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Laboratdrio de Espectroscopia Molecular

MICROSCOPIA RAMAN E MICROSCOPIA FTIR

DRA. ISABELA SODRE




VISAO GERAL

= Principios da microscopia Optica

= Principios da microscopia vibracional

= Microscopio Raman: dispersivos, interferométricos, resolucao
espacial, resolucao espectral, confocalidade, mapeamento

= Microscopio FTIR: Caracteristicas, ATR, Reflectancia, Transmissao,
mapeamento



BREVE HISTORICO

= 300 a. C.: Conceito de Magnificacao por Euclides
= Século 1: A. D. Seneca descreve o que seria magnificacao por um globo de agua

= ~ ano 1000: Alhazan escreve 0 maior trabalho de principios de Optica, descreve a
anatomia dos olhos e explica como as lentes focam as imagens

EYEPIECE OBJECTIVE

= 1590: Zacharias Jansen, na Noruega, propoe um microscopio
- . . . . C
optico usando duas lentes finas: uma objetiva (lente convexa) (> )
e uma ocular (lente concava). Requeria um tubo longo para
posicionar as lentes a uma distancia correta

Figure II-1. Sketch of the optics of Jansen’s microscope.

= 1612: Galileo Galilei cria diferentes tipos de microscopios

Croft, William J. Under the microscope: a brief history of microscopy. Vol. 5. World Scientific, 2006.



= 1624: é criado o termo microscopio na Accademia Dei Lincei, que incluia Galileu

* Conjugado do grego mikro, usado para descrever algo pequeno; e do latim cientifico
scopium, que reflete a pratica da observacao

= 1671: o artesao Anton van Leeuwenhoek, na Holanda, cria microscopios para poder
inspecionar a qualidade da sua producao de roupas (500 a 600 microscopios). De
acordo com seus registros, ele foi capaz de obter até 500x de magnificacao com
resolucao de 1 micrometro

Croft, William J. Under the microscope: a brief history of microscopy. Vol. 5. World Scientific, 2006.



= No mesmo periodo, Robert Hooke da Inglaterra fez importantes
contribuicoes introduzindo sistemas de iluminacao, plataformas
e botoes de ajustes para fino ajuste do foco

= Final do século 19: Charles A. Spencer introduziu objetivas com
grande abertura numérica e melhorou a correcao de cor
combinando vidro com o mineral fluorita (CaF,)

= O primeiro microscopio confocal foi criado em 1955 e
patenteado em 1957 por Marvin Minsky (EUA)

= Nas décadas seguintes, o desenvolvimento instrumental
permitiu o acoplamento ao espectrometro Raman.

The microscope: A Practical Guide.
ICP TUB 001. India, 1999.

Croft, William J. Under the microscope: a brief history of microscopy. Vol. 5. World Scientific, 2006.



INTRODUCAO: COMPREENDENDO O MICROSCOPIO OPTICO COMPOSTO

Ocular {eyepiece)

Formado por dois sistemas de lentes.

Objective lens

Emprega a luz visivel para produzir uma o Sltaee\
magnificacao de um objeto (projetado na Gondenser diaphragm —
retina do olho humano ou em um dispositivo Condenser focusing knob

. Field stop diaphragm
gerador de imagem). -

I
7 \
Specimen Lamp focusing knob
focusing knobs

Murphy, Douglas B., and Michael W. Davidson. Fundamentals of light microscopy and electronic imaging. John Wiley & Sons, 2012.



PRINCIPAIS ELEMENTOS DO MICROSCOPIO

OPTICO COMPOSTO (

A lente objetiva coleta a luz difratada pela amostra e forma uma ey <]
cular

imagem real magnificada (no plano real da imagem intermediaria)

proximo as lentes oculares.

As lentes oculares irao projetar uma imagem real na retina,

interpretada pelo cérebro como uma imagem virtual de
aproximadamente 25 cm em frente aos olhos.
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Murphy, Douglas B., and Michael W. Davidson. Fundamentals of light microscopy and electronic imaging. John Wiley & Sons, 2012.



LENTES OCULARES

Microscope Eyepiece (Ocular) Anatomy

Protective
Eyecup

= Necessérias para magnificar a A

Pl 10x/23 & '

Imagem captada pela objetiva. -

vaill LTI109

- Magn IfICaQéO Fixed =2 Intermediate
Aperture - : Image Plane

Diaphragm

Mfinal = Mobj X Mocu

Figure 3
10x/23 = magnificacao de 10x, e 23mm de campo de visao

Na Magnificacao Total com obj de 100x, o Campo de Visao € calculado:
23mm

100

= 230 um



LENTES OBIJETIVAS

= Lentes acromaticas: eliminacao de efeitos de aberracao cromatica (656 nm e 486 nm)

e esférica (amarelo-verde - 540 nm).

Lente biconvexa + plano-céncava
Diferentes densidades
Comprimento de onda com foco no mesmo plano

Mais comuns - construgcao de baixo custo

crown glass

flint glass

achromatic doublet

g/

Achromat and
fluorite



LENTES OBIJETIVAS

= Lentes de Fluorita ou semiapocromatica:

Contém CaF,. Fornecem baixa dispersao da cor.

Intervalo espectral mais amplo.

Corrige aberracdo cromatica em trés comprimentos de
onda (azul, verde e vermelho).

