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Resumo

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de birrefringéncia magnética estatica, espec-
troscopia fotoacustica e microscopia eletronica de transmissao para investigar o efeito da dilu-
icdo de amostras de fluido magnético biocompativel a base de maghemita recoberta com aci-
do dimercaptosuccinico. As amostras investigadas apresentam caracteristicas semelhantes,
pérem com diferentes graus de cobertura molecular. Os dados obtidos foram analisados com-
parando, entre si, as diferentes amostras usadas e analisando as caracteristicas de cada uma
em func¢do do tempo. Parametros importantes como os estaticos: didmetro modal e sua disper-
sdo e os dinamicos: valores médios do grau de aglomeragdo (<Q,/>) e da populacdo relativa

das espécies moleculares adsorvidas (N;/Ns), foram quantificados e discutidos.



Abstract

In this study static magnetic birefringence, photoacoustic spectroscopy and transmission
electronic microscopy were used to investigate the dilution effect of dimercaptosuccinic acid-
coated maghemite nanoparticles suspended as biocompatible magnetic fluids. The samples
investigated have similar characteristics though presenting different surface grafting coeffi-
cient. The data were analyzed comparing different diluted samples and the time evolution of
their properties. Important parameters were determined and discussed, among them static:
modal diameter and diameter dispersion, and dynamic ones: average Q-cluster size val-

ue(<Qy>) and relative populations of adsorbed molecular species (N;/Ns).
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Capitulo 1

Introducao

Os fluidos magnéticos sdo materiais de grande interesse devido a sua alta aplicabilidade
tecnoldgica (Rosensweig, 1997). Dentre as possiveis aplicagdes as biologicas e biomédicas -
como carreadores de farmacos, hipertermia e agente de contrastante de Ressonancia Magnéti-
ca Nuclear (RMN) - merecem destaque (Pankhurst, et al., 2003). Para as aplicacdes nessas
areas um fluido magnético necessita, além de uma boa estabilidade, salinidade e pH seme-
lhantes ao do meio em que sera utilizado. Quando atendidas essas condicdes e apresentando
uma baixa toxicidade o fluido pode ser dito biocompativel.

Esta dissertacdo tem como objetivo estudar o comportamento de amostras de fluido
magnético biocompativel, a base de maghemita recoberta com acido dimercaptosucinico,
quando diluidas. A partir da diluicdo serdo observadas as mudangas ocorridas nas amostras
em funcdo da concentragdo e do tempo, apds a dilui¢do. Sendo, nessa observagao, utilizados
parametros relacionados: a agregacdo e a adsor¢do de espécimes moleculares a superficie da
nanoparticulas — que nos permitem de avaliar propriedades importantes para a estabilidade do
fluido e para sua aplicabilidade.

Esse acompanhamento sera feito com amostras de caracteristicas semelhantes, por meio
das técnicas de Birrefringéncia Magnética Estatica e Espectroscopia Fotoacustica, tendo como
suporte a Microscopia Eletronica de Transmissao.

O presente trabalho estd organizado da seguinte forma: no Capitulo 2 sdo descritas as
principais caracteristicas dos fluidos magnéticos, fatores criticos para estabilidade, métodos
de produgdo, e como o foco deste trabalho € o estudo de fluidos magnéticos biocompativeis
um enfoque especial ¢ dado as aplicagdes biologicas e biomédicas; no Capitulo 3 é feita uma
breve introducdo acerca das técnicas utilizadas, neste trabalho, o procedimento utilizado na
obtencdo dos dados e os modelos usadas para sua andlise e interpretagdo; no Capitulo 4 sdo
expostas as caracteristicas basicas das amostras utilizadas bem como descrita a metodologia
utilizada na diluicdo e na anélise das micrografias, resultados que sdo pré-requisitos para uma

analise acurada das demais técnicas; no Capitulo 5 sdo discutidos e analisados os dados de
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Birrefringéncia Magnética Estatica e também os dados obtidos por meio da Espectroscopia
Fotoacustica; no Capitulo 6 sdo apresentadas as conclusdes e perspectivas.

Como anexo, estdo dispostos ao final da dissertacdo, os trabalhos publicados e relacio-
nados ao assunto discutido nesta dissertagdo, bem como os artigos submetidos a publicacio e

que contém os dados aqui analisados.



Capitulo 2

Fluidos Magnéticos

Os fluidos magnéticos, também conhecidos como ferrofluidos ou coldides magnéticos,
apresentam-se como uma suspensdo coloidal ultra-estavel onde particulas magnéticas, da or-
dem de poucos nandmetros (~10nm), estdo dispersas em um liquido carreador, que pode ter
natureza polar ou apolar. Tais propriedades garantem a esses coloides propriedades tais como

a viscosidade e a maleabilidade dos liquidos e a resposta a campos magnéticos dos solidos.

2.1 Historico.

Os primeiros registros dos fluidos magnéticos (FMs) datam do inicio da década de 1930
quando Bitter (Bitter, 1932) produziu uma suspensdo coloidal de particulas de magnetita
(Fe30,) com diametro em torno de 1 um. No final da década de 30 Elmore (Elmore, 1938)
conseguiu produzir um FM com particulas com didmetro da ordem de 20 nm; contudo, ainda
seria necessario diminui-lo para conseguir um coldide ultra-estavel. Somente na de década de
1960 Papell (Papell, 1965) produziu o primeiro fluido ultra-estdvel com o objetivo de contro-
lar o fluxo de combustiveis de foguetes espaciais na auséncia de gravidade, sendo que no final
da mesma década Rosensweig (Rosensweig, 1969) conseguiu produzir, através do conhecido
processo de moagem de po magnético, fluidos com carreadores quimicos como querosene €
ésteres. Ja em 1973, Kalafalla e Reimers (Kalafalla, et al., 1973) introduziram a produgao de
FMs por meio de sintese quimica de nanoparticulas magnéticas surfactadas, e em 1982 Mas-
sart (Massart, 1982) desenvolveu a coprecipitagdo em meios i0nicos, método amplamente
utilizado até hoje devido ao seu baixo custo, curto tempo de preparacdo e permitindo um mai-
or controle sobre a dispersdo dos didmetros em comparagdo com o método de moagem am-

plamente utilizado até entdo.



2.2 Tipos de Fluidos Magnéticos.

O FM ¢ formado por particulas magnéticas suspensas em um liquido carreador e como
decorréncia natural elas interagem umas com as outras. Tal interagdo levaria a floculagdo,
formagdo de aglomerados de particulas, e a conseqiiente precipitacdo do fluido como um todo.
Contudo, num FM estavel isso ndo ocorre devido a inser¢do de mecanismos de repulsdo capa-
zes de contrabalangar as forgas atrativas (magnéticas e de Van der Waals). Dentre esses me-
canismos de repulsdo estdo a adsor¢do de moléculas na superficie da nanoparticula, repulsdo
estérica, e o acimulo de cargas na superficie da mesma, repulsdo eletrostatica. De acordo com
o agente repulsivo os fluidos podem ser classificados em i06nicos e surfactados ou ainda 16ni-

co-surfactado ou hibrido.

2.2.1 Fluidos magnéticos i6nicos

Nos fluidos i6nicos a estabilidade coloidal necesséria é dada pela forca eletrostatica. O
ntcleo magnético é envolto por uma densidade superficial de carga. Em um fluido em meio
basico os grupamentos hidroxila (OH °) s@o adsorvidos nas superficies tornando-as carregadas
negativamente. De maneira semelhante, em meio 4cido, os grupamentos hidrénio (H3O ) se
associam as particulas tornando-as carregadas positivamente. Obviamente, necessita-se da
presenga de um liquido carreador polar para que ocorra a devida dispersdo desses macroions,

como mostrado na Figura 2.1.

Figura 2.1: Diagrama de fluido idnico, onde as setas indicam o vetor momento magnético das particulas e os
sinais, a densidade de carga.
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2.2.2 Fluidos magnéticos surfactados
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Figura 2.2: Diagrama de fluido surfactado, onde as setas indicam o vetor momento magnético das particulas
e ¢ adsorvida uma camada molecular a sua superficie para atingir a estabilidade.

Neste caso, ao invés de se adsorver ions a superficie da nanoparticula, sdo adsorvidas
moléculas, que acabam por criar uma camada estabilizante, dita surfactante, que impedira
estericamente o contato fisico entre os nucleos magnéticos mantendo a estabilidade coloidal
(Figura 2.2). Moléculas com essa capacidade de formar cobertura estérica necessitam ter ex-
tremidades polares e apolares, ou seja, possuirem uma termina¢ao polar - hidroxila ou carbo-
xila por exemplo, a qual se ligara fortemente a superficie da particula, ¢ uma terminagdo apo-
lar — geralmente um hidrocarboneto - que ficard voltada para o liquido carreador. Em decor-
réncia dessa terminag@o apolar € necessario um carreador de mesma natureza, o que possibili-

ta a aplica¢do dos FMs em sistemas que necessitem de compostos dessa natureza.



2.2.3 Fluidos magnéticos hibridos ou ionico-surfactado

Se durante o processo de sintese do fluido magnético for acrescentado excesso de cobertura
molecular isso poderd acarretar a formacdo de uma dupla camada de surfactante. Assim, a
segunda extremidade polar ficara voltada para o liquido carreador, o que leva a um actimulo
de carga, que permite a dispersdo em um solvente polar (Figura 2.3). Dessa maneira, o fluido
apresentara dois mecanismos de repulsdo diferentes, o estérico, devidos as moléculas, e o ele-
trostatico, devido a densidade superficial de carga. As caracteristicas da carga apresentada
dependerd, assim como no fluido i6nico, do pH do meio e da natureza do grupo polar voltado

para o liquido carreador.
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Figura 2.3: Diagrama de fluido hibrido, Diagrama de fluido surfactado, onde as setas indicam o vetor mo-
mento magnético das particulas e é adsorvida uma bicamada molecular a sua superficie para atingir a esta-
bilidade, que é conseguida via repulsio estérica e eletrostatica.

Devido a maior estabilidade desses fluidos, gragas a maior repulsdo e afinidade com
meios polares, eles podem desempenhar um papel importante na nanobiotecnologia. Se con-
seguirmos conciliar a estabilidade com uma baixa, ou nula, toxicidade, em uma solugéo fisio-
logica (pH 7 e salinidade 0.9%) poderemos ter um fluido dito biocompativel.

Esses fluidos com capacidade para aplicagdes in vivo e in vitro serdo o alvo do trabalho
desenvolvido nesta dissertacdo. Serdo considerados neste trabalho os fluidos magnéticos bio-
compativeis (FMB) de maghemita (y — Fe,053) recoberta com DMSA - Dimercaptosuccinic

acid — (Figura 2.4) em solucdo fisioldgica.
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Figura 2.4: Férmula estrutural do DMSA

2.3 Sintese dos fluidos magnéticos

Existem muitos métodos de producdo de coldides magnéticos; redugdo de tamanho,
coprecipitagdo, microemulsdo, aerosol, entre outros. Neste trabalho serd dada énfase aos dois
primeiros devido a importancia histdrica do primeiro e por ser o segundo o método utilizado

na produ¢do das amostras utilizadas neste trabalho.

2.3.1 Reducio do tamanho

Desenvolvido por Pappel (Papell, 1965) o método de reducdo de tamanho consiste na
moagem de particulas magnéticas micrométricas. Particulas magnéticas da ordem de alguns
microns sdo postas para moer em contato com o solvente e o surfactante por longos periodos
de tempo (~1000h), até que se consiga obter particulas com didmetros da ordem de dezenas
de nandmetros. Apds a etapa de moagem as particulas sdo centrifugadas (~ 20000 g), o que

permite obter particulas com didmetros da ordem de 10 nm (Rosensweig, 1997) — Figura 2.5.

| Mspersanie
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Moagzem

Centritugacd

Coléde magnetico

(~10 nm)

Figura 2.5: Sintese por reducio de tamanho.



Esse método, pioneiro em sintese de particulas nanométricas, apesar de produzir flui-
dos surfactados, exige muito tempo na produgao, elevando seu custo devido ao grande volume

de solvente e surfactante utilizado, sendo, portanto, pouco utilizado atualmente.

2.3.2 Coprecipitacao

caA copreciptagio quimica, sintese utilizada e +Fe NH,OH

nas amostras aqui estudadas, consiste em acrescentar
uma solucdo concentrada de hidroxido de amonia
(NH,OH) em uma solucdo aquosa de um sal de Fe chntecinitads

e um sal de Fe’ ", ou outro metal divalente (Co, Ni,

Zn, Cd, Mn) para producdo de ferritas diferente da

aqui utilizada. Entdo, o precipitado € isolado por Centrifusacio ou

. . ~ - " precipitagio magnética

meio de centrifugacdo ou decantagdo magnética,

sendo posteriormente lavado em 4dgua e em solugdo <

de 4cido nitrico (HNO3) para obtencdo de particulas :
AVAECIT €M 2gua

menores e descarte de residuos de etapas anteriores e HNO,
(Figura 2.6).

Apo6s a lavagem com HNQO; completa-se o . | Ee(NO.}
agnetna b 373

processo de obten¢do da maghemita a partir da oxi- PR

dacdo da magnetita entdo obtida. A solucdo, depois

de novamente centrifugada, é colocada para aquecer
Maghemita

a 90°C, juntamente com nitrato férrico (Fe(NOs)s),
por 30 minutos, separada novamente e entdo pepti-
zada em agua, para fluidos i6nicos, ou dispersa no e
surfactante, no caso em questdio DMSA, sendo em e :':l.t-]u:.u- l::;-'lﬁ'-l-:::u-kljl
seguida regulado o pH e a salinidade adequados

(Massart, 1995).

Fludo wmico Fluido hibrido

Figura 2.6: Sintese por copreciptacio.



2.4 Estabilidade Coloidal

Como ja foi visto, os FMs consistem de suspensdes coloidais estaveis de particulas
magnéticas em um liquido carreador. Contudo, para atingir a estabilidade coloidal, proprieda-
de fundamental desses fluidos, é necessario que as interagdes atrativas e repulsivas se equili-
brem, num jogo de for¢as onde se destacam as interacdes magnética, gravitacional, estérica,

de Van der Walls e o movimento browniano.

2.4.1 Forg¢a gravitacional e movimento browniano

Para que ndo ocorra a precipitacdo das particulas do fluido devido a acdo da forga gravi-
tacional ¢ necessario que o tamanho dessas seja tdo pequeno que o movimento browniano
permita sua dispersdo no liquido carreador. Assumindo que as particulas sejam esféricas de
diametro D, para elas ficarem dispersas em um liquido de viscosidade n o didmetro médio ¢

dado por (Shiliomis, 1974)
7 T]ZkBT
D< |5 iy @D

onde kg € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, p; a densidade da particula, g
a aceleracdo gravitacional e Ap a diferenca das densidades da particula ¢ do fluido Ap =
(ps — p1). Dessa forma, podemos estimar um didmetro maximo de particula permitido para a
estabilidade de um fluido magnético tipico de maghemita, n =1cp,p; =1g/cm’ ps =
5,49 g/cm?, submetido a temperatura ambiente e a uma aceleragdo gravitacional de 9,8 m/s?

como sendo de D, = 2,15 um.



2.4.2 Interacio magnética

Figura 2.7: Interacdo entre dipolos separados a uma distancia 7.

A energia magnética de duas particulas separadas por uma distancia 7, como disposto
na Figura 2.7, pode ser descrita pela interacdo de dois dipolos magnéticos pontuais

(Rosensweig, 1997)

_ 1 [(mp2)  3(D)({E21)
Emag T ampug [ 3 rSs ] (2.2)

onde u = pugM;V, com M sendo a magnetiza¢do de saturagdo e V' o volume da particula. Por
conseguinte, a maior energia entre duas particulas serd dada quando essas estiverem alinha-

das, ou seja, iy. iy = u? e (up.7) (. 7) = u?r?. Assim a energia maxima ¢ dada por:

Emix = — [ﬂ] 2.3)

4mtug L 73

2.4.3 Interacao estérica

A repulsdo estérica, presente em fluidos surfactados, ¢ devida a adsor¢do de moléculas
na superficie das particulas de maneira a permitir uma separagdo entre as mesmas por meio do
contato fisico das moléculas superficiais. Esse mecanismo € um dos mais eficientes e utiliza-
dos na estabilizacdo dos FMs, sendo a energia repulsiva entre duas particulas esféricas e idén-

ticas dada por
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KBT
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onde ¢ € a concentracdo de moléculas adsorvidas na superficie, dito grafting, | = —> com s

Y , . , 28 .
sendo a distancia entre as superficies das particulas, t = > ¢ § a espessura da camada molé-

cular (Rosensweig, 1997).

