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Abreviacoes

A, Area da superficie
Cp Capacidade Térmica massica
Dy Diametro hidraulico

h Coeficiente de transferéncia de calor por convecgédo
IC Internal Conversion

Ia Intensidade da luz absorvida

ly Intensidade da luz incidente

ISC  Inter system Crossing
k transferéncia de calor por conducéo
Ly Comprimento de entrada hidrodinamico
Lt Comprimento de entrada térmico
LPC Layered Prism Cell
MP Maodulo Peltier
NIR  Near Infrared Radiation
Nu NUmero de Nusselt
Nup Numero de Nusselt Hidraulico
Nug  NOmero de Nusselt para paredes planas
OPO  Optical Parametric Oscillator
PA Photoacoustic signal
PAC  Photoacoustic Calorimetry
Pr NUmero de Prandtl
q’ Fluxo de calor
Quantidade de calor transferido
Qv Caudal volumétrico ou fluxo
Re NUmero de Reynolds
Rep  Numero de Reynolds Hidraulico
My Raio hidraulico
Taont  Temperatura & frente
Toack  Temperatura atrés
T.o  Valor datemperatura para a qual o sinal fotoacustico é nulo
Ts Temperatura da parede
Uy, Velocidade fora dos gradientes de temperatura

K Viscosidade do fluido



Resumo

Neste trabalho foi apresentado o projecto, construcdo e testes de certificacdo de uma
célula para Calorimetria Fotoacustica com rigoroso controlo da temperatura. Este
controlo é vital para eliminar o sinal fotoacustico por deposicdo de calor em solucdes
aquosas (coeficiente de expansdo térmica, 0=0), permitindo quantificar apenas o sinal
produzido por mudancas volumétricas. Uma das principais aplicacdes serd no estudo de
(des)enovelamento de proteinas. A célula foi construida em aco (C,=480 J/kg K) e foi
projectada com canais internos por onde deve passar o fluido termostético vindo de um
banho externo para o controlo da temperatura. O corpo da célula foi isolado
termicamente do ambiente externo por um sistema constituido por uma borracha
elastomera de K Flex ST de baixa condutividade térmica (k=0,034 W/m K). Com o
intuito de controlar com rigor a temperatura da solugdo da amostra, foi projectado e
construido um sistema de pré-arrefecimento da solugdo. E constituido por uma
serpentina de aco (por onde passa a amostra) imersa num banho termostatico de
aluminio, ligado em série com o banho controlador da temperatura e a célula. Os valores
da temperatura da amostra, medidos na célula, foram iguais aos valores medidos no
banho da serpentina, mostrando ndo haver trocas de calor entre estes dois sistemas,
garantindo boa eficiéncia no controlo da temperatura. O controlo térmico foi estudado
para dgua pura e em diferentes concentracdes de sais (NaCl e solugdes tampdo de
fosfato) excitando o overtone da agua a 2000 nm (5000 cm™) e recolhendo o sinal
fotoacustico num intervalo de -1°C a 15°C. Os valores das temperaturas para 0s quais o
coeficiente de expansédo térmica é zero foram: 3,0 °C para agua pura; 2,75°C, 2,53°C e
1,89°C para as concentragdes em NaCl de 5 mM, 10 mM e 50 mM, respectivamente;
2,97°C, 2,43°C e 1,92 para as concentracdes em tampéo fosfato de 5 mM, 10 mM e 50
mM, respectivamente. A relagdo da forga idnica com a temperatura a qual a= 0, mostrou

que a partir de 0,05 M C?de forca i6nica, a temperatura estabiliza.



Abstract

A cell for time resolved photoacoustic calorimetry (PAC) with temperature control was
developed and tested. The temperature control is critical in the study of PAC signal
generated only by volume changes, meaning that the photoacoustic signal generated by
heat deposition in aqueous solutions (thermal expansion coefficient, 0=0) must be
avoided. One of the main applications of volume changes measurements is in the study
of proteins folding/unfolding. The cell was made in steel (Cp=480 J/kg K) and designed
with internal channels where the thermostatic fluid from an external bath flows
controlling the temperature. The cell body was insulated with an elastomeric rubber
system K Flex ST with low thermal conductivity (k=0,034 W/m K). In order to achieve
a rigorous temperature control of the sample solution, a system of pre-refrigeration was
built being composed of steel serpentine (where the sample flows) immersed in a
thermostatic bath connected with the bath of temperature controller and the cell.
Certification of all system were made measuring the sample temperature values in the
cell body. These temperatures were the same of that measured in the serpentine bath,
ensuring a good efficiency in the temperature control. The thermal control was also
studied measuring the photoacoustic signal in pure water and at different salt
concentrations (NaCl and Phosphate buffer solutions) exciting the water overtone at
2000 nm (5000 cm™) with temperature ranging from -1°C to 15°C. The temperature in
which the thermal expansion coefficient is zero were: 3.0 °C for pure water; 2.75 °C,
2.53 °C and 1.89°C for NaCl concentrations at 5 mM, 10 mM and 50 mM, respectively;
2.97°C, 2.43°C and 1.92°C for Phosphate buffer solutions at 5 mM, 10 mM and 50 mM,
respectively. The relationship between the ionic strength and the temperature given 0=0,
showed that for values of ionic strength higher than 0.05 M C? the temperature to obtain

a=0 does not change.



Capitulo 1 - Introducéo

O fendmeno fotoacustico foi descoberto por A. G. Bell [1] em meados de 1880. Este
baseia-se na producdo de uma onda acustica (ultrassom) num meio pela interac¢do dos
fotdes com a matéria. Um dos processos que pode gerar onda fotoacustica é a absorcao
de luz pelas moléculas e posterior deposicéo de calor através da conversdo interna (IC)
gerando uma onda de pressdo. A onda de pressao gerada contém toda a informacéao
sobre as caracteristicas energéticas e temporais da molécula que produziu o decaimento.
A partir dai, a calorimetria fotoacustica resolvida no tempo (PAC) tem sido usada para
determinar as energias dos estados excitados, rendimentos quénticos de formagéo e
tempos de vida destes, com importante aplicacdo na fotoquimica e fotofisica de
processos mono e bi-moleculares [2]. A Calorimetria fotoacUstica tem demonstrado ser
uma técnica experimental versatil e complementar a outras, como a flash-photolysis,
uma vez que a PAC baseia-se nos decaimentos ndo-radiativos e tem sensibilidade de
deteccdo o que permite trabalhar com solugdes em baixas concentracdes.

O desenvolvimento inicial da PAC como técnica espectroscopica foi feito por
Ducharme et al. [3], Braslavsky et al. [4] e Peters et al. [5] sendo estes trabalhos
rapidamente desenvolvidos por outros autores [6,7,8,9,10]. O principal aspecto de
melhoria da técnica deu-se no desenvolvimento da célula fotoacustica.

Em 1979, Ducharme e al. [3] descreveram uma célula fotoacustica como sendo
simples de usar, facil de construir, apresentando boa sensibilidade e boa relacdo
sinal/ruido. Desenvolveram uma célula com o intuito de ser usada em moléculas
fotossensiveis onde tentaram obter o melhor sinal sem aumentar a intensidade da fonte
de luz ou reduzir o tamanho do porta-amostras. Esta célula foi desenhada para o estudo
de solidos e liquidos e tinha um percurso Optico fixo. O corpo da célula foi produzido
em aco inoxidavel polido, pois era de facil limpeza e foi preferido ao aluminio uma vez
que é quimicamente inerte. A janela utilizada era de quartzo para permitir um amplo
espectro de transmitancia. O microfone foi colocado segundo um angulo de 90° em
relacdo ao feixe de luz incidente e a uns milimetros de distancia do compartimento da
amostra para minimizar o espalhamento de luz na direcgédo do microfone. Braslavsky et
al. [4] e Peters et al. [5] usaram e desenvolveram a célula fotoacustica com o mesmo

design anteriormente descrito. Em 1989, Melton [6] e posteriormente em 1992, Arnaut
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[7] desenvolveram uma célula muito sensivel apresentando uma boa relagéo sinal/ruido.
Esta célula permitiu uma resolugdo melhor dos tempos de decaimento dos transientes e
apresentava uma reducdo dos efeitos de reflexdo. Esta nova célula foi baseada na
geometria de irradiacdo frontal. A célula consistia numa janela de quartzo, transparente
ao comprimento de onda do laser, e um espelho dieléctrico, com elevada reflectividade
ao comprimento de onda do laser, separados por um anel de cobre de espessura variavel
de 0,05 a 1 mm que determinava o caminho Optico. Através do caminho Optico a
solucdo era passada em fluxo atraves de uma bomba. O laser incidia
perpendicularmente na janela de quartzo atravessando a solugéo e sendo reflectido pelo
espelho dieléctrico fazendo com que o caminho éptico ficasse com duas vezes o
tamanho do anel separador. A onda fotoacUstica gerada na célula era detectada por um
transdutor piezoeléctrico colocado na parte de tras do espelho dieléctrico. A principal
vantagem desta geometria é a melhoria na relacdo sinal/ruido melhorando a capacidade
para se trabalhar com solugdes diluidas e menores energias de laser, quando comparadas
com o método com irradiacdo perpendicular, melhorando muito a resolucao temporal e
a capacidade de separar decaimentos consecutivos.

Em 1995, Puchencov [8] introduziu modificagBes importantes na célula de
geometria de irradiacdo frontal. A solucdo da amostra é comprimida entre uma janela de
quartzo transparente e um espelho dieléctrico com elevada reflectividade. O
espacamento entre a janela transparente e o espelho dieléctrico é definido com teflon
para percursos Opticos pequenos ou com espacadores de ago para percurso oOpticos
maiores. As principais inovacOes desta célula sdo a entrada e saida da solucdo que se faz
pela janela de quartzo e apresenta mecanismos de controlo da temperatura. O corpo da
célula é de aco, apresenta cavidades no interior por onde circula um liquido termostéatico
e € isolada com folhas de borracha porosa. A solucdo da amostra é pré-termostatizada
num banho exterior a célula. Em 1998, Autrey [9,10] desenvolveu uma nova geometria
para a celula fotoacustica que faz uso de um par de prismas, LPC (layered prism cell).
Nesta célula, a luz do laser incide lateralmente numa das faces do prisma e chega com
um angulo incidente de 45° na interface prisma/liquido. A luz pulsada do laser é entdo
refractada pela solucdo gerando uma onda de pressdo que serd detectada por um

transdutor o qual ndo esta na mesma direc¢do da luz do laser, Fig.1.



transducer Fig 1 - A luz transmitida atravessa os prismas e
. gera uma onda fotoacUstica paralela ao
wave . ' transdutor. A onda de pressdo acustica

o— — propaga-se através do prisma com a velocidade

do som respectiva até ao transdutor [9,10].

Esta célula proporciona uma boa flexibilidade espectroscépica combinando um aumento
da resolucdo temporal com a isencgéo de ruido de fundo na célula, dado que o laser néo
incide na direc¢édo do transdutor.

Do ponto de vista instrumental, para atétm da melhoria da célula PAC, do
desenvolvimento de lasers, OPO (optical parametric oscillator) e osciloscopios para a
recolha de dados, que contribuiram para melhorar a qualidade de aquisi¢do de dados, foi
muito relevante para o desenvolvimento da PAC a melhoria dos metodos de
desconvolucdo das ondas fotoacusticas. Foram concebidos novos sistemas de analises
de dados, tendo-se hoje software disponivel para analise através da internet [11].

A aplicacdo desta técnica espectroscépica tem tido algum relevo em diferentes tipos
de estudos. Um deles é na determinacdo do rendimento quantico e tempo de vida do
estado tripleto ou da energia do estado tripleto T;. Outra aplicacdo importante da PAC
que tem sido desenvolvida é no estudo do enovelamento de proteinas [12,13,14,15]
Estes sdo processos que geram uma onda fotoacustica, PA, por alteracdo de volume e
sdo a principal aplicacdo para a qual este trabalho foi desenvolvido. Para estudar a
geracdo de onda PA exclusivamente por alteracdo volumétrica é necessario achar uma
condicdo em que decaimentos ndo radiativos, ou deposicdo de calor, ndo produzam uma
onda PA. Esta condicdo ocorre para a agua a 3,98 °C. Nesta temperatura o coeficiente de
expansao térmica é nulo e varia com a concentracdo de ides na solucdo. Portanto,
proximo desta condicdo, os parametros termoelasticos dependem fortemente da
temperatura, especialmente devido ao coeficiente de expansdo térmica, obrigando a um
controlo rigoroso da temperatura na célula fotoacustica. Para atingir a condi¢do do
coeficiente de expansdo térmico igual a zero é imperativo que a celula fotoacustica
tenha um excepcional controlo da temperatura tanto no que diz respeito a precisédo do
valor da temperatura do liquido dentro da célula quanto @ manutencgdo dessa temperatura
durante a experiéncia.

Neste projecto, foi desenvolvida uma célula PAC acoplada a um sistema térmico,
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que comportasse as caracteristicas técnicas da geometria de irradiacdo frontal da célula
existente no Laboratdrio de Fotoquimica. Para um controlo eficiente da temperatura da
amostra e do corpo da célula, foi desenvolvido um sistema de banho com serpentina.
Foram levadas em conta algumas caracteristicas que influenciam a pratica experimental,
tais como, a facilidade na montagem/desmontagem para limpeza e troca de
componentes. Para testar a montagem final da célula fotoacUstica, varias experiéncias
foram realizadas com agua pura e solugdes aquosas com diferentes concentracdes de

sal.



Capitulo 2 - Fundamentacéo Teorica

2.1 - Teoria da Calorimetria Fotoacustica (PAC)

Os mecanismos de geracdo de uma onda de pressdo por interaccdo com a radiagdo
dependem, basicamente, da intensidade da radiacdo. Sigrist [16] descreve cinco

mecanismos responsaveis pela geracdo de ondas acusticas: (1) quebra dieléctrica do



geragdo de onda acustica pela pressdo da radiacdo é muito menor em comparagdo com
0s anteriores, pelo que pode ser negligenciado neste contexto.