Corrige aberracao esférica em dois comprimentos de
onda (azul e verde).

Maior custo de construgcao

Planapochromat



DIFRACAO E RESOLUCAO LATERAL

A natureza ondulatéria da luz e o fendmeno de difracao, determinam que a imagem
de um objeto pontual € um disco de difracao de diametro finito.

Disco de Airy
X - Z Distribuciéon
0.0 de intensidad
C
0.2
84 % de
intensidad
0.4
Tubo deo

lentes
0.6

0.8
Objetlvo

1.0 Puntos de propagacion

unto de fuente de iluminacion



DIFRACAO E RESOLUCAO LATERAL

De acordo com o critério de Rayleigh, dois pontos adjacentes serao resolvidos
quando o ponto maximo (central) de um ponto coincide com o primeiro
minimo do outro no plano da imagem.

Airy
Patterns

D=4.4pm j¢—»

Radial
Intensity
istribution

(PSF)




DIFRACAO E RESOLUCAO LATERAL

A imagem completa de um objeto corresponde a padroes de sobreposi¢cao de
pontos de difracao. A localizacao de cada ponto (x,y) no objeto corresponde
ao centro de um ponto de difracao na imagem.

Airy Disk

I Intensity

-~ >
Focal Plane



CONFIGURACOES E ESPECIFICACOES DE LENTES OBJETIVAS

= Abertura Numeérica:

Para a formacao da imagem, €& preciso que a objetiva tenha uma abertura capaz de

capturar os raios difratados pela amostra, o que €& descrito em termos da abertura
numeérica (NA).

NA =nsinéb

n = indice de refracao do meio circundante; F
© = angulo de aceitacao (meio abertura) da lente.

Lentes que capturam luz dentro de um largo angulo, fornecem maior
resolucao em relacao a lentes com angulo mais estreito.




NA =nsin0
A equacao sugere que o fator limitante para obter maior abertura
numeérica € o indice de refracao do meio (entre a lente e a amostra)
. Ar=1 Qil Immersion and Numerical Aperture
Agua = 1,33
Oleo de imersao = 1,5* _
Angular No ar:
Aperture Amostra comn = 1,5

Raios > 39° sofrem reflexao interna

ed)

Lente projetada para trabalhar com
n = 1,5 permite a captacao de mais luz

A*——"A

Light
Cone
M

*0leo de Ricino + Benzoato de Benzila



O CRITERIO DE RAYLEIGH E A ABERTURA NUMERICA (NA)

O poder de resolucao é representado pela distancia minima (D) de resolucao, e ira
depender do comprimento de onda e da abertura numérica, de acordo com a equacao:

1,222

2NA Portanto, quanto maior NA,
maior o poder de resolucao.

Numerical aperture

oA
Rad?lll? 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
(r) 1.2
1.0 0.6
Airy ‘g
Patterns S 08 08
c
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—_— 3 1.2
ia @
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Distribution
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Wavelength (nm)



b 1,222
~ 2NA

_\Numerical Aperture and Image Resolution /—

Airy Disk

] Intensity

Focal Plane

Numerical Aperture




RESOLUCAO ESPACIAL - DEPENDENTE DA ESCOLHA DO LASER

D
Obj. 100 x 0,90 NA R

* Ao =532nm
D = 1,222 D= 360 nm ‘ﬂL
2NA « Ay =785 nm |
D=532nm J\/L




DISTANCIA DE TRABALHO (WD)

Numerical Aperture NA = n « sin(o)

(a)o=7° NA=0.12
(b) 0. = 20° NA = 0.34
(c) o = 60° NA = 0.87




PROFUNDIDADE DE CAMPO

Diferentes NA darao diferentes A profundidade de campo é medida

resolucoes axiais paralelo ao eixo 6ptico e depende
= Cone de luz apenas da NA da lente objetiva.

= Ponto focal e Plano 6ptico Depth of Field Ranges

Objective lens

|

Object

/Plane

y Focus plane ! D
(Best focus) 4

Sample

curfara

Marturi, N., Dembélé, S., & Piat, N. In 2013 International Conference on Control, Automation, Robotics and Embedded Systems (CARE) (pp. 1-6). IEEE.



Aperture and depth of field

Large aperture/dilated pupil

I

A dot of light
from the subject

!

Small aperture/ constricted pupil
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Lens

Light sensor / retina

~_

T~

T

Narrow depth of field.
Focus is on subject but
foreground and
background are blurry.

7NN

Good depth of field.
Sharp focus extends from in
front of to past the subject.

Importancia da abertura
numérica da objetiva:

NA pequenos
proporcionam uma area
focal mais extensa



Baixo valor de NA Alto valor de NA

Maior profundidade de campo Menor profundidade de campo
Baixa confocalidade (todos os O plano focal capturado pelo detector é
planos sao capturados pelo bastante estreito, rejeitando
detector) contribuicoes indesejaveis =

confocalidade
https://mrs-cook.weebly.com/depth-of-field.html



ALTA CONFOCALIDADE

Para melhorar a resolucao
espacial, os equipamentos
podem ser operados na
configuracao de alta
confocalidade - um arranjo
optico que insere um filtro
espacial (abertura confocal) no
plano da imagem.

A coleta de radiacao espalhada

é seletiva e nao ha nenhuma
contribuicao da vizinhanca na
radiacao coletada.