2.4.4 Interacio de dipolos oscilantes (van der Waals)

Essa for¢a, de natureza atrativa, que ocorre mesmo em particulas neutras e apolares de-
vido & interacdio de dipolos oscilante. E uma interagdo em nivel quantico onde as flutuagdes
dos elétrons orbitais, devido a perturbacdes das nuvens eletronicas e dos movimentos vibra-
cionais das moléculas, acabam por gerar o aparecimento de um dipolo instantdneo. A energia

associada a interacdo de van der Walls entre duas particulas idénticas é

A[ 2 2 12+4l]

o lzva T iz T M g2 25)

Eyw = —

onde 4 ¢ a constante de Hamaker, da ordem de 107° N.m para o ferro, magnetita e maghe-

mita em hidrocarbonetos (Rosensweig, 1997).

2.5 Propriedades magnéticas
2.5.1 Monodominio magnético

Dominios magnéticos sdo regides de um solido onde os momentos magnéticos dos ato-
mos sdo orientados em uma direcdo fixa. Se todos os momentos magnéticos de um material
fossem orientados em uma mesma direcdo seria necessaria uma energia magnetostatica consi-
derdvel para manter sua organizacdo; desta forma esses materiais tendem a se organizar em

dominios com diferentes dire¢des de alinhamento de maneira a minimizar a energia do siste-
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ma. Essas divisdes sdo feitas por meio de paredes de dominio, que sdo regides de transi¢do na

dire¢do dos momentos de dois dominios adjacentes (Rosensweig, 1997).

Se uma particula magnética ¢ suficientemente pequena pode ndo haver um volume sufi-

ciente capaz de suportar uma parede (~100 d&tomos) ou ser necessaria uma energia elevada

para a construcdo da divisdo em dominios, o que ndo compensaria a redu¢do de energia decor-

rente desse processo. Devido a essa inviabilidade da constru¢do de multidominios todos os

momentos magnéticos dessas particulas estio em uma unica dire¢do, possuindo entdo um

monodominio magnético (McCurrie, 1994).

2.5.2 Tipos de ordenamento magnético

Existem varias formas de ordenamento magnético nos solidos. As diferencas de organi-

zagOes sdo devidas a orientagdo e magnitude dos spins em um mesmo dominio e sdo classifi-

cadas em: ferromagnético, antiferromagnético, ferrimagnético, paramagnético, diamagnético.

Tabela 2.1: Ordenamentos magnéticos.

Ordenamento

Alinhamento dos spins

Descri¢do

Ferromagnético

T rIeee

Spins de mesma magnitude e
alinhados paralelamente em
um mesmo dominio. Mo-
mento magnético total ndo-
nulo.

Antiferromagnético

TNTTITITITLT

Spins de mesma magnitude
que se alinham antiparalela-
mente. Momento magnético
total nulo.

Ferrimagnético

TUTUTUTLTITITLT

Spins de magnitude distinta
alinhados antiparalelamente.
Momento magnético total
nao-nulo.

Paramagnético

Aleatoria

Orientacdo randomica de
spins que tendem a se ali-
nhar paralelamente a um
campo externo aplicado.

Outros ordenamentos possiveis sdo o diamagnetismo e o superparamagnético. O dia-

magnetismo ¢ o comportamento magnético de d&tomos ou moléculas que ndo apresentam um

momento magnético total. Entretanto, quando submetidas a um campo magnético os elétrons
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destes materiais tendem a criar uma corrente em torno do 4&tomo de maneira a se opor ao cam-
po aplicado (Jackson, 1998), sendo, portanto, considerado o mais fraco dos ordenamentos. O
conceito de superparamagnetismo, presente nos coldides magnéticos, foi introduzido por Be-
an (Bean, 1955). E o comportamento apresentado por particulas nanométricas que apresentam
monodominio magnético. O comportamento dessas particulas é semelhante ao paramagnético
s6 que com um momento magnético muito maior (1000 vezes), dai o nome dado.

Para descrever o comportamento magnético de um fluido contendo particulas magnéti-
cas nanométricas em suspensdo dois mecanismos de relaxacdo sdo fundamentais: a rotagdo
Browniana e a relaxacdo de Néel (Bacri, et al., 1986). Processos esses que levam o fluido a
apresentar um superparamagnetismo extrinseco ou intrinseco, respectivamente.

No modelo para a rotagdo Browniana o alinhamento do momento magnético ¢ fixo na
direcdo de facil magnetizacdo; portanto, os momentos sdo alinhados pela rotacdo da particula
como um todo no liquido carreador. Dessa forma o mecanismo de desalinhamento ¢ dado pela
agitacdo térmica, caracterizando assim o superparamagnetismo extrinseco. O tempo caracte-
ristico desse tipo de relaxacgdo é dado por (Bacri, et al., 1986)

3Vn

- (2.6)

Tg =

sendo 7 a viscosidade do liquido carreador e 7 o volume da particula.

Ja no modelo de Néel o momento magnético pode ndo estar alinhado com o eixo de
facil magnetizagdo, ou seja, o momento magnético pode girar dentro da propria particula.
Neste caso, a rotagdo do momento magnético estd ligada a uma barreira de energia anisiotrd-
pica, que para um cristal uniaxial, a campo zero, ¢ igual a KV, onde K ¢ a constante de aniso-
tropia da particula. O tempo caracteristico do mecanismo de rotagdo do momento magnético ¢

dado por

KV
Ty = Tpe KT (27)

onde 7, € 0 periodo de precessdo de Larmor tipico em torno do campo de anisotropia.
Na suspensao liquida os dois mecanismos ocorrem simultaneamente, sendo o processo
dominante aquele com menor tempo caracteristico. Por outro lado, em uma “suspensdo con-

gelada” apenas a relaxag@o de Néel subsiste.
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2.6 Aplicacoes dos FMB

Intmeras sdo as aplicagdes dos FMs nas areas das engenharias e ci€éncias dos materiais,
como resfriador de alto-falantes e transformadores ou ainda como separador magnético. Mas a
area que recentemente vem despertando o maior interesse sdo as possiveis aplicacdes na bio-
medicina. Como o foco desse trabalho ¢ a caracterizagido de fluidos biocompativéis algumas

técnicas biomédicas, em uso e em desenvolvimento, serdo explicitadas nesta se¢ao.

2.6.1 Carreador de farmacos e radionuclideos

A maior desvantagem da maioria das terapias convencionais, que vao desde um simples
antiinflamatdrio até uma quimioterapia, sdo os efeitos colaterais. Eles causam desconforto e
sintomas diversos que acabam por levar o paciente a abandonar o tratamento, além de atacar
nao so células doentes como também as sadias. Devido a esses fatores o uso de estratégias de
entrega do medicamento in locu, ou seja, que o medicamento atue especificamente no sitio a
ser tratado ¢ tao desejado.

A partir da década de 1970, comecou-se a desenvolver os primeiros polimeros e FMBs
com o objetivo de direcionar medicamentos em aplicacdes in vivo. Com os avancos obtidos
desde entdo, hoje temos dois principais tipos de carreadores baseados em nanoparticulas mag-
néticas: (1) uma particula magnética recoberta com um polimero biocompativel ao qual ¢ liga-
do o farmaco ou (ii) um polimero biocompativel poroso onde ¢ ligado o fairmaco e o material
magnético ¢ precipitado ou introduzido no interior de seus poros. Ambos os carreadores po-
dem utilizar-se de um gradiente de campo magnético para aumentar a concentracio das parti-
culas, e conseqiientemente do farmaco, na regido desejada reduzindo assim os efeitos colate-
rais e aumentando a eficiéncia do medicamento.

De forma semelhante podem ser ligadas as nanoparticulas magnéticas radionuclideos,
como [ emissores, aumentando a radioatividade no local do tumor em mais 70% com relacio

ao trata mento convencional (Pankhurst, et al., 2003).
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2.6.2 Hipertermia

Procedimento terapéutico usado para aumentar a temperatura numa dada regido do al-
vo afetada por tumores, buscando-se um aumento pontual e moderado de temperatura, capaz
de promover a citolise das células carcinogénicas. Como o FM pode ser aquecido quando
submetido a um campo magnético oscilante, devido ao movimento de realinhamento do mo-
mento magnético com o campo externo, € ao mesmo tempo pode ser direcionado por um se-
gundo gradiente de campo, como no caso do carreamento de fairmacos, eles permitem um

aquecimento em uma area restrita onde se localiza, por exemplo, o tumor (Pankhurst, et al.,

2003).

2.6.3 Agente de contraste em RMN

Os agentes de contraste utilizados na Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) s@o com-
postos administrados aos pacientes com objetivo de melhorar o contraste entre o tecido nor-
mal e o doente ou para indicar o status de fun¢des de orgdo e fluxo sangiiineo. Os fluidos
magnéticos vém sendo usados como agente de contraste em RMN para localizar e diagnosti-
car infartos, tumores e lesdes no cérebro e coragdo. Isso devido ao fato das nanoparticulas
tenderem a se acumular nessas regides gragas as diferentes composi¢des de tecidos e/ou pro-
cessos endociticos (Pankhurst, et al., 2003).

As propriedades contrastantes dos FMs sdo devidas as interagdes dipolares entre os nu-
cleos e sua vizinhanca e 0 momento magnético que as particulas possuem. O que na presenga

de campos magnéticos permite imagens com maior definicao.

15



Capitulo 3

Métodos e Técnicas.

Como visto no capitulo anterior, as propriedades de um fluido magnético dependem de
um delicado equilibrio de forcas e uma simples mudanga em um parametro, que poderia se
imaginar desprezivel, pode vir a alterar toda a estabilidade coloidal do sistema. Com intuito
de verificar essas alteracdes de forma concisa utilizamos, neste trabalho, trés técnicas de ca-

racterizagao fisica capazes de fornecer informacdes complementares entre si.

3.1 Birrefringéncia Magnética Estatica (BME)

Fluidos magnéticos homogéneos sdo, via de regra, isotropicos com relagdo a transmis-
sdo de luz devido a disposi¢do aleatoria das particulas que o compdem. Isto significa que
quando um feixe de luz atravessa a amostra nenhuma dire¢do de propagagdo preferencial é
apresentada. Entretanto, se submetermos esse fluido a um campo magnético ele perdera seu
carater aleatorio de disposi¢do das particulas, dando origem a dois eixos Opticos - um paralelo
e outro perpendicular ao campo aplicado — ao longo dos quais a luz se propaga com velocida-
des diferentes. Esse fenomeno ¢ chamado birrefringéncia magneto-Optica e sera tratado bre-

vemente nesta seg¢ao.

3.1.1 Birrefringéncia éptica

Apesar de a maioria dos materiais que utilizamos rotineiramente ser opticamente isotro-
picos, indice de refragdo que independe da dire¢do de propagacdo e do estado de polarizagdo
da luz, ha muitos sdlidos cristalinos que sdo opticamente anisotropicos — como a calcita, a
turmalina e o quartzo . Este cardter anisotropico faz com que tais cristais apresentem diregdes
cristalinas com indices de refracdo diferentes - sendo assim, chamados de birrefringentes. As
primeiras observacdes de materiais birrefringentes datam de meados do século XVII. Elas
descrevem que ao ser colocado um cristal de calcita (CaCO3) polido sobre uma imagem apa-

receram duas imagens (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Na figura (b) observa-se a imagem dupla enquanto na (a) e (c) e possivel observar, com a ajuda
de um polarizador, o feixe ordinario e o extraordinario, respectivamente (Olympus®).

Conforme a Figura 3.1 foi observado que os feixes possuiam planos de vibracdo da luz
polarizada perpendiculares entre si. Um dos feixes obedecia a lei de Snell, como um feixe
comum passando de um meio isotropico para outro, sendo chamado de raio ordinario O. En-
quanto o outro nio a obedecia, sendo chamado raio extraordinario E, e nem mesmo se encon-
trava no mesmo plano de incidéncia.

Essa diferenca de comportamento dos dois feixes pode ser explicada, classicamente, pe-
la interacdo da luz incidente com os elétrons do material. Os elétrons tendem a oscilar de a-
cordo com o campo elétrico da luz E. Ao mesmo tempo sofrem a a¢do de forcas eletrostaticas
de natureza restauradora, devido a instabilidade gerada pelo deslocamento de sua posi¢do de
equilibrio. Como resultado dessa oscilacdo for¢ada em torno da posi¢ao de equilibrio os elé-
trons tornam-se fontes secunddrias, que retransmitem a onda eletromagnética com a freqiién-
cia das oscilagdes forcadas. O que acontece nos materiais birrefringentes ¢ que essas forcgas
restauradoras sdo diferentes nos dois eixos Opticos de maneira que a resposta ao campo elétri-
co ¢ diferente. Assim, quanto maior a agilidade dessa restauragdo maior a velocidade de pro-
pagac¢do da luz e conseqiientemente menor o indice de refracio.

Como esses cristais apresentam uma organizagdo cristalina diferente na dire¢do dos ei-

xo0s Opticos temos assim indices de refracdo diferentes e uma birrefringéncia associada.

M =n,—n, (3.1

Onde n, e n, sdo o indice de refra¢do do eixo extraordinario e extraordinario, respecti-

vamente.
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3.1.2 Origem e modelos de BME

Gragas ao critério aleatério da disposicdo das particulas, devido ao movimento Browni-
ano, os fluidos magnéticos ndo possuem diferenca na velocidade de propagacio nos ao longo

dos diferentes eixos dpticos, sendo, portanto, isotrdpicos. Entretanto, quando esse mesmo

fluido ¢ colocado em presenga de um campo magnético externo, H, esta simetria ¢ quebrada

(Figura 3.2).

b)

Figura 3.2: Crio-microscopia de transmissido. Na figura a) micrografia é a campo nulo, enquanto b) no cam-
po de saturacio ( Butter K et al., 2003).

Como as particulas possuem um momento magnético associado, fi, quando submetidas
a um campo magnético externo elas tendem a se alinhar a ele. Esse processo de alinhamento

acaba por gerar uma anisotropia e o surgimento da birrefringéncia magnetica estatica, An.

An=n,—n, (3.2)

Onde o eixo extraordindrio equivale ao eixo paralelo (n) ao campo aplicado enquanto o
eixo ordinario é perpendicular (n,) a aquele. Sendo a birrefringéncia proporcional ao campo
aplicado.

Em uma primeira aproximagao, a birrefringéncia dptica € devida a anti-simétria do ten-
sor susceptibilidade elétrica do meio com relagdo ao campo elétrico da luz incidente (Bacri

J.C. et al., 1996). Ou seja, depende de como se dara a interagdo entre o campo elétrico inci-
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dente com a amostra submetida ao campo magnético — a polarizabilidade elétrica. A origem
da anti-simétria do tensor susceptibilidade elétrica estd relacionada ao fato de as particulas
ndo serem perfeitamente esféricas e a anisotropia dOptica inerente ao material magnético de
que o nucleo ¢ formado, sendo esta na maioria das vezes desprezivel. Assim, assumindo que a

fracdo volumétrica ¢ = %N [D3P(D)dD < 1, com P(D) a ser definida na se¢do 3.3.3, e que

D « A (comprimento de onda da luz incidente), podemos redefinir a expressdo da birrefrin-

géncia como:

o -x8H

An = i

3.3)

Onde ¢; ¢ a permissividade do meio, )(ffl e x% sdo, respectivamente, a susceptibilidade
elétrica relativa por unidade de volume na dire¢@o paralela e perpendicular ao campo e ¢ ¢ a
fracdo volumétrica.

Como ja mencionado, existe distribuicdo aleatoria das particulas, e seus respectivos
momentos magnéticos, na auséncia de campo. Mas ao se aplicar um campo magnético externo
(17 ) as particulas tendem a se alinhar, de maneira tal que a uma determinada intensidade de

campo praticamente todas as particulas, com seu momento de dipolo magnético [i, estardo

. pcd . . A . . o 4 . ~
alinhadas com H. A birrefringéncia atingird assim seu valor de saturacéo:

¢(X€l_xel)
Ang = ¢pdny = % (3.9

Sendo dn, ¢ a birrefringéncia caracteristica de uma particula na suspensao.

