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ESPECTROSCOPIA RAMAN DIFERENCIAL

RESUMO

A maior vantagem da técnica de espectroscopia Raman comparada com as
outras técnicas de analise é o fato da mesma promover investigacdes bioquimicas
em diferentes tipos de materiais. Particularmente, esta técnica de analise tem um
grande interesse no setor biomédico por ser uma importante ferramenta analitica de
pesquisa. Porém, amostras biolégicas sdo espécimes muito fluorescentes, podendo
ter seus espectros Raman mascarados, tornando-se impossivel o processo de
identificacdo dos mesmos. Este trabalho apresenta um método para a reducdo ou
eliminacdo dos efeitos da fluorescéncia sobre os espectros Raman de amostras
bioldgicas. Este método baseia-se em recuperar as bandas Raman usando a
Espectroscopia Raman Diferencial. Os espectros diferenciais sdo gerados através
da subtracéo de dois espectros similares de uma amostra bioldgica, obtidos através
de um pequeno deslocamento na linha do laser de excitacdo (SERDS), onde cada
espectro é capturado usando linhas do laser de excitacdo muito proximas. A primeira
linha do laser é centralizada em um comprimento de onda definido (I ) e a segunda
€ deslocada por um pequeno valor conhecido (DI ). Foram desenvolvidos dois
diferentes tipos de sistemas Opticos, cada um com diferentes finalidades. O primeiro
deles é usado no estudo de amostras biolégicas “In Vitro” e o segundo é usado no
estudo de amostras bioldgicas ‘In Vivo”. Os resultados indicam um grande avanco
nesta area de pesquisa. Fato este que pode ser comprovado, comparando-se o
espectro final obtido de um sistema Raman Diferencial com um espectro final obtido
de um sistema FT-Raman, em andlises idénticas. Com a finalidade de se mostrar as
diferencas entre os dois sistemas, serdo realizadas comparacbes entre alguns
parametros de ambos sistemas, indicando as principais vantagens em que o sistema
Raman Diferencial tem sobre o sistema FT-Raman, como por exemplo: menor tempo
para aquisicao de espectros; possibilidade de mudanca da fonte excitadora (laser),
sem que haja significativas mudancas no circuito 6ptico; possibilidade de reducéo de
escala do circuito Optico; baixo custo; entre outros.

Palavras Chave: Espectroscopia Raman Dispersiva; SERDS; Fluorescéncia.



DIFFERENTIAL RAMAN SPECTROSCOPY

ABSTRACT

The most advantage of Raman spectroscopy technique compared with others
analysis techniques, is the fact that it promotes a biochemical investigation in
different kinds of materials. Particularly, this technique has a great interest in the
biomedical field because it becomes an important analytical research tool. However,
biological samples are very fluorescents specimens and this should mask its Raman
spectrum, making impossible to identify them. This work shows a method to reduce
or eliminate de luminescence effect on Raman spectra of biological samples. This
method is based on recovering Raman bands using Differential Raman
Spectroscopy. The differential spectrum is generated by the subtraction of two similar
spectra from a biological sample, obtained by a small shift on the excitation laser line
(SERDS), where each spectrum is captured using too close excitation laser lines.
The first laser line is centred with a defined wavelength (I ) and the second one is
slightly shifted by a known value (Dl ). It was developed two different kinds of
dispersive optical systems, each one with different uses form. The first one is used to
study ‘In Vitro” biological samples and the second one is used to study ‘In Vivo”
biological samples. The results indicate a great advance in this research area. This
fact may be demonstrated comparing a final spectrum obtained from a Differential
Raman system with a final spectrum from a FT-Raman system, in identical analysis.
With the purpose to show the differences between the two systems, some
parameters of both systems will be compared, indicating the main Differential Raman
system advantages over the FT-Raman system, like: less time for acquisition of the
spectra; possibility of changing the laser source, without any optical circuit significant
changes; optical circuit reducing scale possibility; low cost; etc.

Key Words: Dispersive Raman Spectroscopy; SERDS; Fluorescence.
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1 INTRODUCAO

A evolugdo tecnoldgica ocorrida nestas Ultimas décadas tem contribuido para
consideraveis avancos em pesquisas e estudos nas mais diversas areas. A
biofotbnica € uma dessas &reas. Dentro desta, destaca-se a técnica de
espectroscopia Raman, devido a sua aplicabilidade e potencialidade de uso. Ela é
uma técnica utilizada para caracterizacao bio-fisico-quimica de diferentes tipos de
materiais.

Para sistemas bioldgicos em patrticular, a técnica de espectroscopia Raman tem
se mostrado como uma ferramenta extremamente promissora por ndo ser invasiva e
nao ser destrutiva, ou seja, ndo havendo a necessidade de remoc¢édo da amostra da
regido em andlise, garantindo sua integridade fisica durante todo o processo de
analise da mesma. Podendo-se entdo, reutilizar a mesma amostra em outras futuras
andlises. Proporciona-se assim, cada vez mais novos estudos e andlises In Vivo / In
Vitro de amostras biolégicas, destacando-se nos campos de diagnostico de
neoplasias em tecidos biologicos (O'SHEA et al.,, 1974; BITAR et al.,, 2006;
ANDRADE et al., 2007; MARTIN et. al. 2004; NUNES et. al., 2003; PENTEADO et.
al., 2006; MARZULLO et. al., 2007); odontologia (CARDEN et al., 2000; OLIVEIRA
et. al., 2006; SOARES et al., 2007a); e estudos celulares (XIE; LI, 2003; TANG et al.,
2005; XIE et al., 2005; RAMSER et al., 2005; OJEDA et al., 2006).

A tecnologia disponivel atualmente para instrumentacao espectroscopica (foto-
detectores, grades de difracdo, lasers, lentes, filtros, etc.), possui melhor
performance, na regido visivel do espectro (400 — 750 nm). Porém, para estudos em
sistemas biolégicos, o uso de luz com este comprimento de onda (I ), induz
fluorescéncia, o que pode mascarar a maioria das bandas (picos) do sinal Raman e
diminuir a relacao sinal ruido (S/R) das medidas realizadas.

Para superar este problema, uma possibilidade seria a de utilizar radiagéo
infravermelha (IR), especialmente Nd:YAG, em 1064 nm (ANDRADE et al., 2007).
Espectros razoaveis com esta excitacdo sao obtidos através da técnica FT-Raman,
porém a mesma demanda longos tempos de aquisicdo (tipicamente 1000 vezes a

mais que na técnica Raman dispersiva), com baixa resolucédo e sensibilidade. Além
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do mais, excitacdo com (|l ) muito grande diminui ainda mais o sinal Raman
espalhado pela amostra, tornando-se mais dificil a sua analise.

Outra opcdo é a de utilizar radiagdo ultravioleta (UV), com a qual é possivel
obter espectros de boa qualidade, devido a eliminacdo dos efeitos da fluorescéncia,
assim, como pela intensificagdo das bandas Raman (aproximadamente 1/1*%).
Entretanto, a instrumentacdo necessaria é limitada e demanda um alto custo. Além
de que, as amostras biolégicas podem sofrer sérios danos, devido a incidéncia de
radiacdo UV. Para sistemas In Vivo, existe uma limitacdo do uso de cateteres de
fibra Optica devido a grande perda do sinal na fibra operando na regido do UV.

Recentemente, alguns métodos foram desenvolvidos, objetivando a reducdo ou
até a eliminacdo por completo dos efeitos de fluorescéncia do sinal Raman
espalhado pela amostra (BELL; BOURGUIGNON; DENNIS, 1998; BARSBERG,;
MATOUSEK; TOWRIE, 2005; OSHIMA et. al., 2006). Entre eles destacam-se: 0
método SERDS (Shifted Excitation Raman Difference Spectroscopy), ou ainda,
Espectroscopia Diferencial Raman por Excitacdo Deslocada (TRACEWELL et al.,
2001; MATOUSEK; TOWRIE; PARKER, 2002); o método de modulacdo de
polarizacdo (PERSON; ZHAO; ZHANG, 2006); por fim, o método de excitacdo por
pulso de pico-segundos (EFREMOV et. al., 2007). Neste trabalho apresentaremos o
desenvolvimento de uma variante destes métodos, chamado de Espectroscopia

Raman Diferencial, aplicavel a sistemas bioldgicos In Vitro e In Vivo.

1.1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é mplementar a técnica de Espectroscopia Raman
Diferencial que seja capaz de fornecer espectros Raman totalmente livres de

fluorescéncia para estudos em sistemas biolégicos “In Vitro” e “In Vivo”.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESPECTROSCOPIA MOLECULAR

O termo espectroscopia refere-se ao conjunto de métodos e técnicas, baseados
na interpretacdo dos espectros de emissdo, absorcdo, e/ou espalhamento de
radiacbes eletromagnéticas de uma dada amostra. Estes métodos oferecem uma
grande contribuicdo aos estudos das estruturas e propriedades da matéria, nos mais
diferentes setores como: fisica atbmica e molecular, quimica e biologia molecular.
Os espectros de emissdao e/ou absorcédo, revelam informacdes tanto estruturais,
como também, de interacdes intramoleculares da matéria através da interacdo da
radiacdo com os atomos e/ou moléculas da mesma (DEMTRODER, 1996).

Os espectros sdo obtidos através das transicOes entre os estados (niveis) de
energia das moléculas de uma determinada substancia. A espectroscopia molecular
estuda a variacao interna de energia de uma molécula durante seu processo de
absorcdo, emissdo ou espalhamento de quantidades discretas (quantizadas) de
radiacao eletromagnética (HECHT, 2002).

A energia total de uma molécula pode ser expressa através da soma das
energias de excitagbes parciais dos niveis eletrénico, vibracional e rotacional da
mesma (SALA, 1996; EISBERG; RESNICK, 1979), conforme mostra a equacao (1):

E=E, +E, +Ey  [1]

Espectros Rotacionais: resultam das transicdes entre os niveis rotacionais de
um determinado nivel vibracional em um estado eletrénico particular. Geralmente,
estes espectros estao nas regides de microondas e/ou no infravermelho distante.
Estes espectros podem ser analisados por meio da espectroscopia Raman.

Espectros Rotacionais - Vibracionais: resultam de transicdes dos niveis
rotacionais de um determinado estado vibracional, para os niveis rotacionais de um
outro determinado estado vibracional, dentro de um mesmo estado eletrénico

(estado eletrénico permanece inalterado). Geralmente, estes espectros localizam-se
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na regido do infravermelho, onde sao compostos por linhas estreitamente
espacadas, denominadas linhas de banda. Estes espectros podem ser analisados
por meio da espectroscopia Raman e pela espectroscopia infravermelha.

Espectros Eletrénicos: resultam de transicdes que ocorrem entre os niveis
rotacionais dos diversos niveis vibracionais de um determinado estado eletronico, e
0s niveis rotacionais e vibracionais de um outro determinado estado eletrénico
(sistema de bandas). Estes espectros sdo compostos por todas as bandas
vibracionais da transi¢cao eletrbnica, assim como, por todas suas bandas rotacionais.
O espectro da fluorescéncia € um exemplo destes espectros que se originam de
transi¢cdes decorrentes entre os estados eletrénicos da matéria.

A figura abaixo mostra um diagrama representando os niveis (estados) de
energia de uma determinada molécula, assim como as possiveis transicbes que
podem ocorrer entre os mesmos. Os algarismos romanos (I) e (ll) indicam dois
estados eletrdnicos da molécula, podendo a mesma possuir um ndmero maior ou
menor de estados eletrénicos. O simbolo (v) representa os (n) estados vibracionais
da molécula, ja o simbolo (j) representa os (m) estados rotacionais da mesma. As
letras (a), (b) e (c), representam respectivamente, as seguintes possiveis transicoes:

rotacional; rotacionatvibracional e eletronica (HECHT, 2002).

m

ok

=
=

i1

1111 -

aE
vy

[i]
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Figura 1: Niveis de energia de uma molécula: rotacional (j), vibracional (v) e eletrénico (algarismos
romanos). As setas indicam as possiveis transi¢fes: (a) rotacional, (b) rotacional-vibracional e (c)
eletrénica.
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2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman € uma técnica espectroscopica baseada no
espalhamento inelastico da luz pela matéria (efeito Raman). Este efeito pode ser
compreendido como sendo um espalhamento onde ocorre a mudanca de frequéncia
da luz monocroméatica incidente, mediante a interacdo da mesma com a matéria.
Este efeito foi previsto por Adolf Smeakel (HECHT, 2002), em 1923 e observado
experimentalmente, em 1928, pelo entdo professor da Universidade de Calcutta,
Chandrasekhara Vankata Raman, de onde o fen6meno ficou conhecido como efeito
Raman ou espalhamento Raman. Ja em 1930 a espectroscopia se tornou o principal
método de analise ndo-destrutiva (garantia a integridade fisica da amostra), o que
levou C. V. Raman a receber um prémio Nobel (IBACH e LUTH, 1993).

