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RESUMO

A fotoacUstica é uma técnica de caracterizacdo Optica multimodal que vem sendo
altamente explorada no estudo de efeitos néo lineares oriundos da absor¢do de um ou mais
fotons e em processos de imageamento. A geracdo de imagem € essencial para realizacdo de
diagnostico e uma maneira de se obter uma imagem de melhor qualidade é por meio do uso de
agentes de contraste biol6gicos. Recentemente, nanoparticulas plasménicas, como o nitreto de
titdnio (TiN), vem sendo usadas como agentes de contraste bioldgico por terem uma baixa
toxicidade, além de uma alta mobilidade intracelular. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar a resposta fotoacustica de nanoparticulas esféricas de TiN para aplicacbes em
diagndstico por imagem. Este trabalho esté dividido em 4 capitulos, sendo o primeiro deles uma
introducdo geral. No capitulo 2, descrevemos os fundamentos do efeito fotoacUstico, suas
equacbes e as tecnicas que serdo exploradas, como a espectroscopia fotoacUstica e o
imageamento fotoacustico. No capitulo 3, trazemos a montagem experimental para dois
sistemas que serdo utilizados para medidas: um de espectroscopia fotoacustica e outro de
imageamento fotoacustico, bem como os seus respectivos programas de aquisi¢do de dados
desenvolvidos em LABVIEW. Em seguida, no capitulo 4, apresentamos os resultados obtidos
com as nanoparticulas de TiN. Os resultados mostram uma semelhanca entre o espectro de
absorcéo dptico e o espectro fotoacustico medido quando utilizado o sistema desenvolvido,
apresentando um pico de absor¢do em 700 nm, que se encontra dentro da primeira janela
bioldgica, o que auxilia em um melhor imageamento. Além disso, com o auxilio de uma lente
de distancia focal de 100 mm, foi possivel realizar microscopia fotoacustica com uma resolucao
de 50 um e com um excelente contraste. Com essa mesma resolucéo, foram obtidos resultados
com excitacdo e aquisicdo da imagem fotoacustica com excelente contraste através de tecido
biolégico com 1 mm de espessura a partir de um feixe de 700 nm e 1064 nm. O imageamento
em 1064 nm apresentou um melhor contraste devido a absor¢do de dois fétons no material,
fendmeno esse que foi comprovado através de medidas de ndo linearidade de TiN nesse

comprimento de onda especifico.

Palavras Chave: fotoacUstica; nanoparticulas de TiN; imageamento fotoacustico.



ABSTRACT

Photoacoustics is a multimodal optical characterization technique that has been highly
explored in the study of non-linear effects arising from the absorption of one or many photons
as well as in image generation. Imaging is essential for making diagnosis possible and one way
to obtain a better quality image is using biological contrast agents. Recently, plasmonic
nanoparticles, such as titanium nitride (TiN), have been used as biological contrast agent due
to their low toxicity and high intracellular mobility. Thus, the objective of this work was to
study the photoacoustic response of spherical titanium nitride (TiN) nanoparticles for diagnostic
imaging applications. This work is divided into 4 chapters, the first of which is a general
introduction. In chapter 2, we describe the fundamentals of the photoacoustic effect, its
equations and the techniques that will be explored, such as photoacoustic spectroscopy and
photoacoustic imaging. In chapter 3, we discuss the experimental setup for two systems that
will be used: one for photoacoustic spectroscopy (PAS) and another for photoacoustic imaging
(PAI), as well as their respective data acquisition programs in LABView. Then, in chapter 4,
we present the results obtained with TiN nanoparticles. The results show a similarity between
the optical spectrum and the photoacoustic absorption spectrum measured when using the
developed system, presenting an absorption peak at 700 nm, which lays in the first biological
window, which helps in a better imaging. Furthermore, with the aid of a 100 mm focal length
lens, it was possible to perform a photoacoustic microscopy with a resolution of 50 um and
with excellent contrast. With this same resolution, results were obtained with excitation and
acquisition of photoacoustic imaging with excellent contrast through biological tissue 1 mm
thick from a beam of 700 nm and 1064 nm. The 1064 nm imaging showed a better contrast due
to the absorption of two photon in the material, phenomenon that was proven through
measurements of non-linearity of TiN at this specific wavelength using photoacoustics

technique.

Keywords: photocacoustics; TiN nanoparticles; photoacoustic imaging.
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1 INTRODUCAO

Na area de biomedicina, € comum o uso de técnicas de imageamento para estudos
morfologicos e para uma grande variedade de diagndsticos [1]. Algumas das técnicas mais
empregadas sdo: a ressonancia magnética, tomografia computadorizada (CT), tomografia por
emisséo de positron (PET), ultrassom e tomografia optica por coeréncia (OCT). Entretanto, a
aplicabilidade de cada uma delas é restrita, uma vez que todas apresentam certas desvantagens
[2].

A ressonancia magnética, além de muito cara, requer um tempo muito grande para realizar
0 imageamento. J& os exames de tomografia computadorizada e o PET scan fazem uso de
radiacdo ionizante, que devido a possibilidade de provocar cancer [3], ndo devem ser usados
com muita frequéncia [4]. Mesmo com essas consideracfes, seu uso é bastante amplo devido
aos critérios de seguranca utilizados.

As técnicas de imagem puramente Opticas, apesar de ainda ndo tdo difundidas
comercialmente, proporcionam uma imagem com excelente contraste, mas perdem bastante na
resolucdo e sensibilidade por conta de efeitos como espalhamento [5], levando assim a uma
baixa penetracdo, de aproximadamente 3 cm [6]. O espalhamento da luz por tecido biolégico é
no minimo cem vezes maior que o espalhamento das ondas sonoras [7]. Ja as técnicas acusticas,
como 0 ultrassom, possuem uma penetracdo maior (aproximadamente 6 cm) e, apesar de
possuirem uma melhor resolucdo e sensibilidade, ja que o espalhamento acustico é muito
menor, 0 contraste € muito menor, sendo incapaz de fornecer informac@es importantes, como
composi¢do quimica, absorcdo, metabolismo e mudancas fisioldgicas [8].

Sendo assim, o ideal para um bom imageamento seria combinar o contraste que as
técnicas puramente Opticas fornecem juntamente com a resolucéo e a sensibilidade da técnica
de ultrassom, devido ao baixo espalhamento das ondas sonoras por tecidos biologicos. Isso €
possivel através do efeito fotoacustico [2], [6].

O efeito fotoacustico ocorre quando uma luz de intensidade modulada incide sobre um
determinado material. A absorc¢éo periddica da luz faz com que o material provoque uma
pequena oscilagdo na sua superficie, gerando assim uma onda sonora, comumente chamada de
onda acustica ou fotoacustica [9].

Como o efeito fotoacUstico depende exclusivamente da luz absorvida, os efeitos de

espalhamento que ocorrem ao incidir na regido desejada ndo interferem na medida. Além disso,
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como o sinal produzido pela amostra € uma onda sonora, o efeito de espalhamento até a medicao
do sinal é muito menor quando comparado com uma medida optica convencional [10]. O
imageamento fotoacustico (PAI) € aquele que faz uso do efeito fotoacustico para a reproducéo
de imagens [10].

As técnicas de imageamento fotoacustico (PAI) possuem uma grande vantagem com
relacdo as técnicas opticas convencionais e com relacdo ao ultrassom. Além de fornecer uma
boa resolucédo, sensibilidade e contraste, € uma técnica ndo invasiva, ndo ionizante e mais
acessivel. Ademais, é capaz de fornecer informacGes anatdmicas, funcionais e a nivel molecular
[11], sendo possivel a realizacdo de angiogramas [12]-[14], deteccdo de tumores [6],

visualizacao de érgdos [1] e até mesmo organelas [11], [15].

Figura 1 - Utilizac&o de diferentes escalas para o imageamento fotoacustico
Organelle Cell Tissue Organ

A

Fonte: L.V Wang e S. Hu (2012)

Por se tratar de um fenémeno que depende da absorcdo do material, € possivel o estudo
de materiais porosos, sélidos, gases e até mesmo opacos [16]. Através da fotoacUstica,
possivel também obter espectros de absorcdo de forma direta [17], estudar a morfologia da

amostra [18] e determinar coeficientes de absorc¢ao néo lineares dos materiais em estudo [19].

A ndo linearidade de alguns materiais se da por conta de uma absor¢édo que depende da
intensidade de luz incidente [20]. Pelo fato do efeito fotoacUstico depender da absor¢do da
amostra, é possivel verificar essa dependéncia simplesmente analisando o sinal medido,
tornando-a uma ferramenta pratica, rapida e simples para essas medidas [21].

As aplicacdes da fotoacustica s@o variadas, desde estudos de propriedades inerentes a
amostra, como a ndo linearidade e a espectroscopia, até um imageamento com uma boa
sensibilidade, resolucdo e um bom alcance de profundidade, fazendo dela uma ferramenta

poderosa e o foco de estudo desse trabalho.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FONTES DE LUZ E LASER

Uma das maneiras atraveés da qual se é possivel estudar as propriedades de um
determinado material é observando a sua interagdo com a luz. Para isso, fontes luminosas sdo
necessarias. As lampadas de descarga merecem um certo destaque, pois antes do laser elas eram

muito utilizadas em medidas opticas [17].

As lampadas de descarga operam a partir de uma corrente elétrica que passa por um
tubo contendo um gas ou uma mistura de gases. Existem lampadas de gases nobres (xenon,

hélio etc.) e de outros elementos, como hidrogénio e mercurio.

Ja em 1955, Gordon, Zeiger e Townes mostraram ser possivel amplificar um sinal de
micro-ondas a partir de moléculas de amonia [22]. Eles demonstraram que isso era possivel
caso ocorresse uma inversdo de populagdo com as moléculas de amdnia (a maior parte das
moléculas estando em um excitado ao inveés do estado fundamental) e se elas estivessem
confinadas dentro de uma cavidade, gerando assim o primeiro maser (microwave amplification
by stimulated emission of radiation).

Apds trés anos, Townes e Schawlow detalharam o funcionamento do maser e propuseram
que esse efeito poderia ser estendido para o espectro visivel e infravermelho [23]. A partir dai,
em 1960, Maiman conseguiu construir o primeiro laser (light amplification by stimulated

emission of radiation), um laser de rubi, operando em 694 nm [24].

Figura 2 - Principio de funcionamento de um laser

Espelhos

{\
\ / A f .
\VARVIRVY Feixe de Luz
—_—

Energia de Bombeio

Fonte: O autor (2021)
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Para o funcionamento de um laser, € necessario uma energia de bombeio, que pode vir de
flashlamps, corrente elétrica, descarga gasosa ou até mesmo de outro laser. Esse bombeio serve
para a inversao de populacdo do meio ativo. A inversédo de populagéo faz com que a maior parte
dos atomos estejam em um estado excitado. Esses &tomos podem decair para o estado
fundamental através de um processo chamado emissao estimulada.

A emissdo estimulada é um processo no qual o &omo no estado excitado interage de
modo ressonante com um foton. Isto quer dizer que a energia do féton incidente é igual a
diferenca de energia entre o estado excitado e o estado fundamental do atomo. Quando isso
acontece, 0 &tomo gue antes estava no estado excitado decai para um estado de menor energia
e, ao fazer isso, ele emite um foton com as mesmas propriedades que o foton incidente

(frequéncia, fase e polarizacao).

Figura 3 - Esquematizacéo representando a emissdo estimulada

E, . N Estado
N Excitado

. . Estado
El Fundamental
Ez - El - hV

Fonte: O autor (2021)

A Fig. 3 acima representa o processo de emissdo estimulada. Nela, um féton com
energia hv ird interagir com um atomo do meio ativo (representado pelo circulo vermelho) que
ja se encontra no estado excitado devido a energia de bombeio. Perceba que a diferenca de
energia entre o estado excitado (E2) e o estado fundamental (E1) é igual a energia do foton
incidente (E2 — E1 = hv). Quando ocorre essa interacdo (figura central), o &omo volta para o

estado fundamental e, durante esse processo, ele emite um féton com energia hv, representado
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na figura a direita. Como o féton incidente em nenhum momento foi absorvido, o resultado
desse fendmeno é um atomo no estado fundamental e dois fotons.

Esse meio ativo, ao ser colocado em uma cavidade dptica, que consiste em um conjunto
de espelhos devidamente alinhados, permite com que esses fotons interajam com o meio ativo
diversas vezes, funcionando como um sistema de realimentacdo, permitindo assim que mais
fotons possam interagir com as moléculas do meio ativo e, consequentemente, amplificando o
namero de fotons produzidos.

Para permitir que parte do feixe escape da cavidade Optica, é necessario que um dos
espelhos deva ser parcialmente refletor, possibilitando assim a transmissdo de fétons com uma
direcdo definida pelo eixo da cavidade. O resultado € entdo um feixe monocromatico, colimado

e coerente, caracteristicas Unicas em um laser.

