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Resumo

A espectroscopia de Raman é uma técnica de espectroscopia vibracional que permite
obter informacao relativamente aos modos vibracionais das moléculas. Cada molécula
apresenta um espectro de Raman caracteristico. Numa amostra, de acordo com o método
de aquisicao de sinal Raman, é possivel obter informacao das camadas superficiais mas
também das camadas mais internas da amostra. Neste projeto pretende-se adicionar a
geometria de transmissao ao SPEX 1403, existente na unidade Quimica-Fisica Molecular,
obtendo-se informacao, em profundidade, da amostra. Também se tem como objetivo

melhorar as plataformas de controlo e aquisicdo com detetor multicanal.

A geometria de transmissao foi obtida utilizando lentes plano-convexas e uma fibra otica,
de modo a se conseguir incidir um feixe laser focado na amostra. O sistema produzido
foi testado fazendo um estudo de quantificacdo em que se prepararam cinco solucoes,
de diferente concentracao, de -caroteno dissolvido em ciclo-hexano. Para cada solugao
determinou-se a drea das bandas a 1154 Acm ™! e a 1519 Aem ™!, do espectro de Raman
obtido em condic¢oes de ressonancia, obtendo-se retas de calibracao, de area em funcao de
concentracao. A calibracao permitiu determinar a concentracao de duas solugdes problema

com um erro percentual de 1,8% e 3,1%.

O controlo do SPEX foi melhorado desenvolvendo uma interface de utilizador, em
MATLAB®, mais recente. Simultaneamente, adicionou-se aquisicdo multicanal utilizando
uma camara CMOS, Guppy F-036B. A interface desenvolvida permite controlar as redes
de difracdo e adquirir sinal com a camara, utilizando o método de empilhamento de

imagens para melhorar a sensibilidade da camara.

Neste projeto, conseguiu-se adicionar a geometria de transmissao e iniciar a atualizacao
dos métodos de controlo e aquisi¢ao, desenvolvendo uma interface de utilizador, mas nao

foi possivel adicionar a aquisicdo multicanal.

Palavras-Chave: Espectroscopia de Raman, TRS, Espectroscopia de Raman de Resso-

nancia de Transmissao, Duplo Monocromador, Dete¢do Monocanal, Detecao Multicanal
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Abstract

Raman spectroscopy is a vibrational spectroscopy technique that allows information to be
obtained regarding the vibrational modes of molecules. Each molecule has a characteristic
Raman spectrum. In a sample, according to the Raman signal acquisition method, it
is possible to obtain information from the surface layers but also from the innermost
layers of the sample. In this project, it is intended to add the transmission geometry to
spex 1403, existing in the Molecular Chemistry-Physics unit, obtaining information, in
depth, of the sample. It is also aimed at improving control and acquisition platforms with

multichannel detector.

The transmission geometry was obtained using plane-convex lenses and an optical fiber, in
order to be able to focus a laser beam focused on the sample. The system produced was
tested by doing a quantification study in which five solutions were prepared, of different
concentration, of -carotene dissolved in cyclohexane. For each solution, the area of
the bands was determined at 1154 Acm ™! and 1519 Aem ™!, of the Raman spectrum
obtained under resonance conditions, obtaining calibration straights, of area as a function
of concentration. The calibration allowed to determine the concentration of two problem

solutions with a percentage error of 1.8% and 3.1%.

Spex control has been improved by developing a newer user interface in MATLAB®. At
the same time, multichannel acquisition was added using a CMOS camera, Guppy F-036B.
The developed interface allows you to control diffraction gratings and acquire signal with

the camera, using the image stacking method to improve camera sensitivity.

In this project, it was possible to add the transmission geometry and start updating the
control and acquisition methods, developing a user interface, but it was not possible to

add the multichannel acquisition.

Keywords: Raman Spectroscopy, TRS, Transmission Resonance Raman Spectroscopy,

Double Monochromator, Single-channel Acquisition, Multichannel Acquisition
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

A composicao molecular de solidos, liquidos e gases pode ser estudada por recurso a diversas
técnicas de espectroscopia vibracional, nomeadamente a espectroscopia de Raman, que
permite a obtencao de informacao relativa aos modos vibracionais das moléculas. A
espectroscopia de Raman, sendo nao destrutiva e nao invasiva, tem aplicacao em variadas
areas, como por exemplo na area farmacéutica, no estudo de capsulas de farmacos, e na

area médica no estudo de tecidos biologicos.

A unidade I&D Quimica-Fisica Molecular-UC possui um espectréometro de Raman, o
SPEX Ramalog 1403, que se encontra desativado ha varios anos porque necessita de uma
atualizacao no software de controlo e no hardware de aquisi¢do e detecao do sinal. O facto
deste espectrémetro ter um bom desempenho 6tico, de elevada rejeicao de luz parasita

(stray light) e de elevada resolucao espectral justifica a sua reativagao.

1.2 Objetivos

O projeto tem como objetivo principal a reativacao do funcionamento do espectréometro

SPEX Ramalog 1403, realizando uma atualizagdo dos métodos de controlo e software.

Pretende-se também adicionar dete¢ao multicanal (CCD), proporcionando ao SPEX 1403
aquisicdo de sinal com detetor monocanal (fotomultiplicador), ja existente, e com um

detetor multicanal.

Também se pretende alterar a configuracdo de amostragem para realizar espectroscopia

Raman de transmissao.




CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.3 Analise de Requisitos

O desenvolvimento do projeto, de modo a permitir cumprir os objetivos estabelecidos,

apresenta requisitos a cumprir.

A nivel de desenvolvimento de software, pretende-se que a plataforma de controlo e de
aquisicao funcionem com software atualizado, ao invés do software original, de modo a se
obter uma interface mais recente e pratica para o utilizador. O software a desenvolver tem
que permitir replicar a funcionalidade, parcial ou integralmente, obtida com o software

original.

Relativamente ao hardware, a configuracao de amostragem deve ser alterada para Raman
de transmissdo. O percurso de excitacao (laser) devera ser redirecionado de forma a
obter uma geometria de excitacao da amostra a 0°, relativamente a recolha do sinal.
No hardware de aquisi¢ao de sinal, o detetor multicanal a adicionar deve ser arrefecido

termoelectricamente.

1.4 Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos: Introducao, FEstado da Arte,

Materiais e Métodos, Resultados Obtidos e Discussao, Conclusao.

No capitulo 2, Estado da Arte, é descrito o que é a espectroscopia de efeito Raman e
espectroscopia de Raman de ressonancia. Sao apresentadas as geometrias de aquisi¢cao
do sinal de Raman utilizadas na espectroscopia de Raman. E realizada uma descricao
da instrumentacao necessaria para isolar o sinal de Raman. Termina-se o capitulo com a
apresentacao de metodologias de aquisi¢do de sinal Raman com detetores monocanal e

multicanal.

O capitulo 3, Materiais e Métodos, apresenta o material escolhido e os diferentes procedi-
mentos executados. E descrita a aquisicio dos comandos que permitem controlar o
espectrometro. De seguida sao especificados os materiais necessarios para efetuar o projeto
prosseguindo-se com a explicacao da montagem experimental e procedimentos de validagao.
Ainda se expoe o funcionamento da interface do utilizador, terminando o capitulo com a

abordagem de aquisicao do sinal de Raman e a sua aplicacao na interface do utilizador.

No capitulo 4, sao apresentados os resultados obtidos de acordo com os procedimentos
apresentados no capitulo imediatamente anterior. A apresentacdo dos resultados é

acompanhada da respetiva discussao critica e objetiva destes.

Para finalizar, no capitulo 5 sumariza-se as conclusoes obtidas da realiza¢ao do projeto e

faz-se propostas de trabalho a realizar futuramente.




Capitulo 2

Estado da Arte

2.1 Espectroscopia de Raman

A espectroscopia de Raman é uma técnica de espectroscopia vibracional que permite
estudar os modos vibracionais de uma molécula, obtendo-se o espectro de Raman de cada
molécula que, sendo caracteristico de cada molécula, serve como uma impressao digital
destas. Esta é baseada no efeito de Raman descoberto por Sir Chandrasekhra Venkata
Raman, em 1928 [1].

Quando a radiacao interage com moléculas, os seus estados vibracionais podem ser
alterados por troca de energia entre a radiacdao e a molécula, no processo designado de
dispersao. O fenémeno de dispersao pode ser dividido em dois: um em que ha conservagao
de energia, que se designa por dispersao de Rayleigh, e um segundo, que se designa de

dispersao de Raman, em que ha uma dispersao inelédstica dos fotoes [2—4].

O fotao que incide na molécula tem uma energia superior a energia de vibragao da molécula,
trocando energia, recebendo ou transferindo, com a molécula que transita para um estado
virtual de vibracao de maior energia. Este estado virtual, e consequentemente o fotao
disperso, tem uma energia que depende da frequéncia da radiacao emitida pela fonte
de excitacdo. Posteriormente ocorre a dispersao de um fotao, por parte da molécula,
proveniente deste estado virtual. O estado final de vibragdo da molécula depende do tipo
de dispersao existente, bem como do estado de vibracao inicial da molécula. Como se pode
observar na Figura 2.1, os fotdes que sofrem dispersao de Rayleigh tém a mesma energia
dos fotoes da radiacao incidente, uma vez que a molécula, apds a dispersao, retorna ao

estado vibracional inicial [2—4].
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Figura 2.1: Diagrama da dispersao de Rayleigh e de Raman. Na dispersao de Raman, a
frequéncia do fotao incidente é alterada apds troca de energia com a molécula. A molécula,
apos a incidéncia do fotao, transita para um estado vibracional, virtual ou, no caso de
ressonancia, estados vibracionais (V) do estado eletrénico excitado (S7), emitindo um
fotao quando transita, novamente, para o estado vibracional (V},) do estado eletrénico
fundamental (Sp). Adaptado de [5].

O mesmo ja nao acontece quando a dispersao dos fotdes ocorre devido ao efeito de Raman.
Estando as moléculas a temperatura ambiente, o estado vibracional predominante sera o
estado fundamental, no entanto uma pequena quantidade das moléculas pode estar num
estado de energia vibracional excitado. A Figura 2.1 apresenta os dois tipos de dispersao
de Raman: a dispersao de Stokes ocorre quando a molécula inicialmente se encontra no
estado vibracional Vi, que é o estado fundamental de energia, e a dispersao de anti-Stokes
acontece se o estado inicial da molécula é um estado excitado, V,,, sendo esta dispersao
menos intensa. De acordo com estes tipos de dispersao de Raman o fotao disperso tem
uma frequéncia menor, no caso de Stokes, ou maior, no caso de anti-Stokes. A quantidade
de fotoes dispersos por efeito de Raman é muito inferior a quantidade de fotdes que sofrem
dispersao de Rayleigh, numa proporcao de um fotdo de Raman para 10° a 108 fotoes de

Rayleigh, pelo que o sinal de Raman é muito menos intenso [2-4].

Uma variante de espectroscopia de Raman utiliza o efeito de ressonancia, observado
pela primeira vez por Harrand et al, 1946 [6]. Neste tipo de espectroscopia de Raman

o comprimento de onda de excitacao é cuidadosamente escolhido, pois a frequéncia de
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excitagao deve ser tal que coincida, ou seja proxima, com a frequéncia da transicao

eletrénica de absor¢ao da amostra [5].

A Espectroscopia de Raman de Ressonancia pode aumentar a intensidade do sinal de
um fator de 10% a 10°. A intensidade do sinal de Raman, Ipgman, varia de acordo com a
Equagao, adaptada de [5], (2.1) :

[Raman X [0 X (wO - wO,q)4 X |CY|2 (21)

onde [y ¢é a intensidade da radiacao de excitacao, wy é a frequéncia da radiacao de excitacao,
wp 4 € a frequéncia vibracional do modo normal e o a polarizabilidade. Neste caso, estando
envolvida a transicdo eletrénica de absorcao, sao utilizados os estados vibracionais da
molécula, e nao estados virtuais, como se representa na Figura 2.1, o que aumenta a

polarizabilidade, com consequente aumento da intensidade do sinal [5].

2.2 Geometrias de Aquisicao em Espectroscopia de

Raman

A radiacao dispersa pela amostra, de modo a se obter o espectro de Raman, tem que
ser adquirida. A aquisicao desta radiagdo dispersa é executada utilizando diferentes
geometrias de aquisicao, sendo as mais usuais a aquisicao perpendicular, a 90°, e a
aquisi¢ao de retrodispersao (convencional), a 180°. A aquisi¢ao perpendicular implica que,
apoés a excitagdo da amostra pelo feixe laser, a radiacao que sofre dispersao seja recolhida
por componentes 6ticos num angulo de 90° relativamente ao feixe laser. A aquisicao da
radiacao dispersa pode ocorrer na mesma direcao, mas em sentido oposto, da utilizada
para excitar a amostra a analisar, realizando um angulo de 180° com a radiacao incidente,
que caracteriza a aquisicao de retrodispersao. Apesar de amplamente utilizadas, ambas as
geometrias s6 permitem adquirir informacgao sobre as camadas superficiais da amostra,
algumas dezenas a poucas centenas de micrometros, dependendo do comprimento de onda

de excitagao [7,8].

Uma técnica recente designada de Spatially Offset Raman Spectroscopy (SORS), permite
obter informacao de camadas mais profundas da amostra. O método de aquisi¢do consiste
em iluminar um determinado ponto da amostra e adquirir o sinal, referente a dispersao
da radiacao, a diferentes distancias desse ponto. A aquisicao a diferentes profundidades

vai permitir obter informacao do volume total da amostra [§].

A necessidade de obter informagao de todo o volume da amostra nao é nova, sendo que
uma das primeiras técnicas utilizadas para tal efeito é conhecida por Espectroscopia

Raman de Transmissao, na sua sigla inglesa (TRS-Transmission Raman Spectroscopy).
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Neste método tem-se uma aquisicao a 0°, em que a amostra ¢ iluminada num lado e o sinal
¢é adquirido no lado oposto, pelo que toda a amostra é atravessada pelo feixe incidente. A

Figura 2.2 apresenta as geometrias enunciadas.

A Espectroscopia Raman de Transmissao permite investigar amostras que absorvem
muito pouca, ou nenhuma, luz mas que a difundem no seu interior em todas as diregoes,
bem como amostras de materiais turvos. Utilizando a TRS é possivel, relativamente
as duas primeiras aquisi¢oes apresentadas, eliminar a existéncia de fluorescéncia e do
sinal de Raman, que tenham origem nas camadas mais superficiais da amostra e que
sejam indesejados, bem como adquirir informacao para l4 das camadas superficiais da

amostra [8-10].

T

Figura 2.2: Ilustracdo das geometrias referentes a transmissdo de Raman (0°),
Retrodispersao (180°) e SORS (da esquerda para a direita). Legenda: R- Sinal Raman, L-
Feixe Laser

O facto de a TRS nao necessitar que haja preparacao prévia da amostra, nao ser um
processo invasivo nem destrutivo, associado a possibilidade de aquisicao de informagao em
profundidade, da amostra, torna-a atrativa para estudos e investigagdes na area médica e

farmacéutica, como foi comprovado por Matousek et al, 2006 [9] e Ghita et al, 2018 [11].

Em 2007 Matousek et al, [10] provaram que a geometria de transmissao permite obter
informacao bastante detalhada da composicao existente no interior de capsulas farmacéuti-
cas de forma rapida e direta sem apresentar informacao sobreposta sobre o material da
capsula, em comparagao com a geometria de retrodispersao convencional, como apresentado
na Figura 2.3. Também demonstram que o sinal de Raman tem melhor qualidade quando
comparado com a técnica de retrodispersao e com a SORS, comparacgao verificada na

Figura 2.4.
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Figura 2.3: Resultados da obtencao do espectro de Raman de contetido de diferentes
capsulas farmacéuticas utilizando as geometrias de transmissao e de retrodispersao. Tempo

de aquisi¢ao de 10s [10].




CAPITULO 2. ESTADO DA ARTE

Apesar do sinal de Raman obtido pela geometria de transmissao ter uma intensidade
inferior, verifica-se que os espectros adquiridos apresentam menor interferéncia do contetido
superficial da capsula e as bandas espectrais melhor definidas, bem como uma diminuicao

significativa da fluorescéncia [10].
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Figura 2.4: Espectro da sec¢ao verde da capsula de Sudafed Dual Relief, com espessura de
150 pm, utilizando as geometrias de SORS, TRS e Retrodispersao. Tempo de aquisi¢ao
de 10s [10].

A técnica de transmissao também permitiu a Hargreaves et al, 2011 [12], tendo em conta
a capacidade da técnica de sondar o interior do volume da amostra, demonstrar que
aplicando a geometria de transmissao a quantidade de material no interior da capsula
farmacéutica nao influencia a aquisicao, pelo que a técnica é insensivel a quantidade do

conteudo.

A quantificagdo de polimorfos também é uma das aplica¢oes da técnica de transmissao,

como se verifica em [13] e [14].

A juncao da geometria de transmissao com a técnica de ressonancia originou um novo
método de espectroscopia de Raman, designado Espectroscopia Raman de Ressonéancia
de Transmissao, e que foi implementada em [15], em que se fez um estudo sobre a
variacao do sinal de Raman com a concentracao de [-caroteno numa amostra de espessura
fixa. Verificou-se que existe uma relagao linear entre a concentracao de (-caroteno
e a intensidade do sinal de Raman, até um valor de concentracao em que se atinge
um maximo de intensidade, a partir do qual decresce a intensidade do sinal devido a
atenuacao resultante da quantidade de [-caroteno. A técnica de Espectroscopia Raman

de Ressonancia de Transmissao também foi utilizada em [16].
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2.3 Radiacao de Excitacao em Espectroscopia de

Raman

Na experiéncia original que permitiu a observacao do efeito de Raman pela primeira
vez, foi utilizado um feixe de luz solar que foi focado de modo a incidir na amostra.
Posteriormente, C. V. Raman conseguiu observar o mesmo efeito utilizando uma lampada
de merctrio quartzo como fonte de luz monocromatica [17]. Em espectroscopia de Raman
a radiacao que incide na amostra consiste num feixe de luz monocromatica, pelo que, se
inicialmente se utilizavam lampadas de mercirio, o desenvolvimento de lasers permitiu que

sejam estes a escolha para fonte de luz monocromatica em espectroscopia de Raman [18].

Dos comprimentos de onda da radiacao incidente dos lasers utilizados em espectroscopia

de Raman, destacam-se os seguintes presentes na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Tabela com valores normais de comprimento de onda dos lasers utilizados em
espectroscopia de Raman [19].

Ultravioleta Visivel Infravermelho Proximo

(m)  (um) (um)
244 458 785
266 473 830
320 515 980
355 532 1064
405 594

633
660

Variando a intensidade do sinal de Raman com A~*, os lasers no infravermelho diminuem a
intensidade do sinal de Raman, em comparacao com excitagado no visivel, mas aumentam a
penetrabilidade na amostra. No entanto o sinal devido a fluorescéncia é suprimido no caso
do infravermelho que é uma radiacdo que nao origina absorcao nas amostras, uma vez que
a maioria das amostras absorve radiagao no visivel. Apesar de lasers no UV permitirem
obter maior sensibilidade e menos fluorescéncia, pois o espectro de Raman é préximo da
linha do laser ao contrario do sinal de fluorescéncia, também é necessaria mais cautela
na sua utilizacao, tanto a nivel de utilizador como da amostra. Deste modo, a escolha
do comprimento de onda depende nao s6 da técnica utilizada para obter o espectro de

Raman bem como do tipo de amostra a analisar [19].
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2.4 Espectrémetro Dispersivo

A obtencao do espectro final de Raman necessita que, apds a incidéncia do feixe na amostra,
se filtre a radiacdo dispersa de modo a eliminar a radiacdo de Rayleigh sobreposta a
radiacao de Raman. A filtragem deste tipo de radiacdo permite que no espectro final ndao
haja radiacao de um determinado comprimento de onda, igual a do laser, e que se designa
de luz parasita (stray light), em zonas do espectro correspondentes a outros comprimentos

de onda, afetando a interpretagao do espectro [20].

O espectrometro é um dos dispositivos que permite separar a radiacao dispersa pela amostra
de acordo com o seu comprimento de onda, originando um espectro de intensidade da
radiacao Raman em funcao de unidades Desvio de Raman, Acm ™!, que sdo unidades de
niumero de onda relativo a linha do laser, ou de unidades de nimero de onda absolutos,
em™!. Sdo constituidos por uma fonte de excitacio, um sistema de filtragem e separacao

dos comprimentos de onda, e pelo menos um detetor [21].

