proximidade com superficie metalica (MEF - Metal Enhanced Fluorescence, no
inglés) apresenta grande aplicabilidade para o desenvolvimento de sensores para
analise de moléculas em baixa concentracéo. (1)

Superficies metalicas interagindo com substancias préximas a elas podem
proporcionar esta amplificacdo. Estas superficies podem ser criadas com uso de
laser de alta intensidade. Um laser pulsado femtossegundo pode criar
nanoestruturas periddicas (LIPSS - Laser Induced Periodic Superficial Structures) ou
estruturas ndo regulares em superficies, e a prata, como um metal de alta
condutividade elétrica, pode gerar nanoestruturas compativeis com o efeito MEF. As
superficies necessarias para tal efeito contam com a excitacdo dos plasmons de
superficie, que aumentam a intensidade do campo elétrico local, causando o
aumento do sinal de fluorescéncia das moléculas. (2)

Tendo em vista os conceitos envolvidos, o presente trabalho possui carater
inovador e tem como objetivo gerar nanoestruturas em prata, capazes de aumentar
o sinal de fluorescéncia de moléculas proximas a elas, com uso de laser pulsado
femtossegundo.

Desta forma, os objetivos especificos sao:

e Preparacao da superficie metalica (prata) para eliminacéo de riscos;
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e Realizar a marcacao com laser pulsado femtossegundo e observar estruturas
criadas;

e Analise da formacéo de nanoestruturas;

e Deposicao de fluoroforo sobre as nanoestruturas de forma homogénea,;

e Analise do aumento de fluorescéncia;

Para melhor entendimento dos conceitos, processos, técnicas e tecnologias
envolvidas, este trabalho fornecera explicacées sobre os mesmos conforme segue.

Primeiramente, sera tratado no Capitulo 1 o principio de fluorescéncia,
abordando os principais fundamentos relacionados, formas de alteracdo de sinal e
também de deteccdo do mesmo por técnicas de espectroscopia. Em seguida, o
Capitulo 2 trata do principio de aumento de fluorescéncia por proximidade com
superficie metédlica, conceitos envolvidos e aplicagcbes desta técnica ja
desenvolvidas.

O Capitulo 3 apresenta o principio de laser como ferramenta utilizada para a
criacdo das nanoestruturas necessarias para o efeito MEF. Ja no Capitulo 4, a
interacdo entre laser e superficie metdlica entra em questdo através dos plasmons
de superficie e efeitos relacionados.

O uso de metais, em especial a prata, é tratado no Capitulo 5, incluindo o
conceito de metalografia. Nele também inicia-se a apresentacdo dos procedimentos
utilizados no trabalho, primeiro com as etapas de preparacdo das amostras
utilizadas, assim como os resultados obtidos das andlises das superficies antes da
marcacao das mesmas pelo laser. No Capitulo 6 € apresentada a metodologia
utilizada para a marcacdo das superficies, as variacOes testadas, a andlise das
regibes marcadas e também a apresentacdo dos resultados e descricdo das
nanoestruturas formadas nestes processos.

A forma que se deu a interacao de fluoroforos com as nanoestruturas criadas,
processos realizados para a interacdo e analises por microscopia confocal e
resultados obtidos sdo descritos no Capitulo 7, que ademais mostra os diferentes
niveis de amplificacdo obtidos com as diferentes estruturas formadas.

Por fim, o Capitulo 8 apresenta as discussdoes gerais deste trabalho e
conclusdes, assim como possiveis caminhos futuros para as proximas etapas do

projeto, indicando perspectivas de proximos desenvolvimentos.
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Capitulo 1

Aspectos Gerals da Fluorescéncia

1.1 O Principio de Fluorescéncia

Luminescéncia € o fenbmeno da emissado espontanea de luz de uma espécie
excitada eletrénica ou vibracionalmente fora do equilibrio térmico com o ambiente.
(3) Compostos luminescentes podem ser caracterizados de acordo com sua
composi¢cao: compostos organicos, inorganicos ou organometalicos. Fluorescéncia e
fosforescéncia sédo casos particulares de luminescéncia, com 0s modos de excitacéo
sendo alcan¢ados devido a absorcdo de um ou mais fotons, levando a elevacao dos
elétrons a um estado excitado. As formas de emissdo se diferem pelo fato que
fosforescéncia é a emissdo espontanea de radiacdo, levando a desexcitacdo dos
elétrons, sendo que estes passam por um estado tripleto intermediario estavel ou
instavel. Enquanto isso, a fluorescéncia € a emissdo espontanea de fétons pelo
material e ocorre em nanossegundos apoés a excitacao. (4)

Quando ocorre a excitacdo por um unico féton de comprimento de onda e
energia apropriados de uma populacao de fluoroforos, os elétrons destes migram do
estado fundamental (S,) para o estado excitado (S;). Como o estado excitado
apresenta diversos estados vibracionais internos, os elétrons rapidamente relaxam
até o estado vibracional mais baixo, e entdo decaem para o estado fundamental (S,),
0 que resulta na emissao de fluorescéncia com um foton de menor energia e maior
comprimento de onda. Um esquema da excitacdo e emisséo de fluoréforos pode ser
visto no diagrama de Jablonski na Figura 1. Esta emissao € extremamente rapida,
com tempo de meia-vida da ordem de 1078 s. Estes diagramas de Jablonski séo
bastante Uteis para ilustrar os processos moleculares que ocorrem nos estados
excitados. Para a molécula ser excitada do estado fundamental (S,) para o estado
excitado (S;), deve haver a absorcdo de fotons com a energia correspondente a
diferenca de energia entre estes estados, de forma que a energia do estado excitado
seja a soma da energia do estado fundamental, mas a energia da radiacdo incidente

(hvexe), conforme a Equacgéo 01. (4)
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Sl - SO + hvext (01)

Na equacdao, v,.,; € a frequéncia da radiacdo de excitacdo externa, e h é a
constante de Plank.

Sl Conversdo
Interna

Absorg¢éo Emissdo de

Energia
8 de um féton |fluorescéncia

So

Y

Figura 1 - Diagrama de Jablonski para absorcdo de um féton e emisséo de fluorescéncia
Fonte: Elaborada pelo autor

Por outro lado, pode ocorrer a excitacdo do fluoréforo por de mais de um
féton (multi-photon excitation), onde a energia emitida na fluorescéncia é maior do
gue a radiacdo de excitacdo de um dos fétons. Neste caso, ao menos dois fétons
S80 necessarios para excitar os elétrons do estado fundamental (S,) para o estado

excitado (S;). O diagrama de Jablonski para este caso pode ser observado na Figura
2. (5)

S
Conversdo Interna

N

Absorg¢éo

. de dois fétons

Energia Emissdo de
o fluorescéncia
A 4

So

Figura 2 - Diagrama de Jablonski para absorcdo de um féton e emisséo de fluorescéncia
Fonte: Elaborada pelo autor
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No processo de absor¢cdo de apenas um foton a absorcdo da luz é
proporcional a intensidade (C;—V: o [ ) entdo quanto maior a intensidade da radiagéao
incidente, maior a absor¢cdo. Na absorcdo simultdnea de dois fétons, a absor¢céo é
proporcional ao quadrado da intensidade da radiacao incidente (C;—'f o [2 ) Como

consequéncia da dependéncia quadratica, o efeito pode implicar em fotodegradacéo
da molécula em questdo. Por ser um efeito que demanda muita energia de pico, o
mesmo € observado basicamente na regido das proximidades do ponto focal do
pulso do laser, o que possibilita resolucédo espacial ao longo do feixe, assim como
radialmente para a geracao de imagens de absorcéo de dois fétons. (6)

Pulsos de laser ultra curtos aumentam a absor¢cdo por multiplos fétons, uma
vez que a absorcdo média ndo € apenas proporcional a poténcia média, mas se
beneficia bastante do empacotamento dos fotons de excitacdo disponiveis em
intervalos de tempo muito curtos, e este efeito € verificado principalmente quando
utilizados pulsos menores que a ordem de picosegundos (10712 s), como pode ser

observado na Figura 3. (7)

X ¥

i %
£ 40X

Figura 3 - Esquema representativo da interagao de dois fétons em laser disposto em pulsos curtos
Fonte: Elaborada pelo autor

Quando uma molécula no estado excitado (S;) sofre conversédo de spin para o
primeiro estado tripleto (T;), ou seja, ocorre cruzamento intersistema com inversao
do spin do elétron, a energia do féton emitido € muito menor do que o que ocorre na

fluorescéncia, e este efeito € denominado fosforescéncia (Figura 4). (8)
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Figura 4 - Diagrama de Jablonski para fosforescéncia
Fonte: Elaborada pelo autor

1.2 Supresséo

Diversos processos na solucdo em que o fluoréforo esta envolvido podem
levar a supressdo (efeito de quenching), que é uma reducdo do sinal de
fluorescéncia do mesmo. Isso se deve a efeitos de reacdes em estados excitados,
formacdo de complexos, transferéncia de energia ou colisbes. Este efeito é
exponencialmente dependente da distancia entre o fluor6foro e o elemento causador

de quenching, segundo a Equacéao 02. (9)

2(r—-d) ©2)

kq (r)=kpexp L

Na equacdo, k, € a constante de velocidade de supressdo para 0 raio
colisional, que € a distancia de maior aproximacao (d), e L é o comprimento de
tunelamento efetivo no contexto de transferéncia de energia e raio de Bohr efetivo
no contexto de transferéncia de energia eletrénica. O parametro L assume, de
acordo com o par doador-aceptor, valores entre 0,7 e 6 A. A Figura 5 apresenta o
diagrama de Jablonski mostrando o decaimento n&o radiativo devido ao efeito de

supresséo, além do decaimento radiativo devido a fluorescéncia. (10)
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Figura 5 - Diagrama de Jablonski para quenching
Fonte: Elaborada pelo autor

1.3 Transferéncia de Energia por Ressonancia de Forster

A Transferéncia de energia por Ressonancia de Forster, do inglés Forster
Resonance Energy Transfer - FRET, é o fendmeno da transferéncia de energia de
forma né&o-radiativa entre fluor6foros proximos como efeito de perda de energia.
Neste efeito um fluoréforo, o doador, € excitado pela radiacdo em seu comprimento
de onda especifico. Ap6s o0 processo de decaimento para um estado excitado de
menor energia, a energia que seria emitida como fluorescéncia é transferida de
forma nado radiativa por Ressonancia de Forster para outro fluoréforo que esteja
proximo, o aceptor, enquanto o doador retorna ao estado fundamental e o aceptor
excitado emite fluorescéncia e também retorna ao seu estado fundamental. Este
efeito é local, e sua eficiéncia decai com a sexta poténcia da distancia entre os
fluoréforos, ou seja, uma medida da intensidade de emisséo pode indicar a distancia
a que os fluoroforos se encontram. (11) A Figura 6 apresenta como o diagrama de

Jablonksi representa o efeito de FRET.
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Figura 6 - Diagrama de Jablonski para o efeito de FRET
Fonte: Elaborada pelo autor

1.4 Fluoroforos

Os fluoréforos sdo moléculas que absorvem luz ou alguma outra radiacao
eletromagnética e reemitem esta radiacdo com energia menor e comprimento de
onda maior. Eles séo divididos em duas classes gerais, 0s intrinsecos, que ocorrem
naturalmente, e o0s extrinsecos, que sdo adicionados a moléculas que nao
apresentam as propriedades espectrais desejadas. A estrutura molecular e o
ambiente quimico afeta a forma como a luminescéncia do fluoréforo ird ocorrer, além
da intensidade com que ocorre. As caracteristicas mais importantes de um fluoroforo
sdo seu rendimento quéantico e seu tempo de vida. O Rendimento quantico é a
relacdo entre fotons absorvidos e fétons emitidos pela molécula. Esta relacdo pode
ser medida com base nas constantes I' e k,,-que sdo, respectivamente, a velocidade
de emissdo do fluoréforo e a velocidade de decaimento ndo radiativo ao estado
fundamental (S,). Entdo o rendimento quéantico (Q) é calculado pela relacdo

apresentada na Equacéo 03. (8)

Q = — (03)
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O rendimento quéantico é proximo de um quando a taxa de decaimento ndo
radiativo € muito menor que a do radiativo (k,- <TI'). A Figura 7 apresenta o

decaimento radiativo do fluoréforo (I') e o0 ndo radiativo (k).