Além destes efeitos directos da producdo de uma onda fotoacustica existem
ainda os efeitos produzidos por reaccdes fotoquimicas que podem gerar ondas

fotoacusticas tanto por calor como por variagao de volume.
2.1.1 - Processos fotofisicos de desactivacdo molecular

O inicio do processo fotoacustico da-se pela absor¢do de um fotdo por uma molécula:
A=e.Cl Q)

Em que € é o coeficiente de absorcdo molar (dm®mol*.cm™), C a concentracio

(mol.dm™) e | (cm) o caminho 6ptico dado pelo tamanho da célula. Logo, a intensidade

de luz absorvida por uma amostra é determinada pela equacao de Beer-Lambert:
I, (D) = I(D). (1 — 1074W) (2)

Apbs a absorcdo de um fotdo, a molécula passa para um estado excitado n* e a partir dai
iniciam-se os processos de desactivacdo molecular. Ao absorver um fotdo, a molécula
sai do seu estado fundamental (maioritariamente singuleto) de energia Sy sendo excitada
para niveis mais altos S,. Deste ultimo estado, a molécula perde parte da energia no
processo ndo-radiativo de conversao interna (internal conversion, IC) com tempos da
ordem dos picosegundos até o estado S; de energia, ou completamente, voltando para o
estado So. A partir do estado S; a molécula pode voltar para o estado So com emissao de
um fotdo (fluorescéncia) ou através de IC. Mas também pode ocorrer 0 processo
isoenergético de conversao interssistemas (inter system crossing, ISC) ocorrendo a
inversdo do spin e levando a molécula para um estado de energia tripleto T,,. Todos estes
processos sdo competitivos. No estado T, a molécula vai para o estado T, através de IC
podendo voltar ao So por ISC ou emissdo de um fotdo (fosforescéncia) ou ainda

transferir a sua energia para outra molécula num processo bimolecular.

= k.[n’] (3)

[n*] = [n"]p.e”" (4)



As equacOes (3) e (4) referem-se a velocidade de desaparecimento das moléculas no

estado excitado em funcdo do tempo por Varios processos competitivos com uma
.. . ~ 1 , .
constante cinética de desactivacdo k = -, em que T € 0 tempo de vida do estado

excitado. Esta constante inclui as constantes individuais de cada processo competitivo k;
que contribuem para a desactivacdo. A tabela 1 apresenta a ordem das constantes
cinéticas para cada processo competitivo. A tabela 2 contém os valores dos rendimentos
quanticos de cada processo de desactivacdo em fungdo das constantes cinéticas.

Tabela 1 — Processos de relaxagdo radiativos e nédo radiativos e respectiva escala temporal.

Processo Transicéo Escala de te’ﬂp"
k(s7)
Fluorescéncia (k 1, ) Radiativa (S; = Sp) 10° - 10°
Converséo interna (k;c) N&o Radiativa (S; = S;) 10" - 10™
- N&o Radiativa (S; - T;) 10° - 10"
Cruzamento inter-sistemas (k;s¢) _ . .
N&o Radiativa (T} = S) 10°-10
Fosforescéncia (kyos) Radiativa (T; = So) 10% - 10*

Tabela 2 — Rendimentos quanticos associados aos processos.

Rendimento Quantico

®
Fluorescéncia bn = Kftuor
M Ko + kic + kisc + ki [Q]
Cruzamento inter-sistemas (ISC) Dige = isc
BT Kpuo + kic + kisc + K[Q]

2.1.2 - Relacédo da fotoacustica com a termodinédmica

Numa experiéncia PAC, quando a luz do laser é absorvida pelo soluto num solvente
gera estados electronicamente e/ou vibracionalmente excitados. Do ponto de vista da
termodindmica, a onda de pressdo gerada por processos ndo radiativos de deposigdo de

calor causa uma mudanca na entalpia, H, da solucéo dada por [2,7,10,14],



HTH = CpV()pAT (5)

onde C, é a capacidade térmica massica em (J/kg.K), p é a densidade da solucéo
em(kg/m3), Vo é 0 volume irradiado da solugdo (m®) e AT a variacdo da temperatura

em (K). O aumento na pressdo devido a deposicdo de calor no solvente é dado por,

AP =X AT (6)
kr

onde « é o coeficiente de expansdo térmica (°C™) e kr a compressibilidade isotérmica
(Pa). Das equacdes (5) e (6) pode determinar-se a variagdo de pressdo da solucéo em
funcdo da variacdo da entalpia, dada por,

AP = [L.i Hi ™

p.Cy kr Vo

A equacdo 7 mostra que a variacdo de pressdo fotoinduzida é proporcional ao calor
depositado. Portanto, numa experiéncia fotoacustica, a variacdo de pressdo pode ser
determinada conhecendo-se as propriedades termoelasticas do solvente e usando um
transdutor calibrado. A amplitude do sinal fotoacustico, PA, é proporcional a variacao de

pressdo fotoinduzida, dai pode escrever-se,
PA=K.AP (8)

A constante de proporcionalidade, K, depende de factores instrumentais e da geometria
da experiéncia.

Além da onda fotoacustica gerada por processos térmicos, uma onda também
pode ser gerada por mudancas de volume molecular durante o processo de excitacdo e
desactivacdo. Para medir apenas efeitos produzidos por mudanca de volume deve-se
trabalhar num regime onde o coeficiente de expansao térmico da agua seja zero, ou seja
0=0.

2.1.3 - Relacéo da fotoacustica com processos quanticos

A cinética de um processo fotoquimico é descrita pela funcdo calor H(t) [18,19,20]. Para

uma reacgédo envolvendo 3 passos consecutivos de primeira ordem,



k
A88%c8)p 9)

as concentracdes do reagente e das espécies intermediarias consecutivas sdo dadas pelas
equac0es diferenciais seguintes,
d[A]

vp = ——= = k[4] (10)

vg = — 2 = —, [4] + ky[B] (11)

v = =% = e, [B] + ks[C] 12)

que tém solucGes dadas por,
[A] = [A]y exp(—k;t) (13)
kq
[B] = [4lo 4 [exp(—kit) — exp(—k )] (14)
_ exp (—kqt) exp (—kyt) exp (—k3t)

[C]"[A]Oklkz[&z—koaq—ko'+(kr4q)&3—kﬁ'+(ky4q)&z—kg (15)

A deposicdo de calor no meio pode ser descrita em termos das suas velocidades sendo
estas proporcionais as concentracdes das especies, onde as constantes de

proporcionalidade sdo as correspondentes constantes de velocidade,

dHy

vg = —= = Hy(t) = ky[A] = ¢p1ky exp(—kqt) (16)
vp = T = Hp(0) = ka[B] = ¢y = [exp(—k1 ) — exp(~k;1)] (17)
v, —d;ﬁc He(t) = k3[C]

= Pskikoks [(kze—xl}zl()_(ll:t—)kl) + (kle—xllzz()_ﬂ]:t—)kz) + (kle—xli):)_(]tzt—)ky (18)

As fraccdes de energia do laser, E;,, depositadas no meio séo dadas por,

_ k
¢, = M,paraA 5B (29)
hv
¢2=EZ_ C,paraB—>C (20)
hv
¢ = E ,para C —> D (21)
hv



em que ¢; + ¢, + ¢p3 = 1. O calor total depositado no meio, H(t), & a soma das trés
deposi¢cdes consecutivas, H(t) = Hy(t) + Hg(t) + Ho(t). A onda fotoacustica
experimentalmente observada para este processo, E(t), é a convolugdo da funcédo
resposta instrumental, ou da onda de referéncia, T(t), com a da funcéo calor H(t), eq.22.
A referéncia é uma substancia que liberta para a solugéo via ndo radiativa toda a energia
que recebe do laser, tem um tempo de vida muito menor que a resolucédo do transdutor e

ndo apresenta variacao de volume.

E@) =T ®H() (22)

Como ja foi referido, o rendimento quantico e energia do tripleto podem ser obtidos por

calorimetria fotoacustica, fazendo um balanco de energia, fig.2.

PrEr = (1 — ¢1)Ep, — PrE; (23)

Em que ®; e Et sdo o rendimento quantico e a energia do tripleto, respectivamente. ¢,

é a fraccdo de energia libertada via ndo radiativa E;, é a energia do fotdo incidente,

¢ e E; sdo o rendimento quantico de fluorescéncia e a energia do singuleto,

respectivamente. O rendimento quantico do oxigénio-singuleto pode ser determinado
com,

PpEp = PrEr — 1B, (24)

Onde &, eE, sdao o rendimento quantico do oxigénio singuleto e energia,

respectivamente, @, ¢ a fraccao de energia libertada via nao radiativa.

L]
m [
g
g
] 4 e T
P e s
5+30, L S
s 0‘—‘—'_'2 . ¢l_‘ F e
vl v 92
5+0 +
En
D
== Do T
o, s
5+30 A BN, | v L4 _ ¥

Coordenada daReaccdo

Fig.2 — Esquema cinético de um processo fotoinduzido na presenca do oxigénio molecular:

processos radiativos; «ssss- processos ndo radiativos. Retirado de [20.]
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2.2-Propriedades termodin@micas e acusticas da agua

A agua é conhecida por apresentar muitas propriedades fisicas, ditas de andmalas, que a
distinguem das outras moléculas de massa comparavel. Embora seja uma molécula
aparentemente simples, a possibilidade de ligagdes intermoleculares, através de ligacdes
de hidrogénio, confere-lhe algumas caracteristicas, quase Unicas. Apresenta um elevado
ponto de ebulicdo e baixo ponto de fusdo permanecendo num grande intervalo de
temperatura no estado liquido; apresenta uma elevada capacidade térmica massica e
uma elevada entalpia de vaporizagdo; tem uma elevada tensdo superficial e € um bom
solvente para a maioria dos compostos, especialmente compostos polares, idnicos e sais,
pois ttm uma elevada polaridade; a agua € uma das poucas substancias conhecidas cuja
forma sélida é menos densa que a liquida. De facto, o volume especifico da 4gua varia
com a temperatura. O grafico 1 mostra a variacdo do volume especifico da agua com a

temperatura.

1.0906

1.0904} water

-1

1.0902} discontinuity at

|
]
)
'
- ]
ice :4 phase transition
1
)
)
1
1

1.0004

T

density

- Qy
1.0000

| | | | | | | | | | | | 1

-4 -2 0 2 4 6 8
temperature, °C

specific volume em?3 g

Grafico 1- Variacao do volume especifico da agua com a temperatura. Retirado de [21]

Observa-se que a dgua é mais densa no estado liquido e que apresenta uma densidade
méaxima a 3,98°C, expandindo-se quando sofre um arrefecimento ou aquecimento.
Tipicamente explica-se que acima de 3,98°C a expansdo € devida ao aumento da energia
vibracional nas liga¢gdes O-H, que tendem a afastar as moléculas entre si. Entre 3,98°C e
0°C é devida a formacao de grandes agregados de ligacOes de hidrogénio.

O coeficiente de expansdo térmica de uma substancia, bem como outras
propriedades fisicas como a compressibilidade isotérmica, sdo deduzidas a partir das
leis da termodindmica [22]. A partir da equacdo de estado para a energia interna, U,

obtém-se,

du = (Z—g)T dv + (Z—‘T’)V dT (25)
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aUu ou ,
transformando * (—) em (—) obtém-se
oT 174 oT p

&), =), + &), (),

(a_U)P — ¢+ (5_V)P ><§ o (Z—‘T’)P =nr.a.V+Cy (27)

)

&), =c+m (), @0

Aeq. (27) é de aplicacao geral para sistemas fechados e de composicao constante. Cy é

av

(—)P é o coeficiente de expansdo

. , - 1
a capacidade térmica a volume constante e a = - e

4
térmica de uma substancia. Por outro lado, da variacdo da entalpia com a temperatura a
pressdo constante obtém-se a compressibilidade isotérmica. Também a entalpia é uma

funcéo de estado e a equacao de estado H pode ser escrita em fungéo de T e P,

dH = (‘;—;’)T dP + (Z—;’)P dT (28)

Quando o volume é constante, a entalpia em funcdo da temperatura pode ser escrita

2 (0H J0H . .
transformando (5) em (—) . Fazendo variar a entalpia com a temperatura a volume
P 14

aT
constante,
dH 0H 0H apP dH 0H opP
&), =G, + ), G, = @), =+ (), G, @
Adiferencial® (5) = - Gr)e (%) =- Gy _ o (30)
TG, T T
A compressibilidade isotérmica é dada por K; = — (%)T x% . O sinal negativo nesta

definicdo assegura que Ky € positivo, porque um aumento de pressdo implica uma
variacao de pressao, dP, positiva, e portanto uma diminui¢do do volume, dV, negativo. A

N 2 . . . L. o
razao P é conhecida como coeficiente térmico de pressao.
T

Kell [23] tem tabelado valores da densidade, do coeficiente de expansdo térmica,

da compressibilidade isotérmica da agua liquida e da velocidade do som a pressdo de 1
Lgei 5o df = (£ o () = (Y 4 (U (2
sejaafungio df = (57) dx+ (57) dv aregra ¢(3) = () +(5) (),

Go),+ G, (),

? Seja a fungdo df = (%)y dx + (%)x dy ,aregra é (%)z

©),--6),6), <6,

ax
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atm num largo intervalo de temperatura. Relativamente a densidade da agua, refere que
a variacdo da densidade abaixo de 4°C é negativa, positiva entre 0°C e 4°C e negativa
acima de 4°C a 100°C, sendo maxima a 4°C. Mostra, ainda, o efeito da temperatura na
compressibilidade isotérmica, na velocidade do som e na capacidade térmica massica.
Kell apresenta a temperatura de 4°C valores nulos para o coeficiente de expansao,
valores negativos abaixo de 4°C e positivos acima de 4°C.Putintsev [24] refere que uma
parte da energia fornecida a um corpo é gasta no aumento da energia interna, U,
excitando os varios tipos de movimentos de uma molécula ( parte vibracional) e a outra
parte da energia é gasta para alterar a configuragdo molecular que conduz a uma
diminuicdo na interaccdo molecular (parte configuracional). Sugere que o coeficiente de
expansdo térmica pode ser dividido numa componente vibracional, o, € houtra
configuracional, oo, de modo que, Cy=C,ip+Ccon € 0= ayipt acon. Putintsev apresenta
uma tabela onde os valores de owib, € de aco, tEm sinais opostos. A 277,13 K, os valores

de ayip € Ocon SA0 SiMétricos de modo que a total ¢ nulo.