Os espectrémetros sao classificados de dispersivos ou nao dispersivos de acordo com o
modo como ocorre a separacao da radiacao nos diferentes comprimentos de onda. Nos
espectrometros nao dispersivos, ha uma modulacdo em frequéncia de cada comprimento
de onda da radiagao, criando-se um tunico sinal modulado que é adquirido por um unico
detetor. A separacao nos diferentes comprimentos de onda ocorre ao desmodular o
sinal utilizando a transformada de Fourier. Os espectrémetros dispersivos realizam uma
separacao espacial dos diferentes comprimentos de onda, utilizando redes de difragao ou

prismas, que sdo posteriormente adquiridos por um detetor monocanal ou multicanal [20].

A discussao seguinte concentra-se em espectrometros dispersivos baseados em redes de

difracao.

Os espectrometros utilizam monocromadores ou espectrografos para fazer o espalhamento

da radiagdo de Raman e ainda realizar a filtragem da radiacao de Rayleigh.

Na sua constituigdo os monocromadores apresentam um (Configuragdo Fastie-Ebert) ou
dois espelhos (Configuragdo Czerny-Turner), duas fendas e uma rede de difragdo. A
conjugacao do comprimento entre as fendas de entrada e de saida, com a rotagdo da rede
de difracao controla a quantidade de stray light associada ao monocromador bem como a

gama de comprimentos de onda que atinge o detetor em cada aquisi¢ao [4,21].

A configuracao de Czerny-Turner é a configuracao mais utilizada, em que se tem dois
espelhos em W, em que o primeiro permite colimar a radiagao, que entra no monocromador,
na rede de difracao e o segundo foca a radiagdo dispersa para a fenda de saida como é
possivel visualizar na Figura 2.5. Na configuragao de Fastie-Ebert o processo de colimagao

e focagem é realizado por um unico espelho esférico [21].

10
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O espectrografo é em tudo semelhante ao monocromador a excegao da auséncia da fenda
de saida. Esta diferenca tem implicacao no tipo de detetor e na selecdo do intervalo de
comprimentos de onda que chega a este, uma vez que a largura da fenda de saida limita a
gama de comprimentos de onda que atinge o detetor. Na Figura 2.5 verifica-se a diferenca

entre ambos [21].

Deste modo, os espectrégrafos sdo utilizados com detetores multicanal ao passo que os
monocromadores sao sobretudo utilizados com detetores monocanal, ainda assim, sao

ambos comummente designados por monocromadores.

Figura 2.5: Tustra¢do de um monocromador (esquerda) e de um espectrégrafo (direita)
com configuracdo de Czerny-Turner [21]. Legenda: A- Fonte de Radiagdo; B- Fenda de
Entrada; C- Espelho Colimador; D- Rede de Difragao; E- Espelho de Focagem; F- Fenda
de Saida (esquerda), Detetor (Direita); G- Detetor.

A resolucao espectral é definida como a capacidade de distinguir as diferentes bandas
espectrais.

Deste modo, quanto menor a resolucao espectral, menor sera a possibilidade de identificar
as componentes presentes no espectro devido a perda de informacao. No caso do
espectrémetro dispersivo, a resolugao espectral é afetada pela combinacao dos seguintes
fatores [19]:

1. Distancia Focal 4. Detetor
2. Rede de Difracao 5. Largura da Fenda de Entrada

3. Comprimento de Onda do Laser

Se s6 um dos fatores anteriores for variavel, entao a resolugao espectral é maior quanto
maior a distancia focal ou a densidade de linhas da rede de difragdo ou, no caso de
um detetor multicanal, quanto menor a largura do pixel ou da fenda de entrada. Por

outro lado a resolucao espectral, tendo em conta as unidades de medida do espectro, é

11
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dependente do comprimento de onda da fonte de excitagdo, diminuindo com a diminuicao

do comprimento de onda [20].

2.4.1 Tipos de Sistemas Dispersivos

A filtragem da radiacao referente a linha do laser é muito importante para a correta
aquisicao do espectro de Raman. O monocromador descrito na seccao 2.4 é utilizado como
a base de filtros de rejeicao de luz parasita. Deste modo, o espalhamento da radiagao de
Raman e a rejeicdo da radiacao de Rayleigh é obtida simultaneamente utilizando multiplos

monocromadores.

2.4.1.1 Duplo Monocromador

O duplo monocromador ¢é constituido por dois monocromadores que sao divididos por
uma fenda que permite que a radiacdo que sai da fenda do primeiro monocromador entre

no segundo monocromador.

A rejeigao da luz parasita (stray light) e o espalhamento da radiagdo de Raman é realizado
de acordo com a configuracao das duas redes de difragdo, como se exemplifica na Figura
2.6 [20]:

1. Configuracao Aditiva: Neste tipo de configuracdo as redes de difracao tém o seu
movimento acoplado, pelo que o espalhamento é realizada na mesma direcdo. Apéds a
primeira dispersao a largura da fenda central, geralmente muito estreita, determina
a quantidade de radiacdo de Rayleigh que é eliminada. A segunda rede de difracao
executa novo espalhamento, o que permite eliminar ainda mais a radiacao indesejada
em conjunto com a largura da fenda de saida. Com este tipo de configuragao tem-se

o dobro da dispersao.

2. Configuragao Subtrativa: Esta configuracdo é caracterizada pelo facto das redes
de difragdo executarem o espalhamento da radiagao em diregoes contrarias. O
primeiro estagio é igual ao da configuragao anterior, mas agora a fenda central é
que determina a gama de comprimentos de onda que sdo detetados pelo detetor. Ja
a segunda rede de difracao desfaz a dispersao da primeira rede o que origina um
feixe que é transmitido para o detetor em que a radiacao indesejada é eliminada

pela largura da fenda de saida deste segundo estagio.

12



CAPITULO 2. ESTADO DA ARTE

Figura 2.6: Ilustracdo da geometria aditiva (esquerda) e subtrativa (direita) do
monocromador, adaptado de [22].

Este tipo de conjugacao de monocromadores, é utilizada sobretudo com detetores foto-
multiplicadores, em que hé uma elevada rejeicao de radiacdo de Rayleigh, devido a se
diminuir a largura da fenda entre os monocromadores [23], sendo exemplos da utilizagdo

deste tipo de configuracao os estudos em [24] e [25].

No entanto é possivel adaptar um duplo monocromador com um detetor multicanal, sendo
o mais comum o CCD. Um exemplo é o de Deckert et al, 1995 [23], em que se ajusta a
area ativa do CCD de acordo com a largura da fenda para reduzir a luz parasita (stray
light), permitindo melhorias relativas ao uso de detegdo monocanal. Os resultados obtidos
encontram-se na Figura 2.7, em que se compara a estratégia utilizada com a estratégia de

abrir totalmente a fenda intermédia.

Raman Intensity (arb. units) =

I 500.0 40;3.0 306.0 20;)40 10;).0

<—Wavenumbers (cm™")
Figura 2.7: Espectro de Raman de baixa frequéncia do 1,2-bis(fenilfosfino)etileno dissolvido
em CHyCly. (A)- Fendas médias totalmente abertas com utilizagao de toda drea do detetor.
(B)- Fendas médias com 3 mm e 4rea ativa do detetor ajustada [23].
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A conjugacao da area de detecao com a abertura das fendas médias permitiu que a luz
parasita existente no grafico A, nas caixas retangulares, seja eliminada bem como permitiu

a aquisi¢do do espectro para comprimentos de onda préximos da linha do laser [23].

2.4.1.2 Triplo Monocromador

A utilizacao de espectréometros dispersivos com dete¢ao multicanal implica que se tenha um
monocromador duplo a anteceder um espectrégrafo de modo a perfazer um monocromador
triplo. Neste tipo de espectrometro, o monocromador duplo pode ter uma configuracao
aditiva, no entanto o mais usual é o monocromador ter uma configuragao subtrativa, ambos
sao apresentados na Figura 2.8. Neste ultimo, o espectrografo vai realizar o espalhamento

da radiacao, proveniente do duplo monocromador, que vai incidir no detetor [18,20].

Figura 2.8: Esquema de um espectrometro triplo com configuracao aditiva (esquerda) e
subtrativa (direita), adaptado de [26].

As vantagens oferecidas pelos espectrémetros multiplos, a nivel de rejeicao de excitacao do
nivel do laser e de resolucao espectral, levaram a que um espectrémetro triplo com uma
camara CCD, o Jobin Yvon T64000, tenha sido utilizado por Alejandro Ayala, 2007 [27],

para investigar o polimorfismo de substancias farmacéuticas.

2.4.1.3 Espectrégrafo / Monocromador com Filtro de Rejeigdo de Luz Parasita

O desenvolvimento de filtros de rejei¢do da linha do laser permitiu ter espectrometros
que sejam constituidos pelo filtro seguidos de um monocromador ou de um espectrografo,

dependendo se o detetor é monocanal ou multicanal respetivamente.
Neste tipo de espectrometro os filtros mais utilizados sao:

1. Holographic Notch Filter: Sao filtros que permitem eliminar a radiacdo num intervalo
de comprimentos de onda muito estreito junto da linha do laser. Fora deste intervalo

de rejeicdo apresentam uma grande transmissao da radiagdo. Apesar de permitirem
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realizar medi¢oes da dispersao de Stokes e Anti-Stokes, tém que ser escolhidos
em funcao da linha do laser, ndo podendo ser reutilizados quando esta se altera.

Também apresentam um tempo de vida limitado [19,28].

2. Dielectric Edge Filter: Sao mais estaveis e de maior longevidade que os anteriores,
mas de performance inferior. Permitem transmissao com uma grande eficiéncia de
comprimentos de onda acima de um comprimento de onda caracteristico, abaixo do
qual todos os comprimentos de onda sao rejeitados. Obtém-se uma grande rejei¢ao

da radiagdo de Rayleigh, mas nao permite medidas de Anti-Stokes [18,19].
3. Filtros de Absorgao

Os espectrometros triplos, a semelhanca dos espectrémetros duplos, conseguem uma
grande rejeicao da radiagao de Rayleigh e obter o espectro de Raman perto da linha do

laser, ao contrario de filtros notch e edge [27].

2.5 Detetores para Espectroscopia de Raman

Os detetores utilizados em espectroscopia de Raman podem ser detetores monocanal ou

multicanal, dependendo se tém s6 uma ou mais areas sensiveis a luz, respetivamente.

2.5.1 Detetores Monocanal

2.5.1.1 Fotomultiplicador

O detetor mais utilizado em espectroscopia de Raman é o fotomultiplicador (PMT) onde
a radiagao incidente é convertida num sinal elétrico. Neste tipo de detetor tem-se, num
tubo de vidro onde existe vacuo, um fotocatodo, um anodo e uma cadeia de dinodos
entre estes, como se apresenta na Figura 2.9. Para que os eletrées se movam ao longo
do fotomultiplicador, é necessario ter uma fonte de tensao que permita que o primeiro
dinodo esteja a uma tensao positiva relativa ao fotocatodo e que cada dinodo tenha uma
tensao mais positiva que o anterior. A radiacao incidente no fotocatodo origina a emissao
de foto-eletroes em direcao ao primeiro dinodo. Por sua vez, de modo a dar inicio a
multiplicacdo de eletroes o primeiro dinodo deve estar a uma tensao positiva, de centenas
de Volts, de modo a que se estabeleca uma diferenca de potencial entre o dinodo e o
fotocatodo que permita acelerar o eletrao em direcao ao dinodo com energia suficiente
para provocar emissao de eletroes. Na cadeia de dinodos, a colisdo do eletrao com o
dinodo provoca a emissao de varios eletroes de baixa energia que sao acelerados pelo
campo gerado entre os dinodos, produzindo-se a multiplicacao de eletroes. Por fim o
anodo recebe os eletroes provenientes do ultimo dinodo. Tendo em conta que a quantidade

de eletroes que sao gerados na cadeia de dinodos depende da energia dos eletroes que
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colidem no dinodo seguinte, e dependendo esta da tensao entre os dinodos, o ganho do

fotomultiplicador depende da tensao aplicada aos seus terminais [29].

Incoming

Phaoton \ Window
Photo-

Focusing
Electrode

Figura 2.9: Tlustracdo de um fotomultiplicador [30].

2.5.1.2 Fotodiodo

Os fotodiodos sao detetores de semicondutor, tipicamente silicio, que convertem a radiacao
incidente numa fotocorrente. Neste tipo de detetor tem-se um substrato de silicio entre
duas camadas de semicondutores dopados, uma p (fina para permitir ser atravessada pela
radiagdo) e outra n, como na Figura 2.10. A radiacdo ao atingir o substrato de silicio gera
pares de eletrao-lacuna. Devido ao campo elétrico criado pela fonte de tensao, em que
se tem a camada p com o potencial negativo da fonte de tensao, os eletroes deslocam-se
para a camada n e as lacunas para a camada p. Este movimento de eletroes gera uma

fotocorrente que é tanto maior quanto maior a intensidade da radiagao [29].

Scintillation photons

»-layer (<1 pwm) -V

. y___(___p:" (25-100 V)
Depleted 8 8
i-region Electron-hole

(200-500 pm) pair

SILICON WAFER

n-type layer
To
preamp

Figura 2.10: Ilustragdo de um fotodiodo [29].

Um tipo especial de fotodiodo é o fotodiodo de avalanche em que se tem uma tensao de
polarizacao elevada, proxima do limite de tensao a partir do qual ocorre a rutura da jungao

p-n. Neste tem-se, tipicamente, uma camada p altamente dopada, seguida do substrato
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de silicio, e duas camadas, uma p e uma n também altamente dopada, como na Figura
2.11. Novamente ha geragao de pares eletrao-lacuna, com o deslocamento do eletrao
para a camada p. Entre a camada p e a camada n altamente dopada, existe um elevado
campo elétrico que acelera os eletroes. A elevada energia cedida aos eletroes pelo campo
elétrico permite que estes originem ionizagao por choque gerando mais eletroes, ocorre
entao a avalanche que permite multiplicar o sinal elétrico relativamente ao fotodiodo

convencional [29].

Figura 2.11: Tlustragdo de um fotodiodo de avalanche, adaptada de [29].

2.5.2 Detetores Multicanal

2.5.2.1 Charged Coupled Device

Os Charged Coupled Devices (CCDs) sao detetores de semicondutor constituidos por
pixels montados num substrato de silicio. Cada pixel apresenta 3 elétrodos que permitem
coletar os eletroes, através de pocos de potencial, provenientes de pares eletroes-lacuna
que se formam devido a incidéncia de radiacao no silicio.

Inicialmente um dos elétrodos esta a maior potencial, formando-se um pogo de potencial
onde sdo depositados os eletroes, Figura 2.12A. De seguida o elétrodo seguinte é elevado
ao potencial do anterior, Figura 2.12B, o que permite a deslocagao dos eletroes para esta
nova zona, e o primeiro elétrodo vé o seu potencial diminuido, criando-se um poco de
potencial no segundo elétrodo como demonstrado na Figura 2.12C [31,32].

B C
A b, Oy =+V G, =0V

o OV [|>2=+V d]P:-I-V

.

ch,t_{]v g‘hﬂ:@v B‘Da:OV
2+ potential wel {,e*+" *." potential well \++/ potential wel

Figura 2.12: Representacao da formacgao dos pogos de potencial com a aplicagdo de tensao
dos elétrodos [32].
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Repetindo-se este processo deslocam-se os eletroes, de pixel para pixel, para uma coluna,
que nao ¢ iluminada, que é o registo série, Figura 2.13B. No registo série ha um
deslocamento da carga, correspondente a cada pixel, para um local de leitura da carga
gerada, Figura 2.13C e Figura 2.13D. O processo ¢ repetido até toda a carga gerada ser lida
e se ter convertido a radiacao incidente num conjunto de sinais elétricos correspondentes

a carga gerada em cada pixel [31,32].
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Figura 2.13: Representacao do processo de transformagao do sinal luminoso em sinal
elétrico num CCD [32].

Os CCDs permitem, que antes de se fazer a leitura de cada pixel, se combine a carga de
mais que um pixel de modo a gerar um tunico pixel com a carga total igual a soma dos
pixeis combinados (em espectroscopia no sentido perpendicular ao da orientagao espectral),
designado binning, que permite a vantagem de se ter maior racio sinal-ruido de uma s6

leitura em vez do correspondente a cada pixel [32].

2.5.3 Comparacao dos Detetores
Os detetores apresentam propriedades que os permitem comparar [20]:

1. Eficiéncia Quantica: Probabilidade de ser gerado sinal por cada fotao incidente.

Tem unidades de fotoeletrao/fotao, sendo apresentada em percentagem.

2. Curva De Resposta: Curva da variacao da eficiéncia quantica com o comprimento
de onda.

3. Area Foto-sensivel: Area do detetor que é utilizada para detecdo, apresentada em

cm?.

4. Corrente no Escuro: Corrente gerada, pelo proprio detetor, quando nao esta exposto

a iluminac¢do. Com unidade de medida de e~ /pizel/s.
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5. Ruido (e~ /pizel rms):

(a) Ruido Shot: Flutuagao estatistica introduzida por geracao aleatéria de eletroes

ou emissao de eletroes.
(b) Ruido Shot de Radiacao: Flutuagao estatistica resultante da detegao de fotdes.
(¢) Ruido de Leitura: Ruido introduzido pela eletrénica do detetor.

Os fotomultiplicadores apresentam uma elevada corrente no escuro e baixa eficiéncia
quantica, no entanto comparando com os fotodiodos apresentam uma maior area de
sensibilidade. Também apresentam um maior ganho interno que os fotodiodos, pelo que
os fotodiodos de avalanche permitem colmatar esta desvantagem. A eficiéncia quantica
dos CCDs é superior a dos fotodiodos e PMTs, pelo que permitem melhorar a intensidade
do sinal. Quanto & corrente no escuro, ha uma dependéncia com a temperatura, pelo que
os detetores sao arrefecidos de modo a diminui-la. Nos CCDs a corrente diminui cerca
de 50% sempre que a temperatura cai 8 C. A temperatura dos CCDs tem que ser tal
que permita a baixa corrente no escuro e manter a eficiéncia de detecao que diminui com
a diminuicao da temperatura. Os CCDs apresentam um ruido de leitura baixo, entre 2
a 20 eletroes por pixel, o que tendo em conta a sua eficiéncia quantica, que varia com o

comprimento de onda, permite aumento da relagao sinal ruido [32].

2.6 Meétodos de Aquisicao para Espectrémetros

Dispersivos

2.6.1 Espectrémetros com Detecao Monocanal

A aquisigao do espectro, quando se utiliza um dos detetores monocanal referidos na seccao
2.5.1, pode ser efetuada num comprimento de onda especifico ou fazendo um varrimento
de todos os comprimentos de onda de interesse. Neste tltimo, o monocromador permite
a aquisicao de um determinado comprimento de onda durante um tempo de aquisicao
estabelecido. Apods a aquisicao pelo detetor o monocromador avanca para o proximo

comprimento de onda a adquirir [20].

2.6.2 Espectréometros com Detecao Multicanal

Quando se utiliza detetores multicanal com espectrometros dispersivos, tendo em conta a
gama de comprimentos de onda adquiridos em cada aquisicao, a aquisi¢ao nao ¢ realizada
como descrito anteriormente. Neste tipo de espectrémetros nao se consegue adquirir um
espectro com resolugdo elevada ( < 1 em™!) e um intervalo espectral, simultaneamente,

grande ( intervalo > 3000 cm ™! numa tnica aquisi¢ao) [33]. Tem que se fazer uma escolha
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entre resolucao espectral ou intervalo espectral. Pode-se estabelecer uma posicao fixa para
o monocromador e fazer a aquisicdo do espectro referente a posicdo do monocromador,
nao se fazendo uso da rotacdo das redes de difragao. No entanto, de modo a se fazer uso
da rotacao das redes de difracao, desenvolveram-se técnicas que permitem tirar partido da
aquisicao multicanal e do varrimento de comprimentos de onda, o que permite aproximar
a performance destes, em termos de resolugdo e cobertura espectral, dos anteriores,

permitindo ter elevada resolugdo espectral num intervalo espectral grande [20].

2.6.2.1 Aquisicao Estatica

Neste tipo de aquisicao, o monocromador é colocado numa posicao fixa que permite a
aquisicao de uma gama de comprimentos de onda, numa s6 aquisi¢do. Nesta, é necessario
que o tempo de aquisicao seja adequado de modo a que se tenha uma relagao sinal ruido
que permita obter as bandas do espectro definidas corretamente. A comparacao do efeito
do tempo de integragao na Figura 2.14 indica que um tempo de aquisi¢cao baixo implica
um SNR também baixo e o sinal de Raman é afetado pelo ruido. Se o tempo de aquisicao

for muito longo ocorre uma truncagem das bandas (saturacao) [20].
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Figura 2.14: Espectro de Raman de dextrose sélida para diferentes tempos de integragao:
A- 0.01s; B- 8s; C- 15s [20].
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2.6.2.2 Aquisicao Segmentada

Neste tipo de aquisicao, a rede de difragdo é posicionada de acordo com o intervalo
espectral que se pretende adquirir, fazendo a aquisicdo de um segmento do espectro. A
aquisicao do segmento seguinte necessita que a rede seja reposicionada para adquirir uma
nova gama espectral. O espectro total é obtido pela soma dos segmentos adquiridos. Deste
modo consegue-se uma grande resolucao em todo o espectro devido a se ter pequenos
intervalos de aquisicao. A grande desvantagem provém da sobreposicao de zonas espectrais,
referentes as fronteiras dos segmentos, que nao tém sobreposicao total devido a detegao
ser realizada por diferentes zonas do detetor. A realizagdo de médias das detecoes permite
diminuir a descontinuidade gerada como se observa na Figura 2.15. Também ha aumento

do tempo de aquisi¢ao [20].
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Figura 2.15: Espectro de Raman de acetaminofenol. O espectro resulta da juncao de 5
segmentos adquiridos com CCD. Em B as zonas em que ha sobreposicao foram tragadas
apos a realizagao da média dos pontos sobrepostos. As setas verticais indicam as zonas de
combinacao dos segmentos [20].