Dessa forma, levando-se em conta a estatistica das possiveis orientagdes do momento de
dipolo magnético devido ao movimento browniano e o acréscimo da intensidade do campo
magnético, perpendicular a luz incidente, tem-se a expressao para a birrefringéncia dada pela

funcdo de Langevin de segunda ordem (Bacri J.C. et al., 1996):
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An(H) = AngL,(x) = Ang (1 — %cothx + ;—2) (3.5)

H \ . re:
sendo x = :—T, onde o termo do numerador corresponde a energia magnética e o do de-
B

nominador, a energia térmica devido ao movimento randémico. O momento de dipolo magné-

tico, em fun¢do do didmetro D e da magnetizacdo de saturacdo M, é dado por:

D3 M
p=——" (3.6)

Da equagdo 3.5 temos que para baixos campos a dependéncia com o campo magnético
seria quadratica:

An = Ang (ﬁ) 3.7)

No entanto, em alguns casos essa situacdo limite ndo ¢ verificada (Skeff Neto K. et al.,
2001; Bakuzis A. F. et al., 2001), mostranto-se, portanto, ineficiente a baixos campos. Com o
objetivo de corrigir essa deficiéncia Xu e Ridler (Xu M. and Ridler P. J., 1997) propuseram
algumas modificacdes que mais tarde foram complementadas por Skeff et al (Skeff Neto K. et
al., 2001).

O sinal da birrefringéncia seria, assim, um somatério da contribuicdo de particulas iso-
ladas e agregados, principalmente, devido a interagdo entre as particulas. A maior parte da
contribui¢do para a anisotropia Optica apresentada pelos fluidos magnéticos quando submeti-
dos a campos magnéticos teria sua origem nos agregados. De modo que coexistiriam particu-
las isoladas — mondmeros - e agregados com diferentes niimeros de particulas, Q-mero (Q =
1,2, 3,4, ...), gerando um somatorio de contribuigdes para o sinal total (Xu M. and Ridler P.

1., 1997).

Onde €, € a fragdo volumétrica de Q-mero no volume total de particulas do FM tal que

20 Co = 1, e Angy € a contribuigdo a birrefringéncia do Q-mero.
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Com o objetivo de reduzir as discrepancias a baixas e altas intensidades de H, foi inclu-
ido ao modelo a dependéncia da susceptibilidade magnética rotacional associada as estruturas
das cadeias formadas (Skeff Neto K. et al., 2001). O acréscimo deste termo que inclui a de-
pendéncia da permeabilidade magnética com o campo magnético permitiu uma melhor com-

preensdo dos dados experimentais (Figura 3.3).

T 763x10" em” [ZFT)
A 254x107 em” (ZFT)

[}

AnfAn
=

o

g L Hé.;;lluulf-
i
0

0ot

2000 4000 GO0
H (gauss)

Figura 3.3: Sinal de birrefringéncia normalizado para duas amostras de NiFe,O4 com concentracdes diferen-
tes (2.54x10° e 7.63x10'¢ part/cm~3). O grafico inserido representa o sinal de BME em funcio de H? a
baixos campos (Skeff Neto K. et al., 2001).

De acordo com a proposta de Skeff Neto ez al. (Skeff Neto K. et al., 2001), a magneti-

zacdo associada ao Q-mero €, entdo, dada por:

My = [1+4 BCoPy(H)|M (3.9)

Sendo f uma constante de ajuste € Py(H) uma fungio do tipo log-normal, H ¢ um cam-
po modal e gy um desvio padrdo associado a cadeia Q. O modelo pode ser assim descrito em

funcdo do didmetro, D,,, e campo modais e suas respectivas dispersoes:

An(H; Dy, 0,H,04) = Ang [[Xq CoAny(H,D)|D3P(D)dD (3.10)

Com
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3 3
Any(H,D) = [1 — gcoth(xQ) + g], (.11

Sendo:
nM¢D3H
“ornT ! se Q =1.
X = TMsD3HQ ° (3.12)
== [1+ BPpMCyPy(H)],se Q > 1.

6kgT

Em 2005 o modelo de Skeff Neto et al. (Skeff Neto K. et al., 2001) foi revisto incluindo

uma abordagem para visualizar a interagdo entre particulas (Gravina, 2005).

L0 |

X(8)]

H (kQe)

Figura 3.4: Sinal de birrefringéncia normalizado de um FM a base de maguemita recoberta com DMSA e al-
gumas concentracdes (1:1, 1:3 e 1:10). O grafico inserido mostra a funcio P(Q) para as diferentes concentra-

coes (Oliveira F.M.L. et al., 2006).
Essa nova abordagem substitui a soma discreta sobre os valores de O por uma funcéo
continua (Figura 3.4). A equacdo 3.13 ¢ re-escrita como

An(H; Dy, 0,H,0) = Ang [ [ CoAng(H, D) D3P(D)P(Q)dDAQ. (3.13)

Sendo P(Q) uma fung¢ao log-normal que descreve o perfil dos aglomerados

) ~1n*(Q/Qm)
[T] (3.14)



nMsD3H _

p—- ,seQ = 1.
X0 =1 wm.piHo (3.15)
=M1 + BPMCoPy(H)|, se Qy > 1.

6kgT

Dessa forma, a partir da P(Q) € possivel identificar o nimero modal de aglomerados na
cadeia <Q> e sua dispersdo associada gy. Isto permite uma maior facilidade na avaliagdo do

tamanho dos clusters e a conseqiiente aplicabilidade do fluido.
Devido ao sucesso dessa abordagem (Gravina, 2005; Oliveira F.M.L et al., 2006) ela se-

ra a utilizada na andlise dos dados no presente trabalho.

3.1.3 Obtencao dos dados de BME

Como ja mencionado, as medidas de birrefringéncia s@o simples e o equipamento utili-

zado para as medidas também.

Gaussimetro

- Detector

SN — ‘ [y -\". . ‘
Laser [——m Chopper > -;—>|__."X:m_1_§_1r:l Bt }—I'- L

Polarizador Analisador

Amplificador
Lock in

|

Figura 3.5: Diagrama do aparato utilizado na medida de birrefringéncia magneto-éptica.

Voltimetro | -

A fonte de luz utilizada no experimento consiste em um laser de 4 = 632 nm. O feixe
de luz passa por um chooper, que em conjunto com o /ock in tem o objetivo de cortar o ruido
e amplificar o sinal. Em seguida o feixe passa por um polarizador para garantir que a luz seja
linearmente polarizada. Apos atravessar o polarizador a luz passa pelo porta-amostras, de
quartzo com espessura interna de 1 mm. Finalmente, o feixe de luz atinge o analisador- que

estd a 90° em relagdo ao polarizador- incidindo sobre um foto-detector. O sinal obtido chega
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ao amplificador lock in e sua intensidade pode entdo ser medida com um voltimetro (Figura
3.5).

Enquanto a luz e o sinal dptico percorrem o caminho acima descrito, o campo magnéti-
co ¢ aplicado. O campo é gerado por meio de um sistema de bobinas acoplado a uma fonte de
corrente continua podendo variar de 0 a 4000 Oe. A intensidade do campo externo aplicado é
medida por meio de um gaussimetro, como disposto na Figura 3.5. Assim, a intensidade lu-

minosa, /, € proporcional ao sinal da birrefringéncia (Bacri J.C. et al., 1986):

2 cosh¥" [cos? (a + B) + cos’(a — B)] @ }

_ 20 T +
= 2 Vit {@ 2senh " cos? (a + B) cos*(a — B) + cos ¥'[cos?(a — B) — cos*(a + B) ]
(3.16)

Em que E; ¢ a amplitude do campo elétrico da luz incidente; t, e t; sdo, respectivamen-

te, os coeficientes de transmissio perpendicular e paralelo ao campo; ¥ = 2meAn / 1 sendo e

a espessura da amostra; e™7 = ,/t,/t, e a e B os angulos que o polarizador e analizador fa-
zem com 0 campo, respectivamente.

Na montagem utilizada os polarizadores estdo cruzados e a0 mesmo tempo cada um esta
orientado a um angulo de @ = [ = 45° com relacdo a dire¢gdo do campo H aplicado. O feixe
de luz incide numa dire¢@o perpendicular a esse plano. Considerando essa geometria a inten-

sidade do sinal pode ser simplificada a:

"EA”) (3.17)

I = E§ t; sen? ( ~

Assim, para valores de meAn/A pequenos, o que geralmente ocorre na BME, o seno

pode ser substituido pelo seu argumento e o valor da birrefringéncia passa a ser proporcional a

VI
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3.2 Espectroscopia Fotoacustica

A Espectroscopia Fotoacustica - PAS, como toda a espectroscopia Optica, se baseia na
obtencdo de informagdes do material a ser analisado por meio da interagdo dos fétons com a
matéria. A principal diferenca da PAS para as outras espectroscopias Opticas ¢ que os dados
obtidos por ela sdo resultantes do espectro ndo-radiativo, decorrente da excitagdo do sistema
de vibragdes cristalinas, moleculares ou atomicas. Nessa secdo sera feita uma breve discussio

acerca desta técnica e sua aplicagdo ao estudo dos FMs.

3.2.1 Origem historica

Em 1880, Alexander Graham Bell trabalhava com fotofones e, acidentalmente, perce-
beu que um som audivel era emitido quando um feixe de luz solar era interrompido. Tal feixe
incidia sobre uma célula fechada que continha alguns discos finos. Ouvido o som, Bell, um
tanto quanto intrigado, comegou a estudar o fendmeno.

Ele repetiu o experimento com uma grande variedade de sélidos, liquidos e gases e aca-
bou por descobrir que o som dependia da luz incidente e que nos liquidos a intensidade do
som era muito menor que nos gases.

Mais tarde, em 1881, baseado nos experimentos de Bell, John Tyndall e Wilheln
Rontgem verificaram o mesmo para uma variedade de gases e o ratificaram. Sendo, a partir
do resultado, levantada hipdteses tedricas e desenvolvida uma célula fotoactstica, que com-
provou a principal origem do sinal observado: calor emanado da amostra para o gas
(Rosencwaig, 1975).

Depois desse surto inicial a PAS foi raramente utilizada na caracterizagdo de gases sen-
do praticamente esquecida no campo da curiosidade, voltando a ser amplamente utilizada so-
mente no final da década de 1960, quando o seu potencial na caracterizagdo de materiais foi
descoberto. Desde entdo, a fotoactstica vem se mostrando uma importante técnica na caracte-
rizagdo de sélidos e mesmo de estruturas biologicas (Rosencwaig, 1975).

Tal interesse por essa técnica se baseou, dentre outras coisas, no fato de os dados obti-
dos a partir do seu uso serem qualitativamente semelhantes aos obtidos pela espectroscopia de
absor¢do e transmissdo. Contudo, diferentemente dessas técnicas, na fotoacustica o espalha-
mento da luz incidente ndo representa um grande problema, uma vez que o interesse é pela

parcela absorvida, transformada em calor. Devido ao uso da luz refletida e transmitida aquelas
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técnicas ndo sdo tdo eficientes, sendo a sua utilizagdo inviavel para investiga¢do de uma vasta
gama de substincias organicas e inorganicas (Rosencwaig, 1975).

Como a fonte de informagao utilizada na espectroscopia fotoacustica ¢ a energia ndo ra-
diativa, liberada pela amostra, tornou-se possivel fazer medidas em compostos como conduto-
res, isolantes e metais, onde no era possivel o estudo via espectroscopia de absor¢do; permi-
tiu o estudo simplificado e rapido de sistemas bioldgicos que demandavam grande preparo e
foi possivel analisar plantas, tecidos e micro-organismos e as concentragdes relativas de seus
metabolitos com uma pequena quantidade de material

Dentre as recentes e promissoras aplicacdes estdo a sua utilizagdo na caracterizagdo de
fluidos magnéticos tanto i6nicos (Morais P.C. et al., 2002) quanto biocompativeis (Morais

P.C. etal, 2003).

3.2.2 Espectroscopia fotoacustica e geraciio do sinal fotoacustico

Na espectroscopia fotoacustica a amostra é colocada dentro de uma célula hermetica-
mente fechada contendo ar, ou algum outro gas, e que possua um microfone, que ird captar a
variagdo de pressdo. Sobre a amostra ¢ incidido um feixe de luz monocromatico, que ao pas-
sar por um chopper se torna pulsado. Ao incidir sobre a amostra parte da energia do feixe ¢
convertida em energia ndo radiativa, ou seja, sem a emissdo de fotons. Como resultado da
absor¢do da energia do feixe de luz parte da populacdo de moléculas e/ou atomos da amostra
se excitard, passando do estado fundamental para estados excitados. Como conseqiiéncia do
retorno do sistema ao estado fundamental ocorre um aumento da temperatura da amostra.
Surge, assim, um fluxo periddico de calor da amostra, que absorveu energia, para o gas em
torno desta, criando uma variagao de pressdo que € entdo detectada pelo microfone.

A primeira explicag@o para tal fendmeno, proposta por Bell, era que essa variacdo de
pressdo teria origem em ciclos de adsor¢@o das moléculas do gés desencadeada pela variagdo
da temperatura da amostra. Contudo, na década de 1970, foi observado que esta contribuicio
era minima e que o sinal fotoacustico tem por origem o fluxo periddico de calor da superficie
da amostra para o gas que esta nas suas proximidades. Esse fluxo produz flutuagdes na pres-

sdo do gas da célula e essa flutuacdo ¢ detectada pelo microfone (Rosencwaig, 1975).
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Figura 3.6: Célula fotoacustica.

Para fazermos uma breve anélise da dinamica do calor e da temperatura no interior da
célula fotoacustica faz-se necessario algumas consideracdes.

Assumindo que a célula fotoacustica tenha comprimento L, didmetro D, amostra e porta
amostra de espessura / € lj, respectivamente (Figura 3.6), e L = [, + [ + [,. Além disso, o
sistema ¢ caracterizado através dos seguintes pardmetros:

e k; - condutividade térmica do material i (cal/cm.s.°C);

e p; - densidade do material i (g/cm?);

e (; - calor especifico do material i (cal/g°.C);

Ki

o q;= P difusibilidade térmica do material i (cm?/s);
™~

1
o q; = (%) - coeficiente de difusdo térmica do material i (cm™);
l

1 . o e S
o (= — - comprimento de difusdo térmica do material i (cm);
l

e [ -dependendo do material pode ser s para a amostra sdlida, g para o gas da célula, e

b para o porta amostra;

e w - freqiiéncia do chooper (rad/s).
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Quando o feixe de luz vindo de uma fonte monocromatica de intensidade I, (W/cm?)

passa pelo chopper a sua intensidade ¢ modulada senoidalmente e passa a ser descrito por:

I’=I;°(1+coswt). (3.18)

Como sabemos que, a0 menos em parte, a luz incidente é convertida em calor, a intensi-

dade de energia absorvida em um ponto x da amostra ¢ dada por

[=1ef* = I;Oeﬁx(l + cos wt ) (3.19)

em que f§ € o coeficiente de absor¢do dptica da amostra. Como decorréncia direta deste aque-
cimento periddico surge um gradiente de temperatura entre a amostra e o restante da célula,
gerando assim um fluxo de calor.

Nessas condi¢des, o fluxo alternado de calor no gés sera dado por (Rosencwaig A. and

Gersho A., 1976):

Dpc(x, t) = O exp (—oyx + iwt) (3.20)

onde O ¢ a amplitude complexa da temperatura no limite sdlido-gas. A correspondente varia-

cdo de temperatura ¢ dada por:

Tpe(x, t) = exp(—agx) [@1 cos(wt - agx) -0, sen(a)t - agx)] (3.21)

em que O, e ®, sdo, respectivamente, a componente real e imaginaria de ®. Vale ressaltar
1

wpgCg\ '2 ., .. i . ial. 3
—29) esta diretamente ligada, por meio de um termo exponencial, & tempera-

que ag = (2

Kg
tura do gas da célula. Ou seja, um aumento da densidade e do calor especifico bem como uma
reducdo da condutividade térmica do gas presente na célula pode diminuir a influéncia da

temperatura na vizinhang¢a da amostra.
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Figura 3.7. Distribuicio da temperatura no interior da célula (Rosencwaig A. and Gersho A., 1976).