Confocal Aperture

-
lllllll
llllllllllllllllll
llllll

s
L
.....
e
-----
.....
.....
------

=

In focus object plane

Microscope objective

Imaging lens

Application Note. Confocal Raman Microscopy Applications in the Polymer Industry Forrest J. Weesner, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, USA.




OBJETIVAS COM CORRECAO INFINITA ()

Infinity-corrected Parallel Light Beam Evepiece
Optical Svstem

H—1—¥F

Object ive Lens Tube Lens Intermediate
Imaze Poszition

Finite Correction
Optical Svstem

4

Objective Lens Intermediate Imasze
Fosition

Evepiece

A objetiva nao forma a imagem
que entra como um feixe paralelo
infinito.

Permite a insercao de elementos
(polarizadores, iluminadores)
entre a objetiva e oculares nao
afeta a formacao de imagem.



CONDENSADORES

= Presente microscopios de luz
transmitida.

" Tem a funcao de concentrar e focar a

luz uniformemente no campo de visao.

= NA obj. = NA condensador

Portanto, para lentes de imersao, o
condensador também deve estar em
contato com o o6leo.

Objective

Specimen
Slide

Condenser

Light source

N

Abbe

Mais comum;
aberracoes podem
ser aparentes,
mesmo em
condensadores de
alta performance.

&

—
=

Aplanatic-achromatic

Superior. Corregao
para aberracao
esféricas de
curvatura de campo.
Exibe aberracao
cromatica.



ALGUMAS CONSEQUENCIAS DA DIFRACAO

Raios difratados sao produzidos quando a luz interage
com a amostra. Quanto mais fino os detalhes, maior o
angulo com que 0s raios sao difratados.

Para resolver os detalhes dessa amostra, é
necessario capturar os raios € a0 menos um dos raios
difratados de primeira ordem.

= A qualidade da imagem melhora quanto mais raios
difratados sao coletados.

= Lentes com menor WD e maior NA sao
necessarios.




LIMITES NA COMBINACAO DE LENTES
OBJETIVAS E OCULARES

Mginar = Mopj X Mypcy

= A lente ocular ndo pode ampliar além do
limite que a lente obj. pode resolver.

® Para que a magnificacao seja realizada em
sua forma otima , My, 4; devera ser 500 a

1000 vezes maior que a NA da objetiva
utilizada.

“Empty Magnification” - imagem borrada

https://sustainable-nano.com/



Exemplo
Objetiva 100x/NA 1,4

Ocular 10x Ocular 20x
M¢ing = 100 x 10 = 1000 M¢ing = 100 x 20 = 2000
1000 2000
— ~714 —— = ~1429

1,4 1,4




TABLE 4-1. Characteristics of Selected Objective Lenses?
M Type Medium WD NA drin DOF B
(n) (mm) (pm) (pm)

3 Achromat | 9.9 0.12 2.80 38.19 0.1
10 Achromat | 4.4 0.25 1.34 8.80 0.4
20 Achromat | 0.53 0.45 0.75 2.72 1.0
25 Fluorite 1.515 0.21 0.8 0.42 1.30 6.6
40) Fluorite | 0.5 0.75 0.45 (.98 2.0
40) Fluorite 1.515 0.2 1.3 0.26 0.49 17.9
60 Apochromat | 0.15 0.95 0.35 0.61 2.3
60 Apochromat 1.515 0.09 1.4 0.24 0.43 10.7

100 Apochromat 1.515 0.09 1.4 0.24 0.43 3.8

M = maghnificacao;

NA = abertura numeérica
B = brilho (relacdo entre a abertura numérica e a magnificacao)

d

min

n = indice de refracao
= distancia de resol.

wd = distancia de trabalho
DOF = profundidade de campo




Objective ldentification

S

| Aberrati
Plan Fluor Aberation

60X/0.85 I{mﬁn'rtylmmm
®/0.11-0.23 WD 0.40-01 wﬂﬂm IIUEI' nE !;pnmE“
Magnification
Color Code

Mounting Thread

Magnification/
Numerical Aperture/
Immersion Medium

Infinity Correctio
Cover Glass Thickness/ Correction
Field Number Ring

Magnification _
Color Code gteuh'ﬂ[:nm
r
Immersion ppe
Objective

Identifier )
*coverslip correction - aberracoes

*correction ring - espessura da
amostra, temperatura etc.
Oil-Immersion Objective Dry Objective

https://www.thorlabs.com/newgrouppage9.ctm?objectgroup_id=10764



Raman spectrometer

Grating

Microscope
Filter

CCD detector

Sample - - -~ -
785 nm diode laser

1 1




ESPECTROSCOPIA RAMAN - ASPECTOS GERAIS

Fendmenos associados a interacao da radiacao
com a matéria: €

~ \&
 Absorcao /
 Emissao

 Dispersao (espalhamento) -
Incident light (Eo)

Rayleigh scattered light (E=Eo)
- OO e

Dispersao sem alteracao de energia: o

Espalhamento Rayleigh

Dispersao com alteracao de energia: Sample

Espalhamento Inelastico ls

https://integratedoptics.com/Raman-Spectroscopy



ESPECTROSCOPIA RAMAN - ASPECTOS GERAIS

Espalhamento inelastico
Previsto teoricamente pelo

\.\%\\\\?'7%0\ austriaco Adolf Smekal em
@ - 1923
@™
Incident light (Eo)

