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RESUMO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma técnica terapéutica que utiliza a interacéo entre luz e
um composto fotossensibilizante para tratar diversas condi¢cfes, incluindo tumores,
infeccbes bacterianas e doencas dermatoldgicas. Os corantes utilizados na TFD
frequentemente sofrem um processo fisico-quimico chamado agrega¢do molecular, o qual
afeta suas propriedades O6pticas, fisicas e quimicas. Compreender esse fendmeno de
agregacdo é de importancia crucial, pois ele influencia o desempenho terapéutico e
industrial desses corantes. Recentes avancos na tecnologia de lasers de estado sélido
possibilitaram investigar os processos de agregac¢ao dos corantes de forma mais precisa.
Este estudo se concentra em estudar os efeitos e a capacidade de deposicéo térmica de
lasers na solucdo de azul de orto-toluidina em agua desmineralizada. Foram empregadas
as técnicas de excitacao por feixe Unico e teste de bombeio e prova. Nos experimentos de
feixe Unico com os lasers de 663 nm e 532 nm, observou-se varia¢ao no sinal relacionado
a perturbacao no equilibrio termoquimico da relacdo dimero e monémero. Para ambos os
casos fica claro que se trata de um efeito ocasionado por processos de excitacdo e
relaxacéo térmica das moléculas. A variacdo da concentracao do corante influenciou ambos
os experimentos de feixe Unico, ampliando a amplitude do efeito observado. Testes com
variacdo de poténcia do laser demonstraram uma relacao direta entre o efeito observado e
a poténcia do laser. A interagcdo de fotons com o corante resultou em sua excitacao
eletrbnica, gerando aumento de energia e temperatura local durante o retorno ao estado
fundamental, o que impactou a proporcao de dimeros e monémeros. A analise da relacédo
entre o sinal de entrada e saida indicou a existéncia de um ponto de transi¢do, onde essa
relacdo linear sofreu uma mudanca de regime. Para o laser de 532 nm, a taxa de
transmitancia aumentou apds esse ponto, enquanto para lasers de 663 nm, diminuiu. Um
aumento na taxa de transmitancia indica que a amostra se tornou menos absorvente,
permitindo maior passagem de luz. Por outro lado, uma diminui¢cdo na taxa sugere que a
amostra se tornou mais absorvente, reduzindo a passagem de luz. No experimento de
bombeio e prova, a reversibilidade foi observada com a repeticdo do sinal ao alternar os
estados do laser de bombeio. Os lasers foram essenciais para investigar a agregacao
molecular do Azul de Toluidina, revelando comportamentos complexos e a existéncia do
ponto de transi¢cdo da taxa de transmitancia. Essa pesquisa destaca o valor da tecnologia

laser na analise de sistemas moleculares complexos.

Palavra-chave: Engenharia Biomédica; Laser; Corante; Terapia Fotodinamica;

Relaxagédo Térmica.



ABSTRACT

Study of Optical Modulation through the Molecular Aggregation Phenomenon of
Ortho-Toluidine Blue Dye

Photodynamic Therapy (PDT) is a therapeutic technique that utilizes the interaction between
light and a photosensitizing compound to treat various conditions, including tumors, bacterial
infections, and dermatological diseases. Dyes used in PDT often undergo a physical-
chemical process called molecular aggregation, affecting their optical, physical, and
chemical properties. Understanding this aggregation phenomenon is crucial as it influences
the therapeutic and industrial performance of these dyes. Recent advances in solid-state
laser technology have allowed for a more precise investigation of dye aggregation
processes. This study focuses on examining the effects and thermal deposition capacity of
lasers on ortho-toluidine blue solution in demineralized water. Single-beam excitation and
pump-and-probe techniques were employed. In single-beam experiments with 663 nm and
532 nm lasers, signal variation related to perturbation in the thermochemical equilibrium of
the dimer-monomer ratio was observed. For both cases, it is clear that this effect is caused
by molecular thermal excitation and relaxation processes. The variation in dye concentration
influenced both single-beam experiments, amplifying the amplitude of the observed effect.
Assays with different laser powers tests demonstrated a direct relationship between the
observed effect and laser power. Photon interaction with the dye resulted in electronic
excitation, generating increased energy and local temperature during the return to the
ground state, impacting the dimer-monomer ratio. Analysis of the relationship between input
and output signals indicated the existence of a transition point, where this linear relationship
underwent a regime change. For the 532 nm laser, the transmittance rate increased after
this point, while for the 663 nm lasers, it decreased. An increase in transmittance rate
suggests that the sample became less absorbent, allowing more light to pass through. On
the other hand, a decrease in the rate suggests that the sample became more absorbent,
reducing light passage. In the pump-and-probe experiment, reversibility was observed with
the signal repeating when the pump laser states were alternated. Lasers were essential for
investigating the molecular aggregation of Toluidine Blue, revealing complex behaviors and
the existence of the transmittance rate transition point. This research highlights the value of

laser technology in analyzing complex molecular systems.

Keywords: Biomedical Engineering; Laser; Dye; Photodynamic Therapy; Thermal

Relaxation.
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1. INTRODUCAO

Durante séculos a luz vem tendo importancia terapéutica na medicina. Porém, o
uso terapéutico da luz, como é conhecido hoje, se iniciou em 1900 quando Raab
observou que a combinacdo de laranja de acridina e luz poderia destruir organismos
vivos (paramécio) (RAAB, 1900). A partir dessa observagcédo inumeros estudos foram
realizados para compreender os efeitos fotodinamicos da interagdo luz mais corante.
Dessa forma, surgiu a Terapia Fotodinamica (TFD), que envolve um composto
fotossensibilizante (FS), corante, interagindo com a luz (radiacao eletromagnética) em
um determinado comprimento de onda (A) caracteristico, que coincide com A de absorgao
do FS (DA SILVA et al., 2018; MAC DONALD & DOUGHERTY, 2001; DOUGHERTY et
al., 1998). A partir da interacdo luz mais FS, ocorre producédo da espécie reativa de
oxigénio singleto (ERO), espécie esta responsavel pela morte de células in situ.

Os corantes utilizados na TFD estdo sujeitos a um processo fisico-quimico
denominado agregag&do molecular (MENG et al., 2022; LI et al., 2022). A agregacao
molecular possui a capacidade de alterar as propriedades 6pticas da molécula conforme
o nivel de agregacao. Tal fenbmeno esta presente em diversos sistemas quimicos, seja
em sistemas naturais — cadeias do DNA, proteinas, virus — ou artificiais — corantes, tintas,
moléculas organicas. A agregacao molecular trata da unido de duas ou mais moléculas
em agregados ou clusters através de uma forga “fraca”, como as Forgcas de Van der
Waals. Os corantes sdo um exemplo de molécula organica que tende a formar agregados
(MENG et al., 2022). Muito importante para a industria, eles sdo utilizados na fabricacéo
de tintas, medicamentos, lasers, dispositivos optoeletrénicos, e, como dito anteriormente,
aplicados em terapias médicas, como o caso da terapia fotodinamica (LI et al., 2022).

Nos corantes, o mecanismo de agregacdo molecular ocorre através da criacao de
um momento de dipolo (WURTHNER, 2016). A molécula de corante excitada, via
absorcao de um foton, interage com outra molécula de mesma espécie formando dimero
de estrutura geométrica do tipo J ou H (WURTHNER; KAISER; SAHA-MOLLER, 2011).
Em muitos corantes, como azul de toluidina, as bandas de absor¢cdo do dimero e do
mondmero diferem em comprimento de onda, dependendo da formacdo geométrica séo
deslocadas para o azul (tipo H) ou para o vermelho (tipo J) (VALLEAU et al., 2013).
Assim, a intensidade de absorc¢ao varia conforme a quantidade de centros absorvedores
formados por dimeros (CASTILLO-SEOANE et al., 2022). A quantidade de agregado
molecular resultante em uma solucdo de soluto (corante) mais solvente é afetado por
diversos fatores, dentre os quais a concentracao de soluto, polaridade do solvente e a

temperatura se destacam (BERTOCCHI et al., 2023). Portanto, entender os mecanismos
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de agregacéo € fundamental para a boa aplicacdo dos corantes, posto que tal fendmeno
afeta suas propriedades fisicas e quimicas.

Durante toda a histéria da humanidade, os materiais possuem um papel
importante na sociedade, em virtude disso a designacédo dos nomes das civilizactes é
de acordo com a importancia do material para a sociedade naquele momento (ldade da
Pedra, Idade do Bronze, Idade do Ferro, etc). Nos dias de hoje, desde 1950, a sociedade
vive no que é chamado de a Idade dos Semicondutores, tal material € a base para a
fabricacdo dos dispositivos eletrénicos (HUMMEL, 1998), tecnologia critica para a
conservacao do estilo de vida do homem da era moderna.

O desenvolvimento tecnoldgico dos materiais esta intrinsicamente conectado com
o crescimento do conhecimento cientifico destes. Durante o final do século 19 e inicio do
século 20 ocorreu um dos maiores saltos de descobertas para a ciéncia moderna. Neste
periodo comecou a se desvendar os mistérios da constituicdo da matéria. Assim, uma
série de modelos sobre a constituicdo do atomo foram desenvolvidos até chegar no
modelo de Niels Bohr, em 1913.

Dentre as ferramentas que sao de grande importancia para a ciéncia dos materiais
destacam-se as técnicas de caracterizacdo (SIBILIA, 1996). Essas, por suas vezes,
extraem informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas dos materiais atraves de
métodos especificos (CALLISTER JR., 2008).

As técnicas de caracterizacdo sao divididas em dois grandes blocos; as técnicas
destrutivas e as técnicas ndo destrutivas. Dentre os métodos ndo destrutivos, destacam-
se as técnicas espectroscopicas (HOLLAS, 2004). A espectroscopia é a ciéncia que
estuda a absorcéo, transmisséo, reflexdo, emissdo ou o espalhamento da radiacéao
eletromagnética pelo meio material (atomos ou moléculas), ou seja, estuda a interacéo
da radiacao eletromagnética com a matéria.

Existem diversos estudos sobre agregacdo molecular dos corantes utilizados em
Terapia Fotodinamica através das técnicas espectroscépicas (BERTOCCHI et al., 2023)
(BACELLAR et al., 2015) (YUZHAKQV, 1992). Porém, até o presente, a caracterizagao
de foto-processos em compostos foto-sensiveis tem sido feita principalmente com fontes
de luz do tipo extensas. Este tipo de fonte ndo permite os elevados fluxos de fétons em
banda estreita que podem ser obtidos utilizando um laser. Nos ultimos anos houve um
grande desenvolvimento na tecnologia de lasers de estado solido. Os modernos lasers
em estado solido oferecem diversos comprimentos de onda no visivel e permitem
trabalhar no modo continuo e pulsado com modulacéo digital de até 150 MHz de largura
de banda e tempos de subida e de descida da ordem de 2ns. Com modulacao analdgica,

vai até 350 kHz de largura de banda e tempos de subida e de descida <1us. Esta
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capacidade permite estudar a cinética de processos em escala temporal de
nanosegundos no modo digital e de microsegundos no modo analégico. Com estas
ferramentas pode-se modular o feixe de excitagdo e monitorar o transiente produzido no
feixe de prova, via absorcéo oOptica transiente.

A partir do conhecimento apresentado, emerge a importancia de entender como
a fonte laser pode influenciar o equilibrio entre dimeros e monémeros no corante azul de
orto-toluidina. Além disso, este estudo procura correlacionar essa perturbacdo do
equilibrio termoquimico com a sensibilidade do fenbmeno de agregacdo molecular as
variacfes térmicas promovidas pelo laser. Ao examinar essas relacbes, esperamos
contribuir para um conhecimento mais aprofundado das propriedades e comportamentos
complexos deste sistema molecular, com possiveis implicacbes para a terapia
fotodinamica e outras aplicacdes praticas, ampliando nosso entendimento no campo da

ciéncia e tecnologia.
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1.Hipotese

E viavel controlar o equilibrio entre dimeros e monémeros do corante azul de orto-
toluidina através do uso de uma fonte de laser para a deposi¢cdo de energia térmica,

resultando na perturbacéo do equilibrio termoquimico.

2.2.0Dbjetivo geral

O objetivo principal deste estudo € investigar os efeitos e a capacidade de
deposicao térmica de lasers na solucdo de azul de orto-toluidina em &gua

desmineralizada.

2.3.0bjetivo Especifico

Os objetivos especificos incluem:

1) - Estudar a relacdo espectral entre dimero e monémero para diferentes

concentracdes de soluto

2) - Monitorar a resposta temporal da solucédo de azul de orto-toluidina em agua
desmineralizada, utilizando fonte de radiacdo eletromagnética do tipo laser para

comprimentos de onda na faixa de absorcéo do dimero e do mondémero.

3) - Monitorar a resposta temporal do objetivo especifico 2) para diferentes

concentracgdes de soluto;

4) - Monitorar a resposta temporal do objetivo especifico 2) para diferentes

caminhos épticos;

5) - Monitorar a resposta temporal do objetivo especifico 2) para diferentes

poténcias de radiacdo eletromagnética;

6) - Extrair informacgdes do sinal de entrada e saida para diferentes poténcias de

radiacdo eletromagnética;

7) - Estudar a reversibilidade do processo.
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2.4 Justificativa

A pesquisa das propriedades de agregacdo molecular do corante azul de orto-
toluidina € de extrema importancia devido as diversas aplicacbes em areas como
biomedicina e quimica. Esse estudo propde uma abordagem diferente, utilizando fonte
laser para monitorar e perturbar o equilibrio termoquimico entre dimeros e monémeros,
possibilitando o estudo da cinética do fendbmeno de agregacdo molecular em tempo real.
Os resultados desse estudo tém potencial para melhorar a qualidade das andlises
microscopicas, contribuir para o avanco da ciéncia fundamental, possibilitar o
desenvolvimento de novos materiais e tecnologias e ajudar a entender as interacdes
moleculares em solucdes. Além disso, desempenha um papel crucial na terapia
fotodinamica, uma abordagem terapéutica importante no tratamento de condi¢des

médicas, incluindo cancer e doencas dermatoldgicas.

A pesquisa promete oferecer melhorias significativas na qualidade das analises
microscopicas, aumentando a sensibilidade e especificidade das técnicas de
visualizagdo molecular. A capacidade de monitorar a formacdo e dissociacdo de
agregados moleculares em tempo real permitira ajustes precisos nos protocolos
experimentais, validando e otimizando métodos de microscopia para estudar estruturas
dindmicas em solucéao.

Além disso, a compreensado aprofundada das propriedades de agregacdo do
corante azul de orto-toluidina pode revolucionar a terapia fotodinamica. Espera-se que
esse estudo contribua para o desenvolvimento de novos agentes fotossensibilizadores
mais eficazes e especificos. Isso podera otimizar os protocolos de tratamento,
aumentando a eficicia terapéutica e reduzindo os efeitos adversos nos pacientes. A
pesquisa também promete avancar significativamente na compreensao dos mecanismos
de acéo da terapia fotodindmica, abrindo caminho para melhorias substanciais na pratica

clinica e na qualidade de vida dos pacientes
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3. REVISAO TEORICA

3.1.Equilibrio Termoquimico

O equilibrio termoquimico € uma &rea de estudo dentro da termodinamica quimica
que se desenvolveu ao longo do tempo a medida que os cientistas buscavam
compreender e descrever os fendbmenos relacionados as reacfes quimicas.

Os fundamentos da termodinamica quimica foram estabelecidos por volta do
século XIX, com contribuicdes de varios cientistas renomados. Um dos primeiros a
investigar o tema foi o quimico e fisico francés Joseph Louis Gay-Lussac, que realizou
experimentos para determinar as relacbes quantitativas entre volumes de gases em
reacdes quimicas a temperaturas constantes (ATKINS & DE PAULA, 2006)

A nocao de equilibrio quimico comecou a ser desenvolvida por volta da metade
do século XIX, principalmente através dos trabalhos do quimico francés Claude Louis
Berthollet (BERTHOLLET, 1803), do quimico noruegués Cato Maximilian Guldberg e do
fisico-quimico noruegués Peter Waage. Os dois ultimos estabeleceram a lei da acdo das
massas, que descreve a relacdo entre as concentragdes dos reagentes e produtos em
um sistema quimico em equilibrio (GULDBERG & WAAGE, 1864).

Também em meados da segunda metade do século 19 o quimico francés Henry
Louis Le Chatelier descobriu, de forma generalizada, o comportamento de sistemas em
equilibrio ao serem perturbados. Esse comportamento foi denominado como Principio
de Le Chatelier. Tal principio mostra que um sistema em equilibrio quando alterado,
adquirira uma nova configuracéo de equilibrio, fendmeno conhecido como deslocamento
de equilibrio. O deslocamento favorece a um dos sentidos da reacéo, seja na formacéao
de mais produto (deslocamento para direita), ou na formacao de reagente (deslocamento
para esquerda) (LE CHATELIER , 1888).

Dois fatores capazes de influenciar o estado dindmico do equilibrio quimico séo a
concentragcdo de reagentes e produtos, bem como varidveis externas como pressao e
temperatura.