O peso do termo exponencial ¢ tal que a uma distancia x = 2m/a, = 2m{, da amostra
o valor da variagdo de temperatura é nula (Figura 3.7). Para o ar, na freqiiéncia de modulagio
100 Hz essa distancia é aproximadamente 0,1 cm, ou seja, acima desta distdncia ndo ¢ obser-
vado nenhum comportamento peridédico na temperatura e no fluxo de calor.

A partir destes resultados podemos concluir que, ao contrario do que antes se pensava,
ndo ocorre uma expansao do gas como um todo. Apenas uma fina camada em torno da amos-
tra se contrai e expande periodicamente. Ela forma uma espécie de pistdo acustico que produz
uma variag@o de pressdo e esta sim se propaga pelo restante da coluna de gas até ser detectada

pelo microfone (Rosencwaig A. and Gersho A., 1976).

3.2.3 Obtencio de dados

Na PAS de s6lidos a amostra ¢ colocada dentro de uma célula fechada contendo ar — ou
outra espécie de gas — e um microfone sensivel. No presente estudo, a amostra foi iluminada
por uma ldmpada de xenonio — Xe de 150 watts de poténcia. A luz emitida pela lampada inci-
de em um monocromador duplo de 0,2 m (modelo Spex 1680), obtendo assim uma fonte mo-
nocromatica de comprimento de onda, A, varidvel. Saindo do monocromador, a luz passa por

um chopper com baixa freqtiéncia, 4 Hz, uma vez que o sinal fotoacustico ¢ reduzido com o
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aumento da freqliéncia do chopper. Finalmente, a luz modulada incide sobre a amostra

(Figura 3.8).

—
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-
o]
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i
-
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Figura 3.8: Diagrama da montagem experimental de PAS.

O som captado pelo microfone € enviado, simultaneamente com o sinal de referéncia do
chopper, para amplificador e em seguida para o /ock in. Sdo ajustadas as fases e o ganho do
sinal de maneira a reduzir a relagdo sinal ruido. Entdo, o sinal amplificado e ajustado pelo
lock-in bem como a informacao sobre o respectivo comprimento de onda sdo recebidos pelo
sistema de aquisi¢cdo de dados que tragard o espectro fotoacustico.

O sistema utilizado ¢ de feixe unico, ou seja, ndo possui uma saida que sirva como refe-
réncia para descontar os espectros da lampada, monocromador, € componentes Opticos do
equipamento. Portanto, antes de analisar os dados obtidos, faz-se necessario a normalizag@o.
Esta ¢ feita dividindo o espectro obtido pelo espectro de um absorvedor negro, que absorvera
de forma semelhante todo o espectro da luz incidente, retirando assim a contribui¢do da apare-
lhagem.

Para as amostras analisadas foram observadas uma faixa do espectro que vai desde o ul-

tra-violeta proximo, A = 300 nm, até uma pequena faixa do infra-vermelho, A = 1000 nm.

3.2.4 Fotoacustica nos fluidos biocompativeis

Apesar de em meados da década de 1960, ja existir uma grande quantidade de pesquisa

sobre os fluidos magnéticos e na década de 1970 a espectroscopia fotoacustica ter surgido
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como uma ferramenta importante na analise de liquidos e sé6lidos, somente em 2002 surgiram
as primeiras publica¢des que conciliaram a técnica com o ramo de pesquisa (Morais P.C. et
al., 2002; Oliveira A.C. et al., 2002). Os trabalhos mostraram a possibilidade de se obter in-
formagdes acerca da particula magnética e suas coberturas moleculares, o que despertou o

interesse da sua aplicacdo no estudo de fluidos biocompativeis (Figura 3.9).

PA Signal (arb. units)

W avelength (pm)

Figura 3.9: Espectro fotoacustico de amostras de magnetita cobertas com 4cido citrico com nucleos de tama-
nho diferente (Morais P.C. et al., 2003).

Através desses estudos puderam ser identificadas trés bandas de absor¢do que expres-
sam caracteristicas fundamentais da amostras. A Banda-C, observada entre os comprimentos
de onda de 300-500 nm, esta intimamente ligada a absor¢do da luz incidente pelo nucleo da
nanoparticula, coincidindo com a regido relacionada com o espectro obtido para a maioria das
ferritas. Observa-se a preseng¢a de estruturas cuja dependéncia com o comprimento de onda é
muito intensa, caracteristicas tipicas da absor¢do de semicondutores (Oliveira A.C. et al.,
2002).

Ja a Banda-S, em torno de 550 nm, mostrou-se relacionada com a superficie molecular
formada durante o processo de sintese das nanoparticulas. Essa superficie ¢ formada por gru-
pamentos hidroxila (-OH) que durante o processo de sintese em meio aquoso formam uma
espécie de camada, ligando-se a superficie da nanoparticula.

Por ultimo, foi identificada a Banda-L, 700-900 nm, correspondente a camada molecu-
lar estabilizante. Tal camada, como ja explicado, ¢ inserida durante a preparagdo do material
com o objetivo de criar uma barreira fisica que tenda evitar a aglomeragdo e a conseqiiente

floculag¢do da amostra de FM.
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Pelo fato de ambos os componentes das Bandas S e L possuirem um mesmo sitio ligante
a superficie da particula magnética observa-se uma forte relag@o entre a intensidade das duas
bandas. Quando um acréscimo da intensidade da Banda-S ¢ observado simultaneamente per-
cebe-se uma reducdo da intensidade da Banda-L, e vice-versa. Essa informagdo ¢ de grande
importancia uma vez que a estabilidade e a prdpria funcionalidade de um FMB esta estrita-
mente ligada a capacidade manter as moléculas estabilizantes/funcionais adsorvidas ao nucleo
(Avelino S.R. et al., 2006).

A possibilidade de relacionar o espectro fotoacustico com as camadas adsorvidas € uma
das informagdes basicas para consolidar a PAS como uma técnica fundamental na produgao e
aplicagdo de fluidos magnéticos que possuam coberturas moleculares adsorvidas na superficie

das nanoparticulas.

3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Na busca do entendimento da estrutura dos fluidos magnéticos a determinagdo do tama-
nho das particulas que os compdem ¢ um fator de primordial relevancia. A estabilidade coloi-
dal, as propriedades magneto-Opticas bem como a aplicabilidade de tais materiais sdo profun-
damente dependentes do tamanho das nanoparticulas. Dentre as técnicas convencionais utili-
zadas para a medida dos didmetros estdo o espalhamento de néutrons, Raios-X e a Microsco-
pia Eletronica de Transmissdo (MET), sendo esta ultima a metodologia acolhida no presente

trabalho.

3.3.1 Origem da MET

A idéia de se utilizar elétrons como fonte de radiacdo para microscopia surgiu com a hi-
pétese levantada pelo fisico francés Maurice De Broglie. Segundo ele o comportamento dual,
onda-particula, da radiacdo também se aplicava a matéria. Dessa forma, de acordo com De
Broglie, para uma dada particula o comprimento de onda A associado ao momento p ¢ dado

por (Eisberg R. and Resnick R., 1979):
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A="N/ (3.22)

Em que & = 6.63x10 “*J.s é a constante de Planck e p = \/WEC, onde m € a massa da parti-
cula e E, a energia cinética da particula. De onde obtemos, utilizando a expressdo da energia
cinética relativistica para um elétron submetido a um potencial acelerador de 80 kV, um com-
primento de onda em torno de A = 0,035 A.

A possibilidade de aumentar o poder de resolucdo de um microscopio Optico, de
300 nm para quase 10.000 vezes maior, suscitou, no inicio do século XX, o interesse por par-
te da comunidade cientifica. E em 1939 Ernst Ruska e Heinrich Rohrer desenvolveram o pri-

meiro microscopio eletronico de transmissdo, patenteado pela Siemens, o que lhes rendeu o

Nobel de fisica em 1986.

3.3.2 Principios basicos do microscopio e da formacio da imagem

No microscopio eletronico de transmissao tipico o feixe de elétrons é gerado por um ca-
todo situado no topo do aparelho. Em seguida, o feixe ¢ colimado e acelerado em direcdo a
amostra por uma diferenca de potencial, geralmente de 60-120 KeV. Antes de atingir a amos-
tra, que estd na parte inferior do microscopio, o feixe passa por uma seqiiéncia de lentes mag-
néticas que sdo utilizadas para direcionar e focaliza-lo. Todo esse meio que o feixe de elétrons
percorre, desde a producgdo até o aparato fotografico, ¢ mantido sob alto vacuo ,107° Pa,

(Damiani F. and Tatsch P.J., 2000).
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Figura 3.10: Micrografia tipica de um fluido magnético

Quando o feixe incide sobre a amostra ocorre uma série de interagdes e fenomenos, on-
de os mais relevantes para a MET sdo: os elétrons que colidiram elasticamente, ou seja, aque-
les que apos o espalhamento possuem energia cinética igual aquela dos elétrons incidentes do
feixe; os elétrons inelasticamente espalhados e os elétrons transmitidos. Os elétrons transmiti-
dos atravessam a amostra ¢ o contraste ¢ obtido pelo efeito do espalhamento e dispersdo dos
elétrons que interagem com os atomos da amostra. Assim, a dispersdo que sera proporcional
ao tamanho da particula, faz com que os elétrons que deveriam atingir o anteparo ndo o fa-

cam, formando assim a imagem, Figura 3.10, (Bao S.N. and Carvalho S.M.F, 2008).
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3.3.3 Distribuicao dos diametros

A estabilidade coloidal de um fluido magnético estd fortemente condicionada ao tama-
nho da particula. Estas ndo devem se agregar, e para tanto o didmetro deve ter uma ordem de
grandeza que permita uma reversibilidade de homogeneidade mesmo quando o fluido for
submetido a um gradiente de campo magnético, uma vez que submetido a um gradiente de
campo magnético surgem gradientes de concentragdo em determinadas regides, o que pode
levar a separacdo do sistema em duas fases. Dai a busca por métodos que produzam fluidos
com particulas de didmetros cada vez menores € a0 mesmo tempo monodispersos.

Mesmo com o continuo desenvolvimento das técnicas de preparacdo dos FMs ainda nao
se conseguiu produzir fluidos monodispersos para uma variedade de materiais e em quantida-
des apreciaveis para as aplicagdes. Os fluidos magnéticos atualmente produzidos sdo polidis-
persos, necessitando portanto de um ajuste estatistico para a descricdo de sua polidispersida-
de. Convencionalmente, esse ajuste ¢ realizado através de uma distribui¢do log-normal carac-

terizada por um didmetro modal D,, e sua dispersdo o, dada por:

202 -n(P/p
P(D) = % - exp % , (3.23)

sendo a curva ajustada ao histograma feita a partir da contagem das particulas visualizadas
com as micrografias feitas no MET (Berkovski, 1996). Para o célculo desses dois pardmetros
¢ assumido o didmetro geométrico com particulas esféricas, sendo importante o uso de no

minimo 1000 contagens por amostra.
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Capitulo 4

Amostras e procedimentos preliminares

Os FMBs podem ser ferramentas de grande valia nas mais diversas areas da biomedici-
na. Mas, para otimizar a sua aplicag@o alguns processos necessitam ser melhor entendidos. A
fim de estudar as mudancas decorrentes da dilui¢do e do conseqiiente envelhecimento das
amostras pos-diluicdo foram utilizadas trés amostras com caracteristicas semelhantes. Cada
amostra teve seu manejo adequado a sua utilizagao.

Este capitulo ¢ dedicado as amostras, seu manejo ¢ obtengdo de caracteristicas essenci-

ais a analise das técnicas de BME e espectroscopia fotoacustica.

4.1 Amostras

Neste trabalho foram utilizadas trés amostras de maghemita (y — Fe,03), produzidas
pela professora Emilia Lima do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goids
(UFG), pelo método de coprecipitacdo. O seu preparo e estabilizagdo foram realizados de mo-
do a obter FMs em solugéo salina de cloreto de sodio a 0,9% e pH 7. Esses valores de salini-
dade e pH foram escolhidos de maneira a se assemelhar com os valores encontrados no san-
gue humano. Todas as amostras foram recobertas com DMSA, mas com concentracdes de
surfactantes (grafting) diferentes.

As trés amostras foram denominadas de DMSA1, DMSA2 e DMSA3 e a solucdo origi-
nal de cada uma possuia, respectivamente, uma concentracio de 1,0x10%° 1,7x10'6 e
1,7x10%° particulas por centimetro ctbico. Além da concentragio, anteriormente as medidas
realizadas no trabalho, foi quantificado o grau de adsorc¢do de surfactante a superficie das na-
noparticulas — grafting, £. Durante o processo de quantificagdo por espectroscopia de infra-
vermelho com transformada de Fourier acoplada a técnica de reflexdo total atenuada (FTIR-
ATR) observou-se que a amostra DMSAT1 possuia 0 menor grafting enquanto a amostra DM-

SA3 detinha o maior. Ou seja, & < &, < &; (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Caracteristicas preliminares das amostras

Amostra Concentragao Grafting relativo
(part./cm?) (€)
DMSALI 1,0x101° Menor
DMSA2 1,7x10%6 Médio
DMSA3 1,7x101 Maior

Tais informagdes sdo de grande valia para o trabalho em questdo, mas ndo suficientes

para a analise aqui realizada, sendo necessaria ainda a obtenc¢do dos valores dos didmetros ¢

suas dispersoes.

4.1.1 Diametros e dispersdes

Para complementar a descricdo das amostras foram realizadas medidas de microscopia
eletronica de transmissdo. A partir destas medidas foram calculados, usando o modelo explici-

tado na se¢do 3.3.3 do capitulo anterior, o didmetro modal e sua dispersdo (Figuras 4.1, 4.2 ¢

4.3).

:

2

Numero de particulas
8
7

B 10 12 14 16 18
Diimetro (nm)

a)

Figura 4.1: (a) micrografia da amostra DMSAL1; (b) histograma da contagem da amostra DMSA1, em que a curva represen-
ta ajuste de acordo com o modelo.
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Figura 4.2: (a) micrografia da amostra DMSA2; (b) histograma da contagem da amostra DMSA2, em que a curva repre-
senta ajuste de acordo com o modelo.
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Figura 4.3: (a) micrografia da amostra DMSA3; (b) histograma da contagem da amostra DMSA3, em que a curva represen-
ta ajuste de acordo com o modelo.

Dessa forma, obtemos um conjunto de informag¢des para as amostras originais que serdo
os pontos de partida para as analises dos dados de birrefringéncia e fotoacustica, dispostos na

Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Caracteristicas basicas das amostras estudadas.

Amostra Diametro (nm) Dispersao Concentracgdo Grafting relativo
<Dy > (@) (part./cm®) ©
DMSAL 7.9 0,17 1,0x106 Menor
DMSA?2 7,2 0,28 1,7x10*6 Médio
DMSA3 6,7 0,17 1,7x10*6 Maior
4.2 Diluicdes

A partir das amostras principais foram feitas dilui¢des a fim de se analisar como se da o

reequilibrio do sistema, a priori estavel, com a mudanga de concentracdo de particulas e dis-

persantes. Para esse fim as amostras foram diluidas utilizando agua pura -destilada e deioni-

zada- como solvente.

As amostras iniciais foram diluidas de maneira a gerar dois conjuntos de amostras: um

utilizado na fotoacustica e outro na BME. O primeiro conjunto foi formado por meio da dilui-

¢do das trés amostras originais na propor¢do 1:4, ou seja, para uma parte de fluido foram a-

crescentadas trés partes de agua (Tabela 4.3). No segundo, o da birrefringéncia, foram utiliza-

das as duas primeiras amostras (DMSA1 e DMSA?2) diluidas a 1:4 e ainda a dilui¢do 1:2 ¢ 1:6

para a amostra DMSAT (Tabela 4.4). A fim de facilitar a identificacdo foram atribuidos novos

nomes as amostras como mostrado nas tabelas.

Tabela 4.3: Amostras utilizadas nas medidas de fotoacustica.

