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Resumo

O numero de aplica¢gdes das nanoparticulas de ouro em diversas dreas tem sido exponencial
ao longo do tempo. Com este crescimento surge a necessidade de controlar devidamente alguns
parametros caracteristicos das nanoparticulas, tais como o seu tamanho ou temperatura de sintese,
consoante a aplicacdo a que se destinem. Para realizar o controlo destes pardametros sdao necessarios
equipamentos devidamente especializados para esta funcao. Deste modo, surge a necessidade de
criacdo de sistemas de monitorizacdo em tempo real para processos como a sintese e a hipertermia
mediada por nanoparticulas.

No presente trabalho, encontra-se descrito o projecto da elaboracdo de um dispositivo de
monitorizacdo de nanoparticulas de ouro. O dispositivo foi utilizado para monitorizar o processo de
sintese de nanoparticulas de ouro em suspensdo, bem como a hipertermia mediada por
nanoparticulas de ouro em agar e por radiacao laser de infravermelhos. Os principais constituintes
deste dispositivo incluem uma webcam e um termdmetro de infravermelhos, cuja informacdo é
disponibilizada ao utilizador através de uma Interface Gréafica do Utilizador do software MATLAB®.
Através do termometro o dispositivo mediu a temperatura das nanoparticulas a distancia. Por sua
vez, através da webcam, monitorizou visualmente as nanoparticulas, analisando as imagens
adquiridas de forma a retornar a coloracdo da suspensdo de nanoparticulas, de forma a inferir se
visualmente a sintese decorria como esperado.

Os resultados obtidos através do dispositivo permitiram observar a sua capacidade de
monitorizacdo da temperatura e da coloracdo das nanoparticulas durante o seu processo de sintese.
Contudo, surgiram algumas dificuldades, tais como, a dificil montagem do dispositivo,
nomeadamente do termdmetro, e a interferéncia visual do agitador magnético na analise da
coloracdo das nanoparticulas. Relativamente aos resultados obtidos através do dispositivo durante a
hipertermia de nanoparticulas de ouro em agar no interior de cuvetes de plastico (fantomas), foi
possivel verificar a capacidade do dispositivo em monitorizar a temperatura dos fantomas quando
submetidos a radiacdo laser infravermelha. No entanto, foi impossivel inferir a temperatura das
nanoparticulas em particular, porque a temperatura obtida pelo dispositivo correspondeu a
temperatura média do fantoma (nanoparticulas, agar e cuvete).

Concluindo, o dispositivo desenvolvido conseguiu monitorizar todas as etapas do processo
de sintese das nanoparticulas de ouro, bem como monitorizar a temperatura dos fantomas com as
nanoparticulas quando sujeitas a radiacao laser. Contudo, existem diversas melhorias que se
poderiam implementar ao dispositivo para facilitar a sua utilizacdo e melhorar a apresentac¢do da
informacdo fornecida por ele.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Dispositivo de Monitorizacdo, Webcam, Termdmetro de
infravermelhos, Interface Grafica do Utilizador



Abstract

The number of applications of gold nanoparticles in various fields has been exponential over
time. With this growth comes the need to properly control some characteristic parameters of
nanoparticles, such as its size or temperature synthesis, depending on the application that they are
intended for. To perform the control of these parameters specialized equipment are required for
this function. Thus arises the need to create monitoring systems in real time for processes such as
synthesis and hyperthermia mediated by nanoparticles.

In the present work, is described the project of development of a gold nanoparticle
monitoring device. The device was used to monitor the process of synthesis of gold nanoparticles in
suspension as well as hyperthermia mediated by gold nanoparticles agar and by infrared laser
radiation. The main components of this device include a webcam and an infrared thermometer,
whose information is available to the user through a Graphical User Interface in the MATLAB®
software. Through the thermometer the device measured the temperature of the nanoparticles at a
distance. In turn, with the webcam, the device visually monitored the nanoparticles, analyzing the
acquired images in order to return the color of the suspended nanoparticles to infer whether visually
stemmed synthesis as expected. However, certain difficulties appeared such as the difficult
installation of the device, in particular the thermometer, and the visual interference of the magnetic
stirrer in the analysis of the staining of nanoparticles. The results obtained with the device enabled
to identify its capability of monitoring the temperature and color of the nanoparticles during their
synthesis process. Regarding the results obtained from the device during hyperthermia of gold
nanoparticles in agar inside plastic cuvettes (phantoms), we found the device's ability to monitor the
temperature of phantoms when subjected to infrared laser radiation. However, it was impossible to
infer the temperature of the nanoparticles in particular, as the temperature obtained by the device
corresponds to the average temperature of the phantom (nanoparticles, agar and cuvette).

In conclusion, the developed device could monitor all stages of the synthesis of gold
nanoparticles process and monitor the temperature of phantoms with nanoparticles when subjected
to laser radiation. However, there are several improvements that could be implemented on the
device to facilitate their use and improve the presentation of the information provided by him.

Keywords: Nanoparticles, Monitoring Device, Webcam, Infrared Thermometer, Graphical
User Interface
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Capitulo 1

Introducao

1.1. Nanoescala, Nanociéncia e Nanotecnologia

A nanoescala ou escala nanométrica refere-se a dimens3do que varia entre 1 e 100 nm. [1] No
Sistema Internacional de Unidades ‘nano’ corresponde ao factor 10°, ou 1/1 000 000 000. Um
nanémetro é igual a 1 milionésimo de 1 milimetro, ou ainda, 1 milésimo de 1 micrémetro e constitui
uma medida de comprimento extremamente pequena. [2]

No sentido geral, materiais com pelo menos uma dimensdo na nanoescala, podem designar-
se nanomateriais. Estes exibem propriedades e funcionalidades extraordinarias devido as suas
reduzidas dimensdes. [3]

Os nanomateriais sdo conhecidos e usados pelos humanos had muitos séculos. Por exemplo,
o esmalte decorativo encontrado na ceramica medieval contém nanoparticulas dispersas de uma
forma unica para criar cores que variam de acordo com a luz incidente. Da mesma forma, a cor
vermelho rubi existente nos vitrais das igrejas deve-se a nanoparticulas de ouro existentes no vidro.
Um exemplo mais moderno remonta ao final do século XIX com a producdo da fuligem e a sua
utilizacdo na producdo de borracha. Contudo, ndo se conhecia o0 mecanismo exacto do fenémeno
naquela época; as particulas a nanoescala da fuligem servem para modificar o comportamento das
borrachas. Devido ao desenvolvimento de técnicas avanc¢adas de caracterizagdo a nanoescala e as
novas vias de sintese para uma grande produgdo e variedade, tém sido criadas propriedades Unicas
para uma vasta gama de aplica¢Ges de nanomateriais. [4]

A Nanociéncia é o estudo dos nanomateriais, assemelhando-se a ciéncia dos materiais na
qual existe uma convergéncia de disciplinas académicas. Contudo, a ciéncia dos materiais
tradicionalmente ndo inclui tépicos bioldgicos. [3]

Todos os sistemas bioldgicos e criados pelo Homem tém os seus primeiros niveis de
organizagdo a escala nanométrica (nanoparticulas, nanotubos e nanobiomotores), onde se definem
as suas funcGes e propriedades fundamentais. A investigacdo de nanobiossistemas, isto é
biossistemas a escala nanométrica, tornou-se prioridade para diversos paises, devido a sua
contribuicdo na compreensdo e no tratamento de sistemas vivos, em processos biotecnoldgicos
revolucionarios, na sintese de novos medicamentos e respectiva entrega nas células alvo, na
medicina regenerativa, na engenharia neuromorfica e nos materiais biocompativeis para um
ambiente sustentavel. Assim, surge a nanobiomedicina que se define como a area que aplica
principios e técnicas a nanoescala para a compreensdo e transformacdo de materiais inertes e
biossistemas (vivos e ndo-vivos) para propdsitos médicos, como os referidos anteriormente. A
ciéncia e a engenharia dos nanobiossistemas constituem um dos componentes mais desafiantes e
com maior crescimento da nanotecnologia. [1]

A nanotecnologia define-se como a manipulagdo, controlo e integracdo de atomos e
moléculas para formar materiais, estruturas, componentes, dispositivos e sistemas a nanoescala, ou



seja, é a aplicagdo da nanociéncia. A nanotecnologia é uma tecnologia inovadora que terd um
impacto cada vez maior no desenvolvimento de materiais e dispositivos de alta qualidade, com
aplicacdo especialmente para fins industriais e comerciais. [3] O facto de a nanotecnologia utilizar
materiais com propriedades extraordindrias, com grande potencial e principalmente com dimensdes
reduzidas que se assemelham as dimensdes das estruturas biolégicas, como por exemplo as
proteinas, o DNA, os virus (dezenas de nandmetros), as células e os organelos celulares (escala do
micrémetro), motiva a sua utilizacio em aplicacbes de biomateriais. [4] Prevé-se que a
nanotecnologia ira afectar significativamente as na¢des, sendo considerada uma tecnologia que tera
grande impacto na sociedade. [3]

1.2. Motivacao e Objectivos

Com o aumento do interesse e da utilizacdo das nanoparticulas de ouro em diversas areas
como por exemplo na Medicina, na Toxicologia, na Alimentacdo, na Mecatrdnica, entre outras, é
necessdria a producdo das mesmas. Deste modo, é fundamental automatizar e controlar esta
producdo de forma a optimizar e aumentar a escala de producdo, garantindo a qualidade da reaccao
e consequentemente as caracteristicas das nanoparticulas.

Desta forma, o objectivo deste trabalho é o desenvolvimento de um dispositivo de
monitorizacdo para o processo de sintese de nanoparticulas de ouro, bem como da hipertermia
mediada por nanoparticulas de ouro e por feixe laser de infravermelhos. O dispositivo apresenta as
vantagens de ser simples, de baixo custo, de facil manuseamento, portatil e em tempo real.
Resumidamente, o dispositivo serd composto principalmente por uma webcam e um termémetro de
infravermelhos (do inglés, Infrared, IR), de forma a observar e detectar alteragbes da cor da
suspensdo de nanoparticulas de ouro durante a sua sintese e a medir a temperatura da suspensdo
durante a sua sintese e durante a hipertermia. Desenvolveu-se para o efeito uma aplicacdo de
software em ambiente computacional MATLAB, que comunica e controla os dois equipamentos de
forma a funcionarem correctamente e em tempo real. Numa fase final do projecto, foram realizados
testes de funcionamento ao dispositivo desenvolvido.

1.3. Estrutura da Dissertacao

O trabalho que se apresenta foi desenvolvido no dmbito de uma parceria entre o Instituto
de Biofisica e Engenharia Biomédica (IBEB) da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e o
Laboratério de Nanociéncia e de Nanotecnologia Biomédica (LNBN) da Escola de Ciéncias e
Tecnologias da Saude da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).

A presente dissertagcdo encontra-se estruturada em 6 capitulos principais e 8 anexos.

Inicia-se com o Capitulo 1 que se destina a contextualizar o leitor com o trabalho,
introduzindo o tema, expondo a motivagao e os objectivos do trabalho, bem como a importancia do
mesmo.

O Capitulo 2 inicia a descricdo dos principais conceitos tedricos que suportam a dissertagado.
Este capitulo aborda de forma geral o tema das nanoparticulas, enfatizando principalmente as
nanoparticulas metalicas referindo as suas principais caracteristica como as dimensdes e a forma.



Sdo enumeradas ainda vdrias aplicagGes possiveis das nanoparticulas metalicas, assim como
métodos de sintese das mesmas.

No Capitulo 3 encontram-se descritos de forma breve alguns dos métodos que sdo utilizados
para caracterizar e visualizar nanomateriais, nomeadamente nanoparticulas.

No Capitulo 4 apresenta-se a metodologia deste trabalho, que por sua vez se divide em 3
partes principais: a) descricdo dos componentes e softwares utilizados no desenvolvimento do
dispositivo (Secgbes 4.1. e 4.2.); b) calibracdo do termdmetro de infravermelhos e da webcam
(Seccdo 4.3.) e c) utilizagao do dispositivo na sintese e na hipertermia mediada por nanoparticulas de
ouro (SeccOes 4.4. e 4.5.).

Os dois ultimos capitulos sdao constituidos pelos Resultados e Consideracdes Finais. Sendo
gue no Capitulo 5 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos experimentalmente através
do dispositivo. Por sua vez, no Capitulo 6, apresentam-se as conclusdes da realizacdo do presente
trabalho, assim como algumas das suas limita¢Oes e perspectivas futuras.

Por fim, os anexos sdo constituidos por: | — cddigo do algoritmo de implementacdo da
Interface Grafica do Utilizador; Il —imagem da Interface Grafica do Utilizador; lll, IV e V — cddigos dos
algoritmos de implementacdo da webcam; VI, VIl e VIII — cédigos dos algoritmos de implementacao
do termdémetro de infravermelhos.



Capitulo 2

Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo particulas de dimensdes nanométricas constituidas por dtomos ou
moléculas. Contudo, a definicdo de nanoparticula difere de acordo com os materiais, campos e
aplicacdes envolvidas. De forma geral, as particulas com dimensdes entre 1 e 1000 nm designam-se
por nanoparticulas. [1] Estas sdo fundamentais no fabrico de nanoestruturas, sendo muito menores
relativamente aos objectos com que lidamos no nosso quotidiano, que se regem pelas Leis da
Mecanica Quantica, mas sdo maiores que os atomos ou que simples moléculas. [5]

2.1. Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas serdo os blocos de construgcdo da préxima geracdo de
dispositivos de deteccdo ou sensores electrénicos, optoelectronicos e quimicos. Estas particulas
metalicas sdo sistemas a nanoescala especialmente interessantes, devido a facilidade com que sdo
sintetizadas e modificadas quimicamente. Do ponto de vista da compreensdo dos seus efeitos
Opticos e electréonicos podem também oferecer vantagens sobre os outros sistemas, devido as suas
constantes opticas (ou dieléctricas) se assemelharem as do metal que as constitui ao nivel
macroscopico, mas para dimensdes extremamente pequenas (i.e., inferiores a 5 nm). [6] As
nanoparticulas de ouro, de prata e as de cobre sdo exemplos de nanoparticulas metdlicas.

Uma das observagBes mais interessantes é talvez o facto das particulas metalicas exibirem
frequentemente bandas de extingdo associadas a excitagdo da ressonancia do seu plasma a
superficie, que proporciona cor as dispersdes das particulas metalicas. Esta cor varia consoante o
tamanho das particulas e para particulas com dimensGes comparaveis ao comprimento de onda da
luz visivel. [7] Isto deve-se ao efeito da ressonancia de plasmao de superficie localizada (do inglés,
Localised Surface Plasmon Resonance, LSPR), que mais a frente serd discutido. [8]

2.2. Ressonancia de Plasmao de Superficie e Coloragao

As nanoparticulas metdlicas sdo um exemplo claro de como a escala nanométrica as
propriedades da matéria podem mudar. Por exemplo, o ouro metélico (a macroescala) apresenta
uma cor amarela. Como o mais nobre de todos os metais, o ouro é muito estavel (por exemplo, ndo
reage com o oxigénio ou com o enxofre) e é ndo téxico. No entanto, o ouro reduzido a escala
nanométrica muda de cor dependendo da sua forma e dimensdo, tornando-se por exemplo
vermelho, se apresentar uma forma esférica e uma dimensao de 60-70 nm ou incolor se apresentar
a forma de um anel. Além disso, as nanoparticulas de ouro sdo muito reactivas contrariamente ao
ouro metdlico, dando-lhes a oportunidade de serem utilizadas como catalisadores, ou seja, quando
introduzidos numa reaccdo quimica tém a capacidade de acelerar a velocidade da mesma, sem
serem consumidos. [9]

Alguns nanomateriais exibem propriedades dpticas, tais como a cor e a transparéncia, muito
diferentes em comparacdo com os materiais a macroescala. A cor de um objecto resulta da
interaccao entre a luz e o material do objecto. Se o material absorve a luz de determinados



comprimentos de onda, o observador ndo vé as respectivas cores desses comprimentos de onda na
luz reflectida. Apenas os comprimentos de onda reflectidos atingem os olhos do observador e sdo
esses mesmo que determinam a cor que o observador vé.