O tragado A, na Figura 2.15, apresenta as zonas de unido dos segmentos com a sobreposi¢ao
e deslocagao do espectro observavel, ja o espectro B apresenta uma transicao suave entre

os segmentos resultante da manipulacao dos pontos nas fronteiras dos segmentos.
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2.6.2.3 Técnica de Varrimento Multicanal (SMT)

A técnica SMT combina as vantagens de aquisicaio multicanal com as da aquisicao
monocanal. E uma melhoria da aquisicio segmentada na medida em que a rede de
difracdo sofre pequenos deslocamentos entre as aquisicoes. Nesta, a rede de difragao vai
permitir aumentar a area de iluminacao do detetor, em cada incremento. Cada movimento
da rede, para uma posicao fixa, permite a aquisicao do espectro durante o tempo de
aquisicao. Ao longo das aquisi¢oes faz-se o rastreamento do comprimento de onda e do
pixel que o adquiriu, de modo a que, terminada a aquisicao do espectro, se possa fazer a
média das zonas de sobreposi¢ao dos espectros adquiridos. Assim esta técnica permite que
se escolha o nimero de vezes que a zona de interesse do espectro seja adquirida, sendo
designadas de acumulagoes. O nimero de espectros obtido é tal que permita que se tenha
a zona de interesse do espectro adquirida com o niimero de acumulagoes indicado, como

se vé na Figura 2.16. No entanto hd um aumento do tempo de aquisigao [20, 34, 35].
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Figura 2.16: Espectro de explicagdo da técnica SMT. Sao realizadas 7 aquisi¢bes que
permitem que a zona central do espectro seja obtida como resultado da média de 3
aquisicoes. No topo tem-se um espectro sintético, na base da figura tem-se o espectro
final [35].

Na Figura 2.16, o espectro é obtido fazendo a aquisi¢do de 7 espectros o que permite que
se tenha a banda do espectro reconstruida através da média de trés aquisi¢oes. A técnica

permite a reconstrucgao total do espectro com qualidade.
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A técnica de aquisicdo SMT, devido a combinar as vantagens de aquisi¢gao multicanal
com as vantagens do varrimento de comprimentos de onda em sistemas dispersivos, foi
aplicada por V. Deckert e W. Kiefer [34] a um espectrometro com monocromador duplo
na configuragao aditiva, SPEX 1404.

A técnica SMT permitiu restaurar o espectro, bem como obter um espectro com melhor
qualidade, relativamente a técnica de aquisi¢ao estatica, para uma tnica posi¢cao da rede

de difragao, utilizada na aquisicao A da Figura 2.17.
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Figura 2.17: Representacao do espectro da rotacao pura do 33Cl,. A- Espectro utilizando
s6 uma acumulacgao; B- Espectro obtido com a técnica SMT em 3 posi¢oes da rede de
difragao; C- Espectro obtido de 8 posigoes da rede de difracao pela técnica SMT [34].

2.6.2.4 Técnica de Varrimento Continua Prolongada (CEST)

Esta técnica, desenvolvida por Chris Dyer e Brian J. E. Smith [36], permite combinar
a aquisicao multicanal, com um espectrometro dispersivo em que se tem varrimento de
comprimentos de onda obtendo-se uma gama espectral alargada. A detecao do espectro

engloba uma sincronizagdo entre o movimento das redes de difragdo e o movimento da
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carga gerada, em cada pixel, no detetor. A rede de difracao, desde o inicio da aquisicao,
vai permitir que os comprimentos de onda se desloquem ao longo do detetor, rodando
continuamente. A medida que um comprimento de onda se desloca de pixel para pixel, a
carga gerada por este em cada um também se desloca e adiciona-se a do pixel seguinte,
até chegar ao pixel de registo para leitura. O tempo que um comprimento de onda demora
a percorrer a area do detetor é igual ao tempo de integracao. O processo repete-se até que
se leia todos os comprimentos de onda do intervalo estabelecido. Esta técnica permite que
cada comprimento de onda tenha, na sua leitura, associado ruido de uma sé leitura ao
contrario da técnica SMT. A intensidade do sinal vai depender do tempo de integracao,

uma vez que quanto maior for maior a carga gerada e maior o sinal [36].

@

T T ~T T —T T
500 1000 1500 2000 2800 3000 3500

Raman Shift [em-1

Figura 2.18: Comparagdo da técnica de aquisigdo segmentada (b) com a técnica CEST
(a) [36].

Pela Figura 2.18, este tipo de aquisi¢ao permite restaurar o espectro com menor ruido,
obtendo-se um espectro com melhor defini¢do das bandas espectrais e sem descontinuidades

no espectro.

As técnicas apresentadas permitem que se consiga uma maior rapidez de aquisi¢do, devido
a aquisicao multicanal, obtendo-se um espectro que tem elevada resolucao e intervalo
espectral sem se ter que optar por uma em detrimento de outra. No entanto, a aquisi¢ao
de um s6 espectro, através de uma aquisicdo numa s6 posicao da rede de difragao, permite
uma maior rapidez de aquisi¢ao relativamente as técnicas de aquisicao segmentada, CEST
e SMT.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Interface com o SPEX 1403

Um dos requisitos do projeto é o de se ter uma interface de utilizador recente que permita
reproduzir a funcionalidade da interface original. De modo a se obter uma interface
funcional foi necessario adquirir os controlos, e respetivas respostas, trocados entre o
software original e o controlador. Com esse objetivo desenvolveu-se um programa, em
Python, que efetuou a funcao de uma interferéncia ’Man in the Middle’. Para se executar
a aquisi¢ao, o programa desenvolvido teve que correr num computador que foi colocado
entre o computador , com o software de controlo, e o controlador, quebrando-se a ligacao

fisica existente entre estes.

A comunicacao com o controlador é realizada por RS-232, utilizando um cabo null modem
de 25 pinos, ao qual se adiciona um adaptador de 25 para 9 pinos, para comunicacao
com o computador. Quebrar a ligacao fisica significa que se desconectou o cabo que faz a
ligacdo entre o controlador e o computador. Assim, utilizando dois adaptadores RS-232,
de 9 pinos, para USB, fez-se a conexao entre computador, portatil e controlador. Para
tal, utilizando um cabo null modem de 9 pinos, fez-se a conexao entre o computador com
o software original e o portatil, onde corre o programa intruso a comunicacao, e entre
o portatil e o controlador a ligacao fisica deveu-se ao cabo, original, de 25 pinos com

adaptador para 9 pinos.

O programa desenvolvido, que se encontra no Apéndice A, faz uso de threads para obter os
controlos enviados, pelo software, e as respostas, aos controlos, enviadas pelo controlador

e fazer o armazenamento destes.
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Computador com software de

controlo do SPEX 1403 Controlador do SPEX 1403

”’

Computador com o programa
‘Man in The Middle’

Figura 3.1: Representacao da ligacao entre os dispositivos de modo a executar a
interferéncia ’Man in The Middle. Quebrou-se a ligagao fisica entre o computador,

com o software de controlo do SPEX 1403, e o controlador do SPEX 1403 e foi introduzido
um computador, onde é executado o programa 'Man in The Middle’, entre estes.

Duas das threads sao utilizadas para lerem as portas COM, associadas aos objetos serial
criados, sendo que uma porta COM permite a comunicacao com o computador e a outra
com o controlador. A terceira thread permite gravar a informacao intercetada, pelas
threads anteriores, em dois documentos .txt, um que armazena os controlos enviados e
o outro que grava as respostas recebidas. Também ¢é esta ultima thread que executa a

escrita nas portas COM.
O fluxograma que descreve o seu funcionamento é apresentado na Figura 3.2.

O programa, apos o seu inicio de funcionamento, cria um evento e dois objetos serial, bem
como os dois ficheiros que vao armazenar os comandos, e respetivas respostas, provenientes
do computador e do controlador, respetivamente. De seguida sao criadas, e inicializadas,
as trés threads que permitem a interferéncia man in the middle, e duas filas, uma para a
thread que lé a porta de comunicacdo com o computador e outra para a thread de leitura
do controlador, que permitem a comunicacao entre as threads de leitura e a thread de

escrita.

A execucao, de ambas as threads de leitura, segue a mesma logica. Em ciclo, é verificado se
ha informacao a ser trocada. Sempre que hé troca de informacao, esta é enviada por uma

fila para a thread de escrita. No inicio de cada ciclo é verificado se o evento foi ativado.
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escrita

Terminar ’
\ J

Figura 3.2: Fluxograma do 'Man in the Middle’.

A thread de escrita também funciona em ciclo, que se mantém ativo enquanto o evento nao
for ativado. Apo0s iniciar a sua execucao, verifica se ha informagcao nas filas de comunicagao.
Caso haja informagao, numa das filas, é gravada no ficheiro correspondente e escrita na

porta COM que faz a comunicacao com o dispositivo a que se destinava a informacao.
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O programa termina a sua execugao quando se pressiona a combinacao de teclas, CTRL
+ C, que gera um sinal que é interpretado com o objetivo de terminar a execugao do
programa. Deste modo, quando se pressionam estas teclas, na ordem indicada, o evento,
criado no inicio do programa, ¢ ativado e ambas as threads sao terminadas, colocando-se

um término no funcionamento do programa.

3.1.1 Teste ao Funcionamento do "Man in The Middle’

A obtencao de controlos, utilizando o cédigo descrito no Apéndice A, foi primeiramente
testada utilizando uma balanca de precisdao, KERN CKE/CDS que permitia comunicagao
utilizando RS-232. Fazendo uso do monitor série da plataforma Arduino foi possivel

simular a comunicagao entre utilizador e a balanca e testar o programa desenvolvido.

Os comandos enviados pelo utilizador foram adquiridos pelo programa e enviados para a
balanca, tal como as respostas provenientes desta para o utilizador, de modo a verificar se
se estava a executar a interferéncia de man in the middle. Os comandos enviados foram

0s seguintes:
1. t - Permite tarar a balanca;
2. w - Permite obter um valor pesado, dos valores variaveis a serem medidos;
3. s - Permite obter um valor fixo referente ao valor medido na balanga;

Apos cada comando enviado, a balanga enviava, de acordo com o comando inserido pelo

utilizador, o valor apresentado no seu ecra.

3.2 Geometria de Transmissao

A geometria de transmissao, em espectroscopia de Raman, consiste, como descrito na
seccao 2.2, na incidéncia da radiacao de excitagdo num lado da amostra com a aquisi¢ao a

ser realizada no lado oposto, atravessando o feixe laser toda amostra.

No capitulo 2, foram discutidas configuragoes de aquisicao e detetores utilizados em
espectroscopia de Raman. Nesta secgao far-se-4 uma descricao do material escolhido para
conseguir a geometria pretendida, de acordo com os objetivos estabelecidos, bem como

dos métodos utilizados na montagem da dita geometria.

3.2.1 Material para Espectroscopia Raman de Transmissao

Na configuracao anterior (de 90°), fazia-se uso de espelhos e lentes, existentes na estrutura
original, para fazer incidir o feixe laser na amostra. Por sua vez, a amostra, encontrava-se

colocada numa pega de suporte que seria fixada na estrutura inicial. A atual configuragao
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faz uso da base da peca de suporte, da amostra, para suportar uma segunda peca que
serve de suporte para uma estrutura, uma gaiola, que contém os componentes necessarios
para realizar a geometria de transmissao. No entanto, ja nao se utiliza a estrutura original

para encaminhar o feixe laser para a amostra, tendo-se criado um caminho alternativo.

De seguida faz-se uma descricao do material que constitui o sistema que permite efetuar a

geometria de transmissao.

Fibra dtica: E uma fibra multimodo, com uma AN de 0,22 e 50 gm de didmetro do nicleo,

constituido por silica. Apresenta conectores FC/PC em ambas as terminagoes.

Suporte de Translagao: A fibra encontra-se acoplada, por um conector (SMO5FC2; Thorlabs,
EUA) a este suporte (CXYZ05/M, Thorlabs, EUA), em ambas as extremidades. Este
apresenta translacao ao longo dos eixos x, y e z de modo a controlar mais facilmente a

focagem, tanto do feixe do laser na fibra como do feixe, proveniente da fibra, na amostra.

Lente Plano-Conveza de Focagem (L1): A lente (LA1700, Thorlabs, EUA) é colocada
em frente do laser, de modo a que se consiga focar o feixe laser na fibra 6tica. Tem uma
distancia focal de 3 cm e é constituida pelo substrato N-BK7. Tendo em conta que o feixe,
ao atravessa-la, diminui o seu didmetro, permite que o ponto focado no nicleo da fibra

seja inferior a 50 pm.

Lente Plano-Convezxa de Colimagao (L2): Apéds o feixe ser transmitido ao longo da fibra,
desde o local do laser até a estrutura da gaiola, é necessario fazer a sua colimacao. Ao se
fazer incidir luz, proveniente de um ponto de luz, esta permite colima-la. Deste modo,
escolheu-se uma lente (LA1116, Thorlabs, EUA) com uma distancia focal de 1 cm, para

colimar o feixe apés a fibra. E também constituida pelo substrato N-BK7.

Lente Plano-Convera de Focagem (L3): Para se focar o feixe na amostra, utiliza-se,
novamente, uma lente plano-convexa (LLA1213, Thorlabs, EUA) com o mesmo substrato,
mas agora com 5 cm de distancia focal, que permite que se tenha um ponto focado na
amostra com uma dimensao reduzida, na ordem dos pum. Apos esta lente, o feixe ainda

atravessa um filtro.

Filtro Passa-Banda: De modo a se incidir na amostra s6 radiacao de comprimento de
onda do laser, 514,5 nm, é necessario eliminar possivel radiacao resultante do substrato
da lente e da silica do nicleo da fibra. Assim, apéds o filtro (10LF10-515, Newport, EUA),
tem-se s6 radiacao correspondente a linha do laser. Este apresenta uma transmissao de
pico de 60%, de acordo com a Figura G.1 do Apéndice G, para o comprimento de onda

de 514,5 nm. Este filtro ja pertencia ao laboratério.
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Filtro Passa-Alto: Apo6s a incidéncia de radiacdo na amostra utiliza-se este filtro, que
é um filtro edge passa-alto, de modo a reduzir a radiagdao indesejada, referente a linha
do laser, que entra no duplo monocromador. Sendo um filtro passa-alto que tem um
comprimento de onda de corte de 514 nm, apresenta uma transmissao de 0% abaixo
deste comprimento e uma transmissao acima de 90% para os comprimentos de onda
superiores, de acordo com a Figura G.2 do Apéndice G, toda a radiacdo com comprimento
de onda inferior ao de corte ¢ filtrada. Encontra-se suportado numa pega em plastico,
desenhada em CAD no software Autodesk® Inventor® Professional - 2021, da Autodesk,
Inc., e impressa em pldstico numa impressora Ultimaker 2% (Ultimaker, Paises Baixos).
O filtro BLP01-514R-25 foi adquirido na Semrock (IDEX Health&Science, NY, EUA).

Suporte de Amostra: E uma peca que permite suportar cuvettes e ser atravessada por
radiacao, de modo a permitir a geometria de aquisicao de transmissao. Também apresenta
os 4 orificios compativeis com a gaiola de 30 mm. Esta peca, bem como todas as pegas
de plastico utilizadas ao longo do projeto, foi desenhada em CAD no software Autodesk
Inventor Professional - 2021, da empresa Autodesk, Inc., e impressas em plastico numa

impressora Ultimaker 27 (Ultimaker, Paises Baixos).

Pecas em Aluminio: O suporte da gaiola, de 30 mm, é realizado através de varas que, para
além de atravessarem os suportes das lentes L2 e L3, do filtro e da peca onde se coloca
a amostra, também atravessam uma peca de suporte. Esta peca de suporte apresenta 4
orificios compativeis com a gaiola de 30 mm e um, central, de 14 mm de didmetro, que
permite que a radiagao a atravesse. Por sua vez, encontra-se aparafusada a uma peca,
também ela de aluminio, com uma estrutura compativel com a colocagao na estrutura
inicial do instrumento. A peca que suporta diretamente a gaiola apresenta dois parafusos
de ajuste das coordenadas x e y, possibilitando um ajuste minimo de 200 ym e um ajuste
maximo de 1 mm, em ambos os sentidos, para as duas coordenadas. Estas duas pecas

foram fabricadas pela oficina do LIP-UC.

Com o objetivo de se escolher o material, que permitisse ter um ponto de focagem na
amostra na ordem dos 300 pm, foi necesséario calcular o didametro do feixe que foi focado
na entrada da fibra, bem como o didmetro do ponto focado na amostra. Tendo em
conta a natureza gaussiana do feixe, antes de ser focado na fibra 6tica, e o facto de ser
necessario fazer a colimacao e focagem do feixe, proveniente da fibra, antes de incidir na
amostra, foram realizadas simulagoes que permitiram calcular o didmetro final do ponto de
incidéncia, da radiacao de excitacao, na amostra. Nas simulacoes realizadas utilizaram-se
as Equagoes (3.1), (3.2), (3.3) e (3.4), que permitiram fazer a escolha da combinacao de

material descrita.
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o AxAxf

D=-—""~ (3.1)
ANientefocagem = sin(tan™"(r/f)) (3.2)
M = 0,22/ANente focagem (3.3)
Dyontofocado = M X dfipra (3.4)

Na equagdo (3.1), que permite calcular o didmetro do feixe quando é focado na fibra 6tica,

tem-se os seguintes parametros:
1. A - Comprimento de onda do laser
2. f - Distancia focal da lente
3. d - Diametro do feixe laser na posicao da lente

As equagdes (3.2), (3.3), (3.4), permitiram obter o didmetro final do feixe ao incidir na

amostra, e tém os seguintes parametros:
1. r - Raio do feixe colimado
2. f - Distancia focal da lente
3. M - Ampliacgao do sistema lente de colimacao e lente de focagem
4. Dpontofocado - Didmetro do ponto iluminado na amostra

5. dfiprq - Didmetro da fibra ética.

3.2.2 Montagem Experimental

A montagem da geometria de transmissao causou a alteracao da configuracao original de
aquisicao. Deste modo a incidéncia do feixe laser na amostra nao foi realizada utilizando
0s mecanismos existentes na estrutura do espectrémetro (lentes e espelhos que orientavam
a radiagdo laser para a amostra), mas sim fazendo uso de uma fibra ética. Devido a
se utilizar uma fibra ética para a transmissao do feixe laser necessitou-se de fazer um
acoplamento da radiagao laser para a fibra e, posteriormente, colimar e focar a radiacao
laser, proveniente da fibra, na amostra. A radiagao laser, até incidir na amostra, sofre
uma diminuicao da sua poténcia otica nos componentes o0ticos que atravessa mas também
no acoplamento da radiacao laser na fibra. Nao se podendo alterar as caracteristicas dos
componentes Oticos, foi importante otimizar a montagem do acoplamento do feixe laser

na fibra.
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Duas montagens foram utilizadas para se conseguir um acoplamento eficaz do feixe laser
na fibra dtica. Destas, que se discutem de seguida, escolheu-se a segunda para a montagem

final, devido as vantagens que proporciona.

Em ambas as montagens, a colocacao das lentes, nos suportes, seguiu sempre a ordem
que permite diminuir a introducao de aberragao esférica. Esta aberracao ética deve-se ao
facto de os raios mais afastados do centro da lente, apds atravessarem a lente, sofrerem
uma maior convergéncia e consequentemente focarem antes do ponto focal da lente. A
correta iluminagao das lentes permite diminuir esta aberracao, deste modo fez-se incidir a
radiacao colimada na face curva da lente e feixes divergentes, que é o caso da radiacdo

proveniente da fibra oOtica, na face plana da lente.

Selecionados os componentes necessarios, a montagem experimental assumiu a forma

apresentada na Figura 3.3.

