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Sveriges dricksvattenkvalitet anses vara hog delvis tack vare hogkvalitativt ravatten
samt en vélutvecklad VA-infrastruktur. Trots detta forekommer vattensmitta som
skulle kunna forhindras genom installation av ett véilutvecklat forvarningssystem.
Négra av de storre aktorerna inom dricksvattenproduktion har redan investerat i olika
typer av forvarningssystem for att garantera ett dricksvatten av hog kvalité. Det finns
olika former av forvarningssystem dér automatisk évervakning av E. Coli &r ett
intressant alternativ. Idag finns teknik som mojliggdr denna typ av métning men den
ar ofta dyr och ibland ldngsam.

Detta arbete syftar till att underséka om fenomenet Extraordinary Optical
Transmission (EOT) kan principiellt anvéindas som teknik i sensorer for
realtidsmiétning av indikatorer pa fekalt fororenat vatten. EOT som métprincip
undersoks i1 laborationsmiljo for att se ifall detektion kan uppnas i vétskefas. EOT
innebér en forhojd transmission som uppkommer pa grund av plasmonresonans.
Undersdkningen genomfordes genom att utfora verifierande métningar genom
spektrofotometri for att pavisa EOT. Efter detta genomfordes biomédtningar for att
principiellt visa att ytan av provet kan funktionaliseras for att i framtiden ge mojlighet
att vélja de analyter som skall detekteras.

De verifierande mitningarna visade att EOT kunde pévisas for ett av fem prov dar
hélstorleken var 400 nm och hélavstandet 600 nm. Detta kunde ske eftersom
signalstyrkan var tillrackligt hog samtidigt som fenomenet infoll inom métintervallet
for méatinstrumenten. Proven betecknas sPa dér s anger halstorlek i nm och a
halavstdnd i nm. Signalstyrkan for provet 140P600 samt 200P600 var for lag for att
det skulle gé att avgdéra om EOT intréffade. For proverna 400P1000 samt 600P1000
visade berdkningar att EOT intriffade utanfor mitintervallet vilket innebar att EOT
inte kunde mitas. Prov 400P600 valdes for att genomfora biométningar dir ytan
funktionaliserades med Biotin Bovine Serum Albumin (B-BSA) for att senare binda
fluidMAG Streptavidin. Bade B-BSA och Streptavidin blev inbundet vilket visades
genom kinetikmédtningar.

Nyckelord: Extraordinary transmission effect (EOT), plasmon, dricksvatten,
realtidsmétning
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Abstract

Biosensor system for monitoring of water quality
Alexandro Martini

Sweden's drinking water quality is considered to be high partly due to a high quality
of the raw water and a well developed sewage infrastructure. Despite this, there is
water contamination that could be prevented by installation of a sophisticated early
warning system. Some of the major players in the production of drinking water have
already invested in different types of early warning systems to ensure drinking water
of high quality. There are various forms of early warning systems where automatic
monitoring of E. Coli is an interesting alternative. Today's technology allows for this
type of measurement, but it is often expensive and sometimes slow.

This work aims to investigate whether the phenomenon of Extraordinary Optical
Transmission (EOT) can be used as the technology of sensors for real-time
measurement of indicators of fecal contaminated water. EOT is a transmissions peak
which arises due to plasmon resonance. The study was conducted by performing
verification measurements by spectrophotometry to detect the EOT. After this
biomeasurements where done to show that the surface of the sample can be
functionalized to provide the opportunity to choose which analytes should be
detected.

The verifying measurements showed that EOT was detected for one of the five
samples where the hole size was 400 nm and the hole spacing was 600 nm. This is
due to the high signal strength and to the fact that the phenomenon occurred within
the measurement range of the instruments. Samples where designated with the name
sPa where s indicates hole size in nm and a hole spacing in nm. The signal strength of
the sample 140P600 and 200P600 was too low to determine whether EOT occurred.
For samples 400P1000 and 600P1000 calculations showed that EOT occurred outside
the measurement range, which meant that EOT could not be measured. Sample
400P600 was chosen to implement bio-measurements wherein the surface was
functionalized with biotin Bovine serum albumin (B-BSA) to later bind with
fluidMAG Streptavidin. Both B-BSA and streptavidin was bound as shown by the
kinetic measurements.

Keywords: Extraordinary transmission effect (EOT), plasmon, drinking water, real
time measurement
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Populiirvetenskaplig sammanfattning

Biosensorsystem for Overvakning av vattenkvalitet
Alexandro Martini

Vattenburen smitta dr ndgot som forekommer relativt sdllan i Sverige kan skapa stora
problem for samhillet. Ett sitt att minska risken for vattenburen smitta dr att
kontrollera ravattenkvalitén hos det vatten som vattenverken anvinder. Denna
kontroll skall med fordel vara automatisk och kontinuerlig och mita indikatorer pa
fekal smitta som exempelvis E. Coli. Ett exempel pé en dricksvattenproducent som
genomfor automatiska mitningar av E. Coli. &r Goteborg Vatten som anvénder
instrumentet Colifast. Detta instrument genererar ett resultat pd 12 timmar och idealet
ar naturligtvis att erhalla realtidsméatning.

Acreo vill idag utveckla en sensor som kan ge realtidsmétning av olika indikatorer
pa fekal smitta. For att uppné detta mal kommer sensorerna baseras pé ett fenomen
vid namn Extraordinary Optical Transmission (EOT). Fenomenet uppstar nir en
guldyta med hélstrukturer belyses dér hdlen dr av storleksordningen av nagra hundra
nanometer. Nar ljuset traffar ytan samverkar fotonerna med guldets elektronmoln och
en forhojd transmissions erhalls vid en specifik ljusvaglangd.

Detektionen baseras pa att vglangden for transmissionstoppen beror av
brytningsindexet av det medium som omger guldytan. Detta betyder att omgivande
medium kan bestimmas genom att mita den forskjutning som uppstér. Eftersom
maélet dr att méta specifika dmnen kan ytan tdckas med molekyldra receptorer som
attraherar de molekyler som skall detekteras.

Fenomenet mits genom att belysa gittret och méta mangden ljus som kommer
igenom. Under en provtagning belyses gittret med ljusets alla firger inom det synliga
intervallet och ett virde pé transmissionen erhalls for varje vaglingd. Resultatet blir
ett diagram dér max- och minpunkter kan kontrolleras med berdkningar. Utseendet av
diagrammet beror i sin tur pa egenskaper hos gittret s& som avstdnd mellan hal och
storlek pd hdlen. Proverna som anvindes hade bade varierande hélstorlek och avstind.
For att undersoka om det dr mojligt att vilja de molekyler som skall fésta vid ytan l4t
vi ett protein binda till guldytan. Nir den molekyléra receptorn var bunden till ytan
tillsattes ett protein som faste till receptorn. Detta visade att guldytan gick att
funktionalisera och det &r mojligt att vélja vilka molekyler som skall detekteras.