Rayleigh scattered light (E=Eo)
> G0 P i W

Sample ”s%z;;%@\ DeSCObe rto
e experimentalmente por
o)

Chandrasekhara V. Raman e
K.S. Krishnan em 1928
Prémio Nobel

https://integratedoptics.com/Raman-Spectroscopy



ESPECTROSCOPIA RAMAN - ASPECTOS GERAIS

Espalhamento Raman

molecule

P laser
Maser Anti-Stokes l
Raman Scattering
A coorer € Npser
Stokes Raman lines
Stokes RE.HTIE!I"I ” l

A descoberta de Raman consistiu na N Joveen
observacao de que quando um feixe de luz Pcater = Mo
monocromatica de frequéncia v, € usada, o
espectro da luz espalhada mostra um padrao Ani-Slokes Ramgn fines
de linhas com frequéncias deslocadas em b v u L
relacao a frequéncia da radiagao incidente SN S NS M

wavelength (nm)

https://sisu.ut.ee/heritage-analysis/book/32-raman-spectroscopy



ESPECTROSCOPIA RAMAN - ASPECTOS GERAIS

A espectroscopia Raman se S i |
baseia na mudanca de g\i:r';?;e(g‘?f)de
. g S- O
pola/nzabllldade de uma correspondem as
molécula em certas energias de
frequéncias nas quais ela pode transicoes
espalhar radiacao. 1 3 "1 F J vibracionais
Rayleigh Stokes Anti-Stokes
V=Y ramsan ramsanm

1 _ _ " _
V=V, VvV =vV+y,



1900 4
1800 - 95.84 pm Symmetric O-H i Asymmetric O-H
1700 - O Stretching Mode Stretching mode
3280 cm™ 3410 cm™
104.45°
1500 - H - H
1400 -
1300
1200
1 In plane Out of plané
by pUERh bending bending
=
%’ Iy +
Qo N
‘\(.-...?»’ K H-O-H Bending Mode
b S -1
N R =2 1648 cm
Symmetrical Rocking Twisting
+ +
\
\\»/‘ﬁ fl
b @ O
N €O\
Asymmetrical Scissoring Wagging
LUy ‘i
0 - T T T T T T T r T T T T J T T T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200
Raman Shift [1/cm]
*Stokes

As transicoes vibracionais sao caracteristicas
dos modos normais de vibracao da molécula

https://physicsopenlab.org/2022/01/08/water-molecule-vibrations-with-raman-spectroscopy/




CARACTERISTICAS GERAIS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN

O grande interesse na espectroscopia Raman como técnica de caracterizacao ocorreu a
partir da década de 1960 devido ao surgimento do laser (Dr. Sérgio P. S. Porto).

*0s primeiros microscopios Raman de alta luminosidade, no entanto, s6 comecaram a ser
comercializados na década de 1990 - baixa manutencao, facilidade de operacao e
inUmeras possibilidades de aplicacao



CARACTERISTICAS GERAIS DA ESPECTROSCOPIA RAMAN

A intensidade de uma banda Raman depende das caracteristicas do equipamento (eficiéncia otica),
da quarta poténcia da radiacao espalhada, da intensidade da radiacao excitante (l,), do numero de
espalhadores (N) e da polarizabilidade (S):

Ir = const. (vy — v))*N.I,.B~1.S.v;71

Cerca de 1 a cada 108 fotons sao espalhados inelasticamente



ESPECTROMETRO RAMAN CONVENCIONAL

Laser and
line filter

Macro beam mirror

-~
”
”
» Beam
I ’ m splitter I
Moich
S-HJT]P]C lens filter

https://www.sciencedoze.com/2022/10/raman-spectroscopy-principle.html

CCD detector

Spectrograph
grating

K

I / Murors

Adjustable entrance slit

http://www.jascoraman.com/pdfs/raman_primer.pdf




MICROSCOPIO RAMAN DISPERSIVO

Entrance S||t .................... .

§I
| |
Diffraction! "
Confocal Gratings

Pinhole
CCD Camera ‘ \v

Rayleigh
Rejection
Filter

T
1)
Bearm ,{
il
I

____________________

Spectrog raph

Laser

Objective
Lens
Sample

ﬁ Microscope Stage

s



ALTA CONFOCALIDADE

Uma das principais vantagens do
acoplamento do espectrometro Raman ao
microscopio optico.

O sinal analitico do Raman sera mais
intenso precisamente na regiao focal.
Isso permite obter espectros de
substancias dentro de frascos, sacos,
simplesmente focando o laser no interior
de um objeto.

Opm

- » ~ \
f.’.-\"')m\'*“ \uNu,'-,.,\,'-'l“h'.',»,\qn" xr"\'*'v‘"\'ﬂ'd VJ-

-100 pm

|




Raman Identification of Inclusions in Diamond 457

ALTA CONFOCALIDADE

Raman Identification of Inclusions in Diamond

Reviews in Mineralogy & Geochemistry
Vol. B8 pp. 451-474, 2022
Copyright © Mineralogical Society of Amenica

Relative intensity (arbitrary units)

Raman shift (cm™)




l focus innovations Dr U Hallong




IMAGEAMENTO RAMAN

A microscopia Raman permite a

obtencao de mapas quimicos a partir

da obtencao de cubos de dados (data
hypercube).