As cores das nanoparticulas metdlicas em suspensdo devem-se sobretudo aos plasmdes de
superficie, isto é, quando a luz atinge a superficie de um metal (de qualquer dimensdo), uma parte
desta propaga-se ao longo da superficie metdlica dando origem a um plasmao de superficie. [10] Um
plasmao representa a oscilacao colectiva das cargas livres no metal, podendo ser considerada como
uma espécie de onda de plasma. A carga electricamente positiva existente no metal encontra-se
fixa, enquanto que o electrado livre (que também possui carga eléctrica) é livre de se mover em torno
dela. Deste modo, quando num metal é aplicado um campo eléctrico externo, como uma fonte de
luz, os electrdes livres na superficie do metal vibram colectivamente criando um campo eléctrico,
dando origem aos plasmdes na superficie do metal. [5] Ao nivel macroscdpico quando se forma um
plasmdo num metal, ndo se regista nenhum efeito, pois os electrées podem mover-se livremente no
material. No entanto, se a luz incidir num coléide que contenha nanoparticulas metalicas dispersas
menores que o comprimento de onda da luz, entdo dependendo do campo eléctrico da luz, ocorre a
producao de um electrao livre na superficie do metal. Como resultado, ocorrem oscilacdes do campo
eléctrico a superficie das nanoparticulas (Figura 1) e podem ser consideradas como um tipo de
polarizacdo. [5] Este efeito é designado por efeito da ressonancia de plasmao de superficie localizada
ou LSPR. Quando a frequéncia da oscilacdo é igual a frequéncia da luz incidente que a provoca, diz-se
gue o plasmao estd em ressonancia com a luz incidente. [10]

E-field

Time
Figura 1: Mecanismo da ressonancia de plasmdo de superficie localizada. [5]

O comprimento de onda da LSPR é sensivel ao tipo de metal constituinte da nanoparticula
metadlica, a forma, ao tamanho da mesma, bem como ao meio em redor, incluindo a distancia entre
nanoparticulas vizinhas que pode ser alterada pela presenca de surfactante ou ides. [9] Isto significa
que, se um ligando, como por exemplo uma proteina, se ligar a superficie da nanoparticula metalica,
o comprimento de onda da LSPR sofre alteracdo e consequentemente ocorre altera¢do na cor da
nanoparticula. A Figura 2 demonstra a variacdo da cor de uma suspensdo de nanoparticulas de ouro
desencadeada pela adi¢do de iGes, sob a forma de cloreto de sédio (NaCl). A adi¢do de NaCl faz com
que as nanoparticulas de ouro de agreguem umas as outras, ficando portanto mais préximas umas
das outras, fazendo com que a banda de ressonancia dos plasmdes sofra um alargamento e se



desloque para comprimentos de onda superiores, tornando assim a o ouro coloidal mais
azulado/arroxeado.

TRININL

Figura 2: A superficie das nanoparticulas de ouro existe uma camada de anides que as mantém separadas (tubo de
ensaio da esquerda). A adi¢do de cloreto de sddio a suspensdo de nanoparticulas, estas aproximam-se e agrupam-se,
devido aos ides adicionados através do cloreto de sédio. Deste modo é possivel observar alteragdes de cor da suspensao
(tubo de ensaio da direita). [48]

Uma das consequéncias do efeito LSPR nas nanoparticulas metalicas é a sua forte absorcdo
na gama do visivel, devido a oscilagdo ressonante e coerente dos plasmdées. Como resultado,
nanoparticulas metalicas em suspensdo, tais como o ouro ou a prata, podem exibir cores que nada
se assemelham a cor dos respectivos metais a macroescala, como por exemplo, vermelho, purpura
ou laranja, dependendo da forma, do tamanho e do meio circundante das nanoparticulas. [10] Por
exemplo, o comprimento de onda maximo da banda de ressonancia de plasmdo de uma
nanoparticula esférica de ouro é de 520-550 nm. Se um coldide composto por nanoparticulas deste
tipo for irradiada com luz visivel, a luz visivel correspondente ao verde (520-550 nm) é absorvida
pelas nanoparticulas, deste modo o coléide demonstrar-se-a de cor roxa, que é a cor complementar
ao verde. No caso de nanoparticulas de prata que apresentam um comprimento de onda maximo da
banda de ressonancia de plasmao perto dos 400 nm, que no espectro da luz visivel corresponde a
cor azul, quando irradiadas com luz visivel absorvem a cor azul da luz visivel e demonstram-se da cor
amarela que é a cor complementar ao azul. [5]

2.3. Dimensoes

As nanoparticulas de ouro podem assumir cores que variam entre o vermelho, a cor de
vinho ou o arroxeado, consoante o seu tamanho. Deste modo, nanoparticulas com diferentes
dimensdes apresentam caracteristicas dpticas diferentes. [11] Por exemplo, o0 aumento do diametro
das nanoparticulas de ouro esféricas provoca o deslocamento da ressonancia de plasmdo de
superficie para comprimentos de onda maiores (Figura 3). [5] Assim, e de acordo com a finalidade
pretendida, é importante controlar o tamanho das nanoparticulas durante a sua sintese.
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Figura 3: Espectro da luz visivel de nanoparticulas de ouro esféricas de varios tamanhos diferentes. [5]

A diminui¢cdo do tamanho das nanoparticulas provoca um aumento na energia de superficie
das mesmas, o que facilita a formacdo de agregacdo de nanoparticulas. Assim, apds a formacdo das
nanoparticulas das dimensdes desejadas é necessario estabilizar a superficie das mesmas através da
adicdo de um agente dispersante, como por exemplo o citrato ou um polimero. No entanto, quando
a concentracdo de nanoparticulas é muito elevada, ndo se consegue obter uma estabilizacdo eficaz,
porque a ac¢do protectora do substrato organico (por exemplo, o citrato ou o polimero), ndo é
suficientemente forte para evitar a agregacgao. [5]

As propriedades fisicas das nanoparticulas podem mudar de acordo com a sua agregacao,
até mesmo num coléide com nanoparticulas de dimensdes idénticas.
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Figura 4: Diagramas das diferentes formas estruturais de nanoparticulas. [5]
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Nos diagramas da Figura 4, encontram-se descritos os diferentes estados de agregacao das
nanoparticulas. Na estrutura em que as nanoparticulas se encontram dispersas aleatoriamente
(Figura 4.a), as propriedades opticas sdo significativas, devido aos plasm&es de superficie das
nanoparticulas. Por outro lado, as propriedades electréonicas exibem-se na estrutura fractal (Figura
4.b) onde é possivel observar ligacbGes entre as nanoparticulas devido, por exemplo, ao seu
bombardeamento com electrdes. Na estrutura com as nanoparticulas posicionadas de forma
orientada ocorrem deslocamentos da banda de ressonancia dos plasmdes, o que altera as
propriedades épticas das nanoparticulas, traduzindo-se numa alteracdo de cor das mesmas (Figura
4.c). A estrutura em que as nanoparticulas se encontram compactadas umas as outras (Figura 4.d),



é, de todas as estruturas, a que mais facilmente aquece, quando submetida a uma fonte de
aquecimento, como por exemplo, a radiacdo de infravermelhos. Desta forma, esta Ultima estrutura
de nanoparticulas é a indicada para a realizacdo de experiéncias de hipertermia de nanoparticulas,
ou seja, onde a temperatura das nanoparticulas é elevada relativamente a temperatura ambiente.
Por fim, as estruturas discretas ou ordenadas de outra forma (Figura 4.e e Figura 4.f) apresentam
propriedades fisicas dindmicas, electrdnicas e magnéticas. [5]

2.4. Forma

O formato das nanoparticulas, assim como o tamanho destas, determina também a natureza
da banda de ressonancia de plasmao de superficie.
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Figura 5: Espectro visivel de nanorods de ouro com diferentes aspect ratio. [5]

Na Figura 5 é possivel observar alteragdes no espectro de absor¢do na regido do espectro
visivel de vérias nanoparticulas em forma de bastao (isto é, nanorods) com diferentes aspect ratio. O
diametro das nanorods de ouro utilizadas variou entre os 5-20 nm, enquanto que o comprimento
variou entre 20-150 nm. [5] O aspect ratio descreve a relagdo entre a maior e a menor dimensdo de

uma particula da seguinte forma, [12]
L
Aspect Ratio (AR) = T

onde L e T representam a maior e a menor dimensao da particula, respectivamente, de acordo com

a Figura 6.
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Figura 6: Diagrama com o exemplo de duas particulas com formatos diferentes, onde a maior e a
menor dimensao sdo identificadas, L e T, respectivamente. [47]

E importante salientar que alteracdes do aspect ratio de uma nanorod est3o relacionadas
com alteragdes nas suas dimensdes. Assim, também um aumento do aspect ratio provoca alteracGes
na banda de absor¢cdo mdaxima, neste caso deslocando-a para comprimentos de onda superiores.
Assim, a composicao fisica das nanorods pode mudar facilmente as suas caracteristicas
espectrocdpicas.

2.5. Sintese de nanoparticulas de ouro

Desde os tempos antigos que se conhecem duas abordagens diferentes para a preparacao
de nanoparticulas (Figura 7). A primeira corresponde ao método top-down (de cima para baixo) em
que uma forca externa aplicada num sélido provoca a sua desintegracdo em particulas menores. A
segunda abordagem corresponde ao método bottom-up (de baixo para cima) em que sdo produzidas
nanoparticulas a partir de atomos de gas ou liquido a base de transformacbes atémica ou
condensagdes moleculares. [5]

Grinding system _E Dry

Breakdown == Solid phase Wet grinding system
(top-down) method Mechanochemical method (Mills and Ultrasonic wave)
Mechanical alloying method

— Solid phase Chemical Chemical vapor deposition
method method (CVD: flame, plasma, laser, electric furnace)
Thermal decomposition method

Physical — Physical vapor deposition (PVD)
method
Plasma

Induced heating

Grain refining Flame hydrolysis

— Buildup Electron beam
of a substance (bottom-up) Laser

Molecular beam epitaxy g?ég:i c acld
Sodium borohydride

Liquid/Liquid Chemical reduction method Sugar
method Indirect re_ductlon method Photoreaction
- Spray drying process Gamma ray
— Liquid phase Spray pyrolysis process Ultrasonic wave
method Solvothermal synthesis Liquid plasma
Supercritical
Sedimentation Sol-gel/Gel-sol
method co-Precipitation
Alkaline precipitation
Hydrolysis
Colloidal chemistry

Figura 7: Métodos tipicos de sintese de nanoparticulas para as abordagens top-down e bottom-up. [5]



O método top-down, que divide uma substancia sdlida, pode ser subdividido em moagem
seca e em moagem humida. Na moagem seca a substancia sélida é moida devido a um embate, a
uma compressdo, a atrito e a utilizacdo de ferramentas como o moinho de cisalhamento, entre
outros. Uma vez que a condensacdao de particulas pequenas ocorre simultaneamente com a
pulveriza¢do, devido ao aumento de energia a superficie das particulas durante os processos de
refinamento, o que provoca a agregacao das particulas provocando o seu aumento, é dificil a
obtencdo de particulas inferiores a 3 um. Por outro lado e comparativamente ao método a seco, na
moagem humida de um substrato sélido, é possivel prevenir a agregacdo das nanoparticulas
formadas, sendo possivel a obten¢do de nanoparticulas altamente dispersas. Além do método de
moagem, existe ainda o método mecanoquimico e o método da liga mecanica, que também sao
métodos top-down. [5]

A abordagem bottom-up divide-se em métodos de fase gasosa e métodos de fase liquida.
Por sua vez, os métodos de fase gasosa dividem-se em métodos quimicos e fisicos. O método de
deposicdo de vapor quimico (CVD) que envolve uma reacc¢do quimica, enquanto que o método de
deposicdo fisica de vapor (PVD), recorre ao arrefecimento do material evaporado. Apesar das
particulas resultantes dos métodos de fase gasosa apresentarem menos impurezas organicas
comparativamente aos métodos de fase liquida, exigem a utilizacdo de equipamentos de vacuo
complicados, de elevados custos e de baixa produtividade. Os métodos de fase liquida dividem-se
em métodos de liquido/liquido e em métodos de sedimentagdo. A reducdo quimica de iBes
metdlicos é um exemplo tipico de um método de liquido/liquido, cuja principal vantagem é a facil
producdo de particulas de varias formas, tais como, nanorods, nanowires, nanoplates, nanoprisms e
nanoshells. Com o método de reducdo quimica é possivel ajustar a forma e o tamanho das
nanoparticulas alterando, por exemplo, ou o agente redutor, ou o tempo de reac¢do ou a
temperatura. Este método utiliza equipamentos de facil manuseamento e tem a capacidade de
produzir grandes quantidades de nanoparticulas com um baixo custo e num curto periodo de
tempo. [5]

De forma geral, o método de redugao quimica é o mais utilizado ao nivel académico para a
sintese de nanoparticulas de ouro, envolvendo geralmente o uso de agentes redutores, como o
citrato de sddio, o borohidreto de sddio, hidrazinas, formaldeidos, hidroxilaminas, alcoois saturados
e insaturados ou agucares. O método por redugdo com citrato (método de Turkevich) é um método
de reducdo directa, sendo também um dos métodos mais utilizados para a producdo de
nanoparticulas de ouro e um dos mais simples. [13] Inclui apenas trés materiais de partida, o acido
tetracloroaurico (HAuCls;) que é a fonte de ouro na reacg¢do quimica, o citrato de sddio e agua
destilada. [14] Resumidamente, num baldo de fundo redondo equipado com um condensador
adicionam-se 50 mL de (lll) tri-hidrato de cloreto de ouro (HAuCl4) (0,2 mM) até a ebuli¢do (cerca de
902C), sob agitacdo magnética de um magneto. Posteriormente, a esta solu¢do adicionam-se 5 mL
de citrato de sddio (4 mM), mantendo-se a ebulicdo durante 10 minutos; apds esse periodo é
desligado o aquecimento, mas a agitacdo é prolongada por mais 15 minutos. Deste processo
resultam nanoparticulas de ouro esféricas. Relativamente as variacGes da coloracdo das
nanoparticulas de ouro durante este processo de sintese é possivel observar que a principal
alteracdo de cor ocorre aquando a adi¢do do citrato de sédio HAuCls, em que é possivel observar
uma alteragdo da cor de amarelo palido para vermelho escuro (Figura 8).
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Figura 8: Coloragao das nanoparticulas
de ouro obtidas pelo método de
Turkevich.

Além do método de reducdo quimica, outros métodos de reducdo sdo conhecidos para a
sintese de nanoparticulas, tais como, a foto-redugdo com raios gama, ondas de ultrassons e o
plasma liquido. Estes métodos que ndo recorrem a uma substancia quimica para a reducdo tem a
vantagem de ndo adicionarem impurezas estranhas as nanoparticulas. Para além destes métodos,
sdo também conhecidos os métodos de secagem por pulverizacdo, de pulverizagdo por pirdlise, de
sintese solvotérmica e o método supercritico. [5]

A técnica geral do método de sedimentacdo é um processo sol-gel, que é utilizado
sobretudo para o fabrico de nanoparticulas de dxido de metal. Este procedimento transforma uma
solucdo de um alcéxido de metal (de forma quimica geral M(OR),, em que o R corresponde a um
grupo alquilo e o x corresponde ao estado de oxidacdo do metal) num coléide por meio de uma
reaccdo de hidrélise, seguida de uma a policondensagdo para um gel (ou rede integrada), constituido
por particulas discretas ou por polimeros de rede. [5]

2.6. Aplicacoes

A variedade de aplica¢gGes das nanoparticulas de ouro tem vindo a aumentar rapidamente e
incluem as seguintes areas:

1. Electrénica - as nanoparticulas de ouro podem ser utilizadas como tinta condutora na
impressdo de chips electrénicos. Com a reduc¢do das dimensdes dos constituintes electrdnicos, as
nanoparticulas tornaram-se um dos componentes fundamentais para a construgao de chips. [15]

2. Terapia fotodinamica — A absorgdo da radiacdo de infravermelho préximo (do inglés, Near
Infra Red, NIR), que varia entre 700 e 1400 nm, [16] por nanoparticulas de ouro (nomeadamente,
nanorods) provoca um aumento de temperatura das mesmas. Tal acontece sempre que se faz incidir
luz de comprimento de onda semelhante aquele que as nanoparticulas absorvem, dando-lhes a
capacidade de erradicarem tumores especificamente. Por exemplo, quando se faz incidir um laser de
NIR num tumor que contém nanorods com absor¢ao mdaxima no dominio do NIR [5], estas como
absorvem a luz milhdes de vezes mais que as células organicas envolventes [17], aquecem
provocando destruicdo do tumor. Este tratamento é conhecido como terapia por hipertermia. [18]
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3. Veiculagdo de agentes terapéuticos — As nanoparticulas de ouro podem ser revestidas
com agentes terapéuticos. A grande razao entre a drea de superficie e o volume das nanoparticulas
de ouro permite que a sua superficie seja revestida por centenas de moléculas (incluindo moléculas
terapéuticas, marcadores tumorais, entre outras). [19]

4. Sensores — As nanoparticulas de ouro sdo utilizadas numa variedade de sensores. Por
exemplo, um sensor de colorimetria com base em nanoparticulas de ouro pode identificar se os
alimentos estdo apropriados para consumo. Outro método, como a espectroscopia de Raman
amplificada por superficie (do inglés, Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) baseia-se no
facto das nanoparticulas de ouro serem consideradas substratos e permitirem a medicdo das
energias vibracionais das ligacdes quimicas. Esta estratégia pode também ser utilizada para a
deteccdo de proteinas, poluentes e outras moléculas. [20] A superficie das nanoparticulas pode ser
funcionalizada com inimeras moléculas quimicas e bioquimicas que permitam a ligacdo a moléculas
organicas como os anticorpos, sendo possivel utiliza-las como biossensores. [21]

5. Sondas - As nanoparticulas de ouro também dispersam a luz e podem produzir uma
interessante variedade de cores visiveis na microscopia de campo escuro. As cores dispersas sao
actualmente utilizadas para aplicacbes em imagiologia bioldgica. Além disso, as nanoparticulas de
ouro sdo relativamente densas, o que as torna Uteis como sondas na microscopia electrénica de
transmissdo (do inglés, Transmission Electron Microscope, TEM). [22]

6. Diagndstico — As nanoparticulas de ouro sdao também utilizadas como biomarcadores no
diagndstico de doencas cardiacas, cancros e agentes infecciosos. E frequente existirem também em
imunoensaios, como por exemplo, nos testes de gravidez comuns utilizados em casa. [23]

7. Catalise - As nanoparticulas de ouro sdo utilizados como catalisadores em vdrias reaccoes
guimicas. A superficie de uma nanoparticula de ouro pode ser utilizada para oxida¢do selectiva ou
em certos casos, pode provocar a reac¢do oposta, ou seja, uma reac¢do de reducdo (6xidos de azoto,
NOy). Tém sido feitos esforgos no sentido de utilizar as nanoparticulas de ouro como fuel cells. Uma
fuel cell é um dispositivo que converte energia quimica de um combustivel em electricidade através
de uma reacgdo quimica com oxigénio ou outro agente oxidante. Estas tecnologias seriam uteis
sobretudo na industria automaével. [24]
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Capitulo 3

Métodos de caracterizagcido das nanoparticulas

A obtencdo de imagens de nanomateriais é essencial para a nanociéncia e para a
nanotecnologia. Actualmente existe uma variedade de instrumentos de alta tecnologia que
permitem ver objectos a nanoescala. Na verdade, foi com a invencdo destes instrumentos que
abriram realmente as portas para o mundo nano. Uma vez que os cientistas foram capazes de
observar, analisar, entender e imaginar formas de manipular objectos a nanoescala. [25]

De forma geral, existem dois tipos fundamentais de métodos de caracterizacdo de
nanoparticulas: imagiologia por microscopia e analise por espectroscopia.