Amostra | Dilui¢do | Didmetro (nm) | Dispersdo Concentragéo
< Dy > (0) (part./cm?)
DMSAT1b 1:4 7,9 0,17 2,5x10%°
DMSA2b 1:4 7,2 0,28 4,25x10"°
DMSA3b 1:4 6,7 0,17 4,25x1015
Tabela 4.4: Amostras utilizadas nas medidas de birrefringéncia.
Amostra | Dilui¢do | Diametro (nm) Dispersao Concentragao
< Dy > (0) (part./cm?)
DMSAla 1:2 7,9 0,17 5x101°
DMSA1b 1:4 7,9 0,17 2,5x101°
DMSAlc 1:6 7,9 0,17 1,67x10%°
DMSA2b 1:4 7,2 0,28 4,25x1015
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Tais diluigdes visam observar o comportamento das bandas S e L com o tempo por
meio da técnica de espectroscopia fotoacustica. A formacgdo de agregados e a estabilidade
coloidal em funcdo de dilui¢des diferentes e do tempo foram avaliadas usando-se a birrefrin-

géncia magnética estatica.
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Capitulo 5

Resultados e discussoes

Neste capitulo serdo expostos os resultados das medidas de birrefringéncia e fotoacusti-
ca bem como as suas respectivas analises. Todos os dados aqui apresentados seguiram a rotina
experimental apresentada nos capitulos anteriores. Os resultados experimentais foram discuti-

dos levando-se em conta os modelos anteriormente descritos.

5.1 Analise dos resultados de birrefringéncia

Como exposto anteriormente, duas metodologias foram utilizadas para a analise dos da-
dos de birrefringéncia magnética estatica (BME). Uma, utilizando-se dilui¢des e, conseqiien-
temente, concentragdes diferentes da amostra DMSA1; outra, utilizando-se as duas amostras,

DMSA1 e DMSA2, em uma mesma dilui¢gdo em fun¢do do tempo.

5.1.1 Analise via concentracdes

Utilizando-se as trés diluigdes da amostra DMSAT1, do conjunto de amostras da Tabela
4.4, e a metodologia ja descrita previamente, foram realizadas as medidas de BME (Figura
5.1). Os dados da amostra DMSA1b foram omitidos para permitir uma melhor visualizagao
na Figura 5.1, j& que seus valores se apresentam entre os dados das amostras DMSAla e DM-
SAlc.

A partir do ajuste dos dados usando o modelo previamente descrito (secdo 3.1.2) foi
possivel obter a contribuicdo ao sinal de birrefringéncia decorrente da presenca de monome-
ros e de aglomerados presentes na amostra (Figura 5.2).

Também foram estimados os valores da aglomeragdo e suas dispersdes para as trés a-

mostras. A amostra DMSA1a apresentou < @ > = 4,3 ¢ g, = 0,45 enquanto ambas DMSA1b
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Contribuiglo dos Mondmeros (%&)

¢ DMSAIc, apresentaram valores de < @ > = 4, mas com diferentes dispersdes: o, = 0,38 ¢

gq = 0,32, respectivamente.
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Figura 5.1: Sinal de birrefringéncia normalizado para a amostras DMSAla e DMSAlc. Onde os simbolos
representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo.
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Figura 5.2: Contribuicio ao sinal de BME relativa aos monomeros (a) e aglomerados (b) para as diluicées da
amostra DMSAL.

Tais dados indicam que, pelo menos no intervalo analisado, com o aumento da diluicdo
ocorre uma reducdo na aglomeracdo e na sua dispersdo. Apesar de ser reduzida a quantidade

de surfactante, devido a diluicdo ter sido realizada com agua pura, a reducdo da concentragdo
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de particulas foi suficiente para aumentar a distancia entre elas o que possibilitou uma redu-
¢do da aglomeragdo e uma redugo da dispersdo dos clusters, ocasionando, portanto, um au-
mento na contribuicdo dos mondmeros ao sinal total, como anteriormente descrito (Oliveira

F.M.L. et al., 2006).

5.1.2 Analise temporal

Nesta fase de medidas foram utilizadas as amostras DMSA1b e DMSA2b. As amostras
foram submetidas a campo, necessario a medida, no dia da dilui¢do- Dia-0- sendo a mesma
amostra dois dias apds re-submetida a campo- Dia-2- e, de forma analoga, cinco dias apds a
primeira medida- Dia-5.

Assim como na se¢do anterior, os dados do Dia-2, Figuras 5.3 ¢ 5.4, foram omitidos pe-
lo fato de seus valores estarem entre as duas curvas apresentadas.

O conjunto de dados foi agrupado de duas maneiras distintas com o objetivo de facilitar
a andlise. Nas Figuras 5.3 e 5.4 os dados foram agrupados por amostra, ou seja, os dados fo-
ram organizados de forma a mostrar caracteristicas do envelhecimento das amostras. Entre-
tanto, nas Figuras 5.5 e 5.6 mostra-se a compara¢do das duas amostras dia a dia, avaliando-se,

assim, as possiveis diferencas decorrentes da modificagdo do grafting de cada amostra.
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Figura 5.3: (a) Sinal de birrefringéncia normalizado para a amostra DMSA1b nos Dia-0 e Dia-5. Onde os
simbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuicio dos aglo-
merados e mondmeros ao sinal de birrefringéncia da amostra DMSA1b nos dias Dia-0 e Dia-5.
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Figura 5.4: (a) Sinal de birrefringéncia normalizado para a amostra DMSA2b nos Dia-0 e Dia-5. Onde os
simbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuicio dos aglo-
merados e mondmeros ao sinal de birrefringéncia da amostra DMSA2b nos dias Dia-0 e Dia-5.

Com o passar do tempo foi observada uma pequena mudanga na contribui¢do do sinal
dos aglomerados e, conseqiientemente, das particulas para o sinal total da birrefringéncia para
a amostra DMSA1b. Ja para amostra DMSA2b percebeu-se um comportamento praticamente
1déntico durante as medidas realizadas em tempos diferentes.

Os dados obtidos por meio do ajuste da funcdo P(Q) indicam que o numero modal de
aglomerados manteve-se constante durante o periodo de medicdo para as duas amostras
< @Q > =4 para a DMSAlb e < Q > = 2 para a DMSA2b. Nas dispersdes houve uma pe-
quena mudanca: a amostra DMSA1b apresentou uma modesta redugdo de o,= 0,38 para g,=
0,36 enquanto para amostra DMSA2b observou-se um pequeno acréscimo de g,= 0,59 para
oo = 0,62.

Esses resultados corroboram a hipdtese de que a influéncia da dilui¢do na formacao de
aglomerados é praticamente instantdnea, como indicado pela constincia apresentada com re-
lagdo ao nimero de aglomerados. Assim, a mudanga em < Q > deve ocorrer imediatamente
apds a dilui¢do, num intervalo de tempo menor que o decorrido entre a diluigdo e a primeira
medida. Essa estabilidade observada no sinal da birrefringéncia e nos parametros referentes a
agregacdo, para até cinco dias apds a diluicdo, mostra-se de grande importancia para as apli-

cacdes biologicas. Uma vez que, nas aplicacdes biomédicas, o fluido é automaticamente dilu-

44



L)'

i i i i " i

ido, quando da sua entrada no sistema circulatorio do paciente. Sendo, portanto, fundamental

a estabilidade para se ter uma boa eficiéncia do tratamento.
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Figura 5.5: (a) Sinal de birrefringéncia normalizado para a amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-0. Onde os
simbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuicio dos aglo-
merados e mondmeros ao sinal de birrefringéncia da amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-0.
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Figura 5.6: (a) Sinal de birrefringéncia normalizado para a amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-5. Onde os
simbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuicio dos aglo-
merados e monémeros ao sinal de birrefringéncia da amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-5.

Por outro lado, se fizermos uma comparacdo entre as amostras, como o realizado nas
Figuras 5.5 € 5.6, € tomarmos os pardmetros < Q > e g, ja apresentados, € possivel observar

o efeito do grafting. A amostra DMSA1Db, cuja amostra “mae” possui menor grafting que a
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amostra “mae” da DMSAZ2b, apesar da estabilidade de < Q > no intervalo analisado, apresen-

tou um grau de aglomera¢do maior que a amostra DMSA2b, como ¢ mostrado no grafico das

funcdes P(Q) referentes as medidas do Dia-5 (Figura 5.7).
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Figura 5.7: Grafico da funcio P(Q) gerada a partir do ajuste dos dados birrefringéncia das amostras
DMSA1b e DMSA2b, no Dia-5.

46



5.2 Analise dos resultados de fotoacustica

Nas medidas dos espectros fotoacusticos foram utilizadas as amostras diluidas
DMSA1b, DMSA2b e DMSA3b (Tabela 4.3). Foram medidos os espectros nos dias da dilui-
¢do- Dia 0-, dois dias apds- Dia 2-,cinco dias apds- Dia 5-, oito dias ap6s- Dia 8-, quinze dias
apds- Dia 15-, trinta dias ap6s- Dia 30- e quarenta apds dias-Dia 40- a diluigdo. Os espectros

podem ser vistos nas Figuras 5.8, 5.9 ¢ 5.10.
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Figura 5.8: Espectros fotoacisticos da amostra DMSA1b nos varios dias apés a diluicio.
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Figura 5.9: Espectros fotoacusticos da amostra DMSA2b nos varios dias apés a diluicéo.
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Figura 5.10: Espectros fotoacusticos da amostra DMSA3b nos varios dias apos a diluicéo.
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Como descrito na literatura (Oliveira A. C. et al., 2002; Morais P.C. et al., 2003 ¢ Ave-
lino S.R et al., 2006) e ja exposto anteriormente (secdo 3.2.4) os espectros fotoacusticos dos
fluidos magnéticos biocompativeis podem ser avaliados em trés bandas: Banda-C, Banda-S e
Band-L. Como nenhuma mudanc¢a na Banda-C (a banda do nucleo) ¢ esperada com a dilui¢do
o foco de nossa discussdo serdo as bandas S e L.

Considerando a Banda-S como sendo a regido do espectro com A entre 450 ¢ 550 nm e a
Banda-L com A entre 700 e 900 nm foram avaliadas as areas sob as curvas. Ou seja, para cada
espectro foram calculadas as areas sob as regides correspondentes a Banda-S e a Banda-L. A
partir dos valores obtidos e sabendo que os sitios de ligacdo da ferrita podem ser ocupados
tanto pela hidroxila, OH quanto pela extremidade ligante do DMSA -na maioria das vezes o
grupamento carboxila, COOH, (Fauconnier N. et al., 1997) - foi calculada a intensidade rela-
tiva de absor¢ao das duas bandas observadas e seus dados foram normalizados a 0,5 no Dia 0,

para facilitar a interpretagdo (Figura 5.11).
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Figura 5.11: N;/Ng em funcio do tempo para as DMSA1b, DMSA2b e DMSA3b. Onde os simbolos referem-
se as razdes calculadas e as curvas sélidas foram ajustadas segundo o modelo proposto
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Dessa forma, podemos avaliar um coeficiente de grafting da superficie, N, dos grupa-
mentos ligados, hidroxila (Ns) e carboxila (N.), por meio da razdo entre as intensidades cor-

respondentes as bandas L e S, isto é:

NL _ Aul

= 5.1
Ng  AuS ©-1

Sendo AuL ¢ a area sob a Banda-L e AuS ¢ a area sob a Banda-S.

Antes da diluicdo a populacdo relativa das moléculas adsorvidas na superficie ¢ deter-
minada por equilibrio estabelecido durante o processo de surfactacdo. Quando a amostra é
diluida, este equilibrio ¢ rompido e a amostra passa por uma situacdo de instabilidade. Como
conseqiiéncia o sistema tende a se reorganizar a fim de obter um novo equilibrio.

No presente caso, assumimos que a forca responsavel pelo restabelecimento da condi-
¢do de estabilidade ¢ o gradiente de pressdo osmotica entre a solugdo (mg) e as coberturas das
particulas (7r;, s). Dessa forma, propusemos um modelo simples que seja capaz de estimar a
varia¢do das moléculas adsorvidas devido aos gradientes de pressdo osmdtica {(7, — mg) —
(mg — mg)}. Assim, a variagdo do numero relativo de hidroxilas ligadas a particula com rela-

¢d0 ao tempo pode ser dada por

dN N¢—N
S — _ (Ns—Np) (5.2)
dt T

Onde t € o tempo caracteristico para se obter um novo equilibrio apds a diluicdo. Re-
solvendo a equagdo, obtemos:
Ny,

— =B+ (T —-B) {1 + exp [@]}_1 (5.3)

Ng

Onde B e T sdo respectivamente os limites assintdticos inferiores e superiores € t, € o
tempo para o qual a razdo N, /N é a metade da diferenga entre os limites.

De acordo com os resultados obtidos, subtende-se que com o passar do tempo uma mai-
or quantidade de sitios ligantes das particulas estd sendo ocupada pelos grupamentos carboxi-

la. Tal processo poderia ser descrito como a saida das de OH em detrimento da liga¢do dos
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COOH nos sitios passiveis de ligacdo com a nanoparticula. Entretanto, do processo de dilui-

¢do ¢ esperado uma redugdo da densidade de ambos os tipos de moléculas adsorvidas na su-

perficie.

A solugdo proposta para resolver essa aparente incongruéncia ¢ que ha uma reducio de

ambas as espécies moleculares. A diferenca de adsor¢do seria, entdo, devida ao aumento das

ligacdes do segundo grupamento carboxila da molécula de DMSA. Ou seja, alguns dos sitios

que antes eram ocupados por hidroxilas passariam a ser ocupados com a segunda extremidade

da molécula surfactante. Implicando, portanto, em uma redugdo de ambas as espécimes mole-

culares, mas a razdo N;/Ng aumentaria devido ao aumento da quantidade de moléculas de

DMSA duplamente adsorvidas (Figura 5.12).
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Figura 5.12: Modelo de ligacio molecular na superficie da nanoparticula.
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Capitulo 6

Conclusdes e Perspectivas

Nesse trabalho foram utilizadas as técnicas de Birrefringéncia Magnética Estatica, Es-
pectroscopia Fotoacustica e Microscopia Eletronica de Transmissdo, esta ultima como suporte
as demais técnicas, com intuito de estudar a influéncia da dilui¢do e a evolugdo temporal, pos-
diluicdo, das amostras de fluidos magnéticos biocompativeis. Foram utilizadas amostras de
maghemita recoberta com DMSA com grafting diferentes entre si.

Pode se concluir a partir da técnica de birrefringéncia que:

e Para o conjunto de amostras DMSAT1 o aumento da dilui¢do, na escala estu-
dada, implicou na redu¢do do numero modal de aglomerados, <Q)/>, ¢ da
sua dispersdo oy. Esse resultado ¢ decorrente da menor concentragdo de par-
ticulas e o conseqiiente aumento da distancia entre elas;

e Pouca mudanga ocorreu com o passar do tempo com relagdo ao nimero de
aglomerados e sua dispersdo. Esse resultado nos leva a crer que a mudanga
da granulosidade da amostra com a dilui¢do ocorre quase que imediatamente
apos a diluigdo;

e Foi observada uma estabilidade tanto das propriedades magnéticas do fluido
quanto dos pardmetros relacionados a sua agregagdo (<Quy> € gy.). Isto nos
mostra uma propriedade importante da amostra, do ponto de vista de aplica-
cdes bioldgico, e abre a possibilidade de se estimar um periodo no qual as
propriedades magnéticas sdo conservadas

e Para as duas amostras com grafting diferentes, usadas nas medidas de BME,
observou-se um </~ maior para a amostra com menor grau de adsorc¢ao.
Mostrando o fato de que uma maior cobertura gera um melhor desempenho

do mecanismo de repulsdo e um menor grau de aglomeragao.
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Pode-se concluir a partir da técnica de fotoacustica que:

Foi observado um comportamento sigmoidal na razdo entre a absor¢cdo das
Bandas L e S para as trés amostras analisadas. Esse resultado possibilitou a
proposi¢ao de um modelo simplificado para tal comportamento, levando em
conta o gradiente de pressd@o osmotica gerado no momento da diluigéo;

Para explicar o comportamento sigmoidal foi levantada a hipotese de que ha
uma perda de adsor¢do dos dois tipos moleculares (OH™ ¢ COOH™). Porém,
devido a existéncia de dois grupamentos carboxila na molécula de DMSA
ocorre a ligagdo do segundo grupo, deslocando a relagdo de sitios ligados,

Ni/Ns, para valores maiores.