Os dados podem ser representados

em uma figura de 3 dimensoes:

coordenadas espaciais (Xx,y), que
correspondem as coordenadas dos B Line scanning
pixels; e a dimensédo A (cm™) que o
corresponde ao espectro Raman P
obtido para cada pixel. Ll 1/

viem™

Petersen, Marlen, Zhilong Yu, and Xiaonan Lu. "Application of Raman spectroscopic methods in food safety: A review." Biosensors 11.6 (2021): 187.



IMAGEAMENTO RAMAN

_ _ Veladura final
Amostra da carnacao de uma Camada de tinta a 6leo
escultura de um altar, no. e S———— T—Camada de selagem
COﬂteXtO dO baI’I’OCO mineiro 1* camada (gesso grosso)

(bens culturais) Suporte - madeira

5

f |
. (IR
Lo e W - .l-d N

Figura 1.3: Altar-mor da Igreja Matriz de Nossa Senhora da nccigéo de Catas Altas, MG.

Barros, Laura de Medina, Dalva Lucia Araujo de Faria. "Caracterizacéo espectroquimica de policromias em esculturas barrocas
brasileiras: estudo e carnacodes." (2020).



IMAGEAMENTO RAMAN
~600 pm x 400 pm

Ca026

Intensidade
i
42%.———— 1008
<
3
5
3
2
Y
\\

- i _ — i C2 . Gesso fino MMM
Gesso fino CaS0O, 2H,0 Azul claro M
. N C1 - Gesso grosse
Gesso grosso  CaS0O, anidro Azul escuro = = - = - i - T

Nimero de Onda (cm')

Barros, Laura de Medina, Dalva Lucia Araujo de Faria. "Caracterizacdo espectroquimica de policromias em esculturas barrocas
brasileiras: estudo e carnagotes." (2020).



FONTES DE EXCITACAO - LASER

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Fornece excitacao monocromatica com linhas extras de baixa poténcia.

Dependendo da sua composicao, possibilita a excitacao em toda a regiao do visivel, UV e
infravermelho proximo.

Wavelength (nm) Laser type

Ultraviolet Ultraviolet Laser (Gas/Solid)

RO ARYA R BT RARES

Solid Laser

Green Laser (Standard)

He-Ne Laser (Gas)

Semiconductor Laser

YAG Laser



LASER BASEADO EM GASES IONICOS

Alta voltagem

Janela de
Brewster

Espelho de
saida

| .
- \Shs avan

Tubo de gas

| — |I
‘ | I ||

prisma
Janela de

Brewster Espelho

Fotons sao gerados pela mistura de gases submetida a alta voltagem para produzir
plasma (exemplo: Ar+ e Kr+).

Janelas de Brewster fecham o tubo - angulacao promove o laser linearmente
polarizado.

Cavidade ressonante: dois espelhos (um de saida semitransparente e outro
altamente reflexivo) - efeito cascata.

O feixe emerge no espelho de saida. De acordo com a posicao do prisma inserido,
um feixe de um Unico comprimento de onda € selecionado.




LASER DE ESTADO SOLIDO

Total
Reflector Flash Lamp 8utpxit
;/ U Nd:YAG
~, ROD
. ELLIPTICAL
i __L'a»se.r ; Q " REFLECTOR
| Output /NN
% —— @7, |
oS Flash Lamp KL'XI')J:::" AN/ ()ptlc.al
Pumping
Power
Supply

Nd: YAG - composto de itrio e aluminio. Uma classe mineral de formula Y;Al;0,,, dopada com

neodimio (Nd).
O YAG funciona como uma matriz sélida para os ions Nd3*, que sao responsaveis pela

emissao da radiacao laser.
A emissao é estimulada por uma fonte luminosa (por exemplo, lampada de arco de Kr, lasers

de diodo).



LASER DE DIODO Anatomy of a FP Laser Diode

Top Metallic Contact

O diodo laser Fabry-Perot (FP)
é o tipo mais comum Insulating Barrier

(cavidade com dois espelhos) o+ Gas

p AlGaAs
Active Region

n AlGaAs

n GaAs Substrate

Base Contact

Emitter Region

Formado por camadas de AlGaAs dopadas (semicondutores dopados p € n).

A emissao estimulada ocorre dentro da camada ativa de arseneto de galio (GaAs)
Somente os fotons com frequéncia do modo ressonante podem viajar na cavidade.
Os fotons sao refletidos e amplificados até serem emitidos de forma coerente.

https://www.sheaumann.com/application-notes/fabry-perot-laser-diode-single-mode-vs-multimode/



FILTROS DE PLASMA - BANDPASS

" Projetado para filtrar linhas de emissao do
plasma, selecionando o comprimento de
onda da radiacao laser.

Tx [“fn}
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leigh

FILTROS DE RAYLEIGH - LONGPASS

2
g Anti-Stokes
=
= A radiacao Rayleigh tem alta intensidade, /\\
podendo danificar o detector. T TE———
= O filtro longpass permite que apenas 0s 100 Loser ““""'"':f_““' i+ S
comprimentos de onda maiores que o da :ﬂ
radiacao incidente cheguem ao detector. 10

== §30nm Laser-Line Bandpass Filfer
== §30nm Loser-Line Longpass Fitier |

= A desvantagem é que apenas as
componentes Stokes do espectro Raman
podem ser sondadas.