2.2.1 PROCESSO DE FORMACAO DO SINAL RAMAN

O efeito Raman esta associado a indu¢cdo do momento de dipolo na molécula,
pelo campo elétrico da radiacdo incidente de excitacdo, em uma determinada
amostra. Ou seja, pela polarizabilidade molecular (ANDERSON, 1973).

Pela teoria classica (IBACH; LUTH, 1993; SALA, 1996), pode-se representar o

momento de dipolo induzido através da equacao (2):

® ®
P=akE [2]
Onde:

®
- P representa o vetor do momento de dipolo induzido da molécula;

- a representa a polarizabilidade da molécula (capacidade de separar cargas

dentro da molécula);

®
- E representa o vetor campo elétrico da radiacdo incidente de excitacao.
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A polarizabilidade da molécula (a ), pode ainda ser expandido em série da

coordenada interna (q), representada pela equacéao (3):

a=a LR 0 xq + [3]
0 gdqa)

Supondo:

q =, >XC0S(2pV,;,t) [4]
E = E, >xcos(2ov,t) [5]

Onde (v,,,) e (v,) representam respectivamente, a frequéncia vibracional e a

freqUiéncia da radiacdo incidente.
Logo, o momento do dipolo induzido pode ser representado assim como na

equacao (6):

® ..

P =2, *E, Xc0s(2pv,1) +§;—23 20 XE, O 20V,1) 50OV, 1) +... [6]
%

Considerando que os termos de ordem superior podem ser desprezados para

pequenas vibracdes e aplicando a equacéo (6) a seguinte identidade trigonométrica
dada pela equacao (7):

cos(A) >cos(B) = %[cos(a +b)+cos(a- b))  [7]

Teremos:
o )
P =2, X, cos(2pvot) + %Eﬂ%g Qo XEo{cosf2pt (v, + )]+ cod2pt(v, - vi)} (8]
u -~ S ETR — _
Espalhamento Espal harento
Elastico Inelastico

Neste ponto, j& € possivel notar as componentes principais que compdem o sinal

espalhado pelas moléculas da amostra. O primeiro termo da equacao (8)
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corresponde ao espalhamento elastico Rayleigh (ANDERSON, 1973), aqui
representado pela equacéao (9):

Snal =a,, XE, xcos(2pv,t) [9]

Rayleigh

A figura 2 ilustra o processo do espalhamento elastico, onde é possivel observar
que a energia da radiacdo espalhada € igual a energia da radiacdo incidente de
excitacao.

Estado
Intermdizno

h [y \J’\J\[\'
\f\l"\-r\' b = by

|e>

|b>

|a>

Figura 2: Espalhamento elastico Rayleigh.

Ja o segundo termo, corresponde ao espalhamento inelastico Raman, onde por
sua vez, pode ser desmembrado em dois outros termos aqui representados pelas

equacdes (10) e (11):

laza O
Snal gges = Egd_qé)qo xE, €08 20t (V, - V)] [10]
lazda O
Snal Anti- Stokes = E gd_q;)qo ><EO COS[Zpt (VO + Vvib)] [ll]

A figura 3a ilustra o processo do espalhamento inelastico Stokes, onde é
possivel observar que a energia da radiacdo espalhada € menor que a energia da
radiacdo incidente de excitacdo. Ja a figura 3b ilustra o processo do espalhamento
inelastico Anti-Stokes, onde é possivel observar que a energia da radiacéo

espalhada é maior que a energia da radiacao incidente de excitacao.
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Figura 3: Espalhamentos inelasticos: (a) espalhamento Stokes; (b) espalhamento Anti-Stokes.

Através destes dois termos, acima mencionados, € possivel compreender a
simetria entre os espalhamentos inelasticos Stokes e Anti-Stokes, conforme mostra

a figura 4:

I(v) Rayleigh

|

Stokes Anti-Stokes
hv < hy " hv. = hv . hv_= hv v

Figura 4: Relagdo entre os espalhamentos.

O termo g’é—zg representa a taxa de variacdo da polarizabilidade, a qual
%

determinara a contribuicdo dos dois ultimos termos da equacao (8). Sendo assim,
para que se tenha o espalhamento inelastico € necesséario que se estabeleca a
“regra de selecdo”, apresentada na equagdo (12), (IBACH; LUTH, 1993;
SALA,1996):

cela
a 0

10  p2
q o
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2.2.2 INSTRUMENTACAO BASICA PARA MEDIDAS RAMAN

O sistema apresentado na figura 5 apresenta uma entre outras diversas
configuracBes possiveis de implementacdo de sistemas dedicados as medidas
Raman. Nota-se a apresentacdo de uma instrumentacdo bdasica, apenas o0 minimo
necessario para a realizacado das medidas. No caso de uma otimiza¢do do sistema,
faz-se necesséaria a inclusdo de mais componentes Opticos ou até outras novas

configura¢des no “layout” do mesmao.

Figura 5: Instrumentagdo basica para medidas Raman.

O sistema basico desenvolvido para mediadas Raman pode ser dividido em trés
partes principais, sendo elas: fonte de excitacéo; captura e filtragem do sinal e, por
fim, manipulacédo e armazenamento do sinal.

A primeira parte do sistema, diz respeito a fonte de excitagcdo da amostra, a qual
compreende uma fonte de luz qualquer (lampada, laser, etc.). Atualmente, € utilizado
o laser (Fig. 5 - 1) como fonte de excitacdo, devido ao fato de ser uma luz
monocromatica, com ajuste de poténcia, com a possibilidade de sintonizacdo do
comprimento de onda, além de outras vantagens. Ainda nesta primeira parte do
sistema, sdo mostrados alguns elementos opticos (lentes e espelhos), responsaveis,
respectivamente, pela focalizacdo e direcionamento do laser de excitagdo na
amostra (Fig. 5—-2 e 3).

O laser de excitacdo incide sobre a amostra, a qual, por sua vez, encontra-se
posicionada em um porta-amostras (Fig. 5 - 4). O porta-amostras possui flexibilidade
de movimentacdo nos eixos XYZ e azimute, permitindo-se assim um melhor

posicionamento das amostras.
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A segunda parte do sistema corresponde aos componentes Opticos (telescépio),
responsaveis pela captura e filtragem do sinal espalhado pela amostra (Fig. 5 - 5).
Mesmo que a configuracdo do “Layout” do sistema direcione a maior parte da luz
elastica espalhada pela amostra para o infinito, como mostra a figura acima, ainda
sobra uma pequena parcela da mesma devendo ser filtrada antes que o sinal
capturado seja guiado para dentro do espectrémetro (Fig. 5 - 6).

Depois de capturado e filtrado, o sinal espalhado é entdo focalizado na entrada
do espectrbmetro, o qual através de um sistema interno de grades de difracdo ira
separar o sinal espalhado em suas componentes principais, direcionando-as a uma
Camera CCD (Fig. 5 - 7), a qual tem como fungdo de capturar estes sinais
separados e envia-los ao computador sob a forma de espectros.

Chega-se, entdo a ultima parte do sistema basico para medidas Raman, onde os
dados que chegam ao computador (Fig. 5 - 8) sdo apresentados sob a forma de
espectros, podendo sofrer algumas manipulacdes, realizadas através de alguns

softwares especificos, e/ou serem armazenados para uma futura andlise.

2.3 FATORES DE INTERFERENCIA QUE MASCARAM O ESPECTRO RAMAN

2.3.1 LUMINESCENCIA (FLUORESCENCIA / FOSFORESCENCIA)

A luminescéncia é a emissao de radiagcdo luminosa por um determinado
material. Sua origem esta ligada a transicoes entre os estados eletrénicos. A figura 6
mostra as transicbes entre estados de energia para espalhamentos elastico /
inelastico e também para o caso da fluorescéncia. Nota-se que nos casos dos
espalhamentos elastico e inelastico, as transicbes de energia ocorrem entre 0s
estados vibracionais de um determinado estado eletrbnico; j& a transicdo da
fluorescéncia, ocorre entre os estados de excitacdo eletrbnica. Dai jA se pode
concluir que a radiacdo emitida pelos espalhamentos elastico e inelastico € muito

menor do que a radiacdo emitida pela fluorescéncia.
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Figura 6: Transi¢cdes dos espalhamentos (elastico/inelastico) e da fluorescéncia entre os estados de
atdbmicos de energia.

A luminescéncia, geralmente é dividida em duas categorias: a fluorescéncia e a
fosforescéncia (LAKOWICZ, 2006).

O fendmeno de fluorescéncia consiste na absor¢cdo de energia por um elétron,
passando do estado eletronico fundamental para um estado eletrénico excitado. A
combinagdo (elétronburaco) entre elétrons do estado eletrénico excitado, com o0s
buracos do estado fundamental, faz com que ocorra o retorno destes elétrons ao
estado fundamental. Durante o retorno ao estado fundamental, ocorre a emissao de
radiacdo luminosa simultaneamente.

As taxa de emissdo de fluorescéncia sdo tipicamente muito rapidas (108 s™),
tornando seu tempo de vida muito curto (10 ns).

Ja na fosforescéncia, o retorno para o estado fundamental, torna a taxa de
emissdo de radiacéo luminosa muito lenta (10° a 10° s). Consequentemente, seu
tempo de vida torna-se muito longo, tipicamente da ordem de milisegundos a
segundos.

Uma propriedade basica da fluorescéncia é que esta s6 dura enquanto ha a
presenca de um estimulo, diferentemente da fosforescéncia (EFREMQV, 2007).

Em amostras bioldgicas, excitadas no visivel, ha forte emisséo de fluorescéncia,
mascarando as bandas Raman, visto que a fluorescéncia tem um tempo de vida
muito maior do que o sinal Raman (tipicamente da ordem alguns femtosegundos),

mas muito pequeno se comparada ao sinal de fosforescéncia (MOSIER-BOSS;



30

LIEBERMAN; NEWBERY, 1995; ZHAO; CARRABBA; ALLEN, 2002; SHREVE;
CHEREPY; MATHIES, 1992).

A figura 7 mostra um exemplo de espectro Raman, obtido através de uma
amostra de uma mama sadia de um rato de laboratério Sprague-Dawley, com a

presenca da fluorescéncia como sinal interferente.

Sinal Raman + fluorescéncia
{exctacdc em TES nm)
1 —= Principas bandas (mascaradas)

Irtersidade (ua.)

IS SR RIS RS | NP PP

TR rasala - P
OO 1000 1200 1400 GEDD 1800 2000 X200 2400 2800

Deskcamento Raman (em |

Figura 7: Espectro Raman com fluorescéncia. As setas indicam as principais bandas Raman do sinal,
sendo mascaradas pela fluorescéncia.

Existem vérias formas de minimizar este problema, como por exemplo, ndo
deixando impurezas que causam fluorescéncia nas amostras analisadas
(fluorescéncia devido a impurezas), ou mudando-se o comprimento de onda da fonte
de excitacdo para a regido UV, ou para a regido do infravermelho (fluorescéncia
devido a propria amostra). No caso da fluorescéncia gerada a partir da prépria
amostra, mudando-se o comprimento de onda da fonte de excitacdo para a regiao
UV, ou para a regido do infravermelho, sera reduzida a fluorescéncia. Porém, devido
ao fato da instrumentacao 6ptica para a regido UV ser muito cara e limitada, lasers
com o comprimento de onda na regido do infravermelho préximo sédo altamente
empregados em instrumentagcdo Raman comercial, apesar das intensidades dos
picos Raman também diminuir devido ao aumento do comprimento de onda da fonte
de excitagdo. Geralmente, séo utilizados lasers com | =785 nm, para aplicagcbes em
sistemas Raman dispersivo e lasers com| =1064 nm, para aplicacbes em sistemas
FT-Raman (FERRARO; NAKAMOTO; BROWN, 2003; LAKOWICZ, 2006).

Outra forma de se eliminar os efeitos da luminescéncia sobre os espectros

Raman seria o de aplicar algum método préprio para este fim. O método SERDS, é
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um dos métodos que ja foram desenvolvidos justamente com esta finalidade e tem

demonstrado 6timos resultados.

2.3.1.1 O METODO SERDS

O método SERDS, Shifted Excitation Raman Difference Spectroscopy,
(SHREVE; CHEREPY; MATHIES, 1992), baseia-se na aquisicdo de dois espectros
Raman, excitados por duas linhas de laser com seus | ligeiramente deslocados
entre si. Como propriedade inerente a fluorescéncia, a mesma néo sofre nenhuma
mudanca com o deslocamento do comprimento de onda do laser de excitacéo (DI ).
Porém, os picos Raman deslocam-se na mesma propor¢cdo de Dl , tornando-se
entdo possivel, a recuperacdo dos espectros Raman, livre de fluorescéncia. Faz-se
importante a observagao de que os efeitos da fluorescéncia sobre os dois espectros
Raman capturados sao iguais para ambos e acrescentando ainda, o fato da mesma
ndo sofrer nenhuma mudanga com o deslocamento DI do laser de excitacdo,
justifica-se a possibilidade de eliminar estes efeitos sobre os espectros capturados,
através da subtracdo entre os mesmos. Este processo resulta em um espectro
conhecido como Espectro Raman Diferencial (dS), o qual é utlizado para a
recuperacao do espectro Raman final, livre dos efeitos da fluorescéncia e de ruidos.

