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Resumo. Nanoparticulas de ouro (NPsAu) tém sido estudadas devido seu potencial como
agentes fototérmicos, pois quando conjugadas a biomoléculas podem atingir especificamente
células cancerigenas, o que possibilita o tratamento de terapias de cancer. Portanto, faz-se
necessario a busca por técnicas capazes de identificar e detectar sensivelmente a
concentracdo dessas particulas. A técnica de lente térmica modo descasado otimizado,
apresenta uma configuracdo com laser de excitacdo focado na amostra, e feixe de prova
colimado, aumentando assim a sensibilidade da técnica. Neste trabalho, foi desenvolvido um
espectrofotdmetro de lente térmica cuja fonte de radiacdo consistia em uma lampada de
xenodnio (370 a 730 nm) para validar os resultados obtidos dos espectros de absorbancia das
nanoparticulas de ouro (NPsAu 10 nm, 50 nm e 100nm), concentracdo de 0,05 mg/ml
(NanoComposix). Utilizou-se um espectrofotdbmetro UV-VIS (Evolution 201 Thermo-
Scientific) para determinar os espectros de absorbancia (370 a 730 nm) dessas NPsAu
contidas em cubetas de quartzo com 1 cm de espessura. A partir dos espectros obtidos
observou-se um pico de absorcdo em torno de 520 nm, o que corresponde a interacéo
plasmonica das NPs, produzindo absorcéo ressonante da radiagdo nessa regido do espectro.
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1. INTRODUCAO

Coldides metalicos e particulas metalicas dissolvidas em agua ou outros solventes, tém-se
tornado um forte campo de estudo para varios pesquisadores devido ao potencial em
aplicacdes como biofotdnica e biomedicina (Khlebtsov et al., 2006; Sperling, 2008). A larga
absorcdo e dispersdo da secdo transversal de nanoparticulas plasménicas sdo de interesse
cientifico e comercial em aplicacbes biomédicas (Lin et al., 2012), como diagnostico
molecular in vitro (Zhou et al., 2015), imagem (Boisselier & Astruc, 2009), deteccédo
(Dykman & Khlebtsov, 2012), terapias fototérmicas de cancer (Abadeer & Murphy, 2016;
Kim & Lee, 2017) e ensaios biologicos (Otsuka et al., 2012). As nanoparticulas de ouro, prata
e Oxido de ferro geralmente exibem baixa toxicidade, inércia quimica, baixo custo, elevada
absorcéo luminosa e espectral, ligacdo as propriedades de proteinas em aplicacdes na area de
biologia e medicina (Marcano et al., 2011).

No caso das nanoparticulas de ouro (NPsAu) tém sido objeto de estudo devido ao seu
potencial como agentes sensibilizantes na fototerapia. Isto ocorre devido suas propriedades de
tamanho, composicao, alto coeficiente de absorcdo, sintese e biocompatibilidade (Sperling,
2008). As NPsAu agem como agentes fototérmicos para o tratamento de terapia de cancer,
pois apresentam eficiente aquecimento local apds a excitacdo das oscilagbes plamdnicas de
superficie (Hwang et al., 2014).

Os avancos para a determinacdo das propriedades Opticas, elétricas e térmicas das
nanoparticulas de ouro na agua ainda estdo sendo realizados em diversas areas de pesquisa.
Consequentemente, existe uma demanda por técnicas de deteccdo capazes de detectar,
identificar e quantificar sensivelmente o nivel destas particulas individuais (Crut et al., 2014).
Uma destas técnicas utilizadas é a espectroscopia de lente térmica (LT) modo descasado com
dois feixes lasers, usado para investigar o efeito da difusividade térmica de amostras com
nanoparticulas de ouro (Shahriari; Moradi & Raeisi, 2016). O transporte de calor através das
suspensdes diluidas de particulas sélidas tém sido reportada em relatérios devido a variacao
da condutividade térmica dessas suspensdes (Fan & Wang, 2011; Keblinski; Prasher & Eapen,
2008; Kleinstreuer & Feng, 2011).