Figura 3.3: Esquema da montagem experimental do instrumento. 1 - Laser de ides
de Argon (514,5 nm); 2 - Lente plano-convexa (f=30 mm); 3 - Fibra 6tica; 4 - Lente
plano-convexa (f=10 mm); 5 - Lente plano-convexa (f=50 mm); 6 - Filtro passa-banda; 7
- Porta amostra; 8 - Duplo Monocromador SPEX Ramalog 1403; 9 - Fotomultiplicador
Hamamatsu R928 (arrefecido termoelectricamente); 10 - Computador;
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3.2.2.1 Acoplamento Utilizando Postes

Nesta montagem o acoplamento entre o feixe do laser e a fibra 6tica é executado com a
ajuda de postes, e respetivos suportes, para suportar a lente de 3 cm de distancia focal e
o suporte que contém a fibra otica. Fazendo uso de bases méveis, que permitem variar a
posicao ao longo da mesa ética, e de garfos de fixacao foi possivel controlar a posicao da

lente e da fibra para realizar o acoplamento.

Estando a saida do feixe a uma altura de 11.5 cm da mesa 6tica, ajustou-se a altura do
poste da lente de modo a que o feixe incidisse no centro da lente. Fixou-se esta posi¢ao
vertical e colocou-se a lente o mais préoximo possivel da saida do feixe, fixando-se a posicao

horizontal com o garfo de fixacao.

Com a ajuda de um papel branco foi possivel seguir o feixe, apds a lente, até a posicao
em que se encontrava o feixe focado. Nesta posicao foi colocado o suporte da fibra otica,
ajustando-se em altura de modo a que o feixe incidente se encontra-se no centro do
conector. De modo a se verificar que o feixe se encontrava a incidir na totalidade no
nucleo da fibra utilizou-se um alvo, em frente da saida da fibra, de modo a se conseguir
verificar o aparecimento de um feixe com a forma correspondente a um feixe gaussiano.
Fixada a posicao da entrada da fibra, ajustou-se, utilizando os parafusos de precisao do
suporte da fibra, a posi¢ao em x e y de modo a otimizar a poténcia ética de saida do
feixe. Também se ajustou a posi¢cao em z, utilizando o mecanismo do suporte da fibra
que permite movimentar nesta direcao a fibra, para otimizar o acoplamento. Otimizada a
poténcia de saida, para o valor maximo obtido, verificou-se que se pode otimizar o sistema

utilizando a abordagem seguinte.

3.2.2.2 Acoplamento Utilizando uma (Gaiola

Esta montagem consistiu na colocacao da lente de focagem, com uma distancia focal
de 3 cm, e do suporte da fibra num sistema em gaiola. O sistema montado permitiu
que os suportes, da lente e da fibra, estivessem corretamente alinhados horizontalmente
e verticalmente, ao contrario da montagem descrita anteriormente. Deste modo, o
acoplamento do laser na fibra ética foi efetuado mais facilmente devido a possibilidade de
deslocagao, de um dos suportes, relativamente ao outro, com a consequente vantagem de
se manter o feixe do laser alinhado com o centro da lente e do niicleo da fibra ao longo
deste deslocamento de um dos suportes. O facto de se conseguir fazer este deslocamento
ao longo da gaiola, sem desalinhamento da posicao lateral entre a fibra, a lente e a saida
do feixe laser, permitiu otimizar o acoplamento do feixe na fibra 6tica, com aumento da
poténcia oOtica apds a saida da fibra, conseguindo-se uma maior poténcia de incidéncia na

amostra.
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L Vi . et L el - L 2 -

Figura 3.4: Montagem do acoplamento do feixe laser na fibra dtica, com utilizagdo de postes.
Legenda: 1- Laser Innova Coherent 90C; 2- Suporte de lente com lente plano-convexa
(f=30 mm); 3- Suporte de fibra 6tica; 4- Fibra 6tica; 5- Poste de suporte; 6- Suporte de
poste; 7- Garfo de fixacao;

Figura 3.5: Montagem do acoplamento do feixe laser na fibra dtica, utilizando uma gaiola.
Legenda: 1- Laser Innova Coherent 90C; 2- Suporte de lente com lente plano-convexa
(f=30 mm); 3- Suporte de fibra 6tica; 4- Fibra ética; 5- Suporte de poste; 6- Garfo de
fixacao; 7- Vara da gaiola; 8- Poste de suporte; 9- Suporte de vara da gaiola;
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3.2.2.3 Incidéncia na Amostra

Nesta parte da montagem tem-se a saida da fibra Otica, no respetivo suporte de fibra
Otica, a iluminar a superficie plana da lente de colimacgao. Apods a lente de colimacao foi
colocada a lente de focagem, seguida do filtro passa-banda e do suporte da amostra, com

a amostra.

O feixe proveniente da fibra 6tica é um feixe divergente, pelo que para se incidir
homogeneamente, num ponto especifico da amostra, é necessario que o feixe proveniente
da fibra ética seja colimado. Deste modo, numa primeira fase da montagem que permite
excitar a amostra, foi necessario determinar a posicao, relativa, da lente em relacao a fibra
otica de modo a se conseguir obter um feixe colimado. Tendo em conta as dimensoes do
nucleo da fibra, de 50um, esta considerou-se como uma fonte pontual. A colimagao de
uma fonte pontual implica que esta seja colocada numa posicao correspondente & distancia
focal da lente de modo a que se obtenha um feixe emergente, apos a lente, constituido
por um conjunto de raios paralelos, que constituem o feixe colimado. A colimacao de um
feixe proveniente de uma fonte pontual depende do didmetro do feixe incidente na lente,
pelo que depende da abertura numérica da fibra e da distancia focal da lente utilizada
para colimacao. Feixes com um diametro de incidéncia, na lente, maiores manter-se-ao
colimados ao longo de uma maior distancia. Feixes de menor dimensao sofrerdao maior

divergéncia, com consequente diminuicdo da distancia em que se consideram colimados.

Na montagem realizada, é observavel a divergéncia do feixe a grandes distancias, neste
caso verificou-se a 2 m, no entanto mantém a sua colimacgao durante cerca de 50 cm.
Sendo o espaco disponivel, para manter o feixe colimado e fazer a sua focagem e filtragem
de modo a incidir na amostra, de apenas 15 cm, o feixe mantém-se colimado, durante a

distancia necessaria, para a geometria de aquisicao de transmissao.

A radiagao emergente da amostra sofre refracdo nesta, em consequéncia do indice de
refracao da amostra ser diferente da do meio de proveniéncia do feixe, pelo que o feixe é
desviado. Este desvio pode ser, unicamente, vertical ou horizontal, mas pode ocorrer em
ambas as dire¢oes pelo que tem que ser compensado antes de o feixe incidir na fenda de

entrada do duplo monocromador.

A estrutura que antecede a entrada do duplo monocromador, apresenta um conjunto de
Oticas, num suporte, que permitem recolher e incidir o feixe, que contém radiacao de
Rayleigh e de Raman, proveniente da amostra na fenda de entrada. Este suporte, que
apresenta um grau de liberdade, permite variar a posi¢do horizontal, do conjunto de éticas,

de modo a compensar o desvio existente nesta diregao.
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A compensacao do desvio vertical, que possa existir, teve que ser obtida, numa primeira
fase em que se utilizou as pecas impressas em pléastico, através da regulacao da altura
das duas pecas que suportam a estrutura que contém as componentes que permitem a
realizacao da geometria de transmissao. Com as pecas fabricadas em aluminio, havendo
possibilidade de ajuste da posicao da gaiola, o desvio apds a amostra é compensado
utilizando os parafusos de ajuste da peca fabricada. A verificagdao da, correta, entrada
do feixe no monocromador é obtida quando o feixe, apds as compensagoes introduzidas,
se encontra centralizado num alvo, para o qual é possivel desviar o feixe através de
um espelho, que permite ajustar a posicao do feixe de entrada. Os sistemas referidos

encontram-se nas Figuras 3.6, 3.7 e 3.8.

Figura 3.6: Sistema que permite a incidéncia do feixe laser na amostra, utilizando as
pecas de plasticos impressas em impressora 3D. Legenda: 1- Peca base de suporte; 2- Peca
de suporte da gaiola; 3- Fibra otica; 4- Suporte de fibra 6tica; 5- Suporte de lente com
lente plano-convexa (f=10 mm); 6- Suporte de lente com lente plano-convexa (=50 mm);
7- Suporte de filtro e filtro passa-banda; 8- Suporte de amostra com amostra; 9- Vara de
gaiola;
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Figura 3.7: Sistema que permite a incidéncia do feixe laser na amostra, utilizando as
pecas fabricadas em aluminio. Legenda: 1- Peca base de suporte; 2- Peca de suporte da
gaiola com ajuste x e y; 3- Fibra oOtica; 4- Suporte de fibra 6tica; 5- Suporte de lente com
lente plano-convexa (f=10 mm); 6- Suporte de lente com lente plano-convexa (f=50 mm);
7- Suporte de filtro e filtro passa-banda; 8- Suporte de amostra com amostra; 9- Vara de
gaiola;

Figura 3.8: Sistema que permite a incidéncia do feixe, apds a amostra, na entrada do
duplo monocromador. As setas indicam o caminho percorrido pela radiagdo, desde o
sistema de recolha do feixe até a fenda de entrada ou o espelho, quando colocado em
frente da fenda de entrada, e consequentemente para o alvo. No percurso, a radiacao é
filtrada pelo filtro colocado no suporte de plastico (a preto).
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3.3 Detecao do Sinal Raman

3.3.1 Pré-Processamento de Sinal

Os espectros adquiridos pelo espectrémetro SPEX 1403, apesar do software original
apresentar algumas fungoes de processamento de sinal, sdo sujeitos a um processamento
utilizando fungoes desenvolvidas pelos utilizadores do espectrometro, nao se fazendo uso

das existentes no software original.

Desse tratamento de dados realizado sobre os espectros adquiridos destacam-se a subtragao

do sinal de fundo ao espectro e suavizacao do sinal.

3.3.1.1 Subtracao do Sinal de Fundo

No software original, uma das opgbes possiveis é retirar o sinal existente no espectro
devido a corrente do escuro, caracteristica do detetor. No entanto, no espectro existe
ainda sinal proveniente do meio onde se encontra o instrumento a realizar a aquisicao.
Este sinal, designado de sinal de fundo, é aquele que é subtraido pelo utilizador. Das
abordagens para a subtracao deste sinal, estabelecendo-se uma base de referéncia para o

sinal de Raman obtido, destacam-se as seguintes:

1. Ajuste Polinomial: Neste método utiliza-se uma funcao que recebe como parametros
de entrada o sinal, o nimero de pontos que se pretende ajustar, em ambos os
extremos do intervalo, e o grau do polindémio que se pretende ajustar. A funcao
permite entao obter o nimero de pontos indicados, em cada extremo do intervalo, e
fazer o ajuste polinomial com o grau introduzido. Por sua vez, efetua a subtragao
do sinal de fundo, a que foi ajustado o polinémio, e devolve o sinal final, resultante
da subtragao do sinal de fundo, e o sinal de fundo retirado. Este método é utilizado
quando existe uma linha de base, ao longo de todo o espectro adquirido, que permita

efetuar o ajuste corretamente.

2. Média do sinal de fundo: Este método ¢ utilizado para se realizar o processamento
do sinal de fundo quando o sinal que se pretende analisar se encontra rodeado por
outras bandas préximas, nao permitindo que se obtenha uma base do sinal de fundo
suficiente para se utilizar o método anterior. Neste, faz-se uma média aos pontos
referentes ao sinal de fundo, na zona onde é possivel obter uma amostra significativa
deste sinal, e procede-se a subtracao do valor obtido a todos os valores do intervalo

do espectro a analisar.

O sinal de fundo nao afeta de igual modo cada ponto adquirido, pelo que os métodos

utilizados nao retiram na sua totalidade o sinal de fundo existente no espectro.
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3.3.1.2 Filtro de Suavizacao do Sinal Raman

No espectro final, para além do sinal de fundo, existe ruido associado a detecao de radiacao
e eletronica do detetor. Dependendo da intensidade do sinal da amostra, que depende
do tempo de exposicdo do detetor a radiacao incidente, este ruido pode afetar o sinal
adquirido. Também o sinal de fundo pode nao ser totalmente minimizado pela conjugacao
da largura das fendas e apds o processamento do sinal, descrito na seccao anterior. A
consequéncia é que, esta conjugacao de sinal de fundo e ruido, vai afetar o perfil das
bandas constituintes do espectro. O desfasamento entre o perfil obtido, para as diferentes
bandas do espectro, devido ao ruido, e aquele que seria obtido caso este nao alterasse o
perfil, é corrigido através de uma funcao que executa uma filtragem aos dados, suavizando

o perfil das bandas espectrais.

Esta funcgao permite, como dados de entrada, os valores das contagens em cada ponto
adquirido e o grau de suavizacdao que se pretende. Sobre estes dados executa uma
interpolacao, seguido da suavizagao do espectro. A suavizacao dos dados é tanto maior
quanto maior o grau indicado, sendo este escolhido de modo a nao se filtrar mais sinal
do que o necessario, mantendo a informacao do sinal de Raman intacta. Finalmente, a

funcao devolve o espectro suavizado.

3.3.2 Caracterizacao da Resolugao com Fotomultiplicador

3.3.2.1 Determinacao da Resolucao do Espectrémetro

No capitulo 2, fez-se uma breve discussao relativamente aos pardmetros que depende
a resolucao de um espectrémetro. Empiricamente, a resolu¢ao do espectrometro pode
ser determinada através da Full Width Half Maximum (FWHM), designada largura a
meia altura. Num espectro, em que existam bandas espectrais, a largura a meia altura
¢é obtida pela diferenca entre os dois valores, no eixo das abcissas da representacao da
banda, correspondentes a metade do valor maximo, da banda, no eixo das ordenadas do

grafico da banda espectral.

De acordo com a discussao do capitulo 2, a resolucao do espectrémetro depende da
largura da fenda de entrada e, no caso de um detetor monocanal, da largura da fenda de
salda. Deste modo, para calcular a resolucao do espectrometro, com o detetor monocanal,
fixou-se as fendas centrais, que permitem filtrar a luz indesejada que passa do primeiro
monocromador para o segundo, nos 700 um e fez-se variar, simultaneamente, as fendas de
entrada e de saida para os valores de 16 pym, 18 pm, 20 pym, 22 pm, 30 pm, 40 pm, 50
pm, 60 pm, 70 pm e 80 pm.
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A determinacgao da resolucdo de um espectrémetro pode ser realizada utilizando uma
linha espectral, bem conhecida, de uma lampada espectral. Para determinar a resolucao
do SPEX 1403, com um fotomultiplicador, determinou-se a largura a meia altura da linha

espectral correspondente a 579,1 nm, de uma lampada de mercurio.

A cada posicao das fendas de entrada e saida foram realizadas trés aquisi¢oes, com um
incremento ponto-a-ponto de 0,5 em ™! e um tempo de integracio de 2s, da banda a 579,1
nm, as quais se realizou um processamento de sinal ajustando um polinémio de grau 0 ao
sinal de fundo, de acordo com a Seccao 3.3.1.1. Também se efetuou uma normalizacao
ao dados, dividindo cada ponto do espectro pelo maximo da linha espectral a 579,1 nm,
seguindo-se uma interpolagao de modo a determinar a largura a meia altura da linha

espectral em cada aquisigao.

3.3.2.2 Otimizacao da Resolucao Espectral de Aquisicao

Dependendo do tipo de amostra que se pretende analisar, obtendo o espectro de Raman,
as bandas espectrais obtidas podem apresentar um perfil Gaussiano, no caso dos sélidos,
ou um perfil Lorentziano, no caso dos gases. Quando a amostra a analisar é um liquido,
as bandas obtidas apresentam um perfil que é uma juncao dos dois perfis anteriores.
Neste ultimo caso, a banda espectral pode ser aproximada por uma fungao Voigt, que
corresponde a convolucao de uma fungao gaussiana com uma fungao lorentziana, ou por
uma func¢ao designada pseudo-Voigt, que é uma funcao resultante da soma pesada de uma
funcado gaussiana com uma funcao lorenztiana, cujo peso de cada func¢ao corresponde a

quantidade de cada perfil, individual, para o perfil final da banda.

Para se conseguir observar bandas espectrais utilizou-se, como amostra, o ciclo-hexano que
apresenta bandas espectrais de Raman de grande intensidade. A otimizacao da resolucao
espectral concentrou-se nas bandas do espectro de Raman do ciclo-hexano correspondentes
a 801,3 Acm™! e 2852,9 Acm ™!, como se mostra na Figura 3.9. Para cada posicao
das fendas fizeram-se trés aquisi¢oes com um tempo de integragao de 5 segundos e um
incremento, entre cada ponto do espectro adquirido, igual a 0,5 Aem™!. O intervalo de
aquisicdo para a primeira banda foi de 775 Aem ™! a 820 Aem ™! e para a banda de 2852,9

Acm ™! fez-se as aquisicoes no intervalo de 2785 Acm ™! a 2880 Aem ™!,

Os espectros adquiridos, referentes as bandas enumeradas, necessitaram de processamento
de sinal de modo a se conseguir determinar o valor da largura a meia altura de cada banda,
de acordo com a seccao 3.3.1. O facto de, no caso da banda de 2852,9 Aem ™!, haver zonas
do espectro que apresentam uma sobreposi¢ao entre diferentes bandas implicou que o
tratamento dos dados obtidos nao fosse igual para ambas as bandas adquiridas. A grande

diferenca neste tratamento consiste no modo como se retirou o espectro relativo ao sinal

de fundo.
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Figura 3.9: Espectro de Raman do ciclo-hexano, obtido em configuracao de transmissao.
As setas indicam as bandas de interesse para a caracterizacao da resolucao.

O tratamento do sinal de fundo na banda de 801,3 Acm ™! consistiu na utilizacdo de
pontos adquiridos nos extremos do intervalo de aquisicao de modo a se ter uma referéncia
do sinal de fundo. A esses pontos foi ajustado um polinémio de grau 0, de modo a se
estabelecer uma base de referéncia, para o espectro obtido, que consiste no sinal de fundo.
Por sua vez, ao sinal de Raman da banda obtida foi retirado o sinal de fundo resultante
do ajuste polinomial, de modo a se ter o sinal de Raman sem sinal de fundo. Na banda de
2852,9 Acm ™! a retirada do sinal de fundo ao espectro obtido nao seguiu o procedimento
anterior, pois, sendo esta banda seguida de duas outras bandas, bastante pronunciadas, o
procedimento anterior seria invalido. Neste caso, fez-se uma maior aquisicao de dados
numa zona do espectro, perto desta banda de interesse, onde o sinal de fundo fosse
predominante. Selecionada a zona de maior predominéncia de sinal de fundo, fez-se uma
média aos valores adquiridos nesta zona, cujo valor foi retirado ao restante espectro da

banda adquirida.

Sendo a unica diferenca, na otimizacao da resolucao do sistema, o tratamento do fundo
da aquisicao do sinal, o restante tratamento, até a obtencao da variacdo da resolugao
com a fenda, foi igual para ambas as bandas. Tendo-se ficado com o espectro, com o
sinal de fundo removido, das bandas indicadas fez-se uma normalizacao aos dados. A
normalizacao realizada permite que se obtenham valores da largura a meia altura, de cada

aquisicao da respetiva banda, que podem ser comparaveis. Neste caso, a normalizagao
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consistiu na divisao de todos os dados, que constituem cada uma das bandas adquiridas,
pelo valor maximo da respetiva banda, obtendo-se um espectro cuja intensidade varia de 0
a 1. Para além desta manipulacdo dos dados, também se efetuou uma suavizagao do perfil
da banda, através da aplicacao de um filtro aos dados. Sendo o espectro um conjunto de
pontos que apresentam um intervalo entre si, foi necessario realizar extrapolacao de dados
de modo a se conseguir obter os valores da banda adquirida que permitiram determinar a
largura a meia altura. O célculo da largura a meia altura consistiu na determinacao das
coordenadas dos dois pontos em que se tem metade do valor de contagens do maximo
da banda, linha a vermelho nos graficos das Figuras 4.2 e 4.3, e realizar a subtracao da

posicao, em Desvio de Raman, destes pontos.

3.3.3 Aquisicao de Sinal com Detetor Multicanal

Um dos objetivos deste projeto era o de acrescentar um detetor CCD, termoelectricamente
arrefecido, de modo a se adicionar as vantagens de aquisi¢cdo multicanal ao SPEX 1403.
No entanto, nao sendo possivel adquirir um CCD em tempo 1til, foi utilizada uma camara
CMOS, Guppy F-036B, da Allied Vision, para efetuar esta parte do projeto.