Em relagcdo a concentracdo, alteracdes nas concentracdes de reagentes ou
produtos podem perturbar a posicdo de equilibrio. Quando hd um aumento na
concentracdo de um reagente, o equilibrio se deslocar4 para a producdo de mais
produto. Por outro lado, um aumento na concentracdo do produto fara com que o
equilibrio se desloque, favorecendo a producéao de mais reagente.

A pressdo também desempenha um papel significativo na alteracdo dos

equilibrios quimicos. Por exemplo, mudancas na pressao podem afetar equilibrios que
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envolvem reagentes e produtos gasosos. De acordo com a lei de Boyle, um aumento na
pressédo leva a uma diminuig&o no volume. Como consequéncia, o equilibrio se deslocara
para o lado com um menor nimero de moles de moléculas de gas, minimizando o volume
do sistema. Por outro lado, uma diminuicdo na pressdo fard com que o equilibrio se
desloque para o lado com um maior numero de moléculas de gas, resultando em uma
expansao do sistema.

A temperatura € outro fator crucial que influencia os equilibrios quimicos. O
principio de Le Chatelier afirma que um aumento na temperatura favorece a direcéo
endotérmica de uma reacdo, enquanto uma diminuicdo na temperatura promove a
direcdo exotérmica. Isso implica que o equilibrio se deslocaré para a reacao endotérmica
com o0 aumento da temperatura, pois mais calor é absorvido para compensar 0 aumento
de temperatura. Por outro lado, uma diminuicdo na temperatura favorecera a reacao
exotérmica, pois calor € liberado para compensar a diminuicao de temperatura.

Em conclusdo, concentracdes, pressdo e temperatura sdo variaveis essenciais
gue podem afetar a posi¢cao do equilibrio quimico. A temperatura em especial influencia
na constante de equilibrio de processos de agrega¢cédo molecular dos corantes organicos
e, por conseguinte, altera a proporcdo de dimero e monémero.

A seguir é apresentado a teoria do equilibrio termoquimico dos corantes organicos
gue sao propensos ao processo de agregacao molecular. Compreender esses fatores e
seus respectivos efeitos é crucial para prever e controlar o processo de agregacao

molecular.
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3.1.1. Teoria do Equilibrio Termoquimico em Agregacao de Corantes

O primeiro a observar os efeitos da agregacédo molecular nas propriedades opticas
foi Sheppard em 1909 (SHEPPARD, S. E., 1909). Na ocasido, ele observou que a
molécula de isocianina possui um espectro diferente quando diluida em diferentes tipos
de solvente observando de forma clara que quando misturada em agua, esta possui um
pico na faixa 535 nm, diferentemente dos outros solventes.

Agregacdo molecular € o nome dado ao fendbmeno ocasionado pela unido
espontanea de duas ou mais moléculas. Elas podem ocorrer em sistemas naturais — tais
como uma gama de estruturas biolégicas de proteinas como de virus e organelas
(WHITESIDES, G. M. et al., 1991; PHILP, D., & STODDART, J. F.,1996; KARSENTI, E.,
2008) — ou artificiais — corantes, tintas, moléculas organicas (SHEN et al., 2021; HEYNE,
2016). A agregacao molecular € comumente encontrada em moléculas polares devido a
flutuagcbes de polarizacdo entre as moléculas vizinhas gerando forgcas de repulsdo e
atracdo, como as Forcas de Van der Waals. Tais interacbes podem ocorrer por forcas
de orientacdo, quando causadas pela interacdo dipolo-dipolo. Por forcas de inducéao
guando ocorrer interacdo de dipolo-dipolo induzido. Também pode ser ocasionado por
forcas de dispersdo, quando ha presenca instantanea de dipolos gerados pela
perturbacdo da nuvem eletrénica da molécula (HEYNE, 2016).

Dentre as moléculas que apresentam esse efeito, estdo as moléculas organicas
gue formam os corantes. Os corantes sdo agregados pela interacdo de uma molécula
excitada com outra molécula, seja no estado fundamental (Figura 1a) ou excitado (Figura

1b), através da criacdo de um momento de dipolo entre elas (Figura 1).
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Figura 1 — Processo de dimerizacdo do mondmero. (a) Dimerizacéo tipo J. (b)
Dimerizacéo tipo H.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Dependendo do estado energético das moléculas que compdem a interagdo, tém-
se duas possibilidades geométricas de agregacdo. Agregados do tipo J, de menor
energia Figura 1a, onde as moléculas se unem de forma linear, e as do tipo H, de maior
energia Figura 1b, formando uma geometria do tipo sanduiche. A Figura 2 mostra um
esquema genérico de como seriam esses dois tipos de agregacao.

Dimero - H Monobémero Dimero -J

Figura 2 — Formacdo geométrica do dimero.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Em termos espectroscopicos é possivel diferenciar esses dois tipos de formacéo.
Em relacdo a banda de absor¢do do mondémero, as do tipo J gera uma banda de
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absorcao do dimero deslocada para o vermelho enquanto que as do tipo H uma banda
deslocada para o azul (Figura 3) (WANG et al., 2020).

|1
’ ~ Il B
Dimero - H {\ Mondémero (| Dimero-17J

|
Blue Shift Red Shift ‘| |
— - |
\ |

OD

Figura 3 — Deslocamento das bandas do dimero do tipo J e H.
Fonte: De autoria propria, 2022.

Esse deslocamento pode ser explicado pelos niveis eletrbnicos que sé&o
habilitados ou desabilitados. Os estados eletrénicos sé&o habilitados ou desabilitados
conforme o momento dipolar de transicdo da formacdo do agregado, quando este é
diferente de zero ele é habilitado, quando igual a zero é desabilitado. Por exemplo, no
caso das formacgdes do tipo H o estado eletrénico de maior energia do tipo *S”1 é
habilitado, enquanto que o estado *S’1 é desabilitado. Para as formac¢fes do tipo J o
estado *S’1 estd habilitado enquanto *S”1 desabilitada (HEYNE, 2016). O esquema
eletrénico da Figura 4 mostra como ocorre nas duas formacdes de dimero.

Formagcéo H Monomero Formag&o J
* * r
S”l S 1
Y I — '.'-..... * ““‘.-
I .-..... Sl ““‘.-'
I I““.‘ 2+ I =:.'..
* ——t - --"““‘ I ..*...,..
Sl1 f | S 1 A ]
I I |
— A AN 4 v ¥
SO So SO

Legenda
=y Energia de ativacéo
=y Desativagdo radiativa
== |p Desativacdo nao radiativa

Figura 4 — Esquema da configuracgéo eletrénica do dimero de formacéo J e H.
Fonte: De autoria propria, 2022.
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Importante destacar que os dimeros com formacdes do tipo H ndo possuem por
caracteristica fluorescéncia. Todo o processo de desativagao fisica ocorre por conversao
interna (n&o radiativa) devido a desabilitagdo do estado *S’1. Mas, a formacéo J possuli
alta fluorescéncia, no entanto, de natureza diferente da fluorescéncia do mondmero,
sendo a variacdo energética entre os estados eletronicos diferente. Em uma solucao
pode-se ter os dois tipos de agregacao, dos tipos J e H, gerando um espectro com uma
banda deslocada para o azul e outra para o vermelho.

Os agregados moleculares sdo afetados por diversos fatores. Dentre eles podem
ser citados a concentracdo do soluto, polaridade do solvente e a temperatura.

A dependéncia da concentracao de soluto na agregacao molecular de corantes é
um fendmeno complexo que pode variar de acordo com as propriedades especificas do
corante e as condicdes experimentais. No entanto, existem algumas consideracdes
gerais que podem ser feitas de forma cientifica para entender essa dependéncia. Uma
delas é o efeito da concentracéo no equilibrio de agregacéo. Neste caso, a concentracéo
do corante em uma solucdo pode afetar o equilibrio entre as espécies moleculares
individuais e os agregados formados. Em concentracfes baixas, a predominancia sera
de moléculas dispersas individualmente, enquanto em concentracdes mais altas, a
tendéncia para a formacdo de agregados aumenta. ISso ocorre porque 0 aumento da
concentragdo aumenta as chances de encontros entre as moléculas, favorecendo as
interacdes necessarias para a agregacao (WANG et al., 2020; FRIEDL, 2016;
PIGNATARO, HERRERA, DODERO, 2020).

A concentracao do corante também pode influenciar a velocidade de formacao de
agregados moleculares. Concentracbes mais elevadas proporcionam maior
probabilidade de colisbes entre as moléculas, o que acelera as reacfes de agregacao.
Por outro lado, concentracBes muito altas podem levar a uma maior competicdo por
colisdes e, potencialmente, reduzir a taxa de agregacdo (RAPO & TONK, 2021; BARZAN
& HAJIESMAEILBAIGI, 2018).

Além disso, a concentracdo pode influenciar no tamanho médio dos agregados
formados. Em geral, concentra¢cdes mais altas podem levar & formacéo de agregados
maiores, uma vez que ha mais moléculas disponiveis para se juntarem ao agregado em
crescimento. Contudo, estas concentracdes mais elevadas podem aumentar a
estabilidade dos agregados, com mais interacdes moleculares presentes para manter a
estrutura do agregado (WAGNER, 2016; SLAVNOVA, CHIBISOV, GORNER, 2002).

A concentracdo do corante na solucdo é capaz de alterar suas propriedades
opticas, como a absorcéo de luz e a emissao de fluorescéncia. Ela pode influenciar essas

propriedades, pois a formacéo de agregados pode alterar o espectro de absorgéo e a
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eficiéncia de emissdo. Em algumas situacdes, concentracfes mais altas podem levar a
um deslocamento do pico de absorgéo para comprimentos de onda mais longos e a uma
diminuicdo na intensidade da absorgao (D'ILARIO & MARTINELLI, 2006; HEYNE, 2016).

O corante pode sofrer agregacdo molecular causado pela polaridade do solvente.
Os mecanismos de agregacdo molecular dos corantes causados pela polaridade do
solvente envolvem interagBes intermoleculares entre as moléculas do corante e as
moléculas do solvente. Essas interacdes podem levar a formacdo de estruturas
supramoleculares, como dimeros, oligbmeros ou agregados maiores.

Quando um corante é dissolvido em um solvente polar, as moléculas do solvente,
gue possuem cargas parciais positivas e negativas devido a sua polaridade, interagem
com as moléculas do corante por meio de forcas intermoleculares. As principais

interacdes envolvidas sao:

e LigacOes de hidrogénio: Em solventes polares, como agua ou alcoois, as
moléculas de corante podem formar ligacdes de hidrogénio com as moléculas do
solvente. Essas ligac6es podem ocorrer entre grupos doadores de hidrogénio no
corante, como hidroxilas (OH), aminas (NH) ou amidas (NH), e grupos aceitadores
de hidrogénio no solvente, como oxigénio (O) ou nitrogénio (N). A formacéao de

ligacbes de hidrogénio favorece a agregacdo das moléculas do corante.

e InteracbBes dipolo-dipolo: Solventes polares possuem dipolos moleculares, ou
seja, uma distribuicdo assimétrica de cargas elétricas, o que resulta em dipolos
permanentes nas moléculas. As moléculas do corante, por sua vez, também
podem possuir dipolos. Assim, as interacdes dipolo-dipolo entre as moléculas do

corante e do solvente contribuem para a agregagéo molecular.

e Forcas de dispersdo de London: Mesmo em solventes polares, as forcas de
dispersédo de London ainda sao presentes. Essas forcas sdo de natureza
temporaria e ocorrem devido a distribuicio momentanea de cargas nas
moléculas. As interacdes de dispersdo podem ocorrer entre as moléculas do

corante e do solvente, contribuindo para a agregacao.

Essas interagfes intermoleculares, como ligacdes de hidrogénio, dipolo-dipolo e
forcas de dispersdo de London, podem promover a aproximacdo e o alinhamento das

moléculas do corante. Isso pode levar a formacao de dimeros, onde duas moléculas de
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corante se ligam entre si por meio das interagdes mencionadas (BUJDAK, 2006; HEYNE,
2016; SPANGE, WEIR, MAYERHOFER, 2022).

Além dos dimeros, em alguns casos, em solventes com carater altamente polar,
pode ocorrer a formacao de agregados maiores, onde multiplas moléculas de corante se
ligam, formando estruturas supramoleculares. A formacdo desses agregados é
influenciada pelas propriedades estruturais e quimicas do corante, bem como pelas
propriedades do solvente (YAO et al., 2004).

A variacdo da temperatura € outro fator que influencia as interacées entre as
moléculas do corante e, consequentemente, a formacédo de agregados. A temperatura
esta diretamente relacionada a energia térmica das moléculas. A medida que a
temperatura aumenta, a energia cinética das moléculas também aumenta, levando a
uma maior agitacdo molecular. Isso pode facilitar a quebra das interagcdes moleculares
gue mantém os agregados intactos, reduzindo a estabilidade dos agregados.

A solubilidade dos corantes em um solvente pode ser influenciada pela
temperatura. Em alguns casos, o0 aumento da temperatura pode levar a um aumento na
solubilidade do corante, o que pode resultar em uma maior dispersdo das moléculas
individuais em vez da formacéo de agregados. Por outro lado, em certos sistemas, a
diminuicdo da temperatura pode favorecer a formacdo de agregados, uma vez que a
solubilidade do corante diminui (GHASEMI, NIAZI, KUBISTA, 2005; YAZDANI et al.,
2012; TAMIJI, YAZDANIPOUR, NIAZI, 2018).

O corante azul de toluidina € conhecido por formar agregados moleculares quando
presente em certas condi¢cdes. Ele é um corante basico sintético que tem sido
amplamente utilizado em histologia e microscopia para a coloracao de tecidos e células.
O corante foi sintetizado pela primeira vez no final do século XIX durante o
desenvolvimento da industria de corantes sintéticos (GARFIELD, 2006). A descoberta do
azul de toluidina foi parte de um esfor¢o maior para desenvolver corantes sintéticos como
alternativas aos corantes naturais.

O azul de toluidina € um corante basico que se liga a componentes celulares
acidos, como acidos nucleicos e proteinas. O azul de toluidina também tem sido usado
em outras areas da ciéncia, como microbiologia e neurobiologia (SILVERMAN JR;
MIGLIORATI; BARBOSA, 1984; SRIDHARAN & SHANKAR, 2012).

Este corante tem sido usado para estudar a estrutura da coclea no ouvido interno
(MA et al., 2000; HANDZEL, BURGESS, NADOL JR., 2006), além da estrutura e funcéo
do sistema nervoso (TRUMAN & BATE, 1988). Também tem sido usado em varios

estudos para investigar os efeitos de varios tratamentos em tecidos e células biolégicas.
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Por exemplo, para estudar os efeitos da radioterapia na estrutura e funcao da glandula
salivar (ZHU, et al. 2019).
Os principais tipos de agregacao molecular observados para o azul de toluidina

e Agregacao Heterogénea: O azul de toluidina pode se agregar em meio aquoso,
formando agregados heterogéneos, que podem ser visualizados como particulas
OuU grumos suspensos ha solugdo. Esses agregados podem ser causados por
interacdes hidrofébicas entre as moléculas do corante em um meio polar, como a

agua.

e Empilhamento 1r-11: O azul de toluidina contém uma estrutura cromoéfora que
permite interagcbes de empilhamento Tr-11. Essas interagdes ocorrem entre os
sistemas eletrénicos conjugados das moléculas do corante, resultando na
formagao de agregados lineares ou planares. O empilhamento 1r-11 € influenciado

por fatores como a concentracdo do corante, solvente e pH.

e Inclusdo em Ciclodextrinas: As ciclodextrinas sdo moléculas ciclicas compostas
por unidades de glicose. O azul de toluidina pode formar complexos de inclusao
com ciclodextrinas, onde as moléculas do corante sdo encapsuladas dentro da
cavidade hidrofébica das ciclodextrinas. Essa interacdo pode afetar as

propriedades do corante, como sua solubilidade e estabilidade.

E importante destacar que a agregacéo do azul de toluidina pode ter implicacdes
nas propriedades Opticas e fisico-quimicas do corante, incluindo sua capacidade de
absorcao de luz e fluorescéncia. Essas propriedades podem ser afetadas pela presenca
de agregados moleculares e pelas interacdes entre as moléculas do corante.

A compreensao dos diferentes tipos de agregacao molecular do azul de toluidina
é relevante para diversas aplica¢cdes, como em coloracao histoldgica e investigacdes em
guimica analitica e bioquimica (D'ILARIO & MARTINELLI, 2006; KIERNAN, 2006;
SRIDHARAN & SHANKAR, 2012; DE CAMPOS VIDAL & MELLO, 2019).

Na proxima secdo € demonstrado matematicamente a dependéncia das
propriedades épticas dos corantes organicos com a temperatura devido ao processo de

agregacao molecular, conforme a teoria termoquimica apresentada.



3.2.Propriedades Opticas versus Termoquimica de Corantes Organicos

Como dito na sec¢éo anterior, diversos séo os fatores que afetam o fendmeno de
agregacao molecular, sendo uma delas a temperatura. Segundo a equacéao de Van'’t Hoff

(Eq. 1) a constante de equilibrio quimico, constante que relaciona a concentracdo molar

de duas substancias em um solvente, & dependente da temperatura.