E ainda pela microscopia eletronica de transmissao

Observou-se que as amostram possuiam didmetros pequenos (6,7 a 7,9 nm)
¢ uma polidispersdo de com valores menores que gy < 0,28. Caracteristicas
essas fundamentais para estabilidade coloidal e para a aplicabilidade biold-

gica.

Como perspectivas futuras a este trabalho sugerimos:

O estudo com amostras recobertas com outro surfactante para a comparagao
com os dados obtidos via espectroscopia fotoacustica e com o modelo pro-
posto, bem como o uso de varias dilui¢des de uma mesma amostra;

Na investigacdo via BME, assim como na fotoacustica, ¢ aconselhavel o uso
de mais amostras com caracteristicas semelhantes as das amostras aqui estu-
dadas, porém com diferentes espécimes surfactantes. Também ¢ interessante
modificar a rotina de medicdo de maneira tal que as amostras sejam subme-

tidas a campo uma unica vez.
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Abstract

In this study the transmitted light intensity of three biocompatible magnetic fluid samples based on dimercaptosuccinic-coated maghe-
mite nanoparticles was investigated using the typical birefringence experimental setup. The field dependence of the transmitted light
intensity follows the typical second-order Langevin profile as the nanoparticle volume fraction reduces by dilution of the stock sample.
As the stock sample is diluted the field dependence of the transmitted light intensity is analyzed in terms of changes in the sample mor-
phology which is described by a distribution function of the chain-like structure length.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Keywords.: Colloids; Nanoclusters; Nanocrystals; Nanoparticles

1. Introduction

Magnetic fluids (MFs) are highly-stable colloidal sus-
pensions containing isolated and/or chain-like structured
nanometer-sized magnetic particles dispersed in polar or
non-polar solvents [1]. A key aspect for magnetic fluid col-
loidal stability is the balance between repulsive and attrac-
tive interactions among the nanoparticles. Besides the
thermal motion, steric [1] and electrostatic [2] repulsive
interactions work against Van der Waals [3] and dipolar
[4] attractive interactions. For the purpose of biological
and biomedical applications biocompatible magnetic fluids
(BMFs) were developed from molecular-coated magnetic
nanoparticles peptized in physiological medium. Colloidal
stability in BMFs is provided by a combined action of ste-
ric and electrostatic repulsive interactions. Multifunctional
bioactive molecules such as citric acid, polyaspartic acid,

* Corresponding author. Tel.: +55 61 32736655; fax: +55 61 32723151.
E-mail address: pcmor@unb.br (P.C. Morais).

0022-3093/$ - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jnoncrysol.2006.02.119

and dextran are frequently used as efficient surface coating
agents [5]. However, biocompatibility goes far beyond the
physico-chemical aspects, requiring in addition, low toxic-
ity and safe biological disposable routes, among others [6].

In this study, static magnetic birefringence measure-
ments were used to investigate the morphology of a BMF
sample based on maghemite nanoparticles surface-coated
with dimercaptosuccinic acid (DMSA). Maghemite or
magnetite nanoparticles surface-coated with DMSA and
dispersed in physiological medium has been widely tested
and proved to be a standard biocompatible magnetic fluid
sample [6-11]. Static magnetic birefringence (SMB) has
been established as an excellent technique to investigate
particle-chain formation and particle-chain disruption in
magnetic fluid samples [12-14]. Besides SMB measure-
ments valuable data regarding the MF properties have
been provided by other experimental techniques. Magnetic
resonance, for instance, has been proved to be a powerful
experimental technique for the investigation of MF sam-
ples regarding the nanoparticle chain disruption of longer
structures down to shorter ones upon dilution [15,16].
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The focus here is the effect of the sample dilution upon the
average size of the nanoparticle-based chain-like structures.
Once dilution of stock samples of magnetic fluids, up to
two orders of magnitude, is a standard procedure during
in vivo tests the average size and fraction of nanoparticle-
based chain-like structures may have an enormous impact
on the biomedical applications of BMFs. In our experi-
ments, dilution was realized by adding physiological solu-
tion to the MF stock sample in order to preserve the
samples biocompatibility.

2. Experimental procedures

The maghemite-based BMF sample used in the present
study was prepared using the two-step chemical route
described in the literature [17]. Shortly, in the first step,
magnetite (Fe3O4) nanoparticles were produced by co-pre-
cipitating Fe(II) and Fe(III) in alkaline medium, following
oxidation into maghemite (y-Fe,O3) by aeration. In the
second step the as-produced maghemite nanoparticles were
dispersed in DMSA aqueous solution. The pH was imme-
diately adjusted to pHS with NaOH solution. The suspen-
sion was kept under stirring for 30 min and then isolated
from the supernatant by centrifugation. The DMSA excess
was removed by washing the precipitate with acetone and
deionized water. After drying the precipitate under a nitro-
gen stream, the nanoparticles were peptized in 0.9% NaCl
aqueous solution under stirring, while the pH was adjusted
to around pH?7. Finally, a stable BMF was obtained after
centrifugation. The stock BMF sample containing
1.5 % 107 particle/cm® (obtained from SMB technique)
was diluted in physiological solution (1:1, 1:3, and 1:10)
in order to produce three BMF samples for our investiga-
tions. The particles mean size was obtained from X-ray dif-
fraction data (9.3 nm).

The room-temperature SMB data were obtained using a
home-made system consisting of a chopped laser beam
(632 nm) crossing perpendicularly the sample cell (1-mm-
thick optical path) before illuminating the photodetector
[18]. The sample cell consists of a double goniometer-like
device that allows full angular rotation of both polarizer
and analyzer and it is mounted in the gap of an electromag-
net. The laser beam and the applied external magnetic field
are perpendicular to one another, whereas the polarizer
was kept perpendicular to the analyzer. In our experimen-
tal setup the transmitted light intensity (/) is recorded as a
function of the applied external field (/). At this point one
should remind that in the conventional SMB experimental
setup the transmitted light intensity (/) scales with the bire-
fringence signal (An) according to An ~ /1.

3. Results

Symbols in Fig. 1 show the normalized SMB experimen-
tal data regarding the three samples used in this study. The
model used to fit the data shown in Fig. 1 is a recent exten-
sion of the model elaborated by Skeff Neto et al. [12], in

172
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Fig. 1. Square-root of the transmitted light intensity (I'"?) versus field (H)
for the DMSA-coated maghemite-based MF samples. Symbols represent
the experimental data whereas the solid lines represent the best fit
according to Eq. (1). The inset shows the results of P(Q) distribution
functions for the samples.

which the field dependence of the magnetic permeability
associated to agglomerates (dimers, trimers, tetramers,
etc.) is taken into account. In a recent analysis, however,
Gravina [19] described the effect of the magnetic fluid sam-
ple morphology (chain-like structures of monomers) via a
continuous distribution function. In other words, instead
of a discrete contribution (summation) of Q-mers (dimers,
trimers, tetramers,...) weighted by their own frequencies
(Cp) as described in Ref. [12], Gravina [19] introduced
the lognormal distribution function describing the fre-
quency versus the length of the chain-like structure. At this
point we should emphasize that different attempts to
describe the chain-like profile in magnetic fluid samples
has been put forward recently [20-22]. Huang and Lai
[20] found an exponential decay of the frequency of
chain-like structures composed of identical units as the
length of the chain increases. On the other hand, recent
atomic force microscopy (AFM) analysis of nanosized
spherically-shaped proteins revealed the presence of multi-
meric states [23]. Evaluation of one- and two-dimensional
parameters from the multimeric states using the AFM data
showed a lognormal-like distribution [23]. The normalized
SMB signal (An = An/Ang) is written as usual:

A = / / CoAny(H,D)D*P(D)P(Q)dDdAQ, (1)

with

3 . 3
1 % coth &y + fzg
where & = (n/6)MsD’H/kT and & = Quéi[1 + B pMsCy
F(H)] for Q> 1. Mg, 8, ¢, D are, respectively, the magne-
tization of saturation, a constant, volume fraction, and the
diameter. The integral in Eq. (1) is carried out over both

Ang(H,D) = , (2)
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Fig. 2. Comparative contribution between single particles and aggregates
for SMB signal for a diluted sample (1:10). Dashed line represents single
particles contribution whereas dotted represents particles aggregates.

the particle diameter distribution P(D) and the chain-
length distribution P(Q) constrained by [CoP(Q)dQ =1
[19].

4. Discussion

Nonlinear least squares fitting of the SMB signal
(An ~ +/I) using Eq. (1) yield values of the saturation mag-
netization, sample volume fraction, and average particle
diameter in good agreement with the values found directly
from previous evaluation of the sample using different tech-
niques. Solid lines in Fig. 1 (inset) represent the P(Q) distri-
bution functions obtained from the analysis of the SMB
data using Eq. (1). Besides the excellent agreement between
the experimental data and the fitting procedure shown in
Fig. 1 the obtained P(Q) distribution functions (see inset
in Fig. 1) show a systematic trend. As the sample is diluted,
there were no significant change on standard deviation of
P(Q) curve and no shift of the peak position around
0 = 1. In addition, it was observed that the fraction of par-
ticles agglomerates which contributes to SMB signal
reduced with sample dilution. Fig. 2 shows the contribu-
tions from single particles and particles aggregates to
SMB signal.

5. Conclusion

In conclusion, the analysis presented in this study shows
that the explanation of the static magnetic birefringence
data is better accomplished within the model picture that
takes into account the magnetic fluid sample morphology
via a continuous distribution function (lognormal function

for instance) for the nanoparticle chain-length instead of a
discrete description using Q-mers (dimers, trimers, tetra-
mers,. ..). Within this description we found the reduction
of the fraction of the chain-like structure as the stock mag-
netic fluid sample is diluted. This finding may have an
important impact on the in vivo applications of the biocom-
patible magnetic fluids, once drug delivery systems based
on biocompatible magnetic fluids can be engineered to
reach peripherical vessels.
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Abstract

In this study photoacoustic spectroscopy was used to investigate the effect of water dilution of a biocompatible magnetic fluid sample
upon the nanoparticle surface-coating. The observed spectral features, in the 300-1000 nm wavelength region, are analyzed in terms of
three distinct bands (L, S, and C). Band-L, in the spectral range of 650-900 nm, is related to the characteristic coating layer of the mag-
netic nanoparticle. Band-S, occurring around 470 nm, is related to the metal-polyoxy-hydroxy surface layer built up at the surface during
the nanoparticle synthesis. Changes of band-L and band-S features upon water dilution of the stock magnetic fluid sample are discussed
in terms of surface reorganization of the DMSA (dimercaptosuccinic acid) surface-coating agent with simultaneous surface release of
hydroxyl-groups. The model picture of the surface reorganization is consistent with the picture of disruption of longer chain-like struc-

tures into shorter ones as a result of the sample dilution.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

In the last decade the rapid growth of nanoscience and
nanotechnology has promoted an enormous demand for
the engineering of new nanosized materials and systems.
Such a trend had pushed the classical nanosized materials
characterization techniques up to the limit of their capabil-
ity. At the same time, methodologies of data analysis have
been developed for well-established materials characteriza-
tion techniques never before used for investigating nano-
sized materials. The magnetic nanosized-based materials
fit within this scenario as they can be used to produce,
for instance magnetic nanocomposites [1], magnetic fluids
[2], and magnetoliposomes [3].

Magnetic fluid (MF) is a typical nanosized-based mate-
rial consisting of monodomain magnetic nanoparticles sus-

* Corresponding author. Tel.: +55 61 32736655; fax: +55 61 32723151.
E-mail address: pcmor@unb.br (P.C. Morais).

0022-3093/$ - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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pended in organic or inorganic liquid carriers, engineered
to be an ultra-stable magnetic colloid. The nanoparticle
concentration in a typical MF sample may go up to 15%
volume fraction [4]. In ionic MFs the colloidal stability is
mainly achieved through the electrostatic repulsion among
positively or negatively charged nanoparticles [5]. In that
case, the surface charge density and the ionic strength of
the medium need to be precisely controlled in such a way
that electrostatic repulsion does overcome the magnetic
dipolar attraction that favors flocculation. In the usual
ionic MF low pH aqueous medium sets in a positive charge
density at the nanoparticle, due to proton transfer from the
medium to the hydroxyl group chemisorbed to the nano-
particle surface. By contrast, negative surface charge den-
sity is obtained at high pH values as a result of the
proton transfer from the nanoparticle chemisorbed hydro-
xyl-group out to the aqueous medium, thus leaving behind
negatively charged oxygen atoms at the nanoparticle sur-
face. A microscopic model for the pH-dependent surface
charge—discharge process in metal oxide-based ionic MFs
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involves the proton tunneling across a strongly bonded
water layer around the nanoparticle surface [6]. In sur-
face-coated MFs, however, molecular species attached to
the nanoparticle surface maintain colloidal stability, once
steric repulsion among neighboring coated magnetic nano-
particles overcame the attractive interactions [7]. The outer
ends of the surface molecular coating in surface-coated
MFs may be either polar or non-polar, thus resulting in
stable aqueous-based MFs or stable hydrocarbon-based
MFs, respectively. In addition to the nanoparticle electro-
static repulsion and dipolar attraction the thermal energy
and the Van der Waals interaction also play an important
role in the magnetic colloidal stability. Thermal energy
favors colloidal stability by taking magnetic nanoparticles
apart while Van der Waals interaction tend to stick nano-
particles together favoring aggregation.

Traditional techniques used in the investigation of MF
samples are the static magnetic birefringence [8] and mag-
netization [9]. Since the beginning of the last decade, how-
ever, magnetic resonance has been systematically used as a
valuable tool in the investigation of several properties of
MFs [10]. More recently Raman spectroscopy emerged as
a powerful characterization technique to investigate quali-
tatively as well as quantitatively nanoparticle surface chem-
isorbed species. Raman spectroscopy has been used to
investigate the interactions of the molecular species chemi-
sorbed at the nanoparticle surface of copper and zinc—fer-
rite ionic MFs [11]. Also, the single surface-coated MF
based on dodecanoic acid (first coating) and diluted in
hydrocarbon and the double surface-coated MF based on
dodecanoic acid (first coating) following an ethoxylated
polyalcohol (second coating) and peptized in water, were
investigated using Raman spectroscopy [12]. Even more
recently, photoacoustic spectroscopy has been introduced
as a very promising characterization technique to investi-
gate MF samples [13]. Despite the simplicity of the photoa-
coustic spectroscopy the experimental data taken from thin
MF films deposited onto flat inert surfaces revealed impor-
tant details regarding the core nanoparticle properties [14],
the surface nanoparticle structure [15], and the nanoparti-
cle coating layer characteristics [16]. In this study we used
photoacoustic spectroscopy to investigate the effect of
water dilution upon the surface molecular coating of
maghemite nanoparticles peptized as biocompatible mag-
netic fluids. Dimercaptosuccinic acid (DMSA) was used
as the surface-coating agent for maghemite nanoparticles
suspended in aqueous medium as a magnetic fluid sample.
The photoacoustic spectra were recorded at room temper-
ature using optical excitation in the wavelength range of
0.3-1.0 um. A first approach for the interpretation of the
effect of sample dilution upon the photoacoustic spectra
will be discussed in the present study.

2. Photoacoustic spectroscopy and magnetic fluids

Photoacoustic (PA) spectroscopy is a well-established
experimental technique based on the measurement of the

acoustic signal resulting from the non-radiative de-excita-
tion processes that occur in a material system under excita-
tion by modulated electromagnetic radiation [17]. The PA
effect was discovered by Bell about 125 years ago [18],
though the theoretical interpretation was given a few dec-
ades ago by Parker [19] and the applications to solid mate-
rials explored by Rosencwaig and Gersho [20]. In the
conventional PA spectroscopy the sample (solid or liquid)
to be investigated is placed inside a closed chamber (the
photoacoustic cell) filled with a suitable gas. While modu-
lated radiation shines onto the sample surface the gener-
ated photoacoustic signal is detected by a sensitive
microphone attached to the photoacoustic cell [21]. Fig. 1
shows a schematic representation of the PA experimental
setup. All the PA spectra were normalized to the spectra
of a highly absorbing (black) film recorded in the same
wavelength range (0.3-1.0 um). In our experimental setup
the light from a 150 W Xe lamp is dispersed by a 0.22 m
double monochromator (Spex model 1680) and used as
the variable wavelength light source. The light is chopped
at a frequency of a few hertz, to improve the acoustic sig-
nal-to-noise ratio. Although photoacoustic spectroscopy
(PAS) has been used as a material characterization tech-
nique for over three decades [22], PAS has been only
recently used in the investigation of magnetic nanoparticles
peptized as MFs [13-16]. Despite the simplicity of the PAS
the experimental data taken from the MF samples had
revealed important details concerning the core nanoparticle
properties, the surface nanoparticle structure, and the
nanoparticle coating layer characteristics [13-16].