Sl A Conversdo
interna

Energia
knr

Emissdo de
fluorescéncia
-
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A 4

Figura 7 - Diagrama de Jablonski demonstrando o decaimento radiativo dos fluoréforos (emissédo de
fluorescéncia) e nao radiativo

Fonte: Elaborada pelo autor

J4 o tempo de vida indica o intervalo necesséario para a relaxacdo dos
elétrons do estado excitado para o estado fundamental, e da ordem de 10 ns. O
tempo de vida (t) pode ser dado pela Equacao 04. (8)

T=— (04)

1.4.1 Porfirinas e Protoporfirina IX (PpIX)

Porfirinas sdo macromoléculas ciclicas com importantes papéis em
organismos vivos. Contém quatro anéis pirrélicos e possuem um anel tetraédrico em
seu nucleo, onde pode ocorrer a coordenacdo de um atomo metalico. Quando
coordenadas com um ion de ferro, possuem importante funcdo biolégica em
hemoproteinas. A banda Soret das porfirinas coordenadas com metal se apresenta

com alta intensidade entre 400 e 500 nm no espectro de absorcéo. (9)
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Figura 8 - Estrutura molecular da Protoporfirina IX
Fonte: Elaborada pelo autor através do software ACD/ChemSketch

A Figura 8 apresenta a estrutura molecular da Protoporfirina 1X, enquanto a
Figura 9 mostra a banda de Soret e as quatro bandas Q da molécula.
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Figura 9 - Espectros de absor¢éo e emissédo de fluorescéncia da Protoporfirina 1X
Fonte: Adaptada de VALENTINE et al. (12)

A Protoporfirina IX (PpIX) € uma das porfirinas mais comuns e faz parte da
composicdo da hemoglobina, responsavel pelo transporte de oxigénio pela corrente
sanguinea nas células vermelhas. (13) Quando associada a um ion ferro, se da

nome de grupo heme. E uma porfirina que pode ser endégena (derivada da
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degradacdo de glébulos vermelhos, hemoglobina e bilirrubina) ou exogena
(denominada de fotossensibilizador). (14)

A PpIX é um fotossensibilizador muito utilizado em terapia fotodinamica (TFD)
para tratamento de cancer e descontaminacédo. Além da intensa banda de Soret por
volta de 400 nm, também apresenta quatro bandas Q entre 500 e 620 nm. Como a
janela terapéutica Optica varia de 600 a 800 nm, a ultima banda Q com pico em 633
nm é utilizada para a TFD no tratamento de cancer por promover maior penetracao
da radiacdo vermelha através do tecido bioldgico. Entretanto, TFD com
comprimentos de onda menores, como a radiagdo azul, penetram menos e podem
ser utilizados para descontaminacdo de Ulceras, tratamento de acne vulgaris,

periodontite entre outros procedimentos dermatologicos e odontolégicos. (15)

1.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

Quando a luz interage com as moléculas, a interacdo pode ser de absorcéo,
quando o material absorve essa radiacdo; reflexdo especular (espalhamento
Rayleigh), quando a luz € refletida com o mesmo &angulo de incidéncia; ou
espalhamento difuso (espalhamento Raman), quando a radiacdo espalhada pelo
material tem energia diferente daquela incidente. A fluorescéncia € uma forma de
espalhamento da luz, sendo que difere do espalhamento Raman pelo tempo de vida,
uma vez que este apresenta tempo de vida de 10715 s enquanto a fluorescéncia
apresenta tempo de vida da ordem de 1078 —107° s. A medida da interacdo que
ocorre da matéria com a luz pode ser feita com técnicas de espectroscopia. Para
analise de fluordforos e materiais fluorescentes, pode ser utilizada a microscopia de
fluorescéncia. A Figura 10 apresenta um esquema do funcionamento de microscépio
de fluorescéncia, composto laser para excitagdo, conjunto de espelhos para
varredura XY, conjunto de lentes para observacdo e amplificacdo da analise,
detector para coleta dos dados, além de esquema de pinhole para captura de
diferentes planos de analise.

A microscopia de fluorescéncia confocal se baseia na analise de amostras em
diferentes planos de visualizac&o, através da obstrucéo da luz que vem de planos
diferentes daquele de observacéo. Através de um pinhole, sdo selecionados apenas

os raios de luz que sao emitidos pelo plano em questdo, mantendo os demais fora
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do ponto de observacdo. Esta selecdo é feita baseada no escaneamento ponto-a-
ponto da amostra, onde cada ponto na amostra representa um pixel na imagem ao
final, com isto, regides fora do ponto focal sédo eliminadas na imagem final.
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Figura 10 - Esquema de funcionamento de microscépio de fluorescéncia
Fonte: Elaborada pelo autor

Com as varreduras de planos finos da amostra, é possivel fazer a construcao
tridimensional da mesma. A Figura 11 mostra o esquema de funcionamento de
microscopia confocal e a sele¢do de um plano focal de analise especifico através de

uso de um pinhole (furo) para fazer tal selecdo. (5)

Pinhole

\ Amostrade

interesseno

Flanos de analise planofocal

Figura 11 - Esquema da sele¢éo de plano de analise confocal através de um pinhole para microscopia
de fluorescéncia

Fonte: Elaborada pelo autor
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Capitulo 2
Fluorescéncia Aumentada por

Proximidade com Metal e Aplicacoes

2.1 Bases do principio

Quando no estado excitado, os fluoréforos tem propriedades de um dipolo
oscilante, e isto pode induzir a oscilagdo dos elétrons em uma superficie metalica
proxima. O campo elétrico criado por este metal pode interagir com o fluoréforo,
alterando seu espectro de emissdo. Esta interacdo pode ocasionar em aumento do
rendimento quantico, da fotoestabilidade, e aumento das distancia de transferéncia
de energia por ressonancia, além da reducdo do tempo de vida do fluoréforo. Este
efeito € denominado Metal Enhanced Fluorescence (MEF), ou Fluorescéncia
Aumentada por Proximidade com Metal. (16) A Figura 12 apresenta um esquema da

transferéncia dos plasmons acoplados entre o fluoréforo e nanoestruturas proximas.

Excitacgdo Fluorescéncia

MEF
Transf. Plasmons A '
Acoplados

Nanoestruturas

Figura 12 - Esquema da transferéncia de plasmons acoplados entre nanoestruturas e um fluoréforo
proximo, com aumento do sinal de fluorescéncia

Fonte: Elaborada pelo autor

Com o campo elétrico criado pela excitacdo do metal, o diagrama de
Jablonski apresentado na Figura 7 se altera para a forma na Figura 13, onde a
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excitacdo do fluoréforo é devida a absor¢cdo dos fotons da radiacdo incidente, mas
também devida ao metal da superficie, (E + E,;;), 0 que resulta em aumento da
intensidade de fluorescéncia, alterando o rendimento quéantico e o tempo de vida, e
estes podem ser calculados da forma apresentada nas Equacdes 05 e 06. Ou seja,

com o aumento de I;,,, 0 tempo de vida ir& diminuir. (8)

r+r,

= (05)
Om r+r, +k,

1

— (06)

T
™ T+ TL,+k,

Energia elE, r r. | k.

S \ A A /

Figura 13 - Diagrama de Jablonski demonstrando o aumento do campo elétrico para excitacdo do
fluoréforo devido a incidéncia de radiagdo externa (E) como devido a excitacdo gerada
pelos plasmons (E,,,) e os decaimentos radiativos devido a emissdo do fluoréforo (') e do
metal (I;,,), além do decaimento néo radiativo (k)

Fonte: Elaborada pelo autor

A interacdo entre o fluoréforo e o metal pode ser descrita de acordo com trés
possiveis processos. O primeiro processo € por transferéncia de energia do
fluoréforo para o metal, uma vez que a distancia entre ambos € da ordem de
nandmetros, a proximidade com o metal “amortece” o dipolo oscilante, desse modo
amortecendo a fluorescéncia, este € um processo nao radiativo e domina em
pequenas distancias, pois € inversamente proporcional ao cubo da distancia entre o
metal e o fluor6foro. O segundo mecanismo é quando ocorre a concentracdo do
campo eletromagnético local. As estruturas metalicas agem como antenas que

concentram estes campos locais onde estdo os fluoroforos, o que ocasiona o
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aumento da fluorescéncia, e € descrito ao se resolver as equac¢des de Maxwell nos
arredores da estrutura de metal, onde este efeito de antena de estruturas metalicas
e em algumas frequéncias ha a ressonancia da estrutura de metal. No modelo de
Drude para metais, estes sdo tratados como uma matriz carregada positivamente
com um gas de elétrons movendo-se através destes ions que quando submetido a
um campo eletromagnético externo, estes elétrons se movem de forma coerente
pelo material. Neste modelo, os efeitos restauradores da lei de Coulomb fazem com
gue a densidade de cargas oscilem pelo metal. Como € um efeito localizado, esta
oscilacdo é denominada ressonancia dos plasmons de superficie localizados. Esta
ressonancia em duas ou mais nanoestruturas podem ser combinadas com o campo
elétrico altamente amplificado entre as particulas. Ja o terceiro mecanismo, que € a
modificacdo do decaimento radiativo do fluor6foro devido a modificacdo na
densidade de estados dos fotons, com aumento da taxa de radiagdo e consequente
diminuicdo do tempo de vida do fluoréforo, € devido a maior densidade dos modos
fotbnicos nas proximidades das nanoestruturas. (16)

Um fluoréforo excitado induz distribuicdo de cargas sobre a superficie
metdlica. Se o plasmon da superficie consegue irradiar-se, entdo a emissdo do
fluoréforo é observada como emissédo acoplada. Por outro lado, se o plasmon nao
for capaz de irradiar, entdo é observada a supresséao do fluoréforo. O tempo de vida

dos fluoréforos diminui quando este se aproxima a 10 nm da superficie. (17)

2.2 Aplicacdes de MEF

As aplicagbes de estruturas metalicas utilizadas para aumento de sinal de
fluorescéncia variam em diferentes formas e composicées, como demonstrado pela
revisao da literatura.

Camacho et al. utilizaram aumento de fluorescéncia com plasmons utilizando
nanoparticulas encapsuladas (shell-isolated nanoparticles) de ouro e prata
recobertas de Si0,, obtendo aumento de fluorescéncia em 5 vezes quando em
solugdo. Utilizando Au-SHINs (Gold Shell-Core Isolated Nanoparticles -
Nanoparticulas de ouro recobertas com silica) em filmes de Langmuir-Blodgett

conseguiram aumento de aproximadamente 20 vezes na eficiéncia de fluorescéncia,
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e para o mesmo tipo de filme, mas com as nanoparticulas de prata (Ag-SHINSs), foi
obtido o aumento de cerca de 90 vezes. (18)

Lismont et al. utilizaram nanoparticulas de prata imobilizadas em placas de
vidro. No estudo, buscaram encontrar uma combinacdo Otima entre a banda de
Soret da PplIX com os plasmons localizados das nanoparticulas de prata (AgNPSs).
Também investigaram a dependéncia da distancia entre o fluoréforo e as NPs,
encontrando a relacdo entre a distancia e aumento de fluorescéncia, obtendo
aumento de 2,5 vezes para a distancia de 40 nm e de 4 vezes para 100 nm. Neste
estudo, foi utilizada a combinacdo dos polimeros de poli(cloridrato de alilamina) e
poli(sulfonato de sodio-4-estireno) tanto para a imobilizacdo das AgNPs a superficie
de vidro quanto da PpIX. (15)

Deng conseguiu 0 aumento em 11 vezes do sinal de fluorescéncia e reducao
pela metade do tempo de vida de fluorescéncia utilizando esferas de silica cobertas
com nanoestruturas de prata. (17)

Geddes, Parfenov e Lakowicz mostraram que prata metalica depositada por
iluminacdo a laser aumenta cerca de 7 vezes a emissdo de Indocianina ligada
localmente, com diminui¢cdo do tempo de vida e aumento da fotoestabilidade. (19)

Ahmmed, Grambow e Kietzigg mostraram que filmes de ilhas de silica s&o as
mais comuns para realizacdo de MEF, com sal de prata reduzido sobre a superficie
de vidro, e posterior adicdo de reagentes para fixacdo, onde as particulas formadas
sdo da ordem de 30 a 80 nm e plasmons por volta de 430 nm, produzindo aumentos
no sinal de fluorescéncia de 5 a 7 vezes. (20)

Chen et al. mostrou o aumento do sinal de fluorescéncia de 2,4 a 10,5 vezes
usando nanoparticulas de prata em substrato de cobre com oxidacéo. (21)

Parfenov et al. mostrou o aumento de fluorescéncia utilizando estruturas
fractais de prata formados sobre ou proximos de eletrodos de prata. Para este tipo
de formacéao, foi obtido um aumento de cerca de 100 vezes no sinal de albumina de
soro humana marcada com fluoresceina quando comparado com a amostra sobre
vidro. (22)

Apesar das mais diversas técnicas existentes para a amplificacéo do sinal de
fluorescéncia, a técnica proposta no presente estudo apresenta um diferencial que é
a combinacdo da utilizagdo de laser femtossegundo para gerar nanoestruturas em

superficie metélica e seus relevantes efeitos sobre o sinal de fluorescéncia.
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Capitulo 3
Ferramentas para Modificacao de

Superficies — O Laser

3.1 Oqueéum Laser

Laser é uma ferramenta de alta precisdo com emisséao de luz monocromatica
(apenas um comprimento de onda ou uma banda muito estreita emitida), de alta
energia, colimado (baixa divergéncia) e coerente (a emissdo de varios atomos é
sincronizada, na qual os campos elétricos oscilam em fase). E um acrénimo para o
inglés de Light Amplified by Stimulated Emission Radiation, que significa, em
traducéo livre, Amplificacdo de Luz por Emissdo Estimulada de Radiagdo. Tem alta
aplicabilidade nas mais diversas areas, por exemplo na fisica e engenharia, no
desenvolvimento de diversas tecnologias para as mais diversas aplicacdes. A
emissdo destes fotons € devida a elevacdo de elétrons em um meio ao estado
excitado e posterior decaimento destes por uma intervencdo externa, o que ocasiona
a emissao dos fotons pelos demais elétrons, levando a emissao estimulada com as
caracteristicas citadas. Sao varios os tipos de lasers que séo utilizados, sendo os
mais comuns os lasers de semicondutores, laser de fibra, laser de gas e lasers de
estado sélido. Estes ultimos geram saidas de grande energia, com boa qualidade de
feixe, com emissao continua ou pulsada. (23)