Pesquisadores utilizam o método de lente fototérmica para realizar a deteccdo da
absorcdo Optica e caracterizacdo de coldides com nanoparticulas metélicas (Bialkowski &
Mandelis, 1996; Brusnichkin et al., 2007; Hleb & Lapotko, 2008; Paulo et al., 2009). O
método LT mede o desvio de fase induzida pelo calor liberado apds a absorcdo de fétons
(Long, Swofford, & Albrecht, 1976). Este processo ocorre devido a absor¢do da radiacéo pela
amostra, 0 que, consequentemente, gera mudancas locais de temperatura e induz uma
variacdo do indice de refracdo, que produz a lente térmica. Assim, o efeito fototérmico é
acumulado devido ao processo de difusdo térmica relativamente lento. Os atomos absorvem
fotons e convertem sua energia em calor por um periodo de 10 a 102 s. A difusio térmica
remove este calor retornando ao equilibrio no periodo por cerca de 1072 s.

Marcano et al. (2001) propuseram uma configuragdo otimizada da técnica de lente
térmica modo descasado, no qual um feixe de prova é colimado e o feixe de excitacdo focado
na amostra. Este novo procedimento aumenta a sensibilidade das medidas de absorgdo da
ordem de 10 cm™ para liquidos (Marcano; Loper & Melikechi, 2002).

Este trabalho, teve como objetivo o desenvolvimento de um espectrofotdmetro para
estudo comparativo das técnicas de lente térmica modo otimizado e espectroscopia de
absorcéo convencional para aplicagcdes em coldides de nanoparticulas de ouro.
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2. DETERMINACAO DA ABSORCAO USANDO A TECNICA DE LENTE
TERMICA

A teoria do efeito LT tém sido discutida como uma alternativa para estudos da absorcéo.
Este método esta associado com a deteccdo da quantidade de calor liberada pela amostra apos
0 processo de absorcdo da radiagdo. Nos experimentos de LT modo descasado, o feixe laser
de excitagdo é focado na amostra, gerando um aumento da temperatura local e variagdo do
indice de refracdo, que produz a lente térmica. A radiacdo do feixe de prova € colimada,
proporcionando um spot de feixe constante com duas ordens de grandeza maior que o spot do
feixe de excitagdo (zop >> Zoe), de forma que 0 mesmo se propaga colinearmente ao feixe de
excitacdo na amostra. Assim, a presenca da LT gerada pelo feixe de excitagédo provoca uma
distribuicdo espacial do feixe de prova. O sinal LT pode ser definido pela medi¢cdo da
mudanca relativa da transmissdo da radiacdo de prova através de uma pequena abertura
localizada no campo distante, que mede a magnitude das distor¢ées do perfil do mesmo.

Nesta pesquisa, foi utilizado o modelo desenvolvido por Shen et al. (1995) baseado na
difracdo de Fresnel que apresenta descricdo de um experimento modo descasado (Marcano et
al., 2014; Shen, Soroka & Snook, 1995; Shen; Baesso & Snook, 1994; Shen; Lowe & Snook,
1992). Este modelo considera que a fase do sinal LT modifica a fase da frente de onda do
feixe de prova induzindo variagbes em seu padrdo de difracdo no campo distante. A
aproximacédo de uma lente térmica fina e considerada devido ao fato das amplitudes dos feixes
de radiacdo ndo variar significativamente dentro do comprimento da amostra na célula. Esse
modelo experimental tém sido aceito devido considerar os feixes de prova e de excitacdo
gaussianos (Shen; Baesso & Snook, 1994; Whinnery, 1974). Para feixes Gaussianos, uma
aproximacdo da difracdo de Fresnel torna-se valida devido o valor da magnitude do sinal em
funcdo da posicdo z da amostra e do tempo t, indicar a evolucdo de tempo da LT pelo
processo de difusdo térmica (Marcano; Loper & Melikechi, 2002).