2.2 FENOMENO DE ABSORCAO

A absorc¢do da luz por um meio ocorre se a frequéncia oOptica for ressonante com a
frequéncia dos atomos do meio. A diferenca de energia entre o estado excitado e o estado
fundamental dos atomos (chamaremos de AE) precisa ser igual a energia do féton emitido pela
fonte luminosa, que é calculada através do produto entre a constante de Planck e a frequéncia

do feixe de luz, ou seja:

E=hv (2.1)

Caso AE = E e apenas um féton seja absorvido, um elétron é ejetado para um estado
excitado. Esse fenémeno é conhecido como absorcdo de um foton (1PA), que é representado

esquematicamente na figura abaixo.
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Figura 4 - Diagrama de niveis representando a absor¢do de um foton (1PA)
Absorcao de Um Foton

Estado Final —————— —0O— &

AE

Estado Inicial ———f —_— — E

Fonte: O autor (2021)

Com o desenvolvimentos dos lasers foi possivel estudar processos que dependem de
uma fonte monocromatica muito intensa [25], o que levou ao desenvolvimento da dptica ndo
linear [26]. Foram os desenvolvimentos na Optica ndo linear que levaram a descrever o
coeficiente de absorcdo, parametro que caracteriza a absor¢éo dos materiais, de uma forma mais

geral, dada por [20]:

a = ao+ bl (2.2)

com | representando a intensidade do feixe, enquanto ao e b sdo os coeficientes de absor¢éo
linear e ndo linear, respectivamente. Isso mostra que para materiais nao lineares existe uma
dependéncia com a intensidade do feixe, ou seja, para intensidades muito baixas, a amostra,
mesmo sendo ndo linear, pode vir a ter uma absor¢éo linear, mas & medida que a intensidade da

luz que incide na amostra aumenta, efeitos ndo lineares comegam a surgir.

O desenvolvimento do laser, portanto, foi fundamental para observar fenébmenos nédo
lineares devido a alta intensidade emitida. Por conta disso foi possivel observar o fenémeno de
absorcéo de dois fétons (TPA) [25], visto que esse & um fendmeno néo linear. Esse fendmeno
foi teorizado em 1930 [27] e descreve a possibilidade de, a partir de um feixe com intensidade
suficientemente elevada, se realizar uma transicdo eletrénica de um estado de menor energia

para um estado de maior energia através da absorcdo de dois fotons.
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Figura 5 - Diagrama de niveis representando a absorcao de dois fétons (TPA)

Absorgao de Dois Fatons
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'y Excitado
hv
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Fonte: O autor (2021)

Como é necessaria uma energia especifica por féton (AE) para que a absorgao ocorra, é
estritamente necessario que a soma das energias de cada foton seja igual a diferenca de energia
entre o estado excitado e o estado fundamental. I1sso néo significa que precisam ser dois fotons
iguais, mas que existe uma condicdo para a soma das frequéncias, precisando ser muito bem
definidas [27], de tal forma que a soma das energias de cada foton seja igual a diferenca de
energia entre o estado excitado e o estado fundamental. Além disso, por ser um fenémeno nédo

linear, existe uma dependéncia direta com a intensidade do feixe, como colocado anteriormente.

2.3 GERACAO E DETECCAO DO EFEITO FOTOACUSTICO

Alexander Bell, em 1880, percebeu que era possivel escutar um som proveniente de um
solido caso incidisse uma luz pulsada sobre esse material [28]. Na época, ele percebeu essa
propriedade em materiais como o selénio, ouro, prata, platina, entre outros, propondo assim que
era uma propriedade da matéria. Um ano depois, Tyndall [29] e Rontgen [30] notaram esse
mesmo efeito para gases. Esse fendmeno ficou conhecido como efeito fotoacustico (ou efeito
optoacustico). Apesar de inicialmente despertar grande interesse por parte dos cientistas, tal

fendmeno ficou esquecido por um certo tempo devido a dificuldade de medicéo, uma vez que
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0 sistema de deteccgdo era o0 ouvido. Apenas com o aperfeicoamento dos microfones e de novas

fontes de luz que os experimentos utilizando o efeito fotoacustico foram retomados. [31].

Em 1976, Rosencwaig e Gersho [9], inspirados pelo modelo de Parker [32], que
propunha que a difuséo térmica estaria envolvida no processo de geracéo do efeito fotoacustico,
mostraram que a absorcdo periodica da luz (uma vez que a emissdo da luz era pulsada) gera um
fluxo periddico de calor em uma fina camada na interface entre a amostra e 0 meio, provocando

um movimento oscilatério, que se propaga como uma onda acustica.

Assim, o efeito fotoacustico € gerado a partir de uma luz de intensidade modulada que,
ao incidir na amostra, € absorvida, provoca um aumento na temperatura local, gerando assim
uma variacdo na pressédo local, que se propaga como uma onda fotoacustica. Tal onda é entdo
detectada por um transdutor ou um microfone, que tem como fungéo converter o sinal mecéanico
proveniente da onda acustica em um sinal elétrico, que sera posteriormente analisado por algum

aparelho de medida.

O aumento da temperatura local provoca também um aumento no volume da amostra,
devido a dilatacdo térmica. Essa variacdo no volume da amostra depende tanto da temperatura

quanto da pressao, logo:
V = V(T,P) (2.3)

E possivel entdo escrever uma variacdo infinitesimal no volume como sendo:
dVv = (dv) dP + (dV dT 2.4
P oTw 24)

Utilizando a definigdo da compressibilidade isotérmica (xr) e da expansividade térmica
V), definidos por:

1 oV 10V ”E
a=yGr, FEVGED, @9

tem-se que a variacdo do volume pode ser escrita por:
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dV = —xrVdP + SVdT (2.6)

dv
- = —krdP + BdT (2.7)

Como a mudanca de temperatura e de pressdo sdo locais, ou seja, depende

explicitamente da posi¢do, a equacao é escrita por:
dv
v = —xtdP(#) + BdT(#) (2.8)

Entretanto, existe uma condicdo na qual é possivel considerar a variacdo do volume
como sendo desprezivel. Para isso, deve-se considerar dois tempos caracteristicos: o tempo de

confinamento térmico (r:») € 0 tempo de confinamento de pressao (rs), que sdo dados por:

d?
Tth = —— s =— (2.9)
ath ‘U

em que d é a resolucdo espacial, v é a velocidade do som no meio e a:» é difusividade térmica

do meio.

Para a situacdo em que a duracdo do pulso do laser (t.) for menor que o tempo de

confinamento de pressdo e o confinamento térmico, ou seja:
tL<ren € tL<rs (2.10)

a excitacdo da luz termina antes do calor se difundir pelo meio e da onda acustica gerada se

propagar para fora da regido iluminada. Assim, caso tal condicdo seja satisfeita, resulta-se em:
dv =0 (2.11)

e, consequentemente,
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krdP(#) = BT (2.12)

Sendo assim, a pressdo inicial obtida apos a absorcéo da luz pode ser escrita como:

BAT(r)

Kt

Po(7) = (2.13)

O aumento da temperatura local AT(r") depende da densidade de energia absorvida no

ponto r~, que pode ser escrita por:

AT = 220 (2.14)

pCv

onde Ea(#) ¢ a densidade de energia absorvida no ponto # (J/cm?), p é a densidade da amostra
(kg/cm3) e Cv é a capacidade térmica a volume constante (J/(kg°C)).

Logo, substituindo a relacdo (2.14) na equacdo (2.13):

p Ea
Po(®) =~ (

2.15
KT PCV) (215)

Po(7) = L Ea = T'Ea(7¥) (2.16)
krpCy

onde I" é o pardmetro de Grineisen (adimensional).

E possivel perceber que a variacdo da pressdo local, responsavel por originar a onda
fotoacustica, € proporcional apenas a absor¢do do material. Dessa forma, efeitos como
espalhamento, difragdo e refracdo, que influenciam nas medidas Opticas, ndo interferem no sinal

fotoacustico.
Entretanto, essa variacdo na pressao que da origem ao efeito fotoacustico deve ocorrer de
forma pulsada. Para mostrar essa condigéo, partimos da equacédo da continuidade para um fluxo

de massa:
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dp(r,t)

o +V-(p(#)l) =0 (2.17)

De agora em diante, para ndo carregar a notacdo, iremos omitir as dependéncias das
grandezas. Ao introduzir novas grandezas, iremos explicitar sua dependéncia, mas em seguida
omitiremos novamente. Considerando a densidade inicial como sendo po, uma variacéo
infinitesimal na densidade da amostra é escrita como sendo p = po + &, com ¢ sendo uma

variagéo infinitesimal da densidade. Dessa forma, teremos que:

9 _ 00 dp =6 (2.18)
- = ____ e = .

at ot P
Escrevendo a densidade como sendo uma funcéo da pressao e da temperatura, uma mudanca

infinitesimal (8) pode ser escrita como:

dp=5= »+h 2.19
= = (—— —) T .
p dP Tp oT p ( )

onde p e t sdo variagOes infinitesimais na pressdo e temperatura, respectivamente. Para fluidos

ideais, essa equacao pode ser reescrita da seguinte forma [33]:

B
6 =ypks (p —K—Tr) (2.20)

com v sendo o coeficiente de compressao adiabatica. A partir de (2.18), vemos que a derivada
temporal que aparece nas equagdes (2.17) pode ser escrita como sendo uma derivada temporal

em ¢ que, o que faz com que a equacao (2.18) possa ser escrita por:

B2 o 2 (p—am) (2:21)
—=__=YyYpKs—(p — ar )

ot ot vp ot P

onde fizemos @ = f/kr. Pela equacdo de difusdo térmica com uma fonte de calor, podemos

escrever que, para um fluido inviscido, ou seja, sem viscosidade:
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do
T% = KV2r + €(t) (2.22)

onde K é a condutividade térmica, o € um aumento infinitesimal na entropia e a funcéo e(t) €

energia térmica introduzida ao sistema por unidade de massa, ou seja:
e(t) =—= (2.23)

com H(t) definido como a energia térmica. Uma vez que ¢ é uma entropia infinitesimal (dS),

sendo ela funcdo da presséo e temperatura, podemos escrever, portanto:

& p+ 2.24
o= r )
0P T P oT p ( )
que podemos escrever como:
Cr y—1
o= r—
T ( p_ p) (2.25)
Manipulando os termos:
To
—ay =y(ar—p)+p (2.26)
Cp
? ZTo=(p—ar)
———10=(p—ar .
o (2.27)

que é exatamente o termo que precisa ser derivado na equacdo (2.21). Dessa forma, a partir da

equacéo (2.27), teremos:
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y Cp

1dp «a Jdo

5P =5 " T o
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(2.28)

(2.29)

O termo entre parénteses do lado direito da equacao acima ¢é dado pela equacéo (2.22) e,

considerando que ndo ha conducgéo térmica [33], sobra apenas a contribuigdo externa e(t), ou

seja:

d 1dp «a
—(p-ar)=————c¢
at yadt Cp

Assim, a equacédo da continuidade pode ser escrita por:

d
2P 4V (pit) = 0
ot

a6 .
—+V-(pu) =0
ot

1dp «a

YPKs ;E—C—Pe)+v-(pu) =0

Ao derivar a equacdo (2.33) com relacdo ao tempo, ficaremos com:

0%p  aypks 0e 0

Prs 37~ C, E+V-(apu)=0

A equacéo da continuidade para 0 momento nos fornece [33]:

ad - pey
—pU=F—-Vp—-V-(3)
Jt

(2.30)

(2.31)

(2.32)

(2.33)

(2.34)

(2.35)

onde F é a forca agindo em um determinado volume e 3 é o tensor fluxo de momento.

Considerando fluidos ideais, € possivel fazer as seguintes aproximagdes:
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_1.0py - 1
Ks ‘P’P(gp) P
ﬁ__l(ap)__l
=GP, =1 (2.36)
_ B _ 9P P
TSPt

Assim, ao substituir a equacao (2.35) e as relacdes em (2.36) na equacao (2.34), ficaremos

com:

d%p p Oe >
K ————+V-(F=Vp-=-V-(3)) =0 2.37
dat2  CrT Ot ( P &) (237)

Para 0 caso em que ndo ha um movimento abrupto do fluido, é possivel, em uma boa

aproximacdo [33], considerar que o divergente da for¢ca como sendo nulo e assim ficaremos
com:

2p 1 a(pe)
P PE _wep=o (2.38)
92 CrT ot

(VZ——EMD= B (2.39)
v2 0t? C,0t -

onde vs = 1/+/pks € a velocidade do som no meio.

O lado esquerdo da equacéo (2.39) é uma equacédo de onda que tem o termo do lado direito
como fonte. Isso quer dizer que para gerar a onda acustica, é necessario um fluxo de energia
térmica dependente do tempo. Assim, o efeito fotoacustico sé ocorre em situacfes na qual a ha
uma variacdo temporal do feixe que incide sobre a amostra, como é o caso de feixes pulsados
[10].

O fato da onda fotoacustica emitida depender somente da absor¢do do material, como

mostra a equacao (2.16), e se propagar como uma onda sonora permite que o efeito fotoacustico
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seja usado em diversas aplicagbes que exijam conhecer a absor¢do do material. E possivel,
assim, estudar a absorcdo de dois fotons (TPA) [34] e obter espectros de absor¢do mais
facilmente [35], além de permitir a utilizacdo de diversos materiais com diversas caracteristicas

como amostra [36].

Por se tratar de uma onda acustica gerada a partir de uma variacdo de pressdo, alguns
equipamentos sdo capazes de realizar a medigdo. As primeiras medidas do efeito fotoacustico
foram realizadas através de microfones de eletreto [32], [37]. Outra forma de se realizar a
medicdo da onda fotoacustica é através de cristais piezoelétricos [19], [38], que quando
submetidos a uma pressdo, geram um campo elétrico que pode ser medido como uma tens&o.
Além disso, hoje em dia sdo utilizados também transdutores ultrassonicos [39], sendo alguns
deles de imersdo, permitindo ser colocados dentro da agua e ter um melhor acoplamento

acustico [40].
2.3.1 Absorcéo de Dois Fotons (TPA) e a Fotoacustica

O fendmeno de absorc¢éo de dois fotons foi proposto em 1930 por Maria Goppert-Mayer
[27]. Ela propds que existia uma probabilidade ndo nula de dois fétons, cuja soma de suas
frequéncias fosse igual a frequéncia de excitacdo do atomo, levasse o atomo para um estado
excitado. Somente com a ajuda de lasers que esse fendmeno conseguiu ser observado [25].

