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Resumo

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de birrefringência magnética estática, espec-

troscopia fotoacústica e microscopia eletrônica de transmissão para investigar o efeito da dilu-

ição de amostras de fluido magnético biocompatível à base de maghemita recoberta com áci-

do dimercaptosuccinico. As amostras investigadas apresentam características semelhantes, 

pórem com diferentes graus de cobertura molecular. Os dados obtidos foram analisados com-

parando, entre si, as diferentes amostras usadas e analisando as características de cada uma 

em função do tempo. Parâmetros importantes como os estáticos: diâmetro modal e sua disper-

são e os dinâmicos: valores médios do grau de aglomeração (<QM>) e da população relativa 

das espécies moleculares adsorvidas (NL/NS), foram quantificados e discutidos. 
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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(<QM>) and relative populations of adsorbed molecular species (NL/NS). 
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Capítulo 1

Introdução

Os fluidos magnéticos são materiais de grande interesse devido à sua alta aplicabilidade 

tecnológica (Rosensweig, 1997). Dentre as possíveis aplicações as biológicas e biomédicas - 

como carreadores de fármacos, hipertermía e agente de contrastante de Ressonância Magnéti-

ca Nuclear (RMN) - merecem destaque (Pankhurst, et al., 2003). Para as aplicações nessas 

áreas um fluido magnético necessita, além de uma boa estabilidade, salinidade e pH seme-

lhantes ao do meio em que será utilizado. Quando atendidas essas condições e apresentando 

uma baixa toxicidade o fluido pode ser dito biocompatível. 

Esta dissertação tem como objetivo estudar o comportamento de amostras de fluido 

magnético biocompatível, à base de maghemita recoberta com ácido dimercaptosucínico, 

quando diluídas. A partir da diluição serão observadas as mudanças ocorridas nas amostras 

em função da concentração e do tempo, após a diluição. Sendo, nessa observação, utilizados 

parâmetros relacionados: à agregação e à adsorção de espécimes moleculares a superfície da 

nanopartículas – que nos permitem de avaliar propriedades importantes para a estabilidade do 

fluido e para sua aplicabilidade. 

Esse acompanhamento será feito com amostras de características semelhantes, por meio 

das técnicas de Birrefringência Magnética Estática e Espectroscopia Fotoacústica, tendo como 

suporte a Microscopia Eletrônica de Transmissão. 

O presente trabalho está organizado da seguinte forma: no Capítulo 2 são descritas as 

principais características dos fluidos magnéticos, fatores críticos para estabilidade, métodos 

de produção, e como o foco deste trabalho é o estudo de fluidos magnéticos biocompatíveis 

um enfoque especial é dado às aplicações biológicas e biomédicas; no Capítulo 3 é feita uma 

breve introdução acerca das técnicas utilizadas, neste trabalho, o procedimento utilizado na 

obtenção dos dados e os modelos usadas para sua análise e interpretação; no Capítulo 4 são 

expostas as características básicas das amostras utilizadas bem como descrita a metodologia 

utilizada na diluição e na análise das micrografias, resultados que são pré-requisitos para uma 

análise acurada das demais técnicas; no Capítulo 5 são discutidos e analisados os dados de 
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Birrefringência Magnética Estática e também os dados obtidos por meio da Espectroscopia 

Fotoacústica; no Capítulo 6 são apresentadas as conclusões e perspectivas. 

Como anexo, estão dispostos ao final da dissertação, os trabalhos publicados e relacio-

nados ao assunto discutido nesta dissertação, bem como os artigos submetidos à publicação e 

que contêm os dados aqui analisados.  
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Capítulo 2

Fluidos Magnéticos 

Os fluidos magnéticos, também conhecidos como ferrofluidos ou colóides magnéticos, 

apresentam-se como uma suspensão coloidal ultra-estável onde partículas magnéticas, da or-

dem de poucos nanômetros (~10nm), estão dispersas em um líquido carreador, que pode ter 

natureza polar ou apolar. Tais propriedades garantem a esses colóides propriedades tais como 

a viscosidade e a maleabilidade dos líquidos e a resposta a campos magnéticos dos sólidos. 

2.1 Histórico. 

Os primeiros registros dos fluidos magnéticos (FMs) datam do início da década de 1930 

quando Bitter (Bitter, 1932) produziu uma suspensão coloidal de partículas de magnetita 

(  com diâmetro em torno de 1 . No final da década de 30 Elmore (Elmore, 1938) 

conseguiu produzir um FM com partículas com diâmetro da ordem de 20 ; contudo, ainda 

seria necessário diminuí-lo para conseguir um colóide ultra-estável. Somente na de década de 

1960 Papell (Papell, 1965) produziu o primeiro fluido ultra-estável com o objetivo de contro-

lar o fluxo de combustíveis de foguetes espaciais na ausência de gravidade, sendo que no final 

da mesma década Rosensweig (Rosensweig, 1969) conseguiu produzir, através do conhecido 

processo de moagem de pó magnético, fluidos com carreadores químicos como querosene e 

ésteres. Já em 1973, Kalafalla e Reimers (Kalafalla, et al., 1973) introduziram a produção de 

FMs por meio de síntese química de nanopartículas magnéticas surfactadas, e em 1982 Mas-

sart (Massart, 1982) desenvolveu a coprecipitação em meios iônicos, método amplamente 

utilizado até hoje devido ao seu baixo custo, curto tempo de preparação e permitindo um mai-

or controle sobre a dispersão dos diâmetros em comparação com o método de moagem am-

plamente utilizado até então. 
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2.2.3 Fluidos magnéticos híbridos ou iônico-surfactado 

Se durante o processo de síntese do fluido magnético for acrescentado excesso de cobertura 

molecular isso poderá acarretar a formação de uma dupla camada de surfactante. Assim, a 

segunda extremidade polar ficará voltada para o líquido carreador, o que leva a um acúmulo 

de carga, que permite a dispersão em um solvente polar (Figura 2.3). Dessa maneira, o fluido 

apresentará dois mecanismos de repulsão diferentes, o estérico, devidos às moléculas, e o ele-

trostático, devido à densidade superficial de carga. As características da carga apresentada 

dependerá, assim como no fluido iônico, do pH do meio e da natureza do grupo polar voltado 

para o líquido carreador. 

Figura 2.3: Diagrama de fluido híbrido, Diagrama de fluido surfactado, onde as setas indicam o vetor mo-
mento magnético das partículas e é adsorvida uma bicamada molecular a sua superfície para atingir a esta-
bilidade, que é conseguida via repulsão estérica e eletrostática. 

Devido à maior estabilidade desses fluidos, graças à maior repulsão 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 solução fisio-

lógica (pH 7 e salinidade 0.9%) poderemos ter um fluido dito biocompatível. 

Esses fluidos com capacidade para aplicações in vivo e in vitro serão o alvo do trabalho 

desenvolvido nesta dissertação. Serão considerados neste trabalho os fluidos magnéticos bio-

compatíveis (FMB) de maghemita ( ) recoberta com DMSA - Dimercaptosuccinic 

acid – (Figura 2.4) em solução fisiológica. 
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 2.4 Estabilidade Coloidal 

Como já foi visto, os FMs consistem de suspensões coloidais estáveis de partículas 

magnéticas em um líquido carreador. Contudo, para atingir a estabilidade coloidal, proprieda-

de fundamental desses fluidos, é necessário que as interações atrativas e repulsivas se equili-

brem, num jogo de forças onde se destacam as interações magnética, gravitacional, estérica, 

de Van der Walls e o movimento browniano. 

2.4.1 Força gravitacional e movimento browniano 

Para que não ocorra a precipitação das partículas do fluido devido a ação da força gravi-

tacional é necessário que o tamanho dessas seja tão pequeno que o movimento browniano 

permita sua dispersão no líquido carreador. Assumindo que as partículas sejam esféricas de 

diâmetro D, para elas ficarem dispersas em um líquido de viscosidade  o diâmetro médio é 

dado por (Shiliomis, 1974) 

²
   (2.1)

onde  é a constante de Boltzmann,  a temperatura absoluta,  a densidade da partícula, g 

a aceleração gravitacional e  a diferença das densidades da partícula é do fluido 

. Dessa forma, podemos estimar um diâmetro máximo de partícula permitido para a 

estabilidade de um fluido magnético típico de maghemita, ³

³, submetido à  temperatura ambiente e a uma aceleração gravitacional de 9,8 m/s²

como sendo de .
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2.4.2 Interação magnética 

Figura 2.7: Interação entre dipolos separados a uma distância .

A energia magnética de duas partículas separadas por uma distância , como disposto 

na Figura 2.7, pode ser descrita pela interação de dois dipolos magnéticos pontuais 

(Rosensweig, 1997) 

³
   (2.2)

onde , com  sendo a magnetização de saturação e V o volume da partícula. Por 

conseguinte, a maior energia entre duas partículas será dada quando essas estiverem alinha-

das, ou seja,  e . Assim a energia máxima é dada por: 

á
²

³
.   (2.3) 

2.4.3 Interação estérica 

A repulsão estérica, presente em fluidos surfactados, é devida à adsorção de moléculas 

na superfície das partículas de maneira a permitir uma separação entre as mesmas por meio do 

contato físico das moléculas superficiais. Esse mecanismo é um dos mais eficientes e utiliza-

dos na estabilização dos FMs, sendo a energia repulsiva entre duas partículas esféricas e idên-

ticas dada por 
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   (2.4)

onde  é a concentração de moléculas adsorvidas na superfície, dito grafting, , com s

sendo a distância entre as superfícies das partículas,  e  a espessura da camada molé-

cular (Rosensweig, 1997). 