AH®

In(Kp) = —

_|_
RT

AS°
R

Kp = constante de equilibrio quimico;

AH°= variacao de entalpia-padrao (J/mol);

R = constante universal dos gases (J/mol.K);

A5°= variacao da entropia-padrao (J/mol.K);

T'= temperatura do sistema em Kelvin (K);

Para uma dada quantidade de massa (m), em uma molécula de corante organico
qualquer, sabe-se o nimero de mols (n) pela relacdo com a massa molecular (M) da
molécula (n=m/M). Quando misturada em solvente tem-se a concentracao tedrica de
soluto em solvente, [S]o. Para moléculas que sofrem agregacao, a concentracao real é

diferente da tedrica, uma vez que parte das moléculas de corante se transformam em

[1]

dimeros. A Figura 5 ilustra a diferenca entre a concentracédo tedrica e a real.

Concentracao Inicial Tedrica

Kp

Concentracao Inicial Real

Figura 5 — Concentragao tedrica X Concentracédo real.

A concentragdo inicial teérica € uma concentragdo calculada com base na
pesagem de soluto misturado em uma quantidade volumétrica de solvente, que também

foi previamente calculada, levando em conta apenas a quantidade de monémero. Ja a

Fonte: De autoria propria, 2022.




31

concentracao real € a parcela de corantes que permanece na forma monomérica, [M],

somada a concentragcdo de dimeros, [D].
Para a formacdo de um dimero sdo necessarias duas moléculas de mondémero,

assim tem-se as seguintes relacoes.

M+M=D [2]
D

Kp = [EV[]]Z [3]

[M] +2[D] = [S]o [4]

A Equacéo 4 correlaciona as concentragbes de dimero e monémero com a

concentracéao tedrica. Dividindo os dois lados dessa equacéao por [S]o, tem-se:

fmtfa=1 [5]
Onde,
_ 2[D]
fa = ST, [6]
M
fm = u [7]

[S1o

Substituindo a concentracao do dimero e do mondémero na Equacéo 4 pela relacéo

das Equaclbes 6 e 7, tem-se:

_ fa
Kﬂﬂ—ﬁﬁﬁg [8]

Onde fd = 1-fin, portanto



1_fm

Kp(T) = 5r7 72 [9]

2[SlofA
Assim, tem-se que

2
(1 +8Kp[S])V2 +1

fm

[10]
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Uma equacao de relacdo entre a absorbancia e a temperatura da amostra &

possivel utilizando a equacdo de Beer-Lambert (Equacdo 11). Mas para isso €

necessario considerar os coeficientes de extingcdo molar do dimero e do monémero

constantes quando se varia a temperatura.

A=e.[S]. 1 [11]

A = Absorbancia;
£ = Coeficiente de extincdo molar da substancia (L/mol.cm);
/S]o = Concentracdo inicial de corante (mol/L);

/= passo optico (cm);

A:= Absorbancia total;
Aq= Absorbancia do dimero;

Am = Absorbancia do monémero;

A = (g[M] + £4[D]). 1 [13]

Ar = Absorbéancia total;

em = Coeficiente de extingdo molar do monémero (L/mol.cm);
&4 = Coeficiente de extingdo molar do dimero (L/mol.cm);
/M] = Concentragdo de mondmero (mol/L);

/D] = Concentracdo de dimero (mol/L);

/= passo optico (cm);
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Substituindo as concentracdes da Equacéo 13 pelas relagbes das Equacdes 6, 7

e 8, tém-se:

2 2 [14]
A € €afm _ €d €d
Sl mtm g = m (n=3)+3 [15]
Ay €d
Slol 2
fm = []O—Sd [16]
Em — 7
Substituindo a Equacédo 10 na 16 e deixando Kp em evidéncia, tem-se:
_2
€d
Em — 7
2 A &y -1 -1 [17]
51,0 2
Kp = -
8[5],

AH° 1
T =— -
R ( c 2
e — 54
: A & | o
[S]ol 2 AS® [18]
\ y,
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Também pode-se isolar o termo A (Absorbéancia) da Equacéo 18. Assim, tem-se

a seguinte equacao:

[sd 26, — &4

|
[ (1+ 8[S]oe<—%+%)1/2 + 1J 9]

Vale lembrar que as Equactes 18 e 19 modelam a dependéncia da absorbancia
com a temperatura em uma situacao de equilibrio quimico, ou seja, quando a taxa de

transformacéo de mondmero em dimero é igual a taxa de transformacédo de dimero em
mondmero (% = %).

Ao monitorar o equilibrio entre dimeros e mon6meros, € possivel obter
informacdes valiosas sobre as interacfes moleculares e a estabilidade dos agregados.
As técnicas espectroscopicas exploram as mudancas nas propriedades oOpticas dos
corantes organicos durante a agregacgao, permitindo a identificacado e quantificacdo dos
estados de agregacao em tempo real. O uso de lasers como fonte de irradiacéo oferece
vantagens significativas, como alta intensidade e capacidade de ajuste de comprimento
de onda, tornando essas técnicas poderosas para investigar as transicdes de equilibrio

em sistemas de corantes organicos com alta precisao e sensibilidade

3.3.Espectroscopia e Laser

A caracterizacdo de materiais € uma das areas mais fundamentais e
imprescindiveis na ciéncia dos materiais. Seu papel é de extrema importancia na
compreensdo das propriedades e comportamentos dos materiais, permitindo o
desenvolvimento de novos materiais com propriedades especificas, melhorias nos
processos de fabricacdo e avancos em diversas aplicacbes tecnoldgicas.

As técnicas de caracterizacdo de materiais podem ser classificadas em duas
categorias principais: destrutivas e ndo destrutivas. As técnicas de caracterizagéo
destrutiva envolvem a preparacdo de amostras, geralmente com o uso de técnicas de
corte ou desgaste, para analise. Essas técnicas permitem uma avaliagéo detalhada da
estrutura interna e das propriedades dos materiais, mas podem alterar permanentemente

ou destruir a amostra original no processo. Em contraste, as técnicas de caracterizacéo
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nao destrutiva permitem a analise dos materiais sem comprometer sua integridade, o
que € particularmente importante para materiais valiosos ou de uso restrito. Essas
técnicas incluem, por exemplo, a microscopia Optica, a espectroscopia de raios X e as
técnicas de ressonancia magnética nuclear. Ambas as abordagens tém suas vantagens
e desvantagens, e a escolha da técnica adequada depende dos objetivos especificos da
andlise e das caracteristicas do material a ser estudado.

Em ciéncia dos materiais a espectroscopia € uma categoria de técnicas de
caracterizacdo usadas para revelar a composicdo quimica, variagdo da composicao,
estrutura cristalina e propriedades fotoelétricas dos materiais. Técnicas
espectroscopicas envolvem a medicdo da resposta de um material a diferentes
frequéncias de radiacao eletromagnética (CALLISTER JR., 2008). Espectroscopia UV-
vis, espectroscopia IR, espectroscopia Raman, espectroscopia de raios X e
espectroscopia de RMN sdo algumas das técnicas espectroscopicas comumente
utilizadas (HOLLAS, 2004).

O laser é uma fonte de radiacdo altamente versatil e eficiente, com diversas
aplicacfes dentro do contexto das técnicas espectroscopicas. O laser pode ser utilizado
como uma fonte de excita¢do para interagir com os materiais, levando a respostas Unicas
e especificas. Por exemplo, na espectroscopia de absorcao, o laser pode ser sintonizado
para comprimentos de onda especificos, permitindo a deteccdo seletiva de transi¢cdes
eletrdnicas em materiais (PARK et al., 2010). Na espectroscopia Raman, o laser é usado
para dispersar a luz e proporcionar informacdes sobre as vibracdes moleculares (DE
OLIVEIRA PENIDO et al.,, 2016). Ele também pode ser utilizado em técnicas de
fluorescéncia, fotoluminescéncia e espalhamento de luz, permitindo uma ampla gama de
analises em diferentes materiais, desde moléculas organicas até nanomateriais e
semicondutores, tornando-o uma ferramenta importante na caracterizacdo e
investigacdo de propriedades materiais (THOMPSON, 1985; ZHU et al., 2020).

Uma caracteristica interessante do laser, que pode ser explorada em diversas
aplicacoes, é a sua capacidade de depositar calor de maneira controlada. O laser pode
ser usado para aquecer seletivamente regides especificas de um material,
proporcionando precisao e controle no tratamento térmico.

Na medicina, o laser € usado em procedimentos cirirgicos, onde a energia do
laser é direcionada para cortar, vaporizar ou coagular tecidos de forma precisa. Essa
precisdo permite a realizagdo de cirurgias menos invasivas e com menor dano aos
tecidos circundantes (KHALKHAL et al., 2019).

Além disso, o laser também é utilizado em processos industriais, como soldagem

e corte, onde o feixe de alta energia é focado em um ponto especifico tanto para fundir
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€ unir materiais quanto para corta-los e separa-los. A soldagem e corte a laser sdo
amplamente empregados em setores como a industria automotiva, aviagéo, eletrénica e
metallrgica, devido a sua alta precisédo e eficiéncia (DEEPAK., ANIRUDH, SUNDAR,
2023).

Outra aplicacéao notavel é a tecnologia de impresséo a laser, onde a capacidade
do laser de depositar calor em pontos especificos € aproveitada para criar imagens ou
textos em papel, plastico ou outros materiais.

Em resumo, o laser desempenha um papel crucial nas técnicas espectroscopicas,
fornecendo uma fonte de luz altamente coerente e direcionada. Além disso, sua
capacidade de depositar calor de forma precisa é explorada em uma ampla gama de
aplicacbes, desde a medicina até a industria, permitindo avancos significativos em

diversas areas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Preparo das Amostras de Azul de Toluidina em Agua Desmineralizada para
Estudo da Agregacao Molecular

O corante selecionado como soluto para os testes e estudo de agregacéo
molecular é o azul de orto-toluidina (AOT). Ele é uma variante do corante azul de
toluidina. E um corante metacromatico que tem alta afinidade por componentes acidos
de tecidos e células, como DNA e RNA (SRIDHARAN & SHANKAR, 2012). O corante é
frequentemente usado em estudos de patologia para a deteccédo de lesdes pré-malignas
e malignas (LEOSARI, HADIATI, AGUSTINA, 2009). O azul de orto-toluidina também
tem sido usado em estudos de fotodindmica antimicrobiana para o tratamento de
infecgBes fungicas (WIENCH et al., 2021).

O azul de orto-toluidina € um p6 organico de coloracdo azulada (Figura 6), da
familia das fenotiazinas, prontamente solivel em agua e etanol, possui peso molecular
de 305,83 g/Mol, férmula quimica C1sH16CIN3S e niumero CAS 92-31-9. Opticamente,
apresenta maxima absorcdo luminosa perto de 650 nm, regido espectral de interesse
dos tratamentos foto-terapéuticos, sobretudo pela alta penetrabilidade luminosa tecidual
dessa regido. A geometria planar do AOT, vista na Figura 7, € mais uma caracteristica
que promove a agregacdo molecular. O corante dos experimentos € fabricado e
registrado pela empresa Sigma-Aldrich (ANEXO).

T SIGMA -ALDFIC
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Figura 6 — Azul de orto-toluidina. a) Frasco de conservacgéao utilizado pelo fabricante; b)
em po.
Fonte: De autoria prépria, 2022.
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Figura 7 — Esquema geométrico da molécula azul de orto-toluidina.
Fonte: De autoria propria, 2022.

Como solvente a 4gua desmineralizada € composta por dois atomos de hidrogénio
e um atomo de oxigénio covalentemente ligados (H20). Devido a sua néo linearidade
geomeétrica e a eletronegatividade maior do oxigénio frente a do hidrogénio, que puxa a
nuvem eletrénica para mais préxima de si, a 4gua possui um carater polar com regido
positiva e negativa bem definida em sua molécula. Tal caracteristica promove o

fendbmeno de agregacdo molecular. A Figura 8 mostra a estrutura quimica da agua.

&+ &5+

Figura 8 — Estrutura molecular da 4gua (solvente).
Fonte: De autoria propria, 2022.

As concentracfes estudadas neste trabalho foram produzidas a partir da diluicdo
de uma solucdo estoque, previamente preparada, com o solvente de &gua
desmineralizada. Portanto, a solucdo estoque foi confeccionada a partir da mistura de
100 mg de azul de orto-toluidina (soluto) pesado em uma balanca analitica calibrada
(Shimadzu, modelo BL320H) e 100 ml de agua desmineralizada (solvente) coletada via
baldo volumétrico. Com o auxilio de uma barra magnética (“peixinho”) mergulhado na
solucéo é realizado a mistura através de um agitador magnético (Barnstead International,
modelo Thermolyne Cimarec 2) por 10 minutos. Em seguida, a solucdo estoque é
conservada em recipiente vedado dentro de refrigerador a uma temperatura de 5 °C.

As amostras foram preparadas diluindo volumes de solucdo estoque em agua

desmineralizada em quatro concentracdes diferentes. A Tabela 1 mostra a quantidade
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em volume de solucéo estoque e solvente utilizada, além da concentracao [S] resultante

em mg/l.

Tabela 1 — Concentracao resultante das amostras estudadas.

Amostra Solucéo estoque Solvente [S] (mg/l)
(@) 1 Volume 4 Volumes 200
(b) 1 Volume 2 Volumes 333
(c) 1 Volume 1 Volume 500
(d) 2 Volumes 1 Volume 667

Os porta amostras utilizados sdo compostos por duas laminas de vidros circulares
e um espacador circular com um furo central fabricado em filme polimérico com trés
espessuras distintas: 80 um; 160 um e 280 um. Para garantir o aprisionamento do porta
amostra, foi utilizado um componente hidraulico de PVC chamado comercialmente de

“unido roscavel”. A Figura 9 mostra os componentes utilizados nos porta amostras.

Elemento de uniao
roscavel fémea

Vidro circular

Espacador
AN

Vidro circular

Elemento de unido
roscavel macho

Figura 9 — Vista explodida dos componentes utilizados no porta amostra.
Fonte: De autoria propria, 2022.

O preparo das amostras para a realizagdo dos experimentos ocorre conforme a
sequéncia descrita abaixo:
1) Retira-se a solucao estoque do refrigerador, e a deixe aguardando por cerca de
15 minutos na bancada para que a termalizacdo com o ambiente ocorra;
2) Em seguida, a solucéo estoque € levada para o agitador magnético por 10 minutos

para mitigar possiveis problemas de sedimentagéo;



3)

4)

5)

6)

7

8)
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Com o auxilio de uma pipeta (HTL, modelo Labmate PRO 100 — 1000 pl), &
depositado em um béquer o volume de solucdo estoque e de &gua
desmineralizada conforme a concentragédo desejada na Tabela 1;

Retira-se a solucdo do béquer com uma seringa, e a despeja hovamente no
béquer para garantir a que os compostos foram devidamente misturados;
Novamente retira-se a solu¢do do béquer com a seringa, e a despeja no centro
do vidro circular do porta amostra;

Posicione o espacador sobre o vidro com a amostra, conforme o comprimento
optico desejado;

Posicione o segundo vidro do porta amostra sobre o espacador, com cuidado
suficiente para que espalhe a solucéo por toda a superficie do vidro e ndo gere
bolhas ao final do processo.

Por fim, o porta amostra é posicionado dentro do componente fémea da unido

roscavel e travado em seguida pelo componente macho.
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4.2.Configuracdo da Bancada Optica para os Testes de Feixe Unico

ApOs o preparo de uma das concentracdes, esta € reservada em um dos trés porta
amostras com passo 6ptico distintos, descritos na se¢éo anterior (80, 160 e 280 um). Em
seguida, a amostra passa por um estudo espectroscépico UV-VIS entre 400 — 800 nm,
via espectrometro da marca Ocean Optics modelo USB4000, para obter os espectros de
absorcdo e identificar a relagdo de densidade Optica entre as espécies dimero e
mondomero.

ApOs a espectroscopia, é realizado o experimento de feixe Unico (single beam) na
amostra. Tal experimento consiste em bombardear a amostra, através da incidéncia de
radiacao eletromagnética, utilizando a técnica espectroscépica de transmissdo. Foram
montadas duas configura¢des na bancada 6ptica, um para o laser vermelho (663 nm) e
outra para o laser verde (532 nm).

A bancada para o experimento com o laser vermelho utiliza de uma fonte de
radiacdo eletromagnética do tipo laser semicondutor com comprimento de onda de 663
nm e poténcia de 100 mW capaz de modulacéo eletronica do tipo TTL (Laserland®,
China). Assim, além da fonte laser, a configuracdo conta com um gerador de onda
(FY2300 12MHz/12bits — Feeltech, China); lente com distancia focal de 100 mm para
aumentar a densidade de energia na area irradiada; além de fotodetector (SGD-444)
conectado a um osciloscopio para a aquisicdo dos dados (Tektronix, EUA).

O experimento para o laser verde ocorre em uma configuracdo experimental
semelhante. Porém, a fonte de radiacéo eletromagnética trata-se de um laser em estado
sélido com comprimento de onda de 532 nm com uma poténcia de 150 mW, sem a
modulagéo TTL, de fabricacdo americana (MGL-III) e uma lente com distancia focal de
80 mm em relacédo a amostra.

Por se tratar de um laser de emissdo continua, foi incorporado a configuracéo
Optica um modulador eletromecanico associado a um equipamento de controle. Ambos
equipamentos, modulador eletromecanico e o equipamento de controle, foram
concebidos pelos colaboradores do Laboratério de Biofotdnica.