Resultaten fran métningarna visade att ett av fem prov hade max- och minpunkter
som sammanfoll med berdknade viarden. Samma prov anvindes for inbindning av
molekyler dir métningar visade att de molekyléra receptorerna bildade en lager pa
ytan varefter proteinet blev inbundet till lagret.
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1 Inledning

Vatten av god kvalitet dr ndgot medborgare 1 Sverige ofta tar for givet tack vare den
hogt utbyggda V A-infrastrukturen. Vattenburna sjukdomar férknippas dérfor normalt
med utvecklingsldnder dar ekonomiska och sociala aspekter forsvérar produktion och
distribution av rent vatten. Verkligheten &r tyvérr en annan eftersom Sverige har haft
storre utbrott av vattenburna sjukdomar trots vért utvecklade VA-nit. Ett exempel pa
ett utbrott i Sverige dr de 5 700 personer som blev smittade av Criptosporidium i
Ostersund ar 2010. En vattensmitta kan leda till att en stor den av befolkningen blir
sjuk och i extrema fall leda till att viktiga samhéllsfunktioner hotas. Det finns
exempel pa extrema utbrott dir 400 000 manniskor smittats vilket naturligtvis
paverkar handel, sjukhus och andra institutition som alla fick nedsatt forméga att
hantera dagliga rutiner (Ramirez m.fl. 2004).

Aven om utbrott sker relativt sillan &r malet att minimera antalet med hjilp av
olika tekniker och rutiner. En metod ir att detektera ravatten med patogenhalter som
overskrider verkets reningskapacitet varefter ravattenintaget stoppas. Detta gors idag i
Gota Alv dir Goteborg Vatten himtar sitt rAvatten dér ett antal métstationer finns
utplacerade for att ge en dverblick av vattenkvaliteten i vattendraget. Métningarna
bestar ofta av manuella matningar som utfors av de kommuner som anvinder vattnet i
Gota dlv. Goteborg Vatten har dessutom en automatisk méitstation som maéter
méngden E. Coli. genom bakterierodling dér provsvar erhélls efter 12 timmar. En
teknisk 10sning som kan méta patogener i realtid dr naturligtvis onskvérd for att ge
snabbare reaktionsformaga.

Utveckling av sensorerna dr naturligtvis en stor utmaning rent teknisk dir en
dellosning dr att utnyttja plasmonresonans for detektion. Plasmonresonans tros ge
upphov till ett optiskt fenomen vid namn Extraordinary Optical Transmission vilket
innebér en forhojd transmission dé ett gitter belyses med ljus. Detta
transmissionsmaxima uppstar vid en specifik viglingd som beror av brytningsindexet
for omgivande dielektrikum. Detta innebér att olika molekyler som fordandrar
brytningsindexet framfor gittret kommer att kunna detekteras eftersom det leder till en
forskjutning av transmissionsmaximum.

Ett antal olika forskarlag har lyckats pavisa detektion av olika molekyler med
hjélp av EOT och forhoppningen ar att denna teknik kan anvéindas som grund for ett
sensorndtverk riktat mot dricksvattensektorn.

1.1 Syfte

Syftet med examensarbetet &r att:

¥ Utvirdera en specifik fysikalisk métprincip baserad pa sa kallad Extraordinary
Optical Transmission (EOT) for vattentillimpningar.

Syftet kommer att uppnas genom att utveckla en matmetod for att méta EOT. Olika
forsok kommer att utforas for att verifiera den métprincip som bygger pa forskjutning
av transmissionsmaxima.



1.2 Avgriinsning

Utvérderingen av EOT som métprincip kommer att baseras pa tva typer av forsok,
ndmligen verifierande métningar och biométningar. Vid de verifierande méitningarna
anvéndes tre olika dielektrikum for att pavisa EOT medan under biométningarna
anvéndes tva olika protein. Forsoken utfordes pd fem olika prov med varierande

halstorlek och avstind.



2 Bakgrund
2.1 Inledning

Sensortekniken som detta arbete behandlar kan definieras som ett "tidigt
varningssystem” da det &r ett verktyg for att forvarna vattenproducenter om bristande
ravattenkvalitet (Hedstrom m.fl. 2009). Idag finns inga specifika krav pa
ravattenkvaliteten. Lagstiftningen kraver endast att ”sérskild hansyn skall tas till
beskaffenheten” (Livsmedelsverket 2001). Detta leder till varierade anstrangningar
fran vattenproducenterna géllande kvalitetskontroll av inkommande ravatten.
(Hedstrom m.fl. 2009). Detta avsnitt syftar till att beskriva olika aktorers
anstrangningar for att ticka dagens behov, visa de tekniker som finns tillgéngliga idag
samt vilka som ar under utveckling.

Aven den fysik som ligger bakom fenomenet kommer att presenteras for ge en
ingdende bild av hur métprincipen fungerar.

2.2 Tidiga varningssystem

2.2.1 Dagens teknikalternativ

Idag finns ett fatal aktdrer i Sverige som anvénder tidiga varningssystem for att pa
nagot sitt skydda ravattenberedningen fran kommande foreningar. Detta laga antal
beror delvis pé det saknade kravet fran kontrollmyndigheter samt att det faktiska
behovet i Sverige har bedomts som lagt da ravattenkvaliteten dr hog. (Hedstrdom m.fl.
2009). Studier visar dock att detta kan dndras pa grund av framtida
klimatfordndringar. Eftersom klimatfordndringarna tros ge upphov till 6kad
temperatur och nederbord kommer detta att paverka ravattenkvaliteten negativt.
(Svenskt Vatten 2007)

Goteborg Vatten dr den aktor med storst erfarenhet av tidiga varningssystem nér de
redan pd 70-talet blev medlemmar i Gota dlvs vattenvardsforbund eftersom deras
ravatten hdmtas darifran (Hedstrdm m.fl. 2009). Férbundet startade 1957 och &r en
ideell organisation dir medlemmarna bestar av aktorer som vill skydda Gota élvs
vattenkvalité. Idag bestdr medlemmarna av representanter fran kommun, industri samt
andra intressenter som exempelvis fiskevardsomrdden (Gota élvs vattenvardsforbund
2011). Detta har bidragit till att denna aktor har 6ver 30 ars erfarenhet inom tidiga
varningssystem. Inledningsvis var forvarningssystemet manuellt di industrier och
reningsverk placerade uppstroms kontaktade Goteborg vatten ifall en olycka
intraffade varefter vattenverket vidtog passande atgérder. Denna kommunikation sker
fortfarande men dr numera automatiserad via telenétet (Hedstrom m.fl 2009). Det som
sarskiljer Goteborg Vatten frén resterande aktorer &r inkdpet av verktyget Colifast
som genomfor automatisk mitning av patogenen E. Coli.

Sydvatten dr en aktdr som har arbetat med varningssystem i form av doftbankar
samt provtagning uppstroms pa specifika parametrar for att detektera
oljefororeningar. Eftersom Sydvatten anvénder en ravattentunnel for transport fran
Bolmen till vattenverket dr oljeféroreningar ett problem da tunneln skulle vara mycket
svar att sanera (Hedstrom m.fl. 2009).



Stockholm Vatten arbetar precis som deras kollegor vid Géta dlv med
vattenvardsforbund, i deras fall Mélarens vattenvardsférbund. Genom forbundet har
de kontakt med olika industrier dir vattenverken informeras ifall olyckor sker vid
industrier, reningsverk eller annan verksamhet som kan téinkas hota
vattenberedningen. Till skillnad fran Goéta dlv ér det svarare att forutsdga om ett
utsldpp kommer att paverka ravattenintaget da stromningarna i Milaren varierar
mycket. For att 10sa detta problem anvédnder Stockholm Vatten en mjukvara utvecklad
av SMHI vid namn Seatrack. Mjukvaran anvinds for att bygga stromningsmodeller
och innehéller en modell 6ver Mélarens strommar sé vattenverk kan avgdra ifall ett
eventuellt utsldpp kan komma att hota vattenforsorjningen. Modellen anvinde olika
inparametrar s som utsldppets storlek och olika meteorologiska data. Utdver detta
finns dven doftbidnkar samt métning av pH och UV-absorbans p& inkommande
ravatten (Hedstrom m.fl. 2009).