2.4.4 Interação de dipolos oscilantes (van der Waals) 

Essa força, de natureza atrativa, que ocorre mesmo em partículas neutras e apolares de-

vido à interação de dipolos oscilante. É uma interação em nível quântico onde as flutuações 

dos elétrons orbitais, devido a perturbações das nuvens eletrônicas e dos movimentos vibra-

cionais das moléculas, acabam por gerar o aparecimento de um dipolo instantâneo. A energia 

associada à interação de van der Walls entre duas partículas idênticas é

   (2.5)

onde A é a constante de Hamaker, da ordem de para o ferro, magnetita e maghe-

mita em hidrocarbonetos (Rosensweig, 1997). 

2.5 Propriedades magnéticas 

2.5.1 Monodomínio magnético 

Domínios magnéticos são regiões de um sólido onde os momentos magnéticos dos áto-

mos são orientados em uma direção fixa. Se todos os momentos magnéticos de um material 

fossem orientados em uma mesma direção seria necessária uma energia magnetostática consi-

derável para manter sua organização; desta forma esses materiais tendem a se organizar em 

domínios com diferentes direções de alinhamento de maneira a minimizar a energia do siste-
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ma. Essas divisões são feitas por meio de paredes de domínio, que são regiões de transição na 

direção dos momentos de dois domínios adjacentes (Rosensweig, 1997). 

Se uma partícula magnética é suficientemente pequena pode não haver um volume sufi-

ciente capaz de suportar uma parede (~100 átomos) ou ser necessária uma energia elevada 

para a construção da divisão em domínios, o que não compensaria a redução de energia decor-

rente desse processo. Devido a essa inviabilidade da construção de multidomínios todos os 

momentos magnéticos dessas partículas estão em uma única direção, possuindo então um 

monodomínio magnético (McCurrie, 1994). 

2.5.2 Tipos de ordenamento magnético 

 Existem várias formas de ordenamento magnético nos sólidos. As diferenças de organi-

zações são devidas à orientação e magnitude dos spins em um mesmo domínio e são classifi-

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

Tabela 2.1: Ordenamentos magnéticos. 

Ordenamento Alinhamento dos spins Descrição 

Ferromagnético 

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

Antiferromagnético 

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

Ferrimagnético 

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

Paramagnético Aleatória 

Orientação randômica de 
spins que tendem a se ali-
nhar paralelamente a um 
campo externo aplicado. 

Outros ordenamentos possíveis são o diamagnetismo e o superparamagnético. O dia- 

magnetismo é o comportamento magnético de átomos ou moléculas que não 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 átomo 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 colóides magnéticos, foi introduzido por Be-

an (Bean, 1955). É o comportamento apresentado por partículas nanométricas que apresentam 

monodomínio magnético. O comportamento dessas partículas é semelhante ao paramagnético 

só que com um momento magnético muito maior (1000 vezes), daí o nome dado. 

Para descrever o comportamento magnético de um fluido contendo partículas magnéti-

cas nanométricas em suspensão dois mecanismos de relaxação são fundamentais: a rotação 

Browniana e a relaxação de Néel (Bacri, et al., 1986). Processos esses que levam o fluido a 

apresentar um superparamagnetismo extrínseco ou intrínseco, respectivamente. 

 No modelo para a rotação Browniana o alinhamento do momento magnético é fixo na 

direção de fácil magnetização; portanto, os momentos são alinhados pela rotação da partícula 

como um todo no líquido carreador. Dessa forma o mecanismo de desalinhamento é dado pela 

agitação térmica, caracterizando assim o superparamagnetismo extrínseco. O tempo caracte-

rístico desse tipo de relaxação é dado por (Bacri, et al., 1986) 

   (2.6)

sendo  a viscosidade do líquido carreador e V o volume da partícula. 

Já no modelo de Néel o momento magnético pode não estar alinhado com o eixo de 

fácil magnetização, ou seja, o momento magnético pode girar dentro da própria partícula. 

Neste caso, a rotação do momento magnético está ligada a uma barreira de energia anisiotró-

pica, que para um cristal uniaxial, a campo zero, é igual a KV, onde K é a constante de aniso-

tropia da partícula. O tempo característico do mecanismo de rotação do momento magnético é 

dado por 

   (2.7)

onde  é o período de precessão de Larmor típico em torno do campo de anisotropia. 

Na suspensão líquida os dois mecanismos ocorrem simultaneamente, sendo o processo 

dominante aquele com menor tempo característico. Por outro lado, em uma “suspensão con-

gelada” apenas a relaxação de Néel subsiste. 
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2.6 Aplicações dos FMB 

Inúmeras são as aplicações dos FMs nas áreas das engenharias e ciências dos materiais, 

como resfriador de alto-falantes e transformadores ou ainda como separador magnético. Mas a 

área que recentemente vem despertando o maior interesse são as possíveis aplicações na bio-

medicina. Como o foco desse trabalho é a caracterização de fluidos biocompativéis algumas 

técnicas biomédicas, em uso e em desenvolvimento, serão explicitadas nesta seção. 

2.6.1 Carreador de fármacos e radionuclídeos 

A maior desvantagem da maioria das terapias convencionais, que vão desde um simples 

antiinflamatório até uma quimioterapia, são os efeitos colaterais. Eles causam desconforto e 

sintomas diversos que acabam por levar o paciente a abandonar o tratamento, além de atacar 

não só 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 sítio a 

ser tratado é tão desejado. 

A partir da década de 1970, começou-se a desenvolver os primeiros polímeros e FMBs 

com o objetivo de direcionar medicamentos em aplicações in vivo. Com os avanços obtidos 

desde então, hoje temos dois principais tipos de carreadores baseados em nanopartículas mag-

néticas: (i) uma partícula magnética recoberta com um polímero biocompatível ao qual é liga-

do o fármaco ou (ii) um polímero biocompatível poroso onde é ligado o fármaco e o material 

magnético é precipitado ou introduzido no interior de seus poros. Ambos os carreadores po-

dem utilizar-se de um gradiente de campo magnético para aumentar a concentração das partí-

culas, e conseqüentemente do fármaco, na região desejada reduzindo assim os efeitos colate-

rais e aumentando a eficiência do medicamento. 

De forma semelhante podem ser ligadas às nanopartículas magnéticas radionuclídeos, 

como  emissores, aumentando a radioatividade no local do tumor em mais 70% com relação 

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

 Procedimento terapêutico usado para aumentar a temperatura numa dada região do al-

vo afetada por tumores, buscando-se um aumento pontual e moderado de temperatura, capaz 

de promover a citólise das células carcinogênicas. 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, e ao mesmo tempo pode ser direcionado por um se-

gundo gradiente de campo, como no caso do carreamento de fármacos, eles permitem um 

aquecimento em uma área 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 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) são 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 funções de órgão e fluxo sangüíneo. Os fluidos 

magnéticos vêm sendo usados como agente de contraste em RMN para localizar e diagnosti-

car infartos, tumores e lesões no cérebro e coração. Isso devido ao fato das nanopartículas 

tenderem a se acumular nessas regiões graças às diferentes composições de tecidos e/ou pro-

cessos endocíticos (Pankhurst, et al., 2003). 

As propriedades contrastantes dos FMs são devidas às interações dipolares entre os nú-

cleos e sua vizinhança e o momento magnético que as partículas possuem. O que na presença 

de campos magnéticos permite imagens com maior definição. 
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Capítulo 3

Métodos e Técnicas. 

Como visto no capítulo anterior, as propriedades de um fluido magnético dependem de 

um delicado equilíbrio de forças e uma simples mudança em um parâmetro, que poderia se 

imaginar desprezível, pode vir a alterar toda a estabilidade coloidal do sistema. Com intuito 

de verificar essas alterações de forma concisa utilizamos, neste trabalho, três técnicas de ca-

racterização física capazes de fornecer informações complementares entre si. 

3.1 Birrefringência Magnética Estática (BME) 

Fluidos magnéticos homogêneos são, via de regra, isotrópicos com relação à transmis-

são de luz devido à disposição aleatória das partículas que o compõem. Isto significa que 

quando um feixe de luz atravessa a amostra nenhuma direção de propagação preferencial é 

apresentada. Entretanto, se submetermos esse fluido a um campo magnético ele perderá seu 

caráter aleatório de disposição das partículas, dando origem a dois eixos ópticos - um paralelo 

e outro perpendicular ao campo aplicado – ao longo dos quais a luz se propaga com velocida-

des diferentes. Esse fenômeno é chamado birrefringência magneto-óptica e será tratado bre-

vemente nesta seção. 

3.1.1 Birrefringência óptica  

Apesar de a maioria dos materiais que utilizamos rotineiramente ser opticamente isotró-

picos, índice de refração que independe da direção de propagação e do estado de polarização 

da luz, há muitos sólidos cristalinos que são opticamente anisotrópicos – como a calcita, a 

turmalina e o quartzo . Este caráter anisotrópico faz com que tais cristais apresentem direções 

cristalinas com índices de refração diferentes - sendo assim, chamados de birrefringentes. As 

primeiras observações 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 possível observar, com a ajuda 
de um polarizador, o feixe ordinário e o extraordinário, respectivamente (Olympus®). 