A absorcdo de dois fétons, representada pela Fig. 5, € um fendmeno nao linear e ndo é
necessario que as frequéncias dos dois fotons sejam iguais, basta que a soma delas seja igual a
frequéncia de excitacao [27].

A geracdo do fendmeno de absorcdo de dois fotons (TPA), por ser um processo de
segunda ordem, depende de diversos fatores. O nimero de fotons absorvidos no processo, Nabs,
por unidade de volume é funcdo do quadrado da densidade de energia, E; (7, t), da se¢do de
choque do processo de absorcdo de dois fotons, 0@, e da concentracdo do absorvedor, C(7)
[21]. Assim, 0 nUmero de atomos excitados em uma determinada regido iluminada por um laser

sera dado através da integracao sobre o volume delimitado pelo feixe do laser, ou seja:

Naps = J dVo @D C(T, )E2(7, 1) (2.40)
v
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E importante destacar que a concentracio e a densidade de energia que incide sobre a
amostra depende da posi¢cdo, uma vez que a concentracdo pode variar de ponto a ponto, e do
tempo, pois podem ocorrer processos como o de fotoembranquecimento, onde ocorre a perda
de fluorescéncia. Esse fendmeno consiste na destrui¢do de fluoréforos (componente molecular
que faz com que a molécula seja fluorescente) através da exposi¢cdo de luz, alterando as
propriedades quimicas da molécula, inclusive a sua absorcéo [41], [42]. Assim, uma molécula
que antes absorvia um ou mais fétons, apds sofrer o fotoembranquecimento, ndo ira mais
absorver a radiacdo incidente. Portanto, a ocorréncia desse fendmeno leva a diminui¢do do
nimero de moléculas que efetivamente participam da absor¢do de fdtons, ou seja, a
concentragdo C(#, t) diminui com o tempo. Entdo, considerando o0 caso em que O
fotoembranquecimento ndo ocorra e que a amostra seja homogénea, a concentracdo nao
dependera da posicao e do tempo, sendo simplesmente uma constante C, que pode sair da

integral.

Separando a parte temporal e espacial da densidade de energia:

EL(#,t) = SF)EL(t) (2.41)

Assim, ao substituir na equacgéo (2.40), teremos:

Nabs = E2(t)Co(?) J dVS*(7) (2.42)
%4

Para a situacdo na qual a espessura da amostra € maior que a profundidade de foco (depth

of focus - DOF), a integral acima é dada por [43]:

. 8nAi3
Jdvsz()y~—— =82 (2.43)
v m3(N. A)*

E assim, ao substituir em (2.17), teremos que 0 numero de atomos excitados sera dado

por:
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Naps = E(t)Co@)S? (2.44)

Uma vez que o nimero de fotons absorvidos pela amostra esta diretamente relacionado
com a energia absorvida pelo material e, consequentemente, com o sinal fotoacustico, encontra-
se uma relacdo de proporcionalidade entre o sinal fotoacustico e a densidade de energia de

forma quadratica, ou seja:

Po(7) a E7 (2.45)

Isso significa que, em um processo de absorcdo de dois fotons (TPA), o sinal fotoacUstico
medido é proporcional ao quadrado da densidade de energia [34]. Assim, para determinar se a
amostra € ou ndo linear, é conveniente plotar um gréfico do logaritmo do sinal fotoacustico em
funcdo do logaritmo da densidade de energia [19], [44]. Ao fazer isso, vemos que, quando a

absorcéo de dois fotons é a contribuicdo dominante:

In(PA) a 2InE; (2.46)

Isso significa que, ao plotar esse grafico e fazer o ajuste linear, se houver a absorc¢éo de
dois fotons no processo, o coeficiente angular do ajuste deve ser préximo ou igual a 2. Por conta
disso, a fotoacustica se torna uma excelente ferramenta para verificar se 0 processo € ndo linear
[44].

A fotoacustica é uma ferramenta poderosa para determinar a absorg¢éo néo linear por parte
das amostras a partir dessa relacdo entre o sinal fotoacustico e a densidade de energia [34],
como mostrado anteriormente. E comum determinar a ndo linearidade a partir da fluorescéncia
emitida pelo decaimento do atomo do estado excitado para o estado de menor energia [25],
comparando-a com a que frequéncia da luz incidente. A relagéo de proporcionalidade em (2.44)
simplifica muito as medidas, por ser bastante simples e facil de executar [19], [44], [45].

Um tipo de material ndo linear com propriedades e aplicacdes interessantes sao as
nanoparticulas plasménicas [46]. Com o devido formato e dimensdes, essas nanoparticulas
possuem uma banda de absor¢do bem definida, devido a um fenémeno chamado de ressonancia

de plasmons de superficie (SPR) [47].
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Recentemente comecou-se a estudar a utilizacdo de nanoparticulas plasmonicas (como
nanoparticulas de ouro) como alternativa para deteccdo de tumores devido a maior
fotoestabilidade e absorcao, quando comparados aos contrastes usuais. Esse pico de absorcao
normalmente se encontra dentro da primeira janela biologica (regido em que os tecidos séo
menos absorvedores), que se encontra no infravermelho préximo (700 nm — 1000 nm). Isso
implica em uma melhor resolucdo da imagem, uma vez que as regides que nao concentram as
nanoparticulas irdo gerar um sinal muito abaixo do que a regido que as contém, proporcionando

um maior contraste de imagem [48], [49].

2.3.2 Nanoparticulas como agentes de contraste biologico

A utilizacdo de nanoparticulas (NPs) como agentes de contrastes Opticos representou um
grande avanco para as técnicas de imageamento. Os agentes de contrastes que fazem uso da
luminescéncia, por exemplo, possuem uma baixa foto-estabilidade e operam normalmente entre
400 nm e 700 nm. Para medidas de tecidos bioldgicos, isso representa uma limitagdo enorme,
ja que se faz necessario o uso de um comprimento de onda maior a fim da luz atingir regides
mais profundas do tecido [50].

Por conta disso, houve a necessidade de se desenvolver um novo material que operasse
na regido da primeira janela biolégica (700 nm — 1000 nm) e, a0 mesmo tempo, ndo
apresentasse toxicidade para o organismo. Essa motivacdo, que comecou na década de 90 e
apresentou contribuicdes significantes a partir dos anos 2000, permitiu o desenvolvimento de
nanoparticulas luminescentes (LNPs) como novos agentes de contrastes. Tipicamente, essas
nanoparticulas s&o solidos com formas e tamanhos variados, mas na escala de nanémetros (1nm
até 100nm).

Quando comparadas com o0s agentes de contrastes tradicionais, as nanoparticulas
luminescentes, além de apresentarem uma maior compatibilidade com fluidos bioldgicos, o que
permite uma melhor circulagdo na corrente sanguinea [51], possuem uma alta mobilidade
intracelular, sendo possivel monitorar, em tempo real, suas trajetorias, permitindo assim o
estudo da dindmica intracelular [50]. Um estudo utilizando nanodiamantes fluorescentes mostra
essa caracteristica [52]. Ademais, as LNPs possuem uma melhor eficiéncia quanto a aderéncia

em células [53], o que gera uma melhor resolucdo, j& que o brilho e o contraste das imagens s&o
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determinados pela quantidade de nanoparticulas que aderem as células [50]. Essa caracteristica
depende fortemente do formato e do tamanho das nanoparticulas [54].

As LNPs possuem cinco classes diferentes: as nanoparticulas metélicas (MNPSs), os
nanocristais semicondutores ou quantum dots (QDs), as nanoparticulas organicas (ONPs),
nanocristais dopados com terra rara (RENPS) e nanoparticulas baseadas em carbono (C-BNPs)
[50] . Dentre elas, as nanoparticulas metalicas (MNPsS) merecem destaque, por conta de
caracteristicas singulares que permite uma alta aplicabilidade em técnicas de imageamento.
Uma dessas caracteristicas € o efeito de ressonancia de plasmons de superficie, que acentua os
efeitos de absorcdo e espalhamento [47], [50], [55], [56].

2.4 RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIE

O efeito de ressondncia de plasmons de superficie se d& em materiais que possuem
elétrons livres, como é o caso de metais. A situacdo na qual o feixe incidente possui um
comprimento de onda maior que as dimensdes da amostra, os elétrons livres na superficie do
material oscilam juntamente com o campo elétrico da luz incidente, mudando constantemente
a polarizacdo das nanoparticulas. Essa oscilacdo eletrdnica, juntamente com a do campo
elétrico, proporciona um aumento nos efeitos de absorcao e espalhamento por parte do material
[50], [56].

Figura 6 - Esquematizagdo do processo de ressonancia de plasmon de superficie.

A

Fonte: O autor (2021)
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Esse fenémeno foi primeiramente teorizado em 1908, por Gustav Mie [57]. Na situacéo,
ele considerou uma onda plana eletromagnética interagindo com uma esfera condutora
homogénea e isotrépica. O calculo é demonstrado resolvendo as equagdes de Maxwell em
coordenadas esféricas e utilizando condi¢bes de contorno apropriadas. Uma das maneiras
utilizadas para resolver esse problema é através do método de ondas parciais, escrevendo 0s
campos em uma representacdo em série [57], [58], encontra-se um resultado para a secdo de

choque de extincao (oext):

o]

21
Oext :ﬁZ(Zl + 1)Re{az + bl} (248)
k| =

onde k representa o vetor de onda (que depende da constante dielétrica do meio no qual a
amostra esta inserida), enquanto a: e b: séo coeficientes complexos, escritos em funcdo das
funcBes esféricas de Bessel de primeira e segunda ordem. Além disso, dependem ndo somente
das propriedades da particula, como tamanho, forma e indice de refracdo, mas também da
ordem da expansdo em série que é feita, designada pelo indice .

A secdo de choque de extingdo é definida pela razdo entre a poténcia da luz extinta, que
por sua vez depende tanto da absorcdo quanto do espalhamento, pela intensidade de luz

incidente. Assim:

W ext W aps T Wsea)
1 I inc

= Oaps T Osca (249)

Oext =

que depende agora das se¢Oes de choque de absorcdo (oass) e espalhamento (osca) [58].
A partir da teoria desenvolvida por Mie, € possivel expressar a se¢do de choque de
espalhamento por [58]:

(0]

21
Osca :jZ(Zl + 1)(|al|2 + |bl|2) (250)
k| 1=1
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com os coeficientes a: e bi sendo 0s mesmos que aparecem na se¢do de choque de extincédo e

sdo escritos por:

mp(mx)Pp” (x) — P (mx)ihu(x)

Um0 € (1) — P (&)
_ ll}l(mx)lp'l(x) — mt/)'l (mx)Yu(x)

b, =
T pimo € (x) — my (mo)&i(x)

(2.51)

onde o apdstrofo representa a derivada espacial em x, onde x = |k|R, com R sendo o raio da
particula, e m é a razdo entre a parte imaginaria do indice de refracdo da particula dividido pela

parte real do indice de refracdo do meio. Além disso, as fungdes ¥ (x) e é(x) sdo as funcbes de

Riccati-Bessel cilindricas, escritas por:

P =V 1)
_ 2
— (2.52)

Ex) =V__[J] 1) +iy 1(0)]

2 4y I+,

com Ja(x) e Ya(x) sendo as funcBes de Bessel de primeira e segunda ordem, respectivamente.
Sendo assim, para obter as se¢es de choque de absorcdo e espalhamento, é necessario
calcular os termos a partir das funcdes de Bessel acima. Define-se uma eficiéncia (portanto,

adimensional), como sendo a razéo entre a se¢do de choque especificada pela secdo de choque

geométrica (o geo), OU Seja:

O-SC(I

Qsca =— (253)

Ogeo

Para o caso de uma esfera, que foi abordado por Mie [57], a se¢do de choque geométrica

é dada por ge0 = mR?. Dessa forma:
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oo

2
Qsca =%Z(2l + 1)(|az|2 + |bl|2) (254)
n(|k|R) i1=1
2 [ee]
Qsca = — N2+ D(Jail? + |bi]?) (2.55)
X

=1

Considerando apenas o primeiro termo da eficiéncia de espalhamento, ou seja,

considerando | = 1, teremos entdo que [59]:

2x3y2—1 .
ar = _l_3y2 12 + O(X)
(2.56)
x5
b1 = —i4—5(y2 — 1)+ 0(x7)
com y definido por:
€p
y =+— (2.57)
Em

onde e representa a constante dielétrica e os subindices p e m referenciam a particula e ao meio,

respectivamente.

Tomando o limite em que a amostra € muito menor que o comprimento de onda da luz
incidente, ou seja, R < A,comox = |§|R, é evidente que nesse limite x <« 1, uma vez que, por
definicéo:

LTT

k| =__ 258
A (2.58)

Portanto, ao calcular a eficiéncia de espalhamento para essa situacdo, vemos que 0
resultado obtido sera dado por:
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sea =23 P Ly 4 ooy = B
sca — — —_— X = _X
x? 3 y2+42

5 s I (2.59)

E, umavez que x « 1, esse resultado tende a 0. Isso quer dizer que, na situacdo em que
ocorre a ressonancia de plasmons de superficie, a eficiéncia de espalhamento vai a 0. Sendo
assim, a contribuicdo majoritaria para a se¢do de choque de extincdo se da a partir da secao de
choque de absorcao (gext = Gabs).