O experimento de LT modo descasado tem o foco dos feixes de excitacdo e de prova na
amostra definido pelas posicGes da cintura ze e zp e 0s pardmetros Rayleigh zee € Zop,
respectivamente. A amostra é localizada na posi¢do z para realizar a varredura em torno da
regido focal dos feixes excitagdo-prova (Z-scan). Esta configuracdo fornece uma assinatura de
pico que se estende por distancias de cerca de uma ordem de grandeza maior que a faixa
Rayleigh do feixe, onde z representa a coordenada na direcdo de propagacdo do feixe. No
regime de onda continua (CW) para os raios do feixes de excitacdo e de prova na amostra
localizada na posi¢do z, tem respectivamente:

0,(2) = o, 1+(ZZ_—Z;)2 )

oe

w,(2) =w,, 1+@ (2)

Zy,

onde w,, = Jlezoe [ 7 ¢é o raio da cintura do feixe de excitagdo e Ae € 0 comprimento de onda

do feixe de excitacao, zqe € a comprimento de Rayleigh de excitacdo, e w,, =JAz Iz éo

p-op
raio da cintura do feixe de prova e Ap € 0 comprimento de onda do feixe de prova, zop € 0
comprimento de Rayleigh de prova. A aproximagéo da difragdo de Fresnel fornece a solucéo,
que possui o parametro de difragdo do feixe de prova:
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V(Z) _ ZZ—Zp +[dzi)zjl:1+ (Zz—zzb)2j| (3)

0 op

Onde d € a distancia entre a amostra e o plano de detec¢do. O volume do feixe de excitacao
dentro da amostra pode ser obtido pela Eq. 4:

vo(2) = [ 7w, (2)* dz (@)
0

O intervalo 0 a 1 da integral corresponde a espessura da célula, que pode variar de acordo
com o tipo de célula utilizada no experimento. O processo de absor¢do do campo de excitacdo
dentro da amostra gera mudancas nas temperaturas locais e pode ser calculado usando a
equacdo de Laplace da difusdo de calor (Shen; Baesso & Snook, 1994; Whinnery, 1974). O
resultado, leva em consideracao as perdas por dispersdo de acordo com a Eq.5:

aPe (14240t @) exp(_Z)(r2 /C()e (Z))dx

AT(Z,t,Q) = _4—72'k . X )

Onde t(2)=,(2)’/4D € o tempo de formacgdo da lente térmica, we € o raio do feixe de
excitagdo e D=k/pC, € o coeficiente de difusividade térmica, p € a densidade da amostra, Cp

é a capacidade de calor especifico, x € a condutividade térmica, Pe € poténcia do feixe de
excitacdo, r é a coordenada transversal. As varia¢des provocadas no indice de refracdo sdo
devido ao aumento de temperatura na amostra, que produz mudancas na frente de onda dos
feixes de propagacdo. A distribuicdo térmica gera uma variacdo de fase do feixe de prova,
calculado pela aproximacao da lente fina, como (Marcano, 2003):

vare@) 1 axp(—2xm( z
D(z,t,q) = CDOL bt 2% : )q)dx ©

onde a variacdo de fase € @, =aP,L,(dn/dT)/(k4,), o € o coeficiente de absorgdo Optica da
amostra, e L, =[1-exp(-AL)]/A corresponde ao comprimento efetivo da amostra, A € a

absorbancia da amostra, L € o comprimento da amostra, dn/dT é o gradiente térmico do indice
de refracdo e m(z) = a)p(z)2 | @,(z)* parametro correspondente ao modo casado.

A variagdo de fase @ (z, t, q) afeta a propagacdo do campo do feixe de prova. Shen et al.
(1995) calcularam o campo desse feixe no plano de deteccdo com a fase distorcida pelo efeito
LT (Marcano; Loper & Melikechi, 2002). Atras da célula com amostra, o feixe de prova se
propaga até a posicdo da abertura. A teoria da difracdo fornece o valor da amplitude do
campo. Esta aproximagdo mostra a solucdo deste problema, que permite calcular a amplitude
do campo do feixe de prova no centro do detector e, em seguida, obter a amplitude através do
efeito LT (Shen; Baesso & Snook, 1994; Shen; Lowe & Snook, 1992).