Apesar deste método, estar se mostrando ser eficiente na remocdo da
fluorescéncia dos espectros, faz-se importante advertir de que o0 mesmo nao possui
uma facil repetibilidade e nédo é aplicavel em andlises de amostras desconhecidas,
além de ser vulneravel a erros cometidos pelo operador durante todo o processo de
analise (ZHAO; CARRABA; ALLEN, 2002).

Uma variacdo deste método foi demonstrada por Mosier-Boss e colaboradores
(MOSIER-BOSS; LIBERMAN; NEWBERY, 1995), onde nao havia deslocamento no
comprimento de onda do laser de excitacdo (Dl ), mas sim uma pequena
movimentacdo no angulo da grade de difracdo do espectrometro (? F), entre a
aquisicdo de cada um dos dois espectros, ou seja para cada um dos dois espectros,
0S mesmos sao capturados com a grade de difragdo do espectrdbmetro em angulos

ligeiramente diferentes.
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Zhao e colaboradores mostraram em seus estudos que um espectro Raman
capturado por um feixe de laser com um unico | contém menos informacdes se
comparados a um espectro resultante de um processo em que sao utilizados dois |
de um laser de excitacao, ligeiramente deslocados entre si. Os mesmos afirmam que
com a utilizagdo do método SERDS ¢é possivel de se obter um espectro Raman
resultante, livre de fluorescéncia e de ruidos (ZHAO; CARRABA; ALLEN, 2002).

2.3.2 ETALONING

O sinal de “etaloning” € um sinal formado pela sobreposicdo de multiplos sinais
refletidos, entre duas superficies refletoras, as quais, geralmente, sdo superficies
paralelas entre si. Ocorre em alguns elementos opticos do sistema, como nos filtros
ou no detector CCD, por exemplo.

O sinal de etaloning, por possuir uma caracteristica de ser um sinal periodico,
interfere, modulando sinal Raman do espectro capturado. Sendo assim, necessaria a
filtragem dos espectros capturados, para elimina-lo, ou pelo menos diminuir seus
efeitos.

O sinal interferente surge das seguintes formas: quando os feixes transmitidos
estdo em fase entre si, ocorre uma interferéncia construtiva, significando a
transmissdo dos picos maximos do etaloning. J&, quando os feixes transmitidos nao
estdo em fase entre si, ocorre uma interferéncia destrutiva, significando a
transmissdo dos picos minimos do etaloning. Para nosso sistema, tanto faz uma
situacdo ou outra, pois nenhum dos dois casos é desejado. O ideal € a otimizacéo
dos circuitos Opticos do sistema para minimizar a acao do etaloning, podendo-se até
eliminar sua presenca. Para tanto, deve-se estudar todas as caracteristicas fisicas e
funcionais de cada um dos componentes dos circuitos épticos, além de estar atento
ao comprimento de onda da fonte de excitacdo. Dados estes que permitem o calculo
de previsdo de seu aparecimento (caso ocorra), interferentes aos espectros Raman
capturados (YOUNG, 1998; HECHT, 2002).

A figura 8 mostra duas situacdes onde ocorre a presenca do etaloning no

Espectro Raman de uma determinada amostra. Na primeira situacao (Fig. 8 - a), é
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possivel observar a presenca de um sinal de etaloning (devido ao filtro notch
posicionado no circuito optico apos a amostra), adicionado ao espectro Raman de
uma amostra de um dente humano, modulando o mesmo. J4 na segunda situacao
(Fig 8 - b), é possivel observar a presenca do etaloning (devido ao detector CCD),

adicionado ao espectro Raman de uma amostra da pele de um dedo humano.

2 : - . . b) —— 77—
Sinal Raman (etaloning devido ac CCD)

— Sinal Raman

[etioning devido ao iillre notch

Int=nsdads [u.a.)
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Figura 8: Etaloning: a) devido ao filtro notch do sistema; b) devido ao CCD do sistema.

Uma possivel solucdo para o problema de interferéncia do etaloning em
espectros Raman pode ser dado através de ajustes nos angulos dos filtros, podendo
até ter que mudar as posicdes dos mesmos, no circuito Optico. Ja no caso do
etaloning devido ao CCD, a solucdo recomendada é a reducdo da poténcia de

excitacao, visando nao excitar tanto etaloning.

2.3.3 RAIOS COSMICOS

J& os raios cosmicos, sdo originados de particulas subatbmicas extremamente
penetrantes, com alta energia (10® a 10%° eV), que se deslocam pelo espaco sideral
a velocidades proximas a velocidade da luz. Sdo recebidos em quantidades iguais,
vindo de todas as direcbes, devido as suas mudancas de trajetérias na presenca de
diferentes campos magnéticos. Por sua energia ser muito alta, cientistas acreditam
gue suas origens partam de um fendmeno de alta energia como a explosédo de uma

supernova.
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Ao atingirem a atmosfera Terrestre, estas particulas colidem com os nucleos dos
atomos da mesma, dando origens a outras particulas, com menos energia,
chamados de raios césmicos secundarios. Os raios cOsmicos secundarios sdo
inofensivos a vida na Terra, e sao facilmente detectados na mesma, porém 0s raios
césmicos primarios sdo ofensivos a vida na Terra e sO6 sdo detectados no espaco
(KARTTUNEN et. al., 1996).

Esses raios ao interagirem com a silica contida no detector CCD, originam picos
muito intensos e muito estreitos (spikes), que sé@o adicionados ao espectro Raman,
devendo ser removidos do mesmo. Uma forma de tentar eliminar sua presenca nos
espectros € diminuir ao maximo o tempo de aquisicdo dos espectros. Nota-se que
alguns laboratérios que atuam nesta area, ja sdo construidos em regides onde a
incidéncia destes raios € menor.

A figura 9 mostra um espectro Raman, obtidos a partir de uma amostra de dente

humano, contendo alguns raios cosmicos como sinais interferentes:

—= Rascs Clasmbos

—— Sinal Raman

Int=nssdade jua.)

Figura 9: Raios Césmicos adicionado ao espectro Raman.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESCRICAO DETALHADA DOS EQUIPAMENTOS OPTICOS UTILIZADOS

3.11 OLASER

Foram utilizados dois lasers de diodo com cavidade externa, modelo Littrow, da

empresa Sacher Lasertechinik (Fig. 10), centralizados em 785 e 830 nm.

Figura 10: Médulo de corrente / cabeca do laser.
Fonte: Sacher (2006).

Ambos os lasers estao divididos em duas partes principais: modulo de corrente e
cabeca do laser.

O modulo de corrente controla todas as funcbes da cabeca do laser, tanto na
parte de monitoragcdo de algumas variaveis internas como a temperatura, por
exemplo, quanto no controle da fonte de corrente do diodo laser (Fig. 10). O diodo
laser ao ser alimentado por uma corrente elétrica, emite uma luz (seta preta), a qual
€ direcionada a uma grade (rede) de difracdo (Fig. 11). Dependendo do angulo (q)
da grade, apenas um comprimento de onda (I ), da luz difratada pela mesma é
selecionado a retornar na diregcdo do diodo, seguindo o0 mesmo caminho, mas em
direcdo oposta. A face do diodo a qual recebera este sinal de retorno da grade de

difracdo é tratada de modo a refletir este sinal de volta, em direcdo a grade de
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difracdo (HECHT, 1992). Percorrendo-se, 0 mesmo caminho em dire¢do oposta
novamente. Criando-se entdo, um ressonador externo entre a face do diodo e a
grade de difracdo (cavidade externa), o qual dependerd principalmente da distancia
(L2), para seu funcionamento. As sucessivas reflexdes dentro da cavidade geram
uma sobreposicao de sinais, onde sinais com (I ) igual ao selecionado pela grade,
geram interferéncias construtivas; enquanto os sinais de (I ) diferentes, geram
interferéncias destrutivas, anulando-se entre si. Os sinais com interferéncias
construtivas, sobrepdem-se resultando em um sinal com o mesmo (Il ), porém
amplificado e para um determinado valor de amplificacéo, este sinal atravessa a face
lateral do diodo, a qual antes, o refletia (seta vermelha).

Este sinal centralizado em (I ) e amplificado atravessa o diodo sendo colimado
por uma lente colimadora, a qual esta localizada logo apds a outra face do diodo.
Esta colimacdo sera realizada de acordo com a distancia (L1) entre a lente
colimadora e o diodo laser e o alcance deste feixe colimado pode variar de acordo
com este ultimo acoplamento. Por fim, o feixe de laser criado, € direcionado a porta
de saida da cabeca do laser, porém antes, 0 mesmo deve passar por um acoplador
optico o qual permite a passagem deste feixe em apenas um sentido, ndo deixando
gue nenhum sinal externo a cabeca do laser, retorne ao diodo laser (STEEN, 1991,
VERDEYEN, 1995).

Lente
Cnlimadnra Gr_ade de
i Dlrrar;,ao
Diodo Cavidade
Saida Externa
» _ & i
Acupladnr
Optico
L. L,

Figura 11: “Cabeca” do laser: diodo laser + cavidade externa.
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Segue abaixo algumas caracteristicas dos feixes 785 nm e 830 nm, segundo

dados retirados dos manuais do fabricante (SACHER, 2006):

= Qualidade do feixe em 785 nm:

- Perfil do feixe: diametro do foco a 1,3 m de distancia da “cabeca” do laser.
Horizontal: 4,9 mm.

Vertical: 2,3 mm.

= Qualidade do feixe em 830 nm:

- Perfil do feixe: diametro do foco a 1,3 m de distancia da “cabeca” do laser.
Horizontal: 2,9 mm.

Vertical: 2,6 mm.

3.1.2 FILTROS OPTICOS

Filtros Opticos sdo componentes responsaveis pela reducdo ou até eliminacao
de sinais indesejaveis. Podem atuar sobre apenas um determinado comprimento de
onda, em uma determinada banda ou até em varias bandas, dependendo,
principalmente, do material com que foi feito. Porém, s6 devem ser utilizados em
casos onde seu uso for realmente necessario, pois assim como qualquer outro
componente optico, os filtros também atenuam o sinal que passa através do mesmo.
Devendo-se assim, ter sua aplicacdo no circuito optico, previamente analisada.

Nesta sessdo serdo demonstrados alguns tipos de filtros que foram usados nos
sistemas Opticos montados, com suas respectivas caracteristicas e aplicacoes.

Os filtros apresentados abaixo, sao filtros da empresa Semrock, a qual possui
uma Otima proficiéncia nesta area.

Dentre os diversos tipos de filtros com que a empresa Semrock trabalha, foram

utilizados os seguintes filtros: filtros passa-alta e filtros notch.
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3.1.2.1 FILTROS PASSA-ALTA

Estes filtros tém como caracteristica principal, permitir a passagem de qualquer
comprimento de onda superior a seu comprimento de onda de corte; barrando a
passagem de qualquer comprimento de onda inferior a seu comprimento de onda de
corte. As curvas caracteristicas para os filtros passa-alta em 785 e 830 nm sao
mostradas nas figuras 12 e 13 respectivamente.

100 | e ] L
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7 50 2 50
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E 30 & 30
20 — Medido 20 —— Medido
— Linha do laser —— Linha do laser
10 10
0— o
800 1000 1200 1400 160D 1800 700 750 BOO 850 9S00 850 1000
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
Figura 12: Filtro passa-alta LP02-785RU-25. Figura 13: Filtro passa-altaLP02-830RU-25.
Fonte: Semrock (2007). Fonte: Semrock (2007).

Pela analise dos respectivos graficos pode-se perceber que os filtros passa-alta
s6 deixam passar sinais com comprimentos de onda acima do comprimento de onda
do laser de excitacdo. Por exemplo, para o laser de excitacdo de 830nm o filtro
passa-banda LP02-830RU-25 deixara passar apenas sinais acima de 830 nm, com
eficiéncia de mais de 90 %.

Estes filtros sédo bons para nossas aplicagdes, pois evitam que sinais espalhados
pela amostra, que estdo aaixo do comprimento de onda do laser de excitacao
sejam detectados pelo detector do espectrometro. Inicialmente estes filtros foram
utilizados nas saidas dos lasers(configuracédo 0°), a fim de eliminar sinais abaixo do
comprimento de onda dos lasers. Devido ao fato de que os lasers ndo apresentaram
impurezas significativas perto de seu comprimento de onda, ficou estabelecido que

nao fosse necessario o uso destes filtros. Sendo assim, os mesmos foram retirados
dos circuitos Opticos.
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3.1.2.2 FILTROS NOTCH

Estes filtros tém como caracteristica principal, permitir a passagem de qualquer
comprimento de onda superior ou inferior a seu comprimento de onda de corte;
barrando a passagem apenas de uma banda especifica, préxima a seu comprimento

de onda de corte. As curvas caracteristicas para os filtros notch em 785 e 830 nm

sé&o mostradas nas figuras 14 e 15 respectivamente.
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Comprimento de onda {nm) Comprimento de onda (nm})
Figura 14: Filtro notch NFO1-785U-25. Figura 15: Filtro notch NFO1-830U-25.
Fonte: Semrock (2007). Fonte: Semrock (2007).

