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Resumo

Diversas técnicas de microscopia dptica com fluorescéncia, espectroscopia Raman
e 6ptica ndo linear tém sido usadas para estudo de sistemas biolégicos e até em diagndsticos
de doencas. Por exemplo, através da espectroscopia Raman convencional pode-se gerar
imagens de diferentes proteinas utilizando-se como marcador os modos de vibragao
caracteristicos desta proteina. Porém devido a baixa eficiéncia do processo Raman em
amostras bioldgicas, técnicas como CARS (do inglés, Coherent Anti-Stokes Raman
Spectroscopy) vém sido utilizadas para a obtencdo de imagens livres de marcadores
fluorescentes e em tempo real de amostras com modos normais de vibrag¢Ges carateristicos.
Estas imagens permitem o estudo do funcionamento de 6rgaos in vivo, o que faz dela uma

ferramenta muito Util para estudos aplicados a biologia.

Nesta dissertacdo tratamos os efeitos Opticos lineares e nado lineares,
especialmente as teorias as montagens experimentais das técnicas Raman convencional, CARS
e Multiplex CARS. CARS e Multiplex CARS sdo técnicas de espectroscopia Raman estimulado,
sendo um caso tipico da mistura de quatro ondas (FWM, do inglés four wave mixing). Neste
processo, dois feixes de bombeio wp e um feixe Stokes wg sao combinados para gerar outro
feixe CARS w 4rs, Onde a energia destes feixes de entrada é selecionada de forma que a
diferenca entre eles sejam os modos de vibracdo de uma amostra particular. Implementamos
nesta dissertacao dois tipos de montagens experimentais de multiplex CARS. Comparamos as
duas montagens experimentais utilizando-se amostras de referéncia (acetonitrila, metanol e
acetona) e escolhemos o sistema que melhor se adapta a nossas necessidades para realizar o
mapeamento de amostras de poliestireno e tecido biolégico. Com os desenvolvimentos feito
nesta dissertacdao, poderemos estudar problemas relacionados a biologia, como por exemplo

a deteccdo de placas de proteina beta-amildide relacionadas a doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Biofisica, Espectroscopia, Optica n3o linear.



Abstract

Different techniques of optical microscopy such as fluorescence, Raman
spectroscopy and nonlinear optical have been used to study biological systems and also to
diagnose diseases. For example, conventional Raman spectroscopy can generate images of
different proteins using the characteristic vibration modes of this protein as a marker.
However, due to the low efficiency of the Raman process in biological samples, techniques
such as CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Spectroscopy) have been used to obtain images
of fluorescent labels and in real time using molecular vibrations as label. These images allows
the study of organ functioning in vivo, which makes it a very useful tool for studies applied to

biology.

In this dissertation we deal with linear and non-linear optical effects, especially the
theories of conventional Raman and experimental setup, CARS and multiplex CARS
techniques. CARS and Multiplex CARS are stimulated Raman techniques, being a case of four
wave mixing (FWM). In this process, two pump beams wp and one Stokes beam wg are
combined to generate another CARS w 4 rs beam, where the energy of these input beams is
selected so that the difference between them is the vibration modes of a particular sample.
We implemented two types of experimental multiplex CARS experimental setup in this
dissertation. We compared the two experimental assemblies using reference samples
(acetonitrile, methanol and acetone) and chose the system that best suits our needs for the
mapping of samples of polystyrene and biological tissue. With the developments made in this
dissertation, we can study problems related to biology, such as the detection of beta-amyloid

protein plagques related to Alzheimer's disease.

Keywords: Biophysics, Spectroscopy, Non-linear optics.



1.

2.

3.

4.

5.

6.

Sumario

Introducao

Fendmenos dpticos lineares e ndo lineares
2.1 Espectroscopia Raman classica
2.2 Espectroscopia Raman anti-stokes coerente (CARS)

2.2.1 Teoria do “Coherent Anti-stokes Raman Spectroscopy”
2.3 Multiplex CARS

Montagem experimental

3.1 Coherent mira optima 900-f e optical parametric oscillator (OPO)
3.1.1  Teoria e funcionamento dos lasers pulsados
3.1.2 Montagem experimental

3.2 Coherent Mira optima 900-f e photonic crystal fibers (PCF)
3.2.1 Teoria e funcionamento da fibra de cristal fotonica (PCF)
3.2.2 Montagem experimental

Resultados e discussao
4.1 Resultados de espectroscopia Raman
4.1.1  Acetona
4.1.2 Acetonitrila
4.1.3 Metanol
4.2 “Coherent Mira Optima 900-F” com “optical parametric oscillator”
4.3 “Coherent Mira Optima 900-F” com “Photonic Crystal Fiber”
4.4 Mapeamento
4.5 Discussdo dos resultados

Conclusdes e préximos passos
5.1 Proximos passos

Referéncias

Apéndice A. Configuracao “coherent mira optima 900-f” com “photonic crystal fiber”

Apéndice B. Programa de mapeamento

14

18
18
21
22

29

30
30
30
32
34
34
37

43
44
45
46
46
47
52
57
60

62
62

64

67

71



Lista de figuras

Figura 1.1. Proteinas causantes do mal de Alzheimer. (a) Proteina 8-Amildide, (b) Proteina TAU.

Figura 2.1: Esquema do espectro Raman. (a) espalhamento ineldstico Raman Stokes, (b)
espalhamento eldstico Rayleigh, (c) espalhamento ineldstico Raman Anti-Stokes. 19
Figura 2.2. Onda eletromagnética incidente w interagindo com um fénon de frequéncia wo
que pertence ao material, o resultado é a cria¢Go de uma onda eletromagnética com trés
conjuntos de frequéncias que representam os espalhamentos, Rayleigh, Stokes e Anti-Stokes.

21

Figura 2.3. Esquema da gera¢do do sequndo harménico, (a) Geometria da geragdo, (b)

Diagrama dos niveis de energia para SHG (Adotado de [5]). 23

Figura 2.4. Diagramas de Feynman para processos ndo lineares de terceira ordem. a) Four

Wave Mixing. (b) Frequéncia triplicada. (c) O efeito dtico de Kerr [4]. 24

Figura 2.5. Esquema da mistura de quatro ondas degenerada em condigbes de ressondncia
com nivel vibracional ou CARS, definindo w4 = wCARS, w1 = w3 =wPew2 =wS. _____ 25
Figura 2.6. Diagrama do processo de espalhamento Raman anti-Stokes coerente (CARS), com
a frequéncia CARS wCARS = 2wP — wS e a frequéncia de vibragdo molecular wvib = wP —

wS. 25

Figura 2.7. Espectros do FMW degenerado ndo ressonante (esquerda), ressonante com nivel

vibracional ou CARS (direita) [13]. 26

Figura 2.8. Grdficos da relacGo da amplitude do sinal em termos da variagdo A (a)

Representag¢do das trés componentes da intensidade CARS, termos individuais; (b) Intensidade

total CARS em relagdo ao termo ndo ressonante [14]. 28
Figura 2.9. Diagrama do processo de Multiplex CARS. 29
Figura 2.3. Esquema da montagem experimental para microscopia Raman. 44

Figura 2.4. Espectro Raman da acetona, apresentando os picos Raman Stokes da amostra. 45
Figura 2.5. Espectro Raman da acetonitrila, apresentando os picos Raman Stokes da amostra.

46

Figura 2.6. Espectro Raman do metanol, apresentando os picos Raman Stokes da amostra. 47



Figura 3.1. Diagrama de intensidade em funcao da frequéncia envolvente do laser pulsado. O
espectro de saida do laser Mode-locking consiste em um pente de n frequéncias dpticas,
separadas pela frequéncia de repeti¢do fr que pode ou ndo ter um deslocamento §.31

Figura 3.2. Diagrama experimental multiplex CARS com os lasers pulsados “Mira Optima 900-
F” e o “optical parametric oscillator (OPO) ”; Laser bombeio-laser (Verdi-V10) de Nd:YVO,; E02-
Espelho dielétrico banda larga de 400-750 nm (BB1-E02); E03-Espelho dielétrico banda larga
de 750-1100 nm (BB1-E03); SP750-short pass filters 750 nm; SP600-short pass filters 600 nm;
Filtro 8oonm-Multiphoton filter 850/310; LTS300- estdgio de translagdo linear
BN o LoTd o] X W I To o] 4 1Y ) SR 32

Figura 3.3. Diagrama da montagem experimental do microscopio Nikon eclipse Ti e a amostra.

Figura 3.4. Fibra de cristal foténica (PCF), FemtoWHITE CARS da NKT photonics [33]............ 35
Figura 3.5. a) Simulagdo de uma fibra multimodo micro estruturada, construida por um ntcleo
de Silica e envolvido por um anel de furos de ar. b) Imagem de micrografia electronica do
revestimento interno e do nucleo da fibra de ar-silica [34]. .....ccceveeeeeeeeeeeeeiiieieeecieeeeeieen. 35
Figura 3.6. Mapa de intensidade da luz de um super continuo, dependente dos comprimentos
de onda do 1aser de BOMBEIO [33]. ....uuuveveuevereeeeeeireeeeeeeieieeeeesesaseseresesasesesesssessssssssssssssssssssssasenes 36
Figura 3.7. Dependéncia da poténcia acoplada com respeito ao comprimento de onda do laser
de bombeio 785 nm. Os espectros produzidos pelo laser “Coherent Mira Optima 900-F”. .... 37
Figura 3.8. Diagrama experimental multiplex CARS com o laser pulsado “Mira Optima 900-F”
e a fibra de cristal foténico (PCF); Laser bombeio-laser (Verdi-V10) de Nd:YVO,; Eo3-Espelho
dielétrico banda larga de 750-1100 nm (BB1-E03); SP750-short pass filters 750 nm; Beam
Splitter 3- T760lpxr da chroma; SMRo3-Lente; LP785- Filtro long pass LP02-785RU-25 da
RY=1 1210l ol SRR 38
Figura 3.9. Imagem da montagem experimental da fibra de cristal foténica. ........................ 39
Figura 3.10. Diagrama experimental multiplex CARS com o laser pulsado “Mira Optima 900-F”
e a fibra de cristal foténico (PCF); Laser bombeio-laser (Verdi-V10) de Nd:YVO,; Eo3-Espelho
dielétrico banda larga de 750-1100 nm (BB1-E03); SP750-short pass filters 750 nm; Beam
Splitter 3- T760lpxr da Chroma; SMRo3-Lente; LP785- Filtro long pass LPo2-785RU-25 da
Semrock; BP785- Filtro Band pass LLO1-785; D785- Dicroico Dio3-R785 da Semrock; IF-Isolador

de Faraday da Newport (Broadband Faraday Optical Isolators), com faixa espectral de 720-