200
0

Ezb)= [ exp[~(+iv(2)q-iD(z.t,q)]dg (7)
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Eoz) = [ exp[-(+iv(2))a]dg (8)

onde Eo é a amplitude do campo, e i = v'—1. O sinal LT ¢ definido como a transmissdo
normalizada do feixe de prova em um campo distante através de uma pequena abertura de raio
ro, localizada no centro do plano de deteccdo desse feixe, calculada com base no modelo
(Shen; Baesso & Snook, 1994; Whinnery, 1974). Esse raio € menor que o raio do feixe de
prova, centrado no eixo do feixe localizado a uma distancia maior que o parametro Rayleigh
de excitacdo. O sinal LT S(z,t) é definido como a variacéo relativa da transmitancia do feixe
de prova na abertura, expressa como:

(E@) - (|Esz.0)])

S(zt) = (|E0(z,t)|)2 9)
A intensidade do sinal de lente térmica também pode ser obtida pela Eg. 10:

2
1(t)=1(0) l—%tan‘l 2my (10)

[(1+2m)’ +v2}(t/2tj+1+ 2m+V?

3. METODOLOGIA

Neste experimento foram estudados col6ides de nanoparticulas de ouro com diferentes
didmetros (NPsAu 10 nm, 50 nm e 100 nm) e concentragdo de 0,05 mg/ml (NanoComposix).
Utilizou-se um espectrofotdmetro UV-VIS (Evolution 201 Thermo-Scientific) para determinar
0s espectros de absorbancia dessas NPsAu contidas em cubetas de quartzo de 1 cm de
espessura. Selecionou-se o0s valores de absorbancia dessas amostras para cada regido de
comprimento de onda 370 a 730 nm, a fim de validar os espectros com os resultados obtidos
com a técnica de lente térmica modo otimizado. Esta técnica consiste de uma montagem
experimental para obtencdo dos espectros de lente térmica, utilizando filtros na regido de 370
a 730 nm para medicdes das NPsAu (Fig. 1), no qual segue os mesmos procedimentos
desenvolvidos por Marcano et al. (2014).

Este aparato € composto por uma lampada de xen6nio e um conjunto de filtros de
interferéncia para gerar a radiacdo de excitagdo monocromatica que possui uma resolucdo
espectral de 10 nm na faixa de 370-730 nm. A lente asférica de 15 cm focaliza a radiacéo de
excitacdo até 1 mm de didmetro na amostra, onde este feixe € modulado a 2 Hz usando um
modulador mecénico. O laser de He-Ne, feixe de prova, possui poténcia de 2 mW e emite
radiacdo a 632 nm. Os espelhos direcionam o0 mesmo para a direcdo do feixe de excitacdo. O
detector de diodo (D1) corresponde ao sinal de referéncia da radiacéo de excitacdo que produz
a lente térmica (LT) na amostra. A LT distorce a frente de onda do feixe de prova. Apds passar
pela amostra, este feixe se propaga, sendo redirecionado para o divisor de feixe (B2) cujo sinal
atinge o fotodetector de diodo (D2) (Thorlabs, DET 110) no qual mede a transmissdo de
radiacdo do feixe de prova e fornece o sinal LT. O sinal eletrénico gerado é amplificado
usando um pré-amplificador (Stanford Research Systems SR 570) e posteriormente
redirecionado para um osciloscépio digital (Tektronix TDS3052) e processamento dos dados.
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TMI Laser de He-Ne
L;

Limpada de Xenénio  Modulador i

Figura 1 - Montagem experimental do espectrofotdmetro de lente térmica usando filtros na
faixa de 370 a 730 nm.