Exemplen ovan visar pé att behoven varierar och dirmed 4ven teknikerna for att
16sa dem. For att lattare identifiera behoven kan utsléppen delas in i tva kategorier,
nédmligen diffusa och akuta fororeningar. Diffusa féroreningar kan definieras som
langsamma héndelser och uppmérksammas genom analys av trender av olika slag.
Exempel pa detta 4r 6kande humushalt i ravatten eller salthalt. Akuta fororeningar ar
déaremot storre plotsliga hindelser som exempelvis en olycka vid industri, reningsverk
eller sabotage (Hedstrom m.fl. 2009).

2.2.2 Teknik som anviinds i Sverige

De vanligaste parametrarna som mats idag vid ett forvarningssystem ar pH,
redoxpotential, konduktivitet, temperatur och perturbiditet. Alla de exempel som gavs
i foregdende avsnitt miter ndgon eller ndgra av dessa parametrar i olika
kombinationer.

Redoxpotential och pH anvinds for att pavisa olika industrifororeningar men har
hog felmarginal eftersom den naturliga variationen pa parametrarna r stor pa grund
av temperaturberoendet. Felmarginalen kan dock sdnkas genom att méta
temperaturen. Turbiditet anvénds som indikator for 6kad avrinning samt breddning av
avlopp uppstroms eftersom 6kade bakteriehalter ofta sammanfaller med 6kad
turbiditet (Hedstrom m.fl. 2009).

Goteborg Vatten dr idag den enda aktdr med automatisk métning av E. Coli vilket
mdjliggors genom en 16sning som marknadsfors av ett bolag vid namn Colifast.
Instrumentet tappar automatiskt upp révatten i vialer innehallandes reagens som
hydrolyseras av E. Coli varefter slutprodukten kan detekteras med flourescens
(Colifast 2001).

Ytterligare teknik som ett fatal vattenverk anvédnder i Sverige dr doftbdankar. Som
namnet antyder &r detta ett verktyg for att kontrollera vattnets doft och anvinds
specifikt for att kontrollera kvalitet med hdnsyn pa petroliumfoéroreningar innan,
under och efter beredning i vattenverken. Detta mojliggors tack vare att den
ménskliga ndsan har formaga att kdnna specifika petroleum fororeningar 14ngt innan
vattnet blir otjanligt ur hilsosynpunkt (Hedstrdom m.fl. 2009).

2.2.3 Ovriga teknikalternativ

Levande organismer har linge anvints inom medicin for att mita toxicitet. Denna
metod har dven integrerats i dagens forvarningssystem och gar under bendmningen
biomonitorer. Konceptet bygger pa att mita fordndringar i beteendet hos organismen
och utifrdn denna information avgora vattenkvaliteten. Exempel pa en fungerande
teknik som finns tillgdnglig idag & "BBEDaphnia Toximeter”. Genom att lata



kréaftdjuret Daphnia magna simma i en delstrom av révattnet och samtidigt mita dess
rorelser med kamera kan kvaliteten pa vattnet uppskattas. Parametrar som
simhastighet, simhdjd, avstdnd mellan organismer och antalet aktiva organismer
anvinds som en indikator pa kraftdjurens hilsa (Hedstrom m.fl. 2009).

Véolia Water utvecklar ett instrument vid namn Coliplage som miter ett enzym
som finns naturligt hos E. Coli med hjélp av flourescens. Detta leder till att metoden
ar mycket snabbare én Colifast. For Coliplage tar ett svar cirka 30 minuter att
producera. Dessutom &r detektionsnivan liagre tack vare forfiltrering av vattenprovet
(Hedstrom m.f1 2009).

Tyvirr dr kostnaden for Coliplage och Colifast hog vilket betyder att ett helt
nitverk skulle bli ekonomiskt oforsvarbart, speciellt nir dricksvattenproducenter ofta
har begriansade resurser. Detta betyder att priset dr avgorande for sensorns
konkurrenskraft. Ytterligare en anledning till att instrumenten inte ar utbredda
forklaras av Livsmedelsverkets dricksvattenforeskrifter dér den mikrobiella
kvalitetskontrollen inte blir godkdnd om instrument som Coliplage anvénds. Denna
kvalitetskontroll genomfors pa utgdende vatten samt hos abbonnenterna. Detta
betyder att tekniker som Coliplage fir anvéndas for mitningar som ligger utanfor det
lagstadgade kravet, dvs for kontroll av inkommande ravatten alternativt for att utoka
métningar av utgdende dricksvatten.

Ett svenskt bolag vid namn Aqua Q AB utvecklar och séljer en metod for att méta
patogener i vatten genom turbiditetsmétning. Genom métning av partikelférdelningen
inom storleksintervallet 0,5-20 ! m nir vattnet dr av god kvalitet kan Aqua Q:s
algoritm avgora nér partikelfordelningen pavisar patogener i vattnet (Hedstrom m.fl.
2009).

En relativt ny teknik dr den som gér under namnet elektroniska nésor och tungor.
Metoden bygger pa voltametri och fokuserar pa att ge ett allmént svar pa
vattenkvaliteten dd metoden inte kan urskilja enstaka molekyler. Detta racker for att
ge svar pa om vattnet i fraga dr tjanligt dricksvatten (Boyko, m.fl. 2006).
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2.4 Sensorteknik

Sensorerna i detta arbete baseras pa Extraordinary optical transmission (EOT) vilket
ar ett optiskt fenomen som innebédr en forhdjd transmission nér ett gitter av aperturer
pa en metallyta belyses med ljus. Det finns ett antal exempel dér denna typ av teknik
har anvénts for detektion av olika &mnen déribland virus (Yanik m.fl. 2010). Detta
avsnitt syftar till att ge en bakgrund i hur och varfor detta fenomen uppkommer samt
de berdkningar som utfors for att styrka validiteten av experimentella resultat.

2.4.2 Relafiv permittivitet

EOT uppkommer péd grund av samspelet mellan fotoner och elektronmoln i en metall.
Att fotoner paverkar elektronmolnet beror pa att den elektromagnetiska stralning som
fotonen representerar har en formaga att polarisera elektronmolnet. Ett sétt att forsta
detta samspel &r att betrakta den relativa permittiviteten vilket dr ett matt pa hur
dielektrikumet paverkas och paverkar ett elektriskt falt. Den relativa permittiviteten
for ett dielektrikum (i véart fall guld och olika vétskor) beskrivs pé foljande sétt
(Prangsma 2009):

) L) +ie() (1

Den relativa permittiviteten € &r ett komplext tal dér den reella delen representeras av
&; och den komplexa av &,. Samband (1) visar tydligt att den relativa permittiviteten
ar en funktion av vinkelfrekvensen!w for det infallande ljuset som berdknas enligt
foljande:

w=2 2)

dér c betecknar ljusets hastighet och A &r ljusets viglangd.
For att berdkna den relativa permittiviteten for metallen anvénds foljande samband
som baseras pa Drudemodellen (Maier 2007):