10



Figura 3.11. Sistema de MAPEAMENTO. .........eeeeeeeeeeececiieeeeeeeeeeesectitteee e e e e e e escsstaaeeaa e e e e s ssesseaeeas 42

Figura 4.1. Esquema da montagem experimental para microscopia Raman. ......................... 44
Figura 4.2. Espectro Raman da acetona apresentando os modos normais de vibragéo
molecular. Str (vibragdo por alongamento), s-str (vibragcdo por alongamento simétrico), d-str
(vibragdo por alongamento assimétrico), rock (vibracdo assimétrica por balango), s-deform
(vibragdo de deformacgdo simétrico), d-deform (vibragdo de deformacdo assimétrico).......... 45
Figura 4.3. Espectro Raman da acetonitrila apresentando os modos normais de vibragéo
molecular. Str (vibragdo por alongamento), s-str (vibragdo por alongamento simétrico), d-str
(vibracGo por alongamento assimétrico), s-deform (vibracGo de deformagdo simétrico), d-
deform (vibragdo de deformagGo aSSIMELIiCO). .......ccuueeeeeeceieeeeeiieeeeeeeeeeeeiee e e e e 46
Figura 4.4. Espectro Raman do metanol apresentando os modos normais de vibragdo
molecular. Str (vibragdo por alongamento), s-str (vibragdo por alongamento simétrico), d-str
(vibracdo por alongamento assimétrico), rock (vibracGo assimétrica por balango), s-deform
(vibragdo de deformagdo simétrico), d-deform (vibragdo de deformagdo assimétrico).......... 47
Figura 4.5. Espectros CARS para amostra de Acetonitrila, (a) Espectros CARS gerados por a
mistura do laser Stokes fixo em 800 nm (MIRA) e a variagdo do laser de bombeio (OPO), (b)
Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul). ............... 49
Figura 4.6. Espectros CARS para amostra de Metanol, (a) Espectros CARS gerados por a mistura
do laser Stokes fixo em 8oonm (MIRA) e a variacdo do laser de bombeio (OPO), (b)
Comparacdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul). ............... 50
Figura 4.7. Espectros CARS para amostra de Acetona, (a) Espectros CARS gerados por a mistura
do laser Stokes fixo em 8oonm (MIRA) e a variacGo do laser de bombeio (OPO), (b)
Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul). ................ 51
Figura 4.8. Espectro CARS para a amostra de acetonitrila, gerados pela mistura do laser de
bombeio (fixo em 785 nm) e a fibra de cristal foténica (continua de 785 nm até 1100 nm). As

multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes valores de atraso de tempo.

Figura 4.9. Comparacdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul),
JoTe]glo ol T gToXy ago e (=R [ol=t 1) 4111 4] (o PR UUUO O PP 54
Figura 4.10. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade madxima

(vermelhos) do espectro CARS a cada atraso de tempo, para a amostra de acetonitrila. ...... 54

"



Figura 4.11. Espectro CARS para a amostra de metanol, gerados pela mistura do laser de
bombeio (fixo em 785 nm) e a fibra de cristal fotbénica (continua de 785 nm até 1100 nm). As

multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes valores de atraso de tempo.

Figura 4.12. Comparagdo de espectros CARS (vermelho) com o espectro Raman (azul), para a
Lo TaaTo XY Ao o =20 1 1 1=1 1o [ L] PR 55
Figura 4.13. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade mdxima
(vermelhos) do espectro CARS a cada atraso de tempo, para a amostra de metanol. ........... 56
Figura 4.14. Espectro CARS para a amostra de acetona, gerados pela mistura do laser de
bombeio (fixo em 785 nm) e a fibra de cristal foténica (continua de 785 nm até 1100 nm). As

multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes valores de atraso de tempo.

Figura 4.15. Comparagdo de espectros CARS com o espectro Raman (azul), (a) na regido de 900
a 1800 cm-1, (b) na regidGo de 2600 a 3000 cm-1, para a amostra de acetona........................ 57
Figura 4.16. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade mdxima
(vermelhos) do espectro CARS a cada atraso de tempo, para a amostra de acetona............. 57
Figura 4.17. Espectro CARS para amostra de poliestireno (vermelho), gerados pela mistura do
laser de bombeio (fixo em 785 nm) e a fibra de cristal foténica (continua de 785 nm até 1100
nm), comprado com o espectro Raman (azul) da mesma amostra. ...........cccovveeeeeeeeeeecvvvnnnn. 58
Figura 4.18. Processo de mapeamento das amostras (a) Imagem dptica de uma amostra de
poliestireno de 3 um de diédmetro (b) Matriz de Espectro 51x51, para a banda selecionada no
Jo][ole X [ 10 L ¥ ol o ¢ AU 59
Figura 4.19. Processo de mapeamento das amostras (a) Imagem Jdptica de uma amostra de
tecido bioldgico (b) Matriz de Espectro 51 x 51 com tempo de exposicdo dos lasers de 3
LY=o 17|11 [0 TS PUPUPNE 59
Figura 4.20. Espectros CARS em diferentes pontos da matriz de mapeamento 26 x 26.Em
vermelho o espectro CARS sobre o tecido cerebral do camundongo. Em preto, raio cosmico

sobressaindo do espectro CARS. Em azul, espectro CARS fora do tecido. ............uuuveeeeeeecnnnn. 60

Figura. A. 1. Espectro CARS para a amostra de metanol, gerados pela mistura do laser de

bombeio (fixo em 806 nm) e a fibra de cristal foténica (continua de 785 nm até 1100 nm). As

12



multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes valores de atraso de tempo.

Figura. A. 2. Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul),
PAra @ AMOSEIA A€ MELANOI. ......cccooeeeeeeee ettt e e e e e et e st e e e e e sesssrsteaaaaeaeeas 68
Figura. A. 3. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade mdxima
(vermelhos) do espectro CARS a cada atraso de tempo, para a amostra de metanoil. ........... 68
Figura. A. 4. Espectro CARS para a amostra de acetona, gerados pela mistura do laser de
bombeio (fixo em 806 nm) e a fibra de cristal foténica (continua de 785 nm até 1100 nm). As

multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes valores de atraso de tempo.

Figura. A. 5. Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul),
JooT o lo WoTaqToX 14 4o Mo (=30 Tol=1 e Yo o TR SRR 69
Figura. A. 6. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade madxima

(vermelhos) do espectro CARS a cada atraso de tempo, para a amostra de acetona............. 70

Figura. B. 1. Programa de mapeamento (diagrama de blocos), software LabVIEW.................. 71

13



Capitulo 1. Introdugao.

Capitulo 1

1. Introducao

Diversas técnicas de microscopia dptica como  fluorescéncia, espectroscopia
Raman convencional e técnicas de dptica ndo linear tém sido usadas para estudo de sistemas
bioldgicos e até em diagndstico de doengas [1,2]. Nesta dissertagao iremos implementar um
aparato experimental para se realizar medidas espectroscépicas e microscdpicas, com o

objetivo de no futuro ser possivel diagnosticar a doenca de Alzheimer por métodos épticos.

O Alzheimer é a forma mais comum de deméncia, de acordo com estatisticas
publicadas em 2015 pela “Alzheimer's Disease International” (ADI), estima-se que 46 milhdes
atualmente sofrem desse problema, o que acarreta um custo global total de um bilhdo de
ddlares. Se a tendéncia continua na mesma taxa em 2050, os portadores da doenca crescerao

para 131,5 milhdes. [1]

'.\»._A.:
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Figura 1.1. Proteinas causadoras do mal de Alzheimer. (a) Proteina B-Amildide, (b) Proteina TAU. [39]

O principal problema desta doenga é que suas causas ndao sdao conhecidas,
portanto também ndo existe uma maneira de combaté-la. Os estudos se concentram no
diagndstico precoce através de duas linhas de acao, sendo a primeira a detec¢ao do acimulo
de placas da proteina B-Amildide (figura 1.1 (a)) na superficie dos neuro6nios, as quais causam
lesdes neuronais que sdo tipicas da doenca de Alzheimer. A segunda busca o excesso de
fésforo, centrado na proteina do citoesqueleto TAU (figura 1.1 (b)) [2]. Métodos de diagndstico

incluem PET scan (pdsitron emission tomography), porém sdo invasivos (paciente toma



Capitulo 1. Introdugao.

contraste) e possuem valor elevado para ser aplicado no ambito de politicas publicas e saude.
Dessa forma, métodos alternativos tém sido procurados para que essa detecgao seja nao

invasiva, por exemplo, métodos dpticos.

Sdo muitos os fendmenos dpticos presentes na interacao da luz com a matéria. A
luz, ao incidir sobre o material, pode sofrer processos de absorc¢ao, reflexao e espalhamento,
e a importancia deles depende do tipo de material e da intensidade da luz incidente [3]. Uma
das técnicas usadas para a caracterizagdao de materiais é a espectroscopia Raman, processo
Optico linear que implica no espalhamento inelastico de luz devido aos modos normais de
vibracdo do material [4]. Dessa forma o espectro Raman de um determinado material pode
ser visto como a impressao digital do mesmo. No entanto para obter imagens hiper
espectrales é uma técnica lenta e pouco eficiente para ser aplicada na analise de amostras
biolégicas, em nosso caso, B-Amildide. Portanto, uma das alternativas é trabalhar com dptica

ndo linear.

As técnicas de 6ptica nao linear nasceram com a invengdo do laser, em 1960. Estas
se caracterizam pela mudanga nos comportamentos das propriedades épticas dos materiais,
em presenca da alta intensidade de luz [5]. Em nossos experimentos as fontes de luz vém da
radiacdo de lasers pulsados, do tipo “Coherent Mira Optima 9o0o0-F” (MIRA) e “optical

parametric oscillator” (OPO) da empresa “Coherent”.