3.1. Microscopia

Um microscépio 6ptico utiliza luz visivel, ou seja, radiacdo electromagnética, e um sistema
de lentes para ampliar. O microscépio dptico é o tipo de microscdpio mais antigo e mais simples.
Este apresenta um limite de resolucdo que é imposto pelo comprimento de onda da luz visivel, uma
vez que de forma geral, a resolugdo é cerca de metade do comprimento de onda utilizado na
medicdo. Deste modo, como o comprimento de onda da luz visivel varia entre 400 e 700 nm, a
resolucdo do microscépio optico é de cerda de 200 nm. Assim, para que dois objectos sejam
distinguiveis no microscdépio dptico, é necessario que estes estejam separados por pelo menos 200
nm. Um objecto inferior a este limite ndo é distinguivel. Este fendmeno é conhecido como o limite
de difracgao da luz visivel.

De modo a superar as limitagdes impostas pelo limite de difrac¢do da luz visivel, foram
criados microscdpios que utilizam outros tipos de feixe, como é o caso do microscdpio electrénico,
que utiliza electrdes (Figura 9). Existem diversos tipos de microscépios electrénicos, tais como o
microscopio electréonico de transmissdo (TEM) ou o microscépio electronico de varrimento (do
inglés, Scanning Electron Microscope, SEM). Os microscépios electronicos tém um poder de
resolugdo e ampliagdo muito superior relativamente aos microscépios Opticos, devido ao
comprimento de onda do electrdo ser muito menor do que o do fotdo da luz visivel.
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Figura 9: Microscopio optico, microscopio electrénico de transmissdo e microscopio electrénico de
varrimento (da esquerda para a direita, respectivamente). [45]

A obtencdo de imagens com resolugdo ao nivel atdmico da geometria e electrénica da
estrutura das superficies foi possivel com a criagdo do microscépio electrénico de varrimento por
efeito tunel (do inglés, Scanning Tunnelling Microscope, STM). Este microscdpio é utilizado para a
visualizacdo de atomos. [26]

3.1.1. Microscopio electronico de varrimento por tunelamento

O STM é uma ferramenta fundamental na nanociéncia e na nanotecnologia. E utilizado em
pesquisas onde sdo necessarias imagens a escala atémica de superficies metalicas e semicondutoras,
fornecendo perfis tridimensionais da rugosidade das superficies, permitindo observar defeitos
nestas e determinar as dimensdes e a conformacgao das moléculas.

O STM é constituido por uma ponta condutora muito fina terminando em poucos dtomos,
com um comprimento de cerca de 3 mm. Uma ponta condutora que termine num Unico atomo
fornecerd a melhor resolugdo (Figura 10 ). Esta pode ser, por exemplo, de metal, normalmente de
tungsténio. E colocada muito préxima (a menos de 0,1 nm) da superficie condutora ou
semicondutora a ser analisada: quando estas se aproximam muito, mas sem se tocarem, ocorre uma
polarizagdo (diferenca de voltagem) entre os dois atomos, um da ponta e outro da superficie,
permitindo a transferéncia de electrbes, ou seja, de uma corrente, da superficie para a ponta
metalica. Esta corrente de tunelamento pode ser medida e corresponde a funcdo da densidade
electrdnica (ou de electrdes) na superficie. A densidade electrénica é a probabilidade de encontrar
um electrdo num determinado lugar. Existe uma alta densidade electrénica em torno de atomos e
ligagcdes entre moléculas.
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Figura 10: Imagem de uma ponta de tungsténio de um STM obtida através de um
SEM. [46]

As variacGes de corrente a medida que a ponta metalica, que é controlada por um
piezomotor, passa linha por linha sobre a superficie permitem recriar a imagem da superficie em
guestdo. Como tal, o STM tem a capacidade de criar imagens detalhadas de uma amostra em 3D
com resolugdo ao nivel atdmico, pois as pequenas altera¢gbes na distancia entre a ponta e a
superficie traduzem-se em grandes alteragGes na corrente de tunelamento (Figura 11). Isto significa

gue a resolugdo é tao elevada que é possivel ver e distinguir &tomos individualmente uns dos outros
na superficie. [27]

a) macroscopic scale: b) atomic scale:
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Figura 11: Funcionamento do STM. [49]
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Uma maneira de utilizar o STM sobre uma superficie € manter uma corrente de tunelamento
constante de tipicamente nA, ou seja, 10° A. Ao manter esta corrente constante, a ponta mantém
uma determinada distancia da superficie da amostra. Ao percorrer os atomos da superficie a ponta
sobe quando percorre um atomo da superficie da amostra (Figura 12) e baixa quando se encontra
entre dois atomos.

SURFACE

Figura 12: Movimento da ponta sobre a superficie. [27]

O movimento da ponta pode ser transformado num mapa de cor da superficie, onde cada
cor corresponde a uma altura especifica. As superficies sdo digitalizadas através de pequenos
movimentos de 0,1 nm da ponta, o que confere uma representa¢cdo muito precisa da superficie. Para
que a técnica funcione é necessdrio que a medida que a ponta percorre a superficie o fluxo de
tunelamento seja induzido. Assim, a superficie deve ser condutora ou semicondutora. Para
digitalizar superficies que ndo sdo electricamente condutoras, estas podem ser revestidas por uma
camada muito fina de material condutor, como por exemplo o ouro. Isto, no entanto, implica que
esta técnica seja menos adequada nalguns estudos, como por exemplo, para estudar moléculas
biologicas como o DNA ou as proteinas (que ndo sdo condutoras). Para estes tipos de amostras
existem outras técnicas mais adequadas, tal como a utilizada no microscépio de forca atémica (do
inglés, Atomic Force Microscope, AFM). [25]

3.1.2. Microscopio de For¢ca Atomica

O AFM ndo mede a corrente de tunelamento, mas sim a for¢a de interac¢do (atractiva ou
repulsiva) entre a ponta e a superficie e, portanto, ndo requer que a superficie seja condutora. Foi
desenvolvido especificamente para recriar imagens de materiais isoladores.

Este microscépio, contrariamente ao STM, funciona no ar e ndo em vacuo. Além disso,
algumas versdes deste tipo de microscépio funcionam mesmo em agua.

Neste tipo de microscdpio a ponta encontra-se na extremidade livre de um braco de suporte
muito flexivel (também conhecido por cantilever); um sistema éptico detecta a deflexdo de um feixe
de laser que faz ricochete nas “costas” do cantilever, reportando assim as flutuacdes do cantilever,
gue sdo proporcionais a forga aplicada. A ponta do cantilever move-se continuamente sobre a
superficie da amostra e as deflexdes do cantilever sdo monitorizadas constantemente. De modo a
manter a forca aplicada constante, existe um circuito de feedback que altera continuamente a altura
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da ponta do cantilever sobre a superficie. O movimento vertical da ponta é registado para criar um
mapa topografico da superficie da amostra (Figura 13).

A Atomic Force Microscope B AFM Imaging Modes

' Laser Contact Mode
Segmented

Photodiode

\ Cantilever Tapping or

with Tip Non-contact Mode

Figura 13: Diagrama do funcionamento geral do AFM (A); Diagrama dos modos dindmicos de
funcionamento do AFM (B). [50]

A ponta do cantilever é muito afiada e com um raio de curvatura nas dezenas de
nandémetros. Se a superficie em analise for maledvel, a ponta do cantilever pode penetra-la
correndo-se o risco de a danificar e degradar a resolu¢ao espacial da micrografia resultante. Deste
modo, surgiram modos dindmicos de funcionamento, onde a ponta do cantilever nao se arrasta
simplesmente pela superficie, oscilando verticalmente enquanto digitaliza a superficie (Figura 13.B).
Assim, é possivel reduzir os danos induzidos pela ponta do cantilever nas amostras, sendo deste
modo possivel a andlise de amostras compressiveis e maleaveis, tais como biomoléculas e células.

Por outro lado, a ponta do cantilever pode ser utilizado com a intencdo de “riscar” e
remover algumas moléculas da superficie ou mesmo para deixar impresso alguma marca. A esta
técnica da-se o nome de Nanolitografia Dip Pen (do inglés, Dip Pen Nanolitography, DPN). [25]

3.2. Métodos espectroscopicos

A espectroscopia é o termo geral para a ciéncia que lida com os vdrios tipos de interac¢des
(absorcdo, dispersdo, etc) entre a radiacdo e a matéria. [28] Através dos espectros produzidos na
interaccdo da radiagdo electromagnética com a matéria é possivel inferir muita informacao.

Os métodos de espectroscopia que sdao mais relevantes na caracterizagdo de nanomateriais
(particulas e superficies) sdo os raios-X, absor¢cdo e emissdo plasmado UV-Visivel, dispersdao da luz
pela ressonancia do plasmao e dispersdo de Raman amplificada por superficie. [25]
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3.2.1. Métodos por Raios-X

Os métodos por raios-X envolvem a excitagao de uma amostra com raios-X ou com electrdes
qgue resultam na produgdo de raios-X adicionais. Existem diversos métodos que utilizam raios-X:
fluorescéncia de raios-X (FRX), difrac¢do de raios-X (DRX), etc.

No ambito dos nanomateriais o método mais importante é o da dispersao de raios-X de
pequenos angulos (SAXS). Na DRX, apenas materiais cristalinos podem ser visualizados, ndo sendo o
caso dos nanomateriais que apresentam um estado aproximadamente policristalino. Enquanto que a
SAXS pode analisar particulas da ordem de 1-100 nm. O método pode ser utilizado para analisar pés
no estado seco ou em suspensdao num meio. O método pode também ser utilizado para medir o
tamanho de nanoparticulas. [25]

3.2.2. Absor¢do e Emissao do Plasmao no Ultravioleta-Infravermelho

Como referido no capitulo anterior, as nanoparticulas metalicas sdo caracterizadas por uma
absorcdo de radiacdo electromagnética resultante na ressonancia do plasmdo da qual origina
solugcGes com cores diferentes. Por exemplo, a banda de plasm&o de uma nanoparticula de prata de
20 nm centra-se nos 395 nm, resultando uma solucdo amarela, enquanto que em nanoparticulas de
ouro de também 20 nm esta centra-se nos 520 nm, resultando num coldide de cor vermelha. O
efeito da ressonanica do plasmao corre em particulas até aproximadamente 50 nm de diametro. A
absorcdo da radiacdo electromagnética pode ser na zona do ultravioleta ao infravermelho do
espectro. As particulas podem ser visualizadas pela absorvancia em solugdo com concentragdes
nanomolares e picomolares. [25]

3.2.3. Dispersao da luz pela ressonancia de plasmao

Em nanoparticulas metdlicas maiores (> 30 nm) observa-se outro efeito, a dispersdo da luz.
Quando nanoparticulas metalicas entre 50-120 nm de diametro sado iluminadas com luz branca, ou
seja fotGes, sendo que esta dispersa originando uma cor especifica de acordo com a frequéncia da
ressonancia de plasmao de superficie (ver Sec¢do 2.2.). Este efeito é designado por dispersao da luz
pela ressonancia de plasmdo (do inglés, Plasmon Resonance Light Scattering, PRLS). A dispersdo de
luz varia de acordo com o volume da particula, mas a luz dispersa pode ser detectada a muito mais
baixas concentracées do que a luz absorvida. Por exemplo, a luz dispersa por um coldide de
particulas de ouro de 80 nm é detectdvel até uma concentracdo de 5 femtomolar ou fM (fM=10"°
M= 107" mol/dm?3). Por este motivo as nanoparticulas metalicas s3o materiais interessantes para se
utilizarem em técnicas onde se fazem divisGes em classes ou grupos (como a técnica de microarray).
[25]

3.2.4. Dispersao de Raman amplificada por superficie (SERS)

Quando um fotdo incide num material com energia muito superior a energia de separa¢ao
entre os niveis vibracionais/rotacionais das moléculas constituintes do material, o fotdo pode ser
disperso elasticamente ou inelasticamente por estas. Normalmente, a maioria dos fotGes sofre
dispersao eldstica, em que os fotdes emitidos apresentam a mesma energia que os fotdes iniciais
(dispersdo de Rayleigh). Contudo, uma pequena frac¢do dos fotdes sofre dispersdo inelastica devido
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a uma excitacdo no atomo ou molécula que incidiu. Neste caso, ocorre a emissdo de fotées com
energia ligeiramente diferente relativamente a energia dos fotdes iniciais (dispersdao de Raman). [29]

As superficies metdlicas que apresentam rugosidade a escala nanométrica tém a
propriedade de amplificar os sinais de dispersdo de Raman das moléculas iluminadas. Este efeito
deve-se a factores quimicos e electromagnéticos, bem como ao aumento da area de superficie. O
que é importante é que o efeito da SERS pode induzir um aumento do sinal até 102 vezes. O sinal da
SERS depende das caracteristicas do nano-substrato: o tamanho, a forma, a orientacdo e a
composicdo da superficie nano-rugosa. Avancos na tecnologia SERS permitirdo a detecg¢do ao nivel
do attomole (108 mol) e a detec¢do de uma Unica molécula. [25]

3.3. Métodos de caracterizacao nao-radiativos e nao-electronicos

Existem diversos métodos para caracterizar nanomateriais que nao recorrem a utilizacdo de
radiacdo electromagnética. Estes incluem métodos para determinar o tamanho da particula, a sua
area de superficie e a sua porosidade; os métodos termodindmicos (como a analise
termogravimétrica, do inglés Thermogravimetric analysis, TGA) para avaliar a dependéncia da
temperatura do nanomaterial (fusdo, etc.); e a espectroscopia de massa para determinar a
composi¢do quimica do nanomaterial. Um método de superficie importante é a microbalanga de
cristais de quartzo (QCM), que consegue medir alteracées de massa muito pequenas (poucos
nanogramas por centimetro quadrado). Esta é sensivel o suficiente para detectar monocamadas de
materiais depositados. Pode ser utilizada para medir a quantidade de metal depositado numa
superficie depois da pulverizacdo catddica ou evaporacdo, ou ainda para medir a quantidade de
proteina absorvida sobre uma superficie. Devido a esta grande sensibilidade, a QCM é usada na
criacdo de biossensores. [25]
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Capitulo 4

Metodologia

O principal objectivo do trabalho aqui exposto prende-se com a monitorizagdo do processo
de sintese de nanoparticulas de ouro em tempo real, bem como a sua monitorizagdo quando
irradiadas por radiagdo laser com comprimento de onda de 808 nm. Durante o processo de sintese,
parametros como a temperatura e cor da solu¢do sdao fundamentais para garantir determinadas
caracteristicas e qualidade das nanoparticulas produzidas. Do mesmo modo, a monitorizacao da
temperatura das nanoparticulas submetidas a radiacdo laser, é importante para perceber a
temperatura a que estas se elevam para que ocorra libertagdo do corante que se encontra no
polimero que as reveste.

Assim, neste capitulo, encontra-se apresentada a metodologia utilizada na concretizacdo do
objectivo da presente dissertacdo. Nas paginas que se seguem encontra-se a descricdo de todo o
material utilizado para a producdo do dispositivo apresentado neste trabalho, assim como a
calibracdo dos seus dois componentes principais, um termdémetro de infravermelhos e uma webcam.
Aqui encontra-se também descrita a metodologia utilizada no sentido de colocar o dispositivo a
detectar a cor da solugdo durante as varias etapas da sintese das nanoparticulas de ouro, assim
como, a temperatura, que também foi medida quando as nanoparticulas de ouro foram submetidas
a radiacgdo laser.