1
wl

g)! | - 3)

dar !, ar plasmafrekvensen och ! ir kollisionsfrekvensen for metallen.
Plasmafrekvensen dr den frekvens med vilka elektronerna i metallen oscillerar och
kollisionsfrekvensen dr ett medelvirde pa antalet kollisioner mellan elektronern i
metallen. Sambandet &r naturligtvis en forenkling av verkligheten och réacker inte for
att beskriva alla vinkelfrekvenser. For mycket hoga frekvenser dr energin hos de
infallande fotonerna sa hog att elektronerna i metallen fordndrar sitt beteende och inte
langre kan beskrivas pa ett tillfredsstédllande sétt av (3). For att ekvation (3) skall ge
en bra beskrivning av den relativa permittiviteten maste villkoret! ! !, vara
uppfyllt (Maier 2007). Eftersom guld anvinds som metall i experimenten blir
konstanterna foljande (Uxia m.fl. 2010):

Lyl 1,374 7t
y=4"" 110" 1"
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Ur vérdet for ! | samt ekvation (2) erhélls att den kortaste vagldngd som
Drudemodellen kan representera dr 137 nm. Denna modell anvinds for att beskriva
hur elektroner ror sig i en metall. Den bygger pa antagandet att metallens
valenselektroner kan rora sig fritt. Detta leder till att elektronernas rorelse kan liknas
med hur molekyler i gasform interagerar med varandra. Tyvérr visar det sig att
Drudemodellen slutar representera den relativa permittiviteten redan vid 600 nm
vilket visar pa de svérigheter som finns kring denna typ av berékningar. Detta pa
grund av att vid vaglangder ldgre 4n 600 nm &r energin hos fotonerna sa hog att
antagandet som Drudemodellen bygger pa inte ldngre géller. Vid dessa energinivaer
ar det inte enbart valenselektroner som ror sig fritt utan dven de elektroner som
tidigare var bundna till atomen. For att beskriva elektronernas rorelse vid hogre
energinivaer utokades Drudemodellen av Henrik Antoon Lorentz och fick darfor
namnet Drude-Lorentz modellen. Figur 5 visar berdknade viarden av bade Drude samt
Drude-Lorentz modellen jamfort med experimentella vérden.

—C
= = =Drude fit
Drude—-Lorentz fit

»
.

e

o _\ww
400 600 800 1000 0™ 400 600 800 1000
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figur 5: Reella och imagindra dielektricitetskonstanter for guld ddr uppmdtta virden jamfors med
Drude- samt Drude-Lorentz modellen (Prangsma 2009).

Nér ekvation (3) berdknas erhélls bade en reell och komplex del enligt ekvation (1).
Om delarna berdknas separat gors detta enligt (Maier 2007):

[
(UpT

L) ! 11 =2 )

() 2 (5)

w!'1+w?2!'!)
dar! ! y~1
Det kommer visa sig i senare avsnitt att den relativa permittiviteten har en central
roll 1 berdkningarna som anvénds for att verifiera experimentella virden mot
teoretiska virden. Darfor ar det viktigt att ha 1 atanke hur noggranna de teoretiska
vérdena &r sa att detektion av eventuella felkdllor underléttas.

2.4.3 VYiplasmonpolaritoner

Niér en foton infaller vid metallytan kommer denna att polarisera elektronmolnet pd
olika sétt beroende pé vérdet av den relativa permittiviteten. Polariseringen kan ge
upphov till en polariton, d.v.s en elektromagnetisk vagrorelse som ror sig lings med
dielektrikumets yta. Vagrorelsen kallas for ytplasmonpolariton (SPP) och bestar av
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fortitningar och fortunningar av elektronmolnet som 1 sin tur ger upphov till omraden
med positivt respektive negativ laddning. Figur 6 ger en bild av hur laddningarna
fordelas vid ytan:

A
Z
Dielectric
R = =] iy
h A - ol f‘7’
4
t\ -’=—  — Im— ‘V /
A y
. . . .‘ .
+++ - - +++ --- X
Metal

Figur 6: Polaritonens uppbyggnad ddr fortdtningar och fortunningar av elektronmolnet representeras
av positivt och negativt laddade omrdden (Willets & Duyne 2007).

Ett sétt att beskriva vagrorelsen dr genom vagvektorn ! (Maier 2007):

o) g(w)
LT () ©)

gl L
|
dar ! ar ljusets vinkelfrekvens, c &r ljusets hastighet, "5, &r den relativa
permittiviteten for metallen medan " 7 dr den relativa permittiviteten for omgivande

dielektrikum (i vart fall olika véatskor) (Maier 2007). Viktigt att podngtera ar att det
alltid finns tvd &mnen som &r i kontakt med ytan. P4 ena sidan befinner sig det
dielektrikum som undersoks och pa andra finns i vért fall glas i form av SiO,. Termen

!: 1 ekvation (6) representerar magnituden av vagvektorn hos det infallande ljuset.

Foljande villkor méste dock vara uppfyllda for att vdgvektorn skall infinna sig (Maier
2007):

Im(@)eg(w)! 0 %)
L (1)) gg(w) <! (8)

Detta betyder att ett av virdena maste vara negativt {for att uppfylla villkoren (7) och

(8).
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Figur 7 visar hur polaritonen ror sig ldngs med dielektrikumets yta och hur det
elektriska faltet som uppstar pa grund av polariseringen avtar.

————

Figur 7: Polaritonen som bildas ndr HeNe laser ! I 1" " | belyser ett 53 nm tjock lager av silver.
Det syns tydlig hur styrkan, d.v.s det elektriska filtet, avtar allt eftersom vdagvektorn rér sig (Maier
2007).

Polaritonen ror sig en begrénsad stricka eftersom dess energi absorberas av metallen
vilket dven resulterar i en temperaturokning.

Niér en metall som uppfyller villkor (7) och (8) belyses med ljus uppstér
plasmonen. Eftersom plasmonen maéste exciteras for att EOT skall uppstd méste en
méngd perforeringar som tillsammans skapar ett gitter av hdl med specifik halstorlek
och avstind anldggas pa ytan. Det infallande ljuset riacker inte for att excitera
plasmonen vilket visas exempelvis ur ekvation 6 dér det ar tydligt att ! alltid kommer
vara storre dn vagvektorn !!|—! for det infallande ljuset. Excitering kommer déremot att

ske nér foljande villkor ar uppfyllt (Maier 2007):

Prrrmgrr Ggrnl )]
dér k &r ljusets vagvektor (!T! , I ar ljusets infallsvinkel, ! ! % dér a dr avstandet
mellan halen och !l dr gitterkonstanter i form av heltal (1,2,3,...). Det moment som

behovs for att excitera plasmonen uppkommer genom en process som kallas
Umklapp. Det dr forst nédr plasmonen &r exciterad som EOT uppstar och en detektion
kan genomforas. En viktig aspekt dr att det finns olika tekniker for att excitera
plasmoner dir anldggning av gitter dr en av dem (Pitarke m.fl. 2007).

2.4.4 Extraordinary Optical transmission
Tidigare avsnitt har gett en teoretisk bakgrund till varfor detta EOT uppstar. Nar
fenomenet uppticktes véickte det stor forvaning eftersom den forvantade

transmissionen genom gittret kan berdknas med foljande samband (Ebbesen m.fl.
1998):

NENEE (10)
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dér r dr hildiametern i nm och I transmissionen. Formeln ovan lades fram av Bethe
och Bouwkamp och visar att intensiteten forvéntas bli liten (Ebbesen m.fl. 1998).
Sambandet stimmer inte nér ett gitter av sma aperturer belyses eftersom en mycket
hog transmission erhalls vilket betyder att gittret i sig &r ett aktivt element som
paverkar intensiteten (Ebbesen m.fl. 1998).