A “Coherent Anti-Stokes Raman Spectroscopy” (CARS), uma técnica do tipo Raman
estimulado presente em dptica ndo linear. E um processo de terceira ordem e um caso
especial da “Degenerated Four Wave Mixing” (DFWM), onde dois feixes, um de bombeio wp
e um feixe Stokes wg sdo combinados para gerar outro feixe wc4rs Obedecendo a regra de
conservagdo de energia wcars = 2Wp — W [6,7]. Neste processo a energia dos dois feixes de
entrada é selecionada de forma que wy;, = wp — ws, onde wy;;, € o conjunto de frequéncias

correspondentes aos modos normais de vibracdo de uma amostra particular.

Em comparacdo com a espectroscopia Raman, a intensidade do feixe CARS
aumenta varias ordens de grandeza (= 10°) devido a ressondncia com estados vibracionais, o

gue faz da técnica CARS um método espectroscépico muito Util para a analise de substancias

15
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guimicas e tecidos bioldgicos. No entanto, para caracterizar todo o espectro vibracional dos
materiais é importante acessar as diferentes energias de vibragdo, processo chamado de
Multiplex CARS. A particularidade do Multiplex CARS estd em que o feixe de Stokes é
espectralmente largo, portanto, ele ird a acessar uma maior amplitude espectral de energias

de vibracao.

O objetivo principal desta dissertacdo foi implementar a técnica Multiplex
Coherent Anti-Stokes Raman Spectrocopy (Multiplex CARS). Para o desenvolvimento desta

aplicagdo, tragamos as seguintes metas:

1) Elaboragdo da configuracdao experimental para a implementac¢do do método multiplex

CARS, utilizando dois conjuntos experimentais diferentes.

1.1) Acoplamento do laser pulsado “Coherent Mira Optima 900-F” (MIRA) fixo em
8oonm e do laser do tipo “optical parametric oscillator” (OPO) com variagdo no
comprimento de onda de 630nm a 720nm, ambas linhas de laser com pulsos da

ordem de 150 fs.

1.2) Acoplamento das linhas laser geradas pelo “Coherent Mira Optima 900-F” (120
fs) fixo em 785nm, e a fibra 6ptica “Photonic Crystal Fiber” (PCF) com largura

espectral de 785nm a 1050nm.

2) Comparacdo dos espectros de Multiplex CARS obtidos por meio das montagens

experimentais.

3) Aplicacdo do método experimental para gerar imagens de microscopia CARS.

Sendo assim, neste trabalho, construimos os dois conjuntos experimentais de
multiplex CARS ja mencionados, que foram testados e comparados com quatro amostras de
referéncia: Acetonitrila, Metanol e Acetona; das quais realizamos medidas de espectroscopia
Raman e Multiplex CARS. Mostra-se também que foi possivel gerar imagens de multiplex CARS

em microesferas de poliestireno e em tecidos bioldgicos.
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Capitulo 1. Introdugao.

No seguinte capitulo, chamado de “Fendmenos dpticos lineares e nao lineares”,
apresentamos uma revisdao bibliografica dos processos lineares, como a espectroscopia
Raman, os processos 6pticos ndo lineares como a espectroscopia Raman anti-stokes coerente
(CARS) e multiplex CARS, além dos parametros necessarios para a construcdo dos setups

experimentais e os resultados obtidos da espectroscopia Raman dos materiais de referéncia.

No capitulo trés titulado “Montagem experimental de multiplex CARS”, relatamos
a construcao dos setups experimentais (o primeiro com os dois lasers de femtosegundos o

“MIRA” e o0 “OPQO”, o segundo com o “MIRA” e a “PCF”").

No capitulo quatro “Resultados e discussdao”, apresentamos os resultados
experimentais obtidos nas duas configuracdes, definindo qual é a montagem ideal para a
anadlise de proteinas e tecido bioldgico. Neste capitulo mostramos um resultado preliminar de
multiplex CARS obtido de tecidos bioldgicos, assim como os problemas nas medidas com suas

possiveis causas e consequéncias.

Finalmente, o capitulo 5 apresenta a conclusao do trabalho realizado e passos

futuros.
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Capitulo 2. Fendbmenos épticos ndo lineares.

Capitulo 2

2.Fendmenos opticos lineares e nao lineares

Este capitulo é dedicado a uma revisao bibliografica das técnicas espectroscépicas
que utilizamos neste trabalho: espectroscopia Raman convencional, CARS e Multiplex CARS.

Ap0s isso, introduziremos a espectroscopia CARS e a Multiplex CARS.

O espalhamento Raman pode ser estudado desde duas teorias principais: a
macroscopica, que trabalha com espalhamento de luz em meios continuos; e a microscopica,
onde temos uma abordagem de mecanica quantica. Neste capitulo nos concentraremos na
abordagem macroscépica ou cldssica, o qual sera suficiente para explicar as técnicas de CARS

e multiplex CARS.

2.1 Espectroscopia Raman classica

A espectroscopia Raman foi observada experimentalmente por C. V. Raman, com
a aparicao de frequéncias diferentes da frequéncia da luz incidente sobre liquidos em 1928.
Foi observada que a luz espalhada pelo benzeno liquido gerou duas bandas laterais
simetricamente espacadas em relagdo com uma banda central que corresponde ao
espalhamento elastico ou Rayleigh. Essas bandas laterais sdo as chamadas de espalhamento

ineldstico ou Raman [8,9].

A técnica tem um papel importante na caracterizacao de materiais, ja que é um
método eficiente e ndo danifica a amostra pois utiliza a luz como sonda. O processo de
espalhamento Raman convencional é um efeito dptico linear e acontece quando um feixe de
luz monocromatica incide no material. Cada foton desta luz monocromadtica, ao incidir na
amostra pode perder (ou ganhar) energia criando (ou destruindo) um fénon do material. E
assim que a luz espalhada, tem um comprimento de onda diferente com respeito ao
comprimento de onda do féton incidente [3,4]. A frequéncia de excitacdo elementar do
material estd relacionada com a frequéncia Raman, e é o que da origem aos tipos de

espalhamento (figura 2.1).



Capitulo 2. Fendbmenos épticos ndo lineares.

O espalhamento Rayleigh ndo tem perda ou ganho de energia, por isso sua
intensidade no espectro Raman sempre serd o maior (parte superior da figura 2.1). O
espalhamento Rayleigh mostra a transicdo do elétron desde seu nivel eletrénico fundamental
ou de mais baixa energia até um nivel virtual, quando este é excitado por um féton (figura 2.1
(b)). Quando o elétron decai de novo ao nivel fundamental emite um féton com a mesma

energia incidente, cumprindo a conservagao da energia.

O espalhamento Stokes (féton emitido com menor energia que o absorvido), esta
relacionado a criacdo de fébnons no material, por conseguente, a frequéncia no estado final é
menor que no estado inicial (figura 2.1 (a)). Por outro lado, o espalhamento Anti-Stokes (féton
emitido com maior energia que o absorvido), corresponde com a destruicdo de fénons no

material, entdo sua frequéncia final é maior que a frequéncia inicial (figura 2.1 (c)) [10].

nA =N

w + wy
Fstado virtual _ Estado virtual _ Estado virtual
= —
= 3 @ — 2 @ 3 @ + wy
E VU= V- V-
-3
H‘Z
e %
< ls _ ls
a) Stokes b) Rayleigh ¢) Anti-Stokes

Figura 2.1: Esquema do espectro Raman. (a) espalhamento inelastico Raman Stokes, (b) espalhamento elastico Rayleigh, (c)
espalhamento ineldstico Raman Anti-Stokes.

Esse processo de espalhamento Raman pode ser apresentado através de uma

abordagem macroscépica, com base na acdo da luz incidente ou o campo eletromagnético

incidente E; no meio continuo que cria uma polarizagdo macroscdpica induzida no meio.
Quando a onda eletromagnética incide na amostra, o campo elétrico oscilante desta onda faz
gue os ions do material se desloquem, ocasionando momentos dipolares que geram

polariza¢do induzida no meio. A polarizacdo (P(7#,t)) é expressa como a soma dos termos

lineares (P, (7, t)) e n3o lineares (Py, (7, )) [11].
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B(#,t) = PL(7,t) + Py (7, 0). 2.1

No caso do espalhamento Raman, que é um processo linear, deve-se supor uma
baixa intensidade da fonte de luz ou qual permite desconsiderar o termo da polarizacao nao

linear, assim a relagdo da polarizagao pode ser dada por:

P, (7, t) = e(x VE(#, t). 2.2

Em geral a relacdo da polarizacdo com respeito ao campo eletromagnético
=g - . . . \ . e .
incidente E;(7,t), a permissividade no vacuo €,, e a tensor de susceptibilidade eletrica de

primeira ordem )((1), em coordenadas cartesianas pode ser escrita como

P,,#t) = ¢ Z])((l)E 7 t). 2.3

Observamos que ﬁ; dependente linearmente do tensor susceptibilidade elétrica
)(” (Eq. 2.4), o tensor estd associado com os modos normais de vibragdo do material. E assim

que a espectroscopia Raman pode ser usada para a caracterizacao de materiais, ja que cada
um destes modos de vibracdo tém uma energia especifica, o que gera um espectro Raman
diferente para cada material. Dado um modo normal de vibragao Q; no material, podemos

descrever o impacto desta vibracdo na susceptibilidade elétrica através de:

= (y), Z( %) @+ 0%, 2.4

onde i, j sdo coordenadas cartesianas, por onde o tensor 1@ terad 9 componentes
(xx, xy, Xz, yX, Yy, yz, zx, zy, zz), o termo E, é o vetor amplitude do campo elétrico; w a

— —

frequéncia do campo incidente; k, é o vetor de onda incidente; Q, é o deslocamento relativo
a posic3o de equilibrio dos centros atdmicos com g sendo seu vetor de onda [12]. Substituindo
i(k, .7 —

_
as expressoes 2.4 e usando que o campo elétrico escrito por Ee @) na equagdo 2.2,

temos:

iy (_)—>.—>-—»_ —>—>.—'—;.-)_ . d7 .
PL = on.Elel(kl T —wt) + EoEl . Qlel[(kliq)r (wtwt] d—a + 2.5

1 —_— — e =\ 2 dZH
1 2 2 Hi[(k+2q) 7 —(wt2w)t) X
seB7 Q7 il 7 -@ropn SL oy .
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A equacdo 2.5 pode ser reduzida a:
P =R#1D +B,(:t,0) +0® + -, 2.6

onde o primeiro termo (Fe)(?, t)) corresponde o espalhamento Rayleigh, ja que a

polarizacao oscila com a mesma frequéncia que a radiagdo incidente (Fig 2.2); o segundo

termo (1—3;(?, t, (3)) representa o espalhamento anti-Stokes (+w) ou Stokes (-w). Isso significa
entdao que para condigdes em que dX/da seja diferente de zero, existe a possibilidade que

em determinado modo de vibracdo os fotons incidentes criem ou absorvem fénons [13]; e os

termos a seguir descrevem espalhamentos Raman de ordens maiores.