2.3 - Espectro de absorcdo da agua

A molécula da agua é uma molécula de geometria angular, tem trés atomos e tem trés

graus de liberdade vibracionais fundamentais activos no infravermelho.

-

9 D & ¥

2 ¥=23760cm™’ ; ¥ = 3650 cm™' X v=1595cm™’

1= 2660 nm 1=2740 nm 7=6270 nm
\'3 \'1 \'2

Fig.3-Modos vibracionais fundamentais da &gua: a) elongacao assimétrica,
vs; b) elongacdo simétrica, vy e ¢) deformagdo angular v,. Retirado de [25].

A 4gua tem um pequeno momento de inércia de rotacdo que da origem a um espectro
vibracional-rotacional. Na &gua liquida, as rotagcdes tendem a ser restringidas devido a
ligacbes de hidrogénio. Observam-se bandas de absor¢do da agua na regido do
infravermelho proximo (NIR) desde os 800 nm aos 2500 nm. As duas bandas a 6900
cm™ (1450 nm) e 10300 cm™ (970 nm) sdo devidas a combinacdes de bandas
envolvendo elongacBes assimétricas e simétricas [26]. O pico a 5150 cm™ (1940 nm)
resulta da combinacdo da elongacéo assimétrica com a de deformacdo angular. Na agua
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liquida, observam-se combinagdes de bandas a 5620 cm™ (1780 nm), a 8310 cm™ (1200
nm), a 11800 cm™ (847 nm) e a 13000 cm™ (770 nm) [25,26,35].

1.5 1

1.2 4

0.6

Absorbance

0.0 T
7500 6500 5500 4500 3500

Wavenumber (cm=1)
Grafico 2- Absor¢do em funcdo do nimero de onda para a agua.

O pico maximo para a agua a 20°C observa-se a 1940 nm (5150
cm™). Retirado de [26].
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Capitulo 3 - Objectivo

Pretendeu-se construir uma célula para calorimetria fotoacustica com uma arquitectura
funcional, com geometria de irradiacdo frontal, e que permitisse um rigoroso controlo
termostatico da amostra. A célula deve permitir estudar amostras que originem variages
de pressdo causadas por alteracdo de volume. Outros objectivos no desenvolvimento da
célula foram o de controlar o percurso Optico, garantir hermeticidade, facilidade na

montagem/desmontagem para limpeza e troca de componentes, e ser multifuncional.
Objectivos especificos

i) Construcdo e isolamento de um banho de pré-arrefecimento. Antes de entrar na
célula, a amostra deve ser pré-arrefecida numa serpentina em contacto com um fluido
termostéatico, no interior de um banho de pré-arrefecimento colocado no exterior da
celula, devidamente isolado do meio ambiente.

ii) Construcdo e desenvolvimento de uma célula que permita controlar, com eficiéncia,
a temperatura da amostra no interior da célula.

iii)Desenvolvimento de um sistema de isolamento na superficie exterior da estrutura
metalica da célula, para reduzir as trocas de calor entre o interior da célula e 0 meio
ambiente.

iv)Teste do sistema usando um modelo experimental conhecido. As substancias

utilizadas foram agua e sais.
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Capitulo 4 - Experimental

4.1 - Material e métodos

A célula PA foi montada conforme o desenho técnico em apéndice. As janelas de
quartzo utilizadas na célula fotoacustica sdo transparentes nas regides UV-Vis-NIR. O
percurso Optico foi definido através de um separador de cobre com 127 um de
espessura. As solugdes foram bombeadas com a bomba Kloehn VersaPump 6, 48k, 6 cm
stroke, a velocidade de 0,03 ml/s. A temperatura foi variada utilizando o banho
termostatico Julabo model F30-C. O controlo de temperatura foi feito através dos
termometros, Thermocouple thermometer Delta OHM HD 2108.1 com uma preciséo de
10,05 °C e Xplorer GLX Pasco (temperature sensor model PS-2125) com uma preciséo
de +0,5°C. Para excitacdo das solucGes, foi usado o laser Nd:Yag EKSPLA model
NL301G a 355 nm, com do pulso de 8 ns, acoplado ao OPO (optical parametric
oscillator) EKSPLA model PG 122/SH com saida a 2000 nm e frequéncia de disparo de
10Hz. O transdutor piezoeléctrico utilizado é da marca Panametrics A311S com
frequéncia de 10 MHz. O sinal aclstico foi amplificado com o pré-amplificador
Panametrics modelo 5676 e recolhido com o osciloscopio Tektronics modelo DSA 601
(digitizing signal analyser) com médias de 200 (solucdo de de tamp&o fosfato) a 400

disparos (solucéo de cloreto de sddio).

4.2 - Procedimento experimental

Nas experiéncias, foram utilizadas agua destilada e solugdes salinas de NaCl e tampéo
fosfato nas seguintes concentragdes: i) 5 mM , ii) 10 mM , iii) 50 mM de NaCl e com

solucdes de tampéo de fosfato (NaH,PO,4.H,0 e Na,HPO,4.12H,0): i) 5 mM a pH=6,41,
i) 10 MM a pH=6,28, iii) 50 mM a pH=6,19.
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Capitulo 5 - Resultados e Discussao

5.1 -Concepcéao e construcdo da célula fotoacustica

A célula fotoacustica foi projectada, fig.4, para ser utilizada em calorimetria fotoacustica
resolvida no tempo (PAC) baseada na geometria de irradiacdo frontal. A principal
caracteristica deste novo projecto em relacdo a célula em uso corrente no laboratorio foi
a implementacdo de um sistema para variacao e controlo da temperatura. Ainda foram
feitas melhorias como a reducdo no tempo de uma experiéncia, versatilidade na
montagem e desmontagem, multifuncionalidade no sentido de poder ser aplicada em
diferentes equipamentos, a variacdo do percurso Optico, a hermeticidade de modo a
evitar vazamentos e perda de solugdo. O corpo da célula PA é constituido por a) dois
blocos de aco inox; b) um separador de cobre que define o percurso Optico; ¢) um

espelho dieléctrico e janela de quartzo; d) um transdutor piezoeléctrico.

Fig.4— Célula PAC projectada.

Do vasto conjunto de materiais disponiveis no mercado, seleccionei, inicialmente, dois
para a construcdo da célula PAC: o aluminio e o0 aco inox. Esta escolha foi feita com
base na facilidade de encontrar estes materiais no mercado a precos competitivos bem
como as suas caracteristicas térmicas. Finalmente, a célula foi projectada em ago inox
(cromo-niquel), isenta de carbono, de modo a ndo interferir com estruturas organicas
que possam vir a ser estudadas e sendo de facil limpeza (metal que ndo mancha). O aco
inox é um material que apresenta uma capacidade térmica massica de 480 J.kgt.K™,
portanto mais baixa que o aluminio que apresenta o valor de 875 J.kgt.K™. Esta
propriedade fisica permite ao a¢o absorver ou libertar energia térmica mais rapidamente,
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diminuindo o tempo de espera, quando se pretende estudar amostras em diferentes

temperaturas.

5.1.1-Bloco 1

Este bloco tem uma cavidade na estrutura de a¢o que vai conter o espelho dieléctrico ou
janela de quartzo, fig.6. E oco pois funciona como sistema termostatico. No seu interior,
circula um liquido termostatico que determina a temperatura da amostra. A célula tem
duas condutas metalicas no topo do bloco, fig.5; uma conduz o fluido termostatico para
o0 interior do bloco, enquanto que a outra conduz o fluido para o exterior. O desenho

técnico do blocol pode ser analisado na fig. 7 com as dimensdes em milimetros.

Fig.5 - Fotografia digital do blocol Fig.6 — Corte transversal do bloco 1

que vai conter o dieléctrico. através do software 3D-MAX.

Fig.7 — Desenho técnico do bloco 1.

Vista frontal e cortes transversais das

seccOes A-A e B-B. As paredes de aco

_-EEL Tém 3 mm de espessura.

SECTION A-A SECTION B-B
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5.1.2 —Bloco 2

Este bloco contém a janela de quartzo por onde passara a luz do laser, fig.8. E oco e
também funciona como sistema termostatico, de modo analogo ao bloco 1. Na base, tem
um orificio de entrada da amostra e no topo, um orificio de saida da amostra e um
orificio na parede metélica do agco com 1 cm de profundidade para controlo da
temperatura na célula. O desenho técnico do bloco 2 pode ser analisado nas fig. 9 e 10

com as dimensdes em milimetros.

Saida da amostra
Célula é oca

Entrada da amostra

Fig.8 - Bloco 2 vai conter a janela de quartzo e é oco. A primeira imagem é uma fotografia

digital. A segunda imagem é um desenho construido através do software 3D-MAX.

s o8 Fig.9 - Desenho técnico do
i ’—‘ | cr] ﬁ bloco 2: Vista frontal e
| | ___| cortes transversais das
4% P8 ,r;\_ ! Ea #
L | ; . secches A-A e B-B. No
' =

percurso oOptico a entrada

|
\ | da amostra tem uma forma
. 13,500
) |
| E

%
77

aproximadamente

&
Hiz
2

-
i # rectangular para que entre
\Q/'<. ' | fay gt sem turbuléncia.
b B
7
A B SECTION A-A SECTION B-B
ol Y
/ Fig.10 - Desenho técnico do bloco 2: Vista de cima.

Sdo visiveis os orificios da saida da amostra (6 mm

)
5
&

de didametro) e do termémetro (2 mm de diametro e

10 mm de profundidade na parede de aco).
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5.1.3 — Separador

O separador é pressionado entre os blocos de aco e define a espessura e forma do
percurso 6ptico da amostra. E de cobre (C,=385 Jkgt.K? a 300 K), para facilitar as

transferéncias de calor entre a solucéo que contém a amostra e os blocos de aco, fig.11.

Fig.11 - Separador de cobre pressionado

entre os dois blocos. A imagem é um

j desenho construido através do software
q
2 3D-MAX.

Ha ja alguns anos que nas células existentes no Laboratério de Fotoquimica se utiliza
para percurso Optico uma geometria circular recorrendo-se a anilhas e o-rings,
funcionando também como vedantes. Como o caudal de fluido é constante, durante o
escoamento ocorre variacdo da velocidade do fluido em funcdo da altura, uma vez que
ocorre variacdo da area exposta a direc¢do do escoamento do fluido. Com geometria
circular, quando o fluido € introduzido no percurso Optico, existe a possibilidade do
escoamento se efectuar preferencialmente pela zona central ou de ser irregular, com
cruzamento de linhas de corrente do fluido, caracterizado pela presenca de regides com
pequenos vortices e que podem causar efeitos de fotodegradacdo, dado que a amostra
podera apresentar tempos de permanéncia diferentes em diferentes locais do percurso

oOptico (mais elevados na zona irradiada), fig.12.

Sa Sai Sad
z"-_.-:_-.-'-_ -:\-.H""\ o
VTN 7
.':.|".. | 'l [ 1 lI ! l"'-l "'.I " l."
I| [ I | I | ll I| ||l |I |
b1 | I | [ Ill | |
W W
RN/ N
;'; h -
- Etitra
a) b) c)

Fig.12- Percurso Optico de geometria circular: a) escoamento ideal do fluido; b)
escoamento do fluido pela zona central; ¢) escoamento irregular caracterizado por

cruzamento de linhas de corrente.

20



Alterei, por isso, a geometria do percurso Optico, para geometria rectangular por uma
série de razdes, que passo a expor. Com esta geometria, as grandezas que caracterizam o
escoamento do fluido ndo variam com o percurso Optico (velocidade e caudal sédo
aproximadamente constantes). Introduzi um comportamento aproximadamente ideal
para o fluido onde vector velocidade de uma particula de fluido em cada ponto é
constante ao longo do tempo. Desta forma, as linhas de corrente que constituem o fluido
sdo paralelas entre si, e portanto, nunca se cruzam. Considerando que 0 percurso optico
¢ uma conduta rectangular, durante o movimento do fluido, as forcas internas de
resisténcia ao movimento fazem com que as laminas de fluido se desloquem umas em
relacdo as outras, fig.13. Este facto significa que a velocidade em cada linha de corrente
¢ diferente ao longo da seccdo recta da conduta, estabelecendo-se um perfil de
velocidades parabdlico, fig.14 a), desde o centro da conduta onde a velocidade é
maxima até a parede da conduta onde a velocidade se anula. Resulta entdo que a

amostra apresenta diferentes velocidades na secgao recta da conduta.

2 A % Fig.13 - Fluido em escoamento laminar.

{ S— Devido a viscosidade do fluido, a tensédo de

',—-; = L T,:‘,v ‘ . .
V | ——3 corte faz com que as laminas de fluido se

desloquem umas em relagdo as outras.

Contudo, se a largura da conduta for suficientemente larga relativamente a velocidade
do fluido, como € o caso, € razoavel aproximar que toda a regido central do fluido tem a
mesma velocidade, fig.14 b).

velocidade

velocidade

il

a) b)
Fig 14 - Perfil de velocidades: a) perfil parabdlico; b) perfil de velocidades constante na
seccdo da conduta.

A implementacédo desta ideia permitird uma troca constante e continua de moléculas em

cada seccdo recta da conduta e na mesma direccdo do fluxo.
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5.1.4 — Acoplamento do transdutor piezoeléctrico

O acoplamento do transdutor na célula é feito com uma fina camada de acoplador
(silicone ou gel utilizado para ultrassons na medicina). O sistema de fixacdo do
transdutor no dieléctrico foi feito com quatro parafusos que enroscam directamente na
célula através de uma placa de acrilico, e que pressionam o transdutor piezoeléctrico

contra o espelho dieléctrico, fig15.

Fig.15 - Acoplamento do transdutor

piezoeléctrico ao dieléctrico.