Ett antal olika gitterparametrar paverkar utseendet av transmissionstoppen
déribland period, bildforhéllande, samt infallsvinkel for ljuset. Perioden av arrayen,
d.v.s avstindet fran hal till hal, avgér var EOT kommer att infalla. Bildforhéllandet
(tjocklek dividerat med halstorlek) avgdr om EOT-toppen blir distinkt eller inte. Nér
bildférhallandet ndrmar sig 1, dvs da hélstorleken ar lika stor som ytans tjocklek
erhalls vdldigt distinkta toppar. Vinkeln till vilket fotonerna infaller pa ytan paverkar
intensiteten hos EOT samt vid vilken véaglingd den uppkommer (Ebbesen m.fl. 1998).

Figur 8 ger ett exempel pa hur EOT visar sig under spektrofotometriska métningar
dér de dr utmirkta med texten “’resonance peaks”:

0.6
n=1.43 (1,0) resonance peaks
n=1.49
n=1.55 | Overlapping

region

o
~

(1,1) resonance peaks

Optical transmission spectra E
o
N

Wood's anomaly

400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Figur 8: EOT dr utmdrkta med texten "resonance peaks” och man kan dven se en forskjutning som
beror av brytningsindexet dir ett ldgre brytningsindex ger en rodforskjutning (Mohamadreza m.fl.
2012).

Det forsta som man bor ldgga mérke till i bilden dr den forskjutning mot det roda
ljuset som sker nér brytningsindex for omgivande dielektrikum 6kar. Figur 8 visar
dven ordningen av det maximala vérdet dér den storsta toppen dr av ordningen
(1,/) ! 1111 Aven en marginell minskning i intensitet kan urskiljas ur figur 8 vilket
dven stirks av figur 9:
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Figur 9: Beskrivning av hur 6kat brytningsindex paverkar transmissionsspektrum vid EOT (Lesuffleur
m.fl. 2008).

Figur 9 visar det generella beteende hos EOT nér brytningsindex fordndras.
Kédnnedomen av olika gitterparametrar ger mdjligheten att i forvég berékna var EOT
kommer att intrdffa samt det minima som i figur 8 ar utmérkt som "Woods anomaly”.
Transmissionstoppens position kan berdknas med hjélp ekvation (6) och (9) som
tillsammans ger ekvation (11) (Yanik m.fl. 2010).

Lo [ eml
Ppog ! !!!!!! !T”! o

Detta samband kommer inte att ge den exakta placeringen av EOT utan
experimentella resultat kommer att vara forskjutna mot det roda ljuset (Jiang-Yan
m.fl. 2010).

For att berdkna !, anvindes foljande samband eftersom information om vétskors
brytningsindex ar lattillgénglig:

P/, (12)
Tack vare att !, ! ! for de dielektrikum som anvénds kan sambandet forenklas
till foljande:
R (13)
(14)

Detta skapar mojligheten att forutsdga var EOT-toppen kommer intréffa for
omgivande dielektrikum. Aven de minima som finns i figur 8 kan beriiknas eftersom
de uppkommer pa grund av Woods anomalier och intriffar vid f6ljande vaglingd
(Jiang-Yan m.fl. 2010):

Awooa = VEsio, a0 = Nsi0, Qo (15)
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dér ng;e, r brytningsindexet for det glas som omger guldytan. Dessa anomalier dr
forknippade med framtrddandet och forsvinnandet av diffraktionsordningar (Catrysse
& Fan 2007). For proven som anvinds under experimentet anvéndes TiO, for att fésta
guldet med glaset vilket skulle rent teoretiskt kunna ge upphov till EOT och Woods
anomali. Det visar sig dock att lagret &r sé tunt (5 nm) att denna effekt kan forsummas
( Ortufio m.fl. 2009).

2.4.5 Mitning av biologiska molekyler med EQT

I tidigare avsnitt 1ag fokus pa att forutsdga vérdet pa Agor men denna metod kan
istdllet genomforas baklidnges for att avgora viket dielektrikum som befinner sig i
16sningen. Genom att méta forskjutningen Agor kan brytningsindexet for 16singen
berdknas varefter det &r létt att avgora vilket amne som befinner sig i 16sningen
genom att studera tabeller brytningsindex.

Principen gar att utveckla ytterligare genom att funktionalisera ytan vilket innebar
att molekyléra receptorer (ex. antikroppar) placeras pa guldytan. Molekylerna
placeras léttast pd ytan genom att skapa Self-Assembled Monolayes (SAM) (Ulman
1996). Detta lager bestdr av molekyler som naturligt bildar ett ordnat lager pa
guldytan (Ulman 1996). Receptorerna gor att specifika molekyler kan fésta vid ytan
och detta leder till ett urval av analyt. Figur 10 ger en konceptuell bild av hur tekniken
fungerar:

(a) (b)

-
(1)
~
e

10 10 m— 8G5-VSV Ab

S —Reference Sensor § = VSV

8 s \/SV  (coOntrol) 8

506 §06

= =

? 3

N N

© ©

Eo02 £02

o o

z z

600 700 800 900 600 700 800 900
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figur 10: a) Gitter med molekyldr receptor (gron) samt referensgitter utan. b) Gitter med receptor
samt inbundet virus (bldtt) och gitter utan. ¢) Transmissionsspektra oéver gitter med receptor och
referensgitter ddr knappt ndgon forskjutning visas. d) Gitter med bundet virus visar en tydlig
forskjutning mot det roda ljuset. Referensen forblir oférdndrad (Yanik m.fl. 2010).

De molekyléra receptorerna representeras av grona y-formade stavar som &r
designade for att binda in ett specifikt virus. Detta virus binder och en forskjutning
uppkommer pé grund av att viruset fordndrar brytningsindexet och dirmed den
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dielektriska konstanten vid guldytan. Tekniken leder till att komplexa 16sningar kan
anvéndas eftersom enbart de molekyler som soks kommer fasta vid ytan och ddrmed
paverka transmissionsspektrumet. Samtidigt anvinds ingen inmérkning av
molekylerna vilket gor att 16sningens egenskaper i form av exempelvis pH och
redoxpotential kan variera kraftigt utan att paverka detektionen. Den begrdsning som
finns &r att Iosningen 1 vilken analyten befinner sig i inte skadar
inbindningsproteinerna (Yanik m.fl. 2010). Eftersom vissa inbidningsproteiner
denatureras vid exempelvis hoga eller laga pH-vérden kan detta gora att inbindningen
upphor att fungera (Yanik m.fl. 2010). Det ar darfor viktigt att matcha
inbidningsproteinernas optimala milj6 med 16sningens egenskaper (Yanik m.fl. 2010).
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3 Material och metod

3.2 Beskrivning av prover

Proven bestér av 0,5 mm optiskt glas (SiO;), 5 nm titan och 100 nm guld och
dimensionerna illusteras av fig 11. Gittret har formen av en kvadrat dér sidorna ér c:a
1 mm.

Ovanifran Fran sidan

T [ ] T 100nmguld

T 5nmtitan

| I 0,5 mm optiskt glas

15 mm

6 mm

-

7 mm

Figur 11: Guldytan dr 100 nm tjock och for att fista denna vid glaset anvindes 5 nm titan. Den optiskt
aktiva ytan representeras av den prickade omrddet med en yta av 1 mm’.

Det fanns sammanlagt 5 olika prover dér gitterparametrar varierades. De
parametrar som varierade var halstorlek samt avstandet mellan hélen som under
teoridelen bendmndes med konstanten a. De 5 olika storlekarna som anvindes
beskrivs i tabell 1.

Tabell 1: Proverna var dopta efter hdlstorlek och hdlavstind.