4.1. Descricao dos componentes do dispositivo

No presente trabalho foram utilizados diversos materiais e softwares, os quais se encontram
descritos na seguinte tabela:

Materiais Quantidade Caracteristicas
TermoOmetro de infravermelhos 1 Modelo MLX90614BAA
. UNO
Arduino 1 Modelo R3
Breadboard 1 Mini
Jumper wires 4 M/M
Female header
Interconnecter 2 single row
IC socket 5 8 pins.
low profile
Cabo 1 USB A/B
Resisténcia 2 4.7 kQ)
Condensador 1 0.1pF
Modelo Q-19
Webcam 1 8.0 Mega?)ixel
Cartéo preto 1 (8 x 5) cm?
Softwares
MATLAB 1 R2012b
Fritzing 1 -

Tabela 1: Materiais e softwares utilizados no desenvolvimento do dispositivo.
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4.1.1. Webcam

A webcam (Figura 14) utilizada no dispositivo desenvolvido possui uma resolugdo de 8.0
Megapixel (ou 8000K pixeis), bem como um suporte giratério e amovivel. Através dela obtém-se
imagens coloridas e com alta resolucdo (640x480 ou superior). Com ela podem obter-se também
videos com o formato 24-bit RGB. A webcam apresenta interface webcam-computador realiza-se via
Universal Serial Bus (USB), compensacdo automatica de cor, focagem manual e é isenta de
controladores, isto é, ndo é necessario instalar controladores, basta ligd-la ao computador e esta
pronta a funcionar.

Figura 14: Webcam utilizada
no presente trabalho.

4.1.2. TermOometro de Infravermelhos

O termdmetro utilizado neste trabalho ¢é digital e funciona através de radiacdo
infravermelha sem contactar com a amostra. O modelo do termoémetro escolhido foi o
MLX90614ESF-BAA da Melexis (Figura 15). Este apresenta uma gama de absorgdo que varia entre os
2000 nm e os 15000 nm, que corresponde a radiacdo infravermelha, e tem a capacidade de medir
temperaturas entre os -70 e os 380 2C.

O termdmetro resulta da integracdo de um sensor de infravermelhos com um chip dedicado
ao processamento de sinal num pequeno recipiente TO-39 que recorre a utilizacdo da tecnologia
“Plug and Play”, tal como a webcam descrita anteriormente. [30] A tecnologia “Plug and Play”
traduz a habilidade de adicionar um novo componente a um sistema e este funcionar
automaticamente sem ser necessario uma configuracdo técnica. [31]

Como referido, o termdémetro de infravermelhos é composto por dois chips fabricados pela

Melexis, o sensor de infravermelhos MLX81101 e o processador de sinal digital proveniente do
sensor, MLX90302. Além disso, possui um amplificador de baixo ruido e um conversor analdgico-
digital, ADC, (do inglés, Analog to Digital Converter) de 17-bit. Apresenta ainda um filtro éptico que
corta o fluxo da radiagdo visivel e NIR para proporcionar imunidade a luz ambiente. A tensdo de
alimentacdo deste modelo de termémetro é de 3.3 volts.
A temperatura ambiente (ou do préprio termémetro) e a do objecto calculadas pelo termémetro
encontram-se disponiveis na RAM (do inglés, Random-Access Memory) do seu processador de sinal
digital (MLX90302) com uma resolucdo de 0,01 oC. Estas temperaturas sdo acessiveis através do
SMBus (do inglés, System Management Bus) de acordo com o protocolo de barramento em série
com dois fios (0,029C de resolucdo).
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Figura 15: Termémetro de infravermelhos utilizado no presente trabalho. [44]

4.1.2.1. SMBus

O SMBus é uma interface de dois fios através da qual varios chips de componentes de um
sistema podem comunicar entre si e com o resto do sistema, baseando-se nos principios de
funcionamento do protocolo I’C (do inglés, Inter-Integrated Circuit). O SMBus proporciona o
controlo do barramento para que o sistema transmita mensagens de e para os dispositivos em vez
de usar linhas de controlo individuais, ajudando a reduzir a quantidade de pins e fios no sistema. [32]
Esta interface é utilizada pelo termdmetro descrito no presente trabalho.

Cada dispositivo conectado ao barramento pode ser acessivel através de um endereco
Unico, podendo ser ainda activo ou passivo. Dispositivos que tomam a iniciativa para comecgar uma
transferéncia no barramento denominam-se activos ou mestres. Por outro lado, os dispositivos que
ficam a espera da solicitacdo de outro para fazer a transferéncia denominam-se passivos ou
escravos. O termémetro MLX90614 apenas pode ser utilizado como dispositivo passivo.

A um segmento SMBus podem ser conectados diversos dispositivos, quer sejam activos ou

passivos. Geralmente, um dispositivo activo inicia uma transferéncia entre ele e um sé dispositivo
passivo, fornecendo sinais de relégio, mas pode dar inicio a operagdes com varios dispositivos
passivos simultaneamente. Um dispositivo de barramento passivo pode receber dados fornecidos
pelo dispositivo activo, mas também lhe pode fornecer dados. A qualquer momento apenas um
dispositivo pode ser o activo. Como tal, o SMBus consegue detectar colisGes de informacdo e possui
um método de arbitragem (fun¢do wired-AND) para prevenir que mais do que um dispositivo tente
assumir o controlo do barramento como dispositivo activo. As transferéncias de informacdo sdo
feitas em série, sob a forma de 8 bits bi-direccionalmente, podendo atingir a velocidade de 100
kbit/s. [33]
As duas linhas de barramento existentes no termdémetro correspondem a linha de dados em série
(do inglés, Serial Data, SDA) e a linha do relégio em série (do inglés, Serial Clock, SCL). A SCL é uma
entrada digital que é utilizada como relégio para a comunica¢do por SMBus. Por outro lado, a SDA
pode constituir uma entrada ou saida digital. Ambas as linhas bi-direccionais se ligam a uma fonte de
corrente através de resisténcias (resisténcias de pull-up) ou de uma fonte de corrente ou outro
circuito semelhante, de forma a controlar se os seus valores sdo altos (valor logico ‘1’) ou baixos
(valor légico ‘0’). Quando o barramento esta livre, ambas as linhas SDA e SCL apresentam o valor
l6gico 1. [33]
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4.1.2.2. Transferéncia de informagdo

De acordo com as especificagcdbes do SMBus, o bit mais significativo (do inglés, Most
Significant Bit, MSB) vem em primeiro lugar e utiliza niveis especificos e fixos de tensao para definir
os valores logicos ‘0’ e ‘1’ no barramento. Os dados na SDA devem manter o mesmo estado durante
os periodos em que o SCL estd “alto”, podendo mudar de estado somente quando o SCL estd
“baixo”. Cada transferéncia comega com o START bit e termina com o STOP bit (Figura 16). [34]

Byte complete

SCLW____ 8 9 1 2 __W

ACK clock ACKclock
START .

Figura 16: Formato de um byte no SMBus. ACK (do inglés, ACKnowledgement from receiver); NACK (do inglés, Not
ACKnowledgement from receiver); MSb (do inglés, the Most Significant bit); LSb (do inglés, the Last Significant bit); SDA
(do inglés, Serial DAta); SCL (do inglés, Serial CLock). [34]

O STAR bit provoca uma transicao do valor “alto” para “baixo” do SDA, enquanto o SCL esta
“alto”. Por outro lado, o STOP bit provoca uma transicdo do valor “baixo” para “alto” da SDA,
enquanto o SCL estd “alto”.

Cada byte (8 bits) transferido no barramento deve ser seguido por um bit de
reconhecimento, de forma a controlar possiveis erros. Um pulso de reconhecimento relacionado
com o relégio é gerado pelo dispositivo activo (relégio ACK). O transmissor quer seja activo ou
passivo, liberta a linha da SDA (“alta”) durante o ciclo de reconhecimento do relégio. De modo a
reconhecer um byte, o receptor deve colocar a linha da SDA “baixa” durante o periodo em que a
linha do SCL esta “alta” de acordo com as especificagbes de tempo do SMBus. Um receptor que
deseje ndo reconhecer (NACK) um byte deve manter a linha da SDA “alta” durante o pulso de
reconhecimento do reldgio. Um dispositivo SMBus deve reconhecer (ACK) sempre o seu endereco.

Um dispositivo SMBus passivo pode decidir NACK um byte, desde que ndo seja um byte do
tipo enderecgo nas seguintes situagdes:

- Caso o dispositivo passivo se encontre a executar uma tarefa em tempo real, ou caso os
dados solicitados ndo estejam disponiveis. Apds a detecgao da condigdo NACK o dispositivo activo
deve gerar uma condicdo de STOP para abortar a transferéncia. Note que, como alternativa, o
dispositivo passivo pode estender o periodo do relégio no estado “baixo” dentro dos limites das
especificagdes de forma a concluir as tarefas e continuar a transferéncia;

- Caso o dispositivo passivo detecte um comando ou dado invalido. Neste caso, o dispositivo
passivo deve aplicar a condigdo NACK ao byte recebido. Apds a deteccdo desta condicdo pelo
dispositivo activo, deve ser gerada uma condi¢ao STOP pelo mesmo e repetida a transacg¢ao;

- Caso o dispositivo receptor activo estiver envolvido na transac¢do deve sinalizar o fim dos
dados para o dispositivo transmissor passivo, gerando um NACK no ultimo byte temporizado pelo
dispositivo passivo. O dispositivo passivo transmissor deve libertar a linha de dados para permitir
que o dispositivo activo gerar uma condi¢ao STOP.
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4.1.2.3. TO-39 package

O termémetro MLX90614BAA apresenta o formato TO-39 package (Figura 17). O termo TO
(do inglés, Transistor Outline) é utilizado ha varias décadas como padrdo industrial que rege a
construcdo e as dimensGes da embalagem e do microcontrolador condutor de corrente e
armazenamento. A embalagem TO é composta sempre por dois componentes: uma TO header e um
TO cap. Enquanto a TO header garante que os componentes encapsulados sdo fornecidos com
energia, a TO cap garante a transmissdo suave de sinais Opticos. Isto inclui os transmissores (por
exemplo, diodos de laser), bem como os receptores dos sinais épticos (por exemplo, fotodiodos).
(35]

Figura 17: TO-39 package do termémetro de infravermelhos MLX90614BAA. [33]

4.1.2.4. Pins do termometro

O termdédmetro MLX39614BAA apresenta 4 pins (Figura 18): o pin 1 possui a entrada do Serial
Clock (SCL), o pin 2 a entrada do Serial Data (SDA), ou seja, o input/output digital, o pin 3 a tensdo de
alimentacdo externa (Vop) €, por ultimo, o pin 4 constitui o ground ou terra (Vss).

Top vie
Figura 18: Vista superior dos pins do termdémetro
MLX90614BAA. SDA (do inglés, Serial DAta); PWM (do inglés,
Pulse Width Modulated); SCL (do inglés, Serial CLock); Vz (do
inglés, Zener Voltage); VDD (do inglés, Positive supply voltage);
VSS (do inglés, Negative supply voltage/ Ground). [33]
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4.1.2.5. Valores mdximos dos pardametros de utilizagdo

Parametro MLX90614ESF-BAA

Tensdo de alimentacdo, Voo (sobretensao) 5V
Tensdo de alimentacgdo, Voo (funcionamento) 3.6V
Tensdo reversa 04V
Intervalo de temperaturas de funcionamento, Ta -40 ... +85 °C
Intervalo de temperaturas de armazenamento, Ts -40 ... +125 eC
Sensibilidade da descarga electroestatica 2kV
Corrente continua para o SCL 2 mA
Corrente continua dissipada, pin SDA
Corrente continua fornecida, pin SDA

p - 25 mA
Corrente continua clamp, pin SDA
Corrente continua clamp, pin SCL

Tabela 2: Valores maximos absolutos dos parametros do termémetro de infravermelhos MLX90614ESF-BAA da Melexis.
[33]

4.1.2.6. Campo de visdo

A distancia e as dimensGes do alvo, ao qual se pretende medir a temperatura, sdo
fundamentais para a precisdo da maioria dos termdmetros de infravermelhos. [36] O termo campo
de visdo (do inglés, Field of View, FOV) é utilizado em todos os instrumentos de infravermelhos e
representa o angulo através do qual um detector recebe radiacdo electromagnética, neste caso,
radiacdao infravermelha. [37] Deste modo, o valor medido por um termémetro de infravermelhos
correspondera a temperatura média de todos os objectos que se encontrem no seu campo de visao.

Wall

A -~

Figura 19: Campo de visdo de um instrumento. [36]

Recorrendo ao exemplo da Figura 19, observamos que o objecto A preenche o campo de
visdo do sensor, logo a Unica temperatura que o sensor detecta é a do objecto, de modo que a
temperatura do objecto sera indicada com precisdo. Relativamente ao exemplo do objecto B, ou
seja, removendo o objecto A, observamos que este se encontra a uma maior distdncia do
termdmetro, ndo ocupando todo o campo de visdo, o que permite ao termémetro medir também a
temperatura da parede (Wall, respectivamente). Deste modo, o termdmetro indicara uma
temperatura média resultante da influéncia do objecto B e da parede. Caso se pretenda obter a
temperatura do objecto B, deve acontecer uma das seguintes situagdes:

25




Aproximar o objecto B ao termdmetro ou vice-versa;
Aumentar/substituir o objecto B de modo a que este preencha todo o campo de
visdo do termometro;

3. Diminuir o compensador de emissividade para compensar a perda de energia devida
a emissividade do objecto ser inferior a 1;

4. Arranjar um termémetro com um campo de visao menor.

O campo de visdo é descrito por uma relacdo entre a distancia objecto-sensor (D), as
dimensdes do objecto (S) e pelo angulo da FOV (FOV), da seguinte forma:

D
FOV
tan(=)
O modelo do termdmetro de infravermelhos utilizado neste trabalho apresenta uma FOV de
909 (Figura 20). [33]

Fov

S = & D=S Xtan(T)

1.00

0.75 1

0.50 -

0.25 1

Angle, Deg

0.00
-80" -60° -40° -20° o® 20 40° 60" 80"

Figura 20: Grafico do campo de visdo (FOV) do termémetro MLX90614BAA.
[33]

Logo, sabendo que a tan(45°) é 1, a distancia (D) a que se deve colocar o termdmetro da
amostra é dada por,

D =S Xtan(45°) <D =S

Ou seja, para que se avalie a temperatura de um objecto com precisdo através deste modelo
de termdmetro de infravermelhos, as dimensdes do objecto tém de se igualar a distancia objecto-
termdémetro.

4.1.3. Arduino UNO

O Arduino é uma plataforma open-source de prototipagem electrénica com base numa
flexivel e facil utilizacao de hardware e software. Destina-se a artistas, designers, inventores ou para
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qualquer pessoa interessada em criar objectos ou ambientes interactivos. [38] O Arduino utilizado
no presente trabalho foi o Arduino UNO, nomeadamente, o modelo R3 (ver Figuras 21 e 22).

‘ "":‘ ARDUINO

(a2) (=) vy (o)

Figura 21: Arduino UNO modelo R3 visto superiormente. [51]
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Figura 22: Arduino UNO modelo R3 visto inferiormente. [52]

4.1.4. Montagem dos componentes do dispositivo

Como referido anteriormente, os principais componentes do dispositivo sdo a webcam e o
termdmetro de infravermelhos MLX90614 e, como tal, é necessdrio proceder as suas respectivas
montagens.

Para a incorporagdo da webcam no dispositivo foi necessdrio apenas um cabo USB de forma
a conectd-la ao computador e, por sua vez, ao MATLAB.
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Por outro lado, para a incorporacdo do termémetro de infravermelhos no dispositivo foram
necessdrios diversos outros componentes de acordo com a informacdo fornecida pela Melexis [33]
(Figura 23) e pela Empresa NanoSatisfi. [39] Assim, ao Arduino UNO ligou-se a mini breadboard
(Figura 24) com o termdmetro, as duas resisténcias, o condensador e 4 jumper wires (Figura 25).

+3.3V
(o]

R1 l]]RE U1 MCU
Vdd

w
SDA y SDA
sa ! SMBus
t+—{vaa O - SCL
3

4
C1 UNY s GND

mb 1 MLX90614Bxx
0.1uF

Figura 23: Esquema de montagem do termdmetro, das resisténcias (R1 e R2), do
condensador e do Arduino UNO (representado por MCU). [33]

Figura 24: Mini-breadboard de dimensdes (3.3x4.3) cm?
utilizada no presente trabalho. [53]

Figura 25: Montagem do Arduino UNO a mini-breadboard com o
termémetro MLX90614.

Como o termémetro MLX90614 é um dispositivo misto com sensores, baixo sinal, parte
analdgica, parte digital e circuitos I/0, é necessario um condensador de 0,1 UF entre o V44 € 0 ground
(Vss), a semelhanca da maioria dos circuitos integrados. Este tem a fun¢do de manter o ruido da
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fonte de alimentacdo baixo, visto que a restante parte do circuito pode contribuir com muito ruido
influenciando o nivel de ruido do termdmetro. [33]

As resisténcias entre o SDA, o SCL e a fonte de alimentagdo (V4d) surgem na montagem para
evitar problemas de EMC (do inglés, Electromagnetic Compability), de ruido, de degradacdo do nivel
e dissipacdo de energia. Como se encontram conectadas a fonte de alimentacdo estas resisténcias
designam-se de resisténcias pull-up e permitem que os estados dos pins correspondentes
apresentem sempre um dos dois valores logicos possiveis. [40]

Posteriormente, surgiu a necessidade de construir um suporte mais estavel para o
termdémetro, bem como aumentar a sua aproximacgao ao objecto alvo, de modo a melhorar a sua
estabilidade na montagem e evitar danos nos restantes componentes devido as elevadas
temperaturas a que sdo submetidos, respectivamente. Deste modo, colocou-se silicone a unir a
mini-breadboard ao Arduino UNO, para aumentar a estabilidade, e acrescentaram-se 5 IC sockets e 2
interconnecters entre o termdémetro e a mini-breadboard para a aproximagado ao objecto alvo (Figura
26 e 27).