5.2 - Sistema térmico

Do ponto de vista térmico, esta célula PAC foi concebida com o objectivo de se poder
variar a temperatura. O sistema de controlo de temperatura da solugdo da amostra foi
projectado, com rigor, para o intervalo -1 °C a 15°C. O controlo € feito por quatro
processos em conjunto: a) banho controlador da temperatura b) banho externo de pré-
arrefecimento da amostra c) dois blocos (1 e 2) termostaticos da célula d) isolamento

exterior da célula, figl6.

Célula
Banho
controlador da
Bomba temperatura

Banho de pré-

arrefecimento

Fig.16 - O sistema de controlo de temperatura
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5.2.1 - Banho controlador da temperatura

Este banho termostatico € o banho que define a temperatura do sistema. O fluido
termostatico é o alcool etilico. Depois de se fixar a temperatura, o fluido termostatico é

bombeado & velocidade de 15 I.min™* para o sistema a que esta ligado.

5.2.2 - Banho externo de pré-arrefecimento

Este banho externo de pré arrefecimento foi construido em aluminio e tem como
objectivo pré-arrefecer a solugdo da amostra a temperatura pretendida antes de entrar na
célula. O banho externo esta termicamente isolado com uma borracha elastomera, KFlex
ST (baixa condutividade térmica, k=0,034 W/mK, resisténcia mecanica elevada) e uma
pelicula de aluminio. No interior, existe uma serpentina onde passa a amostra. O fluido
termostatico entra no banho externo de pré-arrefecimento e troca calor com a amostra
que passa no interior da serpentina. A serpentina é de aco inox, de comprimento de 90

cm e didmetro interno 0,75 mm, fig.17 e 18. Desenho técnico, fig19.

Saida  da Saida do fluido Entrada do fluido

amostra termostatico termostatico
Entrada
amostra

Fig.17 — Banho externo de pré Fig.18 — Banho externo de pré

arrefecimento (fotografia digital). arrefecimento (Desenho 3D MAX)
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Fig.19 — Desenho técnico do banho externo de pré arrefecimento

A solucdo da amostra € bombeada, sendo introduzida no banho de pré-arrefecimento por
uma conduta em ago inox com um diametro interno de 0,75 mm. Passa pela serpentina
no interior do banho, trocando calor com o fluido termostético (alcool etilico), sendo de

seguida enviada para a célula por uma conduta de ago inox com diametro interno de
0,75 mm, termicamente isolada.

5.2.2.1- Propriedades térmicas do banho externo de pré-arrefecimento

A solucdo da amostra € bombeada para o banho de pré-arrefecimento, passando pela
serpentina (no seu interior) que estd imersa num fluido termostatico, como ja foi
referido. Deste modo, a amostra, no interior da serpentina, troca calor com o banho
termostatico, exterior a esta.

Iniciou-se este estudo térmico, estabelecendo uma comparacéo entre o valor da
temperatura do fluido termostatico do banho externo com o valor da temperatura fixa do

banho controlador de temperatura. Foram feitas trés medidas de controlo que se
registam na tabela 3.
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Tabela 3 — Controlo da temperatura do banho termostatico

Indicador de Temperatura (°C) Temperatura do fluido termostatico (°C)
(Banho de controlo de temperatura) (Banho de pré-arrefecimento)

7,0 7,4

4,0 4,5

1,0 1,5

Observou-se que as diferencas de temperatura medidas, 0,4°C e 0,5 °C, existentes entre
o indicador do banho de controlo de temperatura e a temperatura do fluido termostatico
no banho de pré-arrefecimento revelam a existéncia de fendmenos de transferéncia de
calor. Estas transferéncias de calor ocorrem sobretudo na conduta que estabelece ligagédo

entre o banho de controlo de temperatura e o0 banho de pré-arrefecimento.

5.2.2.2 - Propriedades térmicas da serpentina

Pretende-se, entdo, controlar a temperatura da amostra, transferindo calor entre a
amostra, que entra na serpentina, e o fluido termostatico que contacta com ela. Por isso,
foi necesséario determinar o comprimento minimo da serpentina, de modo a garantir que
a amostra atinja a temperatura pretendida quando sai da serpentina em direccdo a célula
PAC.

Para o facto, foi necessario tecer algumas consideracdes:

a) Sabendo que a temperatura ambiente no laborat6rio é aproximadamente constante,
fixada por sistema de ar condicionado, o0 comprimento minimo da serpentina foi
determinado para a maior diferenca de temperaturas (drivig force) no sentido das
temperaturas decrescentes, isto €, entre 24°C de temperatura ambiente e 1,5 °C de
temperatura do banho externo a serpentina.

b) Dado que o caudal de fluido termostatico que entra no banho de pré-arrefecimento
é elevado (15 L. min™), considerei que a temperatura do fluido termostatico é
uniforme em qualquer local no interior do banho.

¢) Uma vez que o volume do banho de pré-arrefecimento é muito grande, (1270 cm?®)
a temperatura é constante e uniforme, considerei que a temperatura da parede de
aco da serpentina, Ts, de 0,625 mm de espessura, é constante e igual a temperatura
do fluido termostatico.

d) Existe transferéncia de calor por convecgdo da solucdo da amostra para a parede da

serpentina e desta para o fluido termostatico.
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f)

Para a transferéncia de calor por convecgdo num fluido em movimento, aplicou-se a
lei de Newton para a transferéncia de calor, em que a quantidade de calor, Q, em
W, é proporcional a diferenca de temperatura da parede de aco e do fluido. A
constante de proporcionalidade é o coeficiente de transferéncia de calor por
conveccao, h, em W/m?K .

dQcony = —h(Ty — T)dA (31)

O estudo na determinagdo do comprimento da serpentina foi realizado com &gua.

Efectuando um balanco térmico ao fluido na serpentina, num volume de controlo

diferencial, em estado estacionario, obtém-se,

0=

Eentra = Qsai — Esai & 0= meT — dQconv — me (T +dT)

dQcony = mC,T —mC,T —mC,dT < —h(T; — T)dA; = —mC,dT

L T,
—h(Ty — T)nDdx = —m(,dT < —h(T; — T)nDj dx =-mGC, | dT
0 Ty
Ly = me. (2L Dy T
—hnD f; dx =mC, [, il e —oL=lng— (32)
Multiplicando por ;z—T1’ vem Calor transferido, Qtranst
2= A
Ts_TZ _ hmD I Tz—Tl
In T—Ty  |mC, ~ Ta=Ty (33)
: —hnDL(T,—Ty) _ hnDL(Ty—T)
Quransy =mCy(Ty =Ty) = — 77— = — 72~ (34)
N —T1 Tt
Como, (Tl - Tz) = (TS - Tz) - (TS - Tl) entéo,
haDL[(Ts—T2)—(Ts—T1)] _ hmDL(Ty—T5)
me, (T, —T,) = u TSZ—TZ( - Ts_lTZ : (35)
N—"—7-— N—"—7-—
Ts—T1 Ts=T1
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hiDL (T ~T5)
T-lrzz (36)

Ts-T1

me (TZ - Tl) =

Rearranjando a eq.36 obtém-se a expressdo que permite o calculo do comprimento da

serpentina.

— C
[ = —nis 2% (37)
Te—Ty  hmD

As variaveis da eq.37 sdo conhecidas excepto h, coeficiente de transferéncia de calor
por conveccdo. Para a sua determinacdo, é necessario avaliar o regime de escoamento
do fluido e tecer algumas consideracGes hidrodinamicas e térmicas, dado que o
escoamento ocorre no interior de uma conduta circular.

A condigéo de escoamento no interior da serpentina foi determinada recorrendo
ao célculo do nimero de Reynolds,

Re = 20 999,1:4:x0,068 Zx0,75x10 "3 m
e = —-—
U 1,223%1073 Pa.s

=417 (38)

em que psqa=999,1 kg/m°, | ¢ a viscosidade do fluido, p =1,223x10° Pa.s, obtidos [27]
a temperatura média do fluido, D é o diametro da serpentina igual a 0,75x10° meuéa
velocidade de escoamento, determinada a partir do caudal volumétrico (0,03 cm®/s) que

atravessa a conduta circular de area 7. 2.

0,03x107°

=uld oSu=——m——
Qv=1u u x(3,75%10~4)2

= 0,068 m/s (39)

Como o namero de Reynolds é inferior a 2000 o escoamento é laminar.

Do ponto de vista hidrodindmico, o fluido entra na conduta com velocidade constante e
guando estabelece contacto com as paredes da serpentina, (0 escoamento € laminar) as
forcas internas de resisténcia ao movimento (efeitos da viscosidade) fazem com que as
laminas de fluido se desloqguem umas em relacdo as outras. Desenvolve-se, entdo, um
perfil de velocidades em funcdo do comprimento, X, percorrido pelo fluido e do raio, r,
da conduta. Estabelece-se uma camada limite hidrodinamica ao fim da qual o perfil de
velocidades ndo varia em funcéo de x e de r - 0 comprimento de entrada hidrodinamico,
Ly, fig.20. A partir desta distancia, obtém-se um perfil de velocidades completamente
desenvolvido, parabdlico para o regime laminar, com o vector velocidade, maximo no

eixo da conduta e nulo junto as paredes da conduta.
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Espessura da camada limite hidrodinami

| ] — ‘ e ZZ
B \ [5:. - \ R
» T » [ _u ’\l
* -_,--s_------ POETrrTes poe 77

]

Perﬁl’de velocidades

Lh. comprimento de entrada hidrodinamico
completamente

(perfil de velocidades em desenvolvimento) desenvolvido (parab
para regime lamina

Fig.20- Regido de entrada hidrodinamica. Retirado de [28].

Do ponto de vista térmico, como a temperatura da solucdo da amostra que entra na
serpentina estd a uma temperatura superior em relacdo a temperatura da parede da
serpentina, Ts, desenvolve-se radialmente no fluido um gradiente de temperaturas desde
0 centro da conduta onde a temperatura é maior até a parede da conduta onde a
temperatura é menor e constante. Resulta, entdo, um perfil de temperaturas
completamente desenvolvido a uma determinada distancia da entrada da conduta -

comprimento de entrada térmico, Lt fig.21.

—— Espessura da camada limite térmica

—T j T=T(r.x)

Perfil de temperaturas

L, comprimento de entrada térmico
? completamente

(perfil de temperaturas em desenvolvimenta) desenvolvido

Fig 21- Regio de entrada térmico. Retirado de [28].

Interessa referir que o coeficiente de transferéncia de calor por convecgdo, h, varia ao
longo do comprimento de entrada térmico e que a partir desta posi¢do, no escoamento
termicamente desenvolvido, o coeficiente de transferéncia de calor por conveccdo é
constante.

O comprimento de entrada térmico e o comprimento de entrada hidrodinamico
tém de ser determinados, uma vez que Se recorreu a correlagbes empiricas em regime

laminar, para a determinacdo do coeficiente de transferéncia de calor por conveccdo, h,
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[27]. Os comprimentos de entrada térmico, Ly, e hidrodindmico, Ly, foram entdo
determinados,

Ly = 0,05.Re.D = 0,05 % 41,6 X 0,75 x 1073 = 1,56 X 10~3m = 1,56 mm

Ly = 0,03.Re.Pr.D = 0,03 x 41,6 X 8,70 X 0,75 x 1073 = 8,16 x 1073 = 8,16 mm

em que Pr é o nimero de Prandtl e que da uma indicacdo da espessura relativa das

camadas limites térmicas e hidrodinamicas.

P = Mftuido Cp fluido __ 1,23x1073x4189 870 (40)
k fruido 0,59 ’

Em regime laminar, os comprimentos de entrada térmico, Ly, e hidrodindmico, Ly, sdo
pequenos, e a temperatura da parede da serpentina, Ts, é constante; ha condicdes para
que o perfil de velocidades e de temperaturas sejam completamente desenvolvidos.
Nestas condices, e a partir de correlagcbes empiricas, obtém-se o nimero de Nusselt,
constante e igual a 3,66 [27] e que é directamente proporcional ao coeficiente de

transferéncia de calor por conveccao, h,

h.D Nu.k ey 3,66x0,59
Nu — PN h — fluido — =
kfluido D 0,75X10

w
=2879 —  (41)

Finalmente, calcula-se o comprimento da serpentina no interior do banho de pré

arrefecimento, fazendo uso da eq.37,

T,—T, mgC, T,—T, pQ,C,
n X =—1In X

TS - Tl hT[D TS - Tl hT[D

1,5—1,6 999,1x0,03x107° x 4189
n X

1,5 —24 2879 x w x 0,75 x 1073
L=010m =10cm

L=—1

L=-l

=5,42 % 1,85 x 1072

E comum dar uma margem de 30% relativamente ao comprimento calculado. Ent#o,
Lrear = 1,3 X Leqicutado = 1,3 %X 10 =13 cm

Portanto, 0 comprimento minimo para a serpentina no banho de pré-arrefecimento é de
13 cm. Neste momento, a serpentina que foi introduzida no banho tem o comprimento

de cerca de 90 cm.

* As propriedades termodinamicas do fluido foram determinadas & temperatura média do fluido, [27],

- Ty +T: - . J . w
Triigo = 12 22 Uptiao = 1,23 X 1073pa.s; Cy fruiazo = 4189}(9_Kykfluido =0,59—
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5.2.3 — Sistema térmico dos blocos (1 e 2) termostaticos

Os dois blocos termostaticos sdo ocos por onde circula um fluido termostatico a
velocidade de 15 1.min™. Cada bloco tem dois canais no topo: um canal de entrada de
fluido e outro de saida de fluido. O fluido termostatico entra na célula por um dos canais
do bloco 1, circula no seu interior, sai pelo outro canal, sendo conduzido por um by-pass
ao canal de entrada do bloco 2, fig22. Neste, o fluido termostatico circula no interior,
saindo pelo canal de saida sendo conduzido para banho externo de pré-arrefecimento da
amostra. Deste Ultimo, o fluido volta a entrar no banho de controlo da temperatura,

completando o ciclo, fig23.

Entrada do fluido

termostatico

By-pass do fluido
termostatico do bloco 1

para o bloco 2
Saida do fluido

termostatico

Isolamento da célula ——8 —»

Fig.22- Sistema de entrada e saida
do fluido termostatico nos blocos 1
e2.