Um laser femtossegundo € um laser que emite pulsos Opticos com duracao
inferiores a 1 femtossegundo (10~'°s ou fs), ou seja, sdo pulsos ultra-curtos. Os
parametros essenciais no uso de laser femtossegundo € a duracéo do pulso, a taxa
de repeticdo dos pulsos e a poténcia de saida e energia de cada pulso. (24)

A interacdo de laser com a superficie varia de acordo com o tamanho do
pulso utilizado. Esta interacdo € uma cadeia de eventos que decorre da resposta dos
materiais no intervalo do tempo da interagédo laser-material. O primeiro evento é a
excitacado de cargas, pois quando a energia de excitacdo € maior que a banda de

conducdo, a absorcdo de um féton € o mecanismo de excitacdo dominante do
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elétron da banda de valéncia para a banda de conducgdo. Tal excitacdo ocorre no
intervalo de 10 a 100 fs. Quando a excitacdo se encerra, 0s elétrons e buracos no
material se redistribuem pelos efeitos de espalhamento carreador-carreador e
carreador-fébnon, e quando o numero de elétrons excitados e carreadores se
estabiliza, a energia diminui devido a perda de energia por emissdo de fénons, e
entdo o material comecga a aquecer independentemente do processo a frio que
ocorreu em poucos femtossegundos, no efeito de termalizac&o. Este efeito demora
alguns picosegundos, dado que os fénons carregam pouca energia, e diversos
processos de espalhamento sdo necessarios até que a rede cristalina estabeleca o
equilibrio térmico. Mesmo com a rede cristalina e os elétrons de conducédo em
equilibrio térmico, h4 um excesso de carreadores, e este excesso é eliminado ou
pela recombinacdo de elétrons e buracos ou pela difusdo para fora da regido de
excitacdo. Esta recombinacédo pode ser de forma radiativa (luminescéncia) ou nao

radiativa (recombinag&o Auger ou recombinacao de defeito e superficie). (25)

3.1.1 Laser titanio-saphira

Um laser Titanio-safira (Ti*3:41,05) é um laser de comprimento de onda
ajustavel (tunable laser) de estado solido com um cristal de safira (Al,05cristalino)
dopado com ions titdnio. Uma importante propriedade € a alta condutividade térmica,
0 gue auxilia na dissipacdo de calor em lasers de alta energia ou intensidade. A
presenca dos ions titAnio no cristal possibilitam uma ampla banda de ganho,
permitindo a criacdo de pulsos ultra curtos com ampla tunabilidade do comprimento
de onda. A amplitude de tunabilidade varia de 650 a 1100 nm, com maximo de
ganho proximo de 805 nm. (26)

A criacdo de pulsos femtossegundo se da com o auxilio de uma grade de
difracdo, que abre um pulso de luz inicial. Este pulso passa por um amplificador, que
chega a uma poténcia alta. Posteriormente, este pulso amplo é novamente
comprimido, e entdo mantém a caracteristica de alta poténcia, mas com uma banda
estreita. O efeito de altas poténcias de laser femtossegundo é devido ao fato que um
pulso apdés ser comprimido mantém a mesma area do pulso inicial, apos a
amplificagdo, entretanto, agindo num intervalo extremamente menor. A Figura 14
mostra um esquema representativo da formacgédo de pulsos ultracurtos de alta

energia. (27)
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Figura 14 - Esquema de amplificac@o de pulsos curtos
Fonte: Adaptada de PERRY. (28)
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Capitulo 4
Interacao da radiacao com a superficie:

os plasmons de superficie

4.1 Bases fisicas/matematicas

Os plasmons decorrem da oscilacédo coletiva dos elétrons de conducédo, este
efeito recebe o nome de Ressonéancia dos Plasmons de Superficie, ou, do inglés,
Surface Plasmon Resonance (SPR). O efeito ocorre na superficie devido a oscilacdo
coletiva dos elétrons do metal devida a polarizacdo destas cargas superficiais. O
termo plasmon vem como uma analogia aos plasmas gasosos, onde também ocorre
a oscilacdo coletiva dos ions, mas neste caso, dos elétrons do metal. Quando o
efeito ocorre confinado em uma nanoestrutura, o efeito € denominado Ressonancia
Localizada dos Plasmons de Superficie (LSPR). A Figura 15 apresenta o efeito de

oscilacdo das cargas no efeito de LSPR. (29)

Campo elétrico
Particula metalica

i
T WL/

Nuvem de elétrons

Luz

Figura 15 - Representacgdo do efeito de LSPR em nanoparticulas metalicas
Fonte: Elaborada pelo autor

Plasmon de superficie sdo o resultado do aumento do campo elétrico local

sobre estruturas em escalas nanométricas devido a excitacdo por alguma fonte de
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radiacdo. Devido a interacdo com a radiagdo, o material pode brilhar, ressoar ou se
tornar uma forte fonte de luz. (30)

4.2 Plasmons em nanoestruturas metalicas

Na interacdo entre um fluoréforo e um sistema plasmoénico, como sdo 0s
LIPSS no metal, o aumento da fluorescéncia vem da maior taxa de excitagdo devido
ao maior campo local percebido pelo fluoréforo, devido ao aumento de eficiéncia de
acoplamento entre a emisséo de fluorescéncia e o campo através do espalhamento
da nanoestrutura, e com a modificacdo das taxas de decaimento radiativo da
molécula. Por outro lado, ha certa perda de energia para o metal, 0o que
contrabalanceia o efeito observado. Este aumento de excitagdo pode ser otimizado
pela sobreposicdo entre a extingdo molecular e a absor¢do do plasmon,
maximizando aumento da emissao pela sintonizacdo do plasmon com a emissédo do
fluoréforo. (18)

4.3 Estruturas periodicas induzidas por laser

Estruturas superficiais periddicas induzidas por laser, do inglés Laser-Induced
Periodic Surface Structures (LIPSS), surgem da interacdo entre um laser de alta
intensidade com uma superficie atingida por ele. Estes LIPSS podem ser formados
em diversos materiais expostos ao laser, sendo normalmente menores que a ordem
de micrébmetros. Eles podem ser formados tanto com lasers continuos, como em
lasers pulsados, a exemplo, lasers no dominio de femtossegundo. A periodicidade
de estruturas deste tipo € relacionada com o comprimento de onda do laser utilizado,
bem como a diregcdo das mesmas ser ortogonal a polarizacdo deste laser, que é
resultado da interacdo destes com a superficie rugosa do material. (32)

A formacédo de LIPPS no material pode ser descrita, com certas limitacoes,
pela teoria de Sipe. Quando ha uma rugosidade na superficie do material de altura
inferior ao comprimento de onda de uma radiagdo de alta energia que incide sobre
ele, a interacdo entre o campo elétrico incidente e a superficie gera a absorcao

inomogénea de energia logo abaixo da regido rugosa, 0 que surge uma polarizacao
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com frequéncia similar a do campo incidente e gera um padrdo de interferéncia,
quando esta radiacao esta préxima ao limite de dano. (33)

Quando se irradia um material com um laser, as ondas eletromagnéticas
interagem com o material. A radiacdo que € absorvida pela superficie energiza os
elétrons livres (elétrons de conducgdo) e causa colisbes entre eles, gerando
ionizagdo. Quando a energia irradiada € grande, o material é fragmentado, até a
densidade de plasma. Com estes feixes de alta intensidade, o breakdown 6ptico na
superficie se torna um efeito relevante, em conjunto com os efeitos térmicos do
pulso do laser. Este plasma gerado por pulsos curtos de alta energia facilita a
deposicdo deslocalizada de energia, ocorrendo abaixo da densidade critica de
elétrons. (34)

A interacdo entre elétrons e fébnons é bastante importante para a micro
estruturacdo de superficies. Quando um metal possui uma grande constante de
acoplamento elétron-fonon (e-ph), a energia é transferida de forma muito mais
rapida dos elétrons para a rede cristalina em relacdo a materiais com esta constante
menor, e também ha significantemente menos calor transferido para o interior do
material com constantes de e-ph maiores. Com isto, a energia absorvida é
acumulada préxima da superficie do material e aumento da hidrodindmica do metal

derretido, o que leva as estruturas superficiais induzidas pelo laser. (20)

4.4 Criacao de nanoestruturas

As Estruturas Superficiais Periddicas Induzidas por Laser (LIPSS), do inglés
Laser Induced Periodic Surface Structures, sdo estruturas criadas em superficies
com frequéncia bem definida, elas podem ser observadas quando uma superficie é
exposta a pulsos ultracurtos de laser. No processo, qguando o pulso atinge o metal,
os elétrons da superficie absorvem esta energia, enquanto a estrutura metdlica se
mantém na temperatura inicial, ou seja, 0 sistema agora apresenta duas
temperaturas distintas, com o0s elétrons na temperatura de um elétron volt
(aproximadamente 10* K) e a estrutura a temperatura ambiente, o que faz com que
o sistema tende ao equilibrio térmico, e este equilibrio ocorre na ordem de
picossegundos. Se a energia transferida do pulso para o material € grande o

bastante, o metal ir4 fundir e manter-se neste estado na ordem de nanossegundos,
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e a profundidade da superficie afetada é da ordem de nandmetros. No processo de
resolidificacdo, o metal passa por uma auto-organizagdo e estruturas com 0sS
padrdes em nanoescala sdo formadas. (35)

Um laser femtossegundo possui de intensidade, por pulso, da ordem de
Iy, ~ TW /cm?, logo, os efeitos sobre os materiais s&o descritos pela 6ptica ndo-
linear, dada a alta intensidade. Quando consideramos o campo elétrico interatémico,
com energia dos elétrons como e = 1,6 X 10~1°C, num raio atébmico de r~4 A,

obtemos a intensidade do campo da ordem de E;;~1 X 108V /cm. Para um laser

pulsado com intensidade Ilp, e usando a funcdo pra intensidade do campo

1 : . - x
I = EcnsoEg, com C a velocidade da luz no vacuo, 1 o indice de refracéo e €; a

permissividade elétrica no vacuo, obtemos uma intensidade de campo elétrico do
laser da ordem de E,~1 X 10°V /cm. Dada mesma ordem de grandeza do camo

do pulso e do material, a interacdo radiacdo-matéria gera a polarizacdo da
superficie, e a frequéncia desta polarizacao € relacionada com a do laser utilizado.
(27)
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Capitulo 5
O Uso de Metais Preciosos:
procedimentos realizados e resultados da

preparacao

5.1 Caracteristicas especificas

Metais preciosos sdo muito bem conhecidos por sua ductibilidade,
maleabilidade e condutibilidade, entretanto, sdo extremamente macios e dificeis de
trabalhar. Em relacdo as propriedades fisicas, esses metais sdo importantes para o
desenvolvimento de sistemas com plasmons, uma vez que possuem condutividade

elétrica e térmica bastante altas, tornando possivel o uso para MEF.
5.2 Prata

A prata € o metal com maior condutividade térmica e elétrica, e também
apresenta diversas vantagens em comparacdo a outros metais para 0 uso em
plasmoénica, sendo um dos mais importantes metais para a area, uma vez que para
o0 uso do metal para os plasmons de superficie é importante escolher um material
gue possa manter os plasmons de superficie de alta intensidade no comprimento de
onda desejado, e a prata o faz na faixa de 300 a 1200 nm, sendo a permissividade
dielétrica de um material que determina como sera a interagcéo entre seus elétrons e
a luz. (36)

A estrutura cristalina da prata € a cubica de face centrada (CFF), com
tamanho de 4,086 A, por ter esta estrutura, cada célula unitaria contém 4 atomos e

um numero de coordenacgéo 12, e isto pode ser verificado na Figura 16. (37)
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HM:Fm 3 m
a=4.086A
b=4.086A
c=4.086A
«=90.000°
p=90.000°
y=90.000°

Figura 16 - Estrutura cristalina da prata
Fonte: DOWNS; HALL-WALLACE (37)

5.3 Metalografia

A prata, pelo fato de ser um metal nobre, € um material bastante mole e dificil
de polir, sendo suscetivel a danos quando cortada para preparacéo, além da grande
tendéncia a incorporar os abrasivos utilizados. Por estas dificuldades, a metodologia

empregada foi a recomendada por Voort para metais preciosos. (38)

5.4 Procedimentos utilizados na preparacédo da superficie

5.4.1 Pratapura

O material utilizado para os procedimentos foram placas de prata pura. As
amostras foram adquiridas sem polimento em placas de 1 mm de espessura. Foram
cortadas em placas menores de aproximadamente 1,25 por 1,25 mm, para melhor
aproveitamento da superficie e maior facilidade de processamento.
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5.4.2 Metalografia

5.4.2.1 Processo de Embutimento

As placas cortadas foram embutidas em baquelite com a embutidora
BUEHLER SIMPLIMET XPS1 do Departamento de Engenharia de Materiais da
Escola de Engenharia de Sao Carlos - USP. As baquelites foram feitas com
aproximadamente 6 mm de espessura, de modo a facilitar o polimento.