A técnica de lente térmica modo descasado otimizado, diferente do modo descasado
convencional, apresenta uma configuracdo onde o laser de excitacao estad focado na amostra,
enquanto o feixe de prova é colimado, aumentando assim a sensibilidade da técnica. Usando a
Eq. 4, possibilita estimar a concentracao dos coldides de nanoparticulas de ouro no volume do
feixe de excitacdo dentro da amostra (Fig. 2).

___________ __l__________ Laserdeprova (colimado)

o Zop >> Zoe

Figura 2 - Esquema da lente fototérmica com coldides de nanoparticulas de ouro.

Desta forma, assumiu-se que a radiacdo de excitacdo e de prova sdo gaussianas com
parametros de Rayleigh zee e zop, posicOes de cintura ze e zp, e com as solucdes de
nanoparticulas dentro da célula, a intensidade méxima do laser de excitagdo, provoca o
aquecimento na regido central dessas solucfes. Este experimento de LT modo descasado com
o feixe de excitagdo focado e de prova colimado, resulta em zqp >> zqe. Esta configuracéo
otimiza o experimento LT, simplificando o procedimento de alinhamento, interpretacdo de
dados e calibracdo do espectrofotémetro.

4. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas das nanoparticulas de ouro estudadas neste
trabalho. A pureza do ouro é de 99,99% e densidade 19,32 g/cm®. De acordo com as
especificacbes técnicas NanoComposix, os didmetros das nanoparticulas foram obtidos por
Microscopia Eletronica de Transmissdo JEOL 1010 e a concentragcdo de massa para o ICP-
MS Thermo Fisher X Series 2. Com isto, calculou-se o volume e a massa de uma Unica
nanoparticula.
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Tabela 1 — Caracteristicas das nanoparticulas esféricas de ouro para diferentes diametros.

Nanoparticula, Diadmetro Concentracéo Volume de Massa de uma
tamanho (nm) (nm) de massa Au uma nanoparticula
(mg/ml) nanoparticula (mg)
(cm?)
10 116+1 0,053 6,96 x 10° (1,3+0,4) 10
50 52+5 0,053 7,36 x 107 (1,4 +0,4) 1012
100 103 £ 10 0,052 5,72 x 101¢ (1,1+0,3) 10!

Na Fig. 3 mostra os espectros de absorbancia das nanoparticulas. As medi¢bes foram
realizadas a temperatura ambiente para o comprimento de onda visivel, 370-730 nm.
Observou-se que NPsAu 10 nm e 50 nm apresentaram um pico pronunciado em torno de 520
nm. Este pico corresponde a interagdo plasmonica entre elétrons livres nas NPs, no qual leva a
uma absorcao ressonante da radiacdo nessa regido do espectro.

No trabalho desenvolvido por Hlaing et al. (2016) apresentaram este mesmo efeito para
nanoparticulas de prata, além da presenca de outro pico amplo devido a interacdo multipolar
elevada entre NPs e a radiagdo. Assim, o pico tende a se deslocar em direcdo a comprimentos
de onda maiores para nanoparticulas com didmetros maiores. O processo de absorcdo e
dispersdo contribuem na forma dos espectros de absorbancia. Para NPs com didmetro maior, a
absorcdo diminui devido a penetracdo limitada de radiacdo nas mesmas, entretanto neste
experimento NPsAu 50 nm apresentaram maior absor¢do em relagdo NPsAu 10 nm.

4-
- 3
©
3 NPsAu 50 nm
S 21
8 NPsAu 10 nm
«C
2 1]
3 NPsAu 100 nm
<
0-

400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 3 - Absorbancia espectral para nanoparticulas de ouro com diferentes didmetros.

A Fig. 4 apresenta as medidas da absorbancia e sinal LT das nanoparticulas com diametro
10 nm e 50 nm para a regido de comprimento de onda 370 a 730 nm. Validou-se os resultados
de absorbancia usando a técnica de lente térmica que fornece a contribuicdo da radiacdo
absorvida pelas NPs.
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Figure 4 - Medidas da absorbancia e sinal de lente termica: a) NPsAu 10 nm; b) NPsAu 50
nm.