— w
\\/\//\\// Rayleigh {2
Laser 561 nm a
L@ Wo
\ / \ / _ . = W — Wy
V \ / \//\\// \\/ Stokes T,?
i E
;p\v./‘ ".]\/‘/ \lv f\!’ ‘,U,ﬂv’ \'U‘ Anti-Stokes

Figura 2.2. Onda eletromagnética incidente @ interagindo com um fénon de frequéncia @ que pertence ao material, o
resultado é a criagdo de uma onda eletromagnética com trés conjuntos de frequéncias que representam os espalhamentos,
Rayleigh, Stokes e Anti-Stokes.

2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN ANTI-STOKES COERENTE (CARS)

O avanc¢o na tecnologia melhora nossa capacidade de estudar o mundo
microscopico, técnicas de microscopia vibracional como é o caso da espectroscopia Raman,
oferecem seletividade quimica para caracterizar os materiais, j3 que as frequéncias
vibracionais das moléculas sdao especificas. Esta técnica tem sido amplamente utilizada em
aplicacdes biomédicas, no entanto, é muito limitada ja que a intensidade do espalhamento
Raman convencional é baixa, precisando assim de ter tempos de aquisi¢do muito longos, com
tempos de integracdo de 100ms a 1s por pixel, e altas poténcias do laser. Isso se torna

desvantajoso para o estudo de sistemas bioldgicos vivos [14].
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A solucdo a este problema surge com a amplificacdo dos sinais vibracionais,
aplicando a técnica conhecida como espalhamento Raman anti-Stokes coerente (CARS).
Descoberta em 1965 por Maker e Terhune na “Ford Motor Company”, mas so aplicada em
1999 por “Pacific Northwest National Laboratory” [14], a técnica consiste no uso de dois feixes
um chamado de bombeio wp, e outro de Stokes wg, que interagem com a amostra gerando
um processo de mistura de quatro ondas, sendo CARS um caso especial desta mistura
conhecido por suas siglas em inglés (DFWM) ou “degenerated four wave mixing”, na qual a

frequéncia CARS tem que obedecer a regra de conservagao de energia:

wCARS = ZCUP - (1)5. 2.7

Alguns exemplos mostram que a microscopia CARS é uma ferramenta importante
para o estudo de tecidos bioldgicos [15,16], além da visualizacdo de células vivas,
discriminando suas partes gracas aos diferentes modos vibracionais, como a vibracao do DNA,
a proteina amida | [17], o OH (agua) [18], e as vibracdes dos lipidos [19,20]. Podemos entao

resumir as carateristicas da espectroscopia CARS [14]:

1. O contraste das imagens é baseado nos modos normais de vibragdo da amostra,
evitando precisar de marcadores fluorescentes externos como o uso de corantes
usado amplamente na biologia.

2. E mais sensivel que a espectroscopia Raman convencional, permitindo a coleta de
imagens com baixas poténcias o que evita o dano da amostra.

3. O sinal anti-Stokes estd deslocado das frequéncias de bombeio e Stokes, portanto
facilmente detectavel.

4. Em comprimentos de onda perto do infravermelho (como é nosso caso), a

profundidade de penetragcdo na amostra é maior.

2.2.1 Teoria do “Coherent Anti-stokes Raman Spectroscopy”

A diferenca com o espalhamento Raman; que é um fendmeno linear e, portanto,
funcional a baixa intensidades de luz. O CARS é uma técnica que age em um regime de maiores

intensidades, fazendo dele um fenbmeno nao linear associado a tensores de susceptibilidade

22



Capitulo 2. Fendbmenos épticos ndo lineares.

de ordens superiores. Voltando na equacgao 2.1, mas desta vez abrindo a equacdo para o termo

n3o linear Py, (7, t), temos:

B(#,t) = PL(7,t) + Py, (7, 1),

P —

Py, = Eo(Zj,kXi(j'),k E;El: + Zj.k.l)(i(,?k,l EJ)E—’;E + o )' 28
Pur. = P® + PO 4 .., 2.9

onde P® e P® s30 respostas ndo lineares de segundo e terceiro ordem para
meios anisotrépicos, descrita pelos tensores y® e y® de dimens&es maiores (27 e 81termos)
que no caso linear (9 termos), posto que estdo representados por parametros i,jk,| dos
diversos campos e que devem assumir as dire¢des x,y e z no somatério. No caso dos cristais,

muitos destes termos sdo zero por causa de regras de simetria [4].

(a) (b)
3
w 2w
2 -
x( ) Eer———— Y f?‘
w
3

Figura 2.3. Esquema da geragdo do segundo harmonico, (a) Geometria da geragdo, (b) Diagrama dos niveis de energia para
SHG (Adotado de [5]).

O termo de segunda ordem é responsavel por efeitos como a geracao de segundo
harmonico (SHG), descrito na figura 2.3, geracdo de soma de frequéncias (SFG), geracdo de
diferenca de frequéncias (DFG), entre outras. O uso comum destes efeitos é converter a saida
de um laser de frequéncia fixa para uma regido espectral diferente, processo que usaremos
com os lasers “Mira” e “OPQO”. As teorias destes efeitos de segunda ordem ndo vao ser
explicadas em profundidade, mas, na figura 2.3 se mostra como ocorre o processo de geracao
de segundo harmoénico. Nesta se considera a interacdo ou troca de fétons entre os
componentes do campo elétrico, onde dois fétons de frequéncia w geram excitacdes entre
estados virtuais (linhas tracejadas), e ao acontecer a recombinacdo, cria-se um féton de

frequéncia 2w.
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O termo de terceira ordem é mais importante para a analise deste projeto. Este
estd associado com os processos de Four Wave Mixing (FWM) e o Coherent Anti-Stokes Raman
Spectroscopy (CARS). A polarizabilidade ndo linear de terceira ordem depende dos campos
eletromagnéticos incidentes e a susceptibilidade elétrica de terceira ordem, como se mostra

na equacgao 2.10.

—0) = 2.10
Py, () = PO(t) = e,x®E3(D).

Com o campo elétrico escrito como:

E(t) = Eje™'@t + E,e7i:t + Ee~i93t 4+ ¢ c, 2.1

—_— — —

onde c.c € o complexo conjugado da expressdo e E, E, e E; sdo os campos
elétricos das trés ondas, com suas correspondentes frequéncias w,, w, e w,. Ao substituir a
Eg. 2.11 em 2.10, obtém-se uma série de configuracGes de frequéncia que serd chamada de

w,. Todas as configura¢des, com frequéncia positiva sdo mostradas abaixo:

(1)1, (1)2, (1)3, 3wll 30)2, 30)3
(a)l + w, + a)g), (w1 +w, — a)g), (a)1 —w, + w3), (—(u1 +w, + a)3) 212
(2w, + w,), (za)l + w3), (2w, + w,), (za)2 + w3), (2w3 + a)1), (20)3 + wz) .
Desta maneira a combinacdo dos trés fétons de entrada pode gerar diferentes

processos (figura 2.4), nos quais a frequéncia de saida tem que ser a soma das frequéncias de

entrada cumprindo assim a regra de conservacao da energia.

w4 W —— ) —
W, s 01+ wg + g &}_"ﬂp w . w .
(03/ () =t -{) =

(a) (b) (c)

Figura 2.4. Diagramas de Feynman para processos nao lineares de terceira ordem. a) Four Wave Mixing. (b) Frequéncia
triplicada. (c) O efeito ético de Kerr [4].
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A mistura de ondas que interessa neste trabalho, é representada no processo de
Four Wave Mixing (Fig 2.5), onde w, = w, + w; — w,, e mais especificamente estaremos

tratando o caso degenerado onde w, = w,, dessa forma temos:

W, =20, — W, 2.13
Wp—oy

W g——— X(S) Wcars = 20p — Ws

Wp—os

Figura 2.5. Esquema da mistura de quatro ondas degenerada em condi¢des de ressonancia com nivel vibracional ou CARS,
definindo W4 = WcgRs, W1 = W3 = Wp € Wy = Wyg.

O efeito CARS acontece quando a energia dos feixes de entrada é selecionada de
forma que sua diferencga seja igual aos modos normais de vibragao da amostra w,,;;, (ou seja,
Wyip = Wp — Wg), cOMo é mostrado na figura 2.6. As somas das frequéncias dos lasers criam
uma frequéncia CARS (wc4rs) que € igual a wcars = Wp + Wyp, a intensidade deste feixe
CARS aumenta vdrias ordens de grandeza, devido a ressonancia com estados vibracionais.

Portanto, o sinal CARS pode ser usado para caracterizar diferentes tipos de amostras.

[ |.s
o~
8

3

Figura 2.6. Diagrama do processo de espalhamento Raman anti-Stokes coerente (CARS), com a frequéncia CARS w¢qrs =
2wp — wg e a frequéncia de vibragdo molecular Wy, = Wp — wg.

Para que a técnica CARS seja eficiente, precisa ter a condicdo especial da mistura
de quatro ondas ressonante, e para isso tem que cumprir a condicdo de ter transi¢cdes
vibracionais reais, as quais sé acontecem quando a energia vibracional é igual a diferenca
entre as energias dos lasers. A comparac¢do entre o processo ressonante e ndo ressonante é
mostrado na figura 2.7. No caso de ndo ressonancia (esquerda), o laser de bombeio (2w,) gera

um Raman convencional mostrando-se os picos Stokes e anti-Stokes, e o laser Stokes (w,) que
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junto com o laser de bombeio gera o pico de FWM (w,). No caso ressonante ou CARS (direita),
onde a diferencga das energias dos lasers é igual a energia vibracional Interatdmica da amostra,

se gera um so6 pico de FWM que tem a mesma energia do pico Raman anti-Stokes [13].