Ao total, foram preparadas 10 amostras de aproximadamente 12x12 mm
cada, de prata de um milimetro de espessura embutidas, para ser possivel a
variacdo de diversos parametros diferentes de marcacdo nas diversas amostras. A

Figura 17 apresenta trés das placas ja embutidas.
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Figura 17 - Placas de prata embutidas
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.4.2.2 Processo de Polimento

Todas as amostras passaram pelas mesmas etapas de polimento, de forma a
garantir melhor padronizacdo das medidas. Para preparacdo da superficie, foi
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iniciado o polimento com lixas de granula¢des 800, 1200, 1500, 2000 e 2500. Apds a
finalizacdo, foi feita a analise de riscos com microscopio 6ptico. Anteriormente ao
polimento, as placas apresentaram grande quantidade de riscos, como apresentado

na Figura 18, sob observacad ocom aumento de 10 vezes.

Figura 18 - Observacao na lupa de placa de prata embutida antes do polimento
Fonte: Elaborada pelo autor

Verificado um padrdo nos riscos formados, foi entdo iniciada a etapa de
finalizacdo, onde foram utilizadas pastas de diamante para polimento de amostras
metalogréficas. O polimento do material € realizado utilizando-se materiais com
dureza de ao menos 2,5 a 3 vezes a do material em questdo. Como a prata é um
material mole com dureza de 251 HV na escala Vickers de dureza, séo utilizados
materiais como pasta de diamante (8000 HV) ou 6xido de aluminio (alumina, 2000
HV) para realizar o polimento. A Figura 19 mostra a placa apds a primeira etapa de
polimento com lixas, com os riscos alinhados por toda a superficie, apresentada com
aumento de 5 vezes.
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Figura 19 - Placa de prata embutida apds polimento por lixa granulagao 2000
Fonte: Elaborada pelo autor

A primeira etapa é feita com pd de diamante monocristalino com granulacdes
de 9 e 3 microns e entdo aluminas de 1 ym e 0,05 pum. Este processo foi realizado
sobre panos de dureza média para polimento metalografico confeccionado em la
twill com fibra sintética macia correspondentes com 0s materiais utilizados. As
pastas de polimento e panos foram fornecidos pela Arotec Industria e Comércio
LTDA.

O processo de polimento foi realizado na Oficina de Optica (FCM) do Instituto
de Fisica de Séo Carlos, com o uso de matrizes de polimento e politrizes, além de
suportes criados por impressao 3D para os panos de polimento, de forma a se obter

as melhores superficies possiveis.
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5.4.2.3 Finalizagéo

Apés o polimento, as amostras foram limpas utilizando banho ultra sénico
com etanol absoluto para a remocado de residuos que poderiam influir na marcacao

da mesma. Para a limpeza foi usado 5 minutos de sonicagéo a 40 °C.

5.5 Analise das Superficies: Técnicas Empregadas

5.5.1 Microscopia 6ptica

A primeira andlise a ser feita com as amostras € a visual, verificando a
presenca ou ndo de riscos apds o polimento, assim como o0s resultados das
marcacOes. Para esta analise foi utilizada uma lupa ZEISS para aumento de até 40

vezes das regides marcadas.
5.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura permite a visualizacdo e caracterizacao
de materiais em escalas nanométricas ou micrométricas com alta resolucéo,
possibilitando obter imagens de superficie com aparéncia tridimensional. As imagens
por MEV sao obtidas pelo bombardeamento da amostra em analise por um feixe de
elétrons, e esta interacdo pode gerar elétrons secundarios, retroespalhamento de
elétrons, raios-x caracteristicos e emissao de fétons em diversas energias. Tanto 0s
elétrons secundarios quanto o retroespalhamento deles sdo o0s principais
responsaveis pelas informacgdes de topografia da superficie. (39)

As andlises por microscopia eletronica feitas para o presente trabalho foram
realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise - LMEA - do Instituto
de Fisica de S&o Carlos da Universidade de S&o Paulo (IFSC-USP) no Microscopio
eletrdnico de varredura ZEISS modelo SIGMA. A utilizacdo da microscopia €
utilizada para a determinacdo da regularidade das marcagbes assim como a
periodicidade e o tamanho das nanoestruturas geradas. Também é possivel com a

técnica a verificacao de artefatos sobre a amostra e irregularidades na superficie.
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5.5.3 Espectroscopia de Raios X por dispersédo de energia (EDX)

Assim como na Microscopia eletronica de varredura, a técnica de EDX utiliza
um feixe de elétrons para bombardeio da amostra, e a geracdo de raios-X da
interacdo do feixe com a amostra gera informacdes de sua composi¢ao. (39) O
equipamento utilizado para as medidas foi 0 Microscopio eletrébnico de varredura
ZEISS modelo SIGMA do Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise - LMEA -
do Instituto de Fisica de Séao Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IFSC-USP). A
técnica foi importante para a verificacdo da alteracdo da composicédo da superficie
devido a oxidagdo ou interacdo do material da amostra (prata) com o ar (oxigénio)

ou o jato de gas (nitrogénio).

5.5.4 Microscopia de Forga Atdbmica (AFM)

A Microscopia de Forca Atdmica foi utilizada para mensurar a amplitude
gerada nas nanoestruturas formadas na superficie. Para tanto, o equipamento
utilizado foi o Microscépio de forga atdmica (Bruker Dimension ICON; silicon tips,
cantilever spring constant 40 N m™) do Laboratério de Microscopia Eletronica do
Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade de Séo Paulo (IFSC-USP).

5.6 Resultados da Preparacédo da Superficie

Apés o polimento da superficie de prata, as amostras foram analisadas pelas
técnicas de microscopia de for¢ca atbmica e microscopia eletronica de varredura. As
Figura 20 e 21 apresentam as medidas por AFM e MEV, respectivamente, de placas
de prata ja polidas, apresentando riscos inferiores a 300 nm, com a indica¢édo de que
estes ndo afetardo a criagdo de nanoestruturas de interesse. Nas medidas dos
riscos utilizando o AFM foram verificados riscos da ordem de 0,3 ym. Estas medidas

foram feitas utilizando o software Gwyddion 2.48.
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Figura 20 - Andlise por AFM de placa de prata polida, indicando os riscos presentes
Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 21 - Andlise por MEV de placa de prata polida, indicando os riscos presentes
Fonte: Elaborada pelo autor
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Capitulo 6
Marcacao a Laser:
procedimentos realizados e resultados para

a criacao de nanoestruturas

6.1 Caracteristicas do laser utilizado

Para realizacdo das marcacoes, foi utilizado o Laser Libra femtossegundo
Ti:Saphira da Coherent com frequéncia de 1 kHz. A Figura 22 apresenta o0 espectro
de emissao do laser utilizado, variando de 785 nm a 815 nm, com méaximo em 802
nm. Para a realizagdo da marcacdo, as amostras foram colocadas sobre suporte
com controle de distancia. As especificacdes do laser sdo apresentadas nas Tabela

1 e Tabela 2.

Amplitude

I:I'I:":I_l | I I I I | I i
Y800 y8s50 y9o0oo0O ¥8950 2 SO000 0 8050 8100 8150 0 8200

Comprimento de onda (nm)

Figura 22 - Banda de emisséo do laser Ti:Saphira utilizado
Fonte: Adaptada do espectro fornecido pelo software que acompanha o equipamento

A poténcia de saida utilizada para todas as marcacoes foi de 450 mW. O
controle dos parametros da marcacdo foram determinados pelo software EZCAD,

sendo possivel determinar as formas usadas para marcar as amostras, o tamanho
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das marcacoes, formas de preenchimento e parametros que implicam diretamente

no resultados da marcacéao.

Tabela 1 - Caracteristicas de saida do laser Ti:Safira utilizado

Caracteristicas de Saida

Taxa de repeticéo 1 KHz
Largura de pulso <100 fs
Poténcia média > 1.0 watts
Energia por pulso >1.0mJ
Janela de comprimento de onda 780-820 nm

comprimento de onda central

determinado de fabrica

Taxa de contraste Pré pulso >1000:1

Pés pulso > 100:1
Diametro do Feixe 6 mm

Estabilidade de energia (+/-%p/p) <1% RMS

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 2 - Caracteristicas da cabecga de controle do laser Ti:Safira utilizado

Dimensdes da cabeca do laser

44 x 24.31 x 10.4 in

111.8 x61.7 x 26.4 m
Peso 400 Ibs.
Comprimento 10 ft (3 m)

Tamanho (LxXWxH)

Fonte: Elaborada pelo autor
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6.2 Processos de variacao de parametros realizados

6.2.1 Variagdo da distancia da amostra ao foco

Paras a verificacdo dos efeitos do laser sobre a superficie, foi variada a
distancia entre a amostra e o foco do laser. Esta distancia determinou o tamanho do
spot do laser e como a energia € distribuida em cada pulso. Quanto mais proximo do
foco, menor o spot e mais concentrado o laser, aumentando os efeitos sobre a
amostra. Quanto mais distante, menor o spot e também menor a energia transferida
para o material. Esta diferenca de tamanho e energia de spot, devido a distancia,
determina a sobreposicdo dos pulsos em cada regido da amostra, implicando
diretamente nos efeitos que sdo observados na mesma. A Figura 23 apresenta um

esquema da variacao da posicao da amostra em relacédo a posicdo do foco do laser.

Feixe
—»do
laser

Lente

Foco

_dD
laser

Figura 23 - Esquema do posicionamento da amostra em relagao a distancia ao foco do laser
Fonte: Elaborada pelo autor
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Na Figura 24 pode-se verificar o efeito da variagéo da distancia da amostra ao
foco do laser e a influéncia da mesma sobre a amostra. Quando em a) a amostra
estd mais afastada, o spot € maior e a energia em cada pulso € menor, mas a
sobreposicao de pulsos € maior. Ja quando a amostra é aproximada do foco (c), ha
concentragdo maior de energia na regido atingida, mas ha menor sobreposicdo de
pulsos consecutivos. As distancias utilizadas variaram da amostra sobre o foco até 5

mm de distancia do mesmo.

a) b) <)

Spot do laser Spot do laser|

Spot do laser

Figura 24 - Esquema do efeito do laser sobre a superficie de acordo com a distdncia da amostra ao
foco do laser

Fonte: Elaborada pelo autor

6.2.2 Variagdo da velocidade de marcagéao

Um dos parametros fundamentais na determinacdo dos padrdes observados
€ a velocidade de marcacdo. Esta velocidade de varredura determinou o quéo
sobrepostos estavam o0s pulsos consecutivos. Quanto maior a velocidade, menor a
sobreposicdo dos mesmos, e quanto menor a velocidade, mais sobrepostos eles
estardo. Na Figura 25 pode ser observada a diferenca da quantidade de pulsos
gquando a velocidade em (a), onde na regiao central dos pulsos apresenta 5 pulsos
sobrepostos, € dobrada em (b) e a mesma regido apresenta 10 pulsos sobrepostos.

As velocidades utilizadas para marcacao foram variadas de 1 mm/s a 8.000 mm/s.
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Figura 25 - Esquema representativo da sobreposi¢cdo horizontal dos spots do laser de acordo com a
alteracéo da velocidade

Fonte: Elaborada pelo autor

6.2.3 Variacdo da distancia entre linhas

Outro parametro determinante do resultado da marcacéo foi a distancia entre
linhas consecutivas de marcacdo. Esta distancia indica o grau de sobreposicéo no
sentido perpendicular a velocidade. Quanto menor este distanciamento, maior a
energia transferida para a regidao do laser. Na Figura 26, a regido em destaque
ilustra a sobreposicdo devida aos pulsos que ocorrem do percurso do laser pela
linha de marcacéo. Esta distancia pode ser variada a partir de 0,0001 mm, e a

maxima utilizada foi de 0,1 mm.
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inha de marcagéo

Distancia
entre linhas

Figura 26 - Esquema representativo da sobreposicédo vertical e horizontal de spot do laser de acordo
com a alteracéo da distancia entre linhas de marcacéo

Fonte: Elaborada pelo autor

6.2.4 Alteragdo na quantidade de varreduras do laser

Além da velocidade e distanciamento entre as linhas, foi possivel aumentar o
namero de varreduras sobre a marcacédo, que representa a quantidade de vezes que
o laser varre a amostra toda para realizar a marcagcéo desejada pela mesma linha de
marcacao. Aumentar o numero de varreduras aumenta a energia que € transmitida
para a superficie, tendo maior amplificacdo dos efeitos de alteracdo do material.

Para a maior parte das marcacoes, foi utilizada apenas uma varredura do laser.