Os gréficos dos filtros notch estdo representados pela densidade oOptica (OD) e
ndo pela transmitdncia em (%). Indiretamente a densidade Optica mede a
transmitancia através de um componente 6ptico, sendo seu valor calculado pelas
equacdes (13) e/ou (14) (NEWPORT, 2006):

OD = -log (T) [13]
T=10°P [14]

Sendo assim, quanto maior for o valor de OD, menor é o valor de transmitancia
do sinal, ou seja, o quanto o sinal naguele comprimento de onda, tende a ser
barrado (SEMROCK, 2007).
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Para os circuitos 6pticos desenvolvidos, os filtros notch foram utilizados, na
intencdo de bloquear o maximo possivel o sinal elastico refletido pela amostra e que
sera direcionado ao detector do espectrometro. Para tanto, foram posicionados em

uma configuracédo a 0° em relagdo ao feixe incidente.

3.1.3 ESPELHOS

Neste trabalho foram utilizados espelhos redondos (Broadband Super Mirrors),
da empresa Newport, o qual é um espelho dielétrico de alta performance (refletancia
> 99,9 %), em uma grande banda de comprimentos de ondas, independente de
polarizacdo ou angulo de incidéncia do feixe, a qual pode ser de 0 © a 45 °
(NEWPORT, 2006).

Figura 16: Espelhos redondos 10CM00SB.2 (Broadband Super Mirrors), para o IR proximo.
Fonte: Newport (2006).

Em sua construcdo, sao depositados produtos quimicos formando uma camada
(filme), que aumentam a performance do espelho. Neste caso foram comprados
espelhos dielétricos com filme SB.2., o qual melhora a performance dos espelhos de
acordo com os graficos da figura 17. Note que estes graficos mostram as respostas

de atuacédo para 0° (Fig. 17a) e para 45° (Fig. 17b).
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Figura 17: Filmes dos espelhos (Broadband Super Mirrors). Atuacéo: (a) em 0% (b) em 45°.
Fonte: Newport (2006).

3.1.4 LENTES:

Ao descrever sobre lentes (tipos, caracteristicas, aplicacdes, etc.), deve-se
primeiramente, enfatizar sobre alguns termos técnicos que serdo aplicados a
mesma. A figura 18 mostra como exemplo, uma lente e suas férmulas mais comuns

aplicadas:

Ponto focal (parte da frente) Ponto focal
| (parte de tras)

= =

Pontos pﬁncipﬂis

Figura 18: Propriedades das lentes (formacgéo de imagem).
Fonte: Griot (2006).
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Onde:
F = Diametro da lente;
CA = Abertura efetiva da lente (" 90 % do F);

f-number (f/#): mede a habilidade da lente de recolher luz, calculado conforme
a equacéo (15):

L

f - number(f /#)= CA [15]

Abertura Numérica (NA); define o angulo cénico maximo de luz recebido ou
emitido por um sistema éptico (lente). Calculada através da equacao (16):

CA
NA= =
sen(0)=—— "
NA= !
2>(f - number)

Distancia focal (f): é a distancia compreendida entre a superficie externa da
lente e 0 ponto onde a lente converge o sinal (ponto focal ou foco).

Magnificacdo (m): refere-se a ampliagdo de um objeto feito pela lente. E a

relacdo do tamanho da imagem produzida pela lente, com o tamanho atual do
objeto. Calculado pela equacéo (17):

Angulo entre o feixe de luz incidente e a normal da lente (?), calculado através
da equacéao (18):

g = arcsen 8@9 [18]
€2>sg

Distancia do objeto (S): positiva quando o objeto se encontra do lado direito
em relacdo ao ponto H.

Distancia da imagem (S”): positiva quando se encontra do lado esquerdo em
relacéo ao ponto H”.

Altura do objeto (h);
Altura da imagem (h");

(GRIOT, 2006; YOUNG, 1998).
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Neste trabalho, foram utilizadas lentes plano-convexas e lentes bi-convexas,
todas fabricadas pela empresa Newport. Antes de explicar as diferencas entre elas,
devemos explicar o porqué de se ter escolhido lentes BK 7. Este codigo, se refere a
um material que é excelente para trabalhar com sinais na regido do visivel e do
infravermelho préximo. Sdo lentes de precisdo, com filmes anti-reflexo AR.16, que
garantem uma reflexdo de baixa porcentagem, sendo transmitido o maximo do sinal
incidente. Seu indice de refracao € de 1.52 (GRIOT, 2006).

As lentes plano-convexas utilizadas (Fig. 19) possuem as caracteristicas

discriminadas na tabela 1:

2.0
AR.16
2 =15 NIR
: £\
o - 51_01 ' . - .
‘!.\_ . 5 \u'
- EFL - 3¢ = o

- BFL—] ¢ |\ b [T

o |
600 700 B00 900 1000 110C
Comprimento de onda (nm)

Figura 19: Lentes plano-convexas (BK7-AR.16).
Fonte: Newport (2006).

Tabela 1: Parametros das lentes plano-convexas. Fonte: Newport (2006).

Modelo Diametro | EFL 14 BFL
(mm) (mm) (mm)
KPX076 25.4 25.4 1.0 16.95
KPX079 25.4 38.1 1.5 33.06
KPX100 25.4 150 5.9 147.33

O grafico apresentado na figura 19, representa a curva de resposta de
refletancia em (%) devido ao filme AR.16, destas lentes plano-convexas (tabela 1).
Este valor de refletancia é dado para aplicacdes na regido do infravermelho préximo
(NIR), onde a luz incidente passe perpendicularmente com o eixo da lente. Nota-se
gue para os comprimentos de onda em 785 e 830 nm sera refletido pela lente algo

abaixo de 0,5 % do sinal incidente.
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As lentes bi-convexas utilizadas (Fig. 20), possuem as seguintes caracteristicas

discriminadas na tabela 2.
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Figura 20: Lentes bi-convexas (BK7-AR.16).

Fonte: Newport (2006).

Tabela 2: Pardmetros das lentes bi-convexas. Fonte: Newport (2006).

Modelo Diametro | EFL o
(mm) (mm)
KBX052 25.4 50.2 1.9

O grafico apresentado na figura 20, representa a curva de resposta de

refletdncia em (%) devido ao filme AR.16, destas lentes bi-convexas (tabela 2). Este

valor de refletancia é dado para aplicacbes na regido do infravermelho préximo

(NIR), onde a luz incidente passe perpendicularmente com o eixo da lente. Nota-se

gue para os comprimentos de onda em 785 e 830 nm sera refletido pela lente algo

abaixo de 0,5 % do sinal incidente.

3.1.5 ESPECTROMETRO + DETECTOR (CCD)

O espectrdmetro € um equipamento Optico que separa a luz que estd em sua

entrada em todas as componentes (?) que a compde, utilizando-se para isto uma

grade de difragao.
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O espectrometro utilizado neste trabalho é o SpectraPro-2500i da empresa Pi-
Atcon, o qual possui 3 grades de difracdo selecionaveis, sendo elas de 300 gr. / mm,
600 gr. /mm e de 1200 gr. / mm. A figura 21 mostra uma foto do espectrémetro,

assim como ilustra seus componentes 6pticos internos.

Espelho ll
Focalizador |
Entrada (Slit) do

cirometra
Espelho 4 e

Colimador

q EE™ e

para o CCD

Figura 21: Espectrémetro SpectraPro-2500i (PiActon).

Como se pode ver, o sinal que entra pela entrada (slit), do espectrébmetro, é
guiado para um espelho, o qual desvia este sinal para um espelho colimador. Este
espelho colimador envia o sinal colimado (paralelo) até uma das trés grades de
difracdo. Esta grade separa o sinal em suas componentes (comprimentos de onda
gue o compde). Assim que o sinal € decomposto, 0 mesmo é guiado a um espelho
focalizador, que sera responsavel por focalizar todo o sinal decomposto na porta de
saida do espectrometro, onde sera detectado pelo detector CCD, instalado nesta
porta. Todo este circuito Optico interno do espectrometro esta configurado em um
sistema Czerny-Turner (PALMER, 2005; LOEWEN, 1997). A figura 22 demonstra a

configuracao deste sistema:
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Figura 22: Configuragcdo Czerny-Turner (Espectrémetro).

Fonte: (GRIOT, 2006).

O principio de funcionamento da grade de difracdo € idéntico a da grade

utilizada no laser, a qual variando seu angulo de inclinacdo faz com que a mesma

responda (difrata), a um determinado comprimento de onda diferente dentro de uma

determinada regido espectral, separando-0 em suas componentes principais. O

principio de funcionamento da grade € simples também, aqui demonstrado pela

figura 23:

Momal da

iag grade s
l:;?éi%ﬁ Normal a superficie Radiagéo
do sulco difratada

Il .
\1\ !;_ﬂ' i

\1 j
\/

Crdem D

f da radiagao

Figura 23: Grade de difragéo.
Fonte: Palmer (2005).

Geralmente estas grades sdo superficies refletoras (espelhos), que contém

sulcos que podem ser feitos de forma fisica ou por deposi¢cdo quimica de matérias

sobre a superficie. Quando um feixe de radiacdo incide sobre a superficie da grade,

fazendo um angulo (i) em relacdo a uma reta normal da superficie da grade; a grade

difrata (separa) este feixe em varios outros feixes, com diferentes angulos e

diferentes comprimentos de onda. A difrag&o principal ocorre com um angulo (i') em
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relacdo a normal da grade. A equacdo da grade € simples e pode se descrito pela
equacao (19), (PALMER, 2005; YOUNG, 1998).

nl = d[sen(i)+sen(i) [19]
Onde:
n = ordem da difracéo
? = comprimento de onda difratado
d = constante da grade (distancia entre os sucessivos sulcos da grade)
I = angulo de incidéncia medido em relacdo a normal.

i’=angulo de difracdo medido em relacdo a normal.

O parametro Blaze informa para qual comprimento de onda a grade possui uma
maior eficiéncia de difracdo. Para as trés grades utilizadas neste espectrémetro, o
parametro Blaze indica que as mesmas possuem uma maior eficiéncia de difracao
em 785 nm. Nota-se que as fontes de excitacao (lasers), utilizados estdo centrados
em 785 nm e 830 nm, ou seja, pode-se considerar que as grades estdo otimizadas
para estes circuitos opticos.

O detector CCD (Princeton, Spec-10), nada mais é do que um dispositivo optico,
refrigerado por nitrogénio liquido, composto por uma matriz de células fotos-
receptoras, que por sua vez compdem uma &rea de captura de 1340X400 pixels.
Esta matriz de células foto-receptoras ao receber um sinal luminoso transforma-o em
um sinal elétrico o qual, logo apds, sera enviado ao computador para ser

interpretado e transformado em espectros.

3.1.6 OS PORTA-AMOSTRAS

Os porta-amostras consistem em dispositivos especialmente elaborados para
cada um dos dois sistemas desenvolvidos neste trabalho. Dispositivo este,
responsavel por posicionar as amostras durante o processo de aquisicdo. Faz-se
importante lembrar que, para cada um dos dois sistemas (n Vitro / In Vivo), foi

elaborado um projeto de um porta-amostras diferente, assim como foi realizado a
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montagem dos mesmos. A figura 24 mostra respectivamente: a) o porta-amostras

para o sistema In Vitro; e b) o porta-amostras para o sistema In Vivo.

Figura 24: Porta-amostras: a) Sistema In Vitro e b) Sistema In Vivo. Nos detalhes os ambientes de
fixacdo das amostras.

O porta-amostras do sistema In Vitro é compostos por elementos transladores
(micrometros), que lhe permite a movimentagcdo da amostra nos eixos XYZ e
azimute. Ja o porta-amostra do sistema In Vivo, € composto por uma mesa, a qual &
utilizada como uma base de apoio para as amostras e, por um bra¢co mecanico, no
gual esta acoplado a parte distal do cateter (fibra), permitindo-se, entdo, a
movimentacdo do cateter sobre a amostra no eixo Z. Nota-se a possibilidade de um
ajuste no angulo do cateter sobre as amostras. Observa-se, também que existe a
possibilidade da movimentacao nas direcfes dos eixos XY para as amostras neste
sistema também, devendo para tanto, movimentar a amostra sob o cateter, ou seja,
neste sistema existe total liberdade para o posicionamento do cateter de excitacao

sobre as amostras.