The photoacoustic features observed from the analysis of
magnetic fluid samples have been described in terms of three
distinct bands, namely L, S, and C [13]. Band-L, around
0.7 um, has been associated to the nanoparticle surface-
coating layer. Therefore, band-L can be used to probe the
chemical group the molecular coating species use to bind
at the nanoparticle surface, indicating the surface grafting
coefficient of the coating species [23]. Band-S, typically
around 0.5 pum, is related to the modified metal-polyoxy-
hydroxy surface layer built up at the nanoparticle surface
during the aqueous chemical synthesis, which is particularly
enriched by hydroxyl-groups. In case of metal oxide-based
nanoparticles band-S can be quantitatively used to obtain
the surface grafting coefficient associated to the surface-

3

@) @

Fig. 1. Typical experimental setup of the photoacoustic experiment: (1) is
the lamp, (2) is the monochromator, (3) is the chopper, and (4) is the PA
cell.
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stabilizing polyoxy-hydroxy layer [23]. Finally, band-C,
observed in the low-wavelength side of the spectra (0.3—
0.4 um), is discussed in terms of the core size-dependence
of the optical absorption [15]. Here, shifts in the band-C
wavelength position are associated to the quantum confine-
ment effect whereas multiplicity in the photoacoustic fea-
ture may indicate the energy level structure inside the
quantum dot structure [15]. In addition, the wavelength
dependence of the PA signal in the band-C region may indi-
cate the dimensionality of the nanosized structure [24].

3. Results

Following the standard procedure described in the liter-
ature [25] DMSA-coated y-Fe,O3 nanoparticles, with mean
diameter value (core sizes) of 9.3 nm, were synthesized and
latter on used to produce a stable biocompatible MF sam-
ple. The stock biocompatible MF sample, containing about
1 x 10'® particle/cm?, was stabilized around pH of seven
and salinity of 0.9% NaCl (physiological condition). The
stock biocompatible MF sample (concentration quoted as
1:1) was used to produce several diluted samples, quoted
as 1:2, 1:4, 1:20, 1:50, and 1:100. Sample 1:4, for instance,
was produced by mixing one volume of the stock biocom-
patible MF sample with three volumes of physiological
solution. The PA spectra were recorded from the biocom-
patible MF samples prepared using a two step procedure:
firstly depositing a thin liquid film on top of a polished
quartz substrate and secondly drying the thin film in air
at atmospheric pressure. Following the standard experi-
mental setup the BMF samples were enclosed in a sealed,
high-performance, PA cell at atmospheric pressure, cou-
pled to a sensitive microphone. For the six samples investi-
gated, several PA features were observed in the wavelength
range of 0.3—1 um, as shown in Fig. 2.

16+
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Fig. 2. Photoacoustic spectra of the DMSA-coated maghemite-based
stock magnetic fluid sample (1:1) and five magnetic fluid samples obtained
from the stock sample after dilution (1:2, 1:4, 1:20, 1:50, and 1:100), in the
0.3-1.0 um range.

4. Discussion

As previously discussed [13,23] the data shown in Fig. 2
can be analyzed in terms of three distinct bands (band-C,
band-S, and band-L), in the wavelength range of our inves-
tigation (0.3-1.0 um). Band-C was observed around
0.36 um in the biocompatible MF samples, which is about
the same intensity for all samples investigated. Band-S was
observed around 0.47 um (see arrow-(a) in Fig. 2), which
intensity reduces as the dilution of the biocompatible MF
increases (from 1:1 to 1:100). Finally, in the 0.65-0.90 pm
region, one observes the complex structure labeled band-
L, which changes continuously as the dilution of the bio-
compatible MF proceeds. Differences and similarities of
the features occurring in bands C, S, and L will be dis-
cussed as follows. As pointed out above band-C is related
to the absorption of the incident light by the core nanopar-
ticle. We should mention that the PA signal scales with the
optical absorption coefficient and, under low optical excita-
tion intensities, the PA signal scales linearly with the opti-
cal absorption coefficient. Further, the optical absorption
edge of most bulk ferrite-based crystals is in the range of
0.3-0.4 um [26]. At this point it is important to mention
that a semiconductor quantum dot model has been success-
fully used to explain the charge-discharge mechanism as
well as the stability of aqueous colloids based on ferrite
nanoparticles [27]. Therefore, the main feature of band-C
in the PA spectra shown in Fig. 2, particularly the sharp
drop of the PA signal at decreasing wavelength, is a signa-
ture of the optical processes near the semiconductor
absorption edge. Note from Fig. 2 that band-C peaks at
about the same wavelength for all the biocompatible MF
samples investigated, for dilution is expected to cause little
influence upon the energy level inside the 9.3 nm diameter
quantum dot structure (core nanoparticle).

Band-S is related to the metal-polyoxy-hydroxy surface
layer built up at the ferrite-based nanoparticle surface,
which is particularly enriched by hydroxyl-groups [28].
The shoulder around 0.47 um (see arrow-(a) in Fig. 2) indi-
cates the hydroxyl-group bonded at the nanoparticle sur-
face whereas the shoulder intensity scales with the surface
hydroxyl-group grafting coefficient, similar to the observa-
tions provided by ionic MF samples [29]. The relatively
lower surface-grafting coefficient associated to hydroxyl-
groups in the DMSA-coated MF sample, in comparison
to ionic MFs, explains the relative reduction of the PA sig-
nal intensity of the band-S feature. The interesting aspect
related to the band-S provided by the spectra shown in
Fig. 2 (see arrow-(a)) is the reduction of the shoulder inten-
sity as the dilution of the MF sample increases. This is a
clear indication of the reduction of the surface-grafting
coefficient associated to hydroxyl-group. As observed in
the PA spectra of Fig. 2 the reduction of the band-S inten-
sity coincides with the onset of a new structure in the lower-
wavelength side (around 0.68 um) of band-L (see arrow-(b)
in Fig. 2). Further, the peak-to-valley ratio of this new
structure increases as the MF sample dilution increases.
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At this point it is important to mention that the features
observed in both band-L and band-S are related to d—d
transitions between T, <> A, (band-S) and T, <> Ay,
(band-L) levels.

The explanation of the continuous change in both band-
S and band-L features due to the dilution of the biocom-
patible MF sample, as observed in the PA spectra of
Fig. 2, is based on the following arguments. Disruption
of longer chain-like structures into shorter ones due to
sample dilution exposes the nanoparticle contact area
to the solvent. We claim that in the as prepared MF sample
the nanoparticle contact area is surface-coated mainly by
the hydroxyl-group instead of by the DMSA molecules.
This is because the shorter hydroxyl-group allows efficient
particle—particle coupling inside the chain-like structure
with extra reduction of the free energy. On the other hand,
the binding of the DMSA molecule onto the nanoparticle
surface is realized via replacement of hydroxyl-groups by
one of the two carboxyl-groups, leaving behind the second
carboxyl-group plus the two thiol-groups facing the solvent
outside. Therefore, the disruption of the chain-like struc-
ture with the consequent exposure of the nanoparticle con-
tact area favors the substitution of the left over surface
hydroxyl-groups by the nearby unbonded thiol-groups
from the DMSA molecules. This model picture explains
the reduction of the shoulder intensity around 0.47 pm as
the dilution proceeds. Likewise, the proposed model
picture explains the onset of the new structure in the
lower-wavelength side (around 0.68 um) of band-L (see
arrow-(b) in Fig. 2) as well as its intensity increase as the
dilution increases. In support to this view the new structure
around 0.68 pm appears at shorter wavelengths as com-
pared to the typical band-L features around 0.78 pum and
0.86 pm and related to the binding of the carboxyl oxygen
to the transition-metal ions at the nanoparticle surface. In
other words, the binding of the thiol-group onto the nano-
particle surface via the sulfur atom wider the d-d transi-
tions associated to the T,y <> Ay, levels.

Recent experiments, performed using different tech-
niques, have revealed disruption of longer chain-like struc-
tures into shorter ones as a result of MF dilution. Magnetic
resonance experiments performed with surface-coated MF
samples have revealed that disruption of longer chain-like
structures takes place upon dilution of the sample [30].
Also, disruption of longer chain-like structures (chain of
nanoparticles) into shorter chains upon dilution of MF
samples explains the birefringence signal in static magnetic
birefringence measurements performed using different sam-
ples [31].

5. Conclusion

In conclusion, the photoacoustic (PA) spectroscopy has
been successfully used to investigate DMSA-coated maghe-
mite-based biocompatible magnetic fluid samples contain-
ing nanoparticles with core size around 9.3 nm in
diameter. The photoacoustic spectra were used to draw

conclusions about the reorganization of the molecular sur-
face-coating upon dilution of the magnetic fluid sample
with the stock sample solvent. Upon sample dilution the
reduction of the PA signal intensity in the band-S followed
by the onset of a new structure located in the lower-wave-
length side of the band-L is explained via a reorganization
process of the nanoparticle surface molecular coating. As a
result of sample dilution longer chain-like structures break
down into shorter ones, thus exposing the surface contact
area to the solvent. The photoacoustic data are explained
once one assumes the replacement of the exposed surface
hydroxyl-group by the nearby thiol-group from the DMSA
molecule.
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In this study static magnetic birefringence (SMB) was used to investigate the effects of aging of two
biocompatible magnetic fluid (BMF) samples after dilution with pure water. The two BMF samples
are based on dimercaptosuccinic-coated maghemite nanoparticles, with very similar average core
diameters (7.2 and 7.9 nm) but presenting different dimercaptosuccinic acid surface grafting
coefficients. Stock samples were submitted to different degrees of dilution and left to age on shelve
before recording the SMB signal. Changes in the diluted and aged samples were evaluated via the
average Q-cluster size value ((Q)) and Q-cluster size-dispersion value (o) related to a log-normal
distribution function P(Q). The {Q) and 0 values were obtained from the analysis of the SMB
signal. We found strong evidences that the higher the dilution and the higher the surface grafting
coefficient the lower both the (Q) and o values. © 2009 American Institute of Physics.

[DOL: 10.1063/1.3075586]

A key issue related to magnetic fluids (MF) with impor-
tant consequences to both fundamentals and applications, the
latter running from industrial to medical ones, is the cluster-
ization process which tighten single nanoparticle units to-
gether in a more complex agglomerate, herein referred as
Q-cluster.1 Cluster formation in MF samples can be induced,
for instance, by applying an external magnetic field,? by ei-
ther reducing the sample’s temperature3 or increasing nano-
particle’s concentration,” or then by changing the character-
istics of the nanoparticle’s surface molecular layers_8 that
ultimately plays a central role in stabilizing the magnetic
colloid. The influence of the surface grafting on the MF
properties has been investigated using, for instance, static
magnetic measurements,” magnetic resonance,’ optical trans-
mission experiments,7 photoacoustic spectroscopy,8 and
static magnetic birefringence (SMB).’

SMB has long been used as a nondestructive basic MF
characterization technique, for it provides important, though
indirect, information regarding the clusterization process in
MFs.”'? As indicated in the literature it has been possible to
infer the average size and size dispersion of the built-in
Q-cluster within MF samples by analyzing the SMB data.”!"°
Therefore, as far as the time evolution of the clusterization
process is concerned SMB measurements provide an indirect
though robust way to probe the aging of MFs by looking at
the field dependence of the sample’s birefringence signal. In
the present study we report on the use of SMB in the inves-
tigation of the aging of biocompatible MF (BMF) samples
containing maghemite nanoparticle surface coated with
dimercaptosuccinic acid (DMSA) and suspended in physi-
ological solution. The samples’ aging is here presented as
changes in the average Q-cluster size value ((Q)) and
Q-cluster size-dispersion value (o) related to a log-normal
distribution function P(Q). Two BMF samples with very

¥ Author to whom correspondence should be addressed. Tel.: +55-61-3273-
6655. FAX: +55-61-3272-3151. Electronic mail: pcmor@unb.br.
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similar maghemite core size but presenting different DMSA
grafting coefficients were used as the stock samples. The
highest nominal DMSA grafting coefficient was fixed for
G <3%, where G represents the DMSA molar concentration
([DMSAY]) to iron molar concentration ([Fe]) ratio.

The stock samples were prepared and stabilized in 0.9%
sodium chloride aqueous solution at pH7, following the rou-
tine already described in the literature. " According to this
chemical protocol the DMSA molecule is expected to coor-
dinate iron ion sites using the carboxylate groups instead of
thiol groups, leaving the protonated thiol groups facing the
bulk solvent."* Eventually, under specific chemical condi-
tions disulfide cross linkages (-S—S—) among neighboring
DMSA molecules at the same nanoparticle surface may take
place.15 In the stock samples we used in this study, however,
chances of finding disulfide links (-S-S-), linking together
DMSA -functionalized neighboring nanoparticles is minimal.
First, it is because the pH range of the samples that were
manipulated rules out the deprotonation of the thiol groups.
Second, it is because the G ratio for both samples is consid-
erably low, thus minimizing the onset of thiol bridges. Third,
right after production the stock samples were centrifuged to
remove out any eventual flocculation phase. Samples were
labeled DMSA1 and DMSA?2, with average core diameters
(diameter dispersion) of 7.9 (0.18) and 7.2 nm (0.27), respec-
tively. The particle size (core diameter) histograms obtained
from the transmission electron micrographs were curve fitted
using the log-normal distribution function.'® Stock samples
DMSA1 and DMSA2 contained 1.0X 10'® and 1.7X10'
particle/ml, respectively. Samples prepared for the SMB
measurements were obtained by diluting the stock samples
using milli-Q water as solvent. The stock samples were di-
Iuted to produce samples labeled as 1:2, 1:4, and 1:6. For
instance, sample 1:6 was produced by adding five volumes
of water in one volume of stock MF sample. Dilution of the
pHT7 stock samples with pure water is an extreme protocol
compared to dilution using the 0.9% sodium chloride solu-

© 2009 American Institute of Physics
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FIG. 1. Day 0 normalized SMB signal of sample DMSAI1 after different
dilutions (1:2 and 1:6). Symbols are experimental values, whereas solid
lines are the curve fittings using Egs. (1), (2a), and (2b). The inset shows the
obtained contributions of monomers and agglomerates.

tion. Actually, DMSA-coated maghemite in the stock
samples is expected to hold negative surface charge
density.17 Dilution with pure water will enhance the colloidal
stability in this case as the ionic strength of the bulk solvent
will reduce, thus enhancing the electrostatic repulsion among
the suspended nanoparticles. This strategy was intentionally
meant to probe the sensitivity of the SMB technique in the
investigation of the colloidal clustering process. Attenuated
total reflectance Fourier-transform infrared (ATR-FTIR)
spectroscopy was used to quantify the relative DMSA sur-
face grafting in both BMF samples, as described in the
literature.”> From the ATR-FTIR data we found sample
DMSAL1 presenting the lower surface grafting coefficient
compared to sample DMSA2. Sample DMSA1 was diluted
to produce three samples (1:2, 1:4, and 1:6), whereas sample
DMSA?2 was diluted to produce one sample (1:4).