Na Figura 10 é apresentado na forma de esquema a configuragdo da bancada
Optica para o laser vermelho, enquanto que a Figura 11 mostra o esquema da bancada
optica do laser verde. Ambos os lasers possuem dupla fungcdo no experimento, a de

estimular a amostra e de monitora-la (teste single beam).
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Figura 10 — Configuracdo da bancada éptica para o experimento de feixe Unico do laser

vermelho.
Fonte: De autoria propria, 2022.
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Figura 11 — Configuracdo da bancada Optica para o experimento de feixe Unico do laser
verde
Fonte: De autoria prépria, 2022.

As Figura 10 e Figura 11 revelam a utilizacéo de filtros de densidade éptica. Estes
sao utilizados nos ensaios de variacdo da intensidade luminosa incidente sobre a
amostra. Tal experimento tem como objetivo analisar o paralelismo do comportamento
da solucéo frente a diferentes densidades de deposi¢do luminosa, e verificar se ha
alguma regido de mudanca de regime na relacdo dimero/ monémero.

Ao final de cada experimento realizado, os dados obtidos via osciloscopio sao
salvos através de um pen drive em formato CSV. O arquivo € entdo encaminhado para
um microcomputador, onde os dados coletados anteriormente sdo armazenados e

tratados via softwares das plataformas Excel e OriginLab.
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4.3.Método Knife Edge para Determinacdo do Diametro do Laser

A area iluminada pelo o laser na amostra é uma importante medida para a
realizacdo de calculos energéticos envolvidos nos fenébmenos de absorcéo da luz. O
procedimento adotado para a verificacdo experimental desta variavel foi de utilizar a
técnica Knife Edge. Tal técnica consiste em bloquear o laser através de uma lamina
girante posicionada perpendicularmente ao caminho em que o laser esta percorrendo. A
lamina girante deve possuir largura muito superior ao diametro do laser, de modo que
este seja apenas um ponto na superficie da lamina ao ser eclipsado. Além disso, o
blogueio da lamina sobre o laser deve ocorre o mais linear possivel. A Figura 12 mostra
o método Knife Edge para a determinacéo do didametro do feixe.

Etapa 1
Inicio do corte
Queda do sinal Q
@ = ==
Etapa 2 L o=
Meio do corte 7 . @0 €]
Sem sinal =@
\ 0O
Etapa 3 ..
Fim do corte ﬁ) \; =
Subida do sinal ® 6

Figura 12 — Método Knife Edge de verificacdo do diametro do feixe.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

A configuracdo da bancada Optica para a utilizacdo da técnica Knife Edge é
semelhante ao esquema da Figura 10, porém sem filtro de densidade Optica, e no lugar
da amostra, o dispositivo com a lamina para eclipsar o feixe do laser. Além disso, o laser
nao inicia modulado como na figura, a lamina é quem fara esse efeito nele. Antes da
lamina bloquear o laser a luz é captada pelo fotodetector e o sinal € exibido na tela do
osciloscépio. A medida em que a lamina comeca a interromper a passagem do laser, o
sinal comeca a cair até o laser ser completamente encoberto pela lamina e a passagem
de luz é suspensa — Etapa 1 da Figura 12. Em seguida o laser passa por toda extensao
da lamina (Etapa 2 da Figura 12), até chegar a sua borda, a partir desse momento o sinal
comeca a subir a medida em que a lamina permite a passagem de luz até que esta seja
inteiramente liberada, Etapa 3 da Figura 12. Com os dados das 3 etapas coletados, e
com o valor da largura da lamina conhecido, o tamanho do diametro do laser (¢r) €

revelado pela seguinte equacéo.
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__ Comprimento da lamina X Tempo de descida

¢ = [20]

Tempo de eclipsamento

4.4.Teste de Linearidade de Resposta do Fotodetector

O fotodiodo SGD-444 possui area de deteccdo de 100 mm? para a faixa espectral
de 400 nm até 1150 nm, e responsividade espectral de 0,400 — 0,500 A/W na banda de
550 — 800 nm (EG&G OPTOELETRONICS, 2000). Este foi implementado em um circuito
eletronico dotado de uma chave seletora de resisténcia que possibilita modificar a
relacdo amplitude de sinal e velocidade de resposta. O compartimento do aparato
eletrénico foi construido em aluminio usinado. O esquema eletrénico do fotodetector
SGD-444 pode ser visto na Figura 13, onde R1, R2 e R3 sao os trés resistores que
possibilitam a selecao da relacdo entre amplitude e velocidade de resposta. O resistor
de 10 kQ (R1) possibilita o sinal de maior amplitude em detrimento de ter a menor
velocidade de resposta. O de 1 kQ (R2) possui caracteristica intermediaria entre as trés
possibilidades. E o de 500Q (R3) possui o menor sinal e a resposta mais rapida entre os

trés.

C
R1=10 kQ FI:’_Slz 0s
R2=1 k(2 CH1
R3 =500 Q | oy, AT
08 = Osciloscépio | MV
FD = Fotodiodo - C1 R TA o FARRARA
C1 = Capacitor G &
SW = Chave Seletora T SW /l
[ R1
R2 R3
+

"
Figura 13 — Circuito eletronico do fotodetector SGD-444.
Fonte: De autoria propria, 2022.

A garantia de bons resultados passa pela confiabilidade no sistema de medicéo
utilizado. O fotodetector SGD-444, possui uma faixa de deteccdo onde sua resposta a
guantidade de luz incidida sobre o diodo € linear a tensao gerada em seus terminais. Em

metrologia essa é a regido ideal de funcionamento de um equipamento. Portanto, o teste
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7

de linearidade de resposta € conduzido para assegurar que 0s experimentos deste
estudo sejam realizados dentro das capacidades do sistema de detecgéo.

O ensaio consiste em medir a incidéncia de luz via sistema de deteccéo
(fotodetector SGD-444) para uma variedade de intensidades luminosas e comparar 0s
resultados com um medidor de poténcia (power meter). O limite do fotodetector sera a
regido do gréfico em que a linearidade entre os resultados se perder. Para o ensaio €
utilizado como fonte luminosa o laser vermelho (663 nm e 100 mW, Laserland®),
enquanto que para a atenuacao do laser foram utilizados filtros de densidade Optica,
posicionados entre o laser e o fotodetector ou medidor de poténcia. Os esquemas das
configuracbes da bancada éptica para o teste de linearidade do fotodetector pode ser
visto na Figura 14.

(a) (b)

Fotodetector Sensor Optoeletrdnico
Fonte Laser Fonte Lazer
T —0O—l r gl
Filtro de Filtrode
Densidade Optica Densidade Optica
Oseiloscdpio ¥ mm Display

Figura 14 — Configuracédo da bancada 6ptica para o teste de linearidade do fotodetector

SGD-444. a) com o fotodetector; b) com o medidor de poténcia.
Fonte: De autoria prépria, 2022

4.5. Configuracdo da bancada Optica para o Experimento de Bombeio e Prova

A técnica de bombeio e prova — pump-probe — é uma poderosa ferramenta
utilizada em diversas areas da ciéncia, especialmente na fisica e na quimica. Ela é
amplamente aplicada para investigar reaces ultra rapidas e processos dindmicos em
sistemas moleculares, materiais e até mesmo em sistemas biolégicos.

Essa técnica baseia-se em um conceito relativamente simples, mas
extremamente eficaz: sdo utilizados dois pulsos de laser distintos e controlados
temporalmente. O primeiro pulso (bombeio — pump) é responsavel por excitar o sistema
em estudo, promovendo mudancas no seu estado inicial. Esse pulso de energia &
geralmente muito curto, permitindo o acesso a fendbmenos extremamente rapidos. Apos
a excitacao pelo pulso de bombeio, o0 sistema entra em um estado energético diferente

e evolui ao longo do tempo. E nesse momento que entra o segundo pulso de laser (prova
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— probe), que é atrasado em relac&o ao primeiro. O pulso de prova serve para sondar as
mudancas ocorridas no sistema durante a sua evolucao temporal. O sinal resultante da
interac&o entre o pulso de prova e o sistema em evolucéo é entdo detectado e analisado.
Através dessa andlise, é possivel obter informacdes valiosas sobre os estados
intermediarios, os tempos de vida, os caminhos de reacdo e outras caracteristicas
cruciais dos sistemas estudados.

Neste trabalho é utilizado uma variante da técnica bombeio e prova. O laser de
bombeio sera acionado dentro da janela de acionamento do laser de prova. Ou seja,
durante o experimento, inicialmente sera ligado o laser de prova, dando inicio ao registro
temporal do experimento. Em seguida, o laser de bombeio € acionado e incidido na
amostra e o resultado da sua interferéncia € observado.

Para que o registro do experimento seja assertivo, sd0 necessarios alguns
requisitos na configuracdo experimental. Uma delas é a necessidade de que o laser de
prova tenha um diametro de incidéncia na amostra menor que a do laser de bombeio.
Assim, o laser de prova deve estar completamente dentro da &area iluminada do laser de
bombeio. Desta maneira, todas as moléculas iluminadas pelo laser de prova que
participam do sinal gerado na resposta temporal, serdo também iluminadas pelo laser
vermelho. Outro requisito experimental é filtrar o laser de bombeio ap6s a amostra. Tal
requisito € necessario para que este ndo participe diretamente do sinal registrado,
mantendo apenas a iluminagéo do laser de prova incidido no fotodetector.

Em um dos testes o laser de bombeio utilizado possui um comprimento de onda
de 663 nm (vermelho), enquanto que o laser de prova possui 532 nm (verde). Em outro,
o laser com 532 nm é utilizado como bombeio e o de 663 nm como prova. Se tratando
da amostra de azul de orto-toluidina, o laser verde esta préximo da regido de agregacao

do dimero, enquanto que o laser vermelho esta na regido espectral da molécula

monomérica.
Fonte Laser Filtro rejeita faixa Fotodetector
Prova Lente Vermelho

- -y I I R

!
®cs

Osciloscopio
Fonte Laser 8 8 = @ P
Bombeio @ ®

Figura 15 — Configuracéo do experimento de bombeio e prova.
Fonte: De autoria propria, 2022.
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5. RESULTADOS

Nesta secdo os resultados serdo apresentados na seguinte ordem. Primeiramente
€ validado toda a parte de instrumentacdo que foram utilizadas nos experimentos
principais com a amostra de AOT em solucdo aquosa. Durante essa exposi¢cdo séo
mostrados os testes espectroscopicos de emissdo, de medida de poténcia e de diametro
do feixe para os lasers vermelho e verde. Também os testes feitos para a caracterizacao
do tempo de subida e descida, e da resposta linear do fotodetector SGD-444. Em seguida
sédo apresentados os resultados principais com a amostra de AOT em solugédo aquosa
para as diferentes concentragbes e caminhos oticos utilizados. Nesta etapa séo
apresentados os resultados espectroscopicos da amostra em diferentes concentracées.
Também é apresentado um estudo da resposta temporal da amostra quando
bombardeada por radiacdo eletromagnética do tipo laser, tanto para o laser vermelho
guanto o verde. Por fim, serdo expostos os resultados do experimento de variacao de

poténcia incidente sobre a amostra.

5.1.Instrumentacéao

Antes de realizar os testes nas amostras de AOT em agua desmineralizada &
imprescindivel caracterizar a instrumentacéo utilizada. Para os lasers foram realizados
testes espectrais, suas poténcias foram medidas através de um power meter, e a area
de incidéncia de luz — diametro do feixe — na posi¢do da amostra foi adquirida via método
Knife Edge. Os fotodetectores tiveram medidos os seus tempos de subida e descida, e
também foi verificada a linearidade de sua resposta para diferentes intensidades de luz
incidente. Por fim, o outro dispositivo testado foi 0 modulador eletromecéanico utilizado

na bancada do laser verde, este teve seu tempo de subida e decida caracterizado.

5.1.1. Medida de Poténcia e Diametro do Feixe dos Lasers Vermelho e Verde

O teste de medida de poténcia dos lasers leva em conta a quantidade de luz que
incide na amostra. O laser também deve ser posicionado no mesmo local em que ficara
durante os experimentos com a amostra e a luz deve passar pelo mesmo caminho. Os
valores obtidos para os lasers vermelho e verde foram 75 mwW e 115 mWw,
respectivamente, com o sensor do medidor de poténcia posicionado apds a lente de

focalizagao para contabilizar as reflexdes na lente.
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A medida do diametro do feixe foi feita pela técnica Knife Edge descrita ha secao
4.3. Os resultados de diametro do feixe dos lasers vermelho e verde foram de 109 pm e
110 pm, respectivamente. Os valores do diametro do feixe foram obtidos com a lamina
giratdria na posi¢cao da amostra no foco, utilizando as lentes de 100 mm (experimento

com laser vermelho) e 80 mm (experimento com laser verde).

Tabela 2 — Resultado dos valores de poténcia do laser e do diametro do feixe para os

lasers vermelho e verde.

Poténcia do Laser _ _
Laser Diametro do feixe (um)
(mW)
Vermelho 75 109
Verde 115 110

5.1.2. Teste do Tempo de Resposta de Subida e Descida do Fotodetetor SGD-444

A velocidade de resposta do sistema de deteccdo é um parametro importante na
identificacdo da capacidade que o instrumento possui em monitorar certos fendmenos.
A difusividade térmica na Agua ocorre a uma taxa de 145 pm?ms. Portanto, o
fotodetector ideal para o estudo da deposi¢cdo de calor em uma solucdo aquosa deve
possuir uma resposta minima abaixo dos milissegundos para que seja capaz de realizar
0 monitoramento. O teste foi realizado para as trés configuracdes de resisténcia, 10 kQ,
1 kQ e 500 Q. A Figura 16 mostra os resultados do tempo de subida obtidos para as trés
diferentes configuracGes de resisténcia do fotodetector SGD-444. O fotodetector 818-
BB-21 foi utilizado como referéncia do tempo de subida e decida do laser utilizado nos
testes. O modelo fabricado pela Newport possui tempo de tanto de subida e quanto de
descida de 300 ps.
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Figura 16 — Resultado dos tempos de subida dos fotodetectores da classe SGD 444 em

comparativo com o 818-BB-21 de 50 Q.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

A Figura 16 teve seus valores normalizados para melhor comparacédo do tempo
de subida de cada configuracéo utilizada. O tempo de subida do laser utilizado no teste
com o fotodetector Newport 818-BB-21 foi de 0,806 ps. Enquanto que o tempo de subida
na posic¢ao do resistor de 10 kQ foi de 7,220 ys. Na posicao de 1 kQ o resultado foi de
1,284 pus, 82 % menor que o de 10 kQ. O de 500 Q obteve valor de 1,062 us, cerca de
17 % menor que o de 1 k Q. O resultado da resposta de subida do fotodetector SGD-444
deixa claro que, independentemente da selec&o do resistor — 10 kQ, 1 kQ ou 500 Q —ele
pode ser utilizado nos estudos relacionados a deposi¢do térmica em amostras de
composi¢ado aquosa.

O teste do tempo de descida foi igualmente realizado para as trés sele¢cbes de
resisténcias possiveis no fotodetector SGD-444. Também foi utilizado o fotodetector 818-
BB-21 da Newport como referéncia do tempo de descida do laser utilizado. A Figura 17

mostra o resultado do teste do tempo de descida comentado.
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Figura 17 — Resultado dos tempos de descida dos fotodetectores da classe SGD 444

em comparativo com o 818-BB-21 de 50 Q.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Assim como no teste de subida, os valores do teste do tempo de descida foram
normalizados para melhor comparacéao entre as classes. O tempo de descida do laser,
registrado pelo fotodetector 818-BB-21 da Newport foi de 215 ns. O resultado para a
configuracdo em 10 kQ obteve valor de 6,87 us. Por sua vez, o de 1 kQ obteve 821 ns,
valor cerca de 88% menor que o de 10 kQ. Enquanto que o de 500 Q, o tempo de descida
foi de 476 ns — 42% menor que o de 1 kQ.

Os valores obtidos no teste de tempo de subida e descida do sinal mostra que o
fotodetector SGD-444 possui velocidade suficiente para monitorar fenbmenos de

deposicao térmica em solucdes aquosas.

5.2. Resultados Principais com Azul de Orto-Toluidina

Durante essa subsecao séo apresentados os resultados principais deste trabalho.
No primeiro momento € exibido os resultados espectroscopicos para as diferentes
concentracOes estudadas neste trabalho. Os espectros foram analisados na perspectiva
da relacdo dimero/mondémero via deconvolucdo dos picos através da ferramenta
OriginLab. Em seguida, € exposto o estudo feito da resposta temporal da amostra de
AOT em solugdo aquosa quando bombardeada por radiacdo eletromagnética do tipo
laser, teste de feixe Unico. Este estudo apresenta resultado deste comportamento para
diferentes concentracdes da solugdo em agua desmineralizada e para diferentes

comprimentos de passo 6ptico, tanto para o laser vermelho (663 nm) quanto para o laser
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verde (532 nm). Por fim, os resultados do experimento de variacdo de intensidade
luminosa incidida na amostra é apresentado atraves do gréfico de sinal de entrada versus
sinal de saida.