Figura 26: Termémetro MLX90614 e respectiva ligagao a mini-breadboard
(5 IC sockets e 2 Interconnectors); Mini-breadboard e respectiva ligagdo ao
Arduino UNO (silicone).

Figura 27: Termdémetro MLX90614 e respectivos IC sockets
desacoplados da mini-breadboard com os 2 interconnecters.
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4.2. Descricao do Software

Ao longo do presente trabalho foi necessaria a utilizacdo de alguns softwares de forma a
cumprir todos os objectivos propostos. Inicialmente, na fase de preparacdo e montagem do
dispositivo recorreu-se a utilizacdo do software Fritzing, mas o principal software utilizado foi o
MATLAB R2012b. Através deste, construiram-se diversos algoritmos computacionais. Uma parte dos
algoritmos foi criada de forma a conseguir-se a captura de imagens (.TIFF) a partir da filmagem da
webcam em tempo real, as quais foram feitas andlises de cor segundo os trés canais de cor,
vermelho, verde e azul, (do inglés, Red Green Blue, RGB) de cada pixel das imagens. Enquanto que a
outra parte dos algoritmos criados no MATLAB, foram produzidos e utilizados para se conseguir
fazer medicbGes de temperaturas em tempo real, em graus Celsius, recorrendo-se a um termémetro
de infravermelhos, apresentando-as sob a forma de um grafico. Foi ainda utilizado o Microsoft Office
Excel para o calculo das rectas de calibracdo que posteriormente foram introduzidas no algoritmo de
implementag¢do do termdmetro de infravermelhos.

4.2.1. Fritzing

O software Fritzing é uma iniciativa open source gratuita que permite aos designers,
investigadores, entre outros, documentar e projectar os seus protoétipos, sendo possivel partilha-los
com outros utilizadores do software. O software pode ser utilizado para ensinar ou para criar um
layout de uma placa de circuito impresso (do inglés, Printed Circuit Board, PCB). Uma vez construido
o circuito na breadboard, este pode ser transferido para o Fritzing. [41] Desta forma, elaborou-se o
respectivo esquema de montagem (Figura 28) utilizado neste projecto, mostrando a ligacdo
estabelecida com os jumper wires entre o Arduino UNO e a mini breadboard com o termémetro de
infravermelhos, as duas resisténcias e o condensador.

Made with [ Fritzing.org

Figura 28: Esquema de montagem do Arduino UNO a mini breadboard com o termémetro de
infravermelhos e restantes componentes (duas resisténcias e um termémetro).

30



4.2.2. Interface grafica do dispositivo (GUI)

O software MATLAB possui um tipo de interface do utilizador a qual damos o nome de
interface gréfica do utilizador (do inglés, Graphical User Interface, GUI) (ver exemplo na Figura 29).
Esta apresenta-se sob a forma de janela do tipo “Figura” do MATLAB e nela é possivel colocar e
manipular de forma interactiva, quer seja através do rato ou do teclado, elementos graficos como
botdes, graficos, imagens, textos, entre outras coisas. Por sua vez, quando se pretende criar uma
GUI no MATLAB é necessario saber que esta apresenta dois passos principais: o primeiro passo
engloba a parte do desenho do seu layout, enquanto que o segundo passo inclui todas as funcoes
associadas a cada elemento gréfico colocado no layout, isto é, as fung¢des callback que
proporcionaram as ac¢Oes desejadas pelo utilizador. Uma acgdo particular do utilizador da GUI,
como pressionar um botdo ou passar o cursor por um componente, acciona a execucado do callback
respectivo. E o criador da GUI que escreve o que se encontra nos callbacks que definem o que cada
componente executa assim que é seleccionado. [42]

) simpleGUl > -lolx|
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Figura 29: Exemplo de uma Interface Grafica do Utilizador
(GUI). [54]

De acordo com os objectivos propostos no presente trabalho, a GUI criada e testada através
do MATLAB R2012b divide-se em trés painéis principais (de acordo com a Figura 30 e 0 Anexo I): o
primeiro painel (no canto superior esquerdo), cujo nome é “CAMERA & COLOR”, possui a filmagem
da webcam (1), a imagem da filmagem (2) e a sua respectiva andlise de cor (3), bem como os bot&es
“Iniciar Webcam”, “Color/Temperature”, “STOP” e “Webcam Calibration”; o segundo painel (no
canto inferior esquerdo), cujo nome é “TEMPERATURE”, corresponde ao parametro da temperatura
do dispositivo possuindo o grafico com a temperatura medida, bem como o botéo de calibracdo do
termdémetro, “Thermometer Calibration”; finalmente, o terceiro painel (no canto superior direito),

cujo nome é “INSTRUCTIONS”, apresenta indicagdes textuais com os principais passos para uma
correcta utilizagdo desta GUI.
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Figura 30: Layout da Interface Grafica do Utilizador no MATLAB desenvolvida para o presente trabalho. De acordo com a
Figura, o “1” corresponde ao output da webcam, o “2” a imagem capturada da filmagem em “1”, o “3” a cor resultante
da imagem em “2”, o “4” ao grafico da temperatura e o “5” ao painel de instrugées da GUI para o utilizador.

4.2.3. Algoritmos desenvolvidos para o dispositivo

Os algoritmos foram desenvolvidos e testados num computador com 4.00 GB de RAM, com
um processador Intel® Core™ i5-2410M CPU @ 2.30 GHz, a correr o sistema operativo Windows 8.1
Pro. O cédigo dos algoritmos utilizados para o funcionamento do dispositivo encontram-se nos
Anexos II, Ill, IV, V, VI, VIl e VIII. O cédigo descrito no Anexo Il (GUL.m), representa a fungdo principal
do GUI, ou seja, onde se encontram todos os callbacks. Os callbacks, que possuem fungdes, de
forma geral, dividem-se em algoritmos de fun¢Ges para a implementacdo da webcam e em
algoritmos para a implementacgdo do termémetro de infravermelhos, respectivamente os Anexos lll,
IV, V e Anexos VI, VII, VIII.

4.2.3.1. Algoritmos de implementacdao da webcam

A funcdo CAMERA.m (Anexo lll) tem a funcdo de iniciar a conexdo entre o MATLAB e a
webcam, retornando o video da filmagem (Figura 30 (1)). A fungcdo CAM_Calibration.m (Anexo V) foi
utilizada para a calibragdo da webcam, da seguinte forma: apds a coloca¢do de um cartdo preto em
frente a webcam e posteriormente clicando-se no botdo “Webcam Calibration” (Figura 30), uma
imagem do cartdo é captada, exibida e analisada relativamente a coloragdo. A andlise da coloracdo
inclui a selec¢do aleatédria de 10 pixeis, cujos valores dos canais RGB ficam guardados, sob a forma
de matrizes, para serem utilizados sempre que se realizar uma analisa a cor de uma imagem. Os
pixeis sdo escolhidos aleatoriamente da zona central da imagem, de modo a facilitar o
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posicionamento da webcam pelo utilizador. Por altimo, e apds a remogao do cartdo preto, surge a
funcdo ANALY_COLOR.m (Anexo V). Esta tem a fun¢do de captar imagens ciclicamente, escolhendo
também aleatoriamente 10 pixeis da zona central de cada, analisando os respectivos valores dos
canais RGB, subtraindo-lhes, em seguida, os valores dos canais RGB obtidos na calibracao,
retornando a cor média calculada nos 10 pixeis.

4.2.3.2. Algoritmos de implementagdo do termémetro

A fungdo THERMOMETER.m (Anexo VI) inicia-se com a instrucdo de leitura do termémetro
conectado a porta USB (denominada COM3), com uma velocidade de transmissdo da informacao (ou
Baud rate) de 9600 bits por segundo, guardando os valores por ele devolvidos. A fungdo
THERM_Calibration (Anexo VII), como o nome indica encarrega-se da calibracdo do termémetro.
Para tal, esta utiliza as rectas de calibracdao desenvolvidas previamente e que sdo apresentadas na
proxima secgdo. Por ultimo, a fungdo THERM_PLOT.m (Anexo VIII) produz o grafico da temperatura
obtida pelo termémetro e previamente calibrada em funcdo do nimero de amostras medidas.

4.3. Calibracao do Material

A calibracdo de um equipamento é fundamental para a obtencdo de resultados com
qualidade a partir do mesmo. A calibracdo previne variacdo nos resultados obtidos, garante
compatibilidade das medicGes e prevencdo de defeitos. Segundo a definicdo do Vocabulario
Internacional de Metrologia (VIM) a calibragdo corresponde a “operagdo que, em condi¢Ges
especificadas, num primeiro passo, estabelece a relagdo entre os valores da grandeza com incertezas
de medicdo provenientes de padrdes e as indicagdes correspondentes com incertezas de medicao
associadas e, num segundo passo, usa esta informagao para estabelecer uma relagdo para obter o
resultado de medicdo de uma indicacdo”. Acrescenta também que esta pode ser expressa num
enunciado, numa fun¢do, num diagrama, numa curva ou huma tabela. Sendo que em alguns casos, a
calibragdo pode consistir numa correc¢do aditiva ou multiplicativa da indicagdo com uma incerteza
de medicdo associada (VIM — GUIA ISO/IEC 99:2007 — VERSAO PORTUGUESA, Capitulo 2: Medi¢do).
(43]

Deste modo, sempre que se realizaram medi¢Ges a partir do dispositivo todos os seus
componentes foram previamente calibrados de forma a garantir a qualidade dos resultados obtidos.
Adicionalmente, e de forma a ajudar o utilizador, encontra-se descrito na interface grafico do
dispositivo (MATLAB - GUI) os principais passos a seguir para uma realizagdo correcta do protocolo
de calibracdo (Figura 31).
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INSTRUCTIONS ———

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration”.
Color and Temperature monitoring:

5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click "'STOP".

Figura 31: Painel de instrugdes da Interface
Grafica do Utilizador, com destaque
(rectangulo amarelo) para os passos a
seguir para a calibragdo dos componentes.

4.3.1. Calibracio da Webcam

A calibracdo da webcam, que se realizou previamente a cada utilizacdo da mesma, baseia-se
na informacao relativa aos trés diferentes canais de cor (RGB) existente em cada pixel da imagem
por ela captada.

Segundo o sistema RGB, o preto apresenta o valor 0 nos trés diferentes canais de cores
(0,0,0), porque o preto é constituido pela auséncia total de luz, ou seja, ndo apresenta cores. Desta
forma, o preto foi escolhido como valor de referéncia para a calibracao da webcam.

O protocolo de calibragdo da webcam inicia-se com a colocagdo de um cartdo preto na
frente da mesma, de forma a cobrir todo o seu campo de visdo (Figura 32). Em seguida, clica-se no
botdo “Webcam Calibration” na GUI do dispositivo. Este botdo permite que a webcam capte a
imagem do cartdo preto, escolhendo 10 pixéis aleatoriamente na zona central desta e guardando os
respectivos valores dos canais RGB. Posteriormente é calculada a média dos valores RGB dos 10
pixéis sendo guardada como valor de referéncia para a cor vermelha, verde e azul, respectivamente.
Assim, anteriormente a cada cdlculo da cor da imagem captada pela webcam, ocorre sempre uma
subtraccdo com os valores de referéncia das trés diferentes cores RGB para uma correcta
analise/deteccdo de cor por parte do dispositivo desenvolvido.

Figura 32: Posicionamento do cartdo preto a frente da webcam
para a realiza¢do do protocolo de calibragdo.
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4.3.2. Calibracao do Termoémetro

O termémetro MLX90614 foi previamente calibrado pelo fabricante para medir a
temperatura de objectos com emissividade 1. [33] Visto que apenas o corpo negro apresenta esta
emissividade, é necessario ajustar a calibracdo do termdmetro para medir correctamente a
temperatura de objectos com emissividade entre 0,1 e 1. A recalibragdao adoptada pelo dispositivo
dependerd da distancia entre o objecto alvo e o termdmetro de infravermelhos. Deste modo, no
inicio da utilizagdo do programa no MATLAB é pedido ao utilizador que insira um de cinco valores
diferentes para a distancia entre o termémetro e o objecto.

Deste modo, foi desenvolvido um protocolo de calibragdo nos quais foram necessarios
diversos materiais além do prdprio dispositivo: uma placa de agquecimento eléctrica, um copo de
precipitacdo de vidro de 300 mL (didmetro de 4,0+0,5 cm), suporte com garra, tampa de uma caixa
de Petri, termémetro de mercurio, dgua, régua, pipeta e crondémetro. Este protocolo foi criado para
5 distancias diferentes entre o objecto e o termdmetro, nomeadamente, 0,5, 1,0, 1,5,2,0e 2,5cm, e
como tal, realizaram-se 5 ensaios diferentes de acordo com cada uma das distancias.

A montagem do equipamento para a calibracdo (Figura 33) incluiu a colocacdo do
termdémetro de mercurio fixo pela garra do suporte sobre o copo de precipitagado. Incluiu também o
posicionamento do termdmetro de infravermelhos a uma dada distancia do copo (dependendo da
distancia do ensaio em questdo), de forma que a sua FOV incluisse o mesmo. Para melhorar o ajuste
da FOV foi necessario a utilizagdo de uma tampa de uma caixa de Petri de forma a criar altura ao
copo de precipitacdo.

Figura 33: Montagem do equipamento para executar a
calibragdo do termémetro de infravermelhos.

Concluida a montagem do equipamento para a calibragdo do termdémetro, procedeu-se ao
aquecimento da agua até a ebulicdo com a placa de aquecimento eléctrica. Colocada a dgua em
ebulicdo no copo, deu-se inicio ao crondmetro, bem como a adquisicdo de temperaturas em graus
Celsius pelo dispositivo e paralelamente a anotagdo destas juntamente com as temperaturas
indicadas pelo termémetro de mercurio. Cada um destes procedimentos teve a duragdo de 82

minutos, em que nos primeiros 26 minutos fizeram-se anota¢des de temperatura de 30 em 30
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segundos, passando estas a ser de 1 em 1 minutos até aos 50 minutos, terminando-se até aos 82
minutos com medi¢des de 2 em 2 minutos.

Posteriormente, recorreu-se ao software Microsoft Office Excel, onde os dados tabelados
referentes aos dois termdmetros foram colocados graficamente em funcdo do tempo e em funcao
um do outro, sendo criada uma recta de calibracdo para cada umas das 5 diferentes distancias
objecto-termdmetro, respectivamente.

4.4. Utilizacdao do dispositivo no processo de sintese das nanoparticulas de
ouro

O processo utilizado para a sintese das nanoparticulas de ouro dividiu-se em 4 métodos
principais: o método “Seed”, a 22 reducdo da solucdo “Seed”, o método “Growth” e, por ultimo, o
método “Seed Growth”. E importante referir que o objectivo final das nanoparticulas produzidas
nesta parte do trabalho seria a sua posterior utilizacdo para hipertermia por radia¢do laser, cujo
comprimento de onda é de 808 nm e como tal, estas deveriam apresentar absorcdo ao nivel deste
comprimento de onda.

O método “Seed” corresponde ao método de Turkevich para a sintese de nanoparticulas de
ouro, que se encontra descrito no Capitulo 2 do presente trabalho, que se realizou num recipiente
metalico preenchido com areia (com o objectivo de manter a temperatura constante). A solucdo
“Seed” resultante deste método sofreu uma 22 reducdo com um agente redutor mais potente, o
borohidreto de sddio (NaBH,). Esta 22 reducdo foi concluida em 2 horas.

O método “Growth” corresponde a produg¢dao de uma solugdo de crescimento para as
nanoparticulas, ou seja, nesta solucdo as nanoparticulas aumentam de dimensdes e a sua forma é
modelada, porque, relembrando, pretende-se a obten¢ao de nanoparticulas com absor¢ao aos 808
nm e as nanoparticulas esféricas provenientes do método “Seed” sdo pequenas demais para
possuirem esta caracteristica. Assim, este método surge com o intuito de aumentar as
nanoparticulas, o que provoca altera¢des dos seus formatos esféricos para cilindricos (passando a
designar-se nanorods), permitindo que estas absorvam a comprimentos de onda maiores (entre os
600-800 nm, como pretendido). E importante referir que este método resulta da adicdo imediata de
outros agentes redutores e modeladores ao HAuCls;, que ndo podem ser divulgados no presente
trabalho (fase de patenteamento).

O método “Seed Growth” tem uma duragdo de 15 minutos e resulta da jungdo de 5 gotas da
solucdo resultante do método “Seed” apds a 22 redugao, a solucdo do método “Growth” sob efeito
de agitacdo magnética, da qual resultam aglomerados de nanoparticulas aproximadamente esféricas
(espécie de floreados) e também nanorods.