Conforme a Figura 3.1 foi observado que os feixes possuíam planos de vibração da luz 

polarizada perpendiculares entre si. Um dos feixes obedecia à lei de Snell, como um feixe 

comum passando de um meio isotrópico para outro, sendo chamado de raio ordinário O. En-

quanto o outro não a obedecia, sendo chamado raio extraordinário E, e nem mesmo se encon-

trava no mesmo plano de incidência. 

Essa diferença de comportamento dos dois feixes pode ser explicada, classicamente, pe-

la interação 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 ação de forças eletrostáticas 

de natureza restauradora, devido a instabilidade gerada pelo deslocamento de sua posição de 

equilíbrio. Como resultado dessa oscilação forçada em torno da posição de equilíbrio os elé-

trons tornam-se fontes secundárias, que retransmitem a onda eletromagnética com a freqüên-

cia das oscilações forçadas. O que acontece nos materiais birrefringentes é que essas forças 

restauradoras são diferentes nos dois eixos ópticos de maneira que a resposta ao campo elétri-

co é diferente. Assim, quanto maior a agilidade dessa restauração maior a velocidade de pro-

pagação da luz e conseqüentemente menor o índice de refração.  

Como esses cristais apresentam uma organização cristalina diferente na direção dos ei-

xos ópticos temos assim índices de refração diferentes e uma birrefringência associada. 

   (3.1)

Onde  e  são o índice de refração do eixo extraordinário e extraordinário, respecti-

vamente. 
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3.1.2 Origem e modelos de BME 

Graças ao critério aleatório da disposição das partículas, devido ao movimento Browni-

ano, os fluidos magnéticos não possuem diferença na velocidade de propagação nos ao longo 

dos diferentes eixos ópticos, sendo, portanto, isotrópicos. Entretanto, quando esse mesmo 

fluido é colocado em presença de um campo magnético externo, , esta simetria é quebrada 

(Figura 3.2). 

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

Como as partículas possuem um momento magnético associado, , 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 birrefringência magnetica estática, 

   (3.2)

Onde o eixo extraordinário equivale ao eixo paralelo ( ) ao campo aplicado enquanto o 

eixo ordinário é perpendicular (  a àquele. Sendo a birrefringência proporcional ao campo 

aplicado.

Em uma primeira aproximação, a birrefringência óptica é devida à anti-simétria do ten-

sor susceptibilidade elétrica do meio com relação ao campo elétrico da luz incidente (Bacri 

J.C. et al., 1996). Ou seja, depende de como se dará a interação 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 está relacionada ao fato de as partículas 

não serem perfeitamente esféricas e a anisotropia óptica inerente ao material magnético de 

que o núcleo é formado, sendo esta na maioria das vezes desprezível. Assim, assumindo que a 

fração volumétrica , com P(D) a ser definida na seção 3.3.3, e que 

 (comprimento de onda da luz incidente), podemos redefinir a expressão da birrefrin-

gência como: 

   (3.3)

Onde  é a permissividade do meio,  e  são, respectivamente, a susceptibilidade 

elétrica relativa por unidade de volume na direção paralela e perpendicular ao campo e  é a 

fração volumétrica. 

Como já mencionado, existe distribuição aleatória das partículas, e seus respectivos 

momentos magnéticos, na ausência de campo. Mas ao se aplicar um campo magnético externo 

( ) as partículas tendem a se alinhar, de maneira tal que a uma determinada intensidade de 

campo praticamente todas as partículas, com seu momento de dipolo magnético , estarão 

alinhadas com . A birrefringência atingirá assim seu valor de saturação: 

   (3.4)

Sendo  é a birrefringência característica de uma partícula na suspensão. 

Dessa forma, levando-se em conta a estatística das possíveis orientações do momento de 

dipolo magnético devido ao movimento browniano e o acréscimo da intensidade do campo 

magnético, perpendicular à luz incidente, tem-se a expressão para a birrefringência dada pela 

função de Langevin de segunda ordem (Bacri J.C. et al., 1996): 
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   (3.5)

sendo , onde o termo do numerador corresponde à energia magnética e o do de-

nominador, à energia térmica devido ao movimento randômico. O momento de dipolo magné-

tico, em função do diâmetro D e da magnetização de saturação , é dado por: 

   (3.6)

Da equação 3.5 temos que para baixos campos a dependência com o campo magnético 

seria quadrática: 

   (3.7)

No entanto, em alguns casos essa situação limite não é 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 deficiência Xu e Ridler (Xu M. and Ridler P. J., 1997) propuseram 

algumas modificações que mais tarde foram complementadas por Skeff et al (Skeff Neto K. et 

al., 2001). 

O sinal da birrefringência seria, assim, um somatório da contribuição de partículas iso-

ladas e agregados, principalmente, devido à interação entre as partículas. A maior parte da 

contribuição para a anisotropia óptica apresentada pelos fluidos magnéticos quando submeti-

dos a campos magnéticos teria sua origem nos agregados. De modo que coexistiriam partícu-

las isoladas – monômeros - e agregados com diferentes números de partículas, Q-mero (Q = 

1, 2, 3, 4, ...), gerando um somatório de contribuições para o sinal total (Xu M. and Ridler P. 

J., 1997). 

   (3.8)

Onde  é a fração volumétrica de Q-mero no volume total de partículas do FM tal que 

, e  é a contribuição à birrefringência do Q-mero. 
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Com o objetivo de reduzir as discrepâncias a baixas e altas intensidades de H, foi inclu-

ído ao modelo a dependência da susceptibilidade magnética rotacional associada às estruturas 

das cadeias formadas (Skeff Neto K. et al., 2001). O acréscimo deste termo que inclui a de-

pendência da permeabilidade magnética com o campo magnético permitiu uma melhor com-

preensão dos dados experimentais (Figura 3.3). 

Figura 3.3: Sinal de birrefringência normalizado para duas amostras de NiFe2O4 com concentrações diferen-
tes ( . O gráfico inserido representa o sinal de BME em função de H² a 
baixos campos (Skeff Neto K. et al., 2001). 

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

zação associada ao Q-mero é, então, dada por: 

Sendo  uma constante de ajuste e  uma função do tipo log-normal,  é um cam-

po modal e  um desvio padrão associado à cadeia Q. O modelo pode ser assim descrito em 

função do diâmetro, , e campo modais e suas respectivas dispersões: 

   (3.10)

Com 
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   (3.11) 

Sendo:

   (3.12)

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

uma abordagem para visualizar a interação entre partículas (Gravina, 2005). 

Figura 3.4: Sinal de birrefringência normalizado de um FM a base de maguemita recoberta com DMSA e al-
gumas concentrações (1:1, 1:3 e 1:10). O gráfico inserido mostra a função P(Q) para as diferentes concentra-
ções  (Oliveira F.M.L. et al., 2006). 

Essa nova abordagem substitui a soma discreta sobre os valores de Q por uma função 

contínua (Figura 3.4). A equação 3.13 é re-escrita como 

(3.13)

Sendo P(Q) uma função log-normal que descreve o perfil dos aglomerados  

      (3.14)
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e

   (3.15) 

Dessa forma, a partir da P(Q) é possível identificar o número modal de aglomerados na 

cadeia <Q> e sua dispersão associada . Isto permite uma maior facilidade na avaliação do 

tamanho dos clusters e a conseqüente aplicabilidade do fluido. 

Devido ao sucesso dessa abordagem (Gravina, 2005; Oliveira F.M.L et al., 2006) ela se-

rá a utilizada na análise dos dados no presente trabalho. 

3.1.3 Obtenção dos dados de BME 

Como já mencionado, as medidas de birrefringência são simples e o equipamento utili-

zado para as medidas também. 

Figura 3.5: Diagrama do aparato utilizado na medida de birrefringência magneto-óptica. 

A fonte de luz utilizada no experimento consiste em um laser de . O feixe 

de luz passa por um chooper, que em conjunto com o lock in tem o objetivo de cortar o ruído 

e amplificar o sinal. Em seguida o feixe passa por um polarizador para garantir que a luz seja 

linearmente polarizada. Após 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 

está a 90° em relação ao polarizador- incidindo sobre um foto-detector. O sinal obtido chega 
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ao amplificador lock in e sua intensidade pode então ser medida com um voltímetro (Figura 

3.5).

Enquanto a luz e o sinal óptico percorrem o caminho acima descrito, o campo magnéti-

co é aplicado. O campo é gerado por meio de um sistema de bobinas acoplado a uma fonte de 

corrente contínua podendo variar de 0 a 4000 Oe. A intensidade do campo externo aplicado é 

medida por meio de um gaussímetro, como disposto na Figura 3.5. Assim, a intensidade lu-

minosa, I, é proporcional ao sinal da birrefringência (Bacri J.C. et al., 1986): 

² ²
² ² ²

(3.16) 

Em que  é a amplitude do campo elétrico da luz incidente;  são, respectivamen-

te, os coeficientes de transmissão perpendicular e paralelo ao campo; , sendo e

a espessura da amostra;  e  os ângulos que o polarizador e analizador fa-

zem com o campo, respectivamente. 