5.2.1. Espectro das Concentracdes de Azul de Orto-Toluidina

ApoOs a confeccdo das amostras de uma dada concentracdo, esta € submetida a
um estudo espectroscopico para a verificacdo de seu espectro e de sua relacdo entre
dimero e mondmero. A espectroscopia foi realizada para as seguintes concentracoes:
0,65 mM; 1,09 mM; 1,63 mM e 2,18 mM. A Figura 18 mostra os resultados espectrais
das concentracbes de AOT em &agua desmineralizada citadas, onde 0 eixo das

ordenadas esta em OD (Optical Density) e o das abcissas em comprimento de onda.

2.0 . ,
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Figura 18 — Espectro de absorcao do corante Azul de Orto-Toluidina em solvente de
agua desmineralizada para as concentracdes de 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63 mM e 2,18

mM.
Fonte: De autoria propria, 2022.

O espectro do corante de azul de orto-toluidina foi medido para a faixa espectral
de 400 nm até 800 nm. Em todas concentragfes 0 espectro apresentou duas bandas de
absorcéo distintas, sendo de maior densidade optica a banda mais préxima da regido
azul do espectro visivel, dimero.

Apos a coleta dos dados espectroscopicos, foi realizado a deconvolucéo de cada
espectro através do software OriginLab, Figura 19. A linha verde representa a absor¢ao

por parte das moléculas agregadas em dimero, enquanto que a linha vermelha a
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absorcao da molécula do monémero. A linha azul é a soma das duas absorc¢6es, dimero

e mondmero.
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Figura 19 — Resultado dos espectros deconvoluidos em dimero (linha verde),
mondmero (linha vermelha) e a soma entre dimero e monémero (linha azul). a)
concentracédo de 200 mg/l; b) concentracdo de 333 mg/l; c) concentracdo de 500 mg/l;

d) concentracdo de 667 mg/l
Fonte: De autoria propria, 2022.

O resultado da deconvolucédo da Figura 19 indica que ha uma diferenca entre os
picos do dimero e mondmero identificados no espectro sem e com deconvolugcdo. Nos
espectros sem deconvolucdo o pico do dimero fica caracteristico no comprimento de
onda de 585 nm, enquanto que o monémero, apesar de ser um pouco mais dificil de
identificar, proximo dos 631 nm. Nos espectros com deconvolucdo, o pico do dimero
ocorre em diferentes comprimentos de onda para cada concentracéo, variando entre 581
nm para a concentracdo de 0,65 mM até 573 nm para a concentracdo de 2,18 mM.
Igualmente acontece com o pico do mondémero, neste caso a medida que a concentracao
aumenta, o comprimento de onda do pico do mondémero também aumenta, variando de
651 nm para a concentracédo de 0,65 mM até 657 nm para a concentracdo de 2,18 mM.

A Tabela 3 sintetiza as informacdes da deconvolucédo realizadas nos espectros
em concentracdo, comprimento de onda, densidade Optica dos picos do dimero e

mondmero e a razao entre eles.
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Tabela 3 — Resultado do comprimento de onda e da absor¢c&o nos picos do dimero e
mondmero dos espectros deconvoluidos.

(rEqsl\]/l) A ?rlwnr:]‘jro A mczrr:r?]Tero OD dimero OD mondémero ODd/ODm
0,65 581 651 0,58 0,17 3,41
1,09 578 653 1 0,26 3,85
1,63 575 655 1,39 0,35 3,97
2,18 573 657 1,77 0,43 4,12

A Figura 20 mostra o resultado da razéo entre a densidade Optica dos picos do
dimero e monémero em funcdo da concentracdo. O resultado indica que aumenta de

forma logaritmica a medida que a concentracdo de azul de toluidina aumenta.
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Figura 20 — Resultado da razdo entre a absorbancia dos picos do dimero e monémero
variando a concentracdo da amostra de Azul de Orto-Toluidina em solvente de agua

desmineralizada.
Fonte: De autoria prépria, 2022.
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5.2.2. Experimento Feixe Unico, Resposta Temporal do Azul de Orto-Touidina

O experimento de feixe Unico consiste em bombardear a amostra de azul de orto-
toluidina com radiacé@o eletromagnética do tipo laser. Para isso, foram selecionados o
laser vermelho de comprimento de onda 663 nm e poténcia de 75 mW da Laserland®
(China) e o laser verde de 532 nm com uma poténcia de 115 mW, sem a modulacao
TTL, de fabricacdo americana (MGL-Ill). Os comprimentos de onda dos lasers foram
selecionados proximos dos picos monémero e dimero, respectivamente, para observar
os efeitos causados na amostra quando submetida a radiacdo na regido espectral do
mondmero (laser vermelho) e do dimero (laser verde).

O teste inicial utilizou a concentragdo de 2,28 mM de azul de orto-toluidina em
agua desmineralizada com porta amostra de passo 6ptico de 280 um. A configuracdo da
bancada éptica adotada foi a mesma nas Figura 10 e Figura 11 para os lasers vermelho
e verde, respectivamente. Porém, ndo foram utilizados filtros de densidade Optica antes
da amostra, a poténcia do laser foi utilizada de forma integral.

A Figura 21 apresenta o resultado da evolucdo temporal obtido pelo sinal de

transmitancia da radiacao do laser vermelho ndo absorvida ou espalhada pela amostra.
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Figura 21 — Resposta temporal da amostra de azul de orto-toluidina irradiada pelo laser

vermelho — 663 nm.
Fonte: De autoria propria, 2022.

No momento em que o laser € ligado (Laser ON) o sinal subitamente atinge um
ponto de maximo e logo em seguida o sinal cai de forma exponencial até atingir um platé

em 550 ms de luz incidente. A luz permanece incidida sobre a amostra até o tempo de
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800 ms e assim o laser de excitacdo é desligado. O sinal maximo obtido nesse
experimento foi de 1,504 V, enquanto que o sinal de minimo de 0,680 V, uma variagdo
de 0,824 V. Tal variacdo representa 54,79 % do sinal maximo do experimento.

Antagonicamente a resposta obtida na Figura 21, o experimento com o laser verde
(532 nm) expbem um sinal que cresce ao longo do tempo de exposicdo da luz (Figura
22). Inicialmente, assim que o laser verde é ligado (Laser ON) em menos de 200 ms o
sinal atinge o ponto de méximo (1,8V) e o mantém até o laser ser desligado (Laser OFF)
no tempo de 800 ms. Todavia, dentro do intervalo de 0 a 200 ms é perceptivel que no
avancar tempo o sinal fica mais “lento”, fazendo com que a curva se assemelhe a uma
funcao logaritmica. O sinal minimo desse experimento foi de 0,88 V, enquanto o0 maximo
foi de 1,8V, assim a variagdo total do sinal foi de 0,92V, que representa
aproximadamente 51% do sinal maximo.
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Figura 22 — Resposta temporal da amostra de azul de orto-toluidina irradiada pelo laser
verde — 532 nm.
Fonte: De autoria propria, 2022.

Apos o teste preliminar da resposta temporal da amostra de AOT frente a radiacéo
de laser verde (532 nm) e vermelho (663 nm) novos testes semelhantes séo realizados

com diferentes concentragdes e diferentes passos épticos.
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5.2.3. Experimento Feixe Unico para Diferentes Concentracdes de Azul de Orto-
Toluidina

Para a realizagdo dos experimentos, como dito anteriormente, foram
confeccionadas quatro concentracdes da amostra de azul de orto-toluidina em &agua
desmineralizada — 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63 mM e 2,18 mM. A Figura 23 apresenta o0s
resultados obtidos da resposta temporal do laser vermelho nas diferentes concentracdes
para cada um dos caminhos Opticos experimentados. A configuracdo da bancada 6ptica
utilizada para o experimento com o laser vermelho foi o da Figura 10 sem a utilizagdo de
filtro de densidade Optica, ou seja, toda a poténcia do laser vermelho foi incidida nas
amostras. A Figura 23 apresenta o resultado da resposta temporal para diferentes

concentracfes de AOT em agua desmineralizada no experimento de feixe Unico.
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Figura 23 — Sinal obtido pela transmitancia do laser vermelho com comprimento de
onda de 663 nm, na amostra de AOT em solvente de agua desmineralizada para as
concentragdes de 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63 mM e 2,18 mM nos seguintes caminhos
opticos: a) 80 um; b) 160 um; c) 280 pm.
Fonte: De autoria propria, 2022.

Como visto no teste preliminar, a resposta temporal do experimento de feixe Unico
via laser vermelho mostra queda do sinal & medida que a radiacdo eletromagnética incide
na amostra. A resposta da Figura 23 expdem que a intensidade do efeito € diretamente

proporcional a concentracdo de corante na amostra, ou seja, quanto maior for a
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guantidade de moléculas presente, maior € a queda do sinal ao longo do tempo. Assim
€ para os trés passos opticos testados. A diferenca entre o sinal de maior concentracéo
de AOT para o de menor no porta amostra de 280 um é de 2,07 V, enquanto que para o
porta amostra com 160 um é de 2,24 Ve ode 80 um é 1,54 V.

O mesmo teste foi realizado com incidéncia do laser verde, no entanto, a
configuragdo da bancada optica utilizada foi o da Figura 11 sem a utilizagéo do filtro de
densidade optica. Os resultados da resposta temporal via incidéncia do laser verde (532
nm) para as diferentes concentracdes de AOT em solucdo aquosa podem ser vistas na
Figura 24. O experimento foi realizado para os Porta amostras com passos Opticos de
80 pm, 160 pm e 280 pm.
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Figura 24 — Sinal obtido pela transmitancia do laser verde com comprimento de onda
de 532 nm, na amostra de AOT em solvente de agua desmineralizada para as
concentragdes de 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63 mM e 2,18 mM nos seguintes caminhos
opticos: a) 80 um; b) 160 um; c) 280 pm.

Fonte: De autoria propria, 2022.

O sinal da resposta temporal para o experimento com o laser verde exibe um
comportamento que potencializa o fenbmeno a medida que aumenta a concentracao de
AOT na solucédo. Para o caminho éptico de 280 um a variagdo do sinal entre a amostra
com maior concentracdo e a menor € de 3,24 V, enquanto que para o porta amostra com

caminho 6ptico de 160 um é de 2,42 V, e para o de 80 um essa variacao € de 2,12 V
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5.2.4. Experimento Feixe Unico para Diferentes Poténcias Incidentes

A configuracéo de feixe Unico também foi utilizada para o experimento de variacao
de poténcia incidente. Este teste consiste em bombardear a amostra com diferentes
intensidades de energia eletromagnética utilizando fonte de radiagéo laser.

O teste realizado com o laser vermelho utilizou a configuracdo da bancada Optica
descrita na Figura 10. Para a variacao da intensidade luminosa foram utilizados filtros de
densidade Optica antes da amostra para atenuar a incidéncia de luz sobre ela. Os testes
foram realizados para as 4 concentracdes ja utilizadas até aqui, 0,65 mM, 1,09 mM, 1,64
mM e 2,18 mM, apresentadas nas Figura 25, Figura 26, Figura 27 e Figura 28. Cada
concentracéo foi testada para os caminhos 6pticos de 80 um, 160 um e 280 um.

Como dito anteriormente, a resposta temporal da amostra de AOT em agua
desmineralizada apresenta como caracteristica comum a perda de sinal ao longo do
tempo em que a amostra esta exposta a radiacao do laser vermelho. Para resumir os
resultados obtidos, foram coletados os valores do sinal de entrada, o sinal de saida inicial
e o sinal de saida final. O sinal de saida inicial é obtido logo apds a subida do laser,
préximo do tempo de 10 ms. O sinal de saida final € adquirido através do valor do sinal
momentos antes do laser desligar, proximo do tempo de 790 ms. A Tabela 4 exibe os
valores de sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final para a amostra
AOT em agua desmineralizada com concentracédo de 0,65 mM. Os mesmos parametros
também foram sintetizados na forma de tabela para as concentracdes de 1,09 mM, 1,63
mM e 2,18 mM nas Tabela 5,Tabela 6 e Tabela 7.
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onda de 663 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracéo de 0,65
mM de AOT em agua desmineralizada e caminho optico: a) 80 um, b) 160 um, e c) 280
pm.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Tabela 4 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 0,65 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

vermelho.
E’as_so Item Valores em Volts (V)
optico
Sinal de entrada 8,16 | 7,44 | 6,68 | 6,00 | 5,36 | 4,76 | 4,20 | 3,66 | 3,30
80 Sinal de saida inicial | 5,92 | 5,36 | 4,72 | 4,12 | 3,84 | 3,44 | 2,98 | 2,62 | 2,40
Sinal de saida final | 5,64 | 5,16 | 4,56 | 4,04 | 3,72 | 3,32 | 2,92 | 2,56 | 2,36
Sinal de entrada | 8,24 | 7,48 | 6,76 | 6,02 | 5,32 | 4,72 | 4,24 | 3,71 | 3,32
160 | Sinal de saida inicial | 4,64 | 4,24 | 3,80 | 3,38 | 3,02 | 2,64 | 2,40 | 2,12 | 1,92
Sinal de saida final | 4,12 3,80 |3,48|3,10|2,82|2,50|2,28|2,02 1,82
Sinal de entrada | 8,24 | 7,48 | 6,72 | 6,04 | 5,40 | 4,80 | 4,28 | 3,74 | 3,38
280 | Sinal de saida inicial | 4,36 | 3,92 | 3,50 | 3,12 | 2,78 | 2,5 | 2,22 1,96 | 1,76
Sinal de saida final | 3,64 | 3,44 (3,12 |2,80|2,54|2,34|2,08|1,86 | 1,69
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onda de 663 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracéo de 1,09
mM de AOT em agua desmineralizada e caminho optico: a) 80 um, b) 160 um, e c) 280

pm.
Fonte: De autoria propria, 2022.

Tabela 5 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 1,09 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

vermelho.
E’as_so Item Valores em Volts (V)
dptico
Sinal de entrada | 6,40 |5,52| 4,96 | 4,20 | 3,74 | 3,26 | 2,86 | 2,60 | 2,28
80 Si”ai'n?fi;aida 4,24|3,62|3,18 |2,70| 2,44 | 2,16 | 1,86 | 1,70 | 1,44
Sinal de saida final |3,72 3,28 (2,96 | 2,58 | 2,28 [ 2,02 | 1,78 | 1,60 | 1,38
Sinal de entrada | 6,40 |5,52| 4,96 | 4,20 | 3,74 | 3,26 | 2,86 | 2,60 | 2,28
160 Si”ai'n?gaslaida 3,64(3,12|2,80 |2,34| 2,18 | 1,84 | 1,64 | 1,46 | 1,33
Sinal de saida final | 2,94 2,64 | 2,46 |2,12| 1,94 [ 1,70 | 1,52 | 1,37 | 1,26
Sinal de entrada | 6,40 |5,52| 4,96 | 4,20| 3,74 | 3,26 | 2,86 | 2,60 | 2,28
280 Si”ai'n?fi;aida 2,56 (2,22 2,00(1,70| 1,51 | 1,31 | 1,19 | 1,03 | 0,936
Sinal de saida final {1,66|1,58|1,50 (1,36 1,22 | 1,11 | 1,02 | 0,904 | 0,808
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Figura 27 — Sinal obtido pela transmitancia do laser vermelho com comprimento de
onda de 663 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracéo de 1,63
mM de AOT em agua desmineralizada e caminho optico: a) 80 um, b) 160 um, e c) 280

pm.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Tabela 6 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 1,63 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

vermelho.
Fja;so Item Valores em Volts (V)
optico
Sinal de entrada | 6,40 | 5,40 | 4,80 | 4,04 | 3,54 [3,16| 2,76 | 2,50 | 2,06
80 Si”ai'n?gsaida 3,74 | 3,18 2,84 2,40 | 2,16 |1,86 | 1,64 | 1,46 | 1,24
Sinal de saida final | 3,18 | 2,78 |2,54|2,18 | 2,00 |1,74| 1,60 | 1,40 | 1,18
Sinal de entrada 6,40 | 540|4,80 4,04 | 354 [3,16| 2,76 | 2,50 | 2,06
160 Si”ai'n?gas‘laida 3,06 | 2,62 |2,34(202| 1,72 |152| 1,37 | 1,21 | 1,00
Sinal de saida final | 2,36 2,10 [ 1,94 | 1,66 | 1,50 |1,34| 1,21 | 1,11 | 0,928
Sinal de entrada | 6,40 | 5,40 | 4,80 | 4,04 | 3,54 [3,16| 2,76 | 2,50 | 2,06
280 Si”ai'n‘?g;aida 1,90 | 1,54 (1,44 | 1,24 | 1,07 | 0,920,856 |0,752 | 0,636
Sinal de saida final | 1,06 | 0,96 | 0,96 | 0,88 | 0,816 0,720,696 | 0,64 |0,552




35

3.0

25

2,0

Sinal (V)

05

00

Figura 28 — Sinal obtido pela transmitancia do laser vermelho com comprimento de

3 14 V

i (a)

s (3,36 \/ s 5 44\ s 4, 8\ e 4\
2,76 V s D 46 \/ e 2 08 V

3,58V

L (b)

— 5,36 \/ em—15 44\ «
— 314 V

48 Vem——aV
2,76 V e 2 46 V/ s 2 08 V

358V

1
400

1
600

Tempo (ms)

Sinal (V)

—G,30 V5 44 \/ s 4,8\ e 4, \/

©

150 -

N
o

[=3
=]

o
=
o

o
v
S

o
[N
a

e
=]
E=)

—3,14 V

2,76 V === 2 46 V 2 .08 V

I
400

Tempo (ms)

358V

L
200

L
400

Tempo (ms)

L
600

L
800

I
600

62

onda de 663 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracéo de 2,18
mM de AOT em agua desmineralizada e caminho 6ptico: a) 80 um, b) 160 um, e c) 280

pm.