Transmission (%)
=~

Pl
L]

[—
L]

§=

750 800 850 900 950 1000
Wavelength (nm)

Cho, Young Chai, and Sung Il Ahn. "Fabricating a Raman spectrometer using an optical pickup unit and pulsed power." Scientific reports 10.1 (2020):
11692.




REDES DE DIFRACAO

Projeta os comprimentos de onda da radiacao N
espalhada inelasticamente no detector. (—* !

Confocal
Pinhole
\ GRATING _
\ Rayleigh L
Rejection
\ \‘ Filter
Beam e
Splitter

Objective
Lens
Sample

ﬁ Microscope Stage

J
' CCD DETECTOR
ML TR

PIXEL 1 PIXEL 1024
LOW CM HIGH M




REDES DE DIFRACAO

A resolugao aumenta com o numero de sulcos “
(dispersao - principio de Huygens-Fresnel) - \\\

GRATING

densidade de linhas

I

Ry
|

/
’ CCD DETECTOR
ML CEERRg

PIXEL 1 PIXEL 1024
Path Difference = d (sin® + sin@ ) o LOW CM HIGH CM!




REDES DE DIFRACAO

Influéncia da Densidade de Linhas (linhas/mm)

Low line density High line density

AN




REDES DE DIFRACAO

E possivel projetar o espectro Raman
de uma so6 vez no detector?

Rede com baixa densidade de linhas
(300 linhas/mm):
100 a 3500 cm,

*No entanto, maior resolucao requer
mais densidade de linhas (maior
efeito dispersivo)

Exemplo: 2400 I/mm fornece 1000
cmta 1500 cm™.

Intensity

300 gr/mm
600 gr/mm
900 gr/mm
1200 gr/mm ——
1800 gr/mm ——
1800 gr/mm Extended Scan

.......

11111111111111

- |
3000 4500 6000 7500
Raman shift (cm™)



DETECTORES

Espectro Raman de benzeno liquido,
obtido por Raman e Krishnan (1928)

Raman, C. V., and K. S. Krishnan. "The negative absorption of radiation." Nature 122.3062 (1928): 12-13.



DETECTORES - FOTOMULTIPLICADORA

Incoming Photomultiplier Tube

Photon \ Window

cathoge /' [ Dwndes |

Focusing
Electrode
J
Voltage Dropping
Resistors : Output
Figure 1 Meter
Power Supply

https://hamamatsu.magnet.fsu.edu/articles/photomultipliers.html

O foton espalhado inelasticamente
atinge o detector.

O elétron gerado € injetado no
sistema e percorre 0os dinodos com
tensao crescente.

A cada etapa mais elétrons sao
gerados.

O sinal interpretado é detectado.



CCD (CHARGE COUPLED DEVICE)

Criado no final dos anos 1960 por
pesquisadores da Bell Laboratories

Multicanal - Permite a deteccao de todo o
espectro Raman em uma unica aquisicao.

Detector de luz UV, Visivel e Infravermelho
proximo (NIR), baseado em silicio.

Podem ser unidimensionais (linear) ou
bidimensional (area), composto por centenas
ou milhares de elementos de deteccao
individuais (pixel).

Anatomy of a Charge Coupled Device (CCD)

Drain p. o1 Incoming

Voltage o .4 Photons CCD
Con!trol G?te

Buried
Channel

/Ch nel

Transfer
Potential

Lateral
Overflow

Drain Photodiode Well
Integrated
Figure 1 Potential Well  Barrier



CCD (CHARGE COUPLED DEVICE)

Os fotons incidem na superficie do
detector que devido ao efeito fotoelétrico
geram elétrons.

Os elétrons sao armazenados em pocos
potenciais.

https://www.findlight.net/blog/charge-coupled-devices-cmos-silicon/

Phase 3 Phase 2

Photons “g 0V < ov Phai:ﬂ

o Polysilicon
Silicon
Dioxide i

Electrode

Channel

Stop Potential — T Je) =1 1¢f=]
Barrier Well
i '| T
p-Type Silicon
ubstrate Photogenerated
Electrons



CCD (CHARGE COUPLED DEVICE) 28 o e A s

G
As cargas sao transportadas para o euearons#ﬁ‘ 00000

—90
. ~ ) - (Charge @
analisador na sequéncia que sao Packets)

geradas. ov +V  ov

Isso permite a correlacao espacial
. Potential
(imageamento). well

0
Electrodes |

Os CCDs requerem resfriamento. AL m——

(Peltier <-90 °C (semicondutores),
Nitrogénio liquido)




CCD (CHARGE COUPLED DEVICE)
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FT-RAMAN (EQUIPAMENTO INTERFEROMETRICO)

A, =1064 nm

Fotodetector resfriado a nitrogénio liquido de Ge ou
InGaAs (arsenieto de galio e indio).

Espectrometros Raman com transformada de
Fourier (FT-Raman) foram disponibilizados a partir
de 1987.

Laser Nd:YAG (1064 nm) acoplados a um
interferometro.