Namn Halstorlek [nm]  Halavstand [nm]
140P600 140 600
200P600 200 600
400P600 400 600
400P1000 400 1000
600P1000 600 1000

19



Figur 12 visar gitter 200P600 nir det ar forstorat 9500 ganger.:

A\

MC2 Mag: 9500x WD: 15 mm HV: 2 kV

Figur 12: Prov 200P600 vid 9500 gdngers forstoring ddr kortet dr taget med ESM. Redan vid denna
forstoring gdr det att se att hdlen inte dr helt cirkelformade.

For att visa detta tydligare har figur 13 forstorats 37 000 génger sé att man med
latthet kan urskilja storlek och avstand.

- —

v
MC2 Mag:37000x WD: 15 mm HV: 2 kV = 600 nm —i

Figur 13: Prov 200P600 vid 37000 gdngers forstoring ddr kortet dr taget med ESM. Vid denna bild dr
de geometriska anomalierna tydligare tack vare forstoringen.
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3.3 Beskrivning av dielekirikum

I de verifierande mitningarna anvindes ett antal olika dielektrikum vilka beskrivs i
tabell 2.

Tabell 2: Lista over de dielektrikum som anvindes i de grundliggande mdtningarna.

Amne Brytningsindex
Vatten 1,33326
Aceton 1,35542
Metanol 1,35815

For biométningarna anvindes proteinerna Bovine Serum Album, Biotin (B-BSA)
och fluidMAG Streptavidin.

3.4 Mituppstillning

For att avgéra om EOT kan anvindas som teknik maste en matuppstéllning som
mojliggdr métning av fenomenet utvecklas. Utvecklingen var en iterativ process dar
maélet var att uppna reproducerbarhet for mitningarna. De faktorer som dndrades i
detta arbete var méatutrustning samt det forfarande som anvéndes for exempelvis
rengoring innan och efter métning. Métningarna delades upp i grundlidggande
métningar vilka genomfordes med en egenkonstruerad spektrofotometer samt
biométningar som genomfordes med en spektrofotometer tillverkad av Perkin-Elmer.

3.5 Grundldggande mitningar

Denna métserie hade till syfte att presentera hur proverna svarade pa olika typer av
dielektricitetskonstant vid specifika vagliangder. Vaglangdintervallet som anviandes
startade vid 400 nm och slutade vid 1100 nm. I resultatdelen kommer enbart
intervallet 600 nm till 1100 nm redovisas eftersom det dr forst da Drude-modellen ger
en god approximation av guldets dielektricitetskonstant och experimentella och
berdknade data kan jaimforas.

3.5.1 Material

For att genomfora matningarna anvéndes en spektrofotometer. Den bestod av en
bredspektrumlampa som ljuskélla varefter en vaglingd valdes med hjilp av en
monokromator. Ljus skickades via optisk fiber till en sluten kammare dir det fanns
mdjlighet att fasta kyvetten for att garantera provets position. Efter att ljuset passerat
gittret skickades det till en CCD-detektor varefter dess strom méttes (méatinstrument:
Keithley 238). Figur 14 visar hur uppstéllningen sag ut.
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Figur 14: Till hoger om monokromatorn (utanfor bild) fanns en bredspektrumlampa som genererade

ljus. Monokromatorn anvinde ett gitter for att vilja ut en specifik vdaglingd och gav hog noggrannhet

pd det utgdende ljuset. Ljussensorn bestod av en CCD-sensor som skickade en strom till Keithley 238
som hade formagan att mdta vdldigt smd mdngder strom.

Figur 14 ger en dversiktsbild 6ver de olika komponenter som utgjorde
métutrustningen. Den slutna kammaren som syns i figur 15 har ett lock eftersom
métningarna maste utforas i morker.

Figur 15: Den slutna kammaren garanterade att provet alltid var vinkelrdtt mot det infallande ljuset.

Reglagen i kammaren gjorde det ldtt att justera provet sa att stralen traffade provet.
Att provet fastes i kammaren garanterade dven att provet befann sig pa samma stélle. I
figur 15 syns dven hur kyvetten ar placerad, ndmligen liggandes med 6ppningen mot
Oppningen av kammaren. Figur 16 visar hur kyvetten dr monterad:
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Figur 16: Kyvetten monterad pd hdllaren. Det luddiga material som ticker storre delen av kyvetten gor
att ljuset enbart trifffar den aktiva ytan (gittret). Materialet valdes pd grund av dess goda formdga att
absorbera ljus.

Kyvetten bestir av hogkvalitativ kvarts vilket ger en transmission pa over 80% for
intervallen 200 nm till 2500 nm (Hellma 2012). Den 4r 1 mm djup med volymen 350
I']. Framfor kyvetten finns ett optiskt inert material som garanterar att endast gittret
traffas av ljuset.

For styrning av monokromatorn samt inlésning av data anvéndes det LabVIEW-
program som fanns tillgidngligt i laboratoriet.

3.5.2 Tillvigagdnsstt
Infor varje provtagning rengjordes alla prover i UV-o0zon i 5 minuter pa varje sida.
Darefter skoljdes proverna med destillerat vatten samt torkades med torr trycklutft.
300 ! 1 destillerat vatten pipetterades i kyvetten. En referensmitning utfors infor varje
provtagning. Dér placerades provet i kyvetten sé enbart gittret var blottat och
resterande yta ticktes av det optiskt inerta materialet. Nar métningen fran 400 nm till
1100 nm var genomford sparades resultatet i en textfil, provet tog ur kyvetten och
proceduren upprepades for nista prov. Detta tillvigagénssétt upprepades for alla
proverna.

Samma tillvigagangssétt anvéndes for alla dielektrikum.

3.6  Biomitningar
3.6.1 Material

Maitningarna genomfordes med hjilp av en spektrofotometer modell Lambda 25
tillverkad av Perkin Elmer. Lambda 25 valdes framfor Keithley 238 pa grund av
mithastigheten eftersom inbindningen &r en véldigt snabb process. Enbart provet
400P600 anvéndes for biomdtningar da detta ansags vara bist limpat for denna typ av
forsok enligt de kriterier som var uppsatta. Alla forsok genomfordes i Phosphate
Bufferd Salt (PBS) som tillverkades genom att 16sa upp 1 st. PBS-tablett i 1000 ml
destillerat vatten. De tva proteiner som anvindes i1 biométningarna var Biotin labeled
Bovine Serum Album (B-BSA) samt fluidMAG Streptavidin dér bdda proteinerna
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blandades till en 16sning med koncentrationen 1 mg/ml i PBS. fluidMAG Streptavidin
ar en produkt fran Chemicell dar en magnetisk partikel i storleken 100 till 200 nm
omges av en matris bestdende av Streptavidin. Alla forsok utfordes i samma kyvetter
som anvindes i de grundldggande métningarna.

3.6.2 Tillvigagdnssitt
Infor métningarna rengjordes 400P600 med UV-ozon i 15 minuter pd vardera sida
varefter provet tvittades med destillerat vatten och torkades med torr tryckluft. I
kyvetten tillsattes 300 ! 1 PBS och en referensmitning utférdes inom intervallet 400
nm till 1100 nm. Efter referensmétningen tillsattes prov 400P600 i kyvetten och
transmissionen uppmattes. Provet togs ut och lades i destillerat vatten medan 10 ! 1 B-
BSA-16sning pippeterades i kyvetten. For att méta inbindningen av B-BSA pé provet
genomfordes 15 spektrofotometriska métningar efter varandra inom intervallet 750
nm till 850 nm. Efter kinetikmétningen lades provet i destillerat vatten. Kyvetten
rengjordes och pippeterades darefter med 300 ! 1 PBS. Provet lades i kyvetten och en
métning fran 400 nm till 1100 nm genomfordes. Darefter togs provet ut, lades i blot
medan 10 ! 1 Streptavidin adderades till kyvetten. Aven denna gang utfordes en
kinetikmétning genom att upprepa métningen inom intervallet mellan 750 nm till 850
nm 15 ganger. Detta for att se inbindningen mellan B-BSA oh fluidMAG. Provet
lades 1 blot, kyvetten skoljdes och pippeterades med 300 ! 1 PBS varpa den sista
méitningen utférdes inom intervallet 400 nm till 1100 nm. Mellan provtagningarna
forvarades provet i 1% Sodium Dodecyl Sulfat (SDS).