6.2.5 Testes de marcacdo em linhas

Utilizando os parémetros citados, foi realizada a marcagdo em uma Unica
linha, variando-se a quantidade de repeticdes realizadas. Esta repeticdo implica em
remocao de grandes quantidade de material de uma determinada regiéo, o que gera
fissuras sobre as superficies, delimitadas pelo tamanho do spot do laser utilizado.
Foram feitas marcacgdes variando-se de 1 a 1000 repeticbes sobre a mesma regiao
da amostra. As linhas tinham 0,5 cm em tamanho e estavam a cerca de 0,5 mm de
distancia umas das outras, de forma a ndo se observar proximidade entre os efeitos

nos arredores sobrepondo as marcacgoes.
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6.2.6 Marcacao com jato de gés

Além da marcacao a laser direta sobre as amostras, foi realizada a marcacao
combinada com jato de gas nao-reagente (nitrogénio gasoso - N,) para verificar a
formacao de nanoestruturas soltas sobre a superficie e que ficariam suspensas até a
resolidificacdo sobre a mesma. Portanto, o gas foi soprado no fluxo de 3 L/min,
mantendo este fluxo constante sobre a regido que estava sendo marcada.

Com este jato, espera-se a formacao de um rastro na direcdo oposta a ele
composto pelas particulas soltas formadas durante a marcagdo. Assim, com este
procedimento, as marcacdes nesta modalidade foram feitas de forma que o rastro de

particulas ndo fossem depositadas sobre outras marcacoées.

6.2.7 Finalizagdo e limpeza das amostras

Apos realizada as marcacoes, as placas foram limpas com etanol absoluto em
banho ultrasénico por cerca de 5 minutos e armazenadas em ambiente fechado até
a realizacdo das andlises. Apenas as amostras marcadas com jato de ar ndo foram
limpas antes das analises, uma vez que era esperada a presenca de particulas

soltas sobre a superficie e 0 processo as removeria.

6.3 Resultados da marcacéao alaser

As superficies ja polidas foram submetidas a marcacao a laser. Nas amostras
utilizadas, foram variados os parametros possiveis (distancia ao foco, velocidade de
varredura, distancia entre linhas e numero de varreduras), de forma a se obter a
melhor combinacdo dos mesmos, além de se testar a variacdo da distancia da
amostra ao foco e verificar os efeitos sobre a superficie e tamanho do spot do laser,

assim como diferentes formas de marcagéao.

6.3.1 Alteracédo da distancia ao foco

Realizando-se a marcacdo de linhas com apenas uma varredura do laser, e

variando-se a distancia da amostra ao ponto de foco do laser, foi constatado que
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guanto mais proximo do foco, menor o spot do laser devida a jungcédo dos raios do
laser, aumentando a energia transferida para aquela regido da amostra e
consequentemente maiores sao os efeitos sobre o metal. Os resultados do tamanho
da regido marcada de acordo com a distancia ao foco podem ser observados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Variagdo do tamanho do spot do laser em relagdo a distancia da amostra ao foco

Amostra Distancia ao Foco (mm) Tamanho do Spot (um)
LO1 2 37,4
LO2 1,8 34,39
LO3 1,6 34,39
LO4 14 31,14
LO5 1,2 29,91
LO6 1 26,96
LO7 0,8 27,07
LO8 0,6 25,95
LO9 0,5 24,14
L10 0,4 24,3
L11 0,3 23,12
L12 0,2 23,83
L13 0,1 22,18
L14 0 21,35
L15 -0,1 19,05
L16 -0,2 20,23
L17 -0,3 17,52
L18 -0,4 16,22

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 27 apresenta a curva obtida das medidas, com uma linha de
tendéncia para os pontos obtidos. Esta linha foi utilizada para determinar o tamanho
do spot do laser em cada situacdo em que a distancia da amostra ao ponto focal

tenha sido alterada.
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Figura 27 - Variagdo do tamanho do spot do laser em relaco a distancia da amostra ao foco
Fonte: Elaborada pelo autor

Foi realizada a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das linhas feitas,
onde pode ser observada a variagdo da espessura das marcas de acordo com a
distancia da amostra ao foco. Estas marcas podem ser verificadas na Figura 28. O
resultado segue o esperado: quanto maior a proximidade da amostra ao foco do
laser, menor o tamanho da marcacdo devido a maior convergéncia dos feixes,
levando a uma transmissdo de energia mais concisa e em uma regido menor. Na
imagem 14 da Figura 28 vemos o perfil apresentado com a amostra sobre o foco do
laser. Quando extrapolamos o limite da superficie e posicionamos a amostra de
forma ao foco do laser se localizar dentro da amostra, vemos um efeito superficial
menos uniforme e marcacgodes irregulares, que nao puderam ser medidas com muita

precisdo (imagens 15-18 da Figura 28).



Figura 28 - Imagem de MEV de linhas marcadas variando-se a distancia da superficie ao foco do laser

Fonte: Elaborada pelo autor
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Para distancias maiores que 2 mm, as marcas apresentadas tiveram tao
pouco efeito sobre o metal que néo foi possivel realizar a medida das mesmas. A
maioria das marcacdes foi feita com a amostra sobre o foco e o spot do laser

considerado foi de 20,678 pm.

6.3.2 Parametros de baixa intensidade

Foi utilizado parametros de maior distancia entre amostra e foco do laser,
maior distancia entre linhas ou menor velocidade, com isso houve a formacéo de
estruturas periddicas no metal, que podem ser observadas diretamente pela
coloracdo da regido marcada, onde a luz é difratada devido a presenca das
nanoestruturas, conforme visto na Figura 29, tanto a olho nu quanto pela utilizacéo
de lupas. Nestas amostras, os parametros utilizados foram conforme a Tabela 4,

todas com apenas uma varredura do laser.

Tabela 4 - Parametros utilizados na marcagdo das amostras com baixa intensidade

. Distancia entre Distancia ao Tamanho do
Velocidade :
Amostra linhas foco spot do laser*
(mm/s)
(mm) (mm) (um)
a 5 0,005 15 32,64
b 5 0,0005 1 28,65
c 1 0,001 1 28,65
d 1 0,0001 1 28,65

* Valores calculados a partir da linha de tendéncia obtida na Figura 27
Fonte: Elaborada pelo autor

Na Figura 29 vemos uma mesma amostra (apresentada no canto inferior
direito) apresentando as diferentes cores observadas com diferentes angulos de
iluminacdo. Estas imagens foram tiradas com auxilio de lupa de aumento e ponte de

iluminacdo LED com diferentes angulos de incidéncia.
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Figura 29 - Imagens da variacéo de cores devido a difracdo da luz de placa marcada com parametros
de baixa intensidade

Fonte: Elaborada pelo autor

As amostras apresentaram o fendmeno de iridescéncia, que € a observacao
de diferentes cores de acordo com o angulo de observacéao da superficie.

Na Figura 30 observou-se a criacdo de nanoestruturas formadas com estes
parametros. As imagens de MEV foram tomadas das regifes coloridas da figura
anterior (Figura 29), que se apresentaram periédicas, com aproximadamente 480-
500 nm. Esta imagem foi criada utilizando os parametros da Tabela 4-b, com spot do

laser de aproximadamente 28,65 um, conforme a curva da Figura 27.
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Figura30- Imagem de MEV de nanoestruturas periddicas geradas pela marcagdo a laser com
parametros de baixa intensidade

Fonte: Elaborada pelo autor

Também foram observadas alteracdes na superficie, que a torna rugosa,
além das estruturas periodicas, como ilustrado na Figura 31. Os parametros

utilizados para a formacgéo destas estruturas foram os da Tabela 4-a.

- B AL " iz | £ %

Figura 31 - Imagem de MEV de nanoestruturas nao-periddicas geradas pela marcagdo a laser com
parametros de baixa intensidade

Fonte: Elaborada pelo autor
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6.3.3 Analise da placa marcada por AFM

Utilizando-se microscopia de forca atbmica, foi analisada a formacédo de
nanoestruturas periddicas ao longo das marcacbes com o0s parametros de baixa
intensidade como mostrado na Figura 32. Foi verificada a formacdo de
nanoestruturas periédicas (LIPSS) na superficie do material, com periodicidade de
aproximadamente 500-600 nm. Estas estruturas sédo similares as apresentadas na

Figura 30, com mesmos parametros de marcacgao.

Figura32 - Imagem de AFM de nanoestruturas periddicas geradas pela marcagdo a laser com
parametros de baixa intensidade

Fonte: Elaborada pelo autor com o software Gwyddion
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Também foi observado que as estruturas formadas tem profundidade
aproximada de 80 um, conforme observado na Figura 33.

m
< A00V

Figura 33 - Imagem de AFM de nanoestruturas periodicas geradas pela marcagdo a laser com
parametros de baixa intensidade

Fonte: Elaborada pelo autor com o software Gwyddion

6.3.4 Parametros de alta intensidade

Quando foram utilizados parametros de alta intensidade, mais energia foi
transmitida a superficie. Estes parametros foram definidos localizando a amostra
sobre o foco do laser, assim como a velocidade de marcagédo e a distancia entre
linhas sdo menores. Nestas condi¢cdes, foram obtidas marcacdes que absorvem
grande parte da radiacdo incidente, apresentando coloragdo escura quando
observadas a olho nu ou através da lupa. A Figura 34 apresenta a aparéncia de uma
marcacgao com parametros de alta intensidade observadas com uso de lupa.

Na Figura 34:a pode ser observado quatro marcacdes, que seguem 0S
parametros da Tabela 5. Em Figura 34:b, a amostra com parametros mais intensos
(linha iv, da tabela) demonstrou um aspecto totalmente diferente das demais devido
ao grande acumulo de fluéncia pelos repetidos pulsos de laser sobre a superficie.
Também pode ser observado que ha uma elevacdo da superficie do metal, e esta
elevacdo possivelmente esta relacionada com as estruturas formadas, de forma

macroscopica, conforme a Figura 34:c-d. Comparando, na Figura 34-d foi possivel
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comparar a altura da baquelite (5,5 mm) com a estrutura formada com o laser e com
isso pdde-se estimar que esta tem cerca de 0,53 mm na parte mais elevada da

placa.

Figura 34 - Aparéncia da placa marcada com parametros de alta intensidade
Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 5 - Parametros utilizados na marcagdo das amostras com alta intensidade

Velocidade Distancia entre linhas Distancia ao foco Spot do laser
Amostra
(mm/s) (mm) (mm) (um)
[ 5 0,005 0 20,68
i 5 0,0005 0 20,68
iii 1 0,001 0 20,68
iV 1 0,0001 0 20,68

Fonte: Elaborada pelo autor

No caso de uso de parametros similares as amostras ii e iii da Tabela 5, foram
observadas regifes com certa periodicidade nas amostras quando olhadas com
menor grau de aumento. Estas regides tém dimensdes de aproximadamente 50 um,
e sao regulares pela marcacdo. A Figura 35 apresenta a imagem feita por MEV
destas regides.
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Figura 35 - Imagem de MEV da placa marcada com parametros de alta intensidade, mostrando regiées
de repeticdes e respectivos tamanhos

Fonte: Elaborada pelo autor

Para a amostra com os parametros iv da Tabela 5, quando analisada por
MEV, as estruturas na superficie se apresenta como na Figura 36, com a formacéao

ainda mais complexa, devido ao acumulo de fluéncia sobre as regifes marcadas.

Figura 36 - Imagem de MEV da placa marcada com parametros de alta intensidade, mostrando o perfil
cadtico que a superficie possui

Fonte: Elaborada pelo autor
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Estas estruturas se mostram como resultado das interagbes consecutivas
entre os pulsos do laser que varrem a superficie. Isto causa acumulo de fluéncia e
como consequéncia, mudancas graduais na superficie, modificando o material e
gerando estas estruturas.

Quando analisadas com o MEV, as estruturas apresentaram esferas e
estruturas na ordem de nandmetros, sem qualquer ordem especifica, espalhadas
pela regido da marcacdo de forma cadtica. As estruturas observadas variam, em
tamanho, de 10 a 500 nm. Estas estruturas se caracterizam como aglomerados
caéticos de esferas, e nas Figura 37 e Figura 38 podem ser observadas algumas

das formas com que as mesmas se apresentam.