Observa-se também que o resultado se relaciona com a constante dielétrica do meio e da

nanoparticula, representada por y. O campo elétrico externo induz uma polarizacao nas
nanoparticulas que é funcdo da razdo entre as constantes dielétricas, resultado esse que lembra

0 caso de um campo elétrico uniforme incidindo em uma esfera de constante dielétrica e [60].

Esse resultado proporciona uma condi¢do muito vantajosa para a fotoacUstica, uma vez
que a secdo de choque de absor¢do das nanoparticulas que irdo majoritariamente ser responsavel
pela banda de ressonancia plasmonica e, como o efeito fotoacUstico ocorre exclusivamente
devido a absorcdo, haverd um sinal fotoacUstico maior quando incidir um feixe pulsado
emitindo no comprimento de onda em que se encontra o pico da ressonancia de plasmons de
superficie.

Vale ressaltar que, para uma maior eficiéncia, as nanoparticulas precisam ter dimensfes
muito pequenas. A medida que se aumenta o tamanho delas, o termo de espalhamento que foi
desprezado por conta da relacdo (2.59) ird possuir uma contribuicdo significante [48],
atenuando os efeitos de absorcao e, consequentemente, uma diminui¢do no sinal fotoacustico.

O uso de nanoparticulas metalicas como agentes de contrastes Opticos se da por conta
dessa caracteristica. Algumas técnicas de imageamento Optico operam com luz visivel ou
infravermelho e como o comprimento dessas regifes possuem uma ordem de centenas de
nandmetros, as nanoparticulas que possuem elétrons livres, e consequentemente capazes de
gerar o efeito de ressonancia de plasmons de superficie, também chamadas de nanoparticulas
plasménicas, podem ser usadas como agentes de contrastes.

A maioria dos trabalhos envolvendo MNPs foram realizados utilizando nanoparticulas
de ouro, devido a facilidade quanto ao seu processo de sintese e escolha de parametros
fundamentais, como tamanho e forma [46], [61], [62].

Dentre as nanoparticulas metalicas, o nitreto de titanio (TiN) apresenta resultados
promissores, pois possui um baixo custo de producdo e uma banda de ressonancia dentro da

janela bioldgica, ou seja, o pico de absorcéo é justamente na regido em que os tecidos biologicos
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ndo absorvem. Ademais, ao injeta-las na corrente sanguinea, as nanoparticulas de nitreto de
titnio (TiN NPs) migram para o local onde se encontra um tumor e ndo apresenta toxicidade
[63].

2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO FOTOACUSTICA

2.5.1 Espectroscopia Fotoacustica (PAS)

De uma forma bastante ampla, a espectroscopia é o estudo da interacdo da radiacdo com
a matéria [16]. No caso da espectroscopia éptica, estuda-se as propriedades dos através da
interacdo destes com a radiacdo eletromagnética no dominio dptico [16]. As técnicas de
espectroscopia Optica convencionais, em sua grande maioria, podem ser agrupadas em duas
categorias: em uma, as propriedades da matéria sdo definidas a partir dos fétons transmitidos
pela amostra, enquanto na outra, essas informacdes serdo obtidas a partir dos fotons espalhados
ou refletidos [16]. Nesses dois métodos, para se obter o espectro de absorcdo, relaciona-se o

sinal luminoso antes de incidir na amostra com o sinal apos interagir com o material.

Esses métodos sdo ferramentas bastante Gteis e vem sendo utilizados ha séculos, mas
apresentam certas limitacOes, pois dependem do tipo de amostra. Para materiais com baixa
absorcéo, a luz transmitida ndo chega a ser atenuada, o que ndo gera uma diferenca de sinais
significativa. Para se obter o espectro, relaciona-se o sinal emitido com o transmitido e, como
ndo ha muita diferenca entre eles devido a baixa absorcéo, o resultado fica comprometido [17].
Além disso, amostras como pos, sélidos amorfos e tecidos, por exemplo, apresentam um alto
poder espalhador, o que interfere bastante na medida da absorcdo Optica [16]. Para materiais
opacos, cujo sinal é composto por uma combinacdo da reflexdo especular, difusividade e

transmisséo, a analise do resultado acaba sendo extremamente complicada [16].

A espectroscopia fotoacustica, desenvolvida na década de 70, permite contornar esses
problemas que as técnicas convencionais apresentam. Apesar da energia incidente ser
proveniente de fotons, assim como nas duas modalidades citadas anteriormente, ela utiliza a
energia absorvida pelo meio como base para estudar a amostra, através do efeito fotoacustico
[35].



38

Dessa forma, uma luz pulsada atinge o material que se deseja estudar, fazendo com que
ele produza ondas fotoacuUsticas que serdo captadas por um detector. Como o sinal emitido é
diretamente proporcional a absorcdo (ver equacdo 2.14), é possivel analisar a absorcdo do

material para diferentes comprimentos de onda, gerando assim um espectro de absorcao.

As primeiras medidas de espectroscopia fotoacustica foram realizadas usando lampadas
gue emitem em uma vasta regido do espectro eletromagnético. O feixe entdo atravessava um
monocromador, equipamento capaz de ajustar o comprimento de onda, e depois passava por
um modulador de feixe (chopper) a fim de tornar a radia¢éo pulsada [16], [35], [64], que incidia
em uma célula fotoacustica contendo um microfone para detectar a onda acustica [37]. O
microfone convertia o sinal mecanico em elétrico, que seria posteriormente reproduzido por

algum analisador de sinal, como um osciloscopio.

Com o advento do laser, surgiu uma nova fonte para realizar tais medidas e tornou o uso
do monocromador desnecessario, uma vez que o laser emite em um comprimento de onda bem
especifico [23]. Para lasers que operam em modo continuo (CW) ainda é necessario o uso do
chopper [16], [37], [39]. Entretanto, existem laser que operam no modo pulsado, podendo assim

descartar o uso do chopper [19].

O espectro é gerado quando se relaciona o sinal fotoacustico da amostra para cada
comprimento de onda especifico. Entretanto, é necessario tomar provisdes para remover
qualquer contribuicdo indesejada do sistema [64]. Para isso, normaliza-se o sinal fotoacustico
fazendo a razdo do sinal medido e uma referéncia, que pode ser a poténcia da luz incidente [37]
ou entdo um espectro, utilizando a mesma fonte, de um material bastante absorvedor, como po

de carvao [35].

A partir desse espectro normalizado é possivel aplicar todos os métodos comumente
utilizados em espectros Opticos continuos, sendo assim possivel extrair o coeficiente de
absorcdo e obter a energia de gap, seja pelo método da derivada ou pelo método linear [31],
[32], [39], [65], [66].

Alguns estudos que fazem uso dessa técnica se tornam bastante interessantes devido a
sua aplicabilidade. Em 1971, a partir da espectroscopia fotoacustica, Kreuzer e Patel [37] foram
capazes de detectar a presenca de 0xido nitrico, em uma concentracdo de 0,01 ppm, em uma
célula fotoacustica com menos de 1 cms?, simulando um estudo para verificar a poluicédo

atmosférica.
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Além disso, muitos trabalhos foram desenvolvidos na area de biomedicina. Em 1973,
Rosencwaig [67] obteve um espectro fotoacustico de proteinas, da hemoglobina e do sangue.
O mesmo autor, em 1977, obteve o espectro fotoacustico da cdrnea de um rato in vivo, podendo
detectar mudancas quimicas na estrutura ocular [68]. Na década de 90, foram medidas
propriedades dpticas de tecido in vivo [69], 0 que permitiu um maior estudo e avango na area.

2.5.2 Microscopia Fotoacustica (PAM)

Por conta de sua alta sensibilidade [17], [70], é possivel, inclusive, através do efeito
fotoacustico, detectar falhas em filmes finos danificados por laser [71]. A capacidade de
detectar inomogeneidades nas superficies de materiais a partir da fotoacustica ocorreu no final
da década de 70 [72], [73]. O estudo da morfologia dessas amostras em escala microscépica,
através do efeito fotoacustico, passou a ser um valioso objeto de estudo devido a alta
sensibilidade e o fator ndo destrutivo da técnica [72]. Assim, a fim de reproduzir a imagem da
superficie do material estudado [72], [74], surgiu a microscopia fotoacuUstica (PAM), dando

origem ao desenvolvimento das técnicas de imageamento fotoacustico (PAL).

A dependéncia direta entre o sinal fotoacustico e a absor¢do do material faz com que as
dimensbes do feixe que incide na amostra determinem o tamanho da regido na qual as
informac@es do material serdo obtidas, como mostrado na equacao 2.14, onde foi mostrado uma
dependéncia local com relacdo ao sinal gerado [75]. Assim, ao incidir um feixe de luz com
dimensdes micrométricas, a absorcdo da luz ocorrera através de uma regido da amostra com
essas dimensdes, permitindo um maior detalhamento do material, que € o principio por tras da
microscopia fotoacuUstica (PAM).

A reducdo do tamanho do feixe para escalas micrométricas foi introduzido por von
Gutfeld e Melcher [73], para determinar falhas em materiais. A diminuicdo do diametro do
feixe era feita a partir de uma lente objetiva para focaliza-lo e a amostra era colocada proximo
ao foco. Para detectar as falhas na superficie do material, € necessario incidir o feixe em outras
regides da amostra, fazendo um processo de varredura. Para cada regido iluminada, um sinal
fotoacustico € gerado e comparado com o sinal das outras regides, processo esse que
inicialmente foi realizado de forma manual [73]. As diferengas entre os sinais de cada regido,
seja pela amplitude ou pelo tempo decorrido até a producdo do sinal, era um indicio de uma

falha no material.
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Nesse mesmo trabalho, os autores mostraram que o primeiro pico, em t = 0, servia como

referéncia para o tempo no qual a onda fotoacustica viajava até incidir no detector.

Figura 7 - Exemplo de sinal fotoacUstico obtido através de um osciloscépio para detectar falhas na superficie de
materiais.
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Trigger |
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Fonte: O autor (2021)

A partir do tempo fornecido pelo sinal e da velocidade do som no meio, era possivel
estimar as distancias entre certas regides e a profundidade dos danos formados na superficie a

partir da relagdo:

0 = vst (2.47)

onde O é adistancia, vs é a velocidade do som no meio em questéo e t o tempo medido. Assim,
foi possivel estimar que o material que estavam estudando (lamina de aluminio) possuiam
buracos com 0,04 cm de diametro e 0,04 cm de profundidade [73].

Os resultados fascinantes levaram, em 1978, a primeira reprodugdo de imagem a partir

do efeito fotoacustico [74].
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Figura 8 - Resultado comparativo entre o primeiro imageamento fotoacUstico e imageamentos convencionais

{a) OPTICAL ( TRANSMISSION) (b} OPTICAL {(REFLECTION)

{¢) PHOTOACOUSTIC

Fonte: H. K. Wickramasinghe, R. C. Bray, V. Jipson, C. F. Quate e J. R. Salcedo (1978)

A partir de um feixe com A = 1,06 um foi possivel verificar um padrao hexagonal em uma
amostra de crémio e de papel aluminio, mostrando entdo uma nova forma de microscopia,
futuramente chamada de microscopia fotoacustica (PAM).

Além das falhas apresentadas na superficie das amostras, foi mostrado que, dependendo
do comprimento de onda da luz incidente, era possivel atingir regides mais profundas do
material e assim obter informagdes subsuperficiais [72]. A mudanca na amplitude e na fase do
sinal permitia diferenciar falhas de outros componentes que poderiam estar presentes na
amostra, a partir do coeficiente de absor¢édo [72]. Foi possivel entdo comprovar, além de mostrar
propriedades do material que ndo séo detectaveis visualmente com o auxilio de um microscopio,
que a microscopia fotoacustica era capaz de caracterizar superficies e subsuperficies de
amostras de forma néo destrutiva [72].

Essa utilidade despertou o interesse de muitos pesquisadores, que comegaram a realizar
experimentos de PAM e a aperfeicoar o método, sendo capaz de atingir uma profundidade de
centenas de micrémetros [18], [70], [72], [76]. Por conta dessas caracteristicas, ndo tardou até
sugerirem aplicacBes na area médica. Essa proposta veio em 1979 [77], onde foi mostrado que
a microscopia fotoacUstica era mais compativel do que a técnica de microscopia ultrassdnica

utilizada na época.
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As aplicacBes da microscopia fotoacustica na biomedicina sao variadas. Os primeiros
estudos foram feitos para determinar atividades de peroxidase em tecido bioldgico [78] e para
determinar componentes biolégicos presentes nos tecidos [79]. A técnica foi sendo
aperfeicoada ao ponto de poder determinar a saturacdo de oxigénio no sangue [80], além de
angiografias, histografia e aplicagdes em dermatologia [81].

As técnicas de imageamento que exploram o efeito fotoacustica apresentam certas
vantagens quando comparadas a técnicas convencionais, como o ultrassom e a tomografia
Optica por coeréncia (OCT). Além de ser uma técnica ndo-invasiva, em tecidos bioldgicos o
espalhamento da onda eletromagnética é aproximadamente cem vezes maior que o da onda

acustica, o que permite obter uma melhor resolucéo.
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3 IMPLEMENTACAO EXPERIMENTAL DE UM SISTEMA DE
ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

Esse capitulo foi destinado para apresentar a montagem experimental e o funcionamento
dos programas de aquisicdo para a espectroscopia e microscopia fotoacustica, desenvolvidos
pelo Dr. Avishek Das (Laboratorio de Fotonica e Biofoténica). A fim de ter uma melhor
compreensdo do funcionamento dos programas, entender o funcionamento do software
LABView e para facilitar a operacionaliza¢do, houve o acompanhamento do desenvolvimento

dos programas.