Entrada do fluido

termostatico na

) Banho controlador
célula

de temperatura

By-pass

Conduta que conduz o
fluido termostatico ao
banho controlador de

temperatura

Fig.23-Circuito do fluido termostéatico
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5.2.4 - O isolamento exterior da célula

5.2.4.1 — Construcdo do isolamento exterior da célula

Apo6s uma andlise cuidada dos materiais isolantes disponiveis no mercado, seleccionei a
borracha elastomera “K Flex ST”, como isolamento exterior da célula, pois apresenta
uma baixa condutividade térmica, kac=0,034 W.m™.K™, uma elevada resisténcia
mecénica e quimica, um baixo custo e é fcil adquirir no mercado. Para isolar a célula
de aco do meio ambiente, foi construida uma capa térmica em K Flex ST, com as

dimens@es adequadas para introduzir a célula no interior, fig24.

K Flex ST

Fig.24 — Isolamento térmico da célula

O isolamento de K Flex ST foi envolvido com uma malha de esponja revestida de papel

de aluminio para minimizar as transferéncias de energia pela radiacdo ambiente.

5.2.4.2 — Eficiéncia tedrica do isolamento exterior da célula

A célula estd exposta ao ambiente laboratorial de ar condicionado, a uma temperatura
média de 24°C. A fig.25 mostra o sistema operacional. Quando a amostra entra na célula
a uma temperatura inferior da temperatura ambiente, desenvolvem-se mecanismos de
transferéncia de calor, para o interior da célula. Essas transferéncias de calor devem ser
minimizadas por um sistema isolador eficiente. Interessa investigar se o sistema de

isolamento seleccionado em K Flex ST é eficiente, reprodutivel e robusto.
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Célula Termémetro 2 e 3 Termémetro 1

de
Bomba

Medidor
temperatura

Banho de pré-arrefecimento Medidor  de Banho de controlo

temperatura de temperatura

Fig.25 — Sistema operacional.

Para determinar a eficiéncia deste isolamento, foi necessario fazer algumas

consideracdes:

a) A transferéncia de calor ocorre perpendicularmente as paredes da célula.

b) Ocorre transferéncia de calor por conveccdo do meio ambiente para a parede
exterior do isolamento, por conducgdo através da parede de K Flex ST, ainda por
conducdo ao longo da parede do aco e finalmente por conveccao para o interior do
fluido termostatico.

c) Foiadmitida a condigédo de regime estacionario.

d) Considerou-se que a célula se comporta como uma conduta por onde circula no

interior o fluido termostatico com 15 I.min™ de caudal volumétrico.

Para a conducdo de calor nas paredes planas sélidas de K Flex ST e aco, aplicou-se a lei
de Fourier para a conducdo de calor, eq.42, em que o fluxo de calor, ¢’ em (W/m?) é
proporcional ao gradiente de temperatura na direccdo perpendicular as paredes da

célula.

a _ 5 _ _ d_T
Z—CI— kdx (42)
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A constante de proporcionalidade, k, é a condutividade térmica em W/m.K e é
caracteristica do material da parede. O sinal negativo resulta do facto do calor ser
transferido no sentido decrescente da temperatura. Em condi¢bes de regime
estacionario, a distribuicdo de temperatura é uma funcédo linear com a espessura da
parede, L, eq.43.

gdx = —kdT =q(x,—x)=—-k(T,-T) &q = —ki—z

q' =k (43)

Para a transferéncia de calor por conveccdo num fluido em movimento, aplica-se a lei
de Newton, em que o fluxo de calor, ¢’, em W/m? é proporcional & diferenca de
temperatura entre a parede plana e o fluido, eg.44. A constante de proporcionalidade é o

coeficiente de transferéncia de calor por conveccdo, h, em W/m?.K.
Qeonv = h.(Ts -NA & qa% = q, =h(T, —T) (44)
A fig.26 é representativa dos fendmenos que ocorrem nesta parede composta, quando o

fluxo de calor atravessa a parede da célula. Cada regido funciona como uma resisténcia

térmica a conducdo do calor,

AA ' AA A A AAA ,A.___
- \v'l ‘-/AV L h“’\l" \f‘v' oy \Il'. VY V L J

R R

conv1 cond1

R R

cond conv,
Fig 26 — Fluxo de calor através da parede composta. Retirado de [28].

em que h; e h, sdo os coeficientes de transferéncia de calor por convecgédo do ar e do
fluido termostatico que circula no interior da célula, respectivamente.T,, € a

temperatura ambiente, T.,, € a temperatura do fluido termostatico que circula no interior
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da celula de ago, Ty,, Ty, € Ty, sdo temperaturas das interfaces, k; = 0,034 W/mK e
k, =151W/mK sdo as condutividades térmicas do K Flex ST e do ago,
respectivamente; L; e L, sdo as espessuras das paredes de K Flex ST e acgo,
respectivamente. Interessa, pois, determinar o fluxo, ¢’ (W/m?), de calor que atravessa

esta parede composta. Aplicam-se as leis de Fourier e Newton as regides respectivas.

Reqido de conveccao 1 (ar):
1
Qconv 1 = Ashl (Tool - Tl) = (Tool - Tl) = Gconv 1'@ | Rconv1 (45)
Reqido de conducdo 1 (K Flex ST):

Ag L R
Qcond, = kl E (Tl - TZ) = (Tl - TZ) = qcondl'kqus—,_> cond 1 (46)

Reqido de conducdo 2 (aco):

Ag L R
Qcond, = k2 Z (TZ - TS) = (TZ - TS) = qcondz'kzis_l_> cond 2 (47)

Reqido de conveccdo 2 (fluido termostatico):

RCOTH]
QConvz = AshZ (T3 - Tooz) == (T3 - Tooz) = Gconv Z'ﬁ —|_> ? (48)

A soma das diferencas de temperaturas origina uma diferenca total de temperatura
(driving-force global) dada pelo produto da resisténcia total com o fluxo de calor total,
eq.49.

(T001 - Tl) + (Tl - TZ) + (TZ - TB) + (TB - Tooz) = qconv 1 Rconv1 +QCond1-Rcond 1 +

+ Qcond - Rcond 2 + Geonv 2" Rconv2

_ 1 L1 Ly 1
(Tool TOOZ) - Qtransf ) (Ashl + kl'AS + kZ'AS + Ashz)

_ _‘“m_nsf(i L1 L2 L)
(T,, — T.,) - 'h1+k1+k2+h2

(Lt
(T = To) =0 (- + 2+ 24 5) (49)

Para o célculo de ¢’ a partir da eq.49, todas as variaveis sdo conhecidas excepto h; e h,

que tém de ser determinadas.
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Calculo do coeficiente de transferéncia de calor por conveccdo interior, h,, do
fluido termostéatico que circula dentro da célula:

O regime de escoamento do fluido termostatico que circula no interior da célula é obtido
admitindo que a célula de aco é o prolongamento da conduta que liga o banho
controlador da temperatura e a célula. Calculou-se 0 niUmero de Reynolds, Rep e obteve-

se 0 regime de escoamento no interior da célula,

k
329 m -3
0,79x10 3 X3,62 5 X9,4x107"m

— — 4 H
= 14x10 Pas = 2,4 X 10™ (Regime turbulento) (50)

_ puDpy

ReD

em que p € a densidade do alcool, psjeee; = 0,79 X 103 —%, n € aviscosidade do alcool,

Uatcool = 1,14 x 1073 Pa.s ,.Dy° é o diametro hidraulico Dy =9,4x1073m, u é a
velocidade do fluido que passa dentro da célula, u*=3,62 m/s.

Para este escoamento turbulento em condutas néo circulares de didmetro Dy, é razoavel
aplicar a correlacdo empirica de Dittus —Boelter [27] para numeros de Prandtl, Pr,
maiores ou iguais a 0,7. Neste caso, Pr®=155. A equacio de Dittus-Boelter no processo

de aquecimento [27] é dada pela expressao seguinte,

Nu = 0,023Re"8pr04 (51)

Nu = 0,023 x (2,4 x 10*)%8 x 15,50* = 219,8

X hy.Dy 219,8x0,169 w
Entdo, Nup = © hy =———F =3952—
Kaicool 9,4x10 m<K
s 0 25x10 4 m 4Ac _ 4x93,75x107°
U=—tH=—-—-"t—=362— Dy=—=—""——=94x10"m
Trh m.(4,7x107°)4 m s P 0.04

— — 2. —
Ac,é‘rea da secgdo transversal ao escoamento 1215 X 715 - 93'75 mm=; Pperimetro molhado — 40 mm

6 py — Hfluido Cp fluido __ 1,14x1073x2,3x103
k fruido 0,169

= 15,5. As propriedades termodinamicas do fluido foram
_ T1+Ty

determinadas a temperatura média do quido,Tﬂuido _T’[Sl]’ em que C,aicoor = 2,3 X 103 k;—K,

— w k
Halcool = 1,14 x 10 3Pa.s, kalCODl=01169 ﬁ' Palcool = 0,79 X 103 m—%
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Calculo do coeficiente de transferéncia de calor por conveccao, h; no ar:

Trata-se de um escoamento externo em paredes planas onde o nimero de Reynolds pode

ser dado por, Re = pl;—“’x [27], em que p é a densidade do ar, u,, € a velocidade do ar

fora da zona onde existe gradientes de temperatura, X € 0 comprimento da parede e p € a

viscosidade do ar, dados por, p, = 1,1614 k—g, Ugr = 184,6 X 1077 Pa.s, k,, =

m3
26,3 X 10‘3% , Pr =0,707, u, =0,5 m/s [29,30]. Os valores para as variaveis

termodindmicas anteriores foram obtidos a temperatura média do ar de 290 K [27,31]. O
comprimento da parede exterior isolada, L, é igual a 14 cm.

Re =2==% (52)

1,1614 %xo,s m/s.x14x10~2m

Re = = 4,4 x 103 (regime laminar sobre toda a parede)

184,6x10~7 Pa.s

Obtém-se o coeficiente de transferéncia de calor exterior médio, h,, para toda a parede
da célula, usando numero o Nusselt médio, [27],

Nu; = 0,664 Re, > Pr03 (53)
Nu;, = 0,664 x (4,4 x 10%)%°>0,707%% = 39,7

h_l — NuLLkar (54)

—39,7x263x107?
"7 14x1072

= 7,46
m2K

O calor g transferido do meio ambiente para o interior da célula é dado pela eq.49

considerando a maior drivig-force (AT) das experiéncias realizadas: T,,, = 24%C =

w
2

m

297K e T,, =2°C =275 K. Os valores h, = 3952——, h; = 7,46 —— foram

K

determinados anteriormente. L;, Ly, k; e ko sdo conhecidos: L1=10 mm, L,=3 mm, k; =
0034W/mKek,=151W/mK .
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(T, — T.,) 297 — 275
1971 1, L, 1\ [1 10x103 3x103 1
=y 2~
(h1 T T, hz) (7,46 t—003 ‘t 151 T 3952)

'—5133W—00051W
=203 0770 cm?

A éarea total da parede exposta ao meio ambiente, é A; = 500 cm?, pelo que o calor
transferido do meio ambiente, através da area total da parede, para o interior é de 2,6W.

E possivel fazer uma previs&o da variacdo da temperatura do fluido termostatico quando

w
m2K

sdo transferidos 51,33 % de calor. Usando a eq.44, h, = 3952 eq =51,33 %
w
2K

—% X (AT)K < AT = 0,013 K=0,013°C

51,33 % — 3952

O valor encontrado para a transferéncia de calor é pequeno como era previsivel e ndo

tem significado na variacdo de temperatura do fluido termostatico.

5.2.4.3 — Eficiéncia experimental do isolamento exterior da célula

Do ponto de vista experimental foram feitos diferentes tipos de testes térmicos. Iniciou-
se este procedimento experimental bombeando agua com diferentes fluxos (0,033 ml/s,
0,05 ml/s, 0,067 ml/s), diferentes volumes (2 ml, 3 ml, 5ml, 10 ml) a diferentes
temperaturas (1°C, 4°C, 7°C, 10°C). A medida da temperatura foi efectuada no bloco 1,
no interior do orificio de saida da solucdo da amostra, fig.27. As tabelas 4 e 5
apresentam de forma resumida os resultados experimentais obtidos para o valor da
temperatura’ & safda do orificio do bloco 1, onde V é o volume de 4gua introduzido na
célula, com diferentes fluxos, as temperaturas fixas de 1°C, 4°C, 7°C, 10°C definidas

pelo banho controlador da temperatura.

" Xplorer GLX Pasco temperature sensor model PS-2125 com uma precisio de +0,5°C

37



Tabela 4 — Valores de temperatura medidos
no orificio de saida da amostra, para cada
volume de agua adicionado, cada
temperatura fixa e para fluxos de 0,033 ml/s e
0,05 ml/s.

Fluxo 0,033 ml/se 0,05 ml/s

v(ml)[1°C 4°C  7°C 10°C
2 2 48 76 104
3 2 48 76 104
5 2 48 76 104
10 2 48 76 104

Fig.27 - Termoémetro colocado

no bloco 1 na saida da amostra.

Tabela 5 — Valores de temperatura medidos no
orificio de saida da amostra, para cada
volume de 4gua adicionado, cada

temperatura fixa e para fluxo de 0,067 ml/s.

Fluxo 0,067 ml/s

V(ml) | 1°C 4°C 7°C 10°C
2 2,2 4,8 7,6 10,4
3 2,2 4,8 7,7 10,4
5 2,2 4,8 7,7 10,5
10 2,2 4,8 7,7 10,5

Verifica-se que para cada temperatura fixada pelo banho e para os fluxos de entrada

considerados, os valores da temperatura da agua medidos a saida da célula, sdo

independentes do volume de agua adicionado. Para os fluxos de 0,033 ml/s e 0,05 ml/s

observaram-se variacbes médias de temperatura de 1°C, 0,8°C 0,6°C e 0,4°C

relativamente as temperaturas fixas de 1°C, 4°C, 7°C, 10°C (medidas no banho

controlador de temperatura). Para o fluxo de 0,067 ml/s, observaram-se variagdes

médias de temperatura de 1,2°C, 0,8°C 0,7°C e 0,45°C para as mesmas condicdes

experimentais de entrada.
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A reprodutibilidade dos valores medidos da temperatura foi estudada. Para isso,
bombeou-se &gua para a célula (com fluxo de 0,03 ml/s) a diferentes temperaturas
fixadas pelo banho controlador. As diferentes temperaturas® da 4gua foram medidas no

orificio construido na parede de ago da célula, fig.28.

ig.28 — Colocagdo do termdémetro no

orificio do bloco 1 na parede de aco.