DFWM CARS
(=20, -0,) (0,-0,# Oyp) (@,=20,-0) (0 -0, w0yp)
20)l o, 20)l o,

. o, ’

~ -~

< «<

=~ Stokes ~

2 o, 2

S - L

= anti =

w . w

g Stokes ‘ S

£ | | £ [

L) J\ Lo |

A (nm) A (nm)
Figura 2.7. Espectros do FMW degenerado ndo ressonante (esquerda), ressonante com nivel vibracional ou CARS (direita)

[3l.

A partir deste caso de mistura de ondas ressonante, vamos fazer uma analise da
polarizabilidade. Da equacdo 2.12, sé sdo importantes para a técnica CARS trés configuracdes
de mistura de frequéncias (wl —w, + wg), 2w, —w,) e (za)3 - wz), com w; = ws. E assim

gue a polarizacdo em termos da mistura das frequéncias é dada por [5]:

P1(3) (w1 —w, + w3) = 660)((3)E1E2*E3, 214
P (20, — w,) = 36,X P EE;, 2.15
]_)3(3) (2w3 - a)z) = 360)((3)E32E2*, 216

Juntando 2.14, 2.15 e 2.15 com a condi¢do de w; = w;, nds podemos representar a

polarizagdo como uma polarizabilidade total PT(3), generalizando para a mistura de frequéncias

(2w, — w,).
PT(3) Cw, —w,) = }’1(3) + P2(3) + %(3) =12 ¢,y ®E2E;. 2.7
Sabendo que a intensidade é proporcional a quadrado da polarizacdo (Eq 2.18),

temos para o caso da polarizacdo total que:

I «< |P|> 2.18
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Juntando a equagado 2.19, e lembrando que o numero 1 faz referéncia ao laser de
bombeio e 0o numero 2 o laser Stokes, temos:

2 2.1
ICARS = 10)4_ (o8 |P7g3)(2(l)p —_ (Us) , 9

2 *
Icags < |X(3)| |EZI?|Eg|?, 2.20

Nos observamos entdo como a intensidade da técnica CARS (I-4rs) € proporcional
ao valor dos campos elétricos dos feixes de bombeio e Stokes, além da susceptibilidade de
terceira ordem. Esta pode ser reescrita em termos das intensidades dos feixes de bombeio I

e Stokes Is.

2
Icars(@yin) % |Xx® (@yip)| 13 L. 2.21

Se mantemos fixos os valores destes campos elétricos, e sé temos variagdo em
)((3), a intensidade pode se resumir a uma expressao proporcional com a susceptibilidade de

terceira ordem.

Iears |X(3)|2- 2.22

Porém, mesmo quando wp — ws estejam longe das ressonancias vibracionais, os
campos produzidos pelo laser de bombeio e Stokes podem induzir uma polarizagdo
macroscopica de frequéncias anti-Stokes prdpria da resposta eletrénica do material, como foi
explicado na figura 2.7. Este problema de nao ressonancia foi visto em nossas medidas
experimentais que serdo apresentadas no capitulo de resultados. Para entender tal
fenbmeno, pode-se descrever a susceptibilidade como uma parte ressonante e outra nao

ressonante como |14|Z

2

2.2
Icars & |X§3) + Xr(lgr) y 3
onde pode-se assumir )(ffr) como uma constante ja que nao depende das escolhas
de frequéncia de interesse, e )(53) como:
B __4 2.24

T (a-iy)’
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onde A é uma amplitude arbitraria; e A= wp — wg — wy;p € descrito em fungao
das frequéncias dos lasers wp, wg, € de wy;, € com largura de banda ou tempo de vida do
estado vibracional. Introduzindo estas consideracdes na equacdo 2.23, temos que a

intensidade é:

2

€)) +

Icars % |an @

2 2.2
A +2.02 Re(?) :

O primeiro termo da expressao 2.25, é chamado de fundo n3o ressonante e é
independente da frequéncia de interesse. O segundo termo é a contribuicdo da parte
ressonante com o nivel vibracional. E o terceira termo é uma combinacdo da parte ndo

ressonante )(,(l?’r), e da parte real ressonante Re(xﬁg)) que contém uma resposta vibracional.

a b

[=1 -
o [=}

Amplitude

5
w
Amplitude sinal CARS

A0
A A
Figura 2.8. Gréficos da relagdo da amplitude do sinal em termos da variagdo A (a) Representagdo das trés componentes da
intensidade CARS, termos individuais; (b) Intensidade total CARS em relagdo ao termo ndo ressonante [14].

Todos os termos individuais sdo apresentados na parte (a) da figura 2.8. Dado que

o terceiro termo (2 )(7(132 Re()(s))) tem forma dispersiva, a adigdo dos termos individuais ou

intensidade CARS (I;4grs) sofre um desvio (figura 2.8 b), o que faz que a forma da linha CARS
ndo se apresente como uma Lorentziana, mas sim como forma de linha assimétrica.
Entretanto a sinal CARS aumenta quando esta préximo as condicGes de ressonancia com os
estados vibracionais da molécula. Dessa forma, o CARS apesar de possuir caracteristicas
espectrais um pouco diferentes dos espectros Raman, possui uma intensidade de emissado

ordens de grandeza superior.

No entanto, para caracterizar completamente o material é importante acessar as
diferentes energias de vibracdo, para isso é necessario usar a técnica chamada de Multiplex

CARS.
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2.3 Multiplex CARS

Na configuracdo Multiplex CARS, o feixe de Stokes é espectralmente largo,
geralmente no regime de femtosegundos. Por outro lado, a largura espectral do feixe de
bombeio wp é estreita definindo a resolugao espectral do espectro CARS. Dessa forma o

processo CARS ira ocorrer numa ampla faixa de energias vibracionais de ligagao.

-

y

Figura 2.9. Diagrama do processo de Multiplex CARS.
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A escolha dos lasers depende da aplicacdo especifica, e em geral se deseja ter um
feixe Stokes com espectro tdo amplo quanto possivel. Portanto, nds trabalhamos com dois
tipos de laser de espectro largo, um laser pulsado de femtosegundos e um laser super-

continuo, dos quais falaremos no préximo capitulo.

A espectroscopia CARS teve varias melhorias desde sua invengdo em 1999 quando
o primeiro microscopio CARS exigiu quase 30 minutos na aquisicdo de uma Unica imagem.
Hoje se geram imagens com taxas de aquisicdo de mais de 30 quadros por segundo [21, 22,23].
Um dos maiores desafios da técnica é eliminar a contribuicdo ndo ressonante, que por muitas

vezes pode mascarar o sinal vindo das ressonancias vibracionais.
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Capitulo 3

3.Montagem experimental

Neste trabalho instalamos dois sistemas diferentes para multiplex CARS com o fim
de fazer a comparacdo e escolher o sistema que melhor se adapte aos nossos objetivos.
Ambos sistemas tém uma linha laser com pulsos menores de 150 femto-segundos gerados
pelo “MIRA”. A seguir apresentaremos uma pequena sec¢do tedrica dos principais aparelhos
usados (lasers de femtosegundos e CPF), assim como os esquemas experimentais usados para

a técnica de multiplex CARS.

3.1 Coherent mira optima 900-f e optical parametric oscillator (OPQ)

Como foi mencionado anteriormente, para ter processos nao lineares é preciso
trabalhar com fontes de luz de altas poténcias, como sdo as provenientes dos lasers pulsados.
Nosso primeiro esquema experimental utiliza dois tipos de lasers pulsados, o MIRA, e o OPO,

ambos da empresa Coherent. Abaixo vamos explicar um pouco sobre sua teoria de operacgao.
3.1.1 Teoria e funcionamento dos lasers pulsados

Alguns tipos de laser podem emitir luz durante pequenos intervalos de tempo.
Estes sdo chamados de lasers pulsados, e cada vez sao mais importantes para o estudo de
materiais e amostras bioldgicas. Normalmente, para o estudo da técnica CARS o uso de lasers
ultracurtos (femtosegundos) ndo é muito conveniente ja que reduz o contraste da imagem
[14], perdendo informacdo dela. Mas, no caso de multiplex CARS ganha-se a vantagem do
acesso a mais modos vibracionais das moléculas, devido ao fato que estes pulsos curtos
apresentam espectros mais largos (em torno de alguns nandmetros). Outra vantagem deste
tipo de laser é maiores poténcias de pico, ja que esta é inversamente proporcional com o

tempo de duragao do pulso, como é mostrado na equacgao 3.1. Nesta equagao, Pp é a poténcia
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pico, (P) é a poténcia média do laser, T, a largura temporal do pulso e f. a frequéncia de

repeticao dos pulsos [30, 31].

_ (P) 3.1
Tpfy

Pp

A largura temporal do pulso 7, € dada pelo numero de modos longitudinais da
cavidade laser que estejam acoplados dentro da envolvente (Fig 3.1). Quanto mais curta a
duracdo desse pulso, maior sera a largura espectral do laser, indicando que maior sera o
numero de frequéncias que saem simultaneamente do laser. A diferenca do que acontece no
funcionamento usual do laser de emissdo de luz continua é que os modos longitudinais
evoluem independentes ou completamente desfasados. Mas, se o campo elétrico dos modos
longitudinais oscila com fases bloqueadas (Técnica de geracdo de pulsos, Mode-locking), a
soma destes quando estdo em fase, originard um pico de intensidade ou pulso de luz. A

duracdo deste pulso tera lugar até que as oscilagdes voltem a estar fora de fase.

»n
L

Intensidade

Frequéncia

frl:nf1'+6

Figura 3.1. Diagrama de intensidade em fungdo da frequéncia envolvente do laser pulsado. O espectro de saida do laser
Mode-locking consiste em um pente de n frequéncias épticas, separadas pela frequéncia de repeti¢do f, que pode ou ndo
ter um deslocamento 6.