Na secdo 3.1 aborda-se a montagem experimental do sistema de espectroscopia fotoacustica
(PAS) com os materiais que foram utilizados, seguido, na sec¢do 3.2, do programa de aquisi¢do
desenvolvido para a espectroscopia fotoacustica. A se¢do 3.3 traz a montagem experimental
para o imageamento fotoacustico, enquanto na secdo 3.4 o respectivo programa de aquisi¢do é

descrito.

3.1 MONTAGEM EXPERIMENTAL DO SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA
FOTOACUSTICA (PAS)

O sistema experimental implementado estd mostrado na Fig. 9. A fonte de luz utilizada
na implementacdo do sistema de PAS foi um OPO (Optical Parametric Oscillator, VIBRANT
355 LD) que, a partir da excitagdo com o terceiro harmonico de um laser de Nd:YAG emitindo
em 355 nm, consegue varrer de 410 nm até 2,4 um. Tal fonte possui uma taxa de repeticao de

10 Hz e uma duracao de pulso de aproximadamente 5 ns.

Por se tratar de uma espectroscopia, a mudanca do comprimento de onda € fundamental.

Por conta disso, 0 OPO era conectado ao computador e, através da interface OPOTEK, é

possivel selecionar o comprimento de onda da fonte. Mas, como mostraremos em seguida, essa
funcdo sera realizada pelo programa desenvolvido em LABView.

Para fazer o feixe incidir na amostra, foi necessario um conjunto de espelhos protegidos

em prata THORLABS PF10-03-P01 devidamente alinhados. De acordo com o fabricante, esses

espelhos possuem uma reflectancia acima de 97,5% para comprimentos de onda entre 450 nm

e 2 um, ou seja, dentro da regido em que 0s experimentos foram executados.
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A fim de variar a densidade de energia do feixe para detectar propriedades nao lineares
do material, dois polarizadores (THORLABS PRM1-27 e THORLABS GT10-C), um deles
acoplado a um stage de rotagdo motorizado THORLABS PRM1Z8 de alta precisdo, foram
dispostos ao longo do caminho optico.

Em seguida, o feixe incidia em um divisor de feixes para que parte da radiacao fosse
para um fotodector THORLABS PDAL00A, adequada para comprimentos de onda entre
350 nm e 1,1 um. A radiacdo detectada pelo fotodectetor serve como trigger, o que permite

determinar ndo s6 0 momento no qual a luz incide na amostra, mas também a sua intensidade.

A outra parte da radiacdo atravessava duas lentes devidamente alinhadas a fim de
diminuir o didametro do feixe, que originalmente tinha aproximadamente 1 cm. Desejando-se
atingir 2 mm, foram usadas duas lentes plano convexas, uma com distancia focal de 250 mm e

outra de 50 mm, separadas por uma distancia de 30 cm uma da outra.

Apds adiminuicdo do diametro do feixe, a luz incidia sobre a amostra, que se encontrava
em um recipiente plastico contendo agua destilada. O uso da agua destilada se da pelo fato de
ter um acoplamento acustico maior que o do ar, ou seja, a onda acustica se propaga melhor na
agua que no ar, fornecendo um sinal maior e de melhor qualidade. O sinal era captado por um
transdutor ultrasonico de imersdo OLYMPUS V312-N-SU, com frequéncia de 10 MHz.

O sinal elétrico convertido pelo transdutor passava por dois amplificadores MINI-
CIRCUITS ZFL-500-LN-BNC, cujo ganho nominal de cada um era de 19,4 V. Posteriormente,
o sinal era digitalizado por um osciloscépio TEKTRONIX 3032B. O sinal da cdmera era
digitalizado no canal 2 (CH2), enquanto o proveniente dos amplificadores ia para o canal 1
(CH1). A divis&o entre o valor da amplitude do sinal lido pelo CH1, vindo do transdutor, pela
amplitude do trigger, obtido no CH2, fornece uma amplitude normalizada
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Figura 9 - Montagem experimental do sistema de espectroscopia fotoacustica (PAS)
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Fonte: O autor (2021)

Assim, para cada comprimento de onda selecionado, uma amplitude normalizada era
relacionada. E importante ressaltar que a absorcido do material depende diretamente da
densidade de energia do feixe, que pode variar para diferentes comprimentos de onda.

E comum usar um espectro de referéncia para a normalizacdo do espectro com o intuito
de minimizar contribuicfes espurias que a montagem experimental possa introduzir na medida.
Por isso, é necessario obter o espectro de um material bastante absorvedor, como p6 de carvéo.
Ao dividir o espectro da amostra pelo espectro de referéncia, o resultado é o espectro
normalizado da amostra.

Essas medidas podem ser feitas manualmente, variando o comprimento de onda e
registrando as amplitudes do trigger e do sinal fotoacustico. Para facilitar o trabalho e garantir
resultados mais precisos, a selecdo do comprimento de onda, o controle do &ngulo do
polarizador e a aquisi¢do dos dados foram automatizados a partir de um programa desenvolvido
em LABView.

3.2 PROGRAMA DE AQUISICAO (PAS)

O programa de aquisi¢é@o desenvolvido em LABView (ver Fig. 10) permite escolher a pasta
(Folder) e 0 nome do arquivo (File Header). E possivel selecionar o comprimento de onda
inicial e final (Wavelength Start/End), além da diferenca entre comprimentos de onda
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consecutivos (Wavelength Step), determinando assim a faixa espectral e a quantidade de

medidas que serdo realizadas.

Figura 10 - Interface do programa de aquisi¢do desenvolvido em LABView para o sistema de espectroscopia
fotoacuUstica (PAS)

e S = CAUTION: Did you change the POLARIZER ? Full PA Signal cHi !

JUse0:006%:  v|  Confirm and Click to START A

OPO INI File START (___»
]]‘L C:\opotek\ ﬁ!

Photoacoustic Spectroscopy

BEAMTYPE  Current Wavelength (nm)

2 < -2m
IsiGNAL 710 2
% E:\Brazil-UFPE\ =
j =l s oo B
File Header 5 m ' 0 2u 4u 6u 8u 10u 12u 14u 16u 18u 20u 22u 24u 26u

]]nN_Spema_a 111
Start time (5) Duration (s)
Polarizer control X-axis cropping control ,}1_7_._ ,J__._
750 750
— i
— - Cropped PA PA B | paser cH2 WM
i s - 800u-
T 8014 600u-]
——— g o] :
12+ 3 2
T TS g 5 20001 3 031
£ e £
Start (deg) Enddeg) Step (deg) = £ g
o0 o0 = -200u-] al
V V. v ~400u-}
-600u-7 g 0 It 017 0 " |
‘OPO Control 0 2u 4u 6u Tu 0 10u  20u 30u
— e
Yt oy Enery 0
i R 4 | | CH10Offset  CH1(V/Div) Time Position(s)  Time/Div (s)
o410 2 T 7 q o005 die-s 2,566
d 80 400 420 40 450 430 500 520 500 560 580 600 620 640 660 630 700 720 A0 4000 )
E'%‘OL"_“’ 6°§ - Wavelength (nm) B CH2Offset  CH2(V/Div) _Trig. Source ’\Tr'-_&VoltM
o B Stop ¢ B o Jexternal 4 | o]
Step(nm) 207 No. of Avg.
— = g
a2 07 STOP: o4 |

Fonte: O autor (2021)

Para ajustar a densidade de energia através do polarizador THORLABS PRM1-27, pode-
se escolher o angulo do polarizador. Caso se deseje realizar outras medidas para densidades de
energias diferentes, € possivel escolher um angulo inicial e final e, ao final de cada espectro, o
polarizador é ajustado automaticamente de acordo com as informacGes que foram pré-
estabelecidas (Polarizer control Step) pelo operador para a medicdo de um novo espectro, sem

precisar reiniciar o programa.

Assim, para cada comprimento de onda, o osciloscopio fornece a amplitude do sinal
fotoacustico e, em tempo real, plota-se um grafico do comprimento de onda em fungéo desse
sinal. Quando a medida é encerrada, o resultado é o espectro de absor¢do da amostra com a
amplitude normalizada pela amplitude do trigger. Caso sejam feitas medidas consecutivas para
densidades de energia diferentes, o polarizador era ajustado, retorna-se ao comprimento de onda
final e um novo espectro é obtido e assim sucessivamente, até chegar ao angulo final, onde a

medida é devidamente encerrada.

A fim de verificar o funcionamento do programa de aquisi¢éo, foi realizada uma medida

de teste (ver Fig. 11). Nessa situagdo, a rodamina 6G foi usada como amostra, enquanto o p6
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de carvao serviu como referéncia para normalizacdo do espectro. Logo, apds a medida do
espectro de absorcdo da rodamina através do programa desenvolvido, dividiu-se pelo espectro
obtido para o0 pé de carvéo, conforme colocado. Os resultados sdo mostrados abaixo, juntamente
com o espectro de absor¢do medido em um espectrofotémetro (FluoroMax, HORIBA) para fins

comparativos.

Figura 11 - Espectro de absorc¢éo obtido através do programa de aquisicdo de PAS descrito acima para a
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Fonte: O autor (2021)

Nota-se que os picos de absorcdo coincidem nas duas técnicas, especialmente quando
fazemos a deconvolucdo do espectro continuo (em vemelho). O resultado (gréficos verde e
preto) apontam para um pico de absor¢cdo em 500 nm e em 530 nm, resultado esse semelhante
ao que foi encontrado na espectroscopia fotoacUstica usando o programa de aquisi¢do

desenvolvido em LABView.

Além disso, outra medida foi realizada, dessa vez para verificar a existéncia de
propriedades ndo lineares (absor¢do de dois fotons) da rodamina 6G e para o po de carvéo, que
serviu como referéncia para os espectros de absorcdo. Para essa medida, variou-se o angulo do
polarizador entre 45° e 90°. Consequentemente, a densidade de energia também variava e seus
valores foram anotados. Para cada densidade de energia, verificava-se a amplitude do sinal
fotoacustico. Por fim, plotou-se um grafico que relaciona o logaritmo do sinal fotoacustico em

funcdo do logaritmo da fluéncia Optica do feixe incidente. A partir desse grafico é possivel
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determinar se a amostra apresenta propriedades néo lineares ou ndo, como mostrado na Fig. 12

abaixo.

Figura 12 - Gréfico do logaritmo do sinal fotoactstico da rodamina 6G e do p6 de carvao em fungdo do
logaritmo da fluéncia Optica para comprovar a linearidade das amostras
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Fonte: O autor (2021)

Uma vez que o coeficiente angular das retas ajustadas aos pontos experimentais € préximo
de 1, comprovamos que, para as intensidades do laser usadas nesta medida, o sinal fotoacustico
depende linearmente da densidade de energia do feixe, tanto para a rodamina quanto para o p6
de carvéo, conforme seria esperado [44].

Com a montagem experimental e o programa de aquisi¢cdo do sistema de espectroscopia
fotoacustica (PAS) operando de forma adequada, deu-se continuidade ao trabalho

desenvolvendo o sistema de imageamento fotoacustico.

3.3MONTAGEM EXPERIMENTAL DO SISTEMA DE IMAGEAMENTO
FOTOACUSTICO (PAI)

O sistema de imageamento fotoacustico (PAI) € muito semelhante ao que foi feito para
a espectroscopia fotoacustica (PAS). A fonte, os espelhos, o divisor de feixe, a cAmera, a vasilha
plastica, o transdutor, o osciloscopio e os amplificadores continuaram fazendo parte da bancada
experimental para a implementacdo do sistema de imageamento fotoacustico.
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No caso da espectroscopia, € necessario variar o comprimento de onda da luz incidente,
0 que ndo ocorre no imageamento. Além disso, na espectroscopia, 0 tamanho do feixe que
incide na amostra ndo possui um papel fundamental, uma vez que analisaremos apenas a
absorcdo do material. Na verdade, nessa situagdo, um feixe maior acaba proporcionando
melhores resultados, pois quanto maior o feixe, maior a energia que serd absorvida e,
consequentemente, maior o sinal fotoacustico.

J& para o imageamento, o didmetro do feixe € um pardmetro de importancia
fundamental. Ao se varrer uma regido, quanto menor o tamanho do feixe, maior sera a
quantidade de pontos analisados e, assim, melhor a resolucéo.

Em algumas medidas, a amostra foi colocada em um tubo capilar (PRECISION GLASS
LINE) com 1 mm de espessura. Para essa situacéo, era necessario diminuir o tamanho do feixe,
por isso foi adicionada mais uma lente ao sistema, com distancia focal de 100 mm, para
focalizar o feixe, colocada imediatamente antes da radiacdo incidir sobre a amostra. E possivel

estimar o diametro do feixe na regido do foco da lente a partir da relacéo [82]:

%=%1 % (2.60)
T

Z0

onde f é adistancia focal da lente e wo e wys representam a metade do didmetro do feixe antes
de incidir na lente e no foco dela, respectivamente. O parametro zo é chamado de comprimento

de Rayleigh que, considerando o indice de refracdo do ar n como sendo 1, é escrito por:

N
I
I© o

(2.61)

Ao considerar um feixe gaussiano emitindo em 880 nm e as condic¢Oes impostas pelo
sistema (uma lente com distancia focal de 100 mm e um feixe incidente de aproximadamente
2 mm de diametro), estima-se que o didametro do feixe na regido proxima ao foco da lente ¢ de
aproximadamente (56 + 6,7) pm. Com o auxilio de uma camera CMOS THORLABS

DCC1545M, o diametro do feixe foi determinado experimentalmente, atingindo
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aproximadamente 50 um de diametro, estando coerente com o que foi calculado pela relacéo
2.60.