Figura 37 - Imagem de MEV da placa marcada com parametros de alta intensidade, mostrando
aglomerados de nanoestruturas

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 38 - Imagem de MEV da placa marcada com parametros de alta intensidade, com destaque
para uma das estruturas esféricas observadas

Fonte: Elaborada pelo autor

Além destas formacdes, pode-se observar que sobre as estruturas ha
algumas formacdes de prata menores, que se acumulam ao redor das esferas.
Estes aglomerados possuem tamanhos que variam de 10 a 15 nm, como observado
no destaque da Figura 39.
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13,19 nm

200 nm

Figura 39 - Imagem de MEV da placa marcada com parametros de alta intensidade, com destaque para
uma das formag6es sobre as estruturas esféricas observadas

Fonte: Elaborada pelo autor

6.3.5 Analise por microscopia confocal

Com a microscopia confocal, foi possivel a obtencdo do perfil tridimensional
das superficies marcadas com parametros de alta intensidade, baseado na reflexédo
de cada plano da amostra. A Figura 40 apresenta os perfis de 16 planos entre o
extremo inferior e superior de uma amostra.
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Figura 40 - Imagem de microscopia confocal da placa marcada com parametros de alta intensidade,
mostrando os diferentes planos de reflexdo da luz sobre a amostra

Fonte: Elaborada pelo autor com o software ZEN 2.3 SP1

Com o uso do Software para criacdo destas imagens, também foi possivel a
medida da superficie apresentada na Figura 40. Conforme apresentado na Figura
41, a regido mais alta da superficie (pontos vermelhos da figura) estdo a cerca de 30

pum da parte ndo marcada (regiao azul).
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Figura 41 - Imagem de microscopia confocal da placa marcada com parametros de alta intensidade,
mostrando de forma tridimensional a superficie formado pelos planos apresentados na
Figura 40

Fonte: Elaborada pelo autor com o software ZEN 2.3 SP1

Outra amostra amostra marcada foi analisada e pode-se observar os perfis
dos diversos planos que estdo presentes na superficie. A Figura 42 mostra estes
perfis.
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Figura 42 - Imagem de microscopia confocal da placa marcada com pardmetros de alta intensidade,
mostrando os planos que a formam, com a regido em verde o plano xz, em vermelho o yz e
no centro o plano xy

Fonte: Elaborada pelo autor com o software ZEN 2.3 SP1
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O perfil tridimensional da amostra apresentada na Figura 42 pode ser visto na
Figura 43. Nesta marcacao, a diferengca de medida entre o ponto mais alto e o
inferior é de aproximadamente 86.65 um, segundo medida direta pelo software de

analise das imagens do préprio microscopio.
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Figura 43 - Imagem de microscopia confocal da placa marcada com parametros de alta intensidade,
mostrando de forma tridimensional a superficie apresentada na Figura 42

Fonte: Elaborada pelo autor com o software ZEN 2.3 SP1

6.3.6 Marcacao com jato de gas

Quando utilizado aparato com jato de gas (N,), as marcacdes a laser geraram
nanoestruturas similares as apresentadas anteriormente. Entretanto, a forma como
elas se agregam foi ligeiramente diferente. A Figura 44 apresenta uma regiao
marcada de aproximadamente 6x6 mm, cuja marcagao foi realizada com o jato de
gas vindo da regido superior direita da imagem, em direcdo a regiao inferior
esquerda, onde aparece uma espécie de rastro devido as particulas soltas geradas

na marcacgao, nao depositadas sobre a regido marcada.
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Figura 44 - Imagem de MEV da placa marcada com combinado com jato de nitrogénio, com destaque
para o rastro gerado pelas particulas sopradas assim que liberadas da regido onde o laser
percorreu (canto inferior esquerdo)

Fonte: Elaborada pelo autor

Na Figura 45 observa-se um destaque da forma e como as nanoestruturas
estdo aglomerados. Essa agregacdo se da como se as estruturas se direcionassem
a fonte do jato, e estas estruturas também sdo formadas por aglomerados de
esferas nanométricas, similar a formacdo de estalagmites, a partir do acumulo

gradual de material.

Figura 45 - Imagem de MEV de destaque das estruturas formadas com jato de nitrogénio
Fonte: Elaborada pelo autor
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Ao analisar a placa com maior aumento, verificamos que os aglomerados de
nanoesferas sdo de certa forma similares aqueles sem a presenca do jato de gas,
porém as esferas apresentaram uma forma de rugosidade em suas superficie. A
Figura 46 apresenta o perfil destes aglomerados, com o tamanho de duas esferas,

indicando cerca de 200 nm.

200 nm

H

Figura 46 - Imagem de MEV de destaque das estruturas formadas com jato de nitrogénio, evidenciando
o tamanho das esferas formadas

Fonte: Elaborada pelo autor

Na Figura 47 pode-se observar um destaque sobre as superficies das
esferas, e a aparéncia de rugosidades sobre as mesmas, além do empacotamento

maior das estruturas.
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Figura 47 - Imagem de MEV de destaque das estruturas formadas com jato de nitrogénio, evidenciando
a superficie das esferas formadas

Fonte: Elaborada pelo autor

Além disso, foi observado que as nanoestruturas sdo formadas com a
interacdo do metal com o laser, e estas estdo desligadas da superficie. Tal fato foi
evidenciado através do rastro deixado pela marcacdo acompanhada de jato de ar,
apresentado na Figura 44 na regido inferior esquerda. Ao analisar esta regido onde
nao foi incidido o laser, verificou-se a formacdo de nanoestruturas da mesma forma,
mas estas desligadas da superficie de marcacdo. A imagem destas formacdes pode
ser vista na Figura 48. Nota-se aqui que a aglomeracdo das mesmas nao é tao

organizada quanto na regido marcada.
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Figura 48 - Imagem de MEV do rastro gerado pelo jato de nitrogénio durante a marcagado, evidenciando
as estruturas formadas

Fonte: Elaborada pelo autor

6.3.7 Marcacgao em linhas

A marcacdo repetida em linha Unica com varias repeticdes apresenta efeitos
diversos sobre a placa. Na Figura 49, pode-se observar que de 1 a 50 varreduras
(Figura 49:a-c) quase ndo ha alteracdo da estrutura na regido que o laser percorre.
Entretanto, no caso de 50 repeticdes, € verificada a presenca de eventos na regiao
exterior a marcacédo, onde surgem estruturas devido a retirada de material na regiao
que o laser varre, e deposicdo deste material nas redondezas (Figura 49:c). Em
linhas com muitas varreduras (acima de 100) pode-se observar um sulco profundo
no metal, indicando uma remocéo de grande quantidade de material. Entretanto, ndo
h& grandes variacbes na estrutura do fundo da marcacdo, independente da
guantidade de pulsos.
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Figura 49 - Imagem de MEV de linhas marcadas variando-se a quantidade de varreduras do laser, com
uma repeticdo em a, 40 em b, 50 em c e 200 em d

Fonte: Elaborada pelo autor

Para linhas com altas quantidades de varreduras, pode-se observar quatro
estruturas distintas devida as varreduras do laser e a deposicdo do material nos
arredores. Estas estruturas sdo apresentadas na Figura 50. A primeira estrutura
(regido destacada em a) é onde o laser atua diretamente, no fundo da fissura,
apresentando mesmo padrdo que em marca¢cdes com menos varreduras. Logo em
seguida (b) verifica-se uma estrutura que apresenta uma disposicdo de camadas de
remocdo do material, formacao esta que indica o quéo profundo o sulco €, devida a
distancia do foco do microscépio entre o fundo (regido onde o laser varre) e partes
posteriores. ApoOs esta, segue-se a regido onde o laser ndo atua, apenas apresenta
leve deposicdo de material suspenso (c). Por fim, a regido apresentada em (d)
apresenta grande quantidade de material, devido as seguidas varreduras pelo laser
e redeposicao sobre a superficie.
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Figura 50 - Imagem de MEV de linhas marcadas com 50 varreduras do laser, com destaque para as
trés regies logo externas ao percurso do laser

Fonte: Elaborada pelo autor

ZEISS —{

Figura 51 - Imagem de MEV de linhas marcadas com 500 varreduras do laser, apresentando a
profundidade dos sulcos formados

Fonte: Elaborada pelo autor
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Em linhas com cerca de 500 varreduras, o perfil apresentado quando
analisado por MEV € de um sulco profundo, com ao menos 50 pum de profundidade.
A Figura 51 apresenta o perfil destes sulcos.

Além das formacbes apresentadas, observa-se a criacdo de buracos no
interior dos sulcos principais. Estes apresentam cerca de 10% do tamanho do sulco,
com repeticdo que ocorre de acordo com a distancia entre dois pulsos consecutivos
(determinada pela velocidade da varredura). Na Figura 52 pode-se verificar um

destes buracos formados.

ZEIXS

Figura 52 - Imagem de MEV de fundo da da linha, evidenciando o buraco formado no ponto do pulso
do laser

Fonte: Elaborada pelo autor

6.4 EDX das placas polidas e marcadas

Analisando a placa marcada através da Dispersdo de Raio-X, pode-se
observar que a composicdo da superficie ndo é alterada devido ao processo de
marcacao, indicando que mesmo ap6és dois dias da marcacao, a amostra continua
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apresentando um percentual alto (99,1%) de prata e o0 Unico outro elemento
apresentado é Cobre (0,9%), que esta presente provavelmente devido ao processo
de producdo da amostra (do fornecedor do material), uma vez que a mesma
proporcdo € apresentada em regides ndo marcadas. A Figura 53 apresenta o

resultado do EDX de uma regido marcada.

991 | 0.2
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Figura 53 - EDX de placa marcada a laser, apresentando a composicdo da mesma apds uma semana
da marcacao, sem sinais de oxidacéo (presenca de Oxigénio sobre a mesma)

Fonte: Elaborada pelo autor

Por outro lado, apés cerca de um més de placa polida e ndo marcada, pode-
se notar a oxidacao primeiramente pela forma visual ao notar uma cor amarelada na
placa, como observado na Figura 54.
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Figura 54 - Placa de prata polida e oxidada ap6és um més de exposicao a atmosfera. A cor amarelada
se deve a oxidacao

Fonte: Elaborada pelo autor

Fazendo a analise por EDX da placa oxidada, observa-se a presenga maior
de Oxigénio na composicdo da mesma, indicando a oxidagdo, conforme a tabela
apresentada na Figura 55. J& a presenca do Aluminio se deve ao processo de
polimento feito com alumina coloidal aderido ao metal. Na andlise por EDX da placa
ap6s um més da marcacdo também foi verificada a oxidacdo da mesma pela
coloracdo amarelada. As medidas realizadas por EDX mostraram a presenca do
elemento Oxigénio, 0 que comprova a oxidag¢do inclusive na regido marcada. O

resultado da medida pode ser observado na Figura 56.
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Figura 55 - EDX de placa polida e oxidada (apés um més do polimento), apresentando a presenca de
Oxigénio sobre a mesma devido ao processo de oxidagao

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 56 - EDX de placa marcada e oxidada (ap6s um més da marcagéo), apresentando a presenca de
Oxigénio sobre a mesma devido ao processo de oxidacao

Fonte: Elaborada pelo autor
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Capitulo 7
Interacao Fluoréforo-nanoestruturas:

procedimentos e resultados obtidos

7.1 Caracterizacao da Protoporfirina IX (PplX)

7.1.1 Espectroscopia de absorcéao

Para caracterizacdo da amostra de PplX utilizada, foi realizada a diluicdo da
mesma em etanol na concentracdo de 5 pg/mL. Esta concentracéo foi utilizada de
forma a se obter uma solucéo diluida do fluoréforo, de forma a néo saturar os sinais
gue seriam observados. Foi utilizado o Espectrometro Varian Cary 50 Bio que atua

no intervalo de 190 -1100 nm. O espectros observado é apresentado na Figura 57.
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Figura 57 - Espectro de absor¢éo da PplX, indicando a banda de Soret (mais intensa) e as bandas-Q
presentes

Fonte: Elaborada pelo autor
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7.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Para analise do perfil de fluorescéncia do fluoréforo e posterior comparacao
com o sinal deste na amostra dentro do polimero, e verificar a diferengca do mesmo
em relacdo a sua versdo em solucao, foi medido o espectro de fluorescéncia da
PpIX na solugdo em etanol utilizando-se do sistema de espectroscopia de
fluorescéncia acoplado em maleta desenvolvido no Grupo de Optica (CEPOF) com

excitacdo em 405 nm. O espectro obtido € apresentado na Figura 58.
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Figura 58 - Espectro de emissdo da PplIX quando excitada em 405 nm. O pico maximo se apresenta
em 635 nm

Fonte: Elaborada pelo autor

7.2 Deposicédo do fluoroforo sobre a superficie

A técnica de deposicéo da PplX sobre a superficie marcada foi realizada com
a adicdo sobre a superficie utilizando-se a técnica de spinning, que rotaciona a
amostra em alta velocidade de forma a se homogeneizar a mesma, com um filme
fino sobre a superficie metalica. A velocidade de rotacéo foi de 3000 rpm por 60

segundos. Também foi feita uma mistura da porfiina com o polimero
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polimetilmetacrilato (PMMA) de forma a se tentar uma deposi¢cdo mais homogénea
sobre a marcagao.

Com o uso da técnica de spin-coating, ha uma maior aproximacao entre o
metal e as amostras com os compostos que a formam devido ao processo de
rotacdo em alta velocidade, ou seja, trazendo uma distancia Otima entre as
nanoestruturas e as moléculas de protoporfirina que estdo no etanol ou adicionadas
ao PMMA.

7.3Analise de fluorescéncia

7.3.1 Microscopia Confocal por Fluorescéncia

As amostras foram analisadas utilizando o microscopio confocal de
fluorescéncia Zeiss (modelo LSM 780 invertido) com excitagdo por um foton (LASER
Diodo 405 nm; LASER Argonio: 458/488/514 nm; LASER HeNe: 543/594/633 nm) ou
dois fétons (LASER Ti:Safira (emisséo: 690-1050 nm) do Laboratério de Microscopia
Confocal (IFSC/USP).

Todas as analises realizadas foram feitas primeiramente sem, e logo apés
com o fluoréforo depositado sobre toda a superficie, e foi comparada a diferenca de
sinal de fluorescéncia entre a regido marcada (com nanoestruturas) e as regides de

periferia ndo marcadas e sem a presenca de nanoestruturas soltas.