Se aumentar o nimero modos longitudinais em fase, a superposicdo temporal vai

dar lugar a pulsos mais curtos com espectros longitudinais mais largos.
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3.1.2 Montagem experimental

Para a primeira configuragdo (Fig 3.2) usamos uma linha de laser Stokes (wg) de
800 nm, que resulta de um laser de titanio-safira (MIRA) com pulsos menores a 150 fs. Este
laser é sintonizavel de 700 nm a 980 nm, com uma frequéncia de repeticao de pulso de 76
MHz, e é alimentado por um laser (Verdi-V10). A poténcia normal de saida do laser de
alimentagdo é de 10 W com um comprimento de onda de 532 nm e modo gaussiano (TEMoo),
0 que permite que o laser de titanio-safira alcance poténcias de até 1,6 W em modo pulsado

(dependente do alinhamento do laser).

Filtros de poténcia

) &
IR -9,
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(9] (\i Y=
Espectrometro MIRA OPO
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Figura 3.2. Diagrama experimental multiplex CARS com os lasers pulsados “Mira Optima 900-F” e o “optical parametric
oscillator (OPO) ”; Laser bombeio-laser (Verdi-V10) de Nd:YVO,; E02-Espelho dielétrico banda larga de 400-750 nm (BB1-
E02); E03-Espelho dielétrico banda larga de 750-1100 nm (BB1-E03); SP750-short pass filters 750 nm; SP600-short pass
filters 600 nm; Filtro 80oonm-Multiphoton filter 850/310; LTS300- estagio de translagdo linear “Thorlabs’LTS300(/M)”.

Ao sair do laser Stokes (Mira-900) o feixe com polarizacdo horizontal é dirigido a
dois divisores de feixe (do inglés Beam splitters) 10/90, chamados de Beam Splitter 2 na figura
3.2. No primeiro o feixe é dividido em um 10% para o detector, que tem a tarefa de monitorar
o pulso do laser com ajuda do osciloscépio, e em um 90% dirigido para o seguinte beam
splitter 10/90. No segundo 90% do feixe é enviado a alimentacdo do laser OPO e 10% para

nossa montagem experimental. No caminho 6ptico da linha de 800 nm temos alguns filtros e
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espelhos (BB1-E03 da “Thorlabs”) que direcionam o laser para o préximo divisor de feixe

(beam splitter 3), onde se juntard com a linha de bombeio.

Alinha de laser de bombeio (wp) pode ser variada de 630 a 720 nm em passos de
1 nm. Nesse caso foi utilizado o laser do tipo “OPO” com pulsos de 150 fs e feixe em modo
gaussiano de aproximadamente 2 mm. Em nossa configuracao, o laser OPO é alimentado pelo
laser “MIRA”. Esses comprimentos de onda tém uma sintonizagdo totalmente independente

um de outro.

O feixe que sai do OPO passa pelo beam splitter 1, que é um divisor de feixe 10/90,
onde 10% da intensidade da luz é refletida para o espectrometro OPO que monitora o
comprimento de onda de saida do laser, e 90% é transmitida para nossa montagem
experimental. Nele temos alguns espelhos (BB1-E02) e um estagio de translacdo linear
“Thorlabs’LTS300(,/M)” controlado por um motor de passo. O estagio de translacdo adquire
muita importancia no processo de multiplex CARS, posto que para obter uma frequéncia CARS
(wcars), que surge da combinagdo das frequéncias de bombeio (wp) e Stokes (ws), estas duas

ultimas tem que estar em perfeito alinhamento tanto espacial como temporal.

O primordial para obter este alinhamento é que o caminho éptico das duas linhas
de lasers tenham a mesma distancia, (o que equivale a dizer que os pulsos chegardo na
amostra simultaneamente), tomando como referéncia o ponto no qual os lasers se dividem
até onde esses mesmos se encontram, em nosso caso o beam splitter 3 (T760lpxr). Para
confirmar o alinhamento espacial e temporal se utilizou o principio da mistura de quatro
ondas (FWM). Assim, quando os dois feixes estdo em sincronia temporal e espacial se produz
um pico intenso de FWM. E importante destacar que a largura espectral deste depende da
largura dos lasers de bombeio e Stokes.

Os dois feixes foram sobrepostos em um microscopio confocal “Nikon eclipse Ti”
(figura 3.3) composto por objetivas microscépicas. Na parte superior, utilizada para focalizar
os feixes na amostra estd uma objetiva “Plan Fluor ELWD” com ampliacdo 40X e abertura

numérica (NA) de 0.6. Na parte inferior, a objetiva “TU Plan Fluor EPI P” com ampliacdo e
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abertura numérica maior 100x/0.9, para coletar o maximo de informacdo proveniente da

amostra.

q
Entrada do
microscopio
Objetiva
40X/0.6

Amostra

Objetiva

100X/0.9 SP600  SP750

#
Saida do
microscépio

Figura 3.3. Diagrama da montagem experimental do microscépio Nikon eclipse Ti e a amostra.

Os sinais dos lasers transmitidos da amostra passam pelos filtros passa baixa
SP750 e SP600, nos quais se eliminam as linhas do laser de bombeio e Stokes. Desta forma
permitindo a passagem sé da linha CARS que leva a informacdo que precisamos e que é
direcionada para o espectrémetro (Andor) e detectado pela CCD (iDus Andor). A poténcia
maxima que atinge na amostra é de + 40 mW, sendo estda uma soma das potencias

semelhantes provenientes da linha do laser de bombeio e da linha do laser Stokes.

3.2 Coherent Mira optima 900-f e photonic crystal fibers (PCF)

Na segunda montagem experimental, nés desenvolvemos micro espectroscopia
Multiplex CARS de banda ultra larga, usando comprimentos de onda de infravermelho (IR),

obtidos a partir de uma luz super continua que é gerado por uma fibra de cristal fotonica (PCF).

3.2.1 Teoria e funcionamento da fibra de cristal fotonica (PCF)

Como ja foi mencionado, a aplicacdo dos pulsos do laser de bombeio e Stokes
excitam multiplas transicdes Raman. Para isso, é preciso que o espectro do laser Stokes seja

largo suficiente para obter as respostas vibracionais das moléculas em diferentes
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comprimentos de onda. Um método alternativo para obter um espectro largo, é usar uma
fonte de luz super continua (SC), as quais requerem so algumas dezenas de mW de poténcia

para funcionar [32].

Figura 3.4. Fibra de cristal foténica (PCF), FemtoWHITE CARS da NKT photonics [33].

Esta fonte de luz super continua é produto da focalizagdo de um intenso pulso de
laser em um meio ndo-linear [33]. As propriedades do feixe de saida do PCF (do inglés Photonic
Crystal Fibers) sdo altamente sensiveis a largura de pulso, comprimento de onda e poténcia
do laser de bombeio o qual para nés é o laser Coherent Mira Optima 900-F. Em nosso caso o
super continuo é dado pela fibra de cristal fotonica (figura 3.4), que consiste em uma regiao
de revestimento micro estruturado com um arranjo hexagonal de furos de ar que dirige a luz

para um nucleo de silica pura de 1-2 um de diametro (Figura 3.5).

Figura 3.5. a) Simulagdo de uma fibra multimodo micro estruturada, construida por um nucleo de Silica e envolvido por um
anel de furos de ar. b) Imagem de micrografia electrénica do revestimento interno e do nucleo da fibra de ar-silica [34].

O confinamento da luz é devido a uma banda proibida criado em estruturas com
variacdo periddica no indice de reflexdo total interna no nucleo da silica e na interface do
revestimento do ar. Os tamanhos destes vazios de ar permitem diferentes graus de liberdade,
ocasionando mudancas nas propriedades de propagacdo da luz dentro da fibra. Foi
demonstrado que estas fibras exibem comportamentos Unicos dependendo da mudancga na
estrutura [34], como dispersdao andmala de velocidade de grupo (GVD) em comprimentos de

onda curtos.
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Ao injetar pulsos ultracurtos e com baixa poténcia na fibra, pode se gerar uma luz
super continua e também com pulsos ultracurtos e de luz coerente. Estas fibras PCF podem

entdo ser usadas para a espectroscopia multiplex CARS.

40 60 80 100 120 140 40 60 80 100 120 140

mW
Figura 3.6. Mapa de intensidade da luz de um super continuo, dependente dos comprimentos de onda do laser de bombeio

[331.

Utilizamos a fibra de cristal fotonica FemtoWHITE CARS da NKT photonics
projetada para ter dispersdao zero em 800 nm, e gerar um super continuo com uma faixa de
400nm-2000nm. As formas do espectro (Figura 3.6) emitido variam com respeito ao
comprimento de onda do laser de bombeio e a poténcia acoplada (poténcia do super continuo
medida apds o objetivo de colimacdo). Estes mapas sdo importantes para obter os perfis

espectrais desejados.

Na figura 3.6, temos os principais espectros da luz branca, para diferentes
comprimentos de onda procedentes do laser de bombeio (700nm-950nm). As figuras
mostram a intensidade da luz obtida para o super continuo de 400nm a1600nm que depende
da poténcia acoplada na fibra PCF medida de 40 a 140mW. Estas figuras também podem ser
apresentadas como graficos de densidade espectral com respeito ao comprimento de onda,

gue também tém dependéncia da poténcia de acoplamento.

Os espectros da figura 3.7 tém largura espectral conveniente para nosso

experimento de 785nm-1100nm, foram obtidos com a fibra de cristal fotonica (FemtoWHITE
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CARS) bombeada com um comprimento de onda de 785 nm proveniente do laser Coherent

Mira Optima 900-F.

Espectros da fibra de cristal fotonica
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Figura 3.7. Dependéncia da poténcia acoplada com respeito ao comprimento de onda do laser de bombeio 785 nm. Os
espectros produzidos pelo laser “Coherent Mira Optima 900-F”.
A forte dependéncia do espectro de luz branca com a poténcia acoplada mostra
gue é importante manter uma poténcia constante e alta o suficiente para termos um espectro

largo para que seja aplicado para espectroscopia multiplex CARS.

3.2.2 Montagem experimental

Nesta configuracdo de multiplex CARS com banda ultra larga usamos duas linhas
laser, uma delas proveniente do laser Mira Optima 900-F descrito na montagem anterior.

Neste caso o laser de titanio safira representara a linha de bombeio wp, lembrando que
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Wcars < wp < wg. A linha do laser Stokes sera o espectro continuo gerado pela fibra na

regido 750 - 1100 nm.