O uso desta técnica torna-se viavel, pois ha uma correspondéncia dos espectros obtidos
com o espectrofotdmetro LT e a absorbancia convencional. Isto mostra a forte sensibilidade
desta técnica para obtencao de espectros de absorc¢do, possibilitando dessa forma, identificar o
maximo comprimento de onda em que a amostra apresenta esse efeito. ApOs esse
procedimento, realizou-se um experimento Z-scan para obter a posicdo de maxima absorcao
dos coldides de nanoparticulas de ouro, utilizando lasers na faixa de 532 nm e 445 nm. Desta
forma, o Z-scan exibe um U(nico pico centrado na cintura do feixe cuja magnitude é
proporcional a absorcdo da amostra. Na Fig. 5 utlizou-se 0,5 ml da amostra NPsAu de 10 nm
na cubeta de 0,1 cm. Observa-se que no comprimento de onda 532 nm apresentou maior
absorcdo em relacdo ao comprimento de onda 445 nm.

—A\juste tedrico
0.4+ B LT para532nm
* LT parad45nm m

Sinal LT (u. a)
o o
e e

o
[EEN
1

©
o

20 10 0 10 20
Posicdo amostra (cm)

Figure 5 - Sinal de LT versus Z-scan para a configuragdo modo descasado em regime pulsado
CW para amostra NPsAu 10 nm. As linhas continuas correspondem ao sinal tedrico LT. O
sinal LT foi calculado utilizando os seguintes parametros para a cubeta com espessura L = 0.1
cm: Ae = 532 nm, Ap = 632 Nm, zp, = 500 cM, a. = ap, = 0, D = 1,4x10° cm?/s, e ¢o = 0,8 e para
Ae = 445 nm, Ap = 632 nm, z, = 400 cM, a. = a,= 0, D = 1,4x10° cm?s, e ¢o = 0,38.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel validar os espectros de absor¢do das nanoparticulas de ouro obtidos com as
técnicas de absorbancia convencional e lente térmica modo otimizado. Observou-se que as
NPsAu com diametro de 50 nm ocorreu maior absor¢do com relacdo as de 10 nm. Portanto, a
técnica de lente térmica torna-se promissora para ser aplicada no estudo de outros tipos de
nanoparticulas metalicas com diferentes diametros, o que ira influenciar na absorcdo de
radiacdo das mesmas.
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COMPARATIVE STUDY OF THERMAL LENS TECHNIQUES OPTIMIZED
MODE AND CONVENTIONAL ABSORPTION SPECTROSCOPY FOR GOLD
NANOPARTICLES COLLOIDS APPLICATIONS

Abstract. Gold nanoparticles (NPsAu) have been studied because of their potential as
photothermal agents, because when conjugated to biomolecules can specifically target cancer
cells, which makes it possible to treat cancer therapies. Therefore, it is necessary to research
for techniques capable of identifying and detecting the concentration of these particles. The
thermal lens technique optimized mode presents a configuration with pump laser focused on
the sample, and a collimated probe beam, thus increasing the sensitivity of the technique. In
this work, a thermal lens spectrophotometer whose radiation source consisted of a xenon
lamp (370 to 730 nm) was developed to validate the results obtained from the absorbance
spectra of the gold nanoparticles (NPsAu 10 nm, 50 nm and 100 nm). concentration of 0.05
mg/ml (NanoComposix). A UV-VIS spectrophotometer (Evolution 201 Thermo-Scientific) was
used to determine the absorbance spectra (370 to 730 nm) of these NPsAu contained in 1 cm
quartz cuvettes. From the obtained spectra an absorption peak was observed around 520 nm,
which corresponds to the plasmon interaction of the NPs, producing resonant absorption of
the radiation in this region of the spectrum.

Keywords: Thermal lens, Detection, Nanoparticle
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