Na configuragao original, o SPEX apresenta um espelho que foca a radiagdo para o
fotomultiplicador. Antes da radiagao incidir no fotomultiplicador, existe uma fenda que
permite selecionar os comprimentos de onda que incidem no fotomultiplicador diminuindo
a area que ¢ iluminada. Utilizando um detetor multicanal, nao ha necessidade de se ter
uma fenda de saida antes do detetor, como explicado no Capitulo 2. Para se conseguir
obter uma regiao espectral consideravel no detetor é necessario que as fendas intermédias
do espectréometro, que com o fotomultiplicador serviam para controlar a quantidade de
radiagdo que passava do primeiro para o segundo monocromador, estejam totalmente
abertas de modo a se iluminar toda a area fotossensivel da camara, dado que ¢é, agora, esta
fenda que controla a quantidade de radiacao que incide no detetor. Tendo em conta que se
queria ter ambos os detetores, foi necessario desviar o feixe de modo a incidir na camara
Guppy F-036B, para tal utilizou-se um espelho plano, de 50 mm de didmetro, numa
posicao que permitisse centrar o feixe desviado no chip da Guppy F-036B. A colocacao do
espelho na posigao correta foi realizada utilizando o laser Innova Coherent 90C, em que se
fez incidir o laser na entrada do SPEX 1403, e se verificou, iterativamente, qual a posicao
do espelho que permitia que o feixe estivesse centrado no espelho e, simultaneamente,
na saida para o CCD ap6s o desvio. De seguida, ajustou-se a posicao da camara Guppy
F-036B, de modo a que a posicao desta coincidisse com o centro da saida para CCD,

permitindo centrar o feixe desviado no chip de aquisicao.

A aquisi¢ao de espectros utilizando a cdmara Guppy F-036B implicou a utilizacdo de um

método designado por Empilhamento de Imagens (Image Stacking). O empilhamento de
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imagens ¢ um método que permite melhorar a sensibilidade de aquisicao da camara através
da formacao de uma tnica imagem resultante da média de varias imagens adquiridas. Em
cada imagem adquirida, cada pixel pode conter informacao relativo ao sinal, ao ruido
ou ambos, pelo que efetuando a aquisicao de varias imagens e produzindo uma tnica
imagem média, reduz-se o ruido aleatério e mantém-se o sinal de interesse. O resultado de
empilhamento de imagens é uma tnica imagem com uma relacao sinal ruido melhorada,
em que se consegue detetar o sinal pretendido. Com este método pretendia-se melhorar a

sensibilidade da Guppy F-036B.

3.4 Espectroscopia de Raman de Ressonancia de

Transmissao

No Capitulo 2 discutiu-se o processo de dispersao de Raman, e como a geometria de
transmissao permite o aumento da intensidade do sinal de Raman, bem como a uniao
desta geometria com a técnica de ressonancia. Nesta seccao descreve-se a aplicacao da

técnica de espectroscopia de Raman de ressonancia de transmissao.

3.4.1 Preparacao de Solugoes de Diferentes Concentracgoes de

p-Caroteno

O p-caroteno apresenta transicoes de absorcao na zona do visivel, apresentando um
maximo de absorcao a 451 nm e um segundo méaximo de absor¢ao a 477 nm. A fonte de
excitagao apresenta um comprimento de excitacao de 514,5 nm, que é um comprimento que
se encontra na zona de absorcao do [-caroteno, obedecendo-se a condi¢ao de ressonancia

com consequente presenca do efeito de ressonancia no espectro.

A validacdo da configuracao de transmissao consistiu na obtengdo de uma curva de
calibragao por efeito de Raman de ressonéncia e respetiva quantificacao de concentracao
de duas amostras problema. Para tal, procedeu-se a aquisicdo de espectros de Raman
de solugoes de [-caroteno dissolvido em ciclo-hexano. Esta validacao teve por base a
reprodutibilidade do comportamento observado em [15], para a varia¢do da intensidade
do sinal de Raman com a concentracao de S-caroteno, em condigoes de ressonancia. Com
esse objetivo, numa primeira fase, gerou-se uma curva de calibragdo e, numa segunda
etapa, determinou-se a concentracao, de duas solucoes de validacao, utilizando o ajuste
resultante da curva de calibragdo e comparou-se com a concentracdo com que, estas duas

solugoes, foram preparadas.

A determinagao da curva de calibracao implicou que tivesse sido necessario preparar cinco
solucoes, de diferentes concentragoes, de [-caroteno dissolvido em ciclo-hexano. Para tal,

preparou-se uma solucao de maior concentracio, a solucdo mae, de 0,08 mg mL~"! de
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[-caroteno, e efetuou-se a diluicao desta de modo a preparar as quatro solugoes restantes,
ficando-se assim com cinco solucoes com concentracoes de 0,08 mg mL~t, 0,06 mg mL~*,

0,04 mg mL~*t, 0,02 mg mL~t e 0,01 mg mL~! de B-caroteno dissolvido em ciclo-hexano.

A solugao de maior concentracao foi preparada, de modo a se obter uma concentracao de
0,08 mg mL~!, medindo 4 mg de 3-caroteno, na balanca AS 220.R2 PLUS Analytical
Balance, da RADWAG, que foram diluidos em ciclo-hexano, num balao volumétrico de
50,0040,06 mL.

Tendo em conta a Equagao (3.5) foi possivel calcular as quantidades de volume, da solucao

mae, necessarias para se obter as concentragoes desejadas.

Ci X V; = Cf X Vf (35)

Nesta, tem-se os seguintes parametros:
1. C;: Concentragao da solugao inicial;
2. Cy: Concentragao da solucao final;
3. V;: Volume necessario da solucao inicial;
4. Vy: Volume da solugao final;

Tendo em conta que se pretendeu preparar 4 solucoes, em baloes volumétricos de
10,000£0,025 mL, de 0,06 mg mL~!, 0,04 mg mL~*, 0,02 mg mL~! e 0,01 mg mL™*,
foram necessarios medir, com recurso a uma pipeta volumétrica de 10 mL, volumes de
7.5 mL, 5 mL, 2,5 mL e 1,25 mL, respetivamente, da solucao inicial de 0,08 mg mL~!,
completando os 10 mL com ciclo-hexano. A preparacao das solugoes de validacao, de 0,07
mg mL~' e 0,05 mg mL~!, também seguiu o procedimento descrito, mas utilizando 8,75

mL e 6,25 mL, respetivamente, da soluciao mae de 0,08 mg mL 1.
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3.4.2 Obtencao da Curva de Calibracao e Quantificacao de

Concentracao de Amostras Problema

As aquisicoes de todas as solugoes foram realizadas com a mesma fonte de excitacdo com
uma poténcia 6tica de 100 mW. Apds as aquisigoes, foi necessario processar o sinal para
se obter a curva de calibragdo. O processamento de sinal consistiu na retirada da linha
de base, referente ao sinal de fundo, por ajuste polinomial de grau 1, de acordo com o
descrito na seccao 3.3.1.1. Também se procedeu a uma normalizacdo dos espectros a

banda de 1263 Acm ™! do ciclo-hexano, que permaneceu invariante em todas as aquisicoes.

Apds o processamento de sinal, os resultados necessarios, para produzir a reta de calibracao,
foram obtidos pela integracao da area e determinagao do maximo das bandas, de S-caroteno,
de interesse, sendo essas as bandas existentes nos 1154 Aem ="' e 1519 Aem~!. Tendo em
conta que se tem [-caroteno dissolvido em ciclo-hexano, também se efetuou o mesmo
processo para uma amostra de ciclo-hexano, efetuando-se a integragao e determinacao do

maximo de intensidade na zona referente ao espectro de Raman do -caroteno.

3.5 Nova Interface do Utilizador

Um dos objetivos estabelecidos para o projeto era o de desenvolver uma interface de
utilizador, de facil utilizacao, que permitisse controlar o SPEX 1403 e que funcionasse
em sistemas operativos atuais. O cumprimento deste objetivo estava dependente de se
conseguir obter informacao sobre os comandos que permitem controlar os motores das
redes de difragao, de se conseguir controlar o fotomultiplicador sem recurso ao software
original e se conseguir adquirir um CCD para se adicionar aquisicao multicanal ao SPEX
1403. Nao se tendo conseguido ultrapassar o software original, de modo a se controlar a
aquisicao do sinal com o fotomultiplicador, nem se ter adquirido o CCD, a interface foi
desenvolvida de modo a se controlar a camara Guppy F-036B. Ainda assim, tendo em conta
que foi possivel determinar a sequéncia de comandos a utilizar para adquirir espectros
com fotomultiplicador, também se acrescentou na interface métodos que permitem efetuar
o varrimento efetuado pelo SPEX 1403.

3.5.1 Descricao das Caracteristicas da Interface Desenvolvida

A interface foi desenvolvida em MATLAB®, no App Designer ( MATLAB 2020b, The
MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States ). A interface desenvolvida, cuja
descricao mais detalhada se encontra no Apéndice F, inicia o seu funcionamento efetuando
um Handshake com o controlador. Apds terminar o Handshake é disponibilizada, ao

utilizador, a janela que permite executar as func¢oes pretendidas.
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Na janela da interface sdo apresentados, na barra de menus, os menus Ficheiro, Aquisi¢io e
FEspectro, bem como o local onde serao apresentados os espectros ao utilizador. A interface
tem uma apresentagdo que consiste na abertura de novas janelas para efetuar diferentes

agoes na interface.
As principais fungoes, acessiveis pelos menus, que constituem a interface sao:

1. Guardar Ficheiro: Apoés iniciar o seu funcionamento, a tinica opc¢ao possivel é a
de criar e guardar o ficheiro na localizacao pretendida, de modo a se poder efetuar
uma aquisicao. Também em cada nova aquisi¢ao ha a possibilidade de criar novo

ficheiro ou substituir os dados do ficheiro criado.

2. Escolher os Parametros de Aquisicao e Iniciar a Aquisicao: A interface
permite escolher o tipo de aquisi¢do que se pretende efetuar, monocanal ou multicanal,
e os parametros constituintes de cada modo de aquisicao. Apds a selecao do método
de aquisi¢do, e dos respetivos parametros, é criado um ficheiro que guarda os
parametros da aquisicao e so esta acessivel a op¢ao de iniciar a aquisicao referente ao
método escolhido. No fim da aquisicao os dados sao gravados no ficheiro inicialmente

criado.

3. Manipulagao do Grafico: Os dados sao apresentados, sob a forma de grafico, na
janela principal da interface. A este grafico ¢ possivel efetuar alteragoes da escala do
eixo das ordenadas, acrescentar titulos aos eixos e ao grafico, adicionar uma grelha,
fazer zoom no grafico, deslocar os dados bem como selecionar um ponto constituinte

do grafico.

O ponto principal da interface é o de mostrar ao utilizador o resultado da aquisicao
efetuada com o detetor escolhido. No entanto, apesar de os controlos utilizados para
controlar as redes de difracdo serem comuns a ambos os métodos de aquisi¢ao, pelas
condicionantes ja referidas, s6 foi possivel apresentar graficos referentes a aquisicdo com
detecao multicanal. Na aquisicao com fotomultiplicador, a interface estd habilitada a
efetuar o movimento necessario para corresponder ao varrimento original do SPEX, de
acordo com o explicado no capitulo 2 para a aquisicdo monocanal, excluindo o processo de
aquisicao do sinal do fotomultiplicador. Relativamente ao método de detecao com detetor
multicanal, e tendo em conta os métodos explicados no Capitulo 2, escolheu-se o método
de aquisicao segmentada para efetuar a aquisicao de um espectro. De acordo com este

tipo de aquisicao, tem-se um intervalo espectral para cada posicdo do monocromador.

No desenvolvimento da interface decidiu-se estabelecer um incremento fixo entre as
diferentes posi¢coes do monocromador e, devido a baixa sensibilidade da camara, foi
necessario depender o primeiro posicionamento do monocromador da posicao inicial

indicada pelo utilizador. A interface permite ao utilizador escolher a posicao final e inicial
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do espectro a adquirir fixando um intervalo espectral, assim, de acordo com o incremento
entre cada posicao do monocromador, é calculado o nimero de segmentos a adquirir de
modo a que a janela espectral total adquirida contenha o intervalo espectral definido pelo

utilizador.

A aquisicao com a camara Guppy F-036B necessitou que se tivesse que utilizar empilhamento
de imagens. Por consequéncia, a interface adquire cada segmento como resultado do
binning do empilhamento de um ntimero de imagens escolhido pelo utilizador. No fim da
aquisi¢ao é apresentado ao utilizador o espectro total adquirido, resultante da soma dos

diferentes segmentos que representam diferentes intervalos espectrais.

Ao longo da aquisicao, tanto com detetor monocanal como multicanal, é apresentada a
posicao do monocromador, como informacao, e ainda um botao que permite terminar
imediatamente a aquisicdo o que permite ao utilizador aceder, novamente, aos menus que

ficam bloqueados durante a aquisicao.

3.5.2 Calibracao da Representacao Grafica de Espectros

Sendo um dos objetivos da interface apresentar ao utilizador o espectro referente a amostra
que se esta a analisar, é necessario que esta apresente o espectro com as unidades corretas
e com a conversao correta entre o comprimento de onda, adquirido, e a respetiva unidade

em que se pretende apresentar o espectro ao utilizador.

Quando se utiliza um detetor multicanal, na sua area fotossensivel vao incidir diferentes
comprimentos de onda, simultaneamente, pertencentes a um determinado intervalo
espectral. Tal significa que, ao serem adquiridos varios comprimentos de onda pelo
detetor, é necessario efetuar uma conversao entre o pixel onde se localiza a radiacdo
incidente e o comprimento de onda dessa radiagao, de modo a se apresentar um espectro
ao utilizador em que se tenha uma correspondéncia correta entre cada ponto do espectro
e a unidade, Desvio de Raman ou Numero de Onda, em que se pretende apresentar o

espectro.

A correspondéncia descrita é obtida através de uma calibragao, que seria efetuada utilizando
as linhas espectrais de uma lampada de mercirio. Tendo em conta o método que se
escolheu para a aquisicao de espectros com detetor multicanal, a aquisicao segmentada
descrita na Secc¢ao 2.6.2.2, a calibracao consiste no posicionamento do monocromador
em diferentes posigoes, e para cada posicao fazer a aquisicdo das linhas espectrais, da
lampada de mercurio, presentes nessa janela espectral. Por sua vez, para cada intervalo,
dever-se-ia de fazer a correspondéncia entre as linhas espectrais observadas em cada
janela de aquisicao e as linhas espectrais obtidas utilizando o fotomultiplicador. A essa
correspondéncia seria ajustado um polindémio, cuja equacao permitiria converter os valores

de pixel em comprimento de onda, e finalmente na unidade de aquisicao pretendida.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao da Resolucao Espectral

No capitulo anterior, na sec¢ao 3.3.2, descreveu-se o método de aquisi¢ao e tratamento
dos dados adquiridos que permitiram determinar e otimizar a resolucao do espectrometro
utilizado. Nesta seccao serao apresentados os resultados, e a respetiva discussao, relativa-

mente a determinacgao, e respetiva otimizacgao, da resolucao do sistema.

4.1.1 Resolucao Espectral do SPEX 1403

O método descrito na seccao 3.3.2.1, permitiu obter a resolugao do espectrometro através
do célculo da largura a meia altura da linha espectral a 579,1 nm da ldmpada de merctrio.
O resultado da variacao da largura a meia altura com a variacao da fenda é apresentado

na Figura 4.1 e na Tabela 4.1.

Pelo grafico apresentado verifica-se que, para os valores das fendas de entrada e saida em
que a linha espectral se apresenta resolvida, a largura a meia altura da linha espectral
apresenta uma tendéncia de se manter dentro de um intervalo de valores entre os 0,9
Acm~t e 1,5 Aem™!, o que corresponde ao intervalo de 0,03 nm a 0,05 nm. Tal tendéncia

indica que a resolucao do espectrémetro se encontra neste intervalo de valores.

As barras de erro, presentes na Figura 4.1, permitem verificar que para valores de fenda
menores hd uma maior incerteza associada comparativamente aos valores de FWHM para
maior largura das fendas. Tal se deve ao facto de, para uma menor largura das fendas
de entrada e saida, se estar perto do limite inferior para a linha espectral se apresentar
resolvida relativamente a linhas espectrais que se encontrem préximas, ao sinal de fundo e
ao ruido. Ja para maior largura da fenda de entrada e saida, a linha espectral apresenta-se
distinguivel do sinal de fundo e do ruido, e de linhas espectrais préximas, encontrando-se

bem resolvida sendo menor a incerteza associada a cada medida da largura a meia altura.
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Figura 4.1: Variacao da largura a meia altura com a largura das fendas de entrada e saida
para a linha espectral a 579,1 nm da lampada de mercurio.

49



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A resolugao do espectrometro SPEX 1403, tendo em conta o discutido, é entao considerada
como o valor médio das medidas de largura a meia altura efetuadas, sendo esse valor igual
a 1,240,1 Aem™!, ou de 0,03940,003 nm. Tal significa que s6 bandas cuja distancia entre

elas seja superior a este valor serao distinguiveis com este espectréometro.

Tabela 4.1: Tabela com os valores, médios, da largura a meia altura da linha espectral a
579,1 nm, da lampada de mercirio, para cada valor das fendas de entrada e saida. Cada
valor ¢é resultante da média de trés aquisigoes.

Largura da Largura a Meia Altura

Fenda de (FWHM)
Entrada\Saida da Banda a 579,1 nm

(m) (Acm™1)

16 1,34+0,17

18 1,0740,10

20 1,1840,25

22 1,2140,08

30 1,10+0,09

40 1,1740,03

50 1,0540,04

60 1,2040,05

70 1,1840,04

80 1,2340,02

4.1.2 Resolugcao Otimizada do SPEX 1403

De acordo com os métodos descritos para a otimizagao da resolucao do instrumento,
obteve-se um conjunto de dados relativos a cada banda. Um exemplo do resultado obtido
apos o tratamento dos dados, de acordo com o processo descrito, em 3.3.2.2, é o das
Figuras 4.2 e 4.3.

As aquisicoes realizadas, apds o tratamento de dados realizado, permitiram obter a curva
de variacao da FWHM com a abertura das fendas para cada banda, como se representa
nas Figuras 4.4 e 4.5. Nestas apresentam-se as curvas em que a FWHM ¢ apresentada

1

com unidades de Acm ™, no Apéndice D sdo apresentados as tabelas referentes a estes

dados bem como os graficos com as unidades da FWHM em nanometros.

Pelos gréficos é possivel verificar que a variagdo da largura a meia altura, para ambas as
bandas, apresenta uma variacao semelhante. Tem-se um conjunto de valores decrescentes
até um valor minimo seguindo-se uma zona de crescimento da largura a meia altura com

a largura da fenda.
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Figura 4.2: Banda a 801,3 Acm ™! do espectro de Raman do ciclo-hexano obtido com as
fendas de entrada e de saida com uma largura de 400 pm.
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Figura 4.3: Banda a 2852,9 Acm ™! do espectro de Raman do ciclo-hexano obtido com as
fendas de entrada e de saida com uma largura de 400 pm.

A comparacdo entre as curvas, para a banda de 801,3 Aecm ™!, sugere que os dados obtidos
nao sao substancialmente afetados de ruido, o que nao acontece na banda de 2852,9
Acem™!. Nesta tltima, é observavel que hd uma oscilacdo, em ambos os graficos, da largura
a meia altura apds o valor minimo. Também se percebe que, comparando os graficos da
Figura 4.5, que antes de se fazer a suavizagao dos perfil da banda adquirida, se tem o valor

minimo, para a FWHM, para uma abertura da fenda correspondente a 80 um ao contrario
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do que acontece nos dados apos filtracao, em que o minimo ocorre a 200 um de abertura
da fenda. Tal sugere que, nesta banda, o sinal de fundo e o ruido presentes alteraram o
perfil da banda e que a reconstrucao obtida com a filtragem dos dados permitiu restaurar
o perfil desta, de acordo com o que seria suposto obter, como se pode comprovar pelo
facto de se conseguir obter uma curva, grafico inferior da Figura 4.5, com um minimo

bem definido como nos graficos da Figura 4.4.
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Figura 4.4: Curva da variagdo da FWHM com a abertura da fenda para a banda de 801,3
Acm™! do ciclo-hexano, com dados sem suavizacao do sinal (superior) e com suavizacio
do sinal com o método descrito em 3.3.1.2 (inferior).

No entanto, o facto de se suavizar e reconstruir o perfil da banda, em que ha interferéncia
de ruido na representacao da banda, provoca um aumento do erro associado a cada medida
devido ao facto da deformacao existente nao se apresentar de igual maneira em todas as

aquisigoes.

Os erros nas medidas referentes & banda de 801,3 Acm ™! sdo menores, quando comparados

1

com os obtidas para a banda de 2852,9 Acm ™", pelo que o intervalo de variacao do valor

medido para a FWHM é menor, situando-se a variacdo na sua maioria nas centésimas de
Acem™!, ao contrario do que acontece na banda de 2852,9 Aem ™!, em que a incerteza no

1

valor medido ocorre nas décimas de Acm ™", consequéncia da interferéncia do ruido.