Os diagramas experimentais sofreram leves modificagdes como pode ser notado
nas figuras 3.8 e 3.10. A linha de bombeio é trocada de 800 nm, que foi o comprimento de
onda originalmente usado na primeira configuracdo, para 785 nm. Estas mudancgas sO
ocorreram com o fim de um melhor aproveitamento dos elementos dpticos presentes no
laboratério. Serdao apresentadas as duas configuragdes, porque foram obtidos resultados

interessantes com ambos comprimentos de onda.
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Figura 3.8. Diagrama experimental multiplex CARS com o laser pulsado “Mira Optima 900-F” e a fibra de cristal fotonico
(PCF); Laser bombeio-laser (Verdi-V10) de Nd:YVO,; E03-Espelho dielétrico banda larga de 750-1100 nm (BB1-E03); SP750-
short pass filters 750 nm; Beam Splitter 3- T760lpxr da chroma; SMR03-Lente; LP785- Filtro long pass LP02-785RU-25 da
Semrock.

Vemos na figura 3.8 como a linha de bombeio wp sai do laser Mira-900 passando
pelo divisor de feixe (Beam Splitter 1), que da mesma forma que na configuracdo anterior
divide 10% da poténcia para um detector que esta ligado ao osciloscépio, e cuja fungao é

monitorar os pulsos provenientes do laser, tarefa importante ja que a fibra fotonica

funcionarda corretamente so se o laser de alimentagdo é pulsado. O 90% restante vai dirigido

por uma série de espelhos de prata (BB1-E03) até uma placa de ’1/2 , que cumpre duas funcdes
pertinentes. A primeira consiste em dispor a polarizacdo do laser e da fibra na mesma direcao,

com a intencdo de melhorar o processo de multiplex CARS. A segunda é modificar a direcdo
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da polarizacdo que chega no beam splitter 2, procurando com isso distribuir
convenientemente as poténcias da linha laser que vao atingir na fibra foténica (menor a 300

mW) e a linha que continua o caminho do feixe de bombeio.

Ao sair do divisor de feixe 2, a linha de 800 nm continua até um polarizador que
diminui ainda mais a poténcia do laser para logo ser levado a um estagio de translagdo (estagio
da “Thorlabs” com ajuste manual de 50 mm). Este estagio vai ter a mesmo objetivo que na
primeira configuragdo, onde é utilizado para conseguir um alinhamento temporal dos feixes

de bombeio e Stokes.

Do outro lado, a linha do laser Stokes (gerada na fibra de cristal fotonica) inicia no

beam splitter 2, onde temos uma combinacdo da placa ’1/2 e do polarizador que servem como
atenuador varidvel da poténcia do laser de bombeio. Para evitar danos na fibra é relevante o
controle do nivel da poténcia do laser, a recomendacdo do fabricante é ndo exceder os 300

mW.

O suporte para a fibra (figura 3.9) é uma parte essencial da configuracdo, ja que a
estabilidade e alinhamento do laser pode modificar o espectro da fibra que possui diametro
de nucleo sé de 1.8 um. Em nosso caso, usamos como suporte dois estagios “NanoMax 300"
da "Thorlabs”, os quais permitem ajustes em X,Y e Z, e servem para alinhar as objetivas

microscopicas a fibra optica.
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Para focar o feixe de alimentacdo na PCF é usada uma objetiva “Plan N” da
“Olympus” com abertura numérica 0.40 e ampliacdo 20X. Apds a fibra PCF (FemtoWHITE
CARS) é usada uma objetiva Plan N 40X/0.65 também da Olympus com o fim de colimar o
feixe de saida. A eficiéncia do acoplamento é uma relagao da poténcia medida apds a objetiva
de colimacdo (Plan N 40X/0.65) e a poténcia do laser medida antes da objetiva de foco (Plan
N 20X/0.40). Esta eficiéncia depende da dptica usada para atingir com precisdo o diametro

do nucleo da fibra.

Na configuragcdo mostrada na figura 3.9, obtivemos 50% de acoplamento apds a
objetiva de colimacdo. Em um experimento posterior (ndo apresentado neste trabalho) onde
se trocou a ordem das objetivas, deixando como objetiva de acoplamento a Plan N 40X/0.65
e como objetiva de colimacdo a Plan N 20X/0.40, a eficiéncia de acomplamento aumentou
para 60%. No entanto, nesta ultima configuracdo a geragdao do super continuo ficou mais
instavel, entdo decidiu-se voltar na configuracdo inicial. Nestes dois casos a poténcia de

entrada na fibra FemtoWHITE CARS gerou espectros como foi apresentado na figura 3.7.

A largura espectral da fibra éptica vai de 400 nm até aproximadamente 1200 nm.
NOs limitamos esta largura espectral com um filtro passa alta 785 nm da “Semrock” (LP0O2-
785RU-25), para cumprir a condicdo da técnica CARS onde o comprimento de onda de
bombeio tem que ser menor que o comprimento de onda Stokes (wp < wg). Uma vez limitado
o comprimento de onda, os feixes de Stoke e de bombeio se juntam no beam splitter 3

(T760lpxr da chroma) e logo enviados para o microscépio (fig 3.3).

No segundo esquema (figura 3.10), se implementaram algumas modificacdes
principalmente pela troca de comprimento de onda do laser de bombeio “MIRA”, de 800 nm
para 785 nm. O comportamento da fibra PCF n3o se vé afetado pela mudanca. Mas, por
complicacOes apresentadas no esquema prévio por causa da instabilidade do laser Mira-900,
se adicionou um isolador de Faraday da “Newport” (Broadband Faraday Optical Isolators),

com faixa espectral de 720-950 nm.
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Figura 3.10. Diagrama experimental multiplex CARS com o laser pulsado “Mira Optima 9oo-F” e a fibra de cristal foténico
(PCF); Laser bombeio-laser (Verdi-V10) de Nd:YVO,; E03-Espelho dielétrico banda larga de 750-1100 nm (BB1-E03); SP750-
short pass filters 750 nm; Beam Splitter 3- T760lpxr da Chroma; SMR03-Lente; LP785- Filtro long pass LP02-785RU-25 da
Semrock; BP785- Filtro Band pass LL0O1-785; D785- Dicroico Dio3-R785 da Semrock; IF-Isolador de Faraday da Newport
(Broadband Faraday Optical Isolators), com faixa espectral de 720-950 nm.

Agora, o feixe de saida do laser de bombeio passa pelo isolador de Faraday o qual
elimina a luz que é refletida da fibra dptica. Esta reflexdo acontece porque a objetiva de
acoplamento focaliza o feixe préximo da fibra a qual ndo possui revestimento antirreflexo e
como resultado o feixe é refletido de volta para o laser, gerando instabilidade no estado
pulsado. Para alcancar uma alta eficiéncia de acoplamento se recomenda o uso do isolador de

Faraday, e poténcias semelhantes nas linhas lasers de bombeio e Stokes quando estas se

juntam no dicrdico (D785).

No capitulo de resultados argumentamos que esta configuracdao experimental foi
a que mais se adaptou as nossas necessidades. Portanto, se desenhou um sistema de
mapeamento (Fig. 3.11.), constituido por uma USB-6009 (placa conversora digital-analégica:
DAQ) da “National Instruments” que gera os sinais de voltagem para controlar um estéagio
piezoelétrico XY que, junto com sua controladora (Nano-drive) ambas da “Mad City Labs”
deslocam a amostra com resolucdo de dezenas de nandmetros e com comprimento maximo

de varredura de 25 um.
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Os instrumentos foram ligados em trés equipamentos da montagem experimental
por meio de um programa desenvolvido em LabVIEW (Apéndice 2) que gera trés sinais
elétricos. Dois sinais analdgicos para mover a amostra no estagio piezoelétrico XY, e um sinal
digital TTL para o espectrOmetro realizar a aquisicdo de um espectro. Os sinais sao
sincronizados de tal maneira que é adquirido um espectro a cada posicdo da amostra. A DAQ
usada gera sinais analdgicos apenas de 0 a 5 volts, por conseguinte a varredura é limitada a
um comprimento de 25 um.

Espectrometro

Sinal TTL

=
-
g 1sp750
Rl &
| Y. ) o
| D ; =
Controladora Nano-Drive w
e 2 MO s
DAQ — §
] , 3
| @
¢ w0 8.
T.
5]

Sinais analdgicos i
Estagio
Piezoelétrico XY
Figura 3.11. Sistema de mapeamento.

No seguinte capitulo, analisamos os resultados obtidos pelas diferentes
montagens experimentais, e comparamos com o0s espectros Raman das amostras de
referéncia. A partir desta andlise se argumentara qual montagem experimental é a mais

indicada para a caracteriza¢ao das amostras para nossos objetivos.
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Capitulo 4

4. Resultados e discussao

Este capitulo vai ser dividido em cinco seg¢des. A primeira (4.1), apresenta os
resultados obtidos pela espectroscopia Raman convencional das amostras de referencia
(acetonitrila, metanol e acetona). E importante salientar que utilizamos essas amostras a fim
de comparar os espectros Raman destas amostras com os espectros feitos pela espectroscopia
CARS e multiplex CARS, afim de validar o funcionamento destas técnicas. Nao é intencao desta
dissertacdo identificar e descrever os modos normais de vibragdo destas moléculas, os quais

d3o origem a seu espectro Raman.

Na segunda (4.2), mostramos os resultados obtidos na montagem experimental
“MIRA” com “OPO”, (montagem experimental da figura 3.2), com uma linha Stokes (ws) de

800 nm e a linha de bombeio (wp) variada de 630 a 720 nm.

Na terceira secao (4.3), “MIRA” com “PCF”, vamos mostrar somente os resultados
para a configuracdo mostrada na figura 3.10, com o comprimento de onda do laser de
bombeio em 785 nm. Os resultados referentes a montagem experimental da figura 3.8, serao

mostrados no apéndice 1.

Nestas trés primeiras partes se usaram as mesmas amostras de referéncia
(acetonitrila, metanol e acetona) a fim de comparar os resultados experimentais da

espectroscopia Raman convencional com os resultados da técnica CARS.

A secdo 4.4, vamos exibir os resultados do mapeamento de duas amostras
especificas, microesferas de poliestireno de 3 um de diametro e tecido biolégico (corte de

tecido cerebral de camundongo).
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Na ultima secdo (4.5), vdo se discutir os resultados apresentados, quais sdo as
possiveis melhorias nas montagens experimentais, e qual destes é mais conveniente para

cumprir os objetivos propostos nesta dissertacao.