Fonte: De autoria propria, 2022.

Tabela 7 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 2,18 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

vermelho.
I?as_so Item Valores em Volts (V)
éptico
Sinal de entrada | 6,36 |5,44| 4,80 | 4,00 | 3,58 | 3,14 | 2,76 | 2,46 | 2,08
80 Sinal de saida | 338 |2,88| 2,54 | 2,12 | 1,88 | 1,68 | 1,47 | 1,30 | 1,12
Sinal de saida final | 2,60 |2,32| 2,08 | 1,82 | 1,62 | 1,48 | 1,33 | 1,18 | 1,03
Sinal de entrada 6,36 |5,44| 4,80 | 4,00 | 3,568 | 3,14 | 2,76 | 2,46 | 2,08
160 Sinal de saida | 5 60 |2,20| 1,98 | 1,59 | 1,46 | 1,28 | 1,15 |0,992|0,864
Sinal de saida final | 1,60 |1,48| 1,38 | 1,24 | 1,14 | 1,04 | 0,96 | 0,864| 0,76
Sinal de entrada | 6,36 |5,44| 4,80 | 4,00 | 3,58 | 3,14 | 2,76 | 2,46 | 2,08
280 Sinal de saida | 1 48 |1,26| 1,13 |0,952(0,848|0,752 |0,644| 0,58 | 0,496
Sinal de saida final | 0,656 | 0,64|0,608|0,592| 0,56 | 0,524 |0,492 |0,456 | 0,408

Os resultados da resposta temporal da amostra de AOT em agua desmineralizada

frente a diferentes sinais de entrada mostra que ha uma dependéncia do efeito com a

intensidade de luz incidida. Diante de entender um pouco mais dessa relagdo, séo
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gerados graficos do sinal de entrada pelo sinal de saida em regime estacionario. A
solucdo de AOT em agua desmineralizada quando bombardeada por luz laser cujo
comprimento de onda é de 663 nm (vermelho) possui uma resposta temporal
caracterizada pela perda de sinal ao longo do tempo. A perda de sinal ocorre de forma
mais apreciavel nos primeiros milissegundos e com o passar do tempo essa taxa de
variagdo tende se aproximar de zero, sendo muita das vezes nula. Portanto, quando é
dito sinal de saida em regime estacionario, entende-se como a regido onde a taxa de
variacao do sinal € proxima de zero ou igual a zero. A Figura 29 mostra a localizacdo da
regiao transiente e da regido estacionaria, para 0s experimentos realizados com o laser

vermelho. A estacionéria se encontra no intervalo entre 400 e 800 ms.

16 4

T e Regido Regido T

1B Transiente Estacionaria
10

08 -

Sinal (V)

06 |-

0% = AV = Sinal de Saida

02 L em Regime Estacionario

0,0 WI_._._: ______ i ._._._.|_._._.I_._._._I._._._I ..... :

0 200 400 600 800

Tempo (ms)

Figura 29 — Ponto de aquisicdo de dados em regime estacionario para o experimento

com o laser vermelho.
Fonte: De autoria propria, 2022.

O primeiro teste da relacdo entre sinal de entrada e sinal de saida em regime
estacionario é realizado com a amostra de AOT concentrada em 0,65 mM em solucdo
de 4gua desmineralizada. Os porta amostras com passo 6ptico de 80 um, 160 um e 280
pum foram utilizados. A Figura 30 apresenta os resultados obtidos nos trés teste

realizados, em cada teste obteve-se resposta para 9 sinais de entrada.
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Figura 30 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em
amostra com concentracdo de 0,65 mM de AOT em agua desmineralizada para os

caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 663 nm.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

De forma a facilitar a analise dos resultados, as figuras sdo apresentadas sem e
com retas de tendéncia. As retas de tendéncia sdo construidas com a seguinte
metodologia. Inicialmente uma primeira linha € desenhada a partir da origem (0; 0) das
coordenadas dos gréaficos da Figura 30, buscando alinhar esse ponto com 0 maximo de
pontos superiores possiveis. Em seguida a partir do ponto mais distante, do ponto (0; 0),
€ desenhado uma nova reta na tentativa de alinhar ao maximo de pontos inferiores. A
intersecdo entre as duas retas determina um possivel ponto de mudanca de regime.

Os dados graficados em quadrados pretos sdo os resultados obtidos para o porta
amostra com caminho o6ptico de 80 um (Figura 30). Neste caso, observou-se um
comportamento geralmente linear, exceto pelo ponto (6; 4,04), que mostrou um leve
desvio. Nos resultados obtido nos demais porta amostras, com passo 6Optico de 160 e
280 um existe uma suave perda da linearidade em um dado ponto. Na verdade, a
linearidade se mantém, entretanto, o que ocorre parece ser uma mudanca do regime em
uma dada intensidade. Ou seja, inicialmente o comportamento linear ocorre através de
uma reta com uma dada inclinacdo, e em um determinado momento essa inclinacao é
alterada e uma nova reta € obtida. Observa-se que para ambos o0s casos, essa mudanca
ocorre proxima ao ponto de 5,64 V da abscissa, todavia, a variagdo é mais perceptivel
para o teste realizado com o porta amostra com caminho 6ptico de 280 um. Para o caso
do porta amostra com caminho oOptico de 160 um, se considerarmos a transmitancia da
linha de tendéncia antes do ponto 5,64 V obtém-se um valor de 53 %, apds esse ponto
a reta de tendéncia obtém o valor de transmitancia de 42 %. Enquanto que para o porta
amostra com caminho éptico de 280 um, essa mesma analise teriam os valores de 49 %

e 34 %, respectivamente.
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Tabela 8 — Resultado da relacéo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste
realizado em concentracédo de 0,65 mM de AOT com laser vermelho.

Ponto de _ _ _ _

Passo Transmitancia | Transmitancia
o Intersecao :

optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 N/A 69 69
160 5,64 53 42
280 5,64 49 34

O segundo teste ocorreu para a amostra de 1,09 mM de AOT, também para os
Porta amostras de 80 pum, 160 um e 280 um de passo Optico. O experimento foi feito
para 9 sinais de entrada e o resultado apresentado na Figura 31.
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Figura 31 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em
amostra com concentracdo de 1,09 mM de AOT em agua desmineralizada para os

caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 663 nm.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

A resposta do experimento realizado para a concentracdo de 1,09 de AOT
também assinala a existéncia de um possivel efeito de mudanga de regime. Porém, para
essa concentracao percebe-se o efeito nos trés Porta amostras, sendo mais evidente no
de 280 um de passo 6ptico. Para o caminho 6ptico de 80 um o experimento mostra que
inicialmente a transmitancia na regido estacionaria € de aproximadamente 65 %, e apés
a mudanca de regime a transmitancia passa a ser de 50 %. O ponto onde a mudanca
ocorre é proximo ao sinal de entrada de 4,2 V. Para o porta amostra com passo optico
de 160 um antes da mudanca de regime a transmitancia era de 52 %, apés o sinal de
entrada de 4,2 V, a transmitancia da amostra passa a ser de mais ou menos 33 %. Dentro
da metodologia adotada, o porta amostra com caminho Optico de 280 um apresenta um
possivel ponto de mudanca de regime proximo de 4 V. Porém, quando os dados séo

observados de modo mais criterioso, € possivel verificar que alguns pontos, mais
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precisamente (3,26; 1,11), (3,74, 1,22) e (4,2; 1,36), escaparam da reta de tendéncia de
forma mais evidente, deslocados abaixo da reta em uma ordem de pontos que nao se
assemelha a um comportamento aleatério. A reta de tendéncia para valores de sinal de
entrada abaixo de 4 V possui transmitancia de aproximadamente 35 %, enquanto que a

reta de tendéncia acima dos 4 V a transmitancia foi de 10 %.

Tabela 9 — Resultado da relagéo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste
realizado em concentracédo de 1,09 mM de AOT com laser vermelho.

Ponto de . .
Passo . Transmitancia | Transmitancia
o Intersecéao .
optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 4,2 65 50
160 4,2 52 33
280 4 35 10

O teste com a concentracdo de AOT em 1,63 mM é apresentado na Figura 32.
Para os trés porta amostras testados nessa configuracao fica evidente que ha diferenca
angular entre as duas retas de tendéncia. No Primeiro caso, com o porta amostra de
caminho éptico de 80 um, o ponto de interseccao entre as retas ocorre em 3,8 V. A reta
de tendéncia antes desse ponto possui transmitancia préxima de 56 %. Apds o ponto a
transmitancia da reta de tendéncia passa a ser de 40 %. O resultado do porta amostra
com 160 um de passo Optico obteve o mesmo ponto de intersecc¢éo, em 3,8 V, porém, a
transmitancia da reta de tendéncia para sinal de entrada menores € de 45 %, e para
sinais de entrada maiores é de 26 %. Além disso, observou-se alguns pontos deslocados
para baixo da linha de tendéncia, assim como ocorreu no experimento com concentracao
de 1,09 mM com porta amostra de passo optico de 280 um. O mesmo também ocorreu
no teste realizado para a concentracdo de 1,63 mM e passo 6ptico de 280 um. Neste
caso, o ponto de interseccdo ocorre proximo de 3,3 V, valor abaixo dos anteriores. A
transmitancia das retas de tendéncia antes e depois desse ponto sdo de 26 % e 8 %,

respectivamente.
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Tabela 10 — Resultado da relacdo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste

Sinal de Saida em Regime Estacionario (V)
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realizado em concentracédo de 1,63 mM de AOT com laser vermelho.
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Ponto de . .
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optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
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Figura 32 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em

amostra com concentracdo de 1,63 mM de AOT em agua desmineralizada para 0s
caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 663 nm.

Fonte: De autoria prépria, 2022.

O teste da relacdo entre o sinal de entrada e o sinal de saida realizado para a

amostra com solucdo estoque em 67 % (2,18 mM de AOT) é apresentado na Figura 33

com o resultado obtido para as trés configuractes de passo 6ptico — 80 um, 160 um e
280 pm.
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Figura 33 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em

amostra com concentracdo de 2,18 mM de AOT em 4gua desmineralizada para 0s
caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 663 nm.

Fonte: De autoria propria, 2022.
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Os resultados dos experimentos mostram que o efeito da mudanca da linearidade
€ perceptivel nos trés Porta amostras. No teste realizado com passo Optico de 80 um o
ponto onde as duas retas se encontram fica localizado préximo ao sinal de entrada de
3,3 V. A reta antes desse ponto possui transmitancia por volta de 48 %, no entanto, a
reta apds a juncéo possui transmitancia de 33 %. O resultado dos pontos de interse¢éao,
da transmitancia antes e depois desse ponto o porta amostra com caminho 6ptico de 160
pum foram 3,3 V, 35 % e 14 %, respectivamente. Para 0 passo optico de 280 um esses

valores foram 3V, 19 % e 3 %.

Tabela 11 — Resultado da relacdo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste
realizado em concentracdo de 2,18 mM de AOT com laser vermelho.

Ponto de _ _ _ _

Passo Transmitancia | Transmitancia
. Intersecao .

optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 3,3 48 33
160 3,3 35 14
280 3 19 3

O experimento da resposta temporal do sinal de saida para diferentes sinais de
entrada foi realizado para a incidéncia com o laser verde (532 nm) na amostra de AOT.
O experimento utilizou da configuracdo da bancada 6ptica do teste de feixe Unico para
amostras com as concentragdes de 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63 mM e 2,18 mM em porta
amostras com 0s passos opticos de 80 um, 160 um e 280 um. Em cada teste realizado
foram utilizadas 13 intensidades de luz incidente distintas e obtido sua resposta temporal
em um intervalo de 800 ms. As informacdes de sinal de entrada, sinal de saida inicial e
sinal de saida final também foram coletados para cada concentracdo experimentada nos
diferentes passos O6pticos. ApOs o teste da resposta temporal, o sinal do regime
estacionario foi confrontado com o sinal de entrada e gerados os gréaficos de sinal de
entrada por sinal de saida em regime estacionario. Diferente do teste realizado para o
laser vermelho, o sinal obtido com o estimulo no laser verde se caracteriza pelo ganho
de sinal durante a exposi¢cao da luz. Mesmo assim, ha uma regido denominada como
transiente e uma outra estacionaria como pode ser visto na Figura 38.

Nas Figura 34, Figura 35, Figura 36 e Figura 37 sao apresentados os resultados
resolvidos no tempo dos testes de variagcdo do sinal de entrada, realizados para as

concentragdes de 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63 mM e 2,18mM de AOT, respectivamente.
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Figura 34 — Sinal obtido pela transmitancia do laser verde com comprimento de onda
de 532 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracdo de 0,65 mM de
AOT em &gua desmineralizada e caminho oOptico: a) 80 um, b) 160 pm, e c) 280 pm.

Fonte: De autoria prépria, 2022.

Tabela 12 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 0,65 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

verde.
I?as_so Item Valores em Volts (V)
Optico
Sinal de
8,64|7,92 (7,40 6,80 5,88 5,04 4,40 | 4,08 3,58 (2,90 | 2,60 (2,14 | 1,80
entrada
go | Snalde |15 l564|516(4,68|4,08|344(3,02(272|244(2,00](1,80 1,46 1,23
saida inicial
Snalde 16726,28(568(516|4,44 (3,74 3,26 2,04 | 266|214 192|155 | 1,31
saida final
Sinalde g 641784|7,04|6,44|584|532| 4,88 4,24|354| 2,88 (242|180 0,87
entrada
160 | Sinalde 4 2o1412]372(3,36|3,00(280|248|2,18|1,82|1,48|1,29|0,92| 0,46
saida inicial
Sinalde g 25 |5 08| 4,56 4,12 (3,72 3,36 | 2,96 | 2,56 | 2,20 | 1,70 | 1,44 | 1,02 | 0,48
saida final
Sinalde g 161775 1606588540 4,96 | 4.68|4,16 | 3,62 |3,04|2,26 1,66 | 0,83
entrada
2go | Shalde |341360(3,20|2,64|2,50(2,22|2,10|1,84|1,66|1,38|1,04|0,77 | 0,38
saida inicial
Sinal de | 4 844,52 (4,08 |3,36|3,08| 2,78 | 2,64 | 2,26 | 1,98| 1,66 | 1,19 | 0,86 | 0,40
saida final
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Figura 35 — Sinal obtido pela transmitancia do laser verde com comprimento de onda
de 532 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentra¢ao de 1,09 mM de

AOT em agua desmineralizada e caminho Optico: a) 80 um, b) 160 um, e c) 280 pm.

Fonte: De autoria prépria, 2022.