Nestes 4 métodos do processo de sintese das nanoparticulas de ouro ocorreu em certa
altura alteracbes de cor, como tal, em todas elas o dispositivo foi utilizado para analisar a cor da
solugdo com as nanoparticulas. Relativamente a temperatura, o mesmo ndo foi necessario, pois
apenas no método “Seed” se efectuaram registos da mesma, por ser o Unico método onde é
necessdria a monitorizacdo da temperatura.
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4.5. Utilizacao do dispositivo na hipertermia das nanoparticulas de ouro

De forma a garantir que as nanoparticulas utilizadas nesta parte do trabalho se encontravam
na banda de absor¢do dos 808 nm (tal como a radiacdo laser utilizada), as nanoparticulas
sintetizadas anteriormente foram substituidas por nanorods comerciais. Contudo, a estas nanorods
foi-lhes adicionado um corante lipossoltvel (Sudan Ill, que apresenta uma cor vermelha) de forma a
gue quando irradiadas pelo laser fosse possivel observar a libertacdo do corante, confirmando a
ocorréncia de hipertermia das mesmas. Assim, recorreu-se a utilizagdo do dispositivo desenvolvido
no presente trabalho, nomeadamente ao termdmetro de IR, para se tentar descobrir a que
temperatura as nanorods submetidas pela radiacdo laser sofrem hipertermia.

Para uma boa visualizacdo da libertacdo do corante das nanorods aquando a incidéncia da
radiacdo laser, as nanorods cobertas com o polimero com corante foram incorporadas em cuvetes
com uma largura de (1,2 + 0,05) cm e uma altura de (4,4 + 0,05) cm preenchidas com agar no seu
interior (Figura 34), designadas de fantomas.

M

Figura 34: Algumas cuvetes de plastico
transparente com nanorods em agar.

Seleccionada uma das cuvetes e captada uma imagem microscépica das suas nanorods,
procedeu-se a realizagdo de duas medi¢des de temperatura durante a sua exposi¢ado a radiagdo laser
de 808 nm: na primeira medicdo fez-se incidir a radiacdo durante 10 minutos, registando-se a
temperatura graficamente através da GUI do dispositivo e captando-se uma imagem microscépica
das nanorods da cuvete, na segunda medicdo fez-se incidir a radia¢do laser durante 20 minutos,
voltando a registar-se da mesma forma os resultados.
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Capitulo 5

Resultados

Neste capitulo encontram-se os resultados do trabalho desenvolvido a partir da metodologia
descrita no capitulo anterior, bem como breves considera¢des sobre os mesmos. Os resultados
obtidos encontram-se divididos em trés secc¢Oes principais: a calibracdo do termdmetro de
infravermelhos, o processo de sintese de nanoparticulas de ouro e a hipertermia de nanoparticulas
de ouro. E importante referir, que apesar de n3o existir uma sec¢io onde se aborde a calibragdo da
webcam, esta esta presente nas duas ultimas sec¢des deste capitulo.

5.1. Calibracao do termometro de infravermelhos

Como referido no Capitulo 4, foram realizados 5 ensaios experimentais diferentes com a
duracdo de 82 minutos de forma a criar rectas de calibragdo para o termdémetro IR que incorpora o
dispositivo desenvolvido no presente trabalho. A cada ensaio experimental foram anotadas as
temperaturas do termometro IR e do termdmetro de mercurio em graus Celsius. O niumero de
ensaios experimentais deve-se ao numero de vezes que se fez variar a distancia entre o copo de
precipitacdo com a dgua e o termdmetro IR. Seguem-se entdo os resultados obtidos graficamente
para as distancias 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, e 2,5 cm, bem como um grafico final com as 5 rectas de
calibracdo obtidas para cada distancia, respectivamente.

Para a distancia de 0,5 cm, obteve-se o grafico apresentado na Figura 35.

Termometro IR VS Termometro Mercurio (0,5 cm)
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Figura 35: Grafico da variagdao da temperatura do termémetro IR e do termémetro de mercurio em fun¢do do tempo
para distancia copo-termémetro IR de 0,5 cm.
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Para a distancia de 1,0 cm, obteve-se o grafico apresentado na Figura 36.

Termometro IR VS Termometro Mercurio (1,0 cm)
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Figura 36: Grafico da variagdo da temperatura do termémetro IR e do termdmetro de mercurio em fungdo do tempo
para distancia copo-termémetro IR de 1,0 cm.

Para a distancia de 1,5 cm, obteve-se o grafico apresentado na Figura 37.

Termometro IR VS Termometro Mercurio (1,5 cm)
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Figura 37: Grafico da variagdo da temperatura do termémetro IR e do termémetro de mercurio em fungdo do tempo
para distancia copo-termémetro IR de 1,5 cm.

39



Para a distancia de 2,0 cm, obteve-se o grafico apresentado na Figura 38.

Termometro IR VS Termémetro Mercurio (2,0 cm)
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Figura 38: Grafico da variagdo da temperatura do termémetro IR e do termédmetro de mercurio em fung¢do do tempo
para distancia copo-termémetro IR de 2,0 cm.

Para a distancia de 2,5 cm, obteve-se o grafico apresentado na Figura 39.

Termometro IR VS Termémetro Mercurio (2,5 cm)
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Figura 39: Grafico da variagdo da temperatura do termdémetro IR e do termémetro de mercurio em fung¢do do tempo
para distancia copo-termémetro IR de 2,5 cm.
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Finalmente, criaram-se as rectas de calibracdo para cada distancia considerada, as quais se
encontram apresentadas na Figura 40. Estas rectas podem ser descritas em funcdo do termémetro
de mercurio (x), sendo que o termdémetro de infravermelhos é representado pelo y:

Para a distanciade 0,5cm: y = 0,9581x + 0,5947
Para a distdnciade 1,0cm: y = 0,8830x + 2,4929
Para a distanciade 1,5cm: y = 0,8418x + 3,3087
Para a distanciade 2,0cm: y = 0,7571x + 5,4848
y

Para a distancia de 2,5 cm: = 0,7624x + 5,0783

Rectas de calibragao para o Termometro IR

y = 0,883x+2,4929
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Figura 40: Grafico com as rectas de calibragao criadas para as 5 distancias, respectivamente.
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5.2. Processo de sintese de nanoparticulas de ouro

O processo de sintese das nanoparticulas de ouro utilizado foi divido em quatro partes
principais: método “Seed”, método “Seed” (22 reducdo), método “Growth” e método “Seed
Growth”.

5.2.1. Método “Seed”

Para monitorizar a temperatura e a coloragao da solucdo do método “Seed” através do
dispositivo desenvolvido foi necessario montar todos os seus componentes de acordo com o local de
realizacdo do método (recipiente metdlico com areia) (Figura 41).

Figura 41: Montagem dos componentes do dispositivo para a monitorizagao do
método "Seed".

Apds a montagem do dispositivo, acedeu-se ao seu GUI no computador de forma a
verificar se a montagem da webcam se encontrava correctamente, isto &, se a sua filmagem focava a
regido do baldo onde se iria encontrar a solugdo de nanoparticulas de ouro com o agitador
magnético (Figura 42).
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— CAMERA & COLOR INSTRUCTIONS.

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.

[ Color/Temperature }

Color and Temperature monitoring:
5) Click ‘Color/Temperature’

B 1 - To pause the monitoring:
Webcam Calbration 6) Click 'STOP".

— TEMPERATURE

Thermometer Calibration

Edit Text |

Figura 42: Visualizagdo da filmagem da webcam do dispositivo na GUI previamente a
realizagdo do método “Seed”.

Colocado o HAuCls no baldo, observou-se imediatamente que a areia apresentava uma
grande contribuicdo para analise da cor da solu¢do. Como tal, procedeu-se a introducdo de papel
branco entre o baldo e a areia, como demonstrado na Figura 43.

Figura 43: Introdugao do papel entre o baldo e a areia.
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De seguida, e antes de se dar inicio a monitorizacdo da solugdo, tanto o termémetro como a
webcam foram calibrados de acordo com o protocolo de calibragdo criado para cada um (Figura 44 e

Figura 45, respectivamente).

INSTRUCTIONS

— CAMERA & COLOR

Iniciar Webcam

Color/Temperature

STOP

Webcam Calibration

B Thermometer.. = 5

Introduce distance thermometer-object (cm):
og

oK Cancel

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’
Color and Temperature monitoring:

5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP".

— TEMPERATURE

Thermometer Calibration

Edit Text

Figura 44: Janela de calibra¢do do termdometro IR da Interface Grafica do Utilizador do dispositivo onde o utilizador introduz a

distancia termémetro-objecto, neste caso 0,5 cm.

INSTRUCTIONS

—CAMERA & COLOR

Iniciar Webcam

Color/Temperature

STOP

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration'.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration'.
Color and Temperature monitoring:

5) Click ‘Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP".

— TEMPERATURE

Thermometer Calibration

Figura 45: Calibragdo da webcam com o cartdo preto.

Edit Text
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Concluida a calibracdo do dispositivo, deu-se inicio a monitorizacdo da colora¢do e da
temperatura da solugdo do método “Seed” ao clicar-se no botdo “Color/Temperature” existente na
GUI (Figura 46). E importante referir que o valor das temperaturas lidas pelo termémetro IR também
foram apresentadas na Command Window do MATLAB (Figura 47) para além de poderem ser
visualizadas graficamente na GUI.

— CAMERA & COLOR INSTRUCTIONS
Iniciar Webcam ¥
Start:
1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Color/Temperature \ Webcam Calibration:
‘ 2) Place the black card in front of the
s entire webcam image
STOP ’ 3) Click 'Webcam Calibration'.
4 Thermometer Calibration:
. { 4) Click Thermometer Calibration’
s Color and Temperature monitoring:
5) Click "Color/Temperature’.
L To pause the monitoring:
Webcam Calibration 6) Click 'STOP".
—TEMPERATURE

5 Real-time Temperature Readings, °C
Thermometer Calibration 0

Edit Text
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Figura 46: GUI em funcionamento durante o método "Seed". Observagdes: Os quadrados vermelhos existentes na parte
superior do gafico da temperatura correspondem aos valores de temperatura medidos pelo dispositivo. Por sua vez, os
quadrados vermelhos existentes na parte inferior do grafico da temperatura correspondem aos valores das posigdes vectoriais
em que as temperaturas imediatamente acima estdo a ser guardadas. Os pontos pretos, correspondentes ao valor 852C,
correspondem ao valor de temperatura minima necessario atingir para que ocorra a ebuli¢cdo da solugao de nanoparticulas de
ouro durante o método “Seed”.
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Figura 47: Command Window do MATLAB apresentando as temperaturas
lidas pelo termémetro IR (correspondente ao valor de “ans”).

Atingido o ponto de ebulicdo do HAuCI, (aproximadamente 96,0 + 1,0 2C medidos pelo
termdémetro IR e 90,0 + 0,5 2C pelo termdmetro de mercurio), adicionou-se o citrato de sédio ao
baldo, obtendo-se de imediato uma alteragdo de cor de amarelo translicido para vermelho escuro
(Figura 48). Apds 10 minutos, a solugdo foi removida, verificando-se que esta apresentava uma
tonalidade de vermelho diferente consoante a luz que nela incidia (Figura 49).

A solugdo “Seed” resultante deste método foi constituida maioritariamente por
nanoparticulas de ouro esféricas com absorcdo nos 500-600 nm (valor medido através de um
espectofotdmetro).
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Figura 48: GUI com a monitoriza¢do da solugdo "Seed" resultante do método.
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5.2.2. Método “Seed” (22 reducio)

A solucdo “Seed” obtida anteriormente adicionou-se um segundo agente redutor num meio
arrefecido com gelo e sob agitacdo magnética durante 2 horas. Como tal, através do dispositivo foi
possivel detectar ligeiras alteracdes na cor da solucdo ao longo da reacgdo. Neste método, apesar de
ser em gelo, a temperatura ndo foi monitorizada, pois foi referido que o gelo é necessario apenas
para a solugdo nao estar quente.

De acordo com a Figura 50, iniciou-se o GUI do dispositivo de forma verificar se a montagem
da webcam se encontrava correcta (tal como efectuado para o método “Seed”) (Figura 51).

Figura 50: Montagem da webcam para monitorizar a adigdo do 22
redutor na solugao “Seed” obtida anteriormente.

— CAMERA & COLOR INSTRUCTIONS

Iniciar Webcam

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:
Webcam Calibration 6) Click 'STOP".

Color/Temperature

STOP

Figura 51: Visualizagdo da solucgdo "Seed" em gelo sob agitagdo magnética (excluindo o segundo painel da GUI).

De seguida, e antes de se dar inicio a monitorizagdo da solugdo, procedeu-se a calibragdo da
webcam de acordo com o seu protocolo de calibragao (Figura 52 e Figura 53).
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INSTRUCTIONS

— CAMERA & COLOR

Iniciar Webcam

Color/Temperature

STOP

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click Webcam Calibration".
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

Webcam Calibratiol 6) Click 'STOP".
Figura 52: Calibracdo da webcam (excluindo o segundo painel da GUI).
— CAMERA & COLOR INSTRUCTIONS
Iniciar Webcam
Start:
1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Color/Temperature Webcam Calibration:
2) Place the black card in front of the
entire webcam image.
STOP 3) Click 'Webcam Calibration'.

Webcam Calibrati

Thermometer Calibration:
4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:
5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:
6) Click 'STOP".

Figura 53: Remogao do cartdo preto de calibragdo do campo de visdo da webcam (excluindo o segundo painel da GUI).

Concluida a calibragdo da webcam do dispositivo, deu-se inicio a monitoriza¢do da coloragdo
da solucgdo ao clicar-se no botdo “Color/Temperature” existente na GUI (Figura 54).

INSTRUCTIONS

— CAMERA & COLOR

Iniciar Webcam

STOP

Webcam Calibration

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click ‘Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP'.

Figura 54: Inicio da andlise da cor da solugdo, ou seja, ap6s o "click" no botdo "Color/Temperature" (excluindo o segundo
painel da GUI).

Em seguida, adicionou-se o borohidreto de sddio (NaBH,) a solucdo “Seed” colocada em gelo
e imediatamente foi possivel observar uma alteragdo da cor da solugdo (Figura 55).

Ao longo da reacgdo de 2 horas detectou-se uma alteragdo continua da cor da solucdo
através do dispositivo, sendo que no final desta foi possivel observar que a cor vermelha inicial da
solucdo sofreu um aclaramento de tonalidade significativo, tornando-se numa solu¢gdo com a
coloracgdo vermelho claro (Figura 56).
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—CAMERA & COLOR
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Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click 'Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP".

Figura 55: Imediatamente apds a adigdo do 22 agente redutor na solugio "Seed" (excluindo o segundo painel da GUI).

INSTRUCTIONS

—CAMERA & COLOR

[ [
‘ Webcam Calibration
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STOP

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click 'Color/Temperature’.
To pause the monitoring:
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Figura 56: Solugdo "Seed" com o 22 agente redutor apds as duas horas (excluindo o segundo painel da GUI).

5.2.3. Método “Growth”

INSTRUCTIONS ———

Durante o método “Growth”, o parametro importante a observar foi a coloragao, visto que a
reaccdo foi realizada a temperatura ambiente (262C). Como tal, procedeu-se apenas a montagem da
webcam do dispositivo, de acordo com o posicionamento do copo de precipitacdo sobre a placa de
agitacdo magnética onde se deu a reacgdo do método (Figura 57).

Figura 57: Montagem da webcam do dispositivo
para a monitorizacao do método "Growth".
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Colocado o HAuCl4 no copo de precipitacdo juntamente com o agitador magnético, iniciou-se
a GUI do dispositivo de forma verificar a montagem da webcam procedendo-se, de seguida, a
realizacdo do protocolo de calibracdo da webcam (Figura 58) e (Figura 59).

INSTRUCTIONS

— CAMERA & COLOR

Iniciar Webcam

Color/Temperature

STOP

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP"

—TEMPERATURE ‘
Figura 58: Calibragdo da webcam (excluindo o segundo painel da GUI).
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3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
Color and Temperature monitoring:

5) Click 'Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP".

INSTRUCTIONS —

— TEMPERATURE

Figura 59: Remogao do cartdo preto de calibragdo do campo de visdo da webcam (excluindo o segundo painel da GUI).

Concluida a calibracdo do dispositivo, deu-se inicio a monitorizagdo da coloragdo da solugdo
ao clicar-se no botdo “Color/Temperature” existente na GUI (Figura 60).

—CAMERA & COLOR

T

Iniciar Webcam

: Color/Temperature ;
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—

Webcam Calibration

Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration".
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration”.
Color and Temperature monitoring:

5) Click "Color/Temperature’.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP".

INSTRUCTIONS ——

— TEMPERATURE

Figura 60: GUI em funcionamento durante o método "Growth" apés a adicdo de HAuCl, no copo de precipitagdo (excluindo o

segundo painel da GUI).
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Pouco tempo depois adicionaram-se os agentes redutores e modeladores a solugéo,
concluindo-se a reacgdo. Posteriormente foi possivel observar a “olho nu” uma alteragdo de cor por
parte da solugdo de amarelo muito claro para castanho esverdeado (Figura 61). No entanto, através
do dispositivo esta alteracdo de cor variou de castanho claro (Figura 60 acima) para castanho escuro
(Figura 62 abaixo).