7.3.2 Fluorescéncia da superficie marcada

Ao analisar a superficie marcada por excitagdo por dois fotons, utilizando
laser de 800 nm, sem a presenca do fluoréforo, foi obtido o espectro das regides
destacadas na Figura 59. Os espectros por excitacdo de dois fotons podem ser
observados na Figura 60. A placa marcada apresentada na figura € a mesma

apresentada na Figura 44, por MEV, feitas com jato de gas Nitrogénio.
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Figura 59 - Espectro de auto emissdo da placa marcada quando excitada em 800 nm (excitagdo por
dois fétons). O pico maximo se apresenta por volta dos 635 nm

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 60 mostra que a regido marcada possui 0 espectro mais intenso
(curva verde), quando comparado com as outras duas regides. Na regidao do rastro
de nanoestruturas (vermelha), nota-se que a presenca das mesmas implicam em um
sinal de fluorescéncia, devido as estruturas o sinal é quase tdo alto quanto o da
regido marcada. Ja na regidao sem nanoestruturas onde o laser ndo varreu (azul), o
espectro € menos intenso que os demais. A relagdo do espectro com nanoestruturas
(verde) em relagcdo a sem nanoestruturas (azul), é de cerca de 15 vezes mais
intenso, ou seja, as proprias estruturas jA geram um aumento do sinal de

fluorescéncia.
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Figura 60 - Curva dos epectros de auto emissdo da placa marcada quando excitada em 800 nm
(excitagdo por dois fétons) das regides apresentadas na Figura 59

Fonte: Elaborada pelo autor

7.3.3 Resultado do Aumento de fluorescéncia

Quando utilizada a técnica de spin-coating para deposi¢cao do fluor6foro em
PMMA, o resultado de aumento se mostrou relevante para a excitacdo em 405 nm.
A Figura 61 apresenta uma regido marcada com a deposicdo de PplX na
concentracéo de 5 pg/mL com o PMMA na concentracéo de 0,82 mg/mL.

A Figura 62 apresenta os espectros obtidos das regides destacadas na Figura
61. Através dos espectros € possivel observar que o aumento do sinal da regido

marcada em relagdo a ndo marcada foi de cerca de seis vezes.
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Figura 61 - Emissdo da PplX em PMMA quando excitada em 405 nm (um féton) sobre a superficie
marcada (vermelho) em relagdo a ndo marcada (verde)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 62 - Espectros de emissdo da PplX sobre a placa marcada quando excitada em 800 nm
(excitagdo por dois fétons) das regides apresentadas na Figura 61

Fonte: Elaborada pelo autor
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Ao utilizar a excitagdo em 405 nm, foi obtido aumento no sinal de
fluorescéncia com a presenca da Protoporfirina IX diluida em etanol, quando
comparada uma regido marcada da placa (vermelho) com a ndo marcada (verde).
Este resultado pode ser observado visualmente na Figura 63. Na figura, pontos

azuis sé@o observados devido a saturacéo do sinal refletido pela superficie.

Figura 63 - Emissdo da PpIX em etanol quando excitada em 405 nm (um féton) sobre a superficie
marcada (vermelho) em relagdo a ndo marcada (verde)

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 64 apresenta a relacdo de aumento das regides da Figura 63,
indicando um aumento de aproximadamente 25 vezes. Este aumento se deve a
deposicdo das moléculas fluorescentes por spin-coating, que facilita a entrada das
mesmas no interior da regido com nanoestruturas. As estruturas responsaveis pela

interagdo com a PplIX apresentada na Figura 63 séo as apresentadas Figura 37.
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Figura 64 - Expectro de emissdo da PpIX em etanol quando excitada em 405 nm (um f6ton) sobre a
superficie marcada (vermelho) em relagdo a ndo marcada (verde) da Figura 63

Fonte: Elaborada pelo autor

Ao analisar a deposicdo direta de PplX em etanol (5 pg/mL) sobre a
superficie, constatou-se um aumento significante do sinal em relacdo a regido néo
marcada. Na Figura 65 pode-se observar o sinal de emissao da porfirina, para a
excitacao de dois fotons (excitacdo em 800 nm) sobre a regido marcada em relagéo
a nao-marcada. Pela imagem, jA se pode observar que o sinal na regido das
nanoestruturas (vermelha) € um sinal de emissdo muito mais alto do que nas regiées
de borda da marcacdo (azul) ou fora dela (verde). A Figura 66 apresenta as

intensidades de emissao das regides destacadas na Figura 65.



Emissdo (u.a.)

140

120

100

[+]
o

()]
[=]

40

20

99

Figura 65 - Emissao da PplIX quando excitada em 800 nm (dois fotons) sobre a superficie marcada
Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 66 - Espectros de emissdo da PplX sobre a placa marcada quando excitada em 800 nm
(excitagdo por dois fétons) das regifes apresentadas na Figura 65
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Fonte: Elaborada pelo autor

Pode-se observar que o sinal sobre as nanoestruturas é muito maior do que o
apresentado externamente. O valor de aumento é de aproximadamente 300 vezes,
guando comparada a regido marcada (vermelha) com a ndo marcada (verde). As
estruturas presentes na superficie da regido destacada na Figura 65 sdo os
aglomerados de nanoesferas, como apresentado na microscopia da Figura 38, e os
perfis desta regido estdo apresentados de forma tridimensional na Figura 43. A
regido do gréfico em azul é a parte da superficie que se apresenta mais baixa no

mapeamento tridimensional.
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Capitulo 8
Discussoes, Conclusoes Gerais e

Perspectivas Futuras

8.1 Preparacao da superficie de prata

Ao utilizar as técnicas de polimento apropriadas para metais moles como a
prata, com auxilio de equipamentos especificos, foi possivel obter superficies com
riscos pequenos, néo interferindo na mesma, como observado nas Figura 20 e 21.

O polimento por si elimina a camada mais externa da superficie, removendo
impurezas aderidas, camada de 6xidos que podem ter se formado além de residuos
gerados pelo processo de embutimento. A eliminagdo de riscos se faz necessaria,
uma vez que o trabalho com estruturas formadas na superficie dependem muito do
estado desta. A presenca dos riscos poderia afetar a interacdo do laser com o
material, uma vez que esta é dependente da distancia entre a superficie e o0 ponto
focal do laser, e este se localiza numa regido muito especifica, o que causa
diferentes efeitos a pequenas variagdes da mesma, como pode ser observado na
medida do tamanho do spot e os efeitos desta variacdo sobre a superficie na Figura
27. Com isto, riscos que se apresentassem com grande tamanhos (maiores que as
estruturas de interesse da ordem de 500 nm) iriam gerar interacdo na superficie de
forma imprecisa, por fornecer mais ou menos intensidade devido as variacdes na
superficie, obtendo assim resultado final diferente do esperado.

Com a superficie polida pelo processo empregado, ndo houve alteracdes

sobre a superficie que atrapalharam a formacédo das nanoestruturas de interesse.
8.2 Processo de marcacao a laser
A marcacdo a laser com os diversos parametros forneceu diferentes

estruturas de acordo com os parametros utilizados em cada amostra. Estruturas de

LIPSS foram formadas quando os parametros de marcacdo foram mais brandos
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(Figura 30-33), enquanto estruturas caolticas e com maior quantidade de
nanoestruturas foram formadas com parametros de maior intensidade de marcacao
(Figura 35-39).

As estruturas se mostraram com propriedades oOpticas especificas, e isso se
reflete diretamente na reacdo que as mesmas terdo em relagéo a radiagcéo incidente,
tanto para analise quanto para os efeitos sobre o aumento de sinal de fluorescéncia
obtido. Quando sédo geradas estruturas periddicas, para 0 uso de parametros de
marcagcao com menor intensidade, as mesmas agem como grades de difracéo, e a
cor observada sobre a superficie se altera conforme o angulo de incidéncia,
conforme observado na Figura 29, e este efeito € denominado iridescéncia. Este
efeito na prata ainda deve ser investigado para verificacdo mais apurada de como o
mesmo ocorre, além de futuras aplicacdes.

O efeito de geracao destes LIPSS se devem a interacdo do campo elétrico do
laser femtossegundo com a superficie, e os resultados obtidos foram similares a de
Vorobyev e Guo (2018), que utilizam as nanoestruturas criadas em prata para a
alteracdes de propriedades 6pticas do metal, para potenciais aplicacdes em fotbnica,
plasménica, optoeletrénica, e outras areas. (39)

Por outro lado, utilizando os parametros de maior intensidade sobre a
superficie, sdo observadas estruturas caéticas e desordenadas, com aglomerados
periddicos em nanoescala. O acumulo de fluéncia devido aos repetidos pulsos sobre
estas regides fazem com que a mesma se altere de forma significativa, acumulando
alteracdes na camada mais externa do material, 0 que gera estruturas na escala
nanometrica.

Chimmalgi, Grigoropoulos e Komvopoulos utilizaram da técnica para a
nanoestruturacdo de superficies de ouro e silicio, criando nanocanais e nanocrateras
nos materiais. Nas simulacdes realizadas verificaram que o aumento do campo
elétrico na regido de incidéncia do laser € o principal mecanismo para a
nanoestrutuacdo da mesma. Além disso, 0s autores apresentam possibilidades de
aplicacdo de superficies nanoestruturadas por lasers de pulsos curtos para
nanolitografia de alta resolu¢cdo, nanodeposicdo, nanoeletronica e nanofotbnica,
além de outras areas. (40)

A forma como o efeito de repetidas interagbes do laser com os LIPPS ja
formados das primeiras interagbes com o material ainda n&do estdo totalmente

elucidados, e estudos buscando-se entender como as estruturas volumétricas
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geradas neste trabalho sdo formadas se fazem necessarios. Entretanto, pela analise
das mesmas, é possivel verificar que na estrutura sdo formados sulcos grandes, e
0S mesmos sao espacosos o0 bastante para a adesao de moléculas de interesse.

Assim como mostrado por Brancato et al, polimeros com superficies
nanoestruturadas aumentam a adesdo de diferentes proteinas do plasma
sanguineo, devido a alteragdo da hidrofobicidade da superficie. (41) A
nanoestruturacdo nas superficies possibilitam o estudo de diversas outras técnicas
onde €& necessario um ambiente com maior hidrofobicidade. A analise das
superficies geradas por interagdo com laser podem ser investigadas neste contexto,
através da busca de moléculas com interesse para a verificacdo da interacdo das
mesmas com as superficies nanoestruturadas.

Também pode-se testar o uso das estruturas para moléculas ainda maiores
que fluoréforos isolados, como proteinas, fitas de DNA ou até mesmo células
inteiras. Estudos futuros poderéo indicar se a interacdo de macromoléculas com as
superficies nanoestruturadas aqui descritas geram aumento de sinal de
fluorescéncia como ocorreu para a porfirina utilizada. Estes estudos podem se
direcionar para a geracdo de novos sensores para diferentes alvos biolégicos com

interesse comercial.

8.3 Andlises da alteracdo das superficeis com a atmosfera

As amostras apresentaram uma composi¢do contante de prata pura por ao
menos duas semanas apds o processo de polimento e marcacdo das mesmas,
entretanto, apresentaram oxidacdo apos cerca de um més de exposicdo a
atmosfera.

A oxidacdo da prata se da de forma consistente, entretanto, o processo de
marcagdo da mesma nao acelera o processo, conforme observado. Amostras
polidas e marcadas ao mesmo tempo apresentaram a mesma constancia no
processo de oxidacdo, e oxidaram apOs basicamente o mesmo intervalo de tempo
(aproximadamente um més apds ambos processos).

Um modelo para a oxidagdo da prata é apresentado por Rooij, onde ha o
transporte de oxigénio através de uma camada de 6xido sobre o metal, onde os

mecanismos de fluxo de gas por microporos ou a difusdo de Fickian sé&o
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responsaveis pela oxidacdo do material. (42) O processo de oxidacdo se da de
forma continua, e a exposicdo a atmosfera, principalmente associado a umidade e
radiacdo aumentam ainda mais os efeitos de oxidac&o sobre as amostras.

As nanoestruturas presentes na superficie se mostram fixas e bastante
aderidas & mesma, e mesmo testes de banho ultra-sénico apds o0 processo de
marcacgao, elas se mostraram presentes e sem alteragdes significativas, apenas com
a remocdo de camadas superiores, mantendo as inferiores, altamente aderidas a
base da placa. Entretanto, com o processo de oxida¢do ocorrendo, a utilidade das
mesmas tende a diminuir, uma vez que em placas oxidadas nao foi observado
qgualquer sinal de aumento do sinal de fluorescéncia em moleculas sobre as
mesmas.

Portanto, novos estudos com materiais mais nobres, como ouro, por exemplo,
sdo necessarios para verificacdo da reutilizacdo da superficie para uso da técnica

em longo prazo, como em sensores reutilizaveis.