Stationary mirror

INTERFEROMETRO DE MICHELSON

[ m—

— -

! ?’.E{,“ ey PRECISION
INTERFEROMETER

-l IR SOURCE
¥ | ol .
—_— | Recombined
beam Moving mirror
AR g — f,w—\
1 | ,mm .-_ = e rras
@ _’»," 2 L Wavenumber [cm)
i M I . Spectrum
— Interferogram
Resolucao espectral do equipamento Exemolo. resolucdo 05 cm=1 = 1
interferométrico € o inverso da distancia do plo, ¢ ’ )
caminho 6ptico (OPD, 6) 6 =2cm



FOTODETECTOR RESFRIADO A NITROGENIO LIQUIDO DE GE OU INGAAS
(ARSENIETO DE GALIO E INDIO).

Matriz bidimensional de fotodiodos: substrato de fosfeto de indio (InP), uma camada de absorcao de InGaAs e
uma tampa ultrafina de fosfeto de indio (InP) ligada a um circuito integrado de leitura.

Antireflective Coating

InP Substrate
InGaAs Absorption Layer

Ultrathin InP Cap
Indium Bump Bonding

Connection to Camera

Preamplifier /ADC

Readout Integrated Circuit




FUNDAMENTOS ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO
INFRAVERMELHO - FTIR

— NWV\AANV\W\/\/\

e Bematt & ....States Y'Ra_\'s

Micro-
waves

Radio waves |

X-Rays l Ultraviolet Il Infrared Terahertz

Vo | | Vemit
- Near IR Mid IR & Far IR
. . 9.8-2.5 pm 2.5-25 pm 25 pm- lmm
vibrational 25k 6.67um 25 um
-4.000 e 1.500cm™ 400 cm!

T T
Functional group Fingerprint

AV = Vo £ Vemit region region




FUNDAMENTOS ESPECTROSCOPIA FTIR

Vibrational mode Molecular structure IR and Raman activity
Raman x FTIR
Por serem baseadas em fendmenos fisicos
diferentes, nem todos os modos normais de
vibracao podem ser observados no IR e no

Equilibrium
structure

No activity at
equilibrium position

§

du/0Q = 0 IR inactive
Symmetrical u/0Q inactive

Raman. o da/dQ # 0 Raman active
: o= 1388 cm’!
REGRAS DE SELECAO du/9Q # 0 IR active

Asymmetrical

IR: modos sao ativos caso haja variacao no atretoh
momento de dipolo molecular dwaQ # 0

Raman: modos sao ativos caso haja mudanca na
polarizabilidade durante a vibracao da0Q # 0

da/dQ = 0 Raman inactive
® = 2349 cm’!

du/0Q + 0 IR active
Bending da/0Q = 0 Raman inactive
P _ ® = 667 cm’!

As tecnicas, portanto, Sao Complementares.

+

Modos vibracionais do CO,/Atividade IR e Raman



ESPECTROMETRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO

EQUIPAMENTO DISPERSIVO

Espelho | ;

2 Cela de referéncia

i

\ /
: O—_——:J<Espelho Motor

N

Fonte de
radiacao

1

ﬁ

Cortador
de feixes

................. “§spelho Fenda“

_——, S

Detector

@=

infravermelha \.
Espelho \
Cela de amostra

Espeiho

1 Rede de
Fenda difracao

IV-DISPERSIVO

Amplificador

e

Pavia, Donald L., et al. Introduction to spectroscopy. Cengage learning, 2009.

Registrador




ESPECTROMETRO DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO
EQUIPAMENTO INTERFEROMETRICO (FTIR)

r . S
b g .
= wead 111
A

Detector

-

74

 ———
A
<

Divisor
Espelho de feixes
fixo
7
Fonte de

infravermelho

0=

Cela de amostra

IV-FT

Computador

YY

=aN

Pavia, Donald L., et al. Introduction to spectroscopy. Cengage learning, 2009.

Interferograma:
o sinal que o
computador recebe

Transformada de Fourier (FT)



FTIR ACOPLADO AO MICROSCOPIO OPTICO

IR Source
¥ [
Unmodulated White Light . CCD Camera
IR Beam |
Michelson * ’} ~— Eye-Piece
Interferometer Modulated >
IR Beam >
MCT ) :r RPRE o Adjustable Aperture

Detector '

A__)e+— Schwarzchild Objective

+—— Sample

+— X-y Micrometer Stage

Microscope and Detector ™\

Gazi, Ehsan, et al. "A correlation of FTIR spectra derived from prostate cancer biopsies with Gleason grade and tumour
stage." European urol 50.4 (2006): 750-761.



MICROSCOPIO FTIR

\ HYPERION 2000
I\ Detector MCT,

600 a 12000 cm1

Refrigerado N,,




COMPONENTES OTICOS (CRISTAIS, JANELAS, SUPORTES)

Os componentes
Opticos empregados
necessitam apresentar
alta transmitancia no
espectro IR

TRANSMITTANCE
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MODOS DE OBTENCAO ESPECTRAL - FTIR

Transmission Reflectance ATR

Detector B

Germanium

/ ATR Crystal

Sample

https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/infrared-and-raman/ft-ir-microscopes/what-is-ft-ir-microscopy.htmil



MICROSCOPIO FTIR




OBJETIVAS PARA FTIR - CASSEGRAIN

Reflection

Cassegrain
objective/
condenser

Specular Reflection Diffuse Reflection

Sample

Rosi, Francesca, et al. "On the use of overtone and combination bands for the analysis of the CaSO 4—-H 2 O system by mid-infrared reflection spectroscopy.” Applied
spectroscopy 64.8 (2010): 956-963.