Vv 1‘.’

Figura 61: Resultado final da reac¢do do método "Growth" onde se observa a
solugdo da cor castanho esverdeado.

— CAMERA & COLOR INSTRUCTIONS

Iniciar Webcam
Start:

1) Click ‘Iniciar Webcam'.
Webcam Calibration:

2) Place the black card in front of the
entire webcam image.

3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration".
Color and Temperature monitoring:

5) Click 'Color/Temperature”.
To pause the monitoring:

6) Click 'STOP'.

| Color/Temperatu

STOP

Webcam Calibration

—TEMPERATURE

Figura 62: Coloragdo da solugdo "Growth" obtida pelo dispositivo no final da realizagdo do método "Growth" (excluindo o segundo
painel da GUI).

5.2.4. Método “Seed Growth”

Relativamente ao método “Seed Growth”, é importante referir que se realizou a
temperatura ambiente e de forma continua com o método “Growth” descrito anteriormente. Isto &,
mantendo o mesmo posicionamento da webcam e utilizando o mesmo copo de precipitacdo onde se
encontrava a solucdao “Growth”, a mesma GUI e o mesmo equipamento. Sendo que, apds a adigdo
das 5 gotas da solugdo “Seed” (apds a 22 redugao) na solugdo “Growth”, resultando na solugao “Seed
Growth”, observou-se uma pequena e imediata alteragdo na colora¢do da solugdo “Growth”
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relativamente a esta nova solugdo (Figura 62 e Figura 63), mantendo-se esta por mais 15 minutos

sob agitacdo magnética.

INSTRUCTIONS

— CAMERA & COLOR

Iniciar Webcam
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Webcam Calibration

Start:
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Webcam Calibration:
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3) Click 'Webcam Calibration’.
Thermometer Calibration:

4) Click Thermometer Calibration’.
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Figura 63: GUI em funcionamento durante o método “Seed Growth” apds a adi¢do das 5 gotas de solugdo “Seed” (apds 22
reducdo) no copo de precipitagcdo com a solugido “Growth” (excluindo o segundo painel da GUI).

Passados os 15 minutos de agitacdo magnética ndo se verificou uma alteracdo de cor
significativa, mas que devido ao magneto branco presente na solugdo, esta alteragao tornou-se
significativa. Por outras palavras, a influéncia do magneto branco em funcionamento ou ndo, tornou-
se um factor crucial para uma ma ou boa analise de cor da solugdo por parte do dispositivo,

respectivamente (Figura 64 e Figura 65).
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Figura 64: GUI demonstrando a solugdo "Seed Growth" passados 15 minutos da adi¢do das 5 gotas de solugao “Seed” (apods 22

redugdo) sob agitacdo magnética (excluindo o segundo painel da GUI).
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Figura 65: GUI demonstrando a solu¢do "Seed Growth" passados 15 minutos da adi¢do das 5 gotas de solugdo “Seed” (apds 22

reduc¢do) sem agitacdo magnética (excluindo o segundo painel da GUI).
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5.3. Hipertermia de nanoparticulas de ouro através de radiacao laser

Numa fase posterior foram construidos fantomas com as nanorods de ouro revestidas com o
polimero com o corante e procedeu-se a irradiagdo com o feixe laser com o objectivo de provocar a
ruptura das nanoparticulas por hipertermia. Nesta experiéncia, o termdmetro IR do dispositivo
desenvolvido foi utilizado para quantificar o aumento de temperatura produzido pela radiacdo laser
no interior de um fantoma contendo nanoparticulas funcionalizadas (Figura 66).

Figura 66: Imagem microscépica das nanorods da cuvete selecionada para a experiéncia
previamente a realizagdo da mesma.

A cuvete utilizada possuia um formato de paralelepipedo rectangular com uma largura de
(1,20 £ 0,05) cm e uma altura de (4,40 £ 0,05) cm. Deste modo, o termdmetro foi colocado a cerca
de 0,5 cm da cuvete, de forma a que a FOV cobrisse toda a largura da cuvete, nomeadamente que
cobrisse toda a distribuicdo de nanorods no seu interior. Assim, concluida a montagem (Figura 67 e
Figura 68), fez-se incidir a radiacdo laser na cuvete e registaram-se as respectivas temperaturas
através da GUI do dispositivo.

54



Figura 67: Posicionamento (a direita na imagem) da cuvete e do termémetro IR na montagem.

Figura 68: Posicionamente do termdémetro IR relativamente a cuvete com as nanorods
(vista superior).

As Figuras 69 e 70 que se seguem apresentam os graficos resultantes das duas medi¢des de
temperatura no interior das cuvetes, em que na primeira medicdo (radiacdo laser durante 10
minutos) foram atingidos no maximo aproximadamente 38 2C e na segunda (radiagdo laser durante
20 minutos) aproximadamente 43 2C, respectivamente.
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Figura 69: Grafico resultante da 12 medigdo (irradiagdo durante 10 minutos) em que a temperatura maxima obtida pelo
dispositivo foi de 38,0 2C (excluindo o primeiro painel da GUI). Observagdo: O registo correspondente a sample 47 (final do
grafico) demonstram a diminui¢do de temperatura no interior da cuvete devido a paragem do funcionamento do feixe

laser.
— TEMPERATURE
o Real-time Temperature Readings, °C
Ther Calibration 0 = = : - =

80

o
=

s
[}

Temperature(C)

s
[}

Samples

Figura 70: Grafico resultante da 22 medig¢do (irradiagdo durante 20 minutos) em que a temperatura maxima obtida pelo
dispositivo foi de 43,2 2C (excluindo o primeiro painel da GUI). Observagdo: O registo correspondente as samples 69 e 70
(final do grafico) demonstram a uma diminui¢do de temperatura no interior da cuvete devido a paragem do funcionamento

do feixe laser.

De acordo com cada medigdo foram captadas imagens microscdpicas das nanorods na

cuvete apos as

irradiacgoes (Figura 71 e Figura 72).
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Figura 71: Imagem microscépica das nanorods apds a primeira medigdo.
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Figura 72: Imagem microscopica das nanorods apés a segunda medicdo.
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Capitulo 6

Discussao e Conclusao

O trabalho apresentado nesta dissertacdo tinha como principal objectivo a criagdo de um
dispositivo de monitorizacdo para o processo de sintese de nanoparticulas de ouro, bem como a
monitorizacdo da sua ruptura/activacdo por hipertermia através de um feixe laser. Para concretizar
este objectivo foi fundamental conhecer o processo de sintese e as caracteristicas das
nanoparticulas de ouro, bem como as técnicas de caracterizacdo das mesmas.

Assim, para responder aos objectivos apresentados no inicio do trabalho, o capitulo que se
segue apresenta a discussdo e a conclusdo do trabalho, incluindo limitacGes encontradas e
perspectivas futuras.

6.1. Discussao

O dispositivo apresentado nesta dissertagdo teve como principal objectivo a monitorizacdo
do processo de sintese de nanoparticulas de ouro, bem como a sua ruptura/activacdo por
hipertermia através de radiacao laser. Os principais componentes deste dispositivo sdo uma webcam
e um termdémetro de IR, que realizaram uma andlise de cor e medi¢Ges de temperatura,
respectivamente.

A escolha do termdmetro de IR teve por base a sua capacidade de funcionamento a
distancia, isto é, para medir a temperatura de um objecto ndo necessita estar em contacto com o
mesmo, nao interferindo de modo algum com o objecto. O facto deste termdmetro vir calibrado
para realizar medi¢Bes de temperatura a objectos com emissividade igual a 1 e apresentar uma FOV
de 902 fez com que fosse realizado um protocolo de calibracdo para o mesmo. A FOV de 902 veio a
revelar-se uma desvantagem para o dispositivo, pois implica que o termdédmetro tenha de ser
posicionado muito préximo do objecto ao qual se pretende medir a temperatura. Esta desvantagem
foi sentida principalmente na aplicacdo do dispositivo no método “Seed” na sintese de
nanoparticulas de ouro.

A escolha da webcam para incorporar o dispositivo teve por base o seu baixo custo, a sua
alta resolucdo e a sua facilidade de ligacdo e funcionamento com o software MATLAB. Contudo, o
ajuste de luz automatico que a compde, veio a revelar-se uma desvantagem na fun¢do de analise de
cor por parte do dispositivo desenvolvido.

Durante as varias etapas do processo de sintese de NPs de ouro, a GUI do dispositivo revelou
ao longo do seu funcionamento uma lentidao exponencial. Tal verificou-se em todas as etapas em
gue eram utilizados os dois componentes do dispositivo em simultaneo, sobrecarregando a memdoria
do software MATLAB, o que indica que a memdria do mesmo ndo estd a ser libertada
correctamente. Na experiéncia de hipertermia das NPs de ouro foi apenas utilizado o termdémetro de
IR e como tal esta lentidao ndo se verificou.

6.1.1. Calibracao dos componentes do dispositivo

O ajuste automatico de luz da webcam contribuiu para que fosse criado um protocolo de
calibracdo para a mesma, visto que a coloragao da sua filmagem dependia da luminosidade em seu
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redor. Na realizacdo deste protocolo, foi importante que o dispositivo detectasse que o cartdo preto
era, de facto, preto e ndo cinzento, por exemplo. Apesar de nas imagens dos resultados obtidos a
calibracdo da webcam detectar a cor preta ou proximo dela (Figuras 44, 52 e 58), nem sempre isso
aconteceu devido a reflexdo de luz por parte do cartdo preto. Assim, por diversas vezes o protocolo
de calibragdo teve de ser repetido varias vezes anteriormente a utilizacdo da webcam no dispositivo
para por exemplo, melhor ajustar a inclinagdo do cartdo preto de forma a que nao reflectisse tanta
luz directamente para a webcam. Contudo, o protocolo de calibracdo da webcam compensou o seu
ajuste automatico de luz.

Relativamente ao termdmetro de IR MLX90614, como referido anteriormente, possuia uma
calibracdo de origem para objectos com emissividade igual a 1 (corpo negro). Contudo, este foi
utilizado para efectuar medi¢Oes a objectos com emissividade inferior a 1. Assim, para se obter
valores de temperatura correctos, procedeu-se a criacdo de rectas de calibracdo que seriam
introduzidas na GUI do dispositivo.

Durante a experiéncia de criacdo das rectas de calibragdo surgiram algumas dificuldades.
Nomeadamente, a passagem de pessoas junto do termdmetro de IR durante as experiéncias e a
colocacdo de 4gua a cerca de 100°C no copo de precipitacdo. E certo que as pessoas emitem
radiacdo infravermelha e, por isso, sempre que alguém passava junto do termdmetro de IR, este
captava alguma dessa radiacdo alterando a temperatura média que registava. A importancia da
temperatura no copo de precipitacdo era fundamental para que ndo ocorresse extrapolacdo na
calibracdo do termémetro. A dgua utilizada deveria atingir o valor da temperatura maxima medida
pelo termdémetro aquando a sua utilizagdo. Este valor foi de 105 9C (atingido nas medic¢Ges feitas no
método “Seed”), mas este valor de temperatura veio a revelar-se inalcancdvel no copo de
precipitagdo, porque ao passar-se a agua a ferver para o copo, esta arrefecia rapidamente
impedindo medi¢bes a tdo elevadas temperaturas. O maior valor de temperatura conseguido no
copo foi de 899C medido pelo termdmetro de mercurio e 842C medido pelo termémetro de IR.

6.1.2. Processo de sintese de nanoparticulas de ouro

Em todos os métodos de sintese das NPs de ouro utilizou-se a webcam do dispositivo para
realizar a analise de cor da solu¢do. Do mesmo modo, em todos eles foi utilizada agitacdo magnética
produzida através de um magneto branco incorporado nas solugdes, constituindo este a principal
fonte de ruido existente na andlise de cor das mesmas. De forma a diminuir a influéncia da cor do
magneto branco na analise de cor das solu¢des foram adoptadas duas medidas. A primeira medida
correspondeu a duplicacdo dos reagentes utilizados nos vdrios métodos. Por sua vez, a segunda
medida baseou-se no cuidado em ndo colocar a zona central das solugdes, onde predomina
fortemente a presenca do magneto, no centro da imagem visualizada pela webcam. As Figuras 54,
62, 63 e 65 ilustram alguns exemplos da interferéncia do magneto branco na determinagao da cor
das solugdes.

A montagem do dispositivo para a realizacdo do método “Seed” (Figuras 41 e 43) foi a
montagem mais complicada de todo o trabalho desenvolvido, isto porque, neste método se atingem
as maiores temperaturas e onde existiu um recipiente com areia em redor do baldo com a solucao e
uma placa de aquecimento eléctrico debaixo de toda a montagem. Relativamente ao momento de
adicdo do citrato de sddio ao HAuCl, em ebulicdo, verificou-se uma diferenca nos valores de
temperatura medidos pelos dois termometros (902C e 962C para o termdmetro de mercurio e para o
de IR, respectivamente). Pensa-se que esta diferenca de 62C se deveu ao facto de o baldo com a
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solugcdo se encontrar sobre a areia quente, sendo que esta terd contribuido para o aumento de
temperatura medido pelo termémetro de IR. A diferenca de 6 2C entre os termdémetros pode, ainda,
ter-se devido a falhas na realizacdo do protocolo de calibragcdo do termdmetro de IR, como referido
na sec¢ao anterior.

Na anadlise da cor da solugdo “Seed” nado foi apenas o magneto a interferir na mesma, mas
também a condensac¢do que ocorreu no interior do baldo, impedindo que a webcam visualiza-se a
solucdo nitidamente, como é ilustrado, por exemplo, na Figura 43 e, apesar menos perceptivel, na
Figura 46. Através da comparacdo das Figuras 48 e 49, onde se encontram imagens da solucdo
“Seed” resultante do método, poderia concluir-se que a analise de cor feita pelo dispositivo estava
incorrecta. Contudo, é importante destacar que o facto do baldo com a solugdo estar sobre a areia
impediu a passagem de luz na mesma, alterando deste modo a percep¢do de cor por parte do
dispositivo e até mesmo a do olho humano. A determinacdo de cor de uma solugdo de NPs de ouro é
fortemente dependente da quantidade e cor da luz que a atravessa.

A utilizacdo do termdmetro de IR no método em que se adiciona o 22 agente redutor a
solucdo “Seed” pode ser questiondvel, isto é, contrariamente ao método anterior, em que foi
necessario conhecer a temperatura da solucdo para lhe ser adicionado o citrato de sddio na altura
certa, neste método o parametro temperatura nao foi preciso ser conhecido. Visto que apenas era
pedido que a solucdo “Seed” arrefecesse apds a realizacdo do método anterior.

Ao comparar as Figuras 51 e 55, relativas ao método de adicdo do 22 agente redutor, é
possivel observar que o dispositivo conseguiu detectar o aclaramento de cor da solugdo ao longo das
duas horas, estando de acordo com o que na realidade aconteceu. Contudo, é importante referir
que no final do método o gelo envolvente ao copo estava praticamente todo derretido, o que
permitiu uma maior passagem de luz para a solugcdo contribuindo consideravelmente para a
detecc¢do do aclaramento da cor.

No método “Growth”, que se realizou a temperatura ambiente de 262C, recorreu-se apenas
a utilizacdo de um dos componentes do dispositivo, a webcam. As dificuldades sentidas na
monitoriza¢do deste método centraram-se principalmente na reflexdao de luz por parte do copo de
precipitacdo onde decorria a reac¢do, na presenga do magneto branco na solugdo e no baixo volume
da mesma no copo de precipitagao.

Através dos resultados obtidos no método “Seed Growth” ficou bem evidenciada a
interferéncia do magneto branco e a reflexdo de luz por parte do copo de precipitagdo na detecgdo
da cor da solucdo. As Figuras 63 e 64, que se distanciam temporalmente em apenas 15 minutos,
através da analise do dispositivo apresentam cores bastante diferentes, contudo na realidade a
solucdo apresentava uma cor praticamente idéntica. Desta forma, evidencia-se mais uma vez a
interferéncia do magneto branco e da reflexdo de luz por parte do copo de precipitacdo na analise
de cor das solugdes. Além disso, ao comparar-se as Figuras 63 e 65 ou as Figuras 64 e 65, observa-se
a diferenca de cor analisada pelo dispositivo quando o magneto se encontra a girar e quando este se
encontra parado.

6.1.3. Hipertermia de nanoparticulas de ouro através de radiacio laser

Nesta experiéncia foi utilizado apenas um dos componentes do dispositivo, nomeadamente,
o termometro de IR. O facto de se prescindir da utilizacdo da webcam nesta experiéncia, deveu-se a
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saturacdao da imagem da mesma, por causa da luz infravermelha proveniente do /aser. Sendo que,
através da filmagem da webcam, o fantoma seria um borrao cor de rosa.

Através do termodmetro de IR foi possivel obter a temperatura média do fantoma submetido
a radiacdo laser. Na primeira medicdo, em que o fantoma foi irradiado durante 10 minutos, a
temperatura maxima medida foi de aproximadamente 382C. Na segunda medicdo, em que o
fantoma foi irradiado durante 20 minutos, esta foi de aproximadamente 432C. Observou-se que
guanto mais tempo o fantoma era submetido a radiacdo laser, maior era a sua temperatura.