3.1.7 O CATETER (FIBRA OPTICA)

O cateter (EMVISION LLC), ou sonda, € constituido por fibras épticas e filtros.
Possui algumas subdivisbes, cada qual com suas respectivas funcbes e que

determinam os nomes das suas trés terminacdes. A primeira delas é chamada de
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porcao de excitagdo (Fig. 25a), a qual é responsavel por coletar a luz do laser de
excitacao incidente; a segunda delas € chamada de porcao distal (Fig. 25b), a qual é
responsavel por incidir o laser de excitacdo na amostra. Existe apenas uma fibra
Optica entre a por¢cdo de excitacdo e a porcéo distal. A porcao distal, também tem a
funcdo de coletar os sinais espalhados pela amostra e, em seguida, envia-los ao
espectrdmetro. Para isso ela conta com o auxilio de seis fibras, as quais partem da
porcao distal e chegam ao espectrédmetro na ultima das trés subdivisdes, conhecida
como porcao proximal (Fig. 25c). No sistema In Vivo, foi utilizado um cateter que
possuia um filtro passa-banda (785 nm) na porcédo de excitacdo, fazendo-se assim,
com que o laser de excitagdo incidente, entre na fibra ja filtrado em um determinado
comprimento de onda, neste caso em 785 nm. Ja na extremidade oposta do cateter,
ou seja, na porcao proximal, foi utilizado um filtro notch (785 nm), visando barrar a
passagem da porcao elastica dos sinais espalhados pela amostra. Por fim, pode-se
concluir que o cateter comeca pela porcao de excitacdo, passa pela porcao distal e
termina na porcéo proximal. Faz-se importante lembrar de que em nosso sistema os
filtros utilizados foram todos para ? = 785 nm, devido ao fato do nosso laser de

excitacéo estar centrado neste comprimento de onda.

Figura 25: Cateter (785 nm): sistema In Vivo. Nos detalhes: a) porcao de excitacdo, b) porcéo distal e
) porgdo proximal.

A figura 26 mostra o cateter utilizado pelo sistema e um diagrama de como sao
montadas as fibras 6pticas dentro do mesmo. Observa-se que na porcado de
excitacdo existe apenas uma fibra centralizada, a qual se estende até a regido da
porcdo distal, posicionando-se também no centro da mesma. Ainda na porcéo distal

sé@o acopladas seis fibras para a coleta dos sinais espalhados pela amostra, onde
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cada uma delas encontra-se ao redor da fibra que vem da porcdo de excitacdo. Ja

na porcao proximal, as fibras de coleta chegam todas enfileiradas.

Cateter

a) Porgao de Excitagao b) Porgéo Distal c) Porgao Proximal

Figura 26: Construcédo e subdivisbes do cateter.

3.2 AS AMOSTRAS

As amostras In Vitro utilizadas neste trabalho foram dentes humanos saudaveis
(terceiro molar), os quais foram previamente fatiados em formatos de disco de 4 mm
de espessura e previamente caracterizados por estudos anteriores (SOARES, 2003).
A figura 27 mostra discos de dente humano, assim como as setas indicam a

localizacdo da regido analisada.

" R

Figura 27: Amostras (In Vitro): discos de dentes humanos. Nos detalhes (setas), a localizacdo das
regides estudadas.

Foram realizadas varias capturas de espectros para identificar as regides de

maior sinal do dente humano, resultando na selecéo do esmalte como melhor regiéo,



51

seguido da dentina; conforme é mostrado na literatura (BACHMAN et. al., 2003;
CHAKRABORTY et. al., 2006; PENEL et. al., 1998; TSUDA; ARENDS, 1994).
Portanto, a regido de divisa entre o esmalte e a dentina foi 0 ponto selecionado para
a aquisicao dos espectros. Devido ao conhecimento prévio dos espectros Raman
desta amostra indicar bandas marcantes e de facil analise, fato este que determinou
gue o dente seria uma amostra muito boa para ser utilizada como parametro de
calibracdo dos sistemas, ou seja, seus espectros encontrados na literatura eram
utilizados na comparacdo com o0s espectros adquiridos pelos sistemas Opticos,
indicando se os sistemas estavam otimizados ou néo.

Ja as amostras In Vivo, utilizadas neste trabalho foram o dedo humano de um
estudante voluntario (Fig. 28a), e a mama de um rato de laboratorio Sprague-Dawley
(Fig 28b). A amostra do dedo humano n&o teve nenhum tratamento significativo
prévio, com excecado é claro, de uma prévia higienizacdo local (ponta do dedo
indicador). Ja a amostra da mama da rata, foi submetida a uma prévia preparacao

segundo a metodologia apresentada em trabalhos anteriores (BARROS, 2004).

Figura 28: Amostras (In Vivo): dedo humano e mama de rata Sprague-Dawley. Nos detalhes (setas),
a localizacéo das regifes estudadas.

3.3 SOFTWARES UTILIZADOS

Neste trabalho foram utilizados diferentes softwares para as mais diversas
funcdes, sendo aqui citados os de maior relevancia. Primeiramente, pode-se citar o
software Pilot PC OEM Terminal (Sacher Lasertechinik GmbH), responséavel pelo

controle do laser (corrente do diodo, poténcia, temperatura de trabalho, etc). Na
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sequéncia, pode-se citar o software WinSpec/32 (PFActon), o qual foi o responsavel
por todo o controle do espectrometro e do CCD, ou seja, foi 0 responsavel pela
calibracdo e captura de todos os espectros aqui demonstrados. Por fim, fazse
importante citar o software OPUS 4.2 (Brucker Optic GmbH) e o software OriginPro
7.0 (Origin Lab Corporation), responsaveis pelas analises e manipulacdes

matematicas de todos 0s espectros capturados.

34 METODOLOGIA DA ESPECTROSCOPIA RAMAN DIFERENCIAL

Os espectros diferenciais sdo gerados através da subtracdo de dois espectros

similares de uma amostra biologica (S;(l1,) e S;(l,)), obtidos através de um

pequeno deslocamento na linha do laser de excitacdo, onde cada espectro é
capturado usando linhas do laser de excitacdo muito proximas (TRACEWELL et al.,
2001). A primeira linha do laser € centralizada em um comprimento de onda definido
(I,) e a segunda é deslocada por um pequeno valor conhecido (I,). Como
propriedade inerente a fluorescéncia, a mesma ndo sofre nenhuma mudanga com o

deslocamento do comprimento de onda do laser de excitagdo (DI =1,-1,). Porém,

0s picos Raman deslocam-se na mesma proporcdo de DI , tornando-se entdo

possivel, a recuperacdo dos espectros Raman, livre de fluorescéncia. Fazse
importante a observacéo de que os efeitos da fluorescéncia sobre os dois espectros

Raman capturados (S;(I,) e Si(l,)), séo iguais para ambos e acrescentando

ainda, o fato da mesma nao sofrer nenhuma mudanca com o deslocamento DI do
laser de excitacdo, justifica-se a possibilidade de eliminar estes efeitos sobre os

espectros capturados (S;(l,) e Si(l,)), através da subtracdo entre oS mesmos.

Este processo resulta em um espectro conhecido como Espectro Raman Diferencial

(ds(l)), o qual é utilizado para a recuperacdo do espectro Raman final (R(l)), livre

dos efeitos da fluorescéncia e de ruidos (ZHAO; CARRABA; ALLEN, 2002).

O sinal total (S;) medido, excitando-se uma amostra, através de uma fonte de

excitacdo com um determinado | , pode ser descrito conforme a equacéo (20):
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Se(1)=[L0 )+ RO )Pm()+B( ) [20]

onde L(I ), Rl ), M(1) e B(l ), sdo respectivamente: o sinal de luminescéncia

(fluorescéncia); o sinal Raman; a resposta Optica do sistema e por fim, o
“background”, ou sinal de fundo do sistema.

Considerando-se duas frequéncias de excitagcdo ligeiramente diferentes (I, e

| ,), tem-se que:

Se(1)=[L0)+ROPM()+B(1)  [21]
Sello)=[Ll )+ R0 )m()+B1)  [22]

A resposta optica do sistema pode ser obtida através da medicao do espectro de
corpo negro de uma fonte de luz conhecida e dividindo o mesmo pelo espectro

teodrico desta mesma fonte de luz, conforme mostra a equacéo (23):

M(l) = espectro medido deum fonte deluz conhecida (23]
espectro tedrico dafonte deluz conhecida

Resolvendo-se a diferenca Sl ,)- Sq(l,), tem-se:

81)=5,(.)- 8,0,)=[R0.)- R JpM()=oR()pM() oo
o =1,

Como a fluorescéncia ndo sofre nenhuma variacdo de energia, devido a uma
ligeira variacdo de energia de excitacdo, o sinal dS(l ) esté totalmente relacionado ao

o sinal Raman.
Sabendo-se que dS(! ):dR(I )>M(I ) conforme mostra a equacio (24), o

sinal Raman puro ( R(I )) € recuperado através da equacao (26):

R( )= ¢ds(l ) v (1 )dl [26]
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Na figura 29 estd ilustrado todo o processo desde a aquisicdo dos dois
espectros, passando pela diferenciacéo dos sinais e terminando com a recuperacao
das bandas do espectro, através das integracdes. Fazse importante notificar de que
este é um exemplo basico de um sistema ideal, ou seja, aqui estamos adotando uma

situacdo onde o sistema esta livre de fluorescéncia e ruidos e com M(l ) constante

(linear). A intencéo é apenas ilustrar o que ocorre com as bandas Raman que sofrem
deslocamentos devido ao deslocamento dado na fonte de excitagdo, bem como o
processo de recuperacdo do sinal. Pode-se notar que qualquer sinal que ndo tenha
sofrido deslocamento devido ao deslocamento na fonte de excitagdo, como a

fluorescéncia, por exemplo, sdo anulados apos a subtracdo entres os dois espectros

capturados.
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Figura 29: Metodologia da espectroscopia Diferencial Raman. Nos detalhes: a) deslocamento
pequeno e b) deslocamento muito grande.

A figura 29 — | (de a até d) representa todas as etapas do processo de
diferenciacdo, fazendo-se importante ressaltar a necessidade do deslocamento (Dl )
ser curto, pois s6 assim as bandas originais do espectro poderdo ser recuperadas. O

valor correto de (DI ) a ser utilizado sera discutido mais adiante neste trabalho. A
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intencéo aqui é apenas ilustrar todo o processo de recuperacdo do espectro Raman
e verificar o que ocorre caso seja escolhido um valor para (Dl ) de forma incorreta.

O processo inicia-se com a aquisicdo de dois espectros (S;(l1,) e S:(,)),
ligeiramente espacados por um valor (Dl ) pré-definido (Fig. 29 - la). Ap6s a
aquisicao dos dois espectros, 0s mesmos sdo subtraidos entre si, resultando em um
sinal (S(1)) no qual ja é possivel verificar as posicdes dos principais picos do
espectro final (Fig. 29 - Ib). Para cada ponto onde o sinal (1S(I )) cruza o eixo das

abscissas, existe um pico do espectro final. Nota-se de antemao que estes picos
estdo deslocados por um valor (DI /2), de suas posi¢Bes verdadeiras, devido ao
deslocamento dado antes da etapa de subtracdo dos espectros. Ao Integrar o sinal
(11S(1)), sera obtido o sinal (R[I +(D /2)]), o qual praticamente j& possui as
caracteristicas do espectro resultante final, diferenciando-se apenas pelo valor
(DI /2) em que seus picos estao deslocados (Fig. 29 - Ic). Por fim, ao deslocar todo
0 eixo das abscissas em (Dl /2), no sentido oposto ao deslocamento dado no inicio

do processo, chega-se ao espectro resultante final (R(l)), finalizando-se assim o

processo de diferenciacéo (Fig. 29 - 1d).

Ja a figura 29 — Il (de a até d) mostra também, as mesmas etapas do processo
de diferenciacdo apresentadas, porém utilizando-se um deslocamento (Dl ) muito
grande. Resultando-se entdo, em um espectro final completamente distorcido, com
bandas super alargadas que mascaram sinais adjacentes, ficando impossibilitada a
recuperacado das bandas originais do espectro. Vale ressaltar também, que se o
deslocamento (DI ) for de ordem exageradamente pequeno, o processo diferencial
nao funcionard, ficando também impossibilitado de recuperar as bandas originais do
espectro (ZHAO; CARRABA; ALLEN, 2002).
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4.1.1 CARACTERIZACAO DOS IASERS
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As curvas de poténcia destes lasers estdo associadas a corrente de alimentacéo

do diodo laser, sendo assim controlada pelo médulo de corrente. Em uma rotina

experimental realizada no laboratdrio, onde, com o auxilio do equipamento de

medicéo “Laser Power / Energy Analyser Field Master GS” (Coherent), foi possivel

gerar uma tabela de dados (tabela 3), relacionando a corrente de alimentacdo do

diodo laser com a poténcia de saida do laser. Através destes dados foram gerados

dois graficos, caracterizando os lasers de 785 nm e o de 830 nm.

Tabela 3: Relagdo entre corrente de alimentacdo por poténcia de saida dos lasers.