The SMB measurements were carried out using a home-
made system consisting of a chopped laser beam (632 nm)
crossing perpendicularly the sample cell (1 mm thick optical
path) before illuminating the photodetector. The sample cell
embodies a double goniometerlike device that allows full
angular rotation of polarizer and analyzer. The transmitted
light intensity (/) is then recorded as a function of the applied
external field in the range of 0—4 kOe. Note that in conven-
tional SMB experiment the light intensity (/) scales with the
birefringence signal (An) according to An=~71"2'®

Open symbols in Fig. 1 represent the normalized SMB
data of sample DMSAL1 at dilutions 1:2 (circles) and 1:6
(squares) at day 0. Symbols regarding sample DMSA1 at 1:4
dilution were not included in Fig. 1 once they fall just in
between symbols of samples 1:2 and 1:6. Solid and open
symbols in the inset of Fig. 1 represent the contributions of
monomers  (isolated nanoparticles) and agglomerates
(Q-cluster) to the net birefringence signal (An), respectively.
As will be discussed below the model used to fit the experi-
mental data (see solid lines in Fig. 1) is a recent extension of
the model proposed by Neto et al.,'! in which the field de-
pendence of the magnetic susceptibility associated to differ-

J. Appl. Phys. 105, 033906 (2009)

ent Q-mers (dimer, trimer, tetramer, etc.) is taken into ac-
count. Within this new approach Gravina'® described the
effect of the MF sample texture (Q-cluster) via a continuous
distribution function. Instead of a discrete contribution (sum-
mation) of Q-mers (dimer, trimer, tetramer, etc.) weighted by
their own frequencies as described in Ref. 11, Gravina'® in-
troduced the log-normal distribution function P(Q) describ-
ing the frequency versus size (Q) of the Q-cluster structure.
P(Q) is characterized by its own average Q-cluster size value
({(Q)) and average Q-cluster size-dispersion value (o). Fol-
lowing this new approach the field dependence of the nor-
malized SMB signal (An/An,) is written as

(An/Any)(H) = J C,An,(H,D)D*P(D)dD

® f J C)Any(H,D,Q)D*P(D)
X P(Q)dDdQ, (1)
with
An (H,D) =[1-(3/&)coth & + (3/€)] (2a)
and
Any(H,D,Q) =1 - (3/&y)coth &y + (3/€)], (2b)

where & =(m/6)MD*H/KT and &,=(m/6)(2Q0K o/ Mj)[1
+BP(H)ID*H/KT for 0>1. M,, Ky, D, Q, and 3 are the
saturation magnetization, Q-cluster effective rotational an-
isotropy, nanoparticle diameter, cluster size, and a constant,
respectively. The argument of Eq. (2b) was developed as-
suming the volume of the Q-cluster (V) equals V,=QV,
where V is the nanoparticle volume, (7/6)D3. In addition,
the field dependence of the Q-cluster rotational susceptibility
is described by x;,=[1+BP(H)], as previously discussed."!
Then, from the Q-cluster rotational susceptibility, X’Q
=M Q/HQ, the Q-cluster saturation magnetization is given by
My= X’QH/?=(2KQ/ M)[1+BP(H)]. Therefore, the Q-cluster
effective magnetic moment is described by M,V,=(/6)
X(ZQKQ/MS)[1+BP(H)]D3. The first integral in Eq. (1) is
carried out over the particle diameter distribution P(D) only
whereas the second integral in Eq. (1) is carried out over
both the particle diameter distribution P(D) and the
Q-cluster distribution P(Q), constrained by C,+C,=1. The
curve fitting of the data displayed in Fig. 1 (day 0) indicates
that the higher the dilution the lower the average Q-cluster
size value ((Q)) and Q-cluster size-dispersion value (o).
From the fitting procedure we found (Q) (o) equals 4.3
(0.45) and 4.0 (0.32) for dilution 1:2 and 1:6, respectively
(see data in Fig. 1).

Open symbols in Fig. 2 represent the normalized SMB
data of sample DMSAI1 (dilution 1:4) recorded at day O
(squares) and at day 5 (circles). Symbols regarding day 2
were not included in Fig. 2 once they fall just in between the
symbols of day 0 and day 5. Solid and open symbols in the
inset of Fig. 2 represent the contributions of monomers (iso-
lated nanoparticles) and Q-clusters to the net birefringence
signal (An), respectively. Figure 3 and its inset show the
same aging experiment and the corresponding analysis for
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FIG. 2. Normalized SMB signal of DMSA1 sample (1:4 dilution) at day 0
and day 5. Symbols are experimental values, whereas solid lines are the
curve fittings using Egs. (1), (2a), and (2b). The inset shows the obtained
contributions of monomers and agglomerates.

sample DMSAZ2. Solid lines in Figs. 2 and 3 represent the
best curve fitting using Egs. (1), (2a), and (2b). From the
curve-fitting procedure we found slight differences (see
curves in the inset) in particle texture (monomer and
Q-cluster relative contents) of sample DMSA1 due to aging.
However, no difference in particle texture was found from
the analysis of the SMB of sample DMSA2 due to aging.
This finding indicates that the aging of the investigated BMF
samples occurs immediately after dilution, i.e., in a time
scale much smaller than days. Nevertheless, we found an
important difference on the particle texture of the two day 5
aged samples (DMSA1 and DMSA?2), as indicated in Fig. 4.
Figure 4 presents the P(Q) distribution functions obtained
from the fitting of the SMB data with (Q) (o) equals 4.0
(0.36) and 2.0 (0.62) for the day 5 samples (1:4 dilution)
DMSAT1 and DMSA2, respectively. This finding indicates
that the higher the surface grafting coefficient the lower the
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FIG. 3. Normalized SMB signal of DMSA?2 sample (1:4 dilution) at day 0
and day 5. Symbols are experimental values, whereas solid lines are the
curve fittings using Egs. (1), (2a), and (2b). The inset shows the obtained
contributions of monomers and agglomerates.
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FIG. 4. Distribution function P(Q) of samples DMSA1 and DMSA2 (1:4
dilution) after day 5 aging. The inset illustrates the DMSA orientation while
binding at the nanoparticle surface (Ref. 15).

average Q-cluster size value ((Q)) and higher the Q-cluster
size-dispersion value (o). The inset of Fig. 4 is a schematic
representation of the DMSA orientation while approaching
the nanoparticle surface for iron complexation.

In conclusion, dilution and aging of BMF samples con-
taining DMSA-coated maghemite nanoparticle may change
the magnetic texture of the sample, meaning the relative con-
tent of monomers and agglomerates. The actual MF sample
texture can be more precisely described by the average
O-cluster size value ((Q)) and average Q-cluster size-
dispersion value (o) values of a log-normal distribution
function P(Q). We found changes in both (Q) and o, de-
pending on the initial surface grafting coefficient and the
degree of dilution the stock samples are submitted to. In
addition, changes in (Q) and o, due to dilution take place in
a time scale much smaller than days. These findings might
have huge impact on shelving and diluting MF samples for
biological and medical purposes.

This work was partially supported by the Brazilian agen-
cies FINATEC, FAPDF, and MCT/CNPq.
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Time-modulation of surface functionalization in biocompatible magnetic fluids
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Abstract

Photoacoustic spectroscopy (300 to 1000 nm wavelength range) was used to investigate
the aging of dimercaptosuccinic acid-coated maghemite nanoparticles suspended as
biocompatible magnetic fluids. The three samples investigated presented increasing surface
grafting coefficient and were water-diluted at day zero. The time evolution (from day zero to
day forty) of the areas under band-L and band-S photoacoustic features was used to draw
conclusions on the changes on the relative populations of carboxyl (V;) and hydroxyl (Ns)
groups adsorbed onto the nanoparticle surface. We found the time-dependence of the relative
populations of molecular species (N;/Ns) peaking at band-L and band-S following a sigmoid-
like curve with characteristic times of 2.7, 3.7 and 4.1 days for samples presenting increasing

molecular surface grafting coefficient (V).

Keywords: A. magnetic fluid; A. nanostructures; B. chemical synthesis; D. photoacoustic; E.

light absorption
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1. Introduction

One of the key aspects related to biocompatible magnetic fluid (MF) samples, with
important consequences to both fundamental and applied research, is the desorption of
molecules out from the surface of the nanoparticle suspended in the carrier fluid. The surface
molecular species are used not only to provide colloidal stability but specially to functionalize
the colloidal magnetic particles, aiming particular biological and medical applications.
However, desorption is a typical colloidal aging process which is closely related to nanoparticle
clusterization, the latter tightening single nanoparticle units together in more complex
agglomerates [1]. Cluster formation in MF samples, induced either by the application of an
external magnetic field [2], reducing the MF sample temperature [3], increasing the MF
nanoparticle concentration [4] or by changing the characteristics of the nanoparticle surface
molecular layer [5-9], has been investigated to some extend though little effort has been devoted
to understand the molecular surface-desorption process that may leads to nanoparticle
clusterization. The influence of the surface grafting on the MF properties has been investigated
using for instance static magnetic measurements [5], magnetic resonance [6], optical
transmission experiments [7], static magnetic birefringence [8], and photoacoustic spectroscopy
[9]. Photoacoustic spectroscopy (PAS) has been recently introduced as a promising MF
characterization technique [10], for it provides important information regarding the nanoparticle
core characteristics [11] as well as information related to molecular species adsorbed on the
nanoparticle shell [9]. As reported in the literature [10] while the photoacoustic features related
to the hydroxyl group adsorbed onto the surface of transition metal-oxide nanoparticles appears
at shorter wavelengths (band-S) other adsorbed functional groups (such as carboxyl, carbonyl,
and amino) reveal photoacoustic features at longer wavelengths (band-L). Therefore, as far as
the time evolution of the molecular surface-grafting process is concerned PAS potentially
provides a direct way to track changes on MF samples by looking at the relative intensities of
band-L and band-S within the same photoacoustic spectrum. In the present study we report on
the aging investigation of biocompatible magnetic fluid samples containing maghemite
nanoparticle surface-coated with dimercaptosuccinic acid (DMSA) and suspended in
physiological solution. Biocompatible magnetic fluid (BMF) samples with very similar
maghemite core-size but presenting different DMSA grafting coefficients were used as the stock
samples. Stock samples of magnetic fluids were then aqueous-diluted at day-zero while the
photoacoustic spectra were recorded as a function of time in order to draw conclusions

regarding changes on the molecular surface-grafting.



2. Experimental

The MF stock samples were prepared and stabilized in 0.9% sodium chloride aqueous
solution at pH7, following the route already described in the literature [12]. Samples were
labeled DMSA1, DMSA2 and DMSA3 with average core-diameters (size dispersion) of 7.9 nm
(0.17), 7.2 nm (0.28) and 6.7 nm (0.17), respectively. The particle size (core diameter)
histograms obtained from the transmission electron micrographs were curve-fitted using the log-
normal distribution function [13]. Stock samples DMSA1, DMSA2 and DMSA3 were
characterized in terms of the nanoparticle concentration as follow: 1.0x10', 1.7x10'® and
1.7x10" particle/mL, respectively. Samples prepared for the PAS investigation were obtained
by diluting the stock BMF samples using pure water as solvent. The dilution procedure was
accomplished by adding three volumes of pure water in one volume of the stock sample.
Attenuated total reflectance Fourier-transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy was used to
quantify the relative DMSA surface grafting in both BMF stock samples, as described in the
literature [12]. From the ATR-FTIR data we found sample DMSA1 presenting the lowest
surface grafting coefficient whereas sample DMSAS3 presented the highest surface grafting
coefficient. Among all three BMF samples investigated sample DMSA2 presented intermediate
surface grafting coefficient. After dilution the three BMF samples were used for recording the
PAS data at day-0, day-2, day-5, day-8, day-15, day-30, and day-40. The photoacoustic (PA)
spectra were recorded for all three aqueous-diluted BMF samples prepared as a thin film on top
of a polished quartz substrate. The samples were enclosed in a sealed, high-performance, PA
cell at atmospheric pressure, coupled to a sensitive microphone. The light from a 150 watts Xe
lamp was dispersed by a 0.22 m double monochromator (Spex model 1680) and used as the
variable wavelength light source. The light was chopped at a frequency of a few hertz to
improve the signal-to-noise ratio. All the PA spectra were normalized to the spectra of a highly

absorbing (black) film.

3. Results and discussion

Figure 1 shows typical PA spectra of sample DMSA1 recorded at day-0 and day-15.
The usual region of band-C, -S and -L are also indicated in Fig. 1. Band-C has been related to
the absorption of the incident light by the core nanoparticle [11]. We emphasize that the PA
signal scales with the optical absorption coefficient and, under low optical excitation intensities,
the PA signal scales linearly with the optical absorption coefficient. The optical absorption edge
of most bulk ferrite-based crystals falls within the range of 300 to 400 nm. Band-S is related to
the metal-polyoxy-hydroxy surface layer built up at the co-precipitated ferrite-based



nanoparticle surface, which is particularly enriched by hydroxyl groups [10]. The strong peak
around 470 nm, observed in all ionic magnetic fluid samples investigated to date, indicates the
expected high surface hydroxyl grafting coefficient. Note that the PA band around 470 nm is
typical of the crystal field band of transition-metal ions in a distorted octahedral environment
[9]. Finally it is claimed that band-L is related to the characteristics of the nanoparticle
stabilizing molecular coating layer, thus allowing characterization of a particular BMF sample.

In order to analyze the time evolution of the relative population of carboxyl-to-hydroxyl
groups, both directly adsorbed onto the nanoparticle surface, the areas under band-L (4uL) and -
S (AuS) were investigated as a function of time. Figure 2 shows the time dependence of the
AuL/AuS ratio. The area under the corresponding spectrum band scales with the surface grafting
coefficient (V) of the adsorbed groups, namely carboxyl (N;) and hydroxyl (Ns) groups while
AuL/AuS = N;/Ns. All data on Fig. 2 were normalized to 0.5 for day-0 in order to provide better
comparison among different samples. Note in all three cases (see Fig. 2) the general tendency
for saturation at longer times, though sample DMSA1 follows a quite different profile in
comparison to samples DMSA2 and DMSA3, whose behavior is very much close together. In
addition, note that all the data shown in Fig. 2 follow a sigmoid-like function, characterized by
different parameters. One can easily derive a sigmoid-like function describing the aging process
shown in Fig. 2 using a very simple model, as follows. Firstly, as already described in the
literature, the surface of co-precipitated (alkaline medium) nanoparticles is fully-coated with
hydroxyl groups. Secondly, the surface-coating of the maghemite nanoparticle with DMSA 1is
accomplished because, under favorable chemical conditions, the carboxyl group shifts the
surface-adsorbed hydroxyl group to some extend. Therefore, the BMF samples under
investigation in this study contain maghemite nanoparticle surface-coated with hydroxyl and
carboxyl groups, the steady-state relative population of them established by the conditions under
which the coating process took place. Third, as far as the steady-state relative population of the
surface molecular species is concerned water-dilution of the as-produced BMF samples takes
the sample out from the equilibrium. The driving force restoring the system to another
equilibrium position is the gradient of the osmotic pressure between the bulk solution (73) and
the nanoparticle surface at the two distinct linking sites (7, 75). Here we have two different
molecular species (hydroxyl and carboxyl) in two different compartments (nanoparticle surface
plus bulk solution). Note that the DMSA molecule normally has the first carboxyl group
adsorbed onto the nanoparticle surface while the second one is facing the bulk solution.

The model picture assumes the rate (dNg/df) scaling with {(7z, - 73) - (75 - 73)}. In other

words, the differential equation describing the rate for reaching the steady-state condition is:



dNg/dt=- (Ns- N,)/r, (1)

where 7 is the characteristic time for approaching the steady-state condition. Solution of Eq. (1)

gives:

Ni/Ns =B+ (T—B){1 +expl(ty—0/l}", (2)

where B (bottom) and T (top) describe the range of the N;/Ns data and ¢, is the time at which the
ratio N;/Ns is halfway between bottom and top. The solid lines in Fig. 2 represent the best
curve-fitting of the data (4ul/AuS = N;/Ns) using Eq. (2).

5. Conclusion

In summary, photoacoustic spectroscopy was used in this study to follow and evaluate
the aging of dimercaptosuccinic acid-coated maghemite nanoparticle suspended as
biocompatible magnetic fluid samples. Photoacoustic spectra of water-diluted samples were
recorded as a function of time, thus providing information for the time evolution of the relative
population of molecular species (carboxyl versus hydroxyl) adsorbed onto the nanoparticle
surface. We found the area under the photoacoustic band-L (band-S), which scales with the
number of adsorbed carboxyl (hydroxyl) species, the appropriated variable to investigate the
samples aging. A simple model picture, based on the gradient of osmotic pressure, is proposed
in the present study to fit the experimental data in order to provide the characteristic time

constant for the aging process.
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Figure captions

Fig. 1. Typical photoacoustic (PA) spectra of sample DMSA1 at day-0 and day-15.

Fig. 2. N;/N; versus aging time. Symbols are the experimental values whereas solid lines are the

best curve-fitting using Eq. (2).
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