Tabela 13 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 1,09 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

verde.
I?as_so ltem Valores em Volts (V)
optico
Sinal de
8,00|7,40|6,60|6,04|5,64(5,24|4,52(3,84|3,30(2,80(2,36| 1,66 | 0,83
entrada
80 S,lna_l de 456(4,2413,64[3,40(3,16(2,94(2,56|2,14(1,88|1,56|1,32|0,90| 0,46
saida inicial
S!nal Qe 5521|5,044,44 4,12 |3,72(3,46|2,98(2,40| 2,12 |1,76|1,45| 0,98 | 0,48
saida final
Sinal de
8,00|7,28|6,68|5,96|5,36(4,80|4,32(3,80|0,81|1,64(1,98]| 2,70 | 3,30
entrada
160 | Snalde 1, o015 64(2441212|1.92|1,74|152|1,32|0,30 |0,58|0,74| 0,98 | 1,18
saida inicial
Sinal de
. . 412|3,72(3,40(2,96(2,66|2,32|2,02|1,66[0,32(0,70(0,90| 1,22 | 1,54
saida final
Sinal de
8,16 7,04 (6,36 |5,84|5,52|4,80|4,36 3,72 (3,38 |2,84(2,36|1,70 | 0,85
entrada
2go | Sinalde 1, o515 08(1,88(1,74|1,64|1.36|1,.24|1,18| 1,01 |0,80|0,69 | 0,50 | 0,26
saida inicial
Sinalde |50, 1308(274(246(230|1.96|1,74|1,56| 1,34 |1,09|0.89 0,60 | 0,28
saida final
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Figura 36 — Sinal obtido pela transmitancia do laser verde com comprimento de onda
de 532 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracao de 1,63 mM de

AOT em &gua desmineralizada e caminho 6ptico: a) 80 um, b) 160 pm, e c) 280 pm.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Tabela 14 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 1,63 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

verde.
Passo
Gptico Item Valores em Volts (V)
Sinal de
entrada |8,00|7,52|7,08|6,68|5,92|5,40|5,16|4,64|4,32(3,84|3,16|2,70| 2,46
80 Sina_l (;ie_
saida inicial | 4,12 |3,80|3,60|3,36|2,94|2,70|2,64|2,30|2,14|1,92|1,60|1,36| 1,24
Sinal de
saida final |5,40(4,96|4,60|4,32|3,72|3,42(3,30[2,86|2,64| 2,4|1,96|1,66|1,48
Sinal de
entrada |7,68|7,16|6,44|6,08|5,64|5,16|5,00|4,40|3,98(3,52|3,30|2,94|2,68
160 | Sinalde
saida inicial | 1,74]1,88|1,66|1,58|1,46|1,38|1,26|1,18|1,06|0,94|0,89 (0,74 | 0,68
Sinal de
saida final | 3,46(3,12(2,76|2,62|2,32|2,20(2,02|1,74|1,64|1,41|1,34|1,14|1,02
Sinal de
entrada |7,64|6,96|6,48|6,00|5,68|5,04|4,72|4,32|3,68|3,24|2,96|2,58]|2,30
ogp | Sinalde
saida inicial | 1,50|1,36|1,26|1,22|1,08|1,00|0,86|0,83|0,66|0,63|0,54|0,46 | 0,44
Sinal de
saida final |2,74|2,4412,26|2,1211,96|1,68|1,51|1,34|1,11|1,01|0,87|0,73|0,64
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Figura 37 — Sinal obtido pela transmitancia do laser verde com comprimento de onda
de 532 nm, variando a poténcia incidente na amostra com concentracao de 2,18 mM de

AOT em &gua desmineralizada e caminho 6ptico: a) 80 um, b) 160 pm, e c) 280 pm.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

Tabela 15 — Valores do sinal de entrada, sinal de saida inicial e sinal de saida final da
resposta temporal da amostra com 2,18 mM de AOT em agua desmineralizada, laser

verde.
l?as_so Item Valores em Volts (V)
Optico
Sinal de
8,80|8,08|7,44|6,68|6,36|5,60|5,12| 4,76 | 4,08 | 3,22 | 2,52 | 1,82 | 0,90
entrada
80 Sinalde |5 4a13501300(268|2,50|224(204|1,88|1,62|1.24]|099|070 035
saida inicial
Sinalde |\ o gl ) 65 1420(3,74|346|3,04 |2,72| 2,46 | 2,12 | 1,64 | 1,26 | 0,87 |0.40
saida final
Sinalde | g0/ 181617.44(692]612|548|472|4.00|334|280 246|182 089
entrada
160 | Sinalde 1) 5911 9511.10/1,00]0,86|079|069| 058|048 042035024012
saida inicial
Sinalde |, oal5 401216 (1,92 |1.64| 1,44 |1.17|1,05| 081|064 | 053|036 |016
saida final
Sinalde | 4517 7617.28(6,40|5,44|512 | 448|356 |308|254|216|1,78 |087
entrada
ogo | Sinalde 1, a016761066|058]045|047]040|032]028023|019]0,20]0,08
saida inicial
Sinal de
inaj « 1,88 (1,64 |1,46|1,25/0,97| 0,91 0,73/ 0,60 | 0,48 0,36 | 0,29 | 0,23 | 0,10
saida final
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Figura 38 — Ponto de aquisicao de dados em regime estacionario para o experimento

com o laser verde.
Fonte: De autoria prépria, 2022.

A amostra AOT quando bombardeada pelo laser verde com comprimento de onda

de 532 nm possui uma resposta temporal onde o sinal de saida inicial € menor que o

sinal de saida final (sinal aumenta no tempo). Todavia, como dito anteriormente, a maior

parte do aumento de sinal ocorre na regido transiente da resposta temporal, de 0 até 350

ms aproximadamente. No restante do tempo de iluminagéo o sinal permanece quase

constante, estacionario. Durante esse segundo momento, na regido estacionaria €

coletado o sinal de saida e estudado sua relacdo com o sinal de entrada, Figura 38. Essa

analise é realizada para as quatro concentracdes estudadas — 0,65 mM, 1,09 mM, 1,63

mM e 2,18 mM — experimentadas para os 3 porta amostras: 80 um, 160 pum, 280 um. Os

resultados destes testes sédo apresentados nas proximas figuras.
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Figura 39 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em
amostra com concentracdo de 0,65 mM de AOT em 4gua desmineralizada para 0s

caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 532 nm.
Fonte: De autoria propria, 2022.

O teste para a concentracao de 0,65 mM de AOT ¢é apresentado na Figura 39.
Para os trés porta amostra os resultados mostram dois momentos. No porta amostra
com comprimento Optico de 80 um a transmitancia para sinais de entrada abaixo de 5,5
V foi de 75 %, apds esse valor a transmitancia passa a ser de 84 %. Para o porta amostra
com passo oOptico de 160 um a transmitancia para sinais de entrada abaixo de 4,9 V é
de 63 % apds isso é de 69 %. Na amostra com passo optico de 280 pum a transmitancia
é de 56 % abaixo de 4,3 V e 65 % acima deste. A Tabela 16 mostra esses resultados

sintetizados.

Tabela 16: Resultado da relacéo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste

realizado em concentracéo de 0,65 mM de AOT com laser verde.

Ponto de _ _ _ _

Passo . Transmitancia | Transmitancia
o Intersegdo :

optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 55 75 84
160 4,9 63 69
280 4,3 56 65

O teste realizado com a concentracédo de 1,09 mM com os diferentes passos
opticos é apresentado na Figura 40. O porta amostra com passo optico 80 pum possui
transmitancia de 64 % para valores de sinal de entrada abaixo de 4,0 V, apés esse valor
a transmitancia passa a ser 75 %. Para o porta amostra de 160 um o valor de transi¢ao
e 3,8 V, antes desse valor a transmitancia € de 45 %, depois desse valor a transmitancia
€ de 56 %. Enquanto que para o passo optico de 280 pum a transmitancia antes de 3,8 €
de 40 % e depois é de 50 %.



75

o
=)
o
o

<
»
T

m 0,08 mm | -
H 0,16 mm
H 028mm ]

A B oo
o o o
T
| |

| |
o

1
H> pH oo
o v o «

w
.
T
|
£
»

N
»
—TT
[}
1
Nk
n

- N
w o
T
| |
| |
mm
mn
1
s N
v o

(=}
T

Sinal de Saida em Regime Estacionario (V)
=
T
[ ]
]
| |
1
Sinal de Saida em Regime Estacionario (V)
g w
o (=]

o
[

o
o
T
|
(

=]
(=]
o
o

4 5 6 7 . 8 9
Sinal de Entrada (V) Sinal de Entrada (V)

=}
N}
w

Figura 40 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em
amostra com concentracdo de 1,09 mM de AOT em 4gua desmineralizada para 0s

caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 532 nm.
Fonte: De autoria propria, 2022.

Tabela 17 — Resultado da relacdo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste

realizado em concentracédo de 1,09 mM de AOT com laser verde.

Ponto de _ _ _ _

Passo . Transmitancia | Transmitancia
o Intersecéo :

optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 4,0 64 75
160 3,8 45 56
280 3,8 40 50

O experimento realizado com concentracdo de 1,63 mM apresenta valores de
transicdo de 5,6 V, 5,1 V e 3,7 V para os porta amostra de 80 um, 160 um e 280 um,
respectivamente. As transmitancias para valores de sinal de entrada abaixo s&o de 65

%, 41 % e 31%, apods os valores de transicao as transmitancias sao 76 %, 55 % e 38 %.
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Figura 41 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em
amostra com concentracdo de 1,63 mM de AOT em 4gua desmineralizada para 0s

caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 532 nm.
Fonte: De autoria propria, 2022.
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Tabela 18 — Resultado da relacao entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste

realizado em concentragao de 1,63 mM de AOT com laser verde.

Ponto de . .
Passo . Transmitancia | Transmitancia
o Intersecéo .
optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 5,6 65 76
160 51 41 55
280 3,7 31 38

O teste para a maior concentracdo de AOT (2,18 mM) é apresentado na Figura

42. O porta amostra com passo 6ptico de 80 um apresenta transmitancia de 56 % para

valores de sinal de entrada abaixo de 4,6 V, apds esse valor a transmitancia passa a ser

de 64 %. A amostra testada com passo 6ptico de 160 um apresentou um sinal de entrada

de transicdo de aproximadamente 4,3 V. Para valores abaixo deste a transmitancia

apresenta um valor proximo a 25 %, apds a transmitancia passa a ser de 35 %. Para o

caminho 6ptico de 280 um a transmitancia € de 17 % antes de 4,3 V e de 26 % apos
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Figura 42 — Sinal de saida em regime estacionario para diferentes sinais de entrada em
amostra com concentracdo de 2,18 mM de AOT em agua desmineralizada para 0s

caminhos 6pticos 80 um, 160 um e 280 um, para o laser de 532 nm.

Fonte: De autoria propria, 2022.

Tabela 19 — a Resultado da relacdo entre sinal de entrada e sinal de saida para o teste

realizado em concentragao de 0,65 mM de AOT com laser verde.

Ponto de _ _ _ _

Passo Transmitancia | Transmitancia
. Intersecéo _

optico (um) W) Antes (%) Depois (%)
80 4,6 56 64
160 4,3 25 35
280 4,3 17 26
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5.3. Experimento de Bombeio e Prova para a Amostra de Azul de Orto-Toluidina

5.3.1. Bombeio no Vermelho (663 nm) e Prova no Verde (532 nm)

Um teste de bombeio e prova foi realizado para o corante de Azul de Orto-
toluidina. Neste teste um laser de comprimento de onda de 663 nm é utilizado como
bombeio e um outro laser de comprimento de onda de 532 nm é utilizado como prova. O
laser de bombeio possui uma poténcia de incidéncia de 84 mW em todos os testes
realizados. Além disso, como sistema de deteccao é utilizado um fotodetector SGD444
cuja resisténcia interna € de 10 kQ. Para este experimento s&o realizados 5 testes,
variando concentracao, passo 6ptico dos Porta amostras, tempo de bombeio e poténcia
de prova do laser de 532 nm. A Tabela 20 mostra as diferentes configuracfes para cada
um dos experimentos realizados. A configuracdo da bancada Optica adotada € a mesma

da Figura 15.

Tabela 20 — Configuracdo dos experimentos de bombeio e prova.

N° Concentracéo Passo Optico Tempo de Bombeio Poténcia de Prova
Experimento (mg/l) (um) (ms) (mw)

1 666 280 555 4,2

2 500 280 428 4,2

3 500 280 554 4,2

4 200 1000 554 12,7

5 200 1000 555 12,7

Nos experimentos de bombeio e prova, o laser de prova é acionado primeiro
elevando o nivel de sinal detectado no osciloscopio. Em um segundo momento, o laser
utilizado para bombeio é ligado (ON). Neste momento o sinal detectado no osciloscopio
volta a subir até atingir um segundo platé. Quando o laser de bombeio é desligado (OFF),
o sinal detectado volta a descer até atingir o nivel de sinal obtido quando somente o laser
de prova estava acionado. O primeiro experimento realizado foi para uma amostra de
Azul de Orto-toluidina mais concentrada, 666 mg/l. Neste experimento é registrado
apenas um acionamento do laser de bombeio. Durante o seu acionamento o tempo de
subida registrado é de 137 ms, enquanto que o seu tempo de descida, apos ser desligado
€ de 235 ms. A variacdo da tensdo causado pelo acionamento do bombeio foi de
aproximadamente 3 V. O sinal basal causado pelo laser de prova foi de 20,7 V (Figura

43),
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Figura 43 — Experimento de bombeio (663 nm) e prova (532 nm) de nimero 1 com

concentracdo de 666 mg/l e caminho optico de 280 um.
Fonte: De autoria propria, 2023.

O segundo experimento foi realizado com concentracdo de 500 mg/l. Neste o sinal
basal causado pelo acionamento do laser de prova é registrado em aproximadamente
13,5 V. A variacao do acionamento do laser de bambeio é de 2,3 V, e o tempo de descida
e subida foram 340 ms e 397, respectivamente (Figura 44).

O experimento de numero 3, apresentado na Figura 45, foi realizado com
condicdes semelhantes ao experimento de nimero 2, todavia, este possui um tempo de
iluminacado do laser de bombeio maior (554 ms). Os resultados de tempo de subida e
descida foram de 375 ms e 474 ms, respectivamente. O sinal basal de iluminacédo do
laser de prova é mais dificil de prever, uma vez que o bombeio €é acionado
periodicamente. Mas o valor minimo obtido é préximo de 12,1 V, e a variacdo do sinal
do bombeio € de 2 V.
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Figura 44 — Experimento de Bombeio (663 nm) e Prova (532 nm) de nimero 2 com

concentracdo de 500 mg/l e caminho 6ptico de 280 pum.
Fonte: De autoria propria, 2023.
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Figura 45 — Experimento de bombeio (663 nm) e prova (532 nm) de numero 3 com

concentragdo de 500 mg/l e caminho optico de 280 um.
Fonte: De autoria propria, 2023.
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Os experimentos de namero 4 e 5 possuem caracteristicas de configuracédo de
teste semelhantes. A diferenca € que no experimento de nimero 4 o acionamento do
laser de bombeio ocorre periodicamente (Figura 46), enquanto que no experimento de
namero 5 o laser de bombeio é acionado apenas uma vez, Figura 47.

O tempo de subida do sinal de bombeio no experimento de nimero 4 é de 119
ms, e o tempo de descida e de 452 ms. O nivel do sinal causado pelo laser de prova é
de aproximadamente 21,5 V e a variagcao causada pelo o laser de bombeio é de 3,3 V.
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Figura 46 — Experimento de bombeio (663 nm) e prova (532 nm) de nimero 4 com

concentracdo de 200 mg/l e caminho 6ptico de 1000 pm.
Fonte: De autoria prépria, 2023.

No experimento de niamero 5 com um acionamento do laser de bombeio os
parametros de tempo de subida e de descida foram de 135 ms e de 205 ms. O sinal

basal do laser de prova foi de 20,8 V e a variacdo do bombeio foi de 3 V.
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Figura 47 — Experimento de bombeio (663 nm) e prova (532 nm) de nimero 5 com

concentracdo de 666 mg/l e caminho 6ptico de 1000 pm.
Fonte: De autoria prépria, 2023.

5.3.2. Bombeio no Verde (532 nm) e Prova no Vermelho (663 nm)

Neste outro experimento é utilizado o laser verde (532 nm) como laser de
bombeio, enquanto que o laser vermelho é utilizado como laser de prova. A Tabela 21

mostra a configuracédo experimental utilizada no teste.

Tabela 21 — Configuracdo dos experimentos de bombeio e prova.

N° Concentracdo Passo Optico Tempo de Bombeio
Experimento (mg/l) (um) (ms)

6 200 1000 200

7 200 1000 625

No Experimento 6, o sinal temporal tem inicio a 610 mV com o laser de bombeio
desativado. A marca de -1012 ms, o laser de bombeio é ativado, desencadeando um
aumento abrupto no sinal que atinge seu ponto maximo em 672 mV. Posteriormente, o
sinal experimenta uma queda exponencial até o ponto de 525 ms, momento em que 0
laser de bombeio é desligado. Apés a desativacao, o sinal continua a diminuir a uma taxa
ainda mais acelerada, semelhante ao aumento inicial ocorrido no inicio da ativacéo do
laser de bombeio, até alcancgar o valor minimo de 483 mV. Em seguida, o sinal retoma

sua ascensao, culminando no valor inicial de 610 mV (Figura 48).
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Figura 48 — Experimento de bombeio (532 nm) e prova (663 nm), teste numero 6.

Frequéncia de 1 Hz e duty cycle de 20%.
Fonte: De autoria prépria, 2023.

No Experimento 7, a partir de -1396 ms, o sinal temporal comeca a 595 mV com
o laser de bombeio desativado. Em -1268 ms, o laser de bombeio é ativado, resultando
em um aumento subito do sinal, atingindo o pico em 645 mV. Em seguida, o sinal
decresce exponencialmente até estabilizar em 518 mV. No instante de 650 ms, o laser
de bombeio é desligado, levando o sinal a cair abruptamente para um minimo de 478

mV. Posteriormente, o sinal volta a subir até retornar ao valor inicial de 595 mV.
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Figura 49 — Experimento de bombeio (532 nm) e prova (663 nm), teste nimero 7.

Frequéncia de 0,8 Hz e duty cycle de 50%.
Fonte: De autoria propria, 2023.
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6. DISCUSSAO

Os espectros da Figura 18 mostram duas bandas de absorcdo distintas
sobrepostas. A banda mais proxima da regido azul do espectro € a banda do agregado
molecular na forma de dimeros, enquanto que a banda mais proxima da regido do
vermelho é a banda da molécula de monémero. Tal informacao, indica que a molécula
de azul de toluidina agrega com formacédo geométrica do tipo H, agregados que nao
possuem fluorescéncia quando decaem para o estado fundamental (de menor energia)
na forma de monémero (HEYNE, 2016). Isso pode indicar um possivel decaimento ndo
radiativo (térmico). Além disso, o espectro indicou uma densidade 6ptica maior nas
espécies de dimero do que de mondémero. Esse resultado indica que existe margem para
um aumento substancial do sinal de densidade Optica da banda de absorcdo do
mondmero em um eventual processo de dissociacdo molecular do dimero.

Ainda sobre os resultados espectrais, 0 estudo da deconvolugéo das bandas via
software OriginLab, mostrou que as bandas do dimero e monémero alteram o valor de
seu pico (ponto maximo de absorcdo da luz) quando a concentracdo do corante na
amostra € alterada (Figura 19). O pico do dimero desloca em dire¢do ao azul quando a
concentracdo é aumentada, enquanto que o pico do monémero desloca em dire¢do ao
vermelho. Este resultado pode indicar a influéncia de outros tipos de agregados, como
trimero ou dimero de formacéo J (D’ILARIO & MARTINELLI, 2006).