Corrente de alimentacdo | Poténcia do laser centrado | Poténcia do laser centrado
do diodo laser (mA) em 785 nm (mW) em 830 nm (mW)

30 0 0

40 7 2

50 15 10
60 23 18
70 30 25
80 37 32
90 44 41
100 52 46
110 58 56
120 65 65
130 71 72
140 76 75
150 80 87
160 86 94
170 96 99
180 97 107
190 108 114
200 109 124
210 115 128
220 122 138
230 128 X

240 134 X

250 140 X

260 145 X
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As representacdes graficas da tabela 3 sdo demonstradas pelas fig. 30 e 31:
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Figura 30: Diagrama (laser 785 nm): Corrente de alimentacéo X Poténcia de saida.
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Figura 31: Diagrama (laser 830 nm): Corrente de alimentacdo X Poténcia de saida.

Os erros nas poténcias de saidas (P_out) através das medidas podem ser

estimados através da realizacdo de um ajuste linear, onde o erro (DP_out) é

calculado conforme as equacdes (28) e (29), onde:

P out=A+B>X
DP_out €dP_out
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dP out = TP_out DA + P _out DB + P_out DX
o 1B X
dP_out=DA+ X>DB + B>DX
Para o laser de 785 nm, teremos:
dP_out=(0,00813)> X +1,9257  [28]
Para o laser de 830 nm, teremos:
dP_out =(0,00671) > X +1,66575 [29]

Duas observacdes devem ser feitas a respeito dos resultados experimentais
obtidos, sendo elas:

- Cada laser tem uma determinada corrente minima e uma corrente maxima de

funcionamento, devendo sempre estar operando dentro desta faixa compreendida

entre os valores apresentados na tabela (4):

Tabela 4: Valores maximos e minimos da corrente de alimentagdo dos lasers.

Laser (nm) | Corrente minima (mA) Corrente Maxima (mA)
785 30 260
830 38 220

- As curvas demonstram gue a poténcia de saida do laser varia realmente com a

variacao da corrente de alimentacéo do diodo laser, porém de forma nao linear.

Sendo assim, a poténcia de saida do laser inicial em nosso sistema sera de 140
mW para o laser de 785 nm e de 130 mW, para o laser de 830 nm. Valores estes
escolhidos, pois ndo é bom trabalhar com os valores dos extremos, pois isto poderia

acarretar em danos ao equipamento laser.
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4.1.1.1 TRANSLADORES DE COMPRIMENTO DE ONDA DO LASER

Este dispositivo foi implementado para ser acoplado a “cabeca” do laser, sendo
utilizado para a mudanca do comprimento de onda. O dispositivo € composto por um
atuador linear, cujo deslocamento é da ordem de micrdmetros. O micrébmetro atua
diretamente na grade de difracdo da cavidade externa do laser, mudando seu
angulo, fazendo-se assim, com que haja um translado de um determinado

comprimento de onda.

Figura 32: Translador de comprimento de onda (laser 830 nm). No detalhe o acoplamento entre o
dispositivo translador e a “cabec¢a” do laser.

Depois de montado, o dispositivo foi submetido a testes de histerese e

repetibilidade. Os resultados obtidos estdo resumidos na tabela 5 e na figura 33:



Tabela 5: Teste de calibragédo do dispositivo translador (laser 830 nm).

quigéo do Deslocamento 1|Deslocamento 2| Deslocamento 3
micrometro
(um) [ (nm) | (nm) [ (nm)
0,5 830,01 830,01 830,01
1,0 830,20 830,20 830,14
1,5 830,40 830,40 830,35
2,0 830,59 830,56 830,54
2,5 830,77 830,72 830,69
3,0 830,93 830,90 830,90
3,5 831,11 831,11 831,06
4,0 831,29 831,29 831,29
4.5 831,45 831,45 831,45
5,0 831,66 831,61 831,61
55 831,87 831,81 831,76
6,0 832,02 831,97 831,97
6,5 832,23 832,18 832,18
7,0 832,36 832,36 832,36
7,5 832,62 832,57 832,54
8,0 832,80 832,78 832,75
8,5 833,01 832,93 832,96
9,0 833,22 833,17 833,17
9,5 833,40 833,35 833,40
10,0 833,58 833,58 833,56
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Figura 33: Teste de deslocamento do dispositivo translador (laser 830 nm).
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O erro em (I ) através das medidas pode ser estimado através da realizacdo de

um ajuste linear, onde o erro (DI ) é calculado pela equacao (30):
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| = A+B: X
Onde,
Dl cd
dl :lm+£DB+lDX:DA+XXD3+B>DX
TA 1B X

d =0,01383+ X :(0,00231) + 0,37429:(0,005)  [30]

Como pode ser visto na figura 33, os deslocamentos foram muito proximos,
indicando alta repetibilidade do dispositivo para os trés testes.

Devido a disposicdo dos componentes internos do laser de 785 nm, nao
permitirem espaco suficiente para o acoplamento mecanico do dispositivo translador

(figura 34), seu uso ficou restrito ao laser de 830 nm.

Figura 34: Problemas com o acoplamento mecénico entre o dispositivo translador de comprimento de
onda e o laser 785 nm.

Sendo assim, para o laser 785 nm, foi utilizado um outro sistema para realizar o
translado do comprimento de onda do laser. Para o translado do comprimento de

onda do laser de 785 nm foi utilizado apenas uma pequena chave “ALLEN”, a qual
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ao ser acoplada ao parafuso que movimenta a grade de difragdo do laser de 785
nm, permitiu a calibracdo dos translados, seguindo os mesmos passos como foi feito
para o laser de 830 nm. Porém, seus translados foram fisicamente marcados atraves
de pequenas marquinhas feitas com caneta no o parafuso da grade de difracdo e
sua base, como esté indicado pela seta verde na figura 34.

O processo de calibracdo do deslocamento do comprimento de onda do laser de
785 nm foi elaborado através de uma marca feita na cabeca do parafuso da grade
de difracdo e outras trés marcas feitas na base onde estd4 acoplado o mesmo. O
alinhamento feito entre a marca feita na cabeca do parafuso com qualquer uma das
outras trés marcas feitas na base, indicava um determinado deslocamento, conforme

mostra a tabela 6:

Tabela 6: Deslocamentos aplicados ao laser de 785 nm.

Posicdes dachave | Comprimento de onda | Deslocamento
(parafuso) do laser (I )[nm] dado (DI ) [nm]

A 785.0 0

B 785.5 0.5

C 786.0 1

Assim como foi feito para o laser de 830 nm, foram feitos varios deslocamentos
entre estas trés posi¢oes, verificando-se sempre, para cada caso, seus respectivos
deslocamentos. Depois de executar este processo, chegou-se a conclusao de que o
laser de 785 nm também possuia um deslocamento linear, podendo-se entéo, ser

utilizado no sistema “In Vivo”.

4.1.2 SISTEMAS OPTICOS IMPLEMENTADOS

Foram elaborados dois diferentes sistemas Opticos experimentais, ambos
otimizados para a aquisicdo de espectros dispersivos Raman. O primeiro deles,
corresponde a um sistema implementado para medidas ‘In Vitro”, em amostras de

ordem macroscépicas, as quais podem ser de origem bioldégica ou ndo. A este
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sistema demos o nome de sistema Macro-Raman “In Vitro”. Ja o segundo,
corresponde a um sistema implementado para medidas “In Vivo”, também para
amostras de ordem macroscopicas, as quais podem ser de origem bioldgica ou néo.

A este sistema demos o0 nome de sistema Macro-Raman “In Vivo”.

4.1.2.1 SISTEMA MACRO-RAMAN IN VITRO

O sistema Macro-Raman “In Vitro” € composto por um laser de diodo com
cavidade externa sintonizavel (Sacher Lasertechnik), com ? = 830 nm, para a
excitacdo das amostras; componentes 6pticos para guiar (configuragdo em 45°), e
coletar (telescépio), o sinal Raman espalhado; um filtro notch (Semrock, modelo
NF01-830U-25), para eliminar a porcdo elastica do sinal espalhado; um
espectrémetro (Pi-Acton SpectraPro, modelo 2500i), equipado com uma camera
CCD detectora, refrigerada por Ny liquido (PFActon Spec-10), usada na captura do
sinal espalhado. Por fim, por um computador, no qual serdo armazenados e
analisados todos os espectros capturados.

A figura 35 mostra o esquema da montagem Macro-Raman “In Vitro”

desenvolvido. A figura 36 mostra uma foto da montagem experimental.
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Figura 35: Montagem esquematica do sistema
Diferencial Raman (In Vitro): (1) laser de
excitacdo; (2) espelho ajustavel; (3) lente
convergente (focalizadora); (4) porta-amostras;
(5) e (7) sistema de telescopio; (6) filtro notch
(I= 830nm); (8) espectrébmetro; (9) camera
CCD; (10) computador.

Figura 36: Montagem experimental do sistema
Diferencial Raman (In Vitro). No detalhe a
montagem do dispositivo responsavel pela
variacdo do comprimento de onda do laser de
excitagao.

Na figura 35 € possivel verificar que a configuracdo adotada para incidir o laser
de excitacdo na amostra foi a de 45°. Isto foi definido com o objetivo de direcionar ao
maximo o espalhamento elastico para o infinito, ndo deixando que ele tenha grandes
influéncias sobre os sinais inelasticos, os quais sdo capturados pelo sistema
telescopio. Faz-se importante ressaltar que esta configuracdo foi a que obteve

melhores resultados dentre inUmeras o utras configuracdes testadas.

4.1.2.1.1 O TELESCOPIO

Este dispositivo nada mais é do que uma associacdo (montagem) de duas
lentes, o qual permite transferir o maximo de sinal oriundo da amostra
(espalhamentos) para o detector.

O esquema de montagem é bastante simples, como ilustrado na figura 37:



65

Telescopio

o

Detector L2 L1

(Espectrometro + CCD) Fonte do sinal

(Porta-amostras)

Figura 37: Montagem do telescépio.

Como se pode observar, neste trabalho, o telescépio foi montado utilizando duas
lentes bi-convexas idénticas (KBX052). Lembrando-se que a escolha das lentes
deve-se a varios motivos dentre eles distancias focais, fnumber, didametro da lente,
entre outros.

A distancia estabelecida entre o porta-amostras e a primeira lente do telescépio
foi igual a distancia focal das lentes, para que assim, o maximo do sinal espalhado
pela amostra fosse capturado pela lente. A distancia entre as duas lentes, ficou na
realidade dependente da distancia focal entre cada uma delas. Como eram lentes
iguais, a distancia ficou estabelecida em duas vezes a distancia focal delas. B a
segunda lente, tem como funcgao focalizar o sinal capturado pela primeira lente na
“slit” de entrada do espectrdmetro. Para tanto, sua distancia com relacdo ao
espectrémetro ficou determinado por sua distancia focal. Logo, obedecendo-se as
distancias focais das lentes, p6de-se estabelecer ao certo, as posi¢cdes de cada um
dos componentes desta parte do circuito (porta-amostras, lentes e espectrometro).
Ficando-se entdo a maior dificuldade na realizagdo do alinhamento entre as lentes.
Um filtro notch 830 nm foi introduzido entre as lentes para eliminar qualquer vestigio
de espalhamento el4stico que possa ter sido capturado pela primeira lente.

Nota-se que uma segunda versao deste telescopio realizada anteriormente com
duas lentes plano convexas (KPX100), também apresentou bons resultados e como
o sinal capturado pela primeira lente saia colimado em direcdo a segunda lente, isto
permitiu um distanciamento maior entre as lentes. Porém, quanto maior era a
distancia entre as lente, mais dificil ficava de se realizar o alinhamento final entre as
mesmas e da segunda lente para a slit de entrada do espectrébmetro. Sendo entéo

adotada a versdo com as duas lentes bi-convexas.
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4.1.2.2 SISTEMA MACRO-RAMAN IN VIVO

O sistema Macro-Raman “In Vivo” € composto por um laser de diodo com
cavidade externa sintonizdvel (Sacher Lasertechnik), com ? = 785 nm, para a
excitacdo das amostras; um cateter optico para guiar o laser de excitacédo (porcéo de
excitacdo) até a amostra, coletar sinal Raman espalhado (por¢ao distal) e por fim,
guiar o sinal espalhado até o espectroscopio (porcdo proximal); um espectrémetro
(Pi-Acton SpectraPro, modelo 2500i), equipado com uma camera CCD detectora,
refrigerada por N, liquido (PlFActon Spec-10), usada na captura do sinal espalhado.
Por fim, por um computador, no qual serdo armazenados e analisados todos os
espectros capturados.

A figura 38 mostra o esquema da montagem Macro-Raman “In Vitro”

desenvolvido. A figura 39 mostra uma foto da montagem experimental.
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Figura 38: Montagem esquematica do sistema S &
Diferencial Raman (In Vivo): (1) laser de Figura 39: Montagem experimental do sistema
excitacdo; (2) cateter (porcdo de excitacdo); (3) Diferencial Raman (In Vivo). No detalhe superior
cateter (porcéo distal); (4) porta-amostras; (5) esquerdo, a por¢do distal do cateter; no detalhe

cateter (porcdo proximal); (6) espectrdmetro; inferior direito, a porcédo de excitacdo do cateter;

(7) camera CCD; (8) computador. na indicacdo central, a por¢do proximal do cateter,
a qual deverd ser acoplada a entrada do
espectrometro.