Além disso, para mover a amostra e fazer com que a luz incidisse em pontos diferentes
dela, utilizou-se dois transladadores THORLABS MTS50-Z8 dispostos perpendicularmente
um ao outro, que permitiam o movimento de uma placa de acrilico que sustentava a vasilha
plastica contendo agua destilada e a amostra submersa. Assim, com o diametro do feixe
reduzido e dois transladadores capazes de mover o sistema recipiente-amostra, a montagem do

sistema de imageamento estava pronta, como representado na Fig. 13.

Figura 13 - Montagem experimental do sistema de imageamento fotoacustico (PAI)

e ot

e
o'
‘e\e: ° '\

Mirror *

100mm lens
Ultrasonic ‘
Transducer - ‘ \
1< < N

! I _1

Mirror

@

Splitter

' (o]
m\a"\e £

\3
W

o 05
wo

Fonte: O autor (2021)

Apesar da montagem experimental estar completa, era necessario um sistema capaz de
ndo so fazer as medicBes necessarias, mas também controlar os transladadores de forma precisa.
Para isso, foi desenvolvido um outro programa de aquisicdo LABView capaz realizar essas

tarefas.

3.4 PROGRAMA DE AQUISICAO (PAI)

Na Fig. 14 mostramos o programa desenvolvido em LABView, que permite escolher a
pasta (Folder) e o nome do arquivo que se deseja (File Header) para cada medida. Como é

necessario mover a amostra para realizar o imageamento, utiliza-se dois transladadores
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THORLABS MTS50-Z8 (X Stage & Y Stage), cuja resolucédo é de 0,05 um, perpendiculares
entre si para mover o sistema recipiente-amostra. O X Stage desloca o sistema na direcédo

vertical, enquanto o Y Stage permite 0 movimento na direcéo horizontal.

Figura 14 - Interface do programa de aquisicdo desenvolvido em LABView para o sistema de imageamento
fotoacustico (PAI)
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A partir dai € possivel escolher a coordenada inicial e final (a partir do Start e End) para
cada uma das direc@es, assim como o tamanho do passo que se deseja dar (Step) em cada uma
delas. E importante que o valor do passo seja igual ao tamanho do feixe que incide na amostra,
evitando que uma mesma regido seja iluminada mais de uma vez para diferentes pontos,
gerando assim um resultado erroneo.

Ao conectar cada um dos transladadores a um controlador THORLABS TDCO001 ligado
ao computador através de um cabo USB, o programa desenvolvido controla os movimentos de
cada transladador. Logo, determinando as posi¢oes inicial e final, juntamente com o tamanho
do passo, € possivel varrer uma regido bem definida.

O programa opera mantendo, inicialmente, o eixo vertical (referente ao eixo X) fixo,
enquanto os passos na horizontal (de tamanho Y Step) véo sendo realizados. Para cada posi¢éo
(X Position, Y Position) o osciloscopio envia, através de um cabo USB conectado ao

computador, o valor da amplitude do sinal fotoacustico ja normalizado.
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Ao final de cada passo, as informacGes, como o valor da posicéo (X Position, Y Position)
e o valor da amplitude do sinal fotoacustico normalizado, sdo salvas em um arquivo na extensao

text (.txt). Depois disso, mais um passo é dado e 0 mesmo procedimento é realizado.

Apds cada passo, o programa confere se a posicdo atual (Y Position) do transladador
horizontal coincide com o Y Final definido inicialmente. Em caso positivo, o transladador
horizontal volta para a posicao de origem (Y Start) e acrescenta-se um passo (X Step) na diregédo

vertical e assim sucessivamente, até atingir a coordenada final pré-estabelecida.

Quando atinge a ultima coordenada (X Final, Y Final), o programa carrega os dados
salvos para cada posicao e plota um mapa de calor com a escala, mostrando assim as regifes

gue possuem maior absorcao.

Figura 15 - Fluxograma representando o funcionamento do programa de aquisicdo desenvolvido em LABView
para o sistema de imageamento fotoacUstico (PAI)
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Fonte: O autor (2021)

Antes de realizar o imageamento das nanoparticulas de TiN, alguns testes foram
realizados para verificar o funcionamento do sistema. Na Fig. 16 foi feito o imageamento de
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trés ldminas de grafite, na Fig. 17 foi utilizado um fio de cabelo humano como amostra e, por
fim, na Fig. 18 foi realizado o imageamento fotoacustico de um QR code. Todos esses

resultados foram obtidas utilizando o programa acima descrito.

Figura 16 - (a) Figura real de 3 Iaminas de grafite; (b) Imageamento realizado utilizando o programa
desenvolvido, A =532 nm
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Fonte: O autor (2021)
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Figura 17 - Imageamento de um fio de cabelo humano; (a) Foto original; (b) Imagem ampliada; (c) Imageamento
realizado, A =532 nm
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Fonte: O autor (2021)
Figura 18 - A esquerda, imagem original de um QR Code e a direita o imageamento realizado com A = 532nm
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Fonte: O autor (2021)

Nos exemplos mostrados acima, € possivel perceber, a partir da escala que acompanha o
imageamento, que a diferenca na absor¢do de cada regido permite mapear perfeitamente a
amostra. Nessas situacOes, por serem medidas de teste, ndo se importou muito com o tamanho

do passo e do feixe.
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4 RESULTADOS EXPERIMENTAIS COM NANOPARTICULAS DE TiN

Ao longo do desenvolvimento do trabalho, estudamos a resposta fotoacustica de 3
amostras diferentes de nanoparticulas de nitreto de titdnio (TiN NPs). Todas elas foram
sintetizadas da mesma forma, sob as mesmas condi¢des. Primeiro abordaremos como foi 0
processo de fabricacdo, semelhante nas situacfes, mudando apenas a amostra. Apesar do
processo de fabricacdo ser o mesmo, houve uma certa diferenca quanto as caracteristicas e

propriedades das nanoparticulas, que sera comentada ao longo do texto.

Dessa forma, a secdo 4.1 ir4 descrever o processo da sintese das amostras e as
caracteristicas para cada uma delas. A secdo 4.2, apresentara os resultados para cada uma das
trés amostras de nanoparticulas de nitreto de titanio (TiN NPs). Essa secdo foi dividida em trés

subsecdes, uma para cada amostra, para uma melhor organizacao.

4.1 SINTESE DAS AMOSTRAS

As amostras de nanoparticulas de nitreto de titanio (TiN NPs) foram obtidas em
colaboracdo com Dr. Andrei Kabashin, Dr. Andrei Pastukhov e Dr. Anton Popov, MEPhI,
Russia. Elas foram sintetizadas a partir da técnica de ablacdo por laser, processo no qual ha a
remoc¢do do material de uma superficie sélida por irradiacdo através do feixe de um laser. Para
isso, fez-se uso de um laser de femtosegundo Yb:KGW (TETA 10, AVESTA, Moscou, Russia)
com comprimento de onda de 1030 nm, taxa de repeticdo de 10 kHz e uma duracao de pulso de
270 fs [83].

A amostra de TiN (GoodFellow) com 99,5% de pureza foi colocada verticalmente em
uma cubeta contendo agua deionizada ou acetona (Sigma Aldrich). O feixe incidia em uma
lente com 100 mm de foco para diminuir seu didmetro, que antes era de aproximadamente
3 mm. Assim, ocorria a remocao de nanoparticulas de TiN, que passaram a ficar permeando um
dos liquidos em questédo (dependendo do solvente). Uma esquematizacdo do sistema de sintese
das nanoparticulas € mostrado na Fig. 19 (a). O fato de usar dois solventes diferentes (dgua

deionizada e acetona) gerou, no caso, duas amostras [84].

Para evitar a remogdo do material em um mesmo ponto, fez-se uso de um scanner de

galvanémetro, permitindo assim alterar a direcdo de incidéncia do feixe, incidindo em outras
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regides do alvo (TiN). Nesse processo, que durou cerca de 20 minutos, a energia do pulso era

de 100 pJ e, ao final, a concentracdo da amostra era de 50 pg/mL [84].

Figura 19 - (a) Sistema para sintese das nanoparticulas de nitreto de titanio; (b) Distribui¢do contendo o tamanho
de TiN Nps
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Fonte: M. E. Maldonado, A. Das, A. S. L. Gomes, A. A. Popov, S. M. Klimentov e A. V. Kabashin (2020)

As caracteristicas quimicas e estruturais das nanoparticulas foram medidas a partir de um
microscopio eletrénico de varredura (MEV) (MAIA 3, Tescan), juntamente com um sistema de
espectroscopia por dispersdo em energia (X-act, Oxford Instruments). Os resultados obtidos
pelo MEV confirmaram a formacdo de nanoparticulas esféricas. A partir de uma analise
estatistica foi possivel estabelecer uma distribuicdo para o tamanho das nanoparticulas geradas,
que possuiam um valor mais recorrente em torno de 40 nm de didmetro [84], como mostrado
na Fig. 19 (b).

O espectro de absorcdo das nanoparticulas tendo a acetona como solvente foi medido
através de um espectrofotbmetro UV-Vis-NIR (Fluoromax, HORIBA) e é apresentado na
Fig. 20. A partir dele observa-se duas regides de grande absorcdo: uma delas, na regido do
ultravioleta (UV), a absorcdo se da por conta de transi¢des interbandas, enquanto a outra, na

regido em torno de 700 nm, ocorre por conta da ressonancia de plasmons de superficies [84].
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Figura 20 - Espectro de absor¢do da primeira amostra de nanoparticulas de TiN
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Fonte: M. E. Maldonado, A. Das, A. S. L. Gomes, A. A. Popov, S. M. Klimentov e A. V. Kabashin (2020)

4.2 CARACTERIZACAO E APLICACAO DE NANOPARTICULAS DE TiN POR
TECNICAS FOTOACUSTICAS

4.2.1 Amostra #1

Um dos fatores gque influenciam a qualidade do imageamento € o contraste que a imagem
apresenta, que esta relacionado com a sua visibilidade. Assim, a incidéncia do feixe de luz na
regido de maior absorcdo do material é de fundamental importancia, visto que quanto maior a
absorcdo, maior o sinal fotoacustico, destacando assim as regiGes de maior absorcdo. Logo,
deve-se verificar o pico de absorcao a partir do seu espectro a fim de obter um imageamento
com um bom contraste. A partir desse espectro, mostrado na Fig. 20, ja é possivel escolher o
melhor comprimento de onda que permitiria um melhor imageamento, que seria em torno de
700 nm. Mesmo assim, aproveitou-se a oportunidade para utilizar o sistema de espectroscopia
fotoacustica desenvolvido e comparar os resultados medidos pelas duas técnicas. Para esse fim,
foi necessario montar um sistema no laboratério para tal finalidade, mostrado previamente.

Pelo fato de j& possuir o espectro de absorcéo para as nanoparticulas em acetona, como €
mostrado na Fig. 20, optou-se pelo estudo dessa amostra especificamente. A primeira
observacao importante é a presenca de uma regido com um pico de absorcdo em torno de
700 nm, devido a ressonancia de plasmons de superficie. Esse resultado servira como referéncia

para o resultado que sera obtido no espectro fotoacustico.
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Assim, para confirmar o comprimento de onda no qual a amostra é mais absorvedora e
realizar uma medida comparativa com o que foi obtido no espectrofotémetro, foi realizado o

espectro fotoacustico da mesma a partir do sistema que foi montado no laboratério.

Como o objetivo do trabalho é utilizar as nanoparticulas como agente de contraste
bioldgico, é fundamental obter uma regido absorvedora dentro da janela biologica (700 nm —
1000 nm), uma vez que os tecidos bioldgicos ndo sdo muito absorvedores nessa regido. Além
disso, operar em uma frequéncia mais baixa permite que a luz atinja regides mais profundas,

como mencionado anteriormente.

Levando em consideracdo a ideia de usar as nanoparticulas de TiN para aplicacfes de
imageamento, optamos por caracterizar estas amostras no intervalor compreendido entre
500 nm e 900 nm. Além de estar dentro da janela de transparéncia bioldgica, esse intervalo

coincide com a banda de ressonancia plasmonica.

Para realizar a medida, a amostra foi colocada em um eppendorf de 200 L e selada com
cola quente, evitando o vazamento da amostra. Entdo, utilizando fita dupla face, colou-se o
eppendorf em uma lamina de vidro para microscopia. Por fim, colocou-se a lamina com o
eppendorf contendo a amostra no fundo de uma vasilha de plastico contendo agua destilada,
permitindo um maior acomplamento acustico. Em seguida, com o auxilio do programa de
aquisicdes que foi detalhado no capitulo anterior, obteve-se o seguinte resultado para o espectro

fotoacustico, apresentado na Fig. 21:

Figura 21 - Espectro de absorcéo normalizado utilizando a espectroscopia fotoacustica (PAS) para a primeira
amostra de TiN NPs
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Percebe-se que o espectro fotoacustico fornece como resultado um pico de absor¢do em
aproximadamente 700 nm, mesmo resultado obtido pelo espectrofotometro. Para visualizar
melhor o comportamento de ambos os gréficos, os dois resultados foram normalizados e

plotados em um Unico grafico, mostrado abaixo na Fig. 22.