Comparando o erro de cada medida realizada, para a mesma banda, verifica-se que as
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medidas de FWHM obtidas para menor largura de fenda de entrada e de fenda de saida
apresentam um maior erro na medida efetuada, o que indica que o sinal adquirido pelo
detetor é bastante afetado de ruido. Tal estd de acordo com o esperado, tendo em conta que
o sinal de Raman ¢ pouco intenso, logo, sendo introduzido pouco sinal no monocromador,
este é sobreposto por ruido. Deste modo, apesar de se verificar um maior intervalo de
variacdo para os valores de FWHM medidos para a banda de 2852,9 Acm ™!

que se mantém a tendéncia para a variagdo da FWHM com a largura da fenda de entrada

, verifica-se

e de saida.
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Figura 4.5: Curva da variacao da FWHM com a abertura da fenda para a banda a 2852,9
Acm~! do ciclo-hexano. No gréafico inferior com o sinal Raman suavizado e o grafico
superior com dados sem suavizacao.

O facto de se observar uma maior influéncia do sinal de fundo, e do ruido, na forma da
banda para a banda de maior intensidade do espectro do ciclo-hexano, sugere que nesta
zona do espectro existe maior quantidade de luz indesejada a nao ser filtrada pela fenda
central. Os gréaficos observados, permitem perceber que o minimo de resolucao depende
da zona do espectro, isto é, duas zonas do espectro nao se conseguem obter com a mesma
resolugdo na mesma configuracio da fenda de entrada e de saida. E necessério entdo
ajustar a abertura das fendas, para um valor intermédio, de modo a se conseguir obter

a melhor resolugdo comum para todo o espectro. Pelos gréaficos pode-se concluir que a
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melhor resolucao do espectrémetro, para se conseguir espectros com boa resolugao, se
obtém quando se utiliza uma abertura de fenda de entrada e da de saida entre os 120 e os
200 pm.

4.2 Solucoes de p-caroteno em Ciclo-hexano

de Diferentes Concentracoes

A determinacgao da curva de calibragao, para solugdes de [-caroteno, implicou, como
descrito na secc¢ao 3.4.1, a preparacao de 5 solucoes de diferentes concentragoes, e respetiva
aquisicao do espectro de Raman, utilizando a técnica de Raman de ressondncia de

transmissao. As solugoes preparadas sao apresentadas nas Figuras 4.6 e 4.7.

Figura 4.6: Solugoes de f-caroteno dissolvidas em ciclo-hexano. Legenda: A-E - Solugoes
padrao de [-caroteno dissolvidas em ciclo-hexano com concentragoes 0,08, 0,06, 0,04, 0,02
e 0,01 mg mL™, respetivamente. F-G - Solucoes teste de 3-caroteno em ciclo-hexano de
concentracoes 0,07 e 0,05 mg mL~!, respetivamente.

Figura 4.7: Solugoes de [-caroteno dissolvidas em ciclo-hexano em frascos para medigao.
Legenda: A-E - Solugoes padrao de [-caroteno dissolvidas em ciclo-hexano com
concentracoes 0,08, 0,06, 0,04, 0,02 e 0,01 mg mL~!, respetivamente. F-G - Solucoes
teste de (B-caroteno em ciclo-hexano de concentracoes 0,07 mg mL~! e 0,05 mg mL™!,
respetivamente.
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A aquisicao dos espectros de Raman, para as diferentes solu¢oes e para o ciclo-hexano,
resultaram nos graficos presentes na Figura 4.8. Nesta, tendo-se realizado 5 aquisi¢oes
de cada espectro para cada uma das amostras, apresentam-se os espectros resultantes
da média dos espectros adquiridos. Os espectros de Raman das solugoes de [-caroteno
apresentam duas bandas de maior intensidade, referentes as bandas do S-caroteno, a 1154
Acem~! e 1519 Aem ™! e uma de menor intensidade a 1007 Aem~!. Estas bandas devem-se
a modos vibracionais de elongacio em fase identificada por v(C = C), a 1519 Acm ™!,
ev(C-C),a 1154 Aem™!, e no caso da banda a 1007 Acm ™! tem-se uma combina¢ao
de modos vibracionais de oscilagdo no plano, §(C = CH), e de modos vibracionais de

deformacao angular fora do plano da molécula, §(C - H) [37].

A observagao destes graficos permite verificar que ha um aumento da intensidade do sinal
de Raman com o aumento da concentragao de [-caroteno, dissolvido em ciclo-hexano, e
que as bandas de ciclo-hexano mantém a sua intensidade ao longo de todas as aquisigoes,
resultados que eram esperados, uma vez que a concentracao de ciclo-hexano praticamente
nao varia nas diferentes solucdes. As bandas de [-caroteno apresentam-se com maior
intensidade que as bandas de ciclo-hexano, apesar da quantidade de ciclo-hexano ser
maior que a de [3-caroteno, o que significa que se estd em condigoes de ressonancia para a
molécula de S-caroteno, com consequente aumento do sinal das bandas desta molécula.
A intensidade da banda de 1154 Acm ™! tem ainda um acréscimo devido ao facto de
nesta zona do espectro se ter uma pequena contribui¢ao da banda de ciclo-hexano, a 1155
Acem™t, que aumenta, ainda que ligeiramente, a intensidade desta banda no espectro final,
no entanto, como a intensidade da banda de ciclo-hexano nao varia nos espectros das

solugoes de [-caroteno, é s6 um fator de escala.

As curvas de calibracao foram obtidas para as bandas de 1154 Aem ™! e 1519 Aem ™1, do

[-caroteno.

4.2.1 Determinacao da Curva de Calibracao para Quantificagao

por Raman de Ressonancia

De acordo com o processo descrito na seccao 3.4, os resultados obtidos para as concentracoes
das solugoes preparadas, bem como os resultados da integracao da area e determinacao

do méaximo das bandas de interesse, sao apresentados na Tabela 4.2.

Os valores apresentados reafirmam a variagiao crescente da intensidade do sinal de Raman
com o aumento de concentragdo da solucoes de S-caroteno. Os dados da Tabela 4.2 estao

representados graficamente nas Figuras 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12.

25



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

©
1

(o]
T

|
1154 ;
\
|

Intensidade de Raman (contagens normalizadas)
N w I [6)] [e)] ~

[EN

o

900

1000 1100 1200 1300

Desvio de Raman (Acm'l)

1400 1500 1600

Figura 4.8: Espectros médios de Raman (5 aquisigoes) de, ciclo-hexano puro (a) e de
solugoes de [-caroteno dissolvido em ciclo-hexano (b-f) de concentragdes 0,01, 0,02,
0,04, 0,06 e 0,08 mg mL~! respetivamente. Cada espectro das solucoes de 3-caroteno é
apresentado com um deslocamento vertical de 1 contagem normalizada, relativamente ao
espectro de Raman imediatamente anterior. Os espectros sao obtidos com um tempo de
integracao de 2,5s, por cada ponto, e um incremento de 1 Aem ™.

Tabela 4.2: Valores médios, e respetivos erros associados, para a drea integrada (em
unidades arbitrdrias) e maximo de intensidade da banda de 1154 Acm™! e 1519 Acm ™,
respetivamente, para cada solugdo preparada.

Banda de 1154 Aem ™! Banda de 1519 Aem ™!

Concentragao Intensidade | . Intensidade
Area Integrada Area Integrada
de fp-caroteno de Raman de Raman
(mg mL™1) (ua.) (contagens) (ua.) (contagens)
0,0804+0,0020  70,436+2,894  3,67540,205 78,862+7,584  3,422+0,395
0,0604+0,0015  59,259+1,774  3,0984+0,140 62,805+1,204  2,751£0,030
0,04040,0010  46,175+1,296  2,4004+0,082  47,960+2,286  2,030+0,124
0,0204+0,0005  30,168+1,398  1,5954+0,042 31,2414+1,220 1,33740,044
0,0104+0,0003  19,2294+0,789  1,0214+0,052  18,7764+1,062  0,777+0,041
0,00040,000 8,662+0,163  0,430+0,044  5,406+0,734  0,21740,018
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Tabela 4.3: Reta de calibracao, R%, LOD e LOQ para cada ajuste executado. Sao
apresentados os valores obtidos correspondentes ao ajuste utilizando os pontos da area de
integracao, bem como do maximo da banda, correspondentes as bandas de 1154 Aem ™! e

de 1519 Aem™L.

Banda de 1154 Aem ™! Banda de 1519 Aem ™!

Area Méximo Area Méximo

Integrada  de Intensidade | Integrada  de Intensidade

Reta A=8768xC  I=459xC  A=9599xC  I=423xC
de Calibracio 18,778 10,546 17,354 10,2578

R? 0,99 0,97 0,98 0,99
LOD (mg mL™Y)  6,13E-04 0,0032 0,0025 0,0014
LOQ (mgmL~Y)  0,0019 0,0096 0,0076 0,0042

A cada conjunto de pontos foi efetuado um ajuste polinomial de grau 1. Deste ajuste
obteve-se, para cada método utilizado nas bandas de interesse, para cada grafico uma
equacao de uma reta, que foi considerada a equacao de calibragdo. Devido ao facto do
[-caroteno estar dissolvido em ciclo-hexano também se inclui no ajuste uma amostra de
ciclo-hexano puro, uma vez que para este valor de concentragao, apesar de nao haver
sinal de Raman de (-caroteno, ha sinal de Raman referente ao solvente a que se chamou
branco. Este ponto, resultante de 5 medidas de branco, serviu como uma retificacao a
reta de ajuste, de tal modo que para concentracao nula o ajuste correspondesse ao sinal

de Raman do ciclo-hexano.

Analisando os graficos das Figuras 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12 e a Tabela 4.2, verifica-se que
se tem um maior erro associado, dos parametros de interesse, para concentracoes mais

elevadas.

O limite de detecao, LOD, é a menor concentragao de uma substancia, presente numa
amostra, que é possivel distinguir estatisticamente do ruido ( amostra sem a substancia ).
O limite de quantificacao, LOQ, é o minimo de concentracao, de uma dada substancia, que
se consegue quantificar com precisao e exatidao. Estes limites determinaram-se, seguindo
o ICH Guideline Q2B [38], de acordo com as Equacoes (4.1) e (4.2):

LOD =33 x 2 (4.1)
S

LOQ =10 x 2 (4.2)
S

em que se tem o como o desvio padrao das medigoes da amostra de ciclo-hexano e s o
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declive das equagoes da reta de ajuste. O LOD meédio, resultante da média dos valores da
Tabela 4.3 para o respetivo método, tendo em conta o método de integracao da area é de
0,0016£0,0013 mg mL~! e pelo método de maximo de intensidade é de 0,00234:0,0016 mg
mL~! o que sugere que, pela definicio de LOD, a menor concentracio de 3-caroteno que
é possivel detetar em ciclo-hexano ¢ de cerca de 0,002 mg mL~!, aceitando a informacao
resultante da integracdo da drea da banda como a mais credivel. J4 o LOQ médio, pela
mesma abordagem anterior, é, para o método de integracao das area, de 0,0048+0,0040
mg mL~!, e, pelo método do méximo de intensidade, de 0,006940,0049 mg m/L~!. Tal
indica que a concentracao minima que é possivel determinar quantitativamente é de 0,005
mg mL~!, assumindo que o método de integracao de area produz informacao mais correta.
Este resultado estd de acordo com o observado uma vez que, para a concentracao de
0,01 mg mL~!, j4 se obtém um sinal de Raman do [-caroteno a ser sobreposto pelo do

ciclo-hexano.
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Figura 4.9: Curva de calibragao de contetido de [-caroteno utilizando espectroscopia
de Raman de ressonancia de transmissao, para a banda de 1154 Acm ™!, utilizando a
integracao da area da banda.
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Figura 4.10: Curva de calibragao de contetido de [-caroteno utilizando espectroscopia
de Raman de ressondncia de transmissdo, para a banda de 1519 Acm™!, utilizando a
integracao da area da banda.
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Figura 4.11: Curva de calibragdo de conteido de [-caroteno utilizando espectroscopia de
Raman de ressonancia de transmissio, para a banda de 1154 Acm ™!, utilizando o méximo
de intensidade da banda.
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Figura 4.12: Curva de calibragdo de conteido de [-caroteno utilizando espectroscopia de
Raman de ressonancia de transmissio, para a banda de 1519 Acm ™!, utilizando o méximo
de intensidade da banda.

4.2.2 Validacao da Curva de Calibracao

As curvas de calibragao obtidas foram validadas fazendo a quantificacdo da concentracao
das duas amostras problema e comparando com a concentracdo de [-caroteno com
que foram preparadas. Tendo-se preparado duas solugoes de validacao, de acordo com
o procedimento apresentado em 3.4.1, com concentracio de 0,070+0,002 mg mL~! e
0,050£0,001 mg mL~!, obtiveram-se os espectros de Raman de ressonancia de transmissao,
resultantes da média de 4 aquisi¢des cada, apresentados nas Figuras 4.13 e 4.14, respetiva-

mente.

As concentracoes obtidas, tendo em conta os ajustes executados para cada banda, sao
apresentados na Tabela 4.4. Comparando os valores apresentados, verifica-se que as
concentragoes obtidas pelas equacgoes das retas de calibracao, referentes a integragao das
areas das bandas, apresentam um valor médio mais proximo da concentracao real do
que as concentracoes médias obtidas pelas retas de calibracao ajustadas ao método do
maximo de intensidade. Salienta-se ainda o facto de os primeiros valores, tendo em conta a
incerteza associada, conterem o valor da concentragao real da solucao preparada a que sao
associados. Deste modo, ndo sé se valida as retas de calibracido obtidas como se verifica

que a melhor informacao é obtida utilizando a integracao da area da banda.
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Tabela 4.4: Concentragao, média, das solugoes de validacao da curva de calibragdo. Sao
apresentados os valores obtidos pela integracao da area e pelo maximo de intensidade
das bandas de 1154 Aem ™! e de 1519 Aem ™!, respetivamente. As solucoes de validacao
apresentam uma concentracao de 0,07040,002 mg mL~! e 0,0504+0,001 mg mL~"' de
[-caroteno em ciclo-hexano.

Concentragao determinada Concentragao determinada

pela reta obtida pela reta obtida
pelo método pelo método
de integracao de intensidade maxima
da area da banda da banda
(mg mL™1) (mg mL™1)
Banda de 0,0671£0,0053 0,0593+0,0015
1154 Aem™1 0,0490+0,0030 0,0458+0,0023
Banda de 0,0684+0,0020 0,0628+0,0054
1519 Aem ™! 0,0492+0,0028 0,0502+0,0033

De acordo com a Tabela 4.4 sao apresentados dois valores, médios, de concentracao
da solucao, para a mesma solucao de teste. Considera-se, para cada método, a média
destes dois valores como o valor da concentragao de cada solugdo. Assim, obtém-se
as concentracoes de 0,049140,0001 mg mL~' e de 0,0678+0,0009 mg mL~! para as
concentracoes de 0,05 mg mL~! e 0,07 mg mL ™!, respetivamente, utilizando o método
de integracao da area. De igual modo, obtém-se o valor de 0,048+0,003 mg mL~! e
de 0,061£0,002 mg mL~! para as concentracdes de 0,05 mg mL~! e 0,07 mg mL™*,
respetivamente, de acordo com o método do maximo de intensidade. Sendo estes valores
concordantes com os valores tedricos, apresentando um erro percentual de 1,8% e 3,1%
pelo método de integracao das areas, respetivamente, e de 4% e de 12,6% pelo método do
maximo de intensidade, respetivamente, permitem verificar a montagem experimental de

transmissao.
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Figura 4.13: Espectro de Raman de ressonancia de transmissao da solugao de concentracao
de 0,07040,002 mg mL~! (a), deslocado verticalmente de 2 unidades normalizadas
relativamente ao espectro de Raman do ciclo-hexano (b). Ambos os espectros foram
adquiridos com um tempo de integracao de 2,5s no intervalo de 850-1600 Acm 1.
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Figura 4.14: Espectros de Raman de ressonéncia de transmissao da solugao de concentracao
de 0,05040,001 mg mL~! (a), deslocado verticalmente de 2 unidades normalizadas
relativamente ao espectro de Raman do ciclo-hexano (b). Ambos os espectros foram
adquiridos com um tempo de integracao de 2,5s no intervalo de 850-1600 Acm 1.
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4.3 Validacao do Funcionamento da Interface

Desenvolvida

A interface desenvolvida, tendo em conta os objetivos e requisitos apresentados, deveria
reproduzir o funcionamento do software original, controlando os motores que permitem
movimentar as redes de difracao. Deveria ainda possibilitar a aquisicdo do sinal utilizando
um detetor multicanal, apresentando o resultado da aquisicao efetuada num grafico com

as unidades de aquisi¢ao corretamente calibradas.

A calibracao que é necessaria realizar, para cada posicao do monocromador, implicava
observar pelo menos 3 linhas espectrais em cada posicado do monocromador, de modo
a se fazer uma correta correspondéncia entre as linhas espectrais observadas e as adquiridas
utilizando o fotomultiplicador, permitindo determinar, para cada posi¢cao do monocromador,
os respetivos intervalos espectrais observados. No entanto, devido a baixa sensibilidade
da camara Guppy F-036B, ao longo do espectro da lampada de merctrio s6 foi possivel
detetar trés linhas espectrais, a 1122,5 Aem™! (546,03 nm), a 2101 Aem ™" (576,86 nm)
e a 2164 Acm™! (578,96 nm), apresentadas nas Figuras 4.16 e 4.17, impossibilitando a

realizacao da calibracao.

O facto de nao ser possivel detetar mais que trés linhas espectrais, ndo permitiu realizar a
aquisicao segmentada com base no intervalo espectral correspondente a cada posi¢ao do
monocromador. Em consequéncia, este método de aquisicao depende da posigao inicial,
da aquisi¢ao, indicada pelo utilizador para posicionar o monocromador para adquirir o

espectro.
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Figura 4.15: Espectro da lampada de mercurio obtido no SPEX 1403. O intervalo de
aquisicao é 520-700 nm e tempo de integracao de 2.5s por ponto.

63



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

£

Ficheiro Aquisicio Espectro

ntensidade (u.a,)

I
=

100 200 300 400 500 600
Pixel

Figura 4.16: Apresentacdo da linha espectral a 1122,5 Aem ™!, da lampada de merctrio,
na interface desenvolvida. O espectro obtido resulta da média de 2 aquisicdes compostas
por 3500 frames, cada.
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Figura 4.17: Apresentacdao das linhas espectrais a 2101 Acm™! e a 2164 Aem™!, da
lampada de mercirio, na interface desenvolvida. O grafico apresentado é resultado da
média de 2 aquisig¢oes, constituidas por 3 segmentos de 3500 frames cada.

Os gréficos obtidos permitem verificar que a interface esta a produzir o efeito desejado, ao
apresentar ao utilizador os graficos pretendidos e realizar aquisicao segmentada, ainda que
sem saber a que regiao espectral corresponde os diferentes segmentos, com a possibilidade

de sobreposicao, ou perda, de zonas do espectro.
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Terminado o projeto, é necessario retirar conclusoes relativamente aos resultados obtidos
no decurso do projeto comparando com os objetivos, e requisitos, inicialmente estabelecidos.
Os objetivos do trabalho eram o de fazer uma atualizacao dos métodos de aquisicao e
controlo do SPEX 1403, desenvolvendo uma interface de utilizador com caracteristicas
atuais e adicionando um CCD para aquisi¢ao de sinal Raman, e ainda alterar a geometria

de amostragem para configuracao de transmissao.

A primeira fase do projeto incidiu na aquisicdo dos controlos e respostas trocados entre o
software original, DM3000, e o controlador do SPEX 1403. Com o programa desenvolvido
foi possivel introduzir um computador externo, entre a ligagao fisica existente, o que
permitiu obter a informacao trocada entre o software original e o controlador, durante
o arranque do software, o chamado Handshake, e durante a aquisicao de espectros, que
se designou por Varrimento. A aquisicdo destes controlos permitiu, posteriormente,

desenvolver a interface.