A radiacdo laser utilizada para a realizacdo desta experiéncia apresentou um comprimento
de onda de 808 nm, ou seja, é radiacdo laser de IR. Deste modo, para que a radiacao do laser nao
interferisse nas medicdes feitas pelo termdmetro sensivel a radiacdo de IR, houve o cuidado de
garantir que este ndo seria sensivel ao comprimento de onda da radiacdo laser. Visto que o
termdémetro de IR MLX90614 ¢é sensivel entre os 2-15um (2000-15000 nm), ou seja, o espectro de
absorcdo do termdmetro varia entre 2000-15000 nm, foi garantido que o termdmetro ndo absorveu
radiacdo laser (808 nm) durante a experiéncia.

Relativamente ao efeito da radiacdo laser nas nanorods de ouro, pode verificar-se que na
primeira medicdao, onde foram atingidos 38 2C, parece nao ter ocorrido libertacdo de corante das
nanorods. Na segunda medicdo, verificou-se um aumento da temperatura média para 43 2C, mas
ndo propriamente libertacdo de corante por parte das nanorods. De acordo com a imagem obtida na
segunda medicdo (Figura 72) verificou-se que as nanorods sofreram activacdo, parecendo também
que ocorreu a formacdo de uma bolha de ar, contudo, o processo de activacdo terd de ser
melhorado.

A temperatura obtida pelo termdémetro de IR dos fantomas, resultou da temperatura média
das nanorods e da restante drea em seu redor (o agar e a estrutura da cuvete), porque a FOV de 902
do termdmetro inclui as contribui¢cdes dos varios aglomerados de nanorods, do agar e da cuvete.
Deste modo ndo se consegue inferir a temperatura das nanorods em particular, mas sim apenas a
temperatura média do conjunto nanoparticulas, agdr e cuvete.

Além de tudo isto, a presente experiéncia foi centrada na aplicagdo clinico destes
nanossistemas. Isto é, caso estas nanorods fossem utilizadas na veiculagdo de farmacos no interior
do corpo humano (simulado pelo agar). Deste modo, seria ideal que as nanorods sofressem ruptura
por hipertermia a temperaturas ndao muito superiores que 37 2C, que corresponde a temperatura do
corpo humano, para que o paciente nao sofresse destruicdo das suas células musculares e,
consequentemente, destruicdo tecidular.

6.2. Limitacoes e Perspectivas Futuras

O termdmetro de IR apresenta uma FOV de 902 o que pode ser considerada uma limitagao,
pois implica que o termdmetro seja colocado muito proximo do objecto ao qual se pretende medir a
temperatura. Por exemplo, durante o método “Seed”, em que sdo atingidas temperaturas ao redor
dos 100 9C, o indicado teria sido afastar o termémetro do tacho com areia quente, porque este se
encontra acoplado ao Arduino através de uma camada de silicone. Contudo, o afastamento ndo
pode acontecer, pois o objectivo era medir a temperatura da solucdo “Seed” e para isso o
termdmetro teria de ficar mesmo muito préximo do baldo com reacgao.

Na hipertermia das nanorods de ouro verificou-se a impossibilidade de medicdo da
temperatura exacta das mesmas quando submetidas a radiacdo laser. Por isso, sugere-se um estudo
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profundo sobre as propriedades do agar, nomeadamente, sobre a sua capacidade de conducgdo de
calor, de forma a que seja possivel inferir a temperatura das nanorods no fantoma.

Outra limitagdo encontrada no trabalho foi a utilizagdo de uma webcam com ajuste de luz
automatico. Este ajuste automatico de luz em certas montagens do dispositivo tornou a realizacao
do protocolo de calibracdo da webcam uma tarefa complicada de realizar correctamente. Para o
protocolo de calibracdo ser realizado correctamente o cartdo preto deve ser posicionamento no
campo de visdo da webcam, de forma a que nao reflicta demasiada luz para a mesma.

De forma a contribuir para a evolugdo do trabalho desenvolvido podem ser sugeridas
diversas melhorias. Relativamente a GUI desenvolvida pode sugerir-se a introdugdo de uma secgdo
onde fosse indicado o valor numérico em graus Celsius da temperatura lida pelo termdémetro. Da
mesma forma, poderia ser acrescentada a GUl uma secgdao com os valores numéricos dos canais RGB
da cor retornada pelo dispositivo. Além disso, poderia ser introduzida a colocacdo de um threshold
de temperatura com aviso sonoro para ser utilizado, por exemplo, no método “Seed” onde é
necessario conhecer o momento em que a solugdo atinge aproximadamente os 952C. Poderia
também introduzir-se uma ferramenta na GUI que permitisse ao utilizador escolher a por¢cao da
imagem a qual pretendia que fosse realizada andlise de cor. Desta forma, poderia contornar-se
facilmente a zona branca da imagem correspondente ao magneto branco, eliminando o seu ruido na
analise de cor da solucdo.

Futuramente, poderia colocar-se o dispositivo a funcionar por tempo indefinido. Isto é, de
acordo com a oitava linha do cédigo do Anexo VI, é dada a instru¢do de funcionamento limitado ao
termdémetro. Este funcionamento encontra-se limitado, porque o termémetro regista valores de
temperatura num vector de dimensao finita, que sempre que estiver todo preenchido a GUI cessa.
Relativamente aos dados fornecidos pelo dispositivo (temperatura e cor), seria interessante que
fossem guardados no disco rigido do computador. Os dados ao serem guardados, permitiria ao
utilizador realizar uma andlise posteriormente, se assim o desejasse, visto que actualmente o
dispositivo apenas guarda a ultima imagem captada pela webcam.

6.3. Conclusao

Em suma, pode concluir-se que o dispositivo conseguiu monitorizar o processo de sintese de
NPs de ouro, bem como a sua activagao por hipertermia mediada pelo feixe laser de infravermelhos.
No entanto, existem diversas melhorias que se poderiam implementar ao dispositivo para facilitar a
sua utilizagdo e melhorar a sua apresentagao da informagao medida. Nomeadamente, facilitar a
montagem dos componentes do dispositivo e a analise da cor através do desenvolvimento de uma
ferramenta de seleccdo de por¢Ges da imagem as quais se analisaria a cor. Adicionalmente, para
facilitar a realizagdo do método “Seed”, poderia ser introduzido ao dispositivo um threshold sonoro
de temperatura (aproximadamente 95 2C) para se conhecer o momento da adi¢do do citrato de
sddio a solucdo. De forma a melhorar a apresentacdo da informacgdo disponibilizada pelo dispositivo,
poderiam ser introduzidas sec¢des na GUI com os valores numéricos da temperatura e dos canais
RGB. Finalmente, e para tornar possivel uma posterior andlise a informacdo monitorizada pelo
dispositivo, poderiam ser criados ficheiros onde esta seria guardada.
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Anexo I

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado GUL.fig que contém uma imagem da Interface
Gréfica do Utilizador (GUI) do dispositivo desenvolvido no presente trabalho.
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Figura 73: GUL.fig
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Anexo I

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado GUlL.m que contém todos os callbacks
utilizados para a criacdo da Interface Grafica do Utilizador (GUI) do dispositivo desenvolvido no
presente trabalho.

function varargout = GUI (varargin)

% GUI MATLAB code for GUI.fig

S GUI, by itself, creates a new GUI or raises the existing

% singleton*.

% H = GUI returns the handle to a new GUI or the handle to

% the existing singleton*.

% GUI ('CALLBACK',hObject,eventData, handles, ...) calls the local

% function named CALLBACK in GUI.M with the given input arguments.

% GUI ('Property', 'Value',...) creates a new GUI or raises the

% existing singleton*. Starting from the left, property value pairs
are

% applied to the GUI before GUI OpeningFcn gets called. An

% unrecognized property name or invalid value makes property
application

% stop. All inputs are passed to GUI OpeningFcn via varargin.

% *See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Choose "GUI allows only one
% instance to run (singleton)".

% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES

o\°

Edit the above text to modify the response to help GUI

o\°

Last Modified by GUIDE v2.5 04-Nov-2014 13:48:07

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui Singleton = 1;

gui State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui OpeningFcn', @GUI_ OpeningFcn,
'gui OutputFcn', @GUI OutputFcn,
'gui LayoutFcn', 1,
'gui Callback', (1

if nargin && ischar (varargin{l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui_ State, varargin{:});
else
gui mainfcn(gui_State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

Q

% —-—-- Executes just before GUI is made visible.

function GUI OpeningFcn (hObject, eventdata, handles, varargin)
% This function has no output args, see OutputFcn.

% hObject handle to figure
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$ eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% varargin command line arguments to GUI (see VARARGIN)

set (handles.axesl, 'Visible', 'off")

set (handles.axes?2, 'Visible', "off")

set (handles.axes3, 'Visible', '"off")

set (handles.axes4, 'Visible', '"off")

% Choose default command line output for GUI
handles.output = hObject;

o\

Q

% Update handles structure
guidata (hObject, handles);

% UIWAIT makes GUI wait for user response (see UIRESUME)
% uiwait (handles.figurel);

% ——-—- Outputs from this function are returned to the command line.
function varargout = GUI OutputFcn (hObject, eventdata, handles)
varargout <cell array for returning output args (see VARARGOUT) ;

oe

% hObject handle to figure
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

o)

% Get default command line output from handles structure

varargout{l} = handles.output;

% —--—- Executes on button press in pushbuttonl.

function pushbuttonl Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to pushbuttonl (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
global VidObj t calib media pixels yy y distance arduino

flag 1=1;

flag 2=1;

j=1;

t=0;

while (t==0)

for flag 1=1
ANALY COLOR( VidObj,calib media pixels,handles );
flag 1=0;
flag 2=1;

for flag 2=1

[ y, arduino ] = THERMOMETER( Jj, handles );

[ vy ] = THERM Calibration( distance, y, j, handles );
vy (J)

THERM PLOT( yy, J, handles );

j=3+1

flag 2=3;

end
end
end
guidata (hObject, handles);

Q

% —--- Executes on button press in pushbuttoni4.
function pushbutton4 Callback (hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to pushbutton4 (see GCBO)
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$ eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
global VidObj

$Webcam without preview(), because MATLAB confuses the colors when the

thermometer is turned on
[VidObj, handles]=CAMERA (handles) ;
guidata (hObject, handles);

% —--—- Executes on button press in pushbutton5.

function pushbutton5 Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to pushbuttonb5 (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
$ handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
global arduino

o\

o\

fclose (arduino) ;
guidata (hObject, handles);

% —--—- Executes on button press in pushbuttoné6.

function pushbutton6 Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to pushbutton6 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
$ handles structure with handles and user data (see GUIDATAR)
global calib media pixels VidObj

o

[calib media pixels] = CAM Calibration( VidObj, handles );

guidata (hObject, handles);

% —--- Executes on button press in pushbutton7.

function pushbutton7 Callback (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to pushbutton7 (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLABR
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

global distance

% answer=inputdlg (prompt,name,numlines,defaultanswer,options);
options.Resize='on';

distance=inputdlg ('Introduce distance thermometer-object

(cm) : ', '"Thermometer Calibration',1,{'1l'},options);

guidata (hObject, handles);

71



Anexo 111

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado CAMERA.m que contém a fungdo CAMERA()
gue implementa o algoritmo de utilizagdo da webcam no dispositivo.

function [VidObj, handles]=CAMERA( handles )
SUNTITLED3 Summary of this function goes here

Q

% Detailed explanation goes here

try

VidObj= videoinput ('winvideo',1l,'YUY2 640x480");
VidObj.ReturnedColorspace = 'rgb'; %senao aparecem mal as cores da imagem
handles.VidObj=VidOb7j;

VidObij=1; % captura de imagens

%Make the aspect ratio of the axes the same as the aspect ratio of the
camera.

vidRes = get (handles.VidObj, 'VideoResolution');
nBands = get (handles.vVidObj, 'NumberOfBands');

axes (handles.axesl)

hImage = image( zeros(vidRes (2), vidRes(l), nBands) );
preview (handles.VidObj, hImage)

catch E

msgbox ({ '"WARNING!','"' ',E.message}, 'CAM INFO'")
end
end
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Anexo IV

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado CAM_Calibration.m que contém a funcdo
CAM_Calibration() que implementa o algoritmo de utilizacdo da webcam no dispositivo.

function [ calib media pixels ] = CAM Calibration( VidObj, handles )
SUNTITLED Summary of this function goes here

% Detailed explanation goes here

vid=getsnapshot (handles.VidObj) ;

imwrite (vid, 'vid.tif','tif");

I=imread('vid.tif'");

I2=imcrop (I, [120 140 400 200]); %vid.tif --> size:480x640x3
imshow (I2, 'parent',handles.axes?)

Px=random('Poisson',100:21:300); S%gerar 10 pts entre 100 e 300
Py=random('Poisson',30:15:170); S%gerar 10 pts entre 30 e 170

pixels=impixel (12, Px, Py);
calib media pixels=round(sum(pixels/10));
matriz=zeros (255,255,3);

for a=1:255
for b=1:255
matriz(a,b,1l)=calib media pixels(1l);
matriz(a,b,2)=calib media pixels(2);
matriz(a,b,3)=calib media pixels(3);
end
end

imshow (matriz/255, "parent',handles.axes3)
drawnow

end
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AnexoV

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado ANALY_COLOR.m que contém a funcdo
ANALY_COLOR() que implementa o algoritmo de utilizagdo da webcam no dispositivo.

function ANALY COLOR( VidObj, calib media pixels, handles )
SUNTITLED4 Summary of this function goes here

Q

% Detailed explanation goes here

vid=getsnapshot (handles.VidObj) ;

imwrite (vid, 'vid.tif"', "tif");

I=imread('vid.tif");

I2=imcrop (I, [120 140 400 200]); %vid.tif --> size:480x640x3
imshow (I2, 'parent',handles.axes?2)

Px=random('Poisson',100:21:300); S%gerar 10 pts entre 100 e 300
Py=random('Poisson',30:15:170); Sgerar 10 pts entre 30 e 170

pixels=impixel (I2,Px,Py);
media pixels=round(sum(pixels/10));
matriz=zeros (255,255, 3);

for a=1:255
for b=1:255
matriz(a,b,1l)=media pixels(l)-calib media pixels(1l);
matriz(a,b,2)=media pixels(2)-calib media pixels(2);
matriz(a,b, 3)=media pixels(3)-calib media pixels(3);
end
end

imshow (matriz/255, 'parent',handles.axes3)

[

% The result using snapnow or drawnow is the same
ssnapnow

drawnow

tdrawnow expose

%pause on
%pause (0.01) ;
%delay (0.01);
end
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Anexo VI

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado THERMOMETER.m que contém a funcdo
THERMOMETER() que implementa o algoritmo de utilizagdo do termémetro de infravermelhos no
dispositivo.

function [ y, arduino ] = THERMOMETER( j, handles )
SUNTITLEDS Summary of this function goes here

[

% Detailed explanation goes here

[

$ cla (handles.axes4, '"reset')
delete(instrfind ({'Port'}, {'COM3'}));

arduino=serial ('COM3"', 'BaudRate', 9600) ;
fopen (arduino) ;

y=zeros (1,10000);
y(j)=fscanf (arduino, '%d"') ;

end
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Anexo VII

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado THERM_Calibration.m que contém a fungdo
THERM_Calibration() que implementa o algoritmo de utilizagdo do termémetro de infravermelhos
no dispositivo.

function [ yy ] = THERM Calibration( distance, y, J, handles )
SUNTITLED2 Summary of this function goes here

[

% Detailed explanation goes here

yy=zeros (1,10000);

if ~isnumeric(distance) || (str2num(distance{l})==0.5)
vy (j)=(y(3)-0.5947)/0.9581;

elseif ~isnumeric(distance) || (str2num(distance{l})==1)
yy(3)=(y(3)-2.4929)/0.883;

elseif ~isnumeric(distance) || (str2num(distance{l})==1.5)
vy (3)=(y(j)-3.3087)/0.8418;

elseif ~isnumeric(distance) || (str2num(distance{l})==2)
yy(3)=(y(3)-5.4848)/0.7571;

elseif ~isnumeric(distance) || (str2num(distance{l})==2.5)
yy(3)=(y(3)-5.0783)/0.7624;

end

end
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Anexo VIII

Neste anexo apresenta-se o ficheiro intitulado THERM_PLOT.m que contém a funcdo
THERM_PLOT() que implementa o algoritmo de utilizagdo do termdmetro de infravermelhos no
dispositivo.

function THERM PLOT( yy, J, handles )
SUNTITLED3 Summary of this function goes here

[

% Detailed explanation goes here

set (handles.axes4, 'Visible', 'on")

title (handles.axes4, 'Real-time Temperature Readings, \circC'")
xlabel (handles.axes4, 'Samples')

ylabel (handles.axes4, 'Temperature (\circC) ")

$THRESHOLD
y2=85;

plot (handles.axes4,]j,vyy, '--rs',3,v2)
grid on

drawnow

% axis (handles.axes4, 'auto')
hold (handles.axes4, 'on'")

end
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