Na montagem utilizada os polarizadores estão cruzados e ao mesmo tempo cada um está 

orientado a um ângulo de 45º com relação à direção do campo  aplicado. O feixe 

de luz incide numa direção perpendicular a esse plano. Considerando essa geometria a inten-

sidade do sinal pode ser simplificada a: 

    (3.17) 

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

pode ser substituído pelo seu argumento e o valor da birrefringência passa a ser proporcional a 

.
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3.2 Espectroscopia Fotoacústica 

A Espectroscopia Fotoacústica - PAS, como toda a espectroscopia óptica, se baseia na 

obtenção de informações do material a ser analisado por meio da interação dos fótons com a 

matéria. A principal diferença da PAS para as outras espectroscopias ópticas é que os dados 

obtidos por ela são resultantes do espectro não-radiativo, decorrente da excitação do sistema 

de vibrações cristalinas, moleculares ou atômicas. Nessa seção será feita uma breve discussão 

acerca desta técnica e sua aplicação ao estudo dos FMs. 

3.2.1 Origem histórica 

Em 1880, Alexander Graham Bell trabalhava com fotofones e, acidentalmente, perce-

beu que um som audível 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, começou a estudar o fenômeno. 

Ele repetiu o experimento com uma grande variedade de sólidos, líquidos e gases e aca-

bou por descobrir que o som dependia da luz incidente e que nos líquidos a intensidade do 

som era muito menor que nos gases. 

Mais tarde, em 1881, baseado nos experimentos de Bell, John Tyndall e Wilheln 

Röntgem verificaram o mesmo para uma variedade de gases e o ratificaram.  Sendo, a partir 

do resultado, levantada hipóteses teóricas e desenvolvida uma célula fotoacústica, que com-

provou a principal origem do sinal observado: calor emanado da amostra para o gás 

(Rosencwaig, 1975). 

Depois desse surto inicial a PAS foi raramente utilizada na caracterização 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 caracterização de materiais foi 

descoberto. Desde então, a fotoacústica vem se mostrando uma importante técnica na caracte-

rização de sólidos e mesmo de estruturas biológicas (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 

absorção e transmissão. Contudo, diferentemente dessas técnicas, na fotoacústica o espalha-

mento da luz incidente não 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 não são tão eficientes, sendo a sua utilização inviável para investigação de uma vasta 

gama de substâncias orgânicas e inorgânicas (Rosencwaig, 1975). 

Como a fonte de informação utilizada na espectroscopia fotoacústica é a energia não ra-

diativa, liberada pela amostra, tornou-se possível fazer medidas em compostos como conduto-

res, isolantes e metais, onde não era possível o estudo via espectroscopia de absorção; permi-

tiu o estudo simplificado e rápido de sistemas biológicos que demandavam grande preparo e 

foi possível analisar plantas, tecidos e micro-organismos e as concentrações relativas de seus 

metabolitos com uma pequena quantidade de material 

Dentre as recentes e promissoras aplicações estão a sua utilização na caracterização de 

fluidos magnéticos tanto iônicos (Morais P.C. et al., 2002) quanto biocompatíveis (Morais 

P.C. et al., 2003). 

3.2.2 Espectroscopia fotoacústica e geração do sinal fotoacústico 

Na espectroscopia fotoacústica a amostra é colocada dentro de uma célula hermetica-

mente fechada contendo ar, ou algum outro gás, e que possua um microfone, que irá captar a 

variação de pressão. Sobre a amostra é incidido um feixe de luz monocromático, que ao pas-

sar por um chopper se torna pulsado. Ao incidir sobre a amostra parte da energia do feixe é 

convertida em energia não radiativa, ou seja, sem a emissão de fótons. Como resultado da 

absorção da energia do feixe de luz parte da população de moléculas e/ou átomos da amostra 

se excitará, passando do estado fundamental para estados excitados. Como conseqüência do 

retorno do sistema ao estado fundamental ocorre um aumento da temperatura da amostra. 

Surge, assim, um fluxo periódico de calor da amostra, que absorveu energia, para o gás em 

torno desta, criando uma variação de pressão que é então detectada pelo microfone. 

A primeira explicação para tal fenômeno, proposta por Bell, era que essa variação de 

pressão teria origem em ciclos de adsorção das moléculas do gás desencadeada pela variação 

da temperatura da amostra. Contudo, na década de 1970, foi observado que esta contribuição 

era mínima e que o sinal fotoacústico tem por origem o fluxo periódico de calor da superfície 

da amostra para o gás que está nas suas proximidades. Esse fluxo produz flutuações na pres-

são do gás da célula e essa flutuação é detectada pelo microfone (Rosencwaig, 1975). 
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Figura 3.6: Célula fotoacústica. 

Para fazermos uma breve análise da dinâmica do calor e da temperatura no interior da 

célula fotoacústica faz-se necessário algumas considerações. 

Assumindo que a célula fotoacústica tenha comprimento L, diâmetro D, amostra e porta 

amostra de espessura l e , respectivamente (Figura 3.6), e . Além disso, o 

sistema é caracterizado através dos seguintes parâmetros: 

 - condutividade térmica do material i (cal/cm.s.ºC); 

 - densidade do material i (g/cm³); 

 - calor específico do material i (cal/gº.C); 

 - difusibilidade térmica do material i (cm²/s); 

- coeficiente de difusão térmica do material i (cm-1);

 - comprimento de difusão térmica do material i (cm); 

 - dependendo do material pode ser s para a amostra sólida, g para o gás da célula, e

b para o porta amostra; 

 - freqüência do chooper (rad/s). 
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Quando o feixe de luz vindo de uma fonte monocromática de intensidade  (W/cm²) 

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

.   (3.18)

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

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

   (3.19)

em que  é o coeficiente de absorção óptica da amostra. Como decorrência direta deste aque-

cimento periódico surge um gradiente de temperatura entre a amostra e o restante da célula, 

gerando assim um fluxo de calor. 

Nessas condições, o fluxo alternado de calor no gás será dado por (Rosencwaig A. and 

Gersho A., 1976): 

   (3.20)

onde   é a amplitude complexa da temperatura no limite sólido-gás. A correspondente varia-

ção de temperatura é dada por: 

   (3.21)

em que  são, respectivamente, a componente real e imaginária de . Vale ressaltar 

que está diretamente ligada, por meio de um termo exponencial, à tempera-

tura do gás da célula. Ou seja, um aumento da densidade e do calor específico bem como uma 

redução da condutividade térmica do gás presente na célula pode diminuir a influência da 

temperatura na vizinhança da amostra. 



29

Figura 3.7. Distribuição da temperatura no interior da célula (Rosencwaig A. and Gersho A., 1976). 

O peso do termo exponencial é tal que a uma distância  da amostra 

o valor da variação de temperatura é nula (Figura 3.7). Para o ar, na freqüência de modulação 

100 Hz essa distância é aproximadamente 0,1 cm, ou seja, acima desta distância não é obser-

vado nenhum comportamento periódico na temperatura e no fluxo de calor. 

A partir destes resultados podemos concluir que, ao contrário do que antes se pensava, 

não ocorre uma expansão do gás como um todo. Apenas uma fina camada em torno da amos-

tra se contrai e expande periodicamente. Ela forma uma espécie de pistão acústico que produz 

uma variação de pressão e esta sim se propaga pelo restante da coluna de gás até ser detectada 

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

3.2.3 Obtenção de dados 

Na PAS de sólidos a amostra é colocada dentro de uma célula fechada contendo ar – ou 

outra espécie de gás – e um microfone sensível. No presente estudo, a amostra foi iluminada 

por uma lâmpada de xenônio – Xe de 150 watts de potência. A luz emitida pela lâmpada inci-

de em um monocromador duplo de 0,2 m (modelo Spex 1680), obtendo assim uma fonte mo-

nocromática de comprimento de onda, , variável. Saindo do monocromador, a luz passa por 

um chopper com baixa freqüência, 4 Hz, uma vez que o sinal fotoacústico é reduzido com o 



30

aumento da freqüência do chopper. Finalmente, a luz modulada incide sobre a amostra 

(Figura 3.8). 

Figura 3.8: Diagrama da montagem experimental de PAS. 

O som captado pelo microfone é enviado, simultaneamente com o sinal de referência do 

chopper, para amplificador e em seguida para o lock in. São ajustadas as fases e o ganho do 

sinal de maneira a reduzir a relação sinal ruído. Então, o sinal amplificado e ajustado pelo 

lock-in bem como a informação sobre o respectivo comprimento de onda são recebidos pelo 

sistema de aquisição de dados que traçará o espectro fotoacústico. 

O sistema utilizado é de feixe único, ou seja, não possui uma saída que sirva como refe-

rência para descontar os espectros da lâmpada, monocromador, e componentes ópticos do 

equipamento. Portanto, antes de analisar os dados obtidos, faz-se necessário a normalização. 

Esta é feita dividindo o espectro obtido pelo espectro de um absorvedor negro, que absorverá 

de forma semelhante todo o espectro da luz incidente, retirando assim a contribuição da apare-

lhagem. 