Atabela 6 seguinte apresenta os valores da temperatura do sistema termostéatico, fixados
pelo banho controlador da temperatura. A Tyg, 1o € @ temperatura do banho controlador
de temperatura, T,,, & temperatura do ago, medida no orificio da parede de aco da
célula e AT = Ton-ficio —Tyan o @ diferenca entre as duas temperaturas anteriores. Estes
valores foram colocados no gréafico 3 e verifica-se que para o intervalo de temperatura
estudado, -1°C a 15°C, a variagdo de temperatura, AT, diminui ligeiramente; a variacéo
de temperatura, AT, permanece constante no intervalo 4,2°C a 1,5°C.

Ainda com a intencdo de conhecer os fendGmenos térmicos que se processam no corpo
de aco, foram colocados dois termémetros® (Tront € Thack) Na Superficie do aco (topo da
célula), a frente e atras do orificio construido na parede de aco da célula, fig.29, e
sujeitou-se o sistema as mesmas condigdes experimentais: Vag,=0,9 ml, Fluxo=0,03
ml/s e -1°C a 15°C de intervalo de temperatura. A tabela 7 e o grafico 4 resumem os
valores obtidos. Observa-se que para cada temperatura fixada pelo banho controlador,

® Thermocouple thermometer Delta OHM HD 2108.1 com uma precisio de +0,05 °C

® Xplorer GLX Pasco temperature sensor model PS-2125 com uma precisio de +0,5°C
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estes valores sdo mais elevados e mais dispersos relativamente aos valores das
temperaturas anteriores medidos no orificio. Era um resultado esperado, uma vez que, a
medicdo estd mais proxima da superficie sendo influenciada pelo ambiente e os

termometros utilizados apresentam uma precisdo de +0,5C.

Tabela 6 - Valores da Ty, 1o,

Torif icio AT = Torif icio _Tban ho*

Tban ho (OC) T'orif icio (OC) AT (OC)

15,0 15,3 0,3

10,0 10,4 0,4 .

7.0 7.6 0,6 7 '
5,0 5,6 0,6 144

42 49 0,7 12 " Toamol*C)

4,0 4,7 0,7 10_- ¢ Tinteriordoago(sc) H

38 45 0,7 1 4 AT(¢C)

3,5 4,2 0,7 5 ° e

3.2 39 0,7 = ¢ .

3,0 3,7 0,7 4 .,:fi:

2,8 35 0,7 )] '.ﬁ-""'

2,5 3,2 0,7 O—:: ﬁw A A A N
2,2 2,9 0,7 i

2,0 2,7 0,7 2

1,9 2,6 0,7 o 2 4 6 8 10 12 14
1,7 2,4 0,7 T (:C)

1,5 2,2 0,7

1,2 2,0 0,8

10 18 08 Grafico 3- Evolucao da Tyyy, 1o

0,5 13 0,8 Torificior AT = Torificio—Thanho-

0,2 1,0 0,8

0,5 0,4 0,9

-1,0 -0,1 0,9
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Fig.29 - Montagem dos termdmetros

Tabela 7- Valores da Than ho> Torificio ) Tback,v Ttront.

Thanho (°C) Torificio (°C)  Tront(®C)  Thackee)
15.0 15.3 15.6 16.3
10.0 10.4 11.2 12.3
7.0 7.6 8.2 9.1
5.0 5.6 6.7 8.1
4.0 4.7 54 6.7
3.5 4.2 5.0 6.1
3.0 3.7 5.0 6.3 o
2.5 3.2 4.4 57 &
2.0 2.7 3.4 4.8
15 2.2 4.0 59
1.0 1.8 35 5.2
0.5 1.3 3.1 4.6
-0.5 0.4 2.3 3.8
-1.0 -0.1 1.8 3.2

Termémetro no orificio da parede

de aco no blocol.

Thack  (termémetro na superficie do

aco atras do orificio)

Tsont (termometro na superficie do

aco a frente do orificio)

Tbanho(QC)

T «C)

interior do ago(
TFrente(EC)
TAtras(éC)

4 > o nm

Grafico 4 - EVO|UQ§O da Than ho> 7_worif icio s Tback,: Ttront.
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O controlo da temperatura ao sistema foi efectuado em trés pontos: ponto 1 — Banho
controlador da temperatura; ponto 2 - Banho externo da serpentina; ponto 3 — Célula. A

fig.30 e a tabela 8 seguintes sistematizam, de forma resumida, os valores obtidos.

Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1

Fig.30 — Pontos de controlo da temperatura.

Tabela 8 - Valores da temperatura nos pontos 1,2 e 3.

Thanho  Thanho Torificio
(°C) _ externo (°C) _ (°C)
15.0 15.3
10.0 10.4
7.0 7,4 7.6
5.0 5.6
4.0 4.5 4.7
35 4.2
3.0 3.7
2.5 3.2
2.0 2.7
15 2.2
1.0 15 1.8
0.5 1.3
-0.5 0.4
-1.0 -0.1
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De modo a facilitar a variagdo da temperatura num procedimento experimental,
elaborou-se o grafico 5 onde se faz a correspondéncia entre a temperatura do banho

controlador da temperatura e a temperatura no orificio do termémetro, no bloco 1.

16

14 4

orificio

12 - T, ..=0,821+0,964 T

10 H

(«C)

orificio
»
1

'
N

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

TBanho(QC)

Gréfico 5 - Correspondéncia entre a temperatura do banho controlador da

temperatura e a temperatura no orificio da célula.

Da equacdo do grafico 5, verifica-se que o declive da recta (factor de correspondéncia)
¢ 0,964 (praticamente 1). Este facto revela que a célula esta termicamente bem isolada e
que existe uma correspondéncia linear entre a temperatura do banho e a temperatura
medida no orificio da parede de aco.

Os tempos médios entre cada medida de temperatura também foram controlados. A
tabela 9 apresenta o abaixamento de temperatura entre os 15 °C e 0,2 °C num trabalho
experimental tipico. Os tempos referidos na tabela referem-se ao tempo total de
estabilizacdo de cada temperatura e a realizacdo de duas medidas experimentais a essa

temperatura. Refira-se que a temperatura ambiental do laboratério influencia o tempo
total.
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Tabela 9 - Tempos médios entre cada medida de temperatura.

T (°C) Tempo (min)
15 15
10 15
7 10
5 10
4,2 12
4 10
3,8 10
35 10
32 10
3 10
2,8 10
2,5 10
2,2 10
1,9 10
1,2 10
0,2 10

Da pratica experimental, observei que o tempo médio de realizacdo de um trabalho
experimental € de 2H45min + 15min, para uma temperatura ambiental entre 20°C a
25°C. Houve um ganho temporal interessante com o desenvolvimento deste projecto.
Na metodologia anterior a este projecto, realizavam-se duas experiéncias fotoacusticas
(~ controlo de 15 temperaturas) num dia. Utilizando esta metodologia, é possivel a

realizacdo de quatro experiéncias fotoacusticas no mesmo periodo de tempo.

5.3 - Coeficiente de expanséo térmica

Neste trabalho, foi estudado o comportamento da &gua destilada e solu¢des aquosas de
sais com diferentes concentracfes em fungdo da temperatura, utilizando a calorimetria
fotoacustica. Pretendia-se saber para que valores de temperatura, a agua e as solucbes
salinas, ndo apresentavam sinal fotoacustico. Iniciou-se o trabalho com a realiza¢do do
espectro fotoacustico da agua na zona da radiacdo do infravermelho proximo (NIR)
(800 nm a 2200 nm) para saber onde é que a agua apresentava valores relativamente

elevados de absorcéo.
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5.3.1 - Espectro fotoacustico (NIR)

O espectro foi obtido variando o comprimento de onda de 10 nm em 10 nm. Para cada
comprimento de onda foi medida a energia do laser. O sinal obtido foi corrigido pela
energia do laser. O espectro fotoacustico experimental foi comparado com o da
referéncia [32].

= Espectro Absorgao [32]
140 4 e Espectro Fotoacustico obtido experimentalmente

120

-

o

o
1

@
o
1

N
o

1
o—

Coeficiente de absorgao (cm™)
Sinal Fotoacustico (mV)
3
1

o 8

I T .

M{
— o

L s B e e e L L O
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

r(nm)

Gréfico 6 — Espectro fotoacUstico da agua destilada: vermelho - obtido
experimentalmente; preto — retirado de [32].

Verificaram-se duas bandas intensas com picos a 2070 nm (4831 cm™) resultante da
combinacdo de bandas envolvendo elongac6es assimétricas e de deformacdo angular e a
1427 nm (7008 cm™) devido a combinacdes assimétricas e simétricas. Realizou-se, de
seguida, um conjunto de experiéncias, com o feixe do laser a 2000 nm, com &gua
destilada e com as diferentes solugdes salinas, fazendo variar a temperatura. O

coeficiente de absorgdo molar da 4gua, €, a 2000 nm é de 1,25 L.mol™ cm™ [32].
5.3.2 - Coeficiente de expansédo térmico da dgua destilada

Neste procedimento experimental, pretendeu-se conhecer o valor da temperatura para a
qual o sinal fotoacustico é nulo, T,-. Foi estudado o valor de T,—, nestas condicfes

experimentais de isolamento ja referido, com V=0,9 ml e Fluxo=0,03ml/s para a 4gua
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destilada. Fez-se variar a temperatura da agua dentro da célula e recolheram-se as ondas
fotoacUsticas as diferentes temperaturas, fazendo incidir luz laser a 2000 nm. O gréfico

7 mostra a onda fotoacustica da dgua destilada a diferentes temperaturas.

40 -

Sinal PA (mV)

-50

T T T T T T T
0.0 5.0x10”7 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10°
tempo (s)

Gréfico 7 - Onda fotoacUstica da agua destilada a diferentes temperaturas.

A interpretacdo deste espectro foi feita tracando a area do primeiro pico observado, em
funcdo da temperatura respectiva, graficos 8-a) e 8-b). \Verificou-se que a T,-=3°C.
Dado que o valor encontrado nunca coincidiu com o valor da literatura (T,=3,98°C),
foram implementadas diversas abordagens no sentido de eliminar interferéncias que
pudessem afectar o sinal PA obtido. O espelho dieléctrico foi substituido por uma janela
de quartzo porque o espelho nédo era totalmente transparente a 2000 nm. Observou-se
que o espelho absorvia luz do laser originando um sinal que interferia com o sinal PA.
Fizeram-se, ainda, experiéncias onde se subtraiu o ruido instrumental ao sinal PA. Os
graficos 8-a) - espelho dieléctrico; 8- b) - com janelas de quartzo e sem ruido
instrumental, reflectem duas abordagens tidas em conta para levar a cabo este estudo.
Observou-se, ainda, que nos graficos PA=f(T), existiu quase sempre um desvio na
tendéncia (gréafico 8-a)) entre 3,5°C e 4,5°C. Contudo o valor encontrado para T, foi

sempre, aproximadamente, 3°C.
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Grafico 8- a) com espelho dieléctrico.
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Gréfico 8 - b) Com janelas de quartzo e sem ruido instrumental.

A eq.6 sugere que, quando o coeficiente de expansdo térmica for nulo a variagdo de
pressdo na solucdo deveria ser zero e como consequéncia ndo se deveria observar sinal
acustico. Os valores tabelados referem que o coeficiente de expansédo térmica € zero a
temperatura de 3,98°C. Nestas experiéncias realizadas com agua, essa situacdo so ocorre
para T,-o=3°C. Este facto pode ser explicado pelo aquecimento local da agua, quando
irradiada com luz laser, desviando a temperatura da amostra para valores menores que

3,98°C. A frequéncia de disparo do laser ¢ 10 Hz, portanto executa disparos com
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intervalos de tempo de 0,1 s. A energia associada a cada disparo (shot) do laser é de 0,5
mJ. A intensidade de luz laser absorvida localmente € determinada pela eq.55,

L) =1L,).(1-107W) & L,(A) = [j(1). (1 — 107D (55)
IA,ZOOO o = 0,5 X 10—3 % (1 _ 10—1,25><55,5><0,0127)

IA,ZOOO nmm — 4‘,34‘ X 10_4J

em que, £(A) é a absortividade molar da agua, £4q,2(2000 Nm)=1,25 L.mol™ cm™[32], C
€ a concentracéo da agua, Csqua=55,5 M e | é o percurso optico, =127 pum. Num shot, o

aumento de temperatura local (zona irradiada) pode ser calculada,

IA,ZOOO nm

Q = 42000 nm = M CpAT & AT = 0 A.1Cp

4,34 x 1074
AT =

kg 3212 -3 ]
1000WXT[X(2,5X10 )¢m? x 0,127 x 10 m><4206kgK

AT = 0,04 K < AT = 0,04 °C

em que Iy 2000 nm € @ energia absorvida ao comprimento de onda de 2000 nm do laser, p
e a densidade da agua a 3,98°C, pj 4., (3,98°C) = 1000 %, A ¢ a area de raio 2,5 mm
irradiada, | é o percurso 6ptico, 1=127 um e Cp é a capacidade térmica méassica da dgua a

or J
3.98°C, Cp,ggua (3,98°C) = 4206 —.

Em 200 shots, 0 aumento de temperatura local seria AT = 8,27 °C. Como a energia do
laser absorvida localmente pela agua nédo é totalmente dissipada entre cada disparo do
laser, produz-se um efeito cumulativo na temperatura local. Ao fim de 200 shots, existe
no local irradiado uma temperatura diferente e superior a 3,98°C. Por esse motivo,
observa-se um sinal PA quando a temperatura do volume da amostra é 3,98°C. Sigrist et

al. também observaram este fenémeno.
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5.3.3 - Coeficiente de expanséo térmica de solucdes salinas

Estudou-se, também, o valor da temperatura para a qual o sinal fotoacustico é nulo,
Ta-0, €m solucBes aquosas de sais. Os graficos 9-a) — solucBes aquosas de cloreto de
sodio e 9-b) — solucdes aquosas de tampéo fosfato resumem os dados obtidos. Observa-

se que a medida que as concentracfes salinas aumentam o valor de T,-, diminui.