Eftersom inbindningen mellan guldytan och proteinet var stark testades ett antal
olika tvéttar for att rengdra ytan:

TL1-tvatt 1 85°C under 1,2,5,10,15 min.
1% SDS-tvitt dver natt

2mg/1 SDS-tvitt i 37°C under 40 min.
2mg/1 SDS-tvitt i 60°C under 2h.
2mg/1 SDS-tvitt 1 90°C under 30 min.

KK K K K

Tyvérr var bindningen sa stark att rengdringen inte lyckades vilket var ett véntat.
Detta innebar att inbindningen enbart kunde métas en géng.
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4  Resultat och diskussion

4.1 Verifierande métningar

For de verifierande mitningarna erhdlls resultat for prov 400P600 enligt figur 17:
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8,00 A
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Transmission [%]

6,00
4,00

2,00 A
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601 700 799 898 997 1096

Vaglingd [nm]

Figur 17: Transmissionsspektrum for prov 400P600 fran 600 till 1100 nm.

Resultatet visas inom intervallet 600 nm till 1100 nm eftersom de teoretiska
berdkningar som genomforts &r tillforlitligast inom detta intervall. Tva tydliga toppar i
figur 17 finns vid 800 nm, 1000 nm samt ett minima vid 900 mm vilka forklaras av
EOT samt Woods anomalier. De berdkningar som genomforts med ekvation 14 gav
att !y for! p o intrdffar vid 819 nm vilket dr en god 6verenstimmelse med
experimentella data. Ay;,,4 skall enligt brikningar med ekvation 15 intriffa vid 900
nm ndr ng;o, = 1,5 vilket stimmer med de uppmiitta resultaten.

Den storsta toppen vid 1000 nm uppkommer fran EOT for ng;(, dér berdkningar
ger ett viarde av 958 nm. Skillnaden mellan teoretiska och uppmaitta virden forklaras
av att vissa optiska effekter har forsummats i de teoretiska modellerna for att
underldtta berdkning (Uxia m.fl. 2010). Denna forenkling leder till att uppmatta
viarden kommer vara rodforskjutna jaimfort med berdknade viarden (Uxia m.fl. 2010).
Anledningen till att det teoretiska resultatet for ny, o ar rodforskjutet beror pa att EOT
intraffar for nédra griansen for nar Drudemodellen slutar att ge en korrekt beskrivning
av dielektricitetskonstanten.

Viktigt att notera &r att Ay 04 OCh Agor 01 Ny, o intraffar vid ungefdr samma
vaglangd vilket ar intressant. Detta kan betyda att signalen for Az egentligen &r
storre om den inte hade intrdffat vid samma punkt som Wood’s.
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I tabell 3 visas de teoretiska och experimentella virden for Agyr och Ayy04 fOr
prov 400P600.

Tabell 3: Experimentella och teoretiska virden for Ay 04 0Ch Agor fOr prov 400P600 enligt ekvation
(14) och (15).

Experimentellt virde [nm] Teoretiskt virde [nm]
Awooa 10T N0, 900 900
Agor f0r ny, o 800 819
Agor 101 ng;p, 1000 958

Nedan visas de uppmitta resultat for ny, o jimfort med nycerorn for att visa den
rodforskjutning som uppkommer nér n okar:

18,00 1
16,00
14,00 1
12,00 1
10,00 1

8,00 1 99% Aceton

Transmission [%]

6.00 - C—\atten

4,00 A

2,00 1

O’OO T T T T T T T T T T T T T T T
601 700 799 898 997 1096

Vaglangd [nm]

Figur 18: Transmissionsspektrum for 99% aceton jamfort med vatten. En tydlig rédforskjutning
uppkommer runt 800 nm.

EOT f6r ny, intrédffar vid samma punkt som figur 18, ndmligen 800 nm och den
berdknade punkten for EOT &r 819 nm. Experimentellt intraffar EOT for nypt0n vid
817 nm medan den berdknade punkten dr 836 nm. Eftersom det teoretiska resultatet ar
rodforskjutet 1 bada fallen undersoks Adgr dér detta virde dverensstimde med det
experimentella: Adreor; = Ayppmare = 17 nm. Anmérkningsvért ar att dven Ay 04
blir rodforskjuten med 17 nm. ng;0, borde forbli oférdndrat vid byte av dielektrikum
vilket visas av att Agor fOr ng;, inte forskjuts at ngot hall. Detta leder till fragan ifall
Awooa Verkligen beror pa interaktionen mellan guldet och glaset.

For proven 140P600 och 200P600 skall utseendet av transmissionsspektrumet
paminna om det for 400P600 eftersom a &r samma. Skillnaden mellan proverna ér
hélstorleken vilken pdverkar bildforhallandet dér ett bildférhallande néra 1 ger en
valdigt skarp topp.

Tabell 4 visar att 140P600 dr det prov vars bildférhallande dr ndrmast 1 dir Agor
och Ay p0as borde befinna sig vid samma punkt som 400P600 eftersom a = 600 nm.
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Tabell 4: Bildforhdllandet for alla prover vilket dr guldlagrets tjocklek dividerat med hdlets diameter.

Prov Bildforhallande
140P600 0,71
200P600 0,5
400P600 0,25

400P1000 0,25
600P1000 0,16

Figur 19 visar transmissionsspektrumet fran 140P600:

ransmission [%]

3

2,5

1,5

C—Vatten

700 799

898 997 1096

Vaglingd [nm]

Figur 19: Transmissionsspektrum for 140P600 dir utseendet skiljer sig avsevdrt fran 400P600.

Utseendet stimmer inte med teorin eftersom Agor och Ay, 04s inte intraffar vid
samma punkt. Anledningen till denna skillnad i transmissionsspektra kan bero pa att
transmissionen for 140P600 och 200P600 var vildigt 14g pa grund av de sma
aperturerna. Det dr bland annat pa grund av detta som de verifierande méitningarna
genomfordes med Keithley 238 da denna utrustning hade mycket hogre noggrannhet.
Figur 20 visar skillnaden i signalstyrka mellan Lambda 25 och Keithley 238.
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Figur 20: Signal fran Lambda 25 jamfort med Keithley 238 for prov 400P600.

Signalstyrkan hos EOT é&r néstan tvd ganger storre hos Keithley 238 vilket visar pa
fordelen med denna métutrustning. Trots detta pdverkade formodligen signalstyrkan
resultatet vilket visar pa att gitter med smé aperturer formodligen inte dr ldmpade for
denna applikation d& de kriver vildigt noggranna instrument som ofta dr bade dyra
och kénsliga.