No seguimento do projeto alterou-se a configuracao de amostragem para configuragao de
transmissao. Para obter esta configuracao recorreu-se a fibra ética e a lentes, montados
em sistemas de gaiola. Este método permitiu maior robustez e versatilidade ao sistema
ao mesmo tempo que facilitou o alinhamento dos diversos constituintes de modo a se
obter um feixe incidente, focado, na amostra, com reduzidas perdas de poténcia Otica
desde o laser até a amostra. A validacao do método utilizado fez-se utilizando a técnica
de Espectroscopia de Raman de Ressonancia de Transmissao, em que é necessario que
o comprimento de onda de excitagao seja coincidente, ou perto, com o comprimento de
onda relativo a transicao eletréonica de absorcao. Para tal escolheu-se, como amostra, o
B-caroteno e fez-se um estudo de quantificacao utilizando solugdes de S-caroteno dissolvido
em ciclo-hexano. Tendo-se adquirido espectros de Raman, tanto de ciclo-hexano como

das solugoes preparadas, com as bandas definidas corretamente, foi possivel produzir
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curvas de calibragdo. Assim consegui-se determinar a concentracdo de duas solugoes
problema cuja comparacdo, com a concentracio de preparacao de 0,05 mg mL~! e de
0,07 mg mL~!, determinou um erro percentual de 1,8% e de 3,1%, respetivamente. O
facto de se conseguir determinar a concentragao de duas solugoes utilizando a calibragao,
obtida com a aquisi¢ao de espectros de Raman obtidos com a geometria de transmissao,
permite validar o método utilizado para a amostragem de transmissdo bem como permite
concluir que hé uma relacao linear entre a intensidade do sinal Raman e a concentragao

de (-caroteno na amostra, no intervalo de concentracoes considerado.

No decurso do trabalho também se determinou a resolucao do espectrémetro, quando
utilizado com detecao monocanal. Determinou-se entao a largura a meia altura da linha
espectral de 579,1 nm, da lampada de mercirio, para diferentes posi¢oes de fenda de
entrada e da fenda de saida em que a linha espectral se apresenta resolvida. Dado que
os valores calculados de largura a meia altura se concentram num intervalo reduzido,
conclui-se que a resolucao do espectrémetro pode ser considerada como o valor médio

dos valores calculados, obtendo-se uma resolucao de 1,240,1 Acm ™.

Também se fez
uma otimizagdo da resolu¢ao do SPEX 1403, para a geometria de transmissao, utilizando
ciclo-hexano. Esta otimizagao permitiu validar, novamente, a geometria de transmissao,
bem como permitiu concluir qual a melhor posi¢ao das fendas, de entrada e de saida, que
permite obter um espectro de Raman com transmissao com a melhor resolucao ao longo

de todo o espectro.

Por fim, desenvolveu-se a interface de utilizador, utilizando os controlos adquiridos na
primeira fase do projeto, e utilizando uma camara CMOS, Guppy F-036B, como detetor
multicanal controlado pela interface. Nesta fase do projeto, a aquisicao de trés linhas
espectrais da lampada de mercirio permitiu verificar o correto funcionamento das funcoes
da interface que se puderam testar. Nesta fase, nao foi possivel calibrar a apresentacao
grafica dos espectros na interface, nem detetar Raman, devido ao facto de o empilhamento
de imagens nao ter aumentado significativamente a sensibilidade da camara, o que fez
com que s6 se conseguisse detetar trés linhas espectrais, de maior intensidade, da lampada

de mercurio.

Dos objetivos tragados para o projeto, consegui-se efetuar a amostragem de sinal com a
geometria de transmissao e consegui-se desenvolver, de forma simples, uma interface de
utilizador recente. Nao foi possivel adquirir um CCD, pelo que nao se conseguiu adicionar

aquisicao multicanal ao SPEX 1403.

66



CAPITULO 5. CONCLUSAO

5.1 Trabalho Futuro

Concluido o projeto, é necessario projetar o trabalho que ainda é necessario realizar.

Primeiro, tendo em conta que se pretende um sistema de transmissao, que permita analisar
todo o tipo de amostras, é necessario proceder a uma atualizagdo do sistema de recolha do
feixe, utilizado pelo SPEX, apds a amostra. Para tal, deve-se proceder a uma substituicao
dos espelhos existentes neste sistema. Para adquirir toda a radiagao dispersa apods a
amostra deve-se utilizar uma lente que produza um feixe colimado, sem perda de radiacao,
que apos ser desviado pelo novo sistema de espelhos devera ser focado, por uma nova
lente, para a fenda de entrada do SPEX 1403, garantindo que o sistema permite adquirir

sinal Raman, de todo o tipo de amostras, utilizando a geometria de transmissao.

Sendo um dos objetivos do projeto a aquisicao de um CCD, arrefecido termoelectricamente,
sera necessario adquirir um CCD com estas caracteristicas. A aquisicdo do CCD deve ter
em conta que sera necessario desviar o feixe, focado do ultimo espelho antes de incidir no
fotomultiplicador, para o qual se deve utilizar um espelho plano, que se demonstrou ser
eficaz no desvio deste feixe. Também sera necessario ter um conhecimento mais concreto
a cerca da distancia focal de saida para o CCD, de modo a ser possivel produzir a pecga
que fixe o CCD ao SPEX 1403.

A nivel de interface, numa continuacao do trabalho, deveria receber melhoramentos ao
nivel da aquisicao e da apresentacao ao utilizador do espectro final, através da inclusao
do método de aquisi¢ao do sinal fornecido pelo CCD. Estes dois melhoramentos devem
ser realizados simultaneamente, na medida em que serd necessario calibrar o CCD, para
cada posicao do monocromador para estabelecer uma relagao entre o intervalo espectral e
a posicao do monocromador e determinar o correto incremento a utilizar no processo de
aquisicao segmentada. Assim, sera possivel estabelecer uma relagao entre a posicao do
monocromador e o intervalo espectral apresentado ao utilizador, permitindo apresentar
os espectros corretamente. Adicionalmente serd necessario efetuar a uniao dos diferentes
segmentos, fazendo a média das zonas de interseccao. Quanto aos parametros de aquisi¢ao
deverao ser redefinidos de modo a corresponderem as caracteristicas do futuro CCD,
nomeadamente, devera ser possivel indicar o tempo de exposi¢ao necessario para cada
aquisicao. Também devera ser melhorada a indicacao da posi¢ao, no espectro, da aquisicao,

que dependera da calibracgao.

A estrutura atual do SPEX 1403 nao permite que se tenha uma total independéncia do
software original, uma vez que é este que controla a aquisicdo com o fotomultiplicador.
Futuramente seria uma mais valia adquirir um novo fotomultiplicador, mais recente, e
integrar a aquisicao do sinal na interface e efetuar a respetiva calibragao, tornando o

sistema independente do software original.
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Apéndice A
Man In The Middle

# -*- coding: utf-8 -*-
import csv

import queue

import signal

import time

import threading

import datetime

import serial

class ServiceExit ( )

pass

def main():
signal.signal(signal.SIGTERM, signal_handler)
signal.signal(signal.SIGINT, signal_handler)

evento = threading.Event ()
try:
serl = serial.Serial(port=’COM1°’,
baudrate=19200, bytesize=serial.EIGHTBITS,
parity=serial .PARITY_NONE,
stopbits=serial.STOPBITS_ONE, timeout=1.5)

ser2 = serial.Serial (port=’C0OM2°’,
baudrate=19200, bytesize=serial.EIGHTBITS,
parity=serial.PARITY_NONE,
stopbits=serial.STOPBITS_ONE, timeout=1.5)
with open(’computador’, ’w’, newline=’’) as csvfilel:
ficheiro_inter = csv.writer(csvfilel)
ficheiro_inter.writerow([’Dispositivo’, ’Tempo’,
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APENDICE A. MAN IN THE MIDDLE

’Numero de Bytes’,

’Comando Recebido (bytes)’])

with open(’controlador’, ’w’, newline=’’) as csvfile2:
ficheiro_retrans = csv.writer (csvfile2)
ficheiro_retrans.writerow(
[’Dispositivo’, ’Tempo’,

’Numero de Bytes’,

’Comando Aceite’, ’Informacao Recebida’])
serl_queue = queue.Queue ()
ser2_queue = queue.Queue ()

portal = threading.Thread(target=read,
args=(serl, serl_queue,
ser2_queue, serl.name, evento))

porta2 = threading.Thread(target=read,

args=(ser2, serl_queue,
ser2_queue, serl.name, evento))
escrita = threading.Thread(target=write_to_file,
args=(serl, ser2,
serl_queue, ser2_queue, evento))
portal.start ()
porta2.start ()

escrita.start ()

while True:
time.sleep(0.001)
except ServiceExit:
evento.set ()

print (’0 programa terminou.’)

def read(ser_r, ser_queue_1l, ser_queue_2, nome, evento):

while not evento.is_set ():

by_num = ser_r.inWaiting()
if by_num == O0:
if ser_r.name == nome:

print (’Nao foi recebido nenhum comando! \n’)
else:

print (’Nao foi recebida informacao! \n’)

else:
lido = ser_r.read(by_num)
if ser_r.name == nome:
print (’0 computador leu: ’ + str(lido) + ’\n’)
ser_queue_1.put([by_num, lido])
else:
print (’0 controlador enviou: ’ + str(lido) + ’\n’)
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ser_queue_2.put([by_num, lido])

def write_to_file(ser_1, ser_2, ser_queue_1, ser_queue_2, evento):

global retransmitido, ans
while not evento.is_set ():
if not ser_queue_1.empty():
indicador_1 = True
interceptado = ser_queue_1.get ()
ser_queue_1.task_done ()
ser_2.write(interceptado[1])
with open(’computador’, ’a’, newline=’’) as csvfilel:
ficheiro_inter = csv.writer(csvfilel)
ficheiro_inter.writerow([’computador’,
datetime.datetime.now (),
interceptado[0],
interceptado[1]])
else:

indicador_1 = False

indicador_2 = False
if not ser_queue_2.empty():
indicador_2 = True
retransmitido = ser_queue_2.get ()
ser_queue_2.task_done ()
ser_1.write(retransmitido[1])
if indicador_1:
ans = ’Sim’
else:
ans = ’Nao’
else:

if indicador_1 is True:

indicador_2 = True
ans = ’Sim’
retransmitido = [0, ’----7]

if indicador_2 is True:

with open(’controlador’, ’a’, newline=’’) as csvfile2:

ficheiro_retrans = csv.writer (csvfile?2)

ficheiro_retrans.writerow(
[’controlador’,
datetime.datetime .now (),

retransmitido[0], ans, retransmitido[1]1])

def signal_handler (signum, frame):
print (’Foi apanhado um sinal! \n’)

print (’A preparar para terminar as Threads’)
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raise ServiceExit

if _ _name >’  main__’:

main ()
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Apéndice B

Controlos Adquiridos

B.1 Descricao do Processo do Handshake Inicial

O handshake processa-se do seguinte modo:

1.

Inicialmente sdao comunicados os comando 248 e 222, aos quais nao ¢ devolvida
nenhuma resposta. Permitem colocar o controlador no modo de comunicagao

inteligente.

E enviado um comando de espaco, seguido do comando 247, com uma funcio

semelhante ao comando 248.

A sequéncia de inicio prossegue com o envio do quinto comando, valido s6 se o
controlador estiver no modo de comunicacao inteligente, que permite a passagem do

controlador do programa 'BOOT’ para o programa "Main’.

De seguida ha a verificagdo do estado do programa, cuja resposta ao comando 6,

'F’) indica que a comunicagao ocorre com o programa 'Main’.

. Apds a comunicagao inicial com o controlador, estabelece-se os parametros para

o movimento do monocromador. Envia-se entdao o comando B, que tem associado
os parametros 0 (indica o monocromador), 1000 (frequéncia minima do motor
do monocromador), 24000 (frequéncia maxima do motor do monocromador), e o

intervalo de tempo, 1150 ms, que demora a atingir a frequéncia maxima.

Consequentemente inicia-se o0 movimento do monocromador, na posic¢ao inicial, com
o comando ’A’. Fecha-se o shutter ativo. Envia-se o comando que pede a posicao

inicial do monocromador.
Os comandos 11 até 17 constituem uma sequéncia que é repetida 2 vezes.

(a) O primeiro passo da sequéncia 1&, novamente, a posicdo do monocromador.
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Seguido do comando que permite adquirir informacao sobre limites do movimento.

E retornado o valor de 0, logo ndo hd nenhum limite excedido.

(b) E comunicado ao controlador o niimero de passos que o monocromador se deve

mover, de modo a fazer a correcdo de backlash.

(c¢) E enviado o comando 'E’; para verificar a execu¢do do movimento, cuja resposta

é ’oq’ durante o movimento e 'oz’ para indicar que o movimento terminou.
(d) De seguida, hé o envio do comando K.
(e) E, novamente, pedido a posigdo do motor, seguido do comando "K'

8. A primeira sequéncia é terminada com o restabelecimento da posicao do motor a
posigao inicial (comando 18).
9. A segunda sequéncia, em tudo igual a primeira, é terminada com o envio do comando

que estabelece a posi¢do do motor (comando 19).

Os controlos enviados para o controlador e as respetivas respostas estao apresentados na
Tabela B.1

Tabela B.1: Sequéncia de comandos, e respetivas respostas, trocados durante o handshake
inicial.

Ordem Funcao do Comando Enviado Resposta Recebida
Comando (Computador) (Controlador)
1 Util Set Intelligent Mode 248 Nada
2 Util Re-Boot If Hung 222 Nada
\x1bY \x1bJ
3 Util Where Am 1 Espaco BOOT VER: V2.4\x1bY!
Press [ENTER] \r
4 Util Startup Intelligent Mode 247 =
5 Util Start Main Program 02000\x00 *
6 Util Where Am 1 Espaco F
7 Motor Set Speed B0,1000,24000,1150\r 0
8 Motor Init A 0
9 Acc Shutter Close XO0\r 0
10 Motor Read Position HO\r o0\r
11 Motor Read Position HO\r o0\r
12 Motor Limit Status K o0\r
13 Motor Move Relative F0,-20000\r o
14 Motor Busy Check E oq até enviar oz
15 Motor Limit Status K o0\r
16 Motor Read Position HO\r 0-20000\r
17 Motor Limit Status K o0\r
18 Motor Move Relative F0,20000\r 0
19 Motor Set Position GO,posigao\r 0
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B.2 Descricao do Processo de Varrimento

A aquisicao de um espectro de Raman, segue os seguintes passos, quando se utiliza um

detetor monocanal:

1. O controlador recebe o comando para fechar o shutter. Logo a seguir pede a
posi¢ao (em passos) do motor do monocromador. E também verificado se nao sdo

ultrapassados nenhuns limites do movimento do motor.

2. Seguidamente, ¢ enviado um ntimero de passos que permite posicionar o motor de
acordo com a posi¢do que permite iniciar o varrimento. Em consequéncia é enviada
uma sequéncia de comandos para verificar a realizagdo dos passos do motor até que
este termine o movimento (resposta oz do comando E). Segue-se uma sequéncia dos
comandos 'E’ e ’K’, comandos( 5 e 6) alternados. Apds esta sequéncia tem-se o

envio de 2 comandos 'E’ e 1 comando 'K’ (comandos 7, 8 € 9).

3. E questionado ao controlador a posi¢io do motor. Apds verificacio e confirmacao de

nao ultrapassagem de limites é enviado o niimero de passos que permitem a correcao
devido a backlash.

4. E executada nova sequéncia de comandos que permite verificar o estado do movimento
do motor. Assim que o motor termina o movimento é verificado se ha problemas

relativamente aos limites do movimento.

5. Antes de se iniciar o varrimento, é pedido novamente a posigdo (em passos) do

motor, e é ordenada a abertura do shutter.

6. A realizagdo do varrimento que permite obter o espectro de raman, tem a seguinte

sequéncia:

(a) Envio do comando com o niimero de passos a incrementar, apds conversao, a
posi¢do do motor (comando 19) de acordo com o incremento introduzido pelo

utilizador.
(b) Verificagao do estado do motor até que este termine o movimento
(c) Verificacao da nao violagao de limites
7. Apés o ultimo incremento, e aquisicao do ultimo ponto, é fechado o shutter.

8. E comunicado ao controlador a ordem de término de movimento do motor, de modo

a parar o motor (comando 'L’).
9. Por fim, é perguntada a nova posi¢ao do motor.

A sequéncia descrita apresenta-se na Tabela B.2.
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Tabela B.2: Sequéncia de passos executados durante a realizacao de um varrimento. Os
valores utilizados, para a posi¢ao e para o incremento de passos do motor, sao referentes a
um varrimento especifico e sao utilizados como exemplo.

Comando Resposta

Ordem Enviado Recebida

1 XO0\r 0

2 HO\r 0-7170400\r

3 K o0\r

4 F0,-220280\r o

) E oq até oz

6 K o0\r

7 E 07

8 E 07

9 K o0\r

10 HO\r 0-7390680\r

11 K o0\r

12 F0,20000\r o

13 E oq até oz

14 K o0\r

15 HO\r 0-7370680\r

16 K 00\r

17 WO\r 0

18 K 00\r

19 F0,2800\r o

20 E oq até oz

21 K 00\r

22 XO0\r 0

23 L 0

24 HO\r 0-7171880\r
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Apéndice C
Desenhos dos Raios Geométricos

Os diagramas dos raios 6ticos ao longo da sua propagacao sdo apresentados, de acordo

com Otica geométrica e utilizando o programa de simulagdo OpticalRayTracer, na Figura

C.1 e na Figura C.2.

L1
> - -F_________—_
> —r— O O
> A —— —————————————p
> > FO
> A
FL

Figura C.1: Diagrama dos raios 6ticos no acoplamento do feixe laser a fibra ética. A
escala ¢ de 4,33:1 mm. Legenda: FL - Feixe laser; L1 - Lente plano convexa de focagem

na fibra; FO - Fibra otica.

L3 F

ey
O
A J

Amostra

Figura C.2: Diagrama dos raios Oticos na incidéncia do feixe laser da fibra ética na
amostra. A escala é de 4,17:1 mm. Legenda: L2 - Lente plano convexa de colimacao; L3 -
Lente plano convexa de focagem na amostra; F - Filtro passa-banda; FO - Fibra ética.
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O percurso dos raios 6ticos, no interior do monocromador, também é apresentado na

Figura C.3, percurso inicial, e Figura C.4, o percurso com CCD.

Amostra

Figura C.3: Diagrama dos raios 6ticos no interior do duplo monocromador, com detegao
monocanal. Desenho nao feito a escala. Legenda: F.E. - Fenda de entrada; F.S. - Fenda
de saida; E1 - Espelho de colimagao do primeiro monocromador; E2 - Espelho de focagem
do primeiro monocromador; E3 - Espelho de colimacao do segundo monocromador; E4 -
Espelho de focagem do segundo monocromador; E.I.1 - Espelho de desvio para a fenda
intermédia; E.I.2 - Espelho de desvio da fenda intermédia para o segundo monocromador;
F.I. - Fenda intermédia; R1 - Rede de difracao do primeiro monocromador; R2 - Rede de
difracao do segundo monocromador; D - Detetor (PMT).

Amostra

E1l E2 E3 E4

Figura C.4: Diagrama dos raios 6ticos no interior do duplo monocromador, com adic¢ao
de dete¢ao multicanal. Desenho nao feito a escala. Legenda: F.E. - Fenda de entrada;
F.S. - Fenda de saida; E1 - Espelho de colimac¢ao do primeiro monocromador; E2 -
Espelho de focagem do primeiro monocromador; E3 - Espelho de colimagao do segundo
monocromador; E4 - Espelho de focagem do segundo monocromador; E.I.1 - Espelho
de desvio para a fenda intermédia; E.I.2 - Espelho de desvio da fenda intermédia para
o segundo monocromador; F.I. - Fenda intermédia; R1 - Rede de difragdo do primeiro
monocromador; R2 - Rede de difracdo do segundo monocromador; E.P. - Espelho plano
de desvio do feixe; D1 - Detetor (PMT); D2 - Detetor (CCD).
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Apeéndice D

Otimizacao da Resolucao Espectral a
Partir do Espectro de Raman de

Ciclo-hexano

D.1 Otimizacao pela Banda a 801,3 Acm™!

do Ciclo-hexano

Variagdo da FWHM com a largura da Fenda
T T T T T T
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Figura D.1: Curva da variacao da FWHM, em nm, com a abertura da fenda de entrada e
da fenda de saida, para a banda de 801,3 Aem ™! do ciclo-hexano.
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APENDICE D. OTIMIZACAO DA RESOLUCAO ESPECTRAL A PARTIR DO
ESPECTRO DE RAMAN DE CICLO-HEXANO

Tabela D.1: Valores da FWHM da Banda de 801,3 A em ™! do ciclo-hexano, antes e ap6s
a filtragem do sinal.