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

tra-violeta próximo, , até uma pequena faixa do infra-vermelho, 

3.2.4 Fotoacústica nos fluidos biocompatíveis 

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

sobre os fluidos magnéticos e na década de 1970 a espectroscopia fotoacústica ter surgido 
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como uma ferramenta importante na analise de líquidos e sólidos, somente em 2002 surgiram 

as primeiras publicações 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-

formações acerca da partícula magnética e suas coberturas moleculares, o que despertou o 

interesse da sua aplicação no estudo de fluidos biocompatíveis (Figura 3.9). 

Figura 3.9: Espectro fotoacústico de amostras de magnetita cobertas com ácido cítrico com núcleos de tama-
nho diferente (Morais P.C. et al., 2003). 

Através desses estudos puderam ser identificadas três bandas de absorção que expres-

sam características fundamentais da amostras. A Banda-C, observada entre os comprimentos 

de onda de 300-500 nm, está intimamente ligada à absorção da luz incidente pelo núcleo da 

nanopartícula, coincidindo com a região relacionada com o espectro obtido para a maioria das 

ferritas. Observa-se a presença de estruturas cuja dependência com o comprimento de onda é 

muito intensa, características típicas da absorção de semicondutores (Oliveira A.C. et al.,

2002).

 Já a Banda-S, em torno de 550 nm, mostrou-se relacionada com a superfície molecular 

formada durante o processo de síntese das nanopartículas. Essa superfície é formada por gru-

pamentos hidroxila (-OH) que durante o processo de síntese em meio aquoso formam uma 

espécie de camada, ligando-se a superfície da nanopartícula. 

Por último, foi identificada a Banda-L, 700-900 nm, correspondente à camada molecu-

lar estabilizante. Tal camada, como já explicado, é inserida durante a preparação do material 

com o objetivo de criar uma barreira física que tenda evitar a aglomeração e a conseqüente 

floculação da amostra de FM. 
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Pelo fato de ambos os componentes das Bandas S e L possuírem um mesmo sítio ligante 

à superfície da partícula magnética observa-se uma forte relação entre a intensidade das duas 

bandas. Quando um acréscimo da intensidade da Banda-S é observado simultaneamente per-

cebe-se uma redução da intensidade da Banda-L, e vice-versa. Essa informação é de grande 

importância uma vez que a estabilidade e a própria funcionalidade de um FMB está estrita-

mente ligada à capacidade manter as moléculas estabilizantes/funcionais adsorvidas ao núcleo 

(Avelino S.R. et al., 2006). 

A possibilidade de relacionar o espectro fotoacústico com as camadas adsorvidas é uma 

das informações básicas para consolidar a PAS como uma técnica fundamental na produção e 

aplicação de fluidos magnéticos que possuam coberturas moleculares adsorvidas na superfície 

das nanopartículas. 

3.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Na busca do entendimento da estrutura dos fluidos magnéticos a determinação do tama-

nho das partículas que os compõem é um fator de primordial relevância. A estabilidade coloi-

dal, as propriedades magneto-ópticas bem como a aplicabilidade de tais materiais são profun-

damente dependentes do tamanho das nanopartículas. Dentre as técnicas convencionais utili-

zadas para a medida dos diâmetros estão o espalhamento de nêutrons, Raios-X e a Microsco-

pia Eletrônica de Transmissão (MET), sendo esta última a metodologia acolhida no presente 

trabalho.

3.3.1 Origem da MET 

A idéia de se utilizar elétrons como fonte de radiação para microscopia surgiu com a hi-

pótese levantada pelo físico francês Maurice De Broglie. Segundo ele o comportamento dual, 

onda-partícula, da radiação também se aplicava à matéria. Dessa forma, de acordo com De 

Broglie, para uma dada partícula o comprimento de onda  associado ao momento p é dado 

por (Eisberg R. and Resnick R., 1979): 
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   (3.22)

Em que h = 6.63x10 -34J.s é a constante de Planck e , onde m é a massa da partí-

cula e  a energia cinética da partícula. De onde obtemos, utilizando a expressão da energia 

cinética relativística para um elétron submetido a um potencial acelerador de 80 kV, um com-

primento de onda em torno de .

A possibilidade de aumentar o poder de resolução de um microscópio óptico, de 

 para quase 10.000 vezes maior, suscitou, no ínicio do século XX, o interesse por par-

te da comunidade científica. E em 1939 Ernst Ruska e Heinrich Rohrer desenvolveram o pri-

meiro microscópio eletrônico de transmissão, patenteado pela Siemens, o que lhes rendeu o 

Nobel de física em 1986. 

3.3.2 Princípios básicos do microscópio e da formação da imagem 

No microscópio eletrônico de transmissão típico o feixe de elétrons é gerado por um cá-

todo situado no topo do aparelho. Em seguida, o feixe é colimado e acelerado em direção à 

amostra por uma diferença de potencial, geralmente de 60-120 KeV. Antes de atingir a amos-

tra, que está na parte inferior do microscópio, o feixe passa por uma seqüência de lentes mag-

néticas que são utilizadas para direcionar e focalizá-lo. Todo esse meio que o feixe de elétrons 

percorre, desde a produção até o aparato fotográfico, é mantido sob alto vácuo , Pa,

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

Quando o feixe incide sobre a amostra ocorre uma série de interações e fenômenos, on-

de os mais relevantes para a MET são: os elétrons que colidiram elasticamente, ou seja, aque-

les que após o espalhamento possuem energia cinética igual àquela dos elétrons incidentes do 

feixe; os elétrons inelasticamente espalhados e os elétrons transmitidos. Os elétrons transmiti-

dos atravessam a amostra e o contraste é obtido pelo efeito do espalhamento e dispersão dos 

elétrons que interagem com os átomos da amostra. Assim, a dispersão que será proporcional 

ao tamanho da partícula, faz com que os elétrons que deveriam atingir o anteparo não o fa-

çam, formando assim a imagem, Figura 3.10, (Báo S.N. and Carvalho S.M.F, 2008). 
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3.3.3 Distribuição dos diâmetros 

A estabilidade coloidal de um fluido magnético está fortemente condicionada ao tama-

nho da partícula. Estas não devem se agregar, e para tanto o diâmetro 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 concentração em determinadas regiões, o que pode 

levar à separação do sistema em duas fases. Daí a busca por métodos que produzam fluidos 

com partículas de diâmetros cada vez menores e ao mesmo tempo monodispersos. 

Mesmo com o contínuo desenvolvimento das técnicas de preparação dos FMs ainda não 

se conseguiu produzir fluidos monodispersos para uma variedade de materiais e em quantida-

des apreciáveis para as aplicações. Os fluidos magnéticos atualmente produzidos são polidis-

persos, necessitando portanto de um ajuste estatístico para a descrição de sua polidispersida-

de. Convencionalmente, esse ajuste é realizado através de uma distribuição log-normal carac-

terizada por um diâmetro modal  e sua dispersão , dada por: 

²

²
,   (3.23)

sendo a curva ajustada ao histograma feita a partir da contagem das partículas visualizadas 

com as micrografias feitas no MET (Berkovski, 1996). Para o cálculo desses dois parâmetros 

é assumido o diâmetro geométrico com partículas esféricas, sendo importante o uso de no 

mínimo 1000 contagens por amostra. 
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Capítulo 4

Amostras e procedimentos preliminares 

Os FMBs podem ser ferramentas de grande valia nas mais diversas áreas da biomedici-

na. Mas, para otimizar a sua aplicação alguns processos necessitam ser melhor entendidos. A 

fim de estudar as mudanças decorrentes da diluição e do conseqüente envelhecimento das 

amostras pós-diluição foram utilizadas três amostras com características semelhantes. Cada 

amostra teve seu manejo adequado à sua utilização. 

Este capítulo é dedicado às amostras, seu manejo e obtenção de características essenci-

ais à análise das técnicas de BME e espectroscopia fotoacústica.  

4.1 Amostras 

Neste trabalho foram utilizadas três amostras de maghemita ( ), produzidas 

pela professora Emília Lima do Instituto de Química da Universidade Federal de Goiás 

(UFG), pelo método de coprecipitação. O seu preparo e estabilização foram realizados de mo-

do a obter FMs em solução salina de cloreto de sódio 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 concentrações de 

surfactantes (grafting) diferentes. 

As três amostras foram denominadas de DMSA1, DMSA2 e DMSA3 e a solução origi-

nal de cada uma possuía, respectivamente, uma concentração de ,  e 

 partículas por centímetro cúbico. Além da concentração, anteriormente às medidas 

realizadas no trabalho, foi quantificado o grau de adsorção de surfactante à superfície das na-

nopartículas – grafting, . Durante o processo de quantificação por espectroscopia de infra-

vermelho com transformada de Fourier acoplada à técnica de reflexão total atenuada (FTIR-

ATR) observou-se que a amostra DMSA1 possuía o menor grafting enquanto a amostra DM-

SA3 detinha o maior. Ou seja,  (Tabela 4.1). 
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Tabela 4.1: Características preliminares das amostras  

Amostra Concentração 
)

Grafting relativo 
(

DMSA1 Menor
DMSA2 Médio
DMSA3 Maior

Tais informações são de grande valia para o trabalho em questão, mas não suficientes 

para a análise aqui realizada, sendo necessária ainda a obtenção dos valores dos diâmetros e 

suas dispersões. 