Reflectancia Especular

As propriedades opticas do material podem ser descritas pelo indice de refracao

complexo n: n=n— ix (1)

B __2.3£/1C
n=n=t 4t

(2)

A obtencao de espectros FTIR no modo de reflexao sera modelada pelas relacoes
de Kramers-Kronig, que estabelece uma conexao entre a dispersao e a absorcao.

0

n(w) =% J :(_‘”iﬂdm

— OO

e(w) = — T "9) 4o,




Absorplion index

Refractive index

n(w) = n(w) + ik (w)

0404 Absorption index
030+
020-

010+

o ——_/\—//\—/\—’M\/WJ\J

1.90+

\

1804

1.704
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1504

|




Reflectancia Especular

O espectro obtido € uma sobreposicao de n e k.
A transformacao KK permite separar esses componentes, fornecendo espectros de n
ou k separadamente.

& 191 Specular reflectance
S o] spectrum
5
o
= 2
4000 3000 2000 1000

Kramers-Kronig transform

e

o == . . - . - .

;‘3 » ] Refractive index -“é 0.8 Absorption index

= | g spectrum = 061 spectrum

= i T L 2 0.4

o L6 - [

= 14 g 02

< ) N =) M
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000

Wavenumber/cm™!

CHALMERS, JohnaM, et al. Fourier transform infrared microscopy: some advances in techniques for characterisation and structure-property elucidations of
industrial material. Analyst, 1998, 123.4: 579-586.



ATTENUATED TOTAL REFLECTANCE (ATR)

ATR
cassegrain

Sample

Precision
mount

LR
||||||

IR Beam
Micro-ATR
crysial in holder

A

i
P n 3
2mnyrr([(sin?6) — (%I:e)z]z




ATTENUATED TOTAL REFLECTANCE (ATR)

Sample

Table 1 —The four main crystals usedin ATR*

Crystal Index of refraction  Depth of penetration

Germanium 4 0.66 IR Beam

Silicon 34 0.85

Zinc selenide 24 201 7

Diamond 24 2.01 g

*The values for index and depth of penetration are at 1000 cm™ d, = A — -
and a 45° angle. The shallow d, for germanium makes it ideal for 2mnarp[(sin20) — (M)z]i
studying difficult materials like carbon black-containing rubber. NaTR

https://anton-paar.com/en/attenuated-total-reflectance-atr/



DETECTORES

Fotodetectores

Sao semicondutores com band gap apropriada para a deteccao de fotons.

Sao mais rapidos e sensiveis. O mais comum € o MCT (mercury cadimium telluride), com
resposta entre 700 e 5000 cm™. Necessita de refrigeracdo, com temperatura de trabalho
de 77 K, de modo a reduzir o ruido e aumentar a sensibilidade.



FONTES DE RADIACAO

Perfil de emissao de radiacao de corpo negro

. 2,500 K

Intensity ——

Intensity ——

1,000 3,500 6,000 8500 11,000 LODD 3500 6,000 8,500 11,000

Wavelength (A) — Wavelength (A) —

Colors are exagerrated

18,000 K

Intensity ——

LODD 3500 6000 8500 11,000

Wavelength ('.'.\') —

Class| Temperature Sample star

O 33,000Kormore Zeta Ophiuchi

B  10,500-30,000 K Rigel

A | 7,500-10,000K Altair

F 6,000-7,200 K Procyon A

G 5,500-6,000 K Sun

K 4,000-5,250 K Epsilon Indi

M 2,600-3,850 K Proxima Centauri



FONTES DE RADIACAO

As fontes de luz infravermelho em
espectrometro FTIR sao tipicamente
de emissao larga, compreendendo as
regioes do infravermelho préximo,
médio e distante.

Algumas fontes comumente usadas
Sao:

Ceramica (médio, 50 - 7800 cm™1),
lampadas de halogénio (proximo,
2200 - 25000 cm™) e arco de
mercurio (10 - 700 cm™)

2000 4000 GOCO BOGO

Wavenumber (cm ')

*Fontes no IR distante ndo podem ser
COrpos negros por causa da baixa
emissividade abaixo de 100 cm™. Por isso
sdo usadas lampadas de mercdurio de alta
pressao

10000



IMAGEAMENTO FTIR
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IMAGEAMENTO FTIR
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Barros, Laura de Medina, Dalva Lucia Araujo de Faria. "Caracterizacéo espectroqu‘f"°Tca"ﬂ“é Bolicromias em esculturas barrocas

brasileiras: estudo e carnacodes." (2020).



IMAGEAMENTO FTIR
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Barros, Laura de Medina, Dalva Lucia Araujo de Faria. "Caracterizacéo espectroquimica de policromias em esculturas barrocas
brasileiras: estudo e carnacodes." (2020).



CONCLUSOES

As técnicas de microscopia Raman e microscopia FTIR apresentam significativas
vantagens em relacao aos modos de registro espectral tradicionais, que podem ser
interessantes dependendo da aplicacao.

M-Raman

= Maior resolucao espacial

= Analise confocal (involucros)

= |mageamento (correlacao espacial)

= Obtencao de espectros com perfil de profundidade

U-FTIR

= Selecao e analise de amostras/heterogeneidades com dimensoes microscopicas
= Mapeamento FTIR

= Analise nao destrutiva (reflectancia)
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