FWHMOriginal
(A cem™)

FWHMFiltrado
(Acm™)

FWHMOTiginal

(nm)

FWHMFiltrado

(nm)

3,319040,5483
2,816740,0658
3,048740,0483
3,4383+0,0585
3,7457-0,0099
4,2260+0,0456
4,706740,0622
4,8933-0,0505
5,438040,1145
5,8717+0,0630
6,297740,1068
6,880740,1049
7,3857+0,1586
8,03804:0,2232
8,487040,1014
9,0653-0,0901
9,411340,1370
10,054340,1168
10,6033:0,0499
11,138740,0129
11,7820:0,0789

3,697040,6411
2,97204:0,1600
3,139740,0323
3,5190+0,1411
3,787040,1255
4,211040,0115
4,722740,0071
4,997740,0172
5,513340,0021
5,8703+0,0332
6,3970+0,0707
6,920340,1085
7,457740,125
8,150740,1852
8,5693+0,0810
9,0760+0,0910
9,5587+0,0749
10,18630,1500
10,5687-0,0265
11,1510+0,0166
11,8397-40,0327

0,0956-20,0158
0,08114:0,0019
0,087840,0014
0,0990-£0,0017
0,1078-£0,0003
0,121740,0013
0,135540,0018
0,140940,0015
0,1566-:0,0033
0,169040,0018
0,18134:0,0031
0,19844-0,0030
0,212640,0046
0,231440,0064
0,244340,0029
0,26104:0,0026
0,271040,0039
0,2895-0,0034
0,305340,0014
0,320740,0004
0,33924:0,0023

0,106440,0185
0,0856-£0,0046
0,0904-£0,0009
0,10134:0,0041
0,1090-£0,0036
0,121240,0003
0,13604:0,0002
0,143940,0005
0,15874:0,0001
0,169040,0010
0,18424:0,0020
0,199240,0031
0,214740,0036
0,234740,0053
0,246740,0023
0,26134:0,0026
0,275240,0022
0,29334:0,0043
0,3043-£0,0008
0,321140,0005
0,3409-£0,0009

83



APENDICE D. OTIMIZACAO DA RESOLUCAO ESPECTRAL A PARTIR DO
ESPECTRO DE RAMAN DE CICLO-HEXANO

D.2 Otimizacdo pela Banda a 2852,9 Acm ™!

do Ciclo-hexano

Variacdo da FWHM com a largura da Fenda
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Figura D.2: Curva da variagdo da FWHM, em nm, com a abertura da fenda de entrada e
da fenda de saida, para a banda de 2852,9 Acm ™! do ciclo-hexano.
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ESPECTRO DE RAMAN DE CICLO-HEXANO

Tabela D.2: Valores da FWHM da Banda de 2852,9 A em ™! do ciclo-hexano, antes e ap6s
a filtragem do sinal.

FWH Morigina FW H MFitrado FWH Morigina FW H MFitrado
(A cem™) (Acm™) (nm) (nm)

8,0760£0,0970 10,8495+1,0005 0,2936=+0,0035 0,3945+0,0364

9,5817£0,2578 9,8047£0,7104 0,3484+0,0094 0,3565+0,0258

9,6467-+0,4628

9,3647-0,1381

9,9960-0,4193

9,31630,4060

9,8343+0,0712

10,135040,1949
10,339340,3103
10,4880+0,1394
10,8343+0,1678
10,9417+0,1665
11,205340,1509
11,261040,1114
11,68230,0782
12,130040,1408
12,38070,0866
12,72100,0802
13,0607+0,1617
13,39000,1464
13,8083+0,2033

9,6423+0,1521
9,4453+0,1076

10,293040,4832
9,8520+0,4475

10,2243+0,1896
10,2203+0,1620
10,5157+0,4253
10,5917+0,0698
10,90830,0264
11,047340,1140
11,2933+0,0686
11,2087+0,1387
11,7713+0,0956
12,1790+0,0632
12,4443+0,0782
12,720040,1230
13,1487+0,1428
13,5017+0,0958
13,8100+0,1679

0,3507-0,0168
0,3405-:0,0050
0,363440,0153
0,338740,0148
0,3575-£0,0026
0,3685-£0,0071
0,375940,0113
0,38134:0,0051
0,3939-£0,0061
0,3978-£0,0061
0,407440,0055
0,409440,0041
0,424740,0028
0,44104:0,0051
0,450140,0031
0,462540,0029
0,47494:0,0059
0,4868-£0,0053
0,5024:0,0074

0,3506-£0,0055
0,343440,0039
0,374240,0176
0,35824:0,0163
0,371740,0069
0,371640,0059
0,382340,0155
0,385140,0025
0,396640,0010
0,401640,0041
0,410640,0025
0,410840,0050
0,42804:0,0035
0,442840,0023
0,452540,0028
0,462540,0045
0,47814:0,0052
0,49094:0,0035
0,502140,0061
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Apéndice E
Alinhamento do Laser

O laser Innova Coherent 90, aquando do inicio do projeto, apresentava uma poténcia
Otica variavel, entre os 50 mW e os 130 mW, apos se executar o alinhamento descrito
na seccao E.1. Podendo este laser atingir um valor de 1 W de poténcia 6tica, no seu
funcionamento normal, verificou-se que existia um desalinhamento entre os espelhos, que
se encontram nos extremos do tubo de onde é produzido o feixe laser. De modo a se
conseguir atingir a poténcia maxima realizou-se uma limpeza das componentes 6ticas do
laser. Tal procedimento originou a necessidade de realizar o procedimento de alinhamento
dos espelhos descrito na seccao E.2 para restabelecer a producao do feixe laser. Este
alinhamento necessita que se afine a posicao de ambos espelhos para se conseguir obter
laser, no entanto, apos seguir os passos indicados nao se conseguiu restabelecer a producao

do feixe laser.

E.1 Alinhamento da Direcao do Feixe

O laser, de modo a incidir na amostra com a maior eficiéncia, necessitou de ser alinhado.
O procedimento para o alinhamento do laser inclui a utilizagao de 4 guias que permitem
colocar o feixe laser a incidir corretamente na amostra. O procedimento realizado para o

seu alinhamento é descrito a seguir:

1. O inicio do alinhamento ¢é efetuado com uma pega moével, que deve ser deslocada ao
longo do brago de entrada do feixe laser, que permite verificar a horizontalidade do
feixe, como na Figura E.1A. O feixe deve ser manipulado de modo a que mantenha
a mesma posi¢ao na peca movel ao longo das diferentes posicoes da peca. S6 apos a

verificagao de horizontalidade do feixe é que se prossegue para a proxima guia.

2. Neste passo, coloca-se o medidor de poténcia (power-meter) no orificio de entrada

do feixe e ajusta-se, através de um parafuso micrométrico, até otimizar a poténcia
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do laser. Para tal verifica-se o valor medido no power-meter. A segunda guia é uma
peca de plastico que apresenta um orificio, E.1B. Esta é colocada de modo a que
esteja totalmente fixa e encostada na parede da caixa do brago de entrada do feixe.
O feixe é deslocado de modo a que esteja centrado no orificio que a pega apresenta.
A verificacao é realizada observando, perpendicularmente, o feixe laser, utilizando
6culos que apresentem uma densidade otica que permitam a sua segura visualizagao.

Estando o feixe centrado, segue-se para o passo seguinte.

3. Neste passo o laser é alinhado utilizando a terceira guia. A terceira guia consiste
num indicador em cruz, que se encontra na estrutura de suporte, Figura E.1C. O
alinhamento é realizado através de 3 parafusos micrométricos, que se encontram na
base desta estrutura, e que permitem movimentar um espelho que desvia o feixe
laser de modo a incidir na amostra. Apds o feixe estar centrado com o indicador em

'x’, da-se continuidade ao alinhamento.

4. O alinhamento é terminado quando o feixe se encontra centrado no indicador, também
ele com a forma de 'x’, presente na guia colocada no local que servira de colocagao
da amostra, Figura E.1D. Novamente, fazendo uso de parafusos micrométricos,
centra-se o feixe laser no indicador da pega guia, que confirma que o laser esta

corretamente alinhado.

Apds o alinhamento do laser ter sido realizado, pode-se fazer uso do laser de forma regular

sem a necessidade de novo alinhamento.

Figura E.1: Guias de alinhamento do feixe laser.
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E.2 Alinhamento dos Espelhos

Este alinhamento necessita que se efetue um alinhamento do espelho frontal seguido do

alinhamento do espelho da retaguarda. Os passos utilizados neste alinhamento foram os

seguintes:

1.

2.

Retirar o espelho da retaguarda e remover a cobertura do laser, Figura E.3.

Apo6s se iniciar o funcionamento do laser, de modo a se proceder com o alinhamento,
aumenta-se a corrente do laser, no controlador, para o valor maximo. Coloca-se a

abertura frontal na posicao 0, que é a de maior abertura.

De seguida colocou-se uma folha de papel milimétrico, fixo na parede, atras da

abertura do espelho retirado.

Com duas chave Allen de 1/8” fez-se, lentamente, o ajuste da posigao vertical e
horizontal, simultaneamente. Ao longo deste alinhamento foi possivel verificar uma
zona circular, azul, rodeada de anéis, como na Figura E.2. Segundo o manual de
utilizador, seria necessario verificar o movimento de luz ao longo do papel, que seria
de cor semelhante a vista desde o inicio do procedimento, pelo que seria dificil de
distinguir tal movimento. De seguida, alinham-se os parafusos que permitem o
ajuste vertical e horizontal para o brilho maximo. Quando tal acontece, o espelho

frontal encontra-se perpendicular ao tubo.

De seguida colocou-se, novamente, o espelho da retaguarda. Movimentou-se, através
do selector de comprimento de onda,este espelho de modo a que ficasse com uma

inclinagao para a frente.

Para se alinhar este espelho com o tubo e se produzir laser, fez-se mover o espelho,
na vertical, com a ajuda de um pin existente na estrutura. Simultaneamente fez-se
um varrimento horizontal com o manipulo que controla o parafuso, relativo a este

movimento, neste espelho.

Quando se verificasse a existéncia de um flash no tubo, mudando de cor violeta
para verde, dever-se-ia terminar o varrimento horizontal e ajustar o manipulo do
movimento vertical, existente no seletor de comprimento de onda, para a posicao na

qual se conseguisse manter a producao constante de feixe.

Apés a realizagao deste alinhamento dos espelhos seria necessario aprimorar o alinhamento

para se ter a poténcia otica maxima. No entanto, o procedimento utilizado nao produziu

laser, tendo-se dificuldade em verificar o movimento necessério que confirmasse o alinhamento

do espelho frontal. Deste modo nao foi possivel obter, novamente, o feixe laser.
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Figura E.2: Visualizacao da mancha vista no alinhamento do espelho frontal.

Figura E.3: Laser Innova Coherent 90 com a cobertura retirada para alinhamento.
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LASER EMISSION

Figura E.4: Visualizacao dos painéis dos manipulos de controlo da posi¢ao dos espelhos.
Esquerda: Aberturas dos parafusos de controlo da posicao do espelho frontal e saida do
feixe laser, ao centro. Direita: Manipulos de controlo da posicao do espelho da retaguarda.
Legenda: A - Abertura de parafuso de controlo vertical do espelho frontal; B - Abertura
para aceder ao parafuso de controlo da posi¢ao horizontal do espelho frontal; C - Manipulo
de controlo da posi¢ao horizontal do espelho da retaguarda; D - Seletor de comprimento de
onda/ Manipulo de controlo de posigao vertical do espelho da retaguarda; E - Estrutura
onde se encontra o espelho da retaguarda; F - Pin de movimento vertical;
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Apéndice F

Descricao da Interface do Utilizador

F.1 Interface de Utilizador

O controlo do SPEX Ramalog 1403 é executado através do envio de comandos por uma
interface, que funciona em DOS, para o controlador. Um dos objetivos estabelecidos foi o
de produzir uma interface que reproduzisse o funcionamento da interface original, com

um design mais recente e com a capacidade de funcionar em sistemas operativos atuais.

F.1.1 Descricao do Inicio da Janela da Interface

O funcionamento da interface inicia-se ainda antes da interface ser visivel. Durante o
processo de arranque da interface ocorre o handshake inicial, como descrito no Apéndice
B.1, entre a interface do utilizador e o controlador. O handshake termina com um pedido,
visivel para o utilizador de acordo com a Figura F.1, da posicdo em que o monocromador

se encontra, sendo esta tomada como referéncia para o inicio do funcionamento.

De seguida, é apresentada a interface, tendo visivel o local onde seré apresentado o espectro
e trés menus, na barra de menus, dos quais s6 um esta ativo. A barra de menus é assim

constituida pelos menus Ficheiro, Aquisicdo, Espectro.
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E necessdrio infroduzir o nimero de onda existente no SPEX.

Numero de Onda (em ") 13000.000

0K

Figura F.1: Janela com pedido de introducao da posicdo, em nimero de onda, do
monocromador indicada no SPEX.

F.1.2 Menus

F.1.2.1 Menu Ficheiro

E o inico menu inicialmente ativo. E através deste menu que o utilizador consegue iniciar

o processo de aquisi¢ao do espectro, bem como terminar a execucao da interface.
Neste menu apresentam-se dois botoes:

Guardar: Clicar neste botao abre uma janela que permite escolher o local onde serao
guardados os ficheiros com a informagao da aquisi¢ao, em formato “txt’, bem como atribuir
o nome destes ficheiros. Ao indicar o nome e o local onde serda armazenado o ficheiro com
os dados referentes aos pontos adquiridos durante a aquisicao, é criado, simultaneamente,
um segundo ficheiro, na mesma localizagao e no mesmo formato, com os parametros de

aquisicao estabelecidos.
Ap0s ser criado o ficheiro, todos os menus ficam ativos.

Sair: O clique neste botao permite terminar a aplicacdo, tal como ocorre se se clicar no "X’,
existente na barra superior da aplicacdo. Ao clicar num destes botoes, sera apresentada

uma janela, apresentada na Figura F.2, que permite ao utilizador certificar a acdo tomada.
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(4 MATLAB App - o X

Confirmar Encerrar

9 Quer encerrar a aplicagio?

Figura F.2: Janela de confirmacao de encerramento da aplicagao.

F.1.2.2 Menu Aquisicao

O menu de aquisi¢ao, estd relacionado com o tipo de detetor utilizado para realizar a
aquisicao do espectro. Deste modo é constituido por dois sub-menus, que permitem
escolher entre detecao monocanal e multicanal. Ao selecionar um dos menus tem-se
outros sub-menus. No sub-menu Monocanal sdo apresentados as opgodes Alta-Voltagem,
Parametros de Aquisicio e Iniciar Varrimento. No sub-menu Multicanal sao apresentados

as opgoes Parametros de Aquisicao e Iniciar Aquisicao.

Os parametros de aquisicao utilizando o PMT sao escolhidos na janela apresentada na
Figura F.3.

& MATLAB App - O x [#] MATLAB App - ] *
Parametros de Aquisicdo Parametros de Aquisigdo

Nimero de Aquisicbes Numero de Aguisices lIl

Inicio Acm™! Inicie (D

Fim Acm! Fim p

Incremento Acm™! Incrementa em™!

Tempo de 30 (s) 1 Tempo de Integracdo (s) l:l

Linha do Laser cm!

Unidades [@J Unidades @J

Figura F.3: Janela que permite a escolha dos parametros de aquisicao, em unidades de
Desvio de Raman (esquerda) e em unidades de Niumero de Onda (direita).
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Nesta janela, tem-se os seguintes parametros:

1.

Numero de varrimentos: Permite introduzir o nimero de aquisi¢oes seguidas que
se pretende adquirir. Tem-se um intervalo, com um minimo de uma aquisicao, até a

um maximo de 99 aquisigoes.

. Inicio: E onde se introduz a posicao inicial da aquisicdo. O valor atribuido depende

da escolha de unidades de aquisi¢ao. Deste modo, em unidades Desvio de Raman,
nao pode ser um valor superior ao do parametro seguinte, tendo que estar contido
no intervalo de -9573,3 Aem ™! a 6426,7 Aem ™. Em unidade de 'Nimero de Onda’,
sendo que a aquisi¢ado é no sentido decrescente de niimeros de onda, este valor tem
que ser sempre superior ao do parametro seguinte, que ¢ o limite minimo do novo

intervalo, cujo limite superior é de 29 000 em~!.

Fim: Parametro que indica a posicao final, no espectro, da aquisi¢do. Tal como
o parametro anterior, apresenta um intervalo de valores possiveis dependente das
unidades escolhidas. Neste, em unidades 'Desvio de Raman’, o intervalo é limitado,
inferiormente, pela posi¢ao inicial e limitado superiormente pelo valor de 6426,7
Acm™1. Relativamente a unidades de *Nimero de Onda’, o intervalo de valores
possiveis, apresenta um valor minimo de 13 000 ¢m ™! e um valor méaximo de 29 000

em™ L

. Incremento: Intervalo de incrementacao, em 'Numero de Onda’ ou ’Desvio de

Raman’, entre cada ponto adquirido. Tem um valor minimo de 0,0025 e¢m ™! ou

l'e um méaximo que é obtido pela diferenca entre os extremos do intervalo

Acm~
constituido pelos valores dos parametros anteriores. Sendo a conversao, de ’Desvio
de Raman’ para ’Numero de Onda’, entre os valores dos extremos do intervalo
dependente da linha do laser, o incremento, ao ser alterada a unidade de aquisicao,

é s6 o simétrico do valor na unidade anterior.

. Tempo de Integracao: Tempo necessario, em segundos, para se adquirir cada

ponto. Varia entre os 0,001s e os 160s.

Linha do Laser: Parametro indicativo da linha do laser em niimero de onda
absoluto. Este parametro permite converter os valores dos parametros anteriores,
entre si. No entanto so esta visivel quando se escolhe, no parametro seguinte, a

opcao de unidades de "Desvio de Raman’.

Unidade: Permite escolher entre duas unidades, Desvio de Raman (ntmeros de
onda relativos a linha do laser) e Nimero de Onda (nimeros de onda absolutos).
A escolha da opc¢ao permite a interface fazer a conversao entre os valores de cada
parametro, bem como as respetivas unidades, de modo a que a interface indique a

informagao correta ao utilizador.
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Tendo em conta o software original, a escolha dos parametros é ajustada de modo a se
ter um numero inteiro de pontos a adquirir, e um minimo de 2 pontos adquiridos. Com
efeito, os parametros escolhidos pelo utilizador podem, em determinadas situacoes, nao
corresponder aos parametros finais, para que se tenha um ntimero inteiro de pontos de
aquisicao, sendo aproximados para o valor mais adequado como ja era realizado pelo

software original.

A escolha dos pardmetros de aquisicao referentes a aquisicdo com detetor multicanal, sao
realizados numa janela semelhante apresentada na Figura F.4. Neste, a op¢ao 'Nimero
de Varrimentos’ é substituida por 'Numero de Aquisi¢des’, mantendo-se a funcionalidade.
Desaparecem as opcoes 'Incremento’ e "Tempo de Integragao’, existindo agora a opgao de
'Nimero de Frames’ Todas as opgoes que se mantém tém a descricao igual a anterior.
A opcao de 'Numero de Frames’ permite escolher o nimero de imagens que a camara

captura, sendo que se tem um intervalo possivel de frames de 1 a 4000 frames.

- -

Parametros de Aquisigdo Parametros de Aquisigdo

Numero de Aquisigbes 2 Nimero de Aquisiges 2
InED 111500000 Acm! (2D 18311.70000 an”!

Eim 1140.00000 Acm! Fim 18286.70000 om™!

Numero de Frames 400 Numero de Frames 400

Linha do Laser 19426.70 cm™!

Unidades | Raman Shiit Unidades | Wavenum... v

OK QK

Figura F.4: Janela que permite a escolha dos parametros de aquisicao, da detecao
multicanal, em unidades de Desvio de Raman (esquerda) e em unidades de Nimero de
Onda (direita).

F.1.2.3 Espectro

O menu indicado por ’Espectro’ permite ao utilizador aceder a um conjunto de sub-menus
cuja funcao ¢é a de alterar o aspeto da figura de apresentagdo do espectro. Com este

objetivo, tem-se se os seguintes sub-menus:

Grelha: Ao clicar neste botao é possivel ao utilizador ativar ou desativar a grelha na

figura onde é apresentada o espectro.

Eixos: O clique neste botao abre uma janela que possibilita a introducao de titulo do

grafico, do eixo x e do eixo y.

Escala: Permite alternar a escala do eixo das ordenadas entre escala linear e escala

logaritmica.
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Apeéndice G

Curvas de Transmissao dos Filtros

Transmission (%)

W]
N

510 515 520
Wavelength (nm)

Figura G.1: Grafico da curva de transmissao do filtro passa-banda.

300 400 500 600 700 800 900
Wavelength (nm)

Figura G.2: Grafico da curva de transmissao do filtro passa-alto.
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Apéndice H

Desenhos das Pecas CAD

No decorrer do projecto foram utilizadas diversas pecas, desenhadas em CAD no Autodesk

Inventor Professional 2021, da Autodesk, impressas na impressora Ultimaker 27 .

Figura H.1: Desenho em CAD da peca da estrutura inicial utilizada para realizar a
geometria de transmissao.
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Figura H.2: Desenho em CAD da peca da estrutura inicial utilizada para realizar a
geometria de transmissao.

Figura H.3: Desenho em CAD da pega utilizada para colocar cuvettes com a amostra a
analisar.
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Figura H.4: Desenho em CAD da peca onde é colocado o filtro passa-alto, apds a amostra.
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