Ett sétt att 6ka signalstyrkan for sma aperturer 4r att etsa glaset under aperturen
eftersom proverna som anvéndes inte var etsade (Mohamadreza m.fl. 2012). Figur 21
visar féltstyrkan hos plasmonen for glas med och utan etsning:

- Conventional nano-hole n Log \E

150 225

Au [100 am)

z (nm)

75

i
15

Pyrex  TIRAM T

Nano-hole with cavity

150 225

z (nm)

Figur 21: a) Overst syns hur konventionella gitter dr byggda ddr ingen etsning av glas har genomforts.
Underst visas hur en etsning av glas ser ut. b) Overst visas fdltstyrkan da etsning saknas och under ndr
glaset har blivit etsat. (Mohamadreza m.fl. 2012).

En tydlig forstarkning av faltstyrkan resulterar i en starkare signal. Figur 21 visar
hur signalen péverkar transmissionssprektrumet dér a) visar utan etsning och b) ar
med etsning.
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For proverna 400P1000 och 600P1000 (a = 1000 nm) uppkommer Az enligt
berdkningar vid 1329 nm for ny,, vilket dr utanfor det intervall som Lambda 25 och
Keithley 238 kan mita. Detta betyder att det inte finns mojlighet att jimfora

miétresultaten fran proverna med teorin.

Under genomforandet av métningarna uppdagades ett antal praktiska problem som

Transmission intensity (%)

800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800
Wavelength (nm)

Figur 22: Sambandet mellan EOT-spektrum och ljusets
infallsvinkel. Ndr vinkeln okar erholls en rédforskjutning
samt en forminskning av intensitet. (Ebbesen m.fl. 1998)

exempelvis linjeringen av
provet. Forfarandet var att
placera provet ldngst ner i
kyvetten sd att centreringen alltid
var den samma.

Eftersom kyvetten var 1 mm
djup och provet var 0,5 mm
tjockt fanns det risk for att
provet lutade i kyvetten. Vinkeln
leder till att ljuset inte faller
vinkelrdtt mot provet. Figur 22
visar hur bade placering och
intensitet av tranmissionstoppen
paverkas av ljusets infallsvinkel.
Det kan dven leda till att provet
riskerar att fésta sig vid
kyvettens yta pa grund av
vakumkrafter som uppstér nir
provet appliceras. Detta kan
forhindra dielektrikum fran att
na gittret. Utdver att
dielektrikum inte nar gittret
riskerar provets yta att repas pa

grund av kontakten med kyvetten. Aven metoden for att sétta in och ta ut provet borde

forbéttras for att undvika att guldytan slits ut.

Den bésta losningen ér att specialbestilla kyvetter vars métt dr anpassade efter
provet. Det dr dven fordelaktigt ifall det finns mdjlighet att genom kyvetten pumpa
olika dielektrikum, detta for att minimera behovet av att fora provet in och ut ur

kyvetten.

29



4.3 Biomitningar

4.3.1 Kinetikmitningar

Det protein som anviandes som molekyldr receptor var B-BSA. Figur 23

intensitetsdndringen under inbindningen.
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Figur 23: Kinetikmdtningar av B-BSA ddr intensiteten minskar efter varje mdtning. Detta innebdr att
intensiteten minskar allt eftersom B-BSA binder till guldytan. Den storsta minskning sker i borjan da

inbindning till ytan sker snabbt.

Inbindningen kinnetecknas av en avtagande intensitet av transmissionen efter varje
mittillfalle. Transmissionsminskningen avtar med tiden da ytan blir méttad pa

proteiner vilket motsvarar en tickning av c:a 60% (Yunzhi m.fl. 2003).

Transmissionsminskningen avtar exponentiellt med tiden vilket visas av figur 24:

Albumin

6,2 -

Transmission [%]

g A lbumin

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

Tid [s]

Fignr 24: Kinetifmatning av B-BSA dir maxima visas mot tiden.
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Enligt teorin borde dven en forskjutning infinna nér brytningsindex fordndras vid
guldytan. Brytningsindexet for PBS-buffert och B-BSA ér olika eftersom npgs =
1,33 (Chien & Chen 2006) och ng_gss = 1,5 (Larsson & Liedberg 2007) men trots
denna skillnad kunde ingen forskjutning métas. Detta beror med storsta sannolikhet
pa att Lambda 25 inte har den upplésning som krévs for att visa en
vaglangdsforskjutning. En annan forklaring ar att proverna innehéller orenheter som
uppkom under produktionen som i sin tur forsdmrar kinsligheten.

For fluidMAG Streptavidin fanns tyvérr ingen data om brytningsindex tillgénglig.
Brytningsindexet for vanligt Streptavidin nar det bildar en film 6ver en yta ér 1,45.
Detta leder till att det inte &r mojligt att berdkna ett teoretiskt véarde for Azor som
sedan kan jaimforas med experimentella viarden. Figur 25 visar hur fluidMAG
Streptavidin binder till B-BSA genom att en tydlig intensitetsminskning uppkommer.

Streptavidin
0 sek
9,5 () sek
9 40 sek
=85 e 60 sek
.°\i. e 30 sek
= 8
e o100 sek
% 7,5 \ 120 sek
g 7 140 sek
§ 6,5 w160 sek
; 6 e 180 sek
200 sek
5,5 220 sek
5 240 sek
650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 260 sek
Vaglingd [nm] 280 sek

Figur 25: Inbindning av fluidMag Streptavidin. En tydlig intensitetsminskning syns.

Figur 25 visar inbindning av FluidMag Streptavidin pd samma sitt som for B-BSA
genom en tydlig minskning i intensitet. Precis som for B-BSA kan detta forlopp visas
genom att maxvardet visas mot tiden, se figur 26:
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Figur 26: Kinetikmdtning av B-BSA ddr maxima visas mot tiden.

Resultatet visar att B-BSA har bildat ett monolager vid guldytan varpa Streptavidinet
har bundit in till dem.
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6 Slutsatser

Den métmetod som utvecklades for att midta EOT vid de verifierande mitningarna
fungerade pa ett tillfredsstdllande sétt eftersom experimentella virden verensstaimde
med teoretiska for ett av proven, nimligen 400P600. For att méta EOT for ovriga
prover maste noggranheten och métintervallet utokas. Detta dr nddvéndigt eftersom
proverna 140P600 och 200P600 hade lag transmittans och EOT for proverna
400P1000 och 600P1000 infoll utanfér métintervallet i enlighet med de teoretiska
berdkningarna.

Vid de verifierande métningarna uppmittes dven forskjutning av EOT nér olika
dielektrikum anvéndes vilket visar att métprincipen for detektion fungerar samt att
mitmetoden kan mita dem. Aven vid forskjutning av EOT var det prov 400P600 som
levererade det resultat dir experimentella virden stimde bést dverens med de
teoretiska resultaten.

Under biométningarna lyckades inbindning av bade B-BSA och Streptavidin
maétas. Detta innebdr att principen med att funktionalisera ytan med olika proteiner
fungerar. Ingen forskjutning av EOT vid inbidningen kunde detekteras vilket var
véntat enligt den litteratur som studerats innan genomforande av experimentet.
Anledningen till detta &r med storsta sannolikhet att den utrustning som anvindes for
att mata kinetiken inte hade tillracklig hog lateral noggranhet.

Studien indikerar att EOT kan principiellt anvéindas som detektionsmetod vid
vattentillimpningar. Forsoken som har utforts visar att fenomenet fungerar i
laborationsmiljé med destillerat vatten och specifika kemikalier. Tyvérr ar det svart
att sidga vid detta stadium om tekniken kan anvéndas ute i filt, dvs 1 véldigt komplexa
vattenldsningar som exempelvis sjoar.
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