Figura 22 - Comparacéo entre os espectros de absor¢do normalizados utilizando a espectroscopia fotoacUstica e 0
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Fonte: O autor (2021)

O resultado medido estd em acordo com o que foi obtido logo apds a sintese da amostra,
quando utilizou-se um espectrofotdmetro (FluoroMax, HORIBA). Portanto, vemos que 0s dois
resultados, além de semelhantes, apontam um pico de absor¢do na faixa de 700 nm, mostrando
gue a espectroscopia fotoacustica, além de um método altamente confiavel e eficaz, visto que a
técnica fornece diretamente a absor¢do do material, sem precisar de futuras analises, é uma
alternativa bastante viavel para medidas de espectros de absorcéo.

Em posse do espectro de absorcédo, foram realizadas as medidas de imageamento. Antes
de qualquer medida ser feita, era verificada a densidade de energia utilizando um medidor de
poténcia (Nova Il, OPHIR). O valor obtido era entdo comparado com o maximo permitido pela
ANSI (American National Standard for Safe Use of Lasers) [85].

O primeiro imageamento ocorreu de forma comparativa. Foram utilizados quatro

eppendorfs de 200 pL no experimento, conforme mostra a Fig. 23. Os dois a esquerda contém
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as nanoparticulas de nitreto de titanio em acetona, mas em concentracdes diferentes, enquanto
0s outros dois a direita contém apenas solventes (acetona e agua deionizada). A fluéncia optica
usada para essa medida foi de 6 mJ/cm?2 e o diametro do feixe era de 500 um apds passar por
uma abertura mecanica. Por conta disso, o tamanho do passo do transladador escolhido foi de
0,5 mm.

Nesse ponto, vale ressaltar que, em 700 nm (comprimento de onda utilizado na medida),
0 maximo de exposicdo a radiacdo permitida para tecidos biolégicos, de acordo com a American
National Standard for Safe Use of Lasers [85], € de 20 mJ/cm2, o que significa que se operou
com um valor muito abaixo do permitido.

Esse valor bem abaixo se deu devido ao fato da fonte utilizada no sistema (OPO
VIBRANT 355 LD) apresentava problemas na emissdo. O feixe de luz proveniente da fonte era
emitido com uma poténcia extremamente baixa. Em todos os experimentos subsequentes,
calibrou-se os espelhos dentro do OPO para obter uma poténcia maior, mas sempre com um

resultado muito abaixo do maximo permitido.

Figura 23 - (a) Imagem das amostras (da esq. para dir.): TiN/Acetone NPs 100%, TiN/Acetone Nps 50%,

acetona e agua deionizada; (b) PAI do sistema, A = 700 nm
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Fonte: O autor (2021)

Apesar da baixa fluéncia, o resultado obtido esta de acordo com o esperado, uma vez que
a solucdo contendo maior quantidade de nanoparticulas possui uma maior absorcao e,

consequentemente, um maior sinal fotoacustico, quando comparado a solu¢cdo com menor
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concentracdo. Além disso, pelo fato de os solventes ndo serem absorvedores nesse comprimento

de onda especifico, ndo ha sinal proveniente dos seus respectivos eppendorfs.

Depois, foi realizado o imageamento contendo apenas a solugdo contendo as
nanoparticulas de TiN. Nessa medida foi utilizado um eppendorf de 2 mL e a mesma fluéncia
Optica foi utilizada para essa situacéo (6 mJ/cm?). O resultado obtido é mostrado na Fig. 24.

Figura 24 - (a) TiN NPs/Acetone em um eppendorf de 2 mL; (b)Imagem aproximada da regido a ser escaneada;
(c) PAI da amostra, A = 700 nm
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Fonte: O autor (2021)

Apesar dos bons resultados, a amostra possui uma baixa absor¢éo (aproximadamente 0,4)
e veio em pequena quantidade. Por ter sido usada em outros experimentos (em odontologia e
OPAZ (Open Z-Scan and Photoacoustic Z-Scan)[84] sobrou apenas uma quantidade muito
pequena, impossibilitando futuras medidas. Por conta disso, uma nova amostra foi sintetizada

da mesma forma que a anterior, mas com dimensdes diferentes.

4.2.2 Amostra #2

A nova amostra, que tinha somente a acetona como solvente, apresentou um diametro de
aproximadamente 48 nm, estimado apos a sintese. Dessa vez, 0 espectro de absor¢do da amostra
ndo foi medido apos a sintese, sendo necessario realizar tal medida assim que ela chegou ao
laboratdrio. Para essa nova amostra, 0os mesmos procedimentos foram realizados, sendo

necessario, primeiramente, obter o espectro de absorcdo. Para isso, foi utilizado um
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espectrofotdmetro UV-VIS (Cary 5000, Agilent Technologies), que cobre a faixa espectral de
175 nm a 3,3 um. O resultado obtido € mostrado na Fig. 25 abaixo.

Figura 25 - Espectro de absorcdo da segunda amostra de nanoparticulas de TiN
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Fonte: O autor (2021)

A partir do espectro mostrado na Fig. 25, nota-se um pico de absor¢do em torno de

635 nm, comprovando um pico de absorcdo diferente do que foi observado para a primeira
amostra. Sendo assim, o imageamento a ser realizado foi feito com 635 nm. Com o auxilio de
uma lente para focalizar o feixe, foi possivel diminuir o didmetro do feixe de 500 um, quando
se utilizava a abertura mecanica, para aproximadamente 50 um. Isso significa que a resolucéo
espacial correta € de 0,05 mm, definindo, portanto, o tamanho de cada passo do transladador.
O passo do transladador igual ao do didmetro do feixe assegura que ndo ocorre nenhuma
superposicao de sinais, ou seja, uma mesma regido da amostra ser iluminada mais de uma vez.
Além de operar no comprimento de onda de maior absorcdao, foi realizado também o
imageamento usando 532 nm, para medidas comparativas. Para isso, foi necessario emitir um
feixe com a mesma densidade de energia para os dois comprimentos de onda. Assim, ao
perceber que em 635 nm a fluéncia maxima obtida era de 0,16 mJ/cm?, reduziu-se a intensidade
da luz incidente em 532nm com o auxilio de dois polarizadores, como mostrado na Fig. 13. E

esperado que, pelo fato de ocorrer uma maior absor¢do em 635 nm, como observado no
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espectro, a amplitude do sinal fotoacustico para esse comprimento de onda especifico seja maior
que o sinal fotoacustico para 532 nm.

A amostra foi, portanto, colocada em um tubo capilar (PRECISION GLASS LINE) para
realizar o imageamento. Sendo assim, adicionou-se ao sistema uma lente de distancia focal de
100 mm, reduzindo o didmetro do feixe para 50 pum, como colocado anteriormente. O resultado

do imageamento é mostrado na Fig. 26.

Figura 26 - PAI da segunda amostra de TiN NPs/Acetone utilizando diferentes comprimentos de onda; (a)
635 nm; (b) 532 nm
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Fonte: O autor (2021)

As duas imagens possuem uma resolucdo excelente, ressaltando nitidamente a regido que
compreende a amostra. Um ponto importante a se destacar é a criacdo de bolhas dentro da
amostra. Isso ocorreu pelo fato de o foco do feixe estar sobre a amostra, o que levou a um
aquecimento, criando assim as bolhas vistas na figura acima.

Observa-se que, a partir da escala que acompanha o imageamento, ocorre uma maior
absorcdo, apesar de minima, quando o pulso emitido esta em 635 nm, como era esperado. A
diferenca entre os valores maximos das duas imagens, por menor que seja, ocorre pelo fato da
absorcéo das nanoparticulas de TiN ocorrer predominantemente em 635 nm, 0 que gera um
sinal fotoacUstico com uma maior amplitude, enquanto para 532 nm a amplitude sera menor.
Essa diferenca ndo é tao significativa (em 635 nm a absorcdo € de 0,16 a.u., enquanto para 532
nm é de 0,14 a.u.) por ndo haver uma grande diferenca na absor¢do do material ao variar de um
comprimento de onda para outro, como é observado no espectro obtido (Fig. 25). Entretanto,
vemos que existe sim uma ligeira diferenga e que o resultado apresentado é coerente com a

teoria.
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Essa diferenca acarreta também em uma melhor resolucdo, visto que a diferenca entre a
regido em que ndo absorve para a regido mais absorvedora é maior, levando assim a uma
imagem mais “limpa”, apesar das bolhas criadas.

Apos verificar a dependéncia com o comprimento de onda, foi realizado o imageamento
utilizando tecido bioldgico. Nessa situagdo, um pedaco de peito de frango com 1 mm de
espessura foi usado, colocado sob a amostra. Sendo assim, o feixe de luz, antes de incidir na
amostra, passa pelo tecido biolégico, como esquematizado na Fig. 27 (a).

Apesar do pico de absorcdo da amostra ocorrer em 635 nm, esse comprimento de onda
ndo se encontra dentro da primeira janela biolégica (700 nm — 1000 nm). Isso significa que para
esse comprimento de onda, o tecido biologico absorve parte da radiagdo. Sendo assim, como o
feixe possuia uma poténcia extremamente baixa pelo fato de a fonte de luz apresentar problemas
técnicos, como comentado anteriormente, toda a radiacdo acabava sendo absorvida pelo tecido,
ndo apresentando assim qualquer sinal fotoacustico proveniente da amostra no comprimento de
onda de 635 nm quando o tecido biologico era colocado acima da mesma.

Por isso, operou-se com o comprimento de onda de 700 nm devido ao fato de se encontrar
dentro da janela biol6gica. Pelo espectro de absorcdo apresentado na Fig. 25, apesar do pico de
absorcédo ser em 635 nm, em 700 nm a amostra ainda apresenta uma certa absorcdo. Apesar do
feixe vir com uma poténcia ainda mais baixa, afetando bastante a resolucdo do imageamento,
foi possivel obter um sinal fotoacustico minimo o suficiente para o que foi proposto. Por isso,
preferiu-se usar um comprimento de onda maior, que tem maior capacidade de penetracéo,

mesmo que a intensidade fosse ainda mais baixa.

Figura 27 - (a) Amostra de TiN NPs/Acetone a ser feito o0 imageamento; (b) PAI sem o tecido bioldgico; (c) PAI
utilizando tecido biolégico com 1mm de espessura. Medidas realizadas com X = 700 nm
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Nota-se que mesmo com o tecido bioldégico em cima da amostra existe um sinal
fotoacustico proveniente das nanoparticulas de TiN, mas com uma intensidade menor, visto que
uma quantidade menor de luz chega a amostra para ser absorvida.

E possivel notar também uma diminuicdo consideravel no sinal fotoacustico quando
comparado com o resultado obtido para 635 nm. Isso se da por conta de uma menor absorcao
da amostra nesse comprimento de onda, resultando em um sinal fotoacustico de menor
intensidade, como esperado.

Vale ressaltar que, de acordo com a American National Standard for Safe Use of Lasers
[85], para experimentos envolvendo tecido biolégico nos comprimentos de onda utilizados e
com a duracéo do pulso de 5 ns, a fluéncia 6ptica maxima permitida é de aproximadamente 20
mJ/cm2, Sendo assim, o experimento foi realizado com uma densidade de energia bem abaixo
do limiar. Com um feixe mais intenso, é possivel obter melhores resultados, com uma melhor

resolucdo, utilizando até mesmo camadas mais espessas de tecido.

Em todas as medidas realizadas, tentou-se otimizar ao maximo os resultados, visando
obter uma densidade de energia mais proxima do méximo permitido. Entretanto, a fonte de luz
utilizada (OPO VIBRANT 355 LD) nédo funcionava corretamente, o que interferiu diretamente
nos resultados. Nas situacdes descritas, operou-se com a maior poténcia gerada pela fonte,
mesmo ela apresentando problemas técnicos. Ao final dessas medidas, uma nova amostra de

TiN NPs foi sintetizada e enviada ao laboratério.

E importante destacar que é possivel obter valores de penetracdo de aproximadamente
3 mm sem a necessidade de agentes de contraste bioldgico [86], mas com uma fluéncia dptica
de aproximadamente 6 mJ/cm? [87], maior do que a que foi obtida no experimento realizado
(aproximadamente 0,16 mJ/cm?), o que nos leva a crer que € possivel o0 uso de camadas mais
espessas de tecido bioldgico, contanto que a fonte seja capaz de fornecer uma densidade maior

de energia.

Ao considerar 0 uso de agentes de contrastes que possuam pico de absorcdo no
infravermelho proximo, ou seja, dentro da primeira janela biologica, é possivel atingir regides
mais profundas do tecido bioldgico [88]. A indocianina verde (ICG), por exemplo, possui um
pico de absorcao por volta de 800 nm [89], permitindo uma penetracdo de até 3 cm [14], [89],

um aumento considerdvel quando comparado com os valores obtidos sem a sua utilizag&o.
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4.2.3 Amostra #3

Para essa nova amostra de TiN NPs, as suas dimensfes ndo foram informadas pelo
fabricante. A fim de determinar o tamanho das nanoparticulas de TiN, foi realizada uma medida
de microscopia eletronica de varredura (GeminiSEM, ZEISS). Para realizar tal medida, a
amostra foi colocada em um substrato de silicio (Si) devidamente esterilizado e constatou-se
que o formato das nanoparticulas era esférico e o didmetro variava em torno de 100 nm a
1,5 pum.

Além dessa medida, pelo fato de ser uma nova amostra, um novo espectro de absorcao
foi medido a partir do espectrofotdbmetro usado nas medidas anteriores (FluoroMax, HORIBA),

determinando um pico de absor¢do em torno de 725 nm. Os resultados obtidos s&o mostrados
abaixo na Fig. 28.