8.4 Analises do aumento de fluorescéncia

O sinal de autofluorescéncia das superficies marcadas, quando excitadas a
800 nm, apresenta aumento em relacdo a regides ndo marcadas em cerca de 15
vezes. Quando é feita a deposicdo da PplX em PMMA por spin-coating e analizada
com excitacdo em 405 nm o aumento do sinal € de 6 vezes. Quando a deposicao é
feita com diluicdo diretamente em etanol para excitacdo de um féton chega a 25
vezes. Ja quando o fluoréforo é adicionado diretamente sobre a superficie e faz-se a
analise por excitacdo por dois fotons (800 nm), é observado um aumento de 300
vezes no sinal.

Shtoyko et al utilizaram estruturas fractais feitas de prata para aumento do
sinal de fluorescéncia e obtiveram aumento de cerca de 100 vezes para 0 antigeno
IgG de coelhos associadas ao antigeno conjugado marcado com rodamina. O
aumento se deveu a proximidade da molécula fluorescente com as estruturas
metalicas fractais. (43)

Quando o fluoréforo foi inserido em meio a um polimero, observou-se um
aumento de sinal menor que o observado a deposicédo da PplX diretamente diluida

em etanol. Este efeito pode ter ocorrido devido a presenca do polimero em si, que
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pode ter distanciado as moléculas de interesse das superficies metélizas, o que
justifica a diferenca de aumento dos dois casos.

Ao analisar o aumento do sinal para a excitacdo de dois fétons (800 nm),
observou-se 0 aumento ainda maior de sinal quando uma regido ndo marcada foi
comparada com a regidao de nanoestruturas. A taxa de aumento entre as duas
regides foi de aproximadamente 300 vezes. Este efeito se deveu a alta proximidade
entre as nanoestruturas formadas e os fluoroforos adicionados, além do efeito ja
observado para a excitacdo das nanoestruturas sem qualger molécula adicionada. A
combinacdo dos fatores, com as estruturas caoticas gerando espacos para que as
moléculas de interesse adentrassem e estivessem localizadas de forma muito
préxima ao metal, faz com que o objetivo de se aumentar o sinal de fluorescéncia
tenha sido alcancado com sucesso.

Considerando o fato de que as moléculas obtiveram um aumento tédo
significativo de sinal quando comparado a regifes sem nanoestruturas, € necessario
o estudo do limite da técnica, utilizando-se amostras de fluoréforos ainda mais

diluidas, para verificacdo do efeito em condicdes extremas.

8.5 Conclusbes gerais

Com a combinacao de superficies polidas, e uma marcacdo com geracao de
nanoestruturas capazes de aumentar o sinal de fluorescéncia de forma significativa
de moléculas fluorescentes em concentracbes de micromolar, € possivel concluir
gue a técnica se mostra apropriada para a analise de fluorescéncia de amostras
diluidas. A interagéo entre o fluoroforo e como ele se localiza sobre o metal ainda é
incerto, mas futuros estudos poderdo propor formas de se verificar a adesao das
mesmas sobre as nanoestruturas e as formas de acoplamento entre ambos.

O efeito de oxidag&do é um fator limitante para a técnica, uma vez que a prata
€ um metal que apresenta grande grau de oxidacao apds certo periodo de tempo,
entdo mesmo que as nanoestruturas formadas estejam bastante aderidas a
superficie, a reutilizagdo de amostras feitas para tal fim diminuiria o efeito devido a
formacdo de Oxidos, impedindo o aumento do campo elétrico local, sendo

necessaria a investigacao de outros materiais.



106

8.6 Aplicacdo da técnica para sensores

Com os resultados obtidos, é possivel tracar uma rota para préximas
investigacbes baseando-se no aumento de sinal de fluorescéncia que foi possivel de
se obter. Com isto, € possivel utilizar as mesmas estruturas para a identificacdo de
outras moléculas e verificar melhores formas de funcionalizacdo da superficie, em
diferentes substratos. Esta funcionalizacdo poderia se dar através da adesdo de
anticorpos especificos para certos alvos e verificacdo da estabilidade dos mesmos,
de forma a obter-se identificagdo de moléculas-alvo com maior complexidade, como
DNA, proteinas e outras, além da analise do efeito para células inteiras.

Além disso, € necessaria uma investigacdo de evidenciacdo de sinal em
concentragcfes ainda menores, como nano e pico molar, para deteccdo de moléculas
em niveis ainda mais baixos, para rastreamento do limite da técnica de amplificacédo
uma vez que amostras bioldgicas, que séao tipicamente os alvos para deteccao, se
apresentam em concentracées muito baixas.

Também € necessaria a investigacdo da marcacdo em superficies de ouro,
uma vez que o metal apresenta menor taxa de oxidacao e possivel menor efeito de
reducdo do campo com o passar do tempo.

As superficies criadas podem ter diferentes efeitos de aumento, inclusive para
o espalhamento Raman, que pode ser uma técnica-alvo de estudo com o uso das
mesmas estruturas geradas por este trabalho, de forma a observar o efeito SERS
(Surface  Enhancement of Raman Spectroscopy - Espectroscopia Raman de
Superficie Aumentada). Esta outra técnica de espectroscopia também se apresenta
como uma Otima ferramenta de investigacdo de moléculas de interesse bioldgico,
também utilizado para diversas areas, como em ciéncia forense, qualidade de

alimentos, armamentos e outras.
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APENDICE

Apléndice A - Andlise de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs) em pele utilizando espectroscopia Raman e

de fluorescéncia

O Diabetes Melittus € uma doenca crbnica caracterizada por hiperglicemia e
associada com um conjunto de disfuncées metabdlicas decorrente de alteracdes no
mecanismo de producdo e/ou acdo da insulina que pode conduzir para
complicagbes do sistema cardiovascular, neural, renal, ocular, entre outros, e o
aumento do numero de diabéticos esté relacionado com a obesidade, sedentarismo,
estilo de vida e habitos pouco saudaveis. No ano de 2015, foram diagnosticadas
aproximadamente 382 milhdes de pessoas (5,23% da populacdo mundial) com
diabetes em todo o mundo, e a estimativa € que este nimero seré por volta de 471
milhdes no ano de 2035. (45) O diagnéstico de diabetes é um alvo de diversos
estudos, principalmente na busca de ferramentas de acompanhamento néo
invasivas, como através de medida de glicose na pele e olhos. (46)

Para a investigacdo de produtos finais de glicacdo avancados (do inglés -
Advanced Glycation End-products, ou AGES), cujo acumulo esta relacionado ao
estado hiperglicémico causado pela diabetes, foi desenvolvido um projeto no inicio
do programa de mestrado para a investigacado, de forma néo invasiva, dos AGEs na
pele. Foi entdo utilizada a medida da autofluorescéncia da pele, utilizando-se o
espectrometro comercial AGE Reader mu (DiagnOptics Technologies B.V.,
Groningen, the Netherlands) que apresenta um score de risco cardiovascular ao
paciente; e um espectrdmetro Raman portatil (Ocean Optics, Inc., Dunedin, Florida)
com excitagdo por laser de diodo (785 nm), que apresenta o espectro de
espalhamento Raman das moléculas no tecido.

O estudo clinico foi conduzido com 94 voluntarios com idade entre 20 e 80
anos. Os pacientes foram classificados de acordo com grupos de idade (adultos,
meia idade e idosos), condi¢do de saude (saudaveis, pré-diabéticos ou diabéticos) e

tipo de pele segundo a escala Fitzpatrick (grupo de pele negra - V e VI na escala).
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Foi coletado a autofluorescéncia e o espectro Raman do antebraco de todos o0s
voluntarios, além de realizar anamnese.

Foi obtido alta autofluorescéncia na pele para voluntarios dos grupos de meia-
idade e idosos, assim como para pré-diabéticos e diabéticos. Para a espectroscopia
Raman, foi observada a alteracdo no estado de hidratacéo da pele, degradacéo do
coladgeno tipo | e aumento da glicacdo relacionado com diabetes e envelhecimento.
Também foi obtida correlacédo fraca e positiva da autofluorescéncia e a razao de
picos (855/876) do Raman, relacionada com a glicacdo de proteinas. Estes
resultados foram publicados na forma de artigo com o titulo “Noninvasive
assessments of skin glycated proteins by fluorescence and Raman techniques in
diabetics and nondiabetics” no Jornal of Biophotonics. (47)

Também foram obtidas correlagbes positivas entre o aumento da
autofluorescéncia da pele com a idade, indice de massa corporal, gordura corporal,
circunferéncia da cintura e pressdo sanguinea sistélica. Estes resultados mostram
gue o acumulo de proteinas glicadas e o aumento do risco de doencas
cardiovasculares nos pacientes estdo relacionados a obesidade, envelhecimento,
diabetes e sindrome metabdlica. Estas analises foram descritas no artigo “Advanced
Glycation Endproducts as Biomakers for Risk of Diabetes and Cardiovascular
Diseases by Skin Autofluorescence: A Noninvasive Optical Screening”, publicado no

Photobiomodulation, Photomedicine, and Laser Surgery. (48)
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Apéndice B - Deteccdo de glicose em solucbes diluidas

utilizando espectroscopia Raman

O tema relacionado ao diabetes e analises por espectroscopia Raman levou a
investigacdo de amostras diluidas de glicose, de forma a se obter uma forma de
diagndéstico e acompanhamento de diabetes néo invasivo vislumbrando o estudo de
amostras biolégicas (saliva e lagrima). Para tanto, foi primeiro investigado o limite do
espectrdmetro Raman utilizado, analisando-se amostras de glicose diluidas em
agua. Este estudo mostrou que o limite para deteccdo sem qualquer amplificacdo foi
a concentracdo de 1 g/dl, como indicado na Figura 67,que € uma concentracao ao
menos 1.000 vezes maior que a encontrada em lagrima e saliva (5-30 mg/dl).
Portanto fez-se necessario a busca por formas de amplificacdo do sinal de

espalhamento Raman.

—0,1 pg/dl
— 1 pg/dl
— 10 ug/dl
0,1 mg/dl
—— 1 mg/dl
1 — 10 mg/dl
— 0,1 g/dl
—1g/d
— 10 g/dI
—— 50 g/dI
—— Agua

18000

12000

6000 ‘

Intensidade (u.a.)

T T 1
1000 1500 2000

Raman Shift (cm-1)

Figura 67 - Espectro Raman de amostras de glicose diluidas em agua, indicando a identificacao
apenas até a concentracgao de 1 g/dl

Fonte: Elaborada pelo autor
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7

Uma ferramenta para amplificar o sinal de espalhamento é através do
aumento da superficie sobre qual a amostra sera adicionada. SERS € um acrdénimo
da palavra em inglés surface-enhanced Raman scattering e sua traducdo para o
portugués significa espectroscopia Raman de superficie aumentada. A técnica
SERS é uma forma de analise de espectros Raman com melhoramento do sinal
obtido através da adicdo de nanoparticulas a amostra, 0 que reduz os efeitos da
agua apresentados no espectro na regido do infravermelho, e aumenta a
sensibilidade do equipamento, uma vez que para as analises sdo utilizadas
amostras com quantidade de analito muito baixa. Esta técnica possibilita a deteccao
de concentracdes muito baixa de determinados compostos, uma vez que a adicao
da amostra em analise em nanoestrutura rugosa de metal tem o sinal de
espalhamento inelastico (espalhamento Raman) aumentado. (49)

Para a criacdo de superficies capazes de aumentar o efeito, foi investigada a
utilizacdo de superficies de prata marcada com laser femtossegundo. Esta tentativa
levou a possibilidade de aumento de fluorescéncia pelo efeito MEF, ja descrito
anteriormente, entretanto, os testes para efeito SERS ainda serdo realizados em

futuros trabalhos.
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Apéndice C - Identificacdo de AGEs em diferentes tecidos

bioldgicos

Também foram feitas analises de comparacdo do espectro Raman em
diferentes tecidos. Estas analises foram realizadas utilizando como base trabalhos
realizados anteriormente no Centro de Pesquisa em Optica e Foténica (CEPOF) do
Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC/USP).

Os espectros da pele coletados foram analisados em conjunto com espectros
de osso de ratas de um estudo de efeitos de curto e longo prazo em ratas com (OV)
e sem (CV) osteoporose, (50) e também com espectros de cristalino de olhos de
porco, tomados para andalise do desenvolvimento de catarata por exposicdo a
radiacdo UV (CIC) e cristalinos sem inducédo (SIC). (51) Os espectros podem ser

observados na figura 68.

—— Pele Humana - Saudaveis
—— Pele Humana - Diabéticos
Cristalino de Porcos - SIC
—— Cristalino de Porcos - CIC
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Figura 68 - Espectros Raman para comparacdo dos efeitos de doencas relacionadas ao
envelhecimento em pele, cristalino e 0ssos

Fonte: Elaborada pelo autor
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A comparagdo se baseou em buscar nos espectros para os trés tecidos
marcadores moleculares de envelhecimento. Entre eles, foram selecionados picos
correspondentes a prolina e hidroxiprolina (derivados da glicacdo do colageno tipo 1),
petosidina da matrix extracelular e glucosepano, amida | relacionada ao colageno e
diferentes confomagbes dele, amida Ill como contribuinte para a formacdo das
estruturas proteicas, além de carboidratos relacionados a ligagbes ndo-enzimaticas
com proteinas ou lipideos devido ao processo de envelhecimento e/ou hiperglicemia
gerando AGEs. (52)