7 _
5.0x10 Solugoes aquosas de NaCl

40x10"4 W 5mM (To=2,75°C)
e 10 mM (To=2,53 °C)
3.0x10"4 A 50 mM (To=1,89°C) /&

-7
< 20x107+
o
© -7
£ 1.0x10"
n
00 T T T
[ 8 10
-1.0x107
-2.0x107 -
Grafico 9 - a) Solug¢des aquosas de NaCl, 5 mM, 10 mM e 50 mM.
.
4.0x10 Solugoes aquosas de fosfato
| °
30x10'4  m 5mM (Ta=2,97°C)
e 10 mM (To= 2,43 °C)
20xi074 A 50mM (To=1,92 °c)
<
o -7
T 1,0x10™"
£
(7p]
0,0 T
1 6
-1,0x10”
u

Grafico 9 — b): Soluc6es aquosas de fosfato, 5 mM, 10 mM e 50 mM.
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Com os valores de T,—, obtidos da analise anterior para cada concentracdo de sal,

estudou-se a variagdo da temperatura T,-, com a forga ionica, |, das solucBes salinas e

tracou-se o respectivo grafico 10. Observa-se que a T,— diminui com o aumento de

forca ionica e tende para um limite a partir do qual permanece constante.

3.0

2.8

2.6

2.4+

Ta (°C)

2.2 4

2.0

1.8

0.00

T T T T T T T T T T T T T
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

Forcga ionica (M.Cz)

Grafico10 - T,— funcéo da. forca idnica.
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Capitulo 6 - Conclusoes e trabalho futuro

6.1 - Conclusoes

O objectivo do trabalho foi totalmente atingido, desde a concepcéo ao desenvolvimento
e testes. O comportamento térmico do sistema foi avaliado, apenas, para o intervalo de
temperatura de -1°C a 15°C. Foram implementados alguns testes de validacdo térmica
ao sistema montado. Verificou-se que o sistema de controlo da temperatura responde
muito bem quando se sujeita o sistema, a variacOes de temperatura. Os valores de
temperatura medidos no banho de pré-arrefecimento e célula sdo ambos muito precisos
apresentando, apenas, um pequeno desvio entre si. Este desvio observado esta dentro do
erro experimental. A temperatura medida no orificio da parede de aco da célula
apresenta, apenas, uma pequena diferenca de temperatura em relacdo a temperatura do
banho controlador de temperatura, ATmax=0,8C ATmin=0,3%C, e permanece constante
entre 1,5°C a 4,2°C. O gréfico 5 estabelece uma excelente correspondéncia entre a
temperatura do banho controlador de temperatura e a temperatura medida no orificio da
parede de aco da célula. Este facto permite definir, com muita rapidez, a temperatura
desejada para o sistema. Para validagdo do sistema, tentou encontrar-se o valor de
temperatura igual a 3,98°C para a qual o coeficiente de expansao térmica da dgua é zero,
Tu=0. Na realizacdo dos procedimentos experimentais, o valor encontrado para a agua
foi T,=0=3°C. Esta diferenca esta relacionada com a transferéncia de calor da luz laser
para a agua aumentando localmente a temperatura da dgua. O conhecimento deste valor
de temperatura é importante para o estudo de substancias que geram uma onda devido a
alteracdes do volume molecular.

A presenca de sais em agua influencia a T,=o. O gréafico 10 mostra a relacdo de
dependéncia entre a forca idnica e a T,=o. Verifica-se que a medida que aumenta a forca
ionica, T,=o diminui e tende para um valor limite que é independente da forga ionica.
Este grafico é um excelente guia de trabalho pois permite determinar, previamente, Ty=o
para uma dada solucdo salina.

Do ponto de vista pratico, outro avango considerdvel que este projecto
proporcionou foi 0 da reducdo para cerca de metade do tempo de execucdo de uma

experiéncia com 15 medicdes de temperatura. Anteriormente a este projecto, faziam-se
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duas experiéncias por dia. Ap6s a implementacdo desta metodologia é possivel a
realizacdo de quatro experiéncias no mesmo periodo de tempo.

A seleccdo dos materiais foi feita em funcdo das caracteristicas fisicas e
quimicas, bem como o custo e a disponibilidade no mercado. As estruturas metalicas do
banho de pré-arrefecimento e da célula sdo reprodutiveis, uma vez que foram
elaborados os respectivos desenhos técnicos, colocados no apéndice deste trabalho. Os
isolamentos desenvolvidos também sdo de facil execucdo e muito funcionais. Na
realizacdo deste projecto houve a necessidade de se proceder a uma abordagem
interdisciplinar, desde a Fotoquimica, Quimica-Fisica, Matemaética, Tecnologia
Quimica, Fisica.

O sistema esta operacional.

6.2 - Trabalhos futuros

Célula Peltier

No decorrer do projecto anteriormente descrito, surgiu a ideia de desenvolver uma
célula para calorimetria fotoacustica usando a geometria de irradiacdo frontal,
recorrendo a um sistema de controlo de temperatura completamente diferente e

inovador — mddulos termoeléctricos ou moédulos Peltier (MP).

Fig.31 — Modulo peltier convencional.

Este conceito permitiria eliminar todas as condutas associadas ao sistema de controlo de
temperatura e proporcionar mais espaco de trabalho ao utilizador com a mesma preciséo
no controlo de temperatura. A ideia de se utilizarem modulos Peltier para o controlo da
temperatura ndo é nova. Existem muitos equipamentos que recorrem a este fenémeno
no quotidiano, como por exemplo, nos frigorificos. O MP baseia-se no efeito Peltier e

consiste na juncdo de dois metais diferentes onde uma corrente eléctrica produz um
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fluxo de calor. Os dois metais s@o semi-condutores altamente dopados de modo a criar
um excesso de electrdes num dos metais (N) e uma deficiéncia no outro (P). Quando se
aplica uma tensdo ao sistema, o campo eléctrico associado gera um movimento de
electrdes do metal do tipo N para o metal do tipo P. Este facto origina um fluxo de calor
de uma superficie metélica (fria) para a outra superficie metélica (quente). A figura 32 é
representativa do processo.

Q:, Qi

L

Fig.32 — Mddulo Peltier convencional: detalhe das juncdes.

O calor absorvido na juncdo fria € bombeado para a juncdo quente, onde a quantidade
de transferéncia de calor é directamente proporcional a intensidade da corrente que
atravessa o circuito e ao namero de pares N e P (jungdes). A ideia a implementar seria a
de colocar em contacto directo os MP com a parede de aco da célula de forma a
estabelecer um fluxo de calor do interior da célula de aco para o exterior (meio
ambiente). Deste modo, a solugcdo da amostra seria arrefecida. Os elementos
fundamentais para a construcdo desta célula seriam os seguintes: (1) blocol — macico,
contém a janela de quartzo, contém os modulos Peltier ligados em série, trés orificios no
topo (saida e entrada da solucdo da amostra e termometro) e uma conduta incrustada no
bloco; (2) bloco 2 — macico, contém o espelho dieléctrico; (3) um espelho dieléctrico,
uma janela de quartzo e um separador de cobre; (4) um dissipador de calor; (5) uma

ventoinha e (6) controlador de temperatura, fig.33.
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Fig.33 — Componentes da célula Peltier.

Surgiu a ideia de colocar uma conduta de ago que transporta a amostra para 0 percurso
oOptico, incrustada no interior do bloco de modo a que o arrefecimento ou aquecimento

da amostra se fizesse no interior da célula, fig34.

Conduta incrustada no metal. Saida da amostra Entrada da amostra

Fig.34 — Conduta incrustada no bloco que transporta a amostra para o

percurso 6ptico ao mesmo tempo que € termostatizada.

O calor transferido para o ambiente pelos MP instalados no lado exterior da célula
implicaria o arrefecimento do interior da célula e por conseguinte da amostra. A
selecgdo e controlo da temperatura da amostra seriam efectuados por um controlador de
temperatura dado que existe uma relagdo directa entre o calor bombeado e a intensidade

de corrente que atravessa o circuito eléctrico. Como a temperatura do meio ambiente vai
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aumentar, e de modo a garantir uma boa eficiéncia dos MP, ter-se-ia que adicionar um

dissipador de calor e uma ventoinha para o efeito, fig35.

Fig35- Célula Peltier com os elementos acoplados.

As trocas de calor promovidas por um MP dependem de vérios factores: T¢ temperatura
da superficie fria, Ty, temperatura da superficie quente, AT, diferenca entre a
temperatura da superficie quente, Ty, e a temperatura da superficie fria, Tc, Qn,
quantidade de calor no lado quente, Qc, quantidade de calor do lado frio. No caso de se
pretender baixar a temperatura do corpo de aco de 20°C para 0°C, a poténcia de calor a

ser transferida da célula de ago para o exterior seria,

Q = pa(;oALCP,at;o AT (56)

com densidade do ago, p,c, = 8055 k9.

—5 capacidade térmica, C,,¢, = 480 %’
espessura da célula, L=2,4 cm, area de célula, A=7,7 cmx7,7 cm, um tempo de operacdo
de 5 min, AT = 20°C, diferenca entre a temperatura no interior da célula (0°C) e a

temperatura ambiente (20°C):

X 5,9 % 1073m? x 24 x 1073m x 480 kg]—K x 20K =1,1x10%

k
Q = 8055 —2
m
Para um tempo de operacdo de 5 minutos, a poténcia de calor a transferir do interior
para o exterior seria,

p=qy X0 35y
=C 3005 736
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Para se processar esta transferéncia de calor [33,34], a poténcia eléctrica disponibilizada
pelo MP com 32 A e 88 V (MULTICOMP MCPE-071-10-15) necesséria sera
de P.sctrica = 3,2 X 8,8 = 28,2 W. O lado quente do sistema ter& que dissipar 36,7 W

36,7

dividido por quatro MP que da uma poténcia total de P,y = (T) + 28,2 = 37,4W

por MP. No caso de quatro MP, Py@=149,5 W. Utilizando um dissipador com uma

resisténcia térmica de 0,15 °C/W, a temperatura do dissipador, Ty, aumentara 22,4°C e é
igual a Ty = Tymp + (WC) XQy © Ty =20+ 0,15 X 149,2 = 42,4°C. Para atingir a

diferenca de temperatura de 20°C pretendida entre o corpo de aco da célula e 0 meio
ambiente, existird uma diferenca de temperatura de 42,4 °C entre o lado frio e o lado
quente dos MP. Das caracteristicas técnicas dos MP, em apéndice, quando 0 AT=Ty-Tc é
méaximo a quantidade de calor transferida é zero, portanto, para aumentar a eficiéncia
dos MP € necessario baixar a diferenca de temperatura de 42,4 °C para um valor menor,
recorrendo a uma ventoinha com a poténcia adequada.

O comprimento da serpentina, com 0,75 mm de didmetro interno, a incrustar no interior
do bloco metélico, pode ser determinado recorrendo a eq.28 e pode admitir-se que a
temperatura da parede de aco da serpentina, de 0,625 mm de espessura, é Ts=1°C,
constante e igual a temperatura do bloco metalico. Deste modo, ocorre apenas
transferéncia de calor por conveccéo do interior do fluido para a parede da serpentina,
Ts. T, e Ty sdo as temperaturas de saida e de entrada da amostra na serpentina,
respectivamente, p, @, C,, h sdao dados na seccdo 5.2.2.2, pois as condigdes de

gscoamento sdo as mesmas.
TS - T2 me _ TS - TZ % vaCp

L=—-In —=—1In
TS - Tl hrD TS - T1 hrD

3
0-1 999,1% X o.ozzmT x 1 % (0,75 x 10~3)2m? x 4189 2

_ kg K
L= an—ZOX

2879 X1 X 0,75 % 1073 m?2

sm?K

L=0024m=24cm
O comprimento do tubo a incrustar no bloco € de L = 0,024 m = 2,4cm . Como €

comum dar uma margem de 30% em relacdo ao valor calculado, o comprimento do tubo

de serpentina devera ser L = 2,4 x 1,3 = 3,12 cm.
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Multi-spectral photoacoustic mapping of bacteriochlorins diffusing
through the skin: exploring a new PAT contrast agent

Fabio A. Schaberlel, Luis A. F. Reisz, Gongalo F. F. Séz, Carlos Serpaz, Artur R. Abreul,
Mariette M. Pereiraz, Luis G. Arnaut'?
"Luzitin S.A., Ed. Bluepharma, 3045-016 Coimbra, Portugal
Chemistry Department, University of Coimbra, 3000-535 Coimbra, Portugal

ABSTRACT

A skin depth map was built reconstructing photoacoustic signals at several wavelengths of visible and infrared light.
The mapping technique was used to follow the diffusion through the skin of near-infrared absorbing dyes. Such dyes
can be useful for photodynamic therapy (PDT) of skin lesions and are investigated as contrast agents for
photoacoustic tomography (PAT), because they strongly absorb light at wavelengths where the skin is more
transparent.

Keywords: Multi-spectral Photoacoustic Mapping, Contrast Agent, Bacteriochlorins.

1. INTRODUCTION

Endogenous chromophores have been thoroughly investigated as contrast agents for photoacoustic tomography
(PAT)." For example, endogenous molecules that absorb light in the phototherapeutic window (650-900 nm), such as
oxygenated and deoxygenated hemoglobin, have been used to produce PAT functional images of the blood vessels.
These technological approaches are valuable in the diagnosis of a variety of diseases. However, there are pathologies
for which PAT will only work properly if an exogenous contrast agent is used. This is likely to be the case of
neoplastic diseases, because hyperproliferative cells are difficult to distinguish from normal cells without the use of
exogenous markers. For such diseases, early stage diagnosis can make the difference between a successful or an
unsuccessful treatment. The difficulty with neoplasms at an ecarly stage is the amount of affected cells and,
consequently, the smallness of the tumor mass. Sub-millimeter tumors are very difficult to detect with the traditional
imaging techniques.” The major advantages of PAT are the high spatial resolution enabled by the use of ultrasound
frequencies and in the penetration depth limited only by one-way light absorption and scattering. Nevertheless, PAT
can only be successful in the detection of tumors in early stages if a good contrast agent is present. We believe that
an important barrier to be overcome by PAT as a diagnostic tool for the detection of early stage tumors is the
availability of adequate tumor contrast agents.