Figura 28 - (a) Imagem real fornecendo o tamanho das nanoparticulas, indicando um diametro de
aproximadamente 100 nm; (b) espectro de absorcéo da terceira amostra de TiN NPs
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Assim como nas amostras anteriores, ocorre uma baixa absorcdo, fato esse que pode
ocorrer devido ao tamanho das nanoparticulas, como € possivel perceber na imagem acima
(Fig. 28(a)). O fato de o tamanho da amostra variar entre 100 nm e 1,5um implica em néo ser
possivel mais negligenciar o termo da se¢do de choque de espalhamento, conforme colocado
na equacéo (2.59). Por conta disso, 0 termo de extingdo para a ressonancia de plasmons de
superficie possui agora duas contribuices, atribuidas a absorcao e ao espalhamento da amostra.
A medida que as dimensdes do material aumentam, a secio de choque de extingdo passa a ter
um termo de contribuicdo do espalhamento, o que diminui a contribui¢do devido a absorcéo e,
consequentemente, gerando um sinal fotoacustico de menor intensidade.

Apbs a espectroscopia, foi realizado o imageamento da amostra, colocada em um tubo
capilar (PRECISION GLASS LINE) propriamente selado. Para efeitos de comparacéo,
utilizou-se diferentes comprimentos de onda (532 nm, 725 nm e 880 nm) para essa medida. O
resultado é mostrado na Fig. 29.

Figura 29 - PAI da terceira amostra de TiN NPs em diferentes comprimentos de onda: (a) 532 nm; (b) 725 nm;
(c) 880 nm
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Fonte: O autor (2021)

Como era de se esperar, para 725 nm, pelo fato de ter uma maior absorgdo para esse
comprimento de onda, existe uma melhor resolugdo, além de uma maior amplitude de sinal
fotoacustico, conforme a escala colocada ao lado.

Em seguida, decidiu-se verificar a absor¢éo nédo linear por parte do material, foi realizado
uma medida na qual relaciona-se a amplitude do sinal fotoacUstico, que esta diretamente

relacionada a absorcdo do material, e a densidade de energia que incidia na amostra.
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A amplitude do sinal fotoacustico (PA) tem uma relacdo de proporcionalidade com a

densidade de energia (E) expressa por [90]:

PAa En (2.62)

O expoente n seréd o responsavel por determinar a ndo linearidade da absor¢do do material.
Caso n sejaigual a 1, a absor¢cdo do material € linear, como no caso da Rodamina 6G, mostrado
previamente (ver Fig. 12). Assim, ao plotar um grafico do logaritmo da amplitude do sinal
fotoacustico em funcédo do logaritmo da densidade de energia, a inclinacdo da reta, a partir de
um ajuste linear, fornecera o valor absoluto de n.

Portanto, uma medida foi realizada mantendo o comprimento de onda constante e
variando a densidade de energia que incidia na amostra. Para essa medida, os trés comprimentos
de onda usados anteriormente para o imageamento foram selecionados, obtendo o resultado

descrito abaixo na Fig. 30.

Figura 30 - Gréfico do logaritmo do sinal fotoacustico para diferentes comprimentos de onda em fun¢éo do
logaritmo da fluéncia Optica para verificar a absor¢do de dois fotons (TPA)
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Fonte: O autor (2021)

Primeiramente, vale ressaltar que a normalizacao do sinal fotoacustico foi feita dividindo
os valores dos sinais fotoacusticos obtidos em cada comprimento de onda pelo de maior

amplitude, a fim de que os trés graficos coubessem em uma mesma figura. Esse método foi
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realizado pelo fato de que ndo estamos interessados na amplitude do sinal, e sim no
comportamento do ajuste.

Para o comprimento de onda ajustado em 725 nm, o resultado fornecido pela melhor reta
é uma inclinacdo de 2, o que demonstra a absorcdo de dois fétons por parte da amostra,
caracterizando uma absorcdo ndo linear, enquanto para 0s outros comprimentos de onda o
resultado é proximo de 1. Este resultado nédo significa que a amostra tem uma absorc¢éo linear,
e sim que para essas densidades de energia, ela absorve apenas um foton. Como colocado na
equacdo (2.42), o numero de fétons absorvidos € proporcional ao quadrado da densidade de
energia, o que significa que para uma densidade de energia baixa, o fenbmeno de absorc¢éo de
dois fotons (TPA) se torna mais dificil. Alem disso, o fato da baixa absorcdo da amostra em
532 nm e 880 nm, como mostra a Fig. 21(b), corrobora com esse resultado. J4 em 725 nm, por
conta de uma maior absor¢cdo nesse comprimento de onda, mesmo com uma densidade de
energia baixa, é possivel verificar a ocorréncia da absor¢do de dois fotons, o que comprova a
ndo linearidade das nanoparticulas de nitreto de titanio.

Para atingir valores maiores de energia (pelo menos para 532 nm), a mesma medida foi
realizada usando um laser Q-switched Nd:YAG (Continuum Surelite SL 11-10) emitindo em
532 nm e 1064 nm. As medidas feitas em 532 nm podem ser usadas para comparar o resultado

obtido na Fig. 30. O resultado é mostrado na Fig. 31.

Figura 31 - Gréfico do logaritmo do sinal fotoacustico em fun¢éo do logaritmo da fluéncia éptica para
A =532nm a fim de verificar a absorcéo de dois fotons (TPA)
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E interessante observar que a inclinagdo da reta para baixas densidades de energia é
exatamente igual ao que foi obtido usando o OPO. Entretanto, a utilizacdo do laser permitiu
atingir densidades de energia maiores, podendo validar a ndo linearidade na absorcdo da
amostra. Isso quer dizer que, como o fendmeno depende do quadrado da densidade de energia,
ndo se tinha atingido uma energia minima para que tal fenémeno ocorresse.

Como representado na Fig. 5, para que ocorrer a absorcdo de dois fotons, é necessario
que a soma das frequéncias dos dois fotons incidentes seja igual a frequéncia necessaria para
uma transicdo eletronica [27]. Como mostrado anteriormente, em 532 nm, para densidades de
energias menores que 43 mJ/cmz?, um féton é absorvido, ou seja, a frequéncia do foton nesse
comprimento de onda ja é responsavel por uma transicdo eletrénica. Isso quer dizer que, em
1064 nm, onde temos metade da frequéncia de 532 nm, deve-se presumir a absorcao de dois
fétons, uma vez que o dobro da frequéncia nesse comprimento de onda é igual a frequéncia em
532 nm, onde ja ocorre a absorcdo de um féton. Como o laser utilizado é capaz de emitir
também em 1064 nm, o mesmo procedimento foi realizado para esse comprimento de onda,

cujo resultado é mostrado abaixo na Fig. 32.

Figura 32 - Grafico do logaritmo do sinal fotoacustico em funcdo do logaritmo da fluéncia dptica para
A =1064nm a fim de comprovar a absor¢ao de dois fétons (TPA)

o 1064nm

0
l—\-1—
3
9,
® -2
c
2
w
& -3-
£

-4 -

-5 T y T r T v T v ¥
1,0 1.5 2,0 25 3,0 3:5
In[Fluence (mJ/cm?)]

Fonte: O autor (2021)

Como é possivel observar, em 1064 nm a inclinagdo da reta € igual a 2, 0 que comprova

a ndo linearidade da amostra e a absorcdo de dois fotons. Sabendo que um comprimento de
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onda maior possui uma maior penetracdo e que a ndo linearidade da amostra implica na
absorcéo de dois fotons, é possivel atingir uma maior profundidade em tecido bioldgico e ainda
assim garantir uma boa absorcdo por parte da amostra. Por conta disso, foi realizado o
imageamento utilizando o mesmo laser descrito acima, ajustado em 1064 nm. Infelizmente o
resultado obtido para o espectro de absorc¢do, mostrado na Fig. 28 (b), ndo permite estimar se a
amostra ira ou ndo produzir um sinal significante para ser detectado. Entretanto, em 1064 nm
se tem uma maior penetracdo no tecido bioldgico, devido a baixa frequéncia e, por conta do
fendmeno de TPA, é possivel que haja uma absorcao consideravel por parte do material.

Além disso, é possivel atingir densidades de energia maiores do que era obtido com o
OPO usado nas duas primeiras amostras para 0 mesmo comprimento de onda. O imageamento
foi feito com 1 mm de tecido bioldgico de frango, como realizado previamente. A amostra foi

colocada em um eppendorf de 200 pL. O resultado do imageamento € mostrado abaixo.

Figura 33 - PAI da terceira amostra de TiN NPs com 1mm de tecido bioldgico
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Fonte: O autor (2021)
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Como é possivel notar, para 1064 nm existe uma absorcdo considerdvel por parte da
amostra, como € mostrado na Fig. 33 (a). O espectro medido Fig. 28 (b) ndo apresenta o valor
da absorcdo em 1064 nm por conta do equipamento utilizado (espectrofotémetro FluoroMax,
HORIBA) ndo varrer essa regido. Entretanto, como foi possivel notar na Fig. 32, ocorre a
absorcdo de dois fotons (TPA) por parte da amostra nesse comprimento de onda, o que faz com
gue, mesmo que a absor¢do seja baixa nesse comprimento de onda (ndo sabemos exatamente),
existe uma parcela consideravel de radiacdo absorvida.

Outro fator que contribui para o resultado acima é o uso de um comprimento de onda
maior, 0 que permite uma maior penetracdo, sendo possivel alcancar regides mais profundas,
mesmo com o tecido bioldgico acima da amostra. O sinal obtido proveniente da regido que se
encontra abaixo do tecido biologico se da por conta da alta penetracdo em 1064 nm e devido ao
fendmeno de absorcdo de dois fotons (TPA) para as nanoparticulas de TiN (TiN NPs) é que se
é possivel obter um sinal significativo para essa regido.

Além disso, observa-se que a resolucdo do imageamento é excelente. E possivel notar
claramente a delimitacdo da regido que contém a amostra, mesmo com o tecido bioldgico, o

gue comprova a qualidade da microscopia realizada.
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5 CONCLUSAO

O efeito fotoacustico permite uma variedade muito grande de aplicacdes. O fato de se
poder estudar propriedades Opticas de materiais solidos, liquidos e gasosos a torna uma
ferramenta extremamente poderosa.

Os resultados apresentados mostram a eficiéncia dos programas desenvolvidos em
LABView, que poderdo ser aperfeicoados para diminuir o tempo de aquisi¢do. Apesar disso,
apresentaram perfeito funcionamento e geraram resultados coerentes com o que se era esperado,
além reduzir o erro humano em cada medida que pudesse ser realizada manualmente. Esses
programas poderdo ser usados futuramente para novas medidas com novos materiais.

Além disso, foi mostrado que a montagem experimental da microscopia fotoacuUstica
(PAM) que foi desenvolvida no laboratdrio, operando com uma resolucdo de 50 pm, apresenta
bons resultados. As nanoparticulas utilizadas, quando comparados com 0s contrastes usuais, as
nanoparticulas apresentam baixa toxicidade [48] e uma regido de maior absor¢cdo em maiores
comprimentos de onda e, principalmente, fora da janela bioldgica [84], [91], sendo possivel
sendo possivel realizar o imageamento fotoacustico em 532 nm, 635 nm, 700 nm, 880 nm e em
1064 nm.

Pela condicdo proporcionada pelo imageamento na regido da primeira janela bioldgica,
foi possivel realizar a microscopia fotoacustica utilizando tecido biolégico com 1 mm de
espessura operando em 700 nm e 1064 nm. Vale ressaltar a importancia da microscopia em
1064 nm, visto que ela sé foi possivel devido a absorcédo de dois fotons pelo material.

Além disso, mostramos que a fotoacustica também é bastante eficaz e pratica para
verificar a absorcao de dois fotons (TPA) por um material através de um grafico relacionando
o logaritmo do sinal fotoacustico e o logaritmo das fluéncias Opticas. A partir desse gréafico foi
possivel mostrar a absor¢do ndo linear por parte das nanoparticulas de nitreto de titanio (TiN).

Espera-se que possamos melhorar a qualidade das imagens fotoacusticas, que ja séo boas,
quando operarmos com uma fluéncia razoavel, o que nao foi possivel por conta do mal
funcionamento do OPO. As medidas foram realizadas operando com uma fluéncia 6ptica muito
abaixo do que se é permitido. Estudos mostram que se é possivel utilizar camadas mais espessas
de tecido biologico [89], mas para isso é necessario uma fluéncia dptica maior do que a utilizada

nas medidas apresentadas.
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5.1 TRABALHOS FUTUROS

Os resultados promissores para as nanoparticulas de TiN permitem tentar encontrar
outros materiais com caracteristicas semelhantes para serem estudados. Um outro material com
propriedades semelhantes ao TiN e que também foi estudado durante esse periodo foi nitreto
de zirconio (ZrN). Entretanto, devido a uma baixa absorcdo, os resultados ndo foram
satisfatorios. Novas amostras de nanoparticulas de nitreto de zirconio (ZrN NPs) estdo sendo
sintetizadas serdo disponibilizadas para estudo. Em posse dessa nova amostra, serdo realizadas
as mesmas medidas que foram feitas para TiN NPs.

Além disso, estuda-se a possibilidade de utilizar outras fontes de luz, como é o caso de
LEDs (light-emitting diode). Apesar de ndo ser uma fonte perfeitamente monocromatica, como
é 0 caso dos LASERs, os LEDs possuem uma banda espectral bastante estreita, 0 que € bem
atil para o imageamento. Além disso, por serem uma fonte com baixo custo operacional, é

consideravelmente eficiente e econdmica, visto que opera com uma tensao muito baixa.
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