4.1.1 Diâmetros e dispersões 

Para complementar a descrição das amostras foram realizadas medidas de microscopia 

eletrônica de transmissão. A partir destas medidas foram calculados, usando o modelo explici-

tado na seção 3.3.3 do capítulo anterior, o diâmetro modal e sua dispersão (Figuras 4.1, 4.2 e 

4.3).

a) 
Figura 4.1: (a) micrografia da amostra DMSA1; (b)  histograma da contagem da amostra DMSA1, em que a curva represen-
ta ajuste de acordo com o modelo. 
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Tabela 4.2: Características básicas das amostras estudadas. 

Amostra Diâmetro (nm) Dispersão 
(

Concentração 
)

Grafting relativo 
(

DMSA1 7,9 0,17 Menor
DMSA2 7,2 0,28 Médio
DMSA3 6,7 0,17 Maior

4.2 Diluições 

A partir das amostras principais foram feitas diluições a fim de se analisar como se dá o 

reequilíbrio do sistema, a priori estável, com a mudança de concentração de partículas e dis-

persantes. Para esse fim as amostras foram diluídas utilizando água pura -destilada e deioni-

zada- como solvente. 

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

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

ção das três amostras originais na proporção 1:4, ou seja, para uma parte de fluido foram a-

crescentadas três partes de água (Tabela 4.3). No segundo, o da birrefringência, foram utiliza-

das as duas primeiras amostras (DMSA1 e DMSA2) diluídas a 1:4 e ainda a diluição 1:2 e 1:6 

para a amostra DMSA1 (Tabela 4.4). A fim de facilitar a identificação foram atribuídos novos 

nomes às amostras como mostrado nas tabelas. 

Tabela 4.3: Amostras utilizadas nas medidas de fotoacústica. 

Amostra Diluição Diâmetro (nm) Dispersão 
(

Concentração 
)

DMSA1b 1:4 7,9 0,17 
DMSA2b 1:4 7,2 0,28 
DMSA3b 1:4 6,7 0,17 

Tabela 4.4: Amostras utilizadas nas medidas de birrefringência. 

Amostra Diluição Diâmetro (nm) Dispersão 
(

Concentração 
)

DMSA1a 1:2 7,9 0,17 
DMSA1b 1:4 7,9 0,17 
DMSA1c 1:6 7,9 0,17 
DMSA2b 1:4 7,2 0,28 
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Tais diluições visam observar o comportamento das bandas S e L com o tempo por 

meio da técnica de espectroscopia fotoacústica. A formação de agregados e a estabilidade 

coloidal em função de diluições diferentes e do tempo foram avaliadas usando-se a birrefrin-

gência magnética estática. 
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Capítulo 5

Resultados e discussões

Neste capítulo serão expostos os resultados das medidas de birrefringência e fotoacústi-

ca bem como as suas respectivas análises. Todos os dados aqui apresentados seguiram a rotina 

experimental apresentada nos capítulos anteriores. Os resultados experimentais foram discuti-

dos levando-se em conta os modelos anteriormente descritos. 

5.1 Análise dos resultados de birrefringência 

Como exposto anteriormente, duas metodologias foram utilizadas para a análise dos da-

dos de birrefringência magnética estática (BME). Uma, utilizando-se diluições e, conseqüen-

temente, concentrações diferentes da amostra DMSA1; outra, utilizando-se as duas amostras, 

DMSA1 e DMSA2, em uma mesma diluição em função do tempo. 

5.1.1 Análise via concentrações 

Utilizando-se as três diluições da amostra DMSA1, do conjunto de amostras da Tabela 

4.4, e a metodologia já descrita previamente, foram realizadas as medidas de BME (Figura 

5.1). Os dados da amostra DMSA1b foram omitidos para permitir uma melhor visualização 

na Figura 5.1, já que seus valores se apresentam entre os dados das amostras DMSA1a e DM-

SA1c.

A partir do ajuste dos dados usando o modelo previamente descrito (seção 3.1.2) foi 

possível obter a contribuição ao sinal de birrefringência decorrente da presença de monôme-

ros e de aglomerados presentes na amostra (Figura 5.2). 

Também foram estimados os valores da aglomeração e suas dispersões para as três a-

mostras. A amostra DMSA1a apresentou  = 4,3 e = 0,45 enquanto ambas DMSA1b 
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e DMSA1c, apresentaram valores de 4, mas com diferentes dispersões: 0,38 e 

0,32, respectivamente. 

Figura 5.1: Sinal de birrefringência normalizado para a amostras DMSA1a e DMSA1c. Onde os símbolos 
representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo.  

Figura 5.2: Contribuição ao sinal de BME relativa aos monômeros (a) e aglomerados (b) para as diluições da 
amostra DMSA1. 

Tais dados indicam que, pelo menos no intervalo analisado, com o aumento da diluição 

ocorre uma redução na aglomeração e na sua dispersão. Apesar de ser reduzida a quantidade 

de surfactante, devido a diluição ter sido realizada com água pura, a redução da concentração 
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de partículas foi suficiente para aumentar a distância entre elas o que possibilitou uma redu-

ção da aglomeração e uma redução da dispersão dos clusters, ocasionando, portanto, um au-

mento na contribuição dos monômeros ao sinal total, como anteriormente descrito (Oliveira 

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

5.1.2 Análise temporal 

Nesta fase de medidas foram utilizadas as amostras DMSA1b e DMSA2b. As amostras 

foram submetidas a campo, necessário à medida, no dia da diluição- Dia-0- sendo a mesma 

amostra dois dias após re-submetida a campo- Dia-2- e, de forma análoga, cinco dias após a 

primeira medida- Dia-5. 

Assim como na seção anterior, os dados do Dia-2, Figuras 5.3 e 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 análise. Nas Figuras 5.3 e 5.4 os dados foram agrupados por amostra, ou seja, os dados fo-

ram organizados de forma a mostrar características do envelhecimento das amostras. Entre-

tanto, nas Figuras 5.5 e 5.6 mostra-se a comparação das duas amostras dia a dia, avaliando-se, 

assim, as possíveis diferenças decorrentes da modificação do grafting de cada amostra. 

Figura 5.3: (a) Sinal de birrefringência normalizado para a amostra DMSA1b nos Dia-0 e Dia-5. Onde os 
símbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuição dos aglo-
merados e monômeros ao sinal de birrefringência da amostra DMSA1b nos dias Dia-0 e Dia-5.  
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Com o passar do tempo foi observada uma pequena mudança na contribuição do sinal 

dos aglomerados e, conseqüentemente, das partículas para o sinal total da birrefringência para 

a amostra DMSA1b. Já para amostra DMSA2b percebeu-se um comportamento praticamente 

idêntico durante as medidas realizadas em tempos diferentes. 

Os dados obtidos por meio do ajuste da função P(Q) indicam que o número modal de 

aglomerados manteve-se constante durante o período de medição para as duas amostras 

4 para a DMSA1b e 2 para a DMSA2b. Nas dispersões houve uma pe-

quena mudança: a amostra DMSA1b apresentou uma modesta redução de = 0,38 para =

0,36 enquanto para amostra DMSA2b observou-se um pequeno acréscimo de = 0,59 para 

.

Esses resultados corroboram a hipótese de que a influência da diluição na formação de 

aglomerados é praticamente instantânea, como indicado pela constância apresentada com re-

lação ao número de aglomerados. Assim, a mudança em deve ocorrer imediatamente 

após a diluição, num intervalo de tempo menor que o decorrido entre a diluição e a primeira 

medida. Essa estabilidade observada no sinal da birrefringência e nos parâmetros referentes à 

agregação, para até cinco dias após a diluição, mostra-se de grande importância para as apli-

cações biológicas. Uma vez que, nas aplicações biomédicas, o fluido é automaticamente dilu-

Figura 5.4: (a) Sinal de birrefringência normalizado para a amostra DMSA2b nos Dia-0 e Dia-5. Onde os 
símbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuição dos aglo-
merados e monômeros ao sinal de birrefringência da amostra DMSA2b nos dias Dia-0 e Dia-5. 
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ído, quando da sua entrada no sistema circulatório do paciente. Sendo, portanto, fundamental 

a estabilidade para se ter uma boa eficiência do tratamento. 

Por outro lado, se fizermos uma comparação entre as amostras, como o realizado nas 

Figuras 5.5 e 5.6, e tomarmos os parâmetros  e  já apresentados, é possível observar 

o efeito do grafting. A amostra DMSA1b, cuja amostra “mãe” possui menor grafting que a 

Figura 5.5: (a) Sinal de birrefringência normalizado para a amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-0. Onde os 
símbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuição dos aglo-
merados e monômeros ao sinal de birrefringência da amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-0. 

Figura 5.6: (a) Sinal de birrefringência normalizado para a amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-5. Onde os 
símbolos representam dados experimentais e as linhas o ajuste segundo o modelo. (b) contribuição dos aglo-
merados e monômeros ao sinal de birrefringência da amostra DMSA1b e DMSA2b no Dia-5. 
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amostra “mãe” da DMSA2b, apesar da estabilidade de  no intervalo analisado, apresen-

tou um grau de aglomeração maior que a amostra DMSA2b, como é mostrado no gráfico das  

funções P(Q) referentes às medidas do Dia-5 (Figura 5.7). 