N&ao houve uma razdo ao certo para a escolha dos lasers em cada um dos dois
sistemas, ou seja, ndo haveria problema algum de utilizar o laser de 785 nm para ao

sistema “In Vitro” e o laser de 830 nm para o sistema “In Vivo”.
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Em ambos sistemas, foram utilizadas trés grades de difragdo: 300, 600 e 1200 gr
/mm. Os experimentos utilizaram o laser de excitagdo com poténcias de 15; 45; 80 e
110 mW, com deslocamentos do comprimento de onda (??) de 0,5; 1,5; 2,5 e 3,5
nm.

E importante lembrar que estes dois circuitos Opticos, ndo sdo as Unicas
possiveis configuracdes de montagem, ficando em aberto, uma variedade enorme
de alteracbes que podem ser realizadas, afim de se obter uma otimizacdo dos
mesmos .

Para efeitos comparativos, foram realizadas medidas em um sistema FT-Raman
(Brucker Optics, RFS 100/S), composto por um laser de excitacdo de Nd:YAG, com
? = 1064 nm (Fig. 40). Para tanto, utilizou-se as mesmas amostras que foram

utilizadas nos sistemas Raman dispersivos “In Vitro” e “In Vivo”.

Figura 40: Sistema FT-Raman (RFS 100/S) do Laboratdrio de Espectroscopia Vibracional Biomédica,
da Universidade do Vale do Paraiba.

4.2 EXPERIMENTOS COM O SISTEMA OPTICO IN VITRO

Os principais parametros experimentais pesquisados neste trabalho foram: a
influéncia das diferentes grades de difracdo; as diferentes poténcias do laser de
excitacdo e por fim, o tamanho ideal para o deslocamento da linha do laser (DI ). A
figura 41 mostra os espectros Raman de um dente humano, obtidos por um laser de
excitacdo, com diferentes poténcias de saida (15, 45, 80 e 110 mW), e diferentes
grades (300, 600 e 1200 gr./mm). As figuras 4la, 41b e 41c mostram quatro

espectros, cada qual, obtidos pelas quatro poténcias diferentes do laser de excitacédo
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mencionadas anteriormente. Todos 0s espectros foram normalizados com a intencao
de ser representados por uma escala dentro de uma faixa de valores entre 0 e 1, de
unidades arbitrarias.

A figura 41a mostra os espectros obtidos com a grade de 300 gr./mm. Esta
grade possui uma janela espectral de aproximadamente 1850 cm™ e resolucdo de
1,6 cm™. A figura 41b apresenta os espectros obtidos com a grade de 600 gr./mm.
Esta grade possui uma janela espectral de aproximadamente 960 cm™ e resolucéo
de 0,8 cm™. J4 a figura 41c mostra os espectros obtidos com grade de 1200 gr./mm.
Esta grade possui uma janela espectral de aproximadamente 420 cm™ e resolucéo
de 0,3 cm™. Estes e outros parAmetros podem ser analisados, através da tabela 8.
As trés grades apresentaram uma boa relacdo sinal ruido (S/R), que serao

comentadas mais adiante, neste trabalho.
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Figura 41: Espectro Raman de um dente humano: a) grade de 300 gr./mm; b) grade de 600 gr./mm e
c) grade de 1200 gr./mm. Todas em relagéo a diferentes poténcias do laser.

ApOs investigar parametros como o tamanho da janela espectral e resolugédo de
cada uma das trés grades utilizadas, o préoximo passo foi de verificar os espectros
capturados com valores de | diferentes, assim como, com poténcias diferentes do

laser de excitacdo, em cada uma das trés grades utilizadas. A figura 42 ilustra, para
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cada uma das grades, quatro espectros capturados (mostrados juntos), com
diferentes valores de | do laser. O primeiro deles com (I ) centralizado em 830 nm,
ja 0s outros trés, ligeiramente deslocados em relacdo ao primeiro, por valores
variando entre: 0,5; 1,5; 25 e 3,5 nm (DI ). Verifica-se também, o uso de quatro
diferentes valores de poténcia do laser de excitacdo, medidos na amostra: 15; 45; 80
e 110 mWw.

As figuras 42a, 42b, 42c e 42d apresentam, para a grade de 300 gr./mm, os
espectros capturados, com as poténcias do laser de excitacdo em 15, 45, 80 e 110
mW respectivamente. Ja as figuras 42e, 42f, 42g e 42h apresentam, para a grade de
600 gr./mm, os espectros capturados, com as poténcias do laser de excitacdo em
15, 45, 80 e 110 mW respectivamente. Por fim, as figuras 42i, 42, 42k e 42|
apresentam, para a grade de 1200 gr./mm, os espectros capturados, com as
poténcias do laser de excitagcdo em 15, 45, 80 e 110 mW respectivamente.

Para valores muito baixos de poténcia do laser de excitagéo (Fig. 42a; Fig. 42e
e Fig. 42i), fica dificil a percepcdo das bandas Raman do espectro do dente,
principalmente os diferentes deslocamentos DI . Enquanto que para poténcias
maiores do laser de excitacdo (Fig. 42d; Fig. 42h e Fig. 42l), os deslocamentos

dados nos espectros ficam mais evidentes, facilitando suas visualizagdes.
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Figura 42: Espectros de um dente humano: Investigacéo de diferentes valores | em diferentes
poténcias do laser de excitagdo, para cada uma das grades utilizadas.

Experimentos foram realizados para a obtencdo do melhor valor para o
deslocamento do comprimento de onda do laser de excitacdo (Dl ). Para tanto,
foram realizadas subtracfes entre o espectro capturado (centralizado em | =830
nm), com 0s outros quatro espectros, cada qual deslocado em relagcdo ao primeiro
pelos valores de Dl , apresentados anteriormente.

Os resultados das subtragbes dos espectros mostrados na figura 42 estéo
ilustrados na figura 43, onde é possivel verificar, entre outros detalhes, as distor¢cdes
gue ocorrem entre 0s espectros, devido ao deslocamento (Dl ); independentemente
da grade, ou da poténcia do laser de excitacdo utilizada. Este fato comprova os
efeitos de distor¢céo do sinal apresentados na figura 29. Por exemplo, na figura 43a,
€ possivel ver que para a grade de 300 gr./mm, mantendo a poténcia do laser fixa
em 15 mW, os espectros vao ficando deformados, ao aumentar o valor do

deslocamento (DI ). Isto também ocorre para as outras demais poténcias: 45; 80 e
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100 mW, respectivamente: Fig. 43b; Fig. 43c e Fig. 43d. Assim como, ocorre
também para as outras duas grades (Fig. 43— de (e) até (I)).

Um outro dado importante que a figura 43 apresenta, independentemente da
grade ou da poténcia do laser utilizados, ou ainda do deslocamento (DI ) dado; é
possivel realizar a identificacdo prévia de algumas bandas do espectro final, cuja

localizacdo, assim como foi demonstrado na figura 29, é marcada pelo ponto de

interseccéao entre o sinal (dS(l ) ) resultante da subtracdo, com o eixo das abscissas.

A, (nm): 0.5 ——1§ 2.5 35

1.of 300 gl'.-'mm1 GO0 g1/t

. d) Y h)
00 a00 1000 1100 1200 800 q00 1000 1100 1200 %00 950 100 1050 1104
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Figura 43: Subtracdo dos espectros. Determinac&o do melhor valor de (DI ).

Sendo assim, ficou determinado que o melhor valor escolhido para DI para o

dente humano, como amostra, seria algo proximo de 0,5 nm. Com este valor, 0s
espectros subtraidos dS(l) ndo sofrem distorcbes, ao passo que, com valores

superiores a0 mesmo 0s espectros resultantes das subtragdes, ficam distorcidos.
Impossibilita-se entdo, a dar continuidade no processo de remocéo dos efeitos da
luminescéncia nos espectros, pois com estes resultados distorcidos, mais adiante no

final do processo, resultard em um espectro totalmente diferente do esperado. E
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importante lembrar de que valores menores de DI do que 0,5 nm, também resultam
no cancelamento de todo o processo de remocao dos efeitos da luminescéncia nos
espectros.

Segundo a literatura (ZHAO; CARRABA; ALLEN, 2002), o valor ideal para (Dl )
é definido pelo parametro FWHM do pico mais intenso de um espectro ja conhecido,
ou seja, valor este que devera ser da mesma ordem de grandeza que a largura de
linha a meia altura do pico selecionado do espectro ja conhecido na literatura. Para
o caso do dente humano, o pico selecionado de 961 cm?, possui o valor de FWHM
de aproximadamente 0,5 nm, de acordo com um espectro jA conhecido pela
literatura (BACHMAN et. al., 2003; BRUGGNERA-JUNIOR et. al.,, 2007,
CHAKRABORTY et. al., 2006; PENEL et. al., 1998; SOARES et. al., 2007b; TSUDA,;
ARENDS, 1994). Sendo assim, o valor de DI =05 nm foi escolhido como o mais
adequado para o experimento com os dentes humano.

Mais adiante serao discutidos os parametros FWHM encontrados em cada grade
utilizada, porém primeiramente, para que se possa dar continuidade no processo de
remocao dos efeitos da luminescéncia nos espectros, antes, fazse necessario a
investigacdo dos parametros M (l ), ou seja, a resposta Optica do sistema, de cada

uma das trés grades utilizadas. Para tanto, foi necessaria uma montagem
experimental dedicada a obtencdo do espectro de corpo negro de uma fonte de luz
conhecida (Fig. 44).

Figura 44: Espectro do corpo negro: montagem experimental. No detalhe, a fonte de alimentacéo da
lampada. A seta indica o acoplamento da “esfera integradora” com o espectrémetro.

A montagem experimental mostrada na figura 44 é composta por uma fonte de

alimentacao (Fig. 44-1) de 12V DC / 0.5 A, a qual foi utilizada para fornecer energia
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a lampada de Tungsténio. Esta lampada foi posicionada dentro de uma espécie de
cavidade fechada por todos os lados, na qual sua energia luminosa emitida era
direcionada para um pequeno e unico orificio situado em uma das faces da
cavidade. Esse feixe de luz saia colimado e era diretamente direcionado a slit de
entrada do espectrémetro. Ou seja, esta lampada foi colocada dentro de um espécie
de esfera integradora (Fig. 44-2). O sinal oriundo da esfera integradora, era
direcionado ao espectrometro (Fig. 44-3) e este por sua vez, direcionava o sinal
resultante para o detector CCD (Fig. 44-4), depois de ter separado este sinal em
suas componentes principais. Por fim, o sinal resultante oriundo do espectrémetro,
capturado pelo detector CCD, era transmitido a um computador (5), no qual péde ser
analisado sobe a forma de um espectro.

Através da montagem experimental acima, foram capturados trés espectros, um
para cada uma das trés grades, onde cada um deles foi coletado somente na regido
de nosso interesse, ou seja, foram capturados com as grades centralizadas nas
regides espectrais onde estavam sendo estudadas as amostras biologicas.

De posse destes espectros, pode-se determinar o parametro | , do espectro e

segundo a literatura, de posse da “Lei do deslocamento de Wien”, equacéo (31), foi

possivel determinar a temperatura do corpo negro (HECHT, 2002).

| . XT = Constante [31]

onde:

- | - representa o valor maximo do espectro de corpo negro medido (m);

- T, representa a temperatura do corpo negro (K);

- Constante (constante de dispersdo de Wein) = 2,898x107 (mK).

Segundo nossos dados coletados, o valor de |, foi em 953 nm, resultando em

um valor de T = 3040 (K), para a temperatura do corpo negro estudado. Com este
resultado, e através da Lei da Radiacdo de Planck”, demonstrada pela equacédo
(32), foi possivel elaborar a curva teérica do espectro de radiagcdo de corpo negro,
podendo ser utilizada para comparagcdo com a curva medida no experimento
(EISBERG; RESNICK, 1979).
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onde:

I(l), representa o espectro teérico do corpo negro;

- h (constante de Planck);
- ¢ (velocidade da luz no vacuo);
- Kg(constante de Boltzmann);

- T, representa a temperatura do corpo negro em questao.

Sendo assim, p6de-se elaborar as medidas dos espectros de corpo negro para
as trés grades. Na figura abaixo € possivel ver uma comparagdo entre os valores

medidos e os valores tedricos, para cada grade utilizada, dos espectros do corpo
negro.

Espectro tedrico Espectro medido

- b) )

Intensidade (U a)

300 gr./mm 1+ 600gr/mm 1 [ 1200 gr/mm
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Figura 45: Espectros do corpo negro (Valores medidos / Valores tedricos).
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Através destes dados, e segundo a equacdo (23), mostrada anteriormente,

pdde-se determinar o valor do parametro M(I ), o qual sera utlizado para dar

continuidade ao processo de remocéo dos efeitos da luminescéncia nos espectros.

O parametro M (I ) sera apresentado na forma invertida, ou seja, M *(l ), tornando-

se mais facil a resolucdo da equagédo (26), a qual ira finalizar o processo da remocao

da fluorescéncia dos espectros (Fig. 46).
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Figura 46: Investigac3o dos parametros M "*(I ) para cada grade.