Halogenated tetraphenylbacteriochlorins optimized for photodynamic therapy (PDT)*® of cancer are a good
starting point for the development of PAT contrast agents,” because they combine a strong absorption in the
phototherapeutic window, a significant accumulation in the tumors and favorable pharmacokinetics. Such dyes have
a molar absorption coefficient € ca. 1x10° M~ cm™ at 743 nm. At this wavelength endogenous dyes such as melanin
or hemoglobin have small absorption coefficients and the absorption of water in not yet appreciable.® This leads to
an optical penetration depth of 2.3 mm at 750 nm for human skin,’ which allows for the measurement of
photoacoustic signals with minimum background interference. Additionally, such bacteriochlorins can be
synthesized in one step from the precursor porphyrin and are photostable for tens of joules absorbed.”
Notwithstanding the photophysical properties tailored for PDT applications, these bacteriochlorins can also generate
photoacoustic (PA) waves with reasonable efficiency, as we will show in this paper. In previous work, we showed
that a sulfonated halogenated bacteriochlorin attains a tumor-to-muscle ratio of 3 and tumor-to-skin ratio of 5 just 24
hours after of the intravenous administration.’ Its biodistribution shows initial accumulation mainly in the spleen,
kidneys and liver, but after 48 there are only vestigial quantities of this bacteriochlorin in the organs of DBA mice.’
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Halogenated bacteriochlorins have been characterized in detail by our group, including the development of
synthetic methods for gram-scale batches, photophysical and photochemical characterization, toxicity,
biodistribution, pharmacokinetics and PDT efficacy in vitro and in vivo.” ®'* All these parameters, and very specially
the preferential tumor accumulation, shows that halogenated bacteriochlorins are good candidates for contrast agents
in photoacoustic tomography. In a first approach to PAT with these contrast agents, we showed that intravenous
administration in mice enhanced the PA signal measured for the liver, with respect to a control experiment with mice
without contrast.” In this work we investigate the use of photoacoustics to follow the permeation of a halogenated
bacteriochlorin through the skin after topical application.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Synthesis of bacteriochlorins

Halogenated bacteriochlorins were synthesized according to the method presented in Figure 1 and recently
reported.™® Different amounts of a given bacteriochlorin in an appropriate gel were combined with known
permeation enhancers (dimethyl sulfoxide, Azone, oleic acid) to obtain a range of formulations appropriate for
topical applications. The formulations were placed in contact with the skin of minipigs for different time intervals (1
to 4 h) and cleaned before the evaluation of the permeation. The visible/near-infrared absorption of a typical
halogenated tetraphenylbacteriochlorin is presented in Figure 2, together with the corresponding fluorescence
spectrum. Absorption and fluorescence spectra were measured by standard techniques using Shimadzu UV-2100 and
SPEX Fluoromax 3.22 spectrophotometers, respectively.

SO,R

Figure 1. Solid-state synthesis of photostable halogenated bateriochlorins from the precursors porphyrins, where X and X’ are
F or Cl atoms and R are OH or NH-alkyl groups.
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Figure 2. Absorption and fluorescence spectra of a halogenated tetraphenylbacteriochlorin in ethanol.
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2.2 Photoacoustic Mapping

A very schematic view of the device employed to map PA signals generated in the skin is presented in Figure 3. The
laser light is delivered to the skin through a right angle prism coupled to a fiber optic and the photoacoustic waves
are detected in a backward mode. The excitation was made using an OPO pumped by a Nd:YAG laser from
EKSPLA NL301 with pulse width of 6 ns at 355 nm. The OPO generates wavelength from 210 nm up to 2300 nm.
The PA waves were detected with a 15 MHz Panametrics transducer (model A113S), acoustically coupled to the top
of the prism, preamplified with a Panametrics ultrasonic amplifier (model 5676) and collected with an oscilloscope
from Tektronix DPO 7254. Clearly, a significant fraction of the incident light is transmitted through the prims and
only 4 plJ/cm® are delivered to the skin. Working with such low laser fluences emphasizes the smallness of the
intrinsic signal produced by the skin in the infrared. Critical to the improvement of the light reflection at the interface
between the two prisms and sound transmission at that same interface, is the ability to separate the prisms by an
optically-transparent thin material with a refractive index lower than the prisms but a similar acoustic impedance. To
overcome this problem we used a thin acetate film (6 um thickness) between the prisms. The PA signals were
analyzed with homemade software to map the intensity as a function of the origin of the generated PA wave into the
skin for each wavelength.

Transtlucer

Fiber Optics

lLaser to skin

Figure 3: Homemade photoacoustic device used in the backward detection.

The device was used to map the intensity of the acoustic signals generated in the forearm of the experimentalists and
using minipig skin samples. In the first case, we did not apply contrast agents and the PA signals are intrinsic to the
skin. In the second case, we measured the intrinsic PA signals and, subsequently, the acoustic signals generated after
the permeation of a halogenated bacteriochlorin. The delay of the PA signal due to the time required by the acoustic
waves to travel from the skin surface to the transducer was measured intercalating a black polystyrene target between
the prism and the skin. This delay was used as reference to assess the origin of the PA signals generated within the
skin.

2.3 Time-resolved Photoacoustic Calorimetry

Time-resolved photoacoustic calorimetry (PAC) gives the relative energy deposited in a medium through
nonradiative decays following the absorption of a photon by a molecule.' The energies fractions and lifetimes of a
sample E(t) can be obtained by the convolution of the instrumental response T(t) with the kinetic equations H(t)
describing the electronic decay,'

E(t) = T(H)®H(t) (1)

Experimentally, the function T(t) can be obtained using a molecule, called a photoacoustic reference, that releases
nonradiatively (only heat deposition) all the radiative energy absorbed in a time faster than the transducer resolution.
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The PA signal generated by a photoacoustic reference is the highest that can be generated in the absence of chemical
reactions. The heat function H(t) contains the energy fractions and the lifetime decay:

H(t) > Zd, exp(-t/t,) (2)

Using an appropriate photoacoustic reference to describe the instrument response and solving the convolution with
sample signal, we can obtain the energy fraction deposited in the medium that contributes to the photoacoustic
wave.'? Hence, PAC measures the efficiency of a given contrast agent in converting the light absorbed into a
photoacoustic signal. Ideally, this contrast agent should behave as a photoacoustic reference, with a decay shorter
than the laser pulse and ¢,=1.

Time-resolved PAC measurements were performed in a homemade apparatus following the front-face
irradiation design described by Arnaut et al.” More than 99% of the light impinging on the front-face dielectric
mirror is reflected back into the solution, thus minimizing the background signal. The solutions were pumped
through a 0.11 mm thick cell at a 1 ml/min flow with a SSI chromatography pump, and irradiated with a Nd:YAG
laser from EKSPLA NL301 with pulse width of 6 ns at 355 nm. The PA waves were detected with a 2.25 MHz
Panametrics transducer (model A106S) and pre-amplified with a Panametrics ultrasonic amplifier (model 5676) and
collected with an oscilloscope from Tektronix DPO 7254. The photoacoustic characterization of the bacteriochlorin
was made using 2-hydroxybenzophenone (HBP, Aldrich) as a photoacoustic reference. All the solutions were
prepared in ethanol and the data were analyzed using a software developed by Schaberle et al.'?

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Photoacoustic Mapping

The measurement in vivo was made in the forearm of the experimentalist, in the anatomical region near the hand.
The measurements were conducted at several wavelengths and in the absence of exogenous contrast agents. The
objective was to obtain a profile of the photoacoustic waves generated within the skin and to plot the dependence of
PA wave on the wavelength. Figure 4 shows that strong PA signals are generated near the surface of the skin for
short wavelengths, with most of the PA signal coming from the first 200 um of the skin for wavelengths shorter than
530 nm. This is entirely consistent with the wavelength dependence of the absorption coefficient of human skin in
vitro.” At the onset of the phototherapeutic window, the highest intensity of the PA signal is displaced to 1 mm
beneath the skin surface, presumably due to the presence of hemoglobin.
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Figure 4: In vivo multi-spectral photoacoustic mapping of human skin. The square of the amplitude of PA wave is
represented as a function of the arrival times converted into distance from the surface of the prism-skin interface
The skin photoacoustic signal (from white — no absorption — up to black — maximum absorption) decreases as the
excitation wavelength approaches the phototherapeutic window.

The PA signals generated by halogenated bacteriochlorins in the skin were tested with minipig skin in view of the
similarity between the skin of these animal-models and human skin. We applied to the skin sample a 1 mm thick
layer of a formulation for topical use containing a halogenated bacteriochlorin and a permeation enhancer, and
allowed for a contact time of 2 hours. The position of the skin surface was identified interposing in an experiment at
530 nm and another one at 743 nm, a black target between the prism and the skin surface. In Figure 5 we show the
raw PA data collected with the black target at 743 nm, the skin without bacteriochlorin at 530 nm and 743 nm, and
finally the skin with bacteriochlorin at 743 nm after a contact time of 2 h. The signal produced by the black target is
similar to the signal produced by the skin when irradiated at 530 nm. This shows that nearly all the PA signal at this
wavelength is generated very close to the skin surface. On the other hand, laser pulses at 743 nm in the absence of
bacteriochlorin produce a small and uncharacteristic PA signal, but a substantial PA signal is obtained when the
bacteriochlorin permeates through the skin. It should be emphasized that this signal was obtained with a laser fluence
of only 4 pJ/em?. This is 5000 less than the ANSI limit, which indicates how much the signal can still be increased.
The skin was thoroughly cleaned with ethanol after the permeation time elapsed and before the PA signals were
collected. This guarantees that the PA signal comes from within the skin.
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Figure 5: Raw PA signals obtained with a black target, irradiation of the skin at 530 nm or 743 nm without exogenous
agents, and with the bacteriochlorin after 2 h of contact with the skin (left). PA signal in the absence and
presence of bacteriochlorin at 743 nm (right)
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Figure 6: Square of the PA waves with the arrival times converted into distance from the surface of the prism-sample
interface for a black target at the interface, for the irradiation of the skin at 530 nm or 743 nm without exogenous
contrast agents, and for the skin after various times of contact with the bacteriochlorin. The topical formulation
containing the bacteriochlorin was applied to the skin for 1 h (upper left), 2 h (upper right), 3 h (lower left) or 4 h
(lower right) and then cleaned with ethanol before excitation with 743 nm laser pulses.
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Contact times of 1h, 2h, 3h and 4h between the topical formulation containing the bacteriochlorin and the skin were
also tested. Figure 6 shows the distribution of the square of the amplitude of PA signals at various layers beneath the
skin surface, generated by laser pulses at 743 nm. The black target filters the light and the PA signals are originated
just below the surface of the prism. The PA signals are negligible in the absence of bacteriochlorin for laser pulses of
743 nm, but a distribution of signals is observed in the presence of bacteriochlorin for the various contact times. At
present it is not possible to provide a quantitative assessment of the diffusion of the bacteriochlorin through the skin,
but it is clear that this non-invasive and simple device has the sensitivity to probe the presence of PAT contrast
agents ca. 1 mm beneath the surface of the skin using a laser fluence of 4 pJ/cm?.

3.2 Photoacoustic Characterization

PAC of contrast agents for PAT provides a simple and quantitative method to assess the efficiency of the conversion
of the radiative energy absorbed by the dye into a photoacoustic wave. PAC analysis of bacteriochlorins using HBP
as reference in ethanol showed that bacteriochlorins decay following two sequential exponentials, the first one with a
lifetime shorter than 1 ns and releasing 69% of the energy absorbed, and the other one with a lifetime ca. 250 ns and
releasing 5% of the energy. The lifetime of 250 ns was obtained by flash photolysis.* The formation of long-lived
species that do not decay in the timescale probed by the 2.25 MHz transducer employed in these experiments,
accounts for the remaining of the energy. Table 1 presents the fractions of energy released and Figure 7 shows
typical PA waves measured in a PAC experiment.

Table 1: Values of energy fractions (¢) obtained through time-resolved photoacoustic calorimetry.

O (0} T %)
Bacteriochlorin 0.686 £ 0.033 0.048 £0.014 <<1ns 250ns

—— Bacteriochlorin
0.8 - LR Reference (HBP)

Normalized Amplitude

T T T T T T T
2.0x107 4.0x107 6.0x107 8.0x107
Time /s

Figure 7: Photoacoustic waves of the bacteriochlorin and the photoacoustic reference (HBP) in ethanol.

Although the PA waves of the bacteriochlorin obtained in this experiment approach the intensity of those of HPB,
we must realize that the laser excitation was performed at 355 nm. Excitation at 743 nm has less than half of the
energy available but the long-lived species formed upon excitation of the bacteriochlorin have the same energy
content and are formed with the same efficiency. Thus, the fraction energy released as heat by these bacteriochlorins
upon excitation at 732 nm will be substantially reduced and their efficiency with respect to that of PAC reference
will be lowered. Based on the energy of the triplet state of halogenated tetraphenylbacteriochlorons,” we estimate
that at 743 nm the fast heat decay will be reduced to 33% of the energy absorbed. Chemical modification of the
molecular structures presented in Figure 1 will be required to improve this conversion efficiency.

SPIE-OSA/ Vol. 8089 80890Q-7

Downloaded from SPIE Digital Library on 21 Jul 2011 to 128.103.149.52. Terms of Use: http://spiedl.org/terms



4. CONCLUSIONS

Halogenated bacteriochlorins are good photosensitizers for PDT of cancer. This work explored their use as PAT
contrast agents. It was shown that the photoacoustic signals generated by the skin at the wavelength of 743 nm,
where the bacteriochlorins have a very intense absorption band, are very small. The permeation of bacteriochlorins
through the skin leads to a substantial increase of the PA signal at this wavelength and provides a simple and non-
invasive method to evaluate the presence of these dyes under the skin.
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