Figura 5.7: Gráfico da função P(Q) gerada a partir do ajuste dos dados birrefringência das amostras  
DMSA1b e DMSA2b, no Dia-5. 
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5.2 Análise dos resultados de fotoacústica 

Nas medidas dos espectros fotoacústicos foram utilizadas as amostras diluídas        

DMSA1b, DMSA2b e DMSA3b (Tabela 4.3). Foram medidos os espectros nos dias da dilui-

ção- Dia 0-, dois dias após- Dia 2-,cinco dias após- Dia 5-, oito dias após- Dia 8-, quinze dias 

após- Dia 15-, trinta dias após- Dia 30- e quarenta após dias-Dia 40- a diluição. Os espectros 

podem ser vistos nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10. 

Figura 5.8: Espectros fotoacústicos da amostra DMSA1b nos vários dias após a diluição. 
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Figura 5.9: Espectros fotoacústicos da amostra DMSA2b nos vários dias após a diluição. 

Figura 5.10: Espectros fotoacústicos da amostra DMSA3b nos vários dias após a diluição. 
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Como descrito na literatura (Oliveira A. C. et al., 2002; Morais P.C. et al., 2003 e Ave-

lino S.R et al., 2006) e já exposto anteriormente (seção 3.2.4) os espectros fotoacústicos dos 

fluidos magnéticos biocompatíveis podem ser avaliados em três bandas: Banda-C, Banda-S e 

Band-L. Como nenhuma mudança na Banda-C (a banda do núcleo) é esperada com a diluição 

o foco de nossa discussão serão as bandas S e L. 

Considerando a Banda-S como sendo a região do espectro com  entre 450 e 550 nm e a 

Banda-L com  entre 700 e 900 nm foram avaliadas as áreas sob as curvas. Ou seja, para cada 

espectro foram calculadas as áreas sob as regiões correspondentes a Banda-S e a Banda-L. A 

partir dos valores obtidos e sabendo que os sítios de ligação 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 absorção das duas bandas observadas e seus dados foram normalizados a 0,5 no Dia 0, 

para facilitar a interpretação (Figura 5.11). 

Figura 5.11: NL/NS em função do tempo para as DMSA1b, DMSA2b e DMSA3b. Onde os símbolos referem-
se às razões calculadas e as curvas sólidas foram ajustadas segundo o modelo proposto 
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Dessa forma, podemos avaliar um coeficiente de grafting da superfície, N, dos grupa-

mentos ligados, hidroxila (NS) e carboxila (NL), por meio da razão entre as intensidades cor-

respondentes às bandas L e S, isto é: 

(5.1) 

Sendo AuL é a área sob a Banda-L e AuS é a área sob a Banda-S. 

Antes da diluição a população relativa das moléculas adsorvidas na superfície é deter-

minada por equilíbrio estabelecido durante o processo de surfactação. Quando a amostra é 

diluída, este equilíbrio é rompido e a amostra passa por uma situação de instabilidade. Como 

conseqüência o sistema tende a se reorganizar a fim de obter um novo equilíbrio. 

No presente caso, assumimos que a força responsável pelo restabelecimento da condi-

ção de estabilidade é o gradiente de pressão osmótica entre a solução (  e as coberturas das 

partículas ( . Dessa forma, propusemos um modelo simples que seja capaz de estimar a 

variação das moléculas adsorvidas devido aos gradientes de pressão osmótica 

. Assim, a variação do número relativo de hidroxilas ligadas à partícula com rela-

ção ao tempo pode ser dada por 

   (5.2)

Onde  é o tempo característico para se obter um novo equilíbrio após a diluição. Re-

solvendo a equação, obtemos: 

1     (5.3)

Onde B e T são respectivamente os limites assintóticos inferiores e superiores e 0 é o 

tempo para o qual a razão  é a metade da diferença entre os limites. 

De acordo com os resultados obtidos, subtende-se que com o passar do tempo uma mai-

or quantidade de sítios ligantes das partículas está sendo ocupada pelos grupamentos carboxi-

la. Tal processo poderia ser descrito como a saída das de OH em detrimento da ligação dos 



51

COOH nos sítios passíveis de ligação com a nanopartícula. Entretanto, do processo de dilui-

ção é esperado uma redução da densidade de ambos os tipos de moléculas adsorvidas na su-

perfície. 

A solução proposta para resolver essa aparente incongruência é que há uma redução de 

ambas as espécies moleculares. A diferença de adsorção seria, então, devida ao aumento das 

ligações do segundo grupamento carboxila da molécula de DMSA. Ou seja, alguns dos sítios 

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

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

culares, mas a razão  aumentaria devido ao aumento da quantidade de moléculas de 

DMSA duplamente adsorvidas (Figura 5.12). 

Figura 5.12: Modelo de ligação molecular na superfície da nanopartícula. 
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Capítulo 6

Conclusões e Perspectivas 

Nesse trabalho foram utilizadas as técnicas de Birrefringência Magnética Estática, Es-

pectroscopia Fotoacústica e Microscopia Eletrônica de Transmissão, esta última como suporte 

às demais técnicas, com intuito de estudar a influência da diluição e a evolução temporal, pós-

diluição, das amostras de fluidos magnéticos biocompatíveis. Foram utilizadas amostras de 

maghemita recoberta com DMSA com grafting diferentes entre si. 

 Pode se concluir a partir da técnica de birrefringência que: 

Para o conjunto de amostras DMSA1 o aumento da diluição, na escala estu-

dada, implicou na redução do número modal de aglomerados, <QM>, e da 

sua dispersão . Esse resultado é decorrente da menor concentração de par-

tículas e o conseqüente aumento da distância entre elas; 

Pouca mudança ocorreu com o passar do tempo com relação ao número de 

aglomerados e sua dispersão. Esse resultado nos leva a crer que a mudança 

da granulosidade da amostra com a diluição ocorre quase que imediatamente 

após a diluição; 

Foi observada uma estabilidade tanto das propriedades magnéticas do fluido 

quanto dos parâmetros relacionados à sua agregação (<QM> e .). Isto nos 

mostra uma propriedade importante da amostra, do ponto de vista de aplica-

ções biológico, e abre a possibilidade de se estimar um período no qual as 

propriedades magnéticas são conservadas 

Para as duas amostras com grafting diferentes, usadas nas medidas de BME, 

observou-se um <QM> maior para a amostra com menor grau de adsorção. 

Mostrando o fato de que uma maior cobertura gera um melhor desempenho 

do mecanismo de repulsão e um menor grau de aglomeração. 
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Pode-se concluir a partir da técnica de fotoacústica que: 

Foi observado um comportamento sigmoidal na razão entre a absorção das 

Bandas L e S para as três amostras analisadas. Esse resultado possibilitou a 

proposição de um modelo simplificado para tal comportamento, levando em 

conta o gradiente de pressão osmótica gerado no momento da diluição; 

Para explicar o comportamento sigmoidal foi levantada a hipótese de que há 

uma perda de adsorção dos dois tipos moleculares (  e ). Porém, 

devido a existência de dois grupamentos carboxila na molécula de DMSA 

ocorre a ligação do segundo grupo, deslocando a relação de sítios ligados, 

NL/NS, para valores maiores. 

E ainda pela microscopia eletrônica de transmissão 

Observou-se que as amostram possuíam diâmetros pequenos (6,7 a 7,9 nm) 

e uma polidispersão de com valores menores que . Características 

essas fundamentais para estabilidade coloidal e para a aplicabilidade bioló-

gica. 

Como perspectivas futuras a este trabalho sugerimos: 

O estudo com amostras recobertas com outro surfactante para a comparação 

com os dados obtidos via espectroscopia fotoacústica e com o modelo pro-

posto, bem como o uso de várias diluições de uma mesma amostra; 

Na investigação via BME, assim como na fotoacústica, é aconselhável o uso 

de mais amostras com características semelhantes as das amostras aqui estu-

dadas, porém com diferentes espécimes surfactantes. Também é interessante 

modificar a rotina de medição de maneira tal que as amostras sejam subme-

tidas a campo uma única 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.

PACS: 47.65.Cb; 61.46.Df; 42.25.Lc

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,

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 (c-Fe2O3) by aeration. In the
second step the as-produced maghemite nanoparticles were
dispersed in DMSA aqueous solution. The pH was imme-
diately adjusted to pH5 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 pH7. Finally, a stable BMF was obtained after
centrifugation. The stock BMF sample containing
1.5 · 1017 particle/cm3 (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 (I) is recorded as a
function of the applied external field (H). At this point one
should remind that in the conventional SMB experimental
setup the transmitted light intensity (I) scales with the bire-
fringence signal (Dn) according to Dn � ffiffi

I
p

.

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

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
(CQ) 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 ðD�n ¼ Dn=DnSÞ is written as usual:

D�n ¼
Z Z

CQDnQðH ;DÞD3PðDÞPðQÞdDdQ; ð1Þ

with

DnQðH ;DÞ ¼ 1� 3

nQ
coth nQ þ 3

n2Q

" #
; ð2Þ

where n1 = (p/6)MSD
3H/kT and nQ = QMn1[1 + b /MSCQ

F(H)] for Q > 1. MS, b, /, 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
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Fig. 1. Square-root of the transmitted light intensity (I1/2) 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.
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the particle diameter distribution P(D) and the chain-
length distribution P(Q) constrained by

R
CQP ðQÞdQ ¼ 1

[19].