O resultado obtido na deconvolugdo também permitiu analizar a razao entre o0s
sinais do dimero e do mondmero em relacdo a variacdo da concentracdo (Figura 20),
indicando um aumento nao linear da razdo em funcdo da concentracdo. Embora o
namero de amostras com diferentes concentracdes seja pequeno, parece haver um
limite em que essa relagcéo atinge com o aumento da concentracao.

No experimento de excitagdo por feixe Unico, da Figura 21, utilizando o laser
vermelho de 663 nm, o aumento rapido do sinal nos primeiros 10 microssegundos apés
a ativacdo do laser esta relacionado ao tempo de subida do laser, que é o periodo
necessario para que a poténcia do laser atinja seu valor maximo. Apés atingir o ponto de
maximo, o sinal comeca a decair exponencialmente e tende a um valor constante apos
um determinado tempo. O fenbmeno de agregacdo do Azul de Orto-toluidina
desempenha um papel fundamental nesse comportamento. Quando o laser é absorvido
pelas moléculas monoméricas, a energia eletromagnética € convertida em calor devido
ao processo de relaxacdo térmica, aumentando a temperatura localizada do sistema.
Essa energia disposta no sistema perturba o equilibrio quimico das moléculas agregadas

na forma de dimero, causando a dissociacdo do agregado. Para cada molécula de
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dimero dissociada, duas moléculas de monémero sdo geradas. Assim, com um maior
namero de moléculas monoméricas na solugéo, a populacéo dos centros absorvedores
aumenta, o que, por sua vez, resulta na queda do sinal detectado. O sinal estabiliza no
momento em que a taxa dos processos de dissociacdo do dimero e o processo de
dimerizacdo se igualam, atingindo assim o0 equilibrio termodinamico. Esse
comportamento ocorre especificamente para esse experimento devido a sua fonte laser
possuir comprimento de onda de emissédo dentro da regido espectral de absorgcéo da
molécula de monémero do corante Azul de orto-toluidina.

No contexto do segundo experimento, Figura 22, de excitacdo de feixe Unico,
empregando uma fonte laser com um comprimento de onda de 532 nm (cor verde), o
objetivo é investigar o comportamento do sinal resultante quando uma amostra é
estimulada por uma fonte de radiacdo eletromagnética cujo comprimento de onda
coincide com a faixa espectral de absorcdo predominante da molécula que forma
dimeros. Neste experimento, o0 sinal apresenta uma resposta inicial rapida,
imediatamente ap0s a ativacdo do laser. Posteriormente, o sinal continua a aumentar,
mas a taxa de crescimento diminui gradualmente com o tempo até atingir zero,
resultando em uma estabilizacdo do sinal ao longo do tempo. Esse crescimento do sinal
esta diretamente relacionado a diminuicédo da populacéo de dimeros durante a exposi¢cao
a luz, possivelmente devido ao processo de relaxagdo térmica que ocorre no sistema.

Os experimentos de feixe Unico realizados com ambas as fontes laser, a 532 nm
e a 663 nm, aparentam exibir um processo de relaxacdo térmica semelhante. Uma
analise da literatura cientifica revelou que agregados que adotam uma configuracédo H
apresentam um deslocamento do espectro de absor¢cdo em direcdo a regido azul,
guando comparados ao pico de absorcdo do mondémero (HEYNE, 2016). Além disso,
observou-se que, quando excitados eletronicamente, esses agregados decaem para seu
estado fundamental sem passar por processos radiativos. Consequentemente, pode-se
inferir que as moléculas que absorveram a radiacdo do laser de 532 nm séo configuradas
como agregados H.

A variacdo da concentracdo do corante Azul de Orto-toluidina em &gua
desmineralizada demonstrou uma tendéncia uniforme em resposta as duas fontes de
excitagdo. Em ambos os cenarios, 0 aumento da concentragcdo do corante resultou em
uma maior amplitude do efeito observado, ou seja, a relacdo entre o sinal inicial e o sinal
final foi ampliada.

O mesmo fendmeno foi observado no experimento que avaliou a variacdo da
poténcia de entrada do laser. Esse teste foi conduzido utilizando as duas fontes de
radiacdo eletromagnética, a 532 nm e a 663 nm, e revelou uma relacdo diretamente
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proporcional entre o efeito observado e a poténcia do laser, independentemente da
concentracdo de corante empregada. Tanto o teste de variagdo da concentracao do
corante quanto o de poténcia incidente do laser estéo intrinsecamente relacionados a
demanda por centros absorvedores e fétons disponiveis.

No caso do teste de concentracdo do corante, um numero fixo de fétons esta
disponivel para interagir com o corante. A medida que a quantidade de moléculas de
Azul de Orto-toluidina no sistema aumenta, tanto o niamero total de dimeros quanto de
mondmeros aumenta, o que eleva a probabilidade de interacdo entre os fotons e o
corante. De maneira semelhante, o teste de poténcia de entrada faz com que, em um
sistema com concentracdo de corante constante, o aumento do numero de fotons
disponiveis também aumente a probabilidade de interagdo com o corante.

Uma vez que os fotons interagem com o corante, seja na forma de dimero ou
mondmero, eles excitam eletronicamente o corante. Durante o processo de retorno ao
estado fundamental, a relaxacéo térmica que ocorre nos dimeros e monémeros resulta
em um aumento de energia no sistema, o que provoca o aumento da temperatura local.
Esse aumento de temperatura afeta a relacdo entre a populacdo de dimeros (que
diminui) e a de mondmeros (que aumenta).

Também foi objeto de investigacdo a analise da relacao entre o sinal de entrada
e o sinal de saida no regime estacionario. Os resultados do experimento indicam a
existéncia de um ponto de transicdo onde essa relacdo linear sofre uma mudanca de
regime. Em outras palavras, para sinais de entrada inferiores ao ponto de transicéo
identificado, a relacdo entre o sinal de entrada e o sinal de saida mantém uma taxa
constante denominada "X". No entanto, apés ultrapassar o ponto de transi¢cdo, essa taxa
permanece constante, mas pode ser maior ou menor que o valor "X", dependendo do
comprimento de onda da fonte de laser de excitacao.

No caso do laser com comprimento de onda de 532 nm (verde), a taxa aumenta
apos o ponto de transicdo, enquanto que para o laser de 663 nm (vermelho), essa taxa
diminui. Essa taxa esta diretamente relacionada a transmitancia da luz, que representa
a porcentagem da quantidade de luz que atravessou a amostra e foi detectada pelo
fotodetector. Portanto, um aumento na taxa indica que, em um determinado ponto, a
amostra se tornou menos absorvente, permitindo uma maior passagem de luz. Por outro
lado, uma diminuicdo na taxa indica que, em um dado ponto, a amostra se tornou mais
absorvente, permitindo menos passagem de luz.

Considerando que a populagéo de dimeros diminui e a de monémeros aumenta
devido a relaxacdo térmica das moléculas do corante, é coerente que a taxa de

transmiténcia aumente para o laser de 532 nm e diminua para o de 663 nm.
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Outro aspecto notavel neste experimento € a influéncia do ponto de transicao por
fatores como concentracdo do corante e comprimento do caminho 6ptico. Observou-se
gue, para uma mesma concentracdo, 0s testes realizados indicam uma relagao
inversamente proporcional entre o ponto de transicdo e o comprimento do caminho
optico; ou seja, a medida que o caminho 6ptico aumenta, o valor do ponto de transi¢ao
diminui. No entanto, € importante destacar que essa € uma observacédo preliminar que
requer uma investigacdo mais abrangente com um numero maior de testes para
compreender completamente o comportamento desses fatores.

O experimento de bombeio e prova envolve a utilizacdo de dois lasers distintos.
O primeiro deles, conhecido como laser de prova, tem a finalidade de monitorar o sinal
resultante. Para isso, ele € ativado, emitindo radiacéo eletromagnética que atravessa a
amostra e, posteriormente, é detectada pelo fotodetector. E essencial que a luz emitida
pelo laser de prova ndo cause perturbacdes significativas na amostra, razao pela qual
se opta por um laser de baixa poténcia com um comprimento de onda de 532 nm.

Por sua vez, o laser de bombeio possui uma poténcia substancialmente maior e
tem como objetivo induzir perturbacbes controladas na amostra. No entanto, apesar de
sua radiacdo eletromagnética também atravessar a amostra, ela € submetida a um
processo de filtragem, impedindo que seja detectada pelo fotodetector. O laser de
bombeio é ativado durante o periodo de iluminagdo da amostra pelo laser de prova,
permitindo assim a realizacado do experimento de bombeio e prova.

Os resultados do teste de bombeio e prova revelam que, durante a ativacdo do
laser de bombeio, para o experimento com o laser vermelho nessa funcdo, o sinal
experimenta uma taxa de crescimento repentino, alcancando rapidamente seu valor
maximo. Em seguida, a taxa de crescimento diminui gradualmente até atingir zero,
estabilizando-se em um valor de sinal maximo e constante. Apés o desligamento do laser
de bombeio, o sinal comeca a diminuir, porém, em contraste com o experimento de feixe
anico, o tempo necessario para a reducdo do sinal é consideravelmente maior. Além
disso, o tempo de descida no experimento de bombeio e prova também é maior que o
seu respectivo tempo de subida. Diferente do teste de feixe Unico, o bombeio e prova
permite estudar os processos cinéticos de retorno ao estado inicial. Isso é possivel
gracas a iluminacdo continua do laser de prova que permanece acionado apos o laser
de bombeio ser desligado.

No experimento que utiliza o laser verde como bombeio, observa-se que quando
o laser é ativado, o sinal experimenta um aumento abrupto, seguido por uma diminui¢ao

exponencial até atingir um patamar de estabilidade. No momento em que o laser de
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bombeio é desligado, o sinal exibe uma queda acentuada, seguida de um aumento até
retornar ao nivel inicial de estabilidade.

Os picos distintivos no sinal, que ocorrem ao ligar e desligar o laser de bombeio,
sdo resultado de algum artefato experimental ndo identificado. No entanto, o
comportamento do sinal no instante do pulso de bombeio pode ser explicado pelo
fenbmeno de dissociacdo das moléculas de dimeros em mondmeros, causado pela
deposicao térmica do laser de bombeio na faixa espectral verde. O dimero absorve a
radiacdo eletromagnética, em 532 nm, causando excitacdo eletronica seguido de
relaxacao térmica (desativacdo nao-radiativa). Esse fenbmeno torna a amostra mais
absorvente na regido de comprimento de onda do laser de prova, 663 nm. Também neste
experimento é possivel estudar a cinética de retorno ao estado inicial apos o laser de
bombeio ser desligado.

Outra observacéao relevante é que o processo parece ser totalmente reversivel,
pois o valor do sinal se repete quando os estados de ligado e desligado do laser de

bombeio sdo alternados consecutivamente.
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7. CONCLUSAO

A utilizacdo da tecnologia laser nos estudos de agregacdo molecular de corantes
oferece insights valiosos sobre o comportamento desses sistemas complexos. Os
experimentos descritos abordam a interacéo entre a radiacao laser e o corante Azul de
Orto-toluidina em diferentes condi¢des, incluindo variacdo de comprimento de onda,
concentracdo do corante e poténcia do laser. Varios resultados e comportamentos
interessantes emergem dessas investigacoes.

Em primeiro lugar, observa-se que a interacdo entre o laser e o corante
desencadeia uma série de respostas dindmicas, incluindo o crescimento rapido do sinal
seguido por uma queda exponencial até atingir um estado constante. Isso reflete as
complexas mudancas na populacéo de moléculas de corante, principalmente a transicao
entre monémeros e dimeros, induzida pelo processo de relaxacdo térmica. A relacédo
entre a absorcao de luz, a formacéo de dimeros e o estado de equilibrio termodindmico
é central nesse contexto.

Além disso, os experimentos destacam a influéncia significativa do comprimento
de onda do laser na resposta do sistema. Com comprimentos de onda especificos, a
taxa de transmitancia da luz é afetada, indicando que a absor¢éo e relaxagédo térmica
sdo influenciadas pelo tipo de agregacdo molecular predominante (dimeros H, por
exemplo). Isso ressalta a importancia de selecionar a fonte de laser apropriada para
investigacOes especificas de agregacdo molecular.

A variacdo da concentracao do corante e da poténcia do laser também demonstra
um impacto direto na resposta do sistema, ilustrando como a demanda por centros
absorvedores e a disponibilidade de fétons afetam o comportamento das moléculas. A
complexidade dessas interacfes ressalta a necessidade de considerar mdultiplos
parametros experimentais ao projetar estudos nesse campo.

Outro ponto relevante é a identificacdo de um ponto de transicéo na relacdo entre
sinal de entrada e saida em regime estacionario, que varia de acordo com o0 comprimento
de onda do laser. Esse ponto de transicéo reflete as mudancas na transmitancia da luz
e esta relacionado a absorcédo e relaxacdo térmica das moléculas. Essa observacao
destaca a capacidade do laser em revelar informagdes cruciais sobre o estado do
sistema e sua interacdo com a luz incidente.

Finalmente, a reversibilidade do processo observada nos experimentos de
bombeio e prova destaca a capacidade de controlar e manipular as agregacoes
moleculares, oferecendo oportunidades para aplicacdes praticas, como a modulagcéo da

transmitancia da luz em dispositivos 6pticos. Além disso, o bombeio e prova permite
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estudar a cinética de retorno do fendbmeno de agregacédo, abrindo a possibilidade de
novos estudos de histerese.

Em resumo, a tecnologia laser desempenha um papel fundamental na
investigacdo das agregacbes moleculares de corantes, proporcionando uma
compreensdao mais profunda dos mecanismos envolvidos. Esses estudos tém
implicagBes significativas em areas como quimica, fisica e optica, contribuindo para o
avanco do conhecimento e aplicacdes futuras relacionadas a materiais e dispositivos

sensiveis a luz.
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ANEXO A — Data Sheet do Azul de Orto-Toluidina

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Website: www.sigmaaldrich.com
Email USA: techserv@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification

Product Name:
Toluidine Blue O - Technical grade

Product Number: T3260

CAS Number: 92-31-9

MDL: MFCD00011934
Formula: C15H16CIN3S
Formula Weight: 305.83 g/mol

TEST
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Specification

Appearance (Form)
Infrared spectrum
Solubility (Color)

c = 4mg/4ml; Water
Carbon
Nitrogen
Dye Content
Approximately 85%

Specification: PRD.0.ZQ5.10000038410

Powder

Conforms to Structure

Dark Blue to Very Dark Blue and Dark
Purple to Very Dark Purple and Blue-Purple

471 -619 %
11.0-144 %

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in

this publication.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use.
and conditions of sale.

1 of 1

The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service.

See reverse side of invoice or packing slip for additional terms



ANEXO B — Data Sheet do Fotodetector SGD

SGD Series

Features

Planar Diffused Structure
Oxide Passivated
Guard Ring Construction

Wide Spectral Range
Wide Dynamic Range

Low Noise

e Large Area
* Fast Rise Time
» High Responsivity

Operating Data and Specifications at 23°C: Typical Performance at 100 V Bias

Characteristic Aoandl SGD-100A SGD-200 SGD-444 Units

Active Area 0.81 5.1 200 100 Sq. mm
Spectral Range - 400-1150 - nm
Responsivity >05 >05 >05 >05 AIW
Bandwidth 26 45 45 45 MHz into 50 ohms
Rise Time 3 5 8 10 nS into 50 ohms
Operating Voltage 0-180 0-180 0-180 0-180 \
Breakdown Voltage' >200 >200 >200 >200 '
Capacitance 12 40 14 70 pF
Dark Current <3 <10 <100 <200 nA
Channel Resistance >25 >30 >15 >1.0 Megohms
Series Resistance 5000 300 200 50 ohms
Noise Current 4 9 20 30 10-14 A/Hz"2
NEP (900,10 MHz,1) 8 18 40 60 1014 W/HZ"2
Response Linearity < <1% —>» Over 7 decades
Operating Temperature % -55 1o +125 > °C
Package Style TO-18 or TO-5? TO-5 TO-8 TO-36

Notes

1 Breakdown voltage measured at 100 microamps dark current

2

ABSOLUTE RESPONSIVITY — A/W

SGD-040A TO-5
SGD-040L. Lensed TO-5
SGD-040B TO-18

Typical Spectral Response

Responsivity/Temperature
Coefficient-SGD Series at

18

90 Volts
' ' ' ' I ' ' ' Temperature
Wavelength Coefficient
05 - Nanometers %/°C
400 -0.14
04b | 450 -0.06
500 -0.003
550 -0.002
031 — 600 -0.001
650 0
700 0
0.2~ - 750 +0.003
800 +0.010
0.1 850 +0.015
’ 900 +0.03
950 +0.06
o 1000 +0.30
1.2 1060 +1.01
X (pem)
www.DataSheet4U.
N EGeG U020 £

221 COMMERCE DRIVE MONTGOMERYVILLE PA 18936 ¢ USA

TEL (215) 368-6

900 « FAX (215) 362-6107
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