A figura 46 mostra os parametros M !(1) para cada uma das trés grades

usadas. Observa-se que 0s espectros que estdo sendo mostrados pelo Painel Il (a, e
C), representam respectivamente os mesmos espectros apresentados pelo Painel |
(a, b e ¢), porém de forma ampliada, as regifes de interesse. Nota-se que nos trés
casos, para as regides de interesse para a aquisicdo de espectros (de 900 a 1200
cml) destas amostras bioldgicas, as mesmas regides podem ser consideradas

praticamente lineares, o que implica dizer que ndao modificara muito, a resposta final
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do processo. Porém, deve-se ressaltar que de acordo com a figura 46, é evidente
gue a grade de 300 gr./mm apresentou melhores resultados, seguido pela grade de
600 gr./mm e por ultimo a grade de 1200 gr./mm.

Os parametros caracteristicos de cada grade, investigados pelos experimentos
realizados até aqui e a amostra a ser estudada, compdem o0s principais fatores que
determinardo a escolha da grade de que serd utilizada. Faz-se necessério ressaltar
gue esta escolha parte das analises individuais (para cada grade), de todos estes
parametros, assim como da comparagao entre 0S mesmos.

A partir destes resultados é possivel concluir que a grade de 600 gr./mm € a
mais adequada para o uso. Esta decisdo partiu devido ao fato da mesma apresentar
caracteristicas intermediarias entre as trés grades testadas. Esta grade possui uma
boa performance em resolucdo espectral (0,8 cm™); uma janela espectral com um
tamanho razoavelmente bom (960 cm™); um fator intermediario de FWHM (25 cm™);
o melhor pardmetro sinal/ruido RMS (0,434). Se comparada as grades de 300
gr./mm e de 1200 gr./mm. Estes dados podem ser comparados analisando-se a
tabela 7. Os parametros FWHM e relacéo sinal/ruido RMS, serdo discutidos mais
adiante, neste trabalho.

J& para o experimento do sistema “In Vivo”, foi utilizada a grade de 300 gr./mm,

devido ao fato de apresentar uma maior linearidade no parametro M (I ), mas,

principalmente, devido a ampla largura da janela espectral. Permitindo-se assim, que
mais bandas espectrais pudessem ser estudadas.

Depois de adquirido todos estes parametros experimentais de calibragdo do
sistema, o processo de remocdo dos efeitos da luminescéncia nos espectros pbde

ser continuado, resultando-se assim, nos seguintes espectros:
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Figura 47: Espectro final R(l ) : Colunas: grades de 300, 600 e 1200 gr./mm, respectivamente.

Linhas: de (a) a (d); de (e) a (h) e de (i) a (I), variagdo de poténcia do laser (15, 45, 80 e 110 mW,
respectivamente).

A figura 47 mostra os espectros finais obtidos do experimento ‘In Vitro”, com o

dente humano, como amostra bioldgica estudada. Nesta mesma figura foram tirados

alguns parametros que contribuiram para a escolha final da grade em cada um dos

dois sistemas montados. Sendo eles: o parametro FWHM e a relagdo sinal ruido,

para cada uma das trés grades, apresentados juntamente com outros parametros, ja

comentados anteriormente, na tabela 7:

Tabela 7: Parametros de caracterizacdo das grades de 300, 600 e 1200 gr./mm.

Grade [gr./mm] 300 600 | 1200
FWHM (RMS) [cm™] 35 25 18

S/N (RMS) 0,373 | 0,434 | 0,371
Janela espectral [cm™] | 1850 | 960 | 420
Resolucéo [cm™] 16 | 08 | 0,3
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Algumas consideracdes devem ser feitas sobre todos os resultados adquiridos.
A primeira delas é a respeito das diferencas de espectros devido as diferentes
resolugbes espectrais das trés grades, como era de se esperar a grade de 1200
gr./mm apresentou espectros mais estreitos, devido a maior resolucado espectral;
seguida pelas grades de 600 e depois pela de 300 gr./mm. A segunda consideracao
€ a respeito das diferentes poténcias do laser de excitacdo utilizadas em cada uma
das trés grades e o nivel de ruido inserido nos sinais. Fica evidente nestes
espectros, para qualquer uma das trés grades (colunas), quando se analisa os
espectros com diferentes poténcias da fonte de excitacdo (linhas), verifica-se que,
com o0 aumento da poténcia do laser o nivel de ruido sobre os espectros, diminui
muito. A terceira diz respeito aos valores diferentes de Dl , ocasionando distor¢des

nos espectros finais (DI >05nm), conforme ja foi comentado anteriormente. A

guarta consideracao diz respeito ao parametro FWHM obtidos nos espectros finais
de cada uma das trés grades, sendo o melhor dele é claro o da grade de 1200
gr./mm, seguido da grade de 600 gr/mm e por fim, da grade de 300 gr./mm; o que ja
era esperado, devido ao parametro de resolucdo espectral das trés grades. Por fim,
como ultima consideracdo tem-se os valores obtidos das relacdes sinal/ruido RMS
em cada grade, devendo-se lembrar de que a grade de 600 gr./mm teve o melhor
resultado, seguido da grade de 300 gr./mm e depois pela grade de 1200 gr./mm.

Um fato importante a ser levantado é explicar a razdo pela qual entre as etapas
de subtracdo dos espectros (Fig. 43) e integracdo dos espectros (Fig. 47), o ruido
residual sobre os espectros diminuiu muito, praticamente chegando-se a se
extinguir.

Este fato pode ser explicado através das equacdes (24) e (26):

ds(l ) =dr(l )>M(l )
R( )= gds(l ) xm (1 )dl

Onde, mesmo apoOs eliminar a resposta do sistema 6ptico M(l ) do sinal

diferencial dS(l ), existe ainda, um pequeno ruido N(I ), associado ao sinal Raman

puro Rp(l ), contido nos sinal diferencial Raman dR(l ), podendo ser escrito pela

equacao (33):
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dR(l)=Rp(l )>N()  [33]

Sendo assim, ao realizar a integracédo feita pela equacdo (26), na realidade

estara sendo feito o processo apresentado na equacao (34):

R( )=¢ds( )id
R(I) = ¢[Ro(l )>N(I )idi [34]

Onde, através da utilizacao de integracao por partes, chega-se na equacao (35):

R() =R, (1 )NG )ai - (‘{(‘j\l(l )di }deLl(l)dl [35]

Sendo assim, pode-se perceber um desencadeamento de sucessivas

integracGes do ruido N(I ) o que faz com que o nivel do mesmo seja menor a cada

integracdo. Estes processos ndo sao tdo evidentes devido ao fato de todas as
operacBes matematicas elaboradas com os espectros terem sido feitas através do
software OriginPro 7.0 (Origin Lab. Corporation). Assim como, os calculos dos
parametros das relacdes sinal/ruidos (RMS) apresentados, foram elaborados com o
auxilio do software OPUS 4.2 (Bruker Optik GmbH).

A figura 48 mostra, de maneira resumida, todas as etapas (a, b, ¢) do processo
de remocado da fluorescéncia dos espectros Raman, utilizando-se como amostra o
dente humano.

Ainda nesta mesma figura, pode-se observar uma comparacao feita entre o
resultado obtido com o sistema ‘In Vitro”, comparado ao resultado obtido por um

sistema FT-Raman (Bruker Optics).
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Figura 48: Espectro Diferencial Raman: dente Humano. Etapas: a) Aquisicdo dos espectros; b)
Subtracao dos espectros; e c) Integracao do espectro subtraido e resultado final. Ainda em (c),
comparacgédo de resultados entre o d sistema In Vitro e do sistema FT-Raman.

Ainda na figura 48c, é possivel verificar a presenca de algumas bandas Raman
mais relevantes como por exemplo: a banda em 961 cm™, referente ao fosfato (PO;*

) e a banda em 1073 cm™, referente ao carbonato (COsz*); todos contidos na

hidroxiapatita encontrada na dentina dos dentes.
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4.3 EXPERIMENTOS COM O SISTEMA OPTICO IN VIVO

Os procedimentos utilizados para a remocado dos efeitos da fluorescéncia sobre
0s espectros Raman das amostras serdo realizados de maneira idéntica a do
sistema “In Vitro”, ou seja, todas as etapas seguirdo a mesma metodologia
apresentada anteriormente.

Como foi dito anteriormente, para as analises do sistema “In Vivo”, foram
utilizadas duas amostras biologicas diferentes. A primeira amostra (pele do dedo
humano) foi analisada a partir da ponta do dedo indicador de um membro
colaborador do grupo de estudo em questdo. J& a segunda amostra, referencia-se a
pele de uma das mamas de uma ratinha de laboratério Sprague-Dawley.
Basicamente, as duas amostras tiveram uma higienizacdo local e depois foram
expostas diretamente ao lazer de excitacdo, através da porcdo distal do cateter do
sistema ‘in Vivo”. Aqui, vale a pena mencionar, mais uma vez de que, o laser de
excitacdo que fora utilizado neste sistema tinha | =785 nm.

As figuras 49 e 50 mostram os resultados obtidos com o sistema “In Vivo™
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Figura 49: Espectro Diferencial Raman: dedo Humano (pele). Etapas: a) Aquisicdo dos espectros; b)
Subtracao dos espectros; e ¢) Integracéo do espectro subtraido e resultado final. Ainda em (c),
comparacdo de resultados entre o d sistema In Vivo e do sistema FT-Raman.

Ainda na figura 49c, é possivel verificar a presenca de algumas bandas Raman
mais relevantes como por exemplo: a banda em 1650 cm™, referente a vibracdo
(stretch) dada pela ligacdo C=0, representando o pico de Amida I; as bandas
proximas de 1335 cm™ e 1440 cm?, referentes as vibracées dada pela ligacdo CHy,

representando lipidios e proteinas contidas na amostra.
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Figura 50: Espectro Diferencial Raman: mama (pele) de uma rata de laboratério Sprague-Dawley.

Etapas: a) Aquisicao dos espectros; b) Subtracdo dos espectros; e c) Integracdo do espectro

subtraido e resultado final. Ainda em (c), comparacédo de resultados entre o d sistema In Vivo e do

sistema FT-Raman.

Ainda na figura 50c, é possivel verificar a presenca de algumas bandas Raman

mais relevantes como por exemplo: a banda em 1065 cm™, referente a vibracdo
(stretch) dada pela ligacdo C-N;
deformacéo dada pela ligacdo CH; a banda proxima de 1440 cm™, referente as

a banda proxima de 1314 cm?, referente a

vibracdes dada pela ligacdo CH, representando lipidios e proteinas contidos na

amostra; a banda proxima de 1660 cm™, referente as vibracdes (stretch) dada pela

ligacdo C=0, representando Amida I, também contidos na amostra.
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Ambos espectros resultantes do sistema “In Vivo” (Fig. 49c e 50c), e até mesmo
o do sistema ‘In Vitro” (Fig. 48c), indicam que a metodologia Diferencial Raman,
guando aplicada a um sistema dispersivo Raman, possibilita a remocao satisfatoria
dos efeitos da fluorescéncia sobre os espectros Raman das amostras. Os resultados

obtidos sdo muito proximos ao obtido em um sistema FT-Raman.
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5 CONCLUSAO

Foi possivel a remocéao satisfatéria dos efeitos da luminescéncia (fluorescéncia),
de espectros Raman de amostras bioldgicas, obtidos através de um sistema Raman
dispersivo, utilizando-se a técnica de Espectroscopia Raman Diferencial. Os
resultados obtidos condizem com os resultados apresentados em alguns trabalhos
na literatura, como por exemplo, o de ZHAO, em 2002; o de MOISER-BOSS, em
1995; entre outros. Caracteristicas de deformacédo do sinal devido, entre outros
diferentes fatores, como a da aquisicdo de espectros deslocados, entre si, por um
valor de (DI ) muito grande, puderam ser completamente comprovadas. Técnicas de
escolha do melhor valor de (DI ) para diferentes tipos de amostras, através de
medidas ou até através da analise de espectros ja conhecidos, também puderam ser
comprovadas.

Uma grande vantagem apresentada neste trabalho diz respeito a metodologia
empregada na realizacdo da técnica, a qual se diferencia um pouco das demais
apresentadas na literatura, por poder ser realizada quase que por completa, com a
utilizacdo apenas de um software, tornando-se mais simples e rapida, se comparada
aos processos onde cada etapa € matematicamente resolvida por vez.

A técnica de Espectroscopia Raman Diferencial vem mostrando ser eficiente e
vantajosa, quando comparada a técnica de espectroscopia FT-Raman, devido ao
fato da mesma gastar menos tempo para realizar as aquisicdes dos espectros,
possuir uma boa relacdo custo / beneficio e principalmente, poder ser implementada
em um sistema oOptico mais compacto. Além de permitir o uso de diferentes ? de

lasers, sem que haja mudancgas muito significativas no circuito éptico do sistema.
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