4. Discussion

Nonlinear least squares fitting of the SMB signal
ðDn � ffiffi

I
p Þ 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
Q = 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.

Acknowledgments

This work was partially supported by the Brazilian
agencies FINATEC and CNPq.

References

[1] R.E. Rosensweig, Ferrohydrodymanics, Cambridge University, New
York, 1985.

[2] G.M. Bell, S. Levine, L.N. McCartney, J. Colloid Interf. Sci. 33
(1970) 335.

[3] H.C. Hamaker, Physica IV 10 (1937) 1058.
[4] C. Menager, L. Belloni, V. Cabuil, M. Dubois, T. Gulik-Krzywicki,

T. Zemb, Langmuir 12 (1996) 3516.
[5] P.C. Morais, R.L. Santos, A.C.M. Pimenta, R.B. Azevedo, E.C.D.

Lima, Thin Solid Films, in press.
[6] A. Halbreich, J. Roger, J.N. Pons, D. Geldwerth, M.F. Da Silva, M.

Roudier, J.C. Bacri, Biochimie 80 (1998) 379.
[7] C. Sestier, M.F. Da Silva, D. Sabolovic, J. Roger, J.N. Pons,

Electrophoresis 19 (1998) 1220.
[8] S.B. Chaves, L.M. Lacava, Z.G.M. Lacava, O. Silva, F. Pelegrini, N.

Buske, C. Gansau, P.C. Morais, R.B. Azevedo, IEEE Trans. Magn.
38 (2002) 3231.

[9] L.P. Silva, S. Kuckelhaus, M.H.A. Guedes, Z.G.M. Lacava, A.C.
Tedesco, P.C. Morais, R.B. Azevedo, J. Magn. Magn. Mater. 289
(2005) 463.

[10] M.P. Garcia, V.N. Veloso, Z.G.M. Lacava, P.C. Morais, R.B.
Azevedo, J. Magn. Magn. Mater. 293 (2005) 277.

[11] S.B. Chaves, L.P. Silva, Z.G.M. Lacava, P.C. Morais, R.B. Azevedo,
J. Appl. Phys. 97 (2005) 10Q917.

[12] K. Skeff Neto, A.F. Bakuzis, P.C. Morais, A.R. Pereira, R.B.
Azevedo, L.M. Lacava, Z.G.M. Lacava, J. Appl. Phys. 89 (2001)
3362.

[13] J. Li, B. Zhao, Y. Lin, X. Qiu, X. Ma, J. Appl. Phys. 92 (2002) 1128.
[14] H.E. Horng, C.Y. Hong, S.Y. Yang, H.C. Yang, Appl. Phys. Lett 82

(2003) 2434.
[15] L.B. Silveira, J.G. Santos, F. Pelegrini, C. Gansau, N. Buske, P.C.

Morais, IEEE Trans. Magn. 39 (2003) 2642.
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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.

PACS: 61.46.+w; 73.61.Tm; 75.50.Mm; 78.20.Hp

Keywords: Colloids; Nanoclusters; Nanocrystals; Nanoparticles; Optical spectroscopy; Photoinduced effects; Adsorbtion

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-

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 lm. 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 lm). 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 lm, 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 lm, 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-

(1)

(2)

(3)

(4)

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 lm), 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 c-Fe2O3 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 · 1016 particle/cm3, 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 lm, as shown in Fig. 2.

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 lm). Band-C was observed around
0.36 lm in the biocompatible MF samples, which is about
the same intensity for all samples investigated. Band-S was
observed around 0.47 lm (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 lm
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 lm [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 lm (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 lm) 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.

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 lm range.
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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 T1g M A2g (band-S) and T2g M A2g

(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 lm as
the dilution proceeds. Likewise, the proposed model
picture explains the onset of the new structure in the
lower-wavelength side (around 0.68 lm) 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 lm appears at shorter wavelengths as com-
pared to the typical band-L features around 0.78 lm and
0.86 lm 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 T2g M A2g 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 ��Q� related to a log-normal
distribution function P�Q�. The �Q� and �Q 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 �Q values. © 2009 American Institute of Physics.
�DOI: 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,2 by ei-
ther reducing the sample’s temperature3 or increasing nano-
particle’s concentration,4 or then by changing the character-
istics of the nanoparticle’s surface molecular layer5–8 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,5 magnetic resonance,6 optical trans-
mission experiments,7 photoacoustic spectroscopy,8 and
static magnetic birefringence �SMB�.9

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.9–12 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.9,10

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 ��Q� related to a log-normal
distribution function P�Q�. Two BMF samples with very

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
��DMSA�� 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.13 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.14 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 DMSA2, 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.16 Stock samples
DMSA1 and DMSA2 contained 1.0�1016 and 1.7�1016

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-
luted 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
pH7 stock samples with pure water is an extreme protocol
compared to dilution using the 0.9% sodium chloride solu-
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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.13 From the ATR-FTIR data we found sample
DMSA1 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
DMSA2 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 �I� 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 �I� scales with the
birefringence signal ��n� according to �n� I1/2.18

Open symbols in Fig. 1 represent the normalized SMB
data of sample DMSA1 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 ��n�, 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.,11 in which the field de-
pendence of the magnetic susceptibility associated to differ-

ent Q-mers �dimer, trimer, tetramer, etc.� is taken into ac-
count. Within this new approach Gravina19 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, Gravina19 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 ��Q�. Fol-
lowing this new approach the field dependence of the nor-
malized SMB signal ��n /�ns� is written as

��n/�ns��H� =	 C1�n1�H,D�D3P�D�dD

� 	 	 C2�nQ�H,D,Q�D3P�D�

�P�Q�dDdQ , �1�

with

�n1�H,D� = �1 − �3/�1�coth �1 + �3/�1
2�� �2a�

and

�nQ�H,D,Q� = �1 − �3/�Q�coth �Q + �3/�Q
2 �� , �2b�

where �1= �� /6�MSD3H /kT and �Q= �� /6��2QKQ /MS��1
+	P�H��D3H /kT for Q
1. Ms, KQ, D, Q, and 	 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 �VQ� equals VQ=QV,
where V is the nanoparticle volume, �� /6�D3. In addition,
the field dependence of the Q-cluster rotational susceptibility
is described by �Q

r = �1+	P�H��, as previously discussed.11

Then, from the Q-cluster rotational susceptibility, �Q
r

=MQ /HA
Q, the Q-cluster saturation magnetization is given by

MQ=�Q
r HA

Q= �2KQ /MS��1+	P�H��. Therefore, the Q-cluster
effective magnetic moment is described by MQVQ= �� /6�
��2QKQ /MS��1+	P�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 C1+C2=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 ��Q�.
From the fitting procedure we found �Q� ��Q� 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 DMSA1 �dilution 1:4� recorded at day 0
�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 ��n�, respectively. Figure 3 and its inset show the
same aging experiment and the corresponding analysis for

FIG. 1. Day 0 normalized SMB signal of sample DMSA1 after different
dilutions �1:2 and 1:6�. Symbols are experimental values, whereas solid
lines are the curve fittings using Eqs. �1�, �2a�, and �2b�. The inset shows the
obtained contributions of monomers and agglomerates.
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sample DMSA2. Solid lines in Figs. 2 and 3 represent the
best curve fitting using Eqs. �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 DMSA2�, as indicated in Fig. 4.
Figure 4 presents the P�Q� distribution functions obtained
from the fitting of the SMB data with �Q� ��Q� equals 4.0
�0.36� and 2.0 �0.62� for the day 5 samples �1:4 dilution�
DMSA1 and DMSA2, respectively. This finding indicates
that the higher the surface grafting coefficient the lower the

average Q-cluster size value ��Q�� and higher the Q-cluster
size-dispersion value ��Q�. The inset of Fig. 4 is a schematic
representation of the DMSA orientation while approaching
the nanoparticle surface for iron complexation.15

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
Q-cluster size value ��Q�� and average Q-cluster size-
dispersion value ��Q� values of a log-normal distribution
function P�Q�. We found changes in both �Q� and �Q 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 �Q 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.
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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 (NL) and hydroxyl (NS)

groups adsorbed onto the nanoparticle surface. We found the time-dependence of the relative 

populations of molecular species (NL/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 (N).

Keywords: A. magnetic fluid; A. nanostructures; B. chemical synthesis; D. photoacoustic; E. 
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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: 1.0×1016, 1.7×1016 and 

1.7×1016 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 DMSA3 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 (AuL) 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 (N) of the adsorbed groups, namely carboxyl (NL) and hydroxyl (NS) groups while 

AuL/AuS = NL/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 is 

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 ( B) and 

the nanoparticle surface at the two distinct linking sites ( L, S). 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 (dNS/dt) scaling with {( L - B) - ( S - B)}. In other 

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



dNS/dt = - (NS - NL)/ ,   (1) 

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

gives:

NL/NS = B + (T – B){1 + exp[(t0 – t)/ ]}-1,   (2) 

where B (bottom) and T (top) describe the range of the NL/NS data and t0 is the time at which the 

ratio NL/NS is halfway between bottom and top. The solid lines in Fig. 2 represent the best 

curve-fitting of the data (AuL/AuS = NL/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. NL/NS versus aging time. Symbols are the experimental values whereas solid lines are the 

best curve-fitting using Eq. (2). 
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