4.1 RESULTADOS DE ESPECTROSCOPIA RAMAN

Para este estudo foi necessdrio obter os espectros Raman das amostras de
referéncia. Se escolheram estas amostras pelo fato de ter propriedades de trasparéncia,
condicdo 6tima para uma primeira analise, jd que nosso sistema de multiplex CARS funciona
por trasmicdo e nao por retro espalhamento. Alem desta condi¢cdao de trasparencia, as
amostras de referencia (acetonitrila, metanol e acetona) ndo tem especial interesse em nosso

trabalho, portanto, ndo falamos muito das carateristicas dos espectros Raman.

Para obter estos espectros Raman foi utilizada uma montagem experimental
constituida por um laser semicondutor continuo verde de 561 nm; espelhos de prata; um
microscopio invertido Nikon Eclipse com objetivas varidveis de 10x, 40x e 60x; um espelho
dicréico de 45 graus, ubicado dentro do microscopio, que reflete comprimentos de onda
abaixo de 561 nm e transmite acima deste valor; lente focalizadora; um espectrometro Andor
com camera CCD acoplada, e um filtro passa alta (long pass) em 561 nm para evitar a saturacao
do espectrémetro devido a alta intensidade do laser.

ccD Espectrometro

A

Filtro 561nm

Laser 561nm
Microscpio

Figura 4.1. Esquema da montagem experimental para microscopia Raman.

A montagem experimental funciona por retro espalhamento da luz. Esta luz

proviene de um laser semicondutor monocromatico com comprimento de onda de 561 nm
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gue entra no microscépio pela parte trasera, batendo no espelho dicréico que esta em um
angulo de 45 graus, este espelho dicroico dirige a luz até a objetiva microscopica a qual a
enfoca na amostra. Agora, da amostra sain trés conjuntos de frequencias geradas pelo
processo Raman, estas frequencias sdo transmitidas pelo dicroico e dirigidas para fora do
microscopio. Fora do microscopio a luz e levada para a lente focalizadora e ao filtro passa alta
de 561 nm, que cortar a frequéncia do laser e deixar passar apenas a parte relativa ao espectro
raman Stokes que é encaminhado para o espectrometro e detectado pela CCD (Fig 2.3). O

procedimento é o mesmo para todas as amostras.

4.1.1 Acetona

A acetona ou propanona (CH;COCH,), liquido incolor com odor caracteristico,
usado como solvente e antisséptico, é volatil e inflamavel [35,36]. Quando se realiza a medida
de espectrocopia Raman a temperatura ambiente se percebeu que este material tem a
particularidade de evaporar-se rapidamente quando é submetida a poténcias do laser acima
de 30 mW. O espectro Raman obtido esta representado na figura 4.2, onde se notam os picos
perto da regido de 2919 cm™ que corresponde aos modos normais da vibragdo do radical CH,
ou grupo metilo, e perto de 1699 cm™ um pico de assinatura das vibracoes do estiramento

C = 0 que pode ser encontrado nos compostos carbonilicos [37,40,41].

><104
12 = o g
(”) N
10 H;C @ "CHs
)
3 8F . CH3 s-str
o CH3 s-deform <D <D
3 6F
@ CH3 rock CH3 d-deform CH3 d-str
[]
€ 4F CCstr / CO str I f
X » =/ 23
2 8 % |3 z o SRS
¢ f AN 2 K
| | | | | 1 — - |

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Deslocamento Raman cm™!
Figura 4.2. Espectro Raman da acetona apresentando os modos normais de vibragdo molecular. Str (vibragdo por

alongamento), s-str (vibragdo por alongamento simétrico), d-str (vibragdo por alongamento assimétrico), rock (vibragdo
assimétrica por balango), s-deform (vibragdo de deformac&o simétrico), d-deform (vibragdo de deformagdo assimétrico).
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4.1.2 Acetonitrila

A acetonitrila (CH;CN), é um liquido limpido e incolor com odor aromético, toxico
por absorcdo cutanea [35,36]. Foi medido a temperatura ambiente e apresento os picos
Raman mostrados na figura 2.5. Neste caso temos os modos normais de vibra¢do do radical
C = N naregidao de 2245 cm™ conforme a formula quimica acima, além dos modos de vibracao

simétricos (2937 cm™ ) e antissimétricos (2998 cm™ ) do grupo metilo C — H [37,41,42,43].

% 104 H CH3 s-str
g oot s/
NAEN [p)
6 ? C*‘:‘\N %
T CN str
©
3°] f
D
= 4 cestr -
= CH3 s-deform N CH3 d-str
n 3 I
5 f
E 2 / f > CH3 d-deform 2
g o0 % M~ o)
gl 2 X N
. )\ f Sy - EL,-'J t&
1000 1500 2000 2500 3000

Deslocamento Raman cm™

Figura 4.3. Espectro Raman da acetonitrila apresentando os modos normais de vibragdo molecular. Str (vibragdo por
alongamento), s-str (vibragdo por alongamento simétrico), d-str (vibragdo por alongamento assimétrico), s-deform
(vibragdo de deformacdo simétrico), d-deform (vibragdo de deformagdo assimétrico).

4.1.3 Metanol

A Metanol (CH;0H), ou élcool metilico € um liquido volatil, incolor e inflamavel
[35,36]. Medido a temperatura ambiente, produzindo o espectro Raman apresentado na
Figura 4.4. Os picos mais proeminentes na regido de 2700 cm™ - 3100cm™ sdo contribuicoes
do radical C — H, n3o entanto, o espectro Raman nesta regido é bastante complicado devido
a existéncia de varios modos vibracionais, incluindo estiramento simétrico, alongamento
antisimétrico e modos de combinacdo . A ligacdo O — H resulta em um longo sinal de Raman
com frequéncia de vibracdo entre 3200 a 3500 cm™. Esta vibracdao alongada acontece sé em

metanol liquido, em fase de vapor se apresenta um pico mais fino em 3683 cm™ [38,41,44].
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Figura 4.4. Espectro Raman do metanol apresentando os modos normais de vibragdo molecular. Str (vibragdo por

alongamento), s-str (vibragdo por alongamento simétrico), d-str (vibragdo por alongamento assimétrico), rock (vibragdo
assimétrica por balango), s-deform (vibragdo de deformacdo simétrico), d-deform (vibragdo de deformacdo assimétrico).

4.2 “Coherent Mira Optima 900-F” com “optical parametric
oscillator”

Esta montagem experimental estd baseada em dois lasers pulsados de femto-
segundos, com comprimentos de onda diferentes. Por isso, foi necessario sincronizar espacial
e temporalmente os dois feixes de luz conforme descrito no capitulo anterior. Para cada
amostra de referéncia, iremos mostrar duas figuras com as medidas experimentais. Uma delas
sdo mostrados varios espectros CARS para diferentes comprimentos de onda de bombeio e a

outra selecionamos dois espectros CARS e comparamos com espectro Raman convencional.

A primeira figura (4.5 (a), 4.6 (a) e 4.7 (a)) representa os espectros CARS, cada um
deles gerados quando a linha Stokes (ws) de 800 nm se junta com a linha de bombeio (wp),
esta Ultima variada 630 a 720 nm. Observa-se nestas figuras, um sinal maximo em 640-645
nm correspondente a ressonancia de vibracdo préxima a 2950 cm™ para a acetonitrila (figura

4.5 (a)), para o metanol (figura 4.6 (a)) dos picos 2850 e 2950 cm™, e da acetona (figura 4.7
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(a)) no pico préximo de 2950 cm™. Os picos apresentados nesta zona sdo proprios do radical

CH, destas amostras de referéncia.

Na figura (4.5 (b), 4.6 (b) e 4.7 (b)), comparamos o deslocamento dos picos dos
espectros CARS com os espectros Raman das amostras de referéncia. Os espectros foram
normalizados pelo valor maximo, ja que os pardametros iniciais dos espectros Raman e os
espectros CARS nao foram os mesmos, impedindo uma comparagao direta das intensidades.
Nesta figura é mostrada o espectro CARS com maior intensidade (vermelho), que em teoria é
o pico CARS mais ressonante com a amostra. Identifica-se também outro espectro CARS
(preto) para comparacgdo, além do espectro Raman (azul) obtido experimentalmente no

laboratorio.

Notamos nestas figuras, que o espectro CARS é muito mais largo que o espectro
Raman, de forma que ndo podem ser observados com clareza a presenga de picos menores
como 2998 cm™ na acetonitrila, nem os picos 2840, 2963 e 3000 cm™ na acetona. Além disto,
0s picos mais intensos nas amostras de referéncia apresentam deslocamentos em relagdo ao
espectro Raman convencional. Estes desvios foram calculados nas tabelas 4.1, 4.2 e 4.3, sendo
gue o mddulo de desvio foi calculado a partir da diferenca em cm™ dos picos do espectro

Raman (azul) e dos espectros CARS (vermelho e preto).

Estes erros mostrados nas tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 podem ser entendidos devido a
instabilidade do comprimento do laser de bombeio e Stokes que variam por diferentes

fatores, como alinhamento, temperatura e vibragdes da mesa dptica.
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Figura 4.5. Espectros CARS para amostra de Acetonitrila, (a) Espectros CARS gerados por a mistura do laser Stokes fixo em
800 nm (MIRA) e a variagdo do laser de bombeio (OPO), (b) Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o
espectro Raman (azul).

Moédulo do desvio (cm™)

Azul = 2937.1 Azul = 2998.05
Vermelha = 2975.09 37.98 Vermelha=-- | = -
Preta = 2950.7 13.59 Preta = 3043.81 45.76

Tabela 4.1. Médulo de desvio dos picos no espectro Raman (Azul) e os picos dos espectros CARS (vermelho e preto) para a
amostra de acetonitrila.
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Figura 4.6. Espectros CARS para amostra de Metanol, (a) Espectros CARS gerados por a mistura do laser Stokes fixo em

8oonm (MIRA) e a variagdo do laser de bombeio (OPO), (b) Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o
espectro Raman (azul).

Moédulo do desvio (cm™)

Azul = 2829.17 Azul = 2940.77
Vermelha = 2979.49 150.32 Vermelha = 2979.49 38.72
Preta = ---- Preta = 2951.54 10.77

Tabela 4.2. Mddulo de desvio dos picos no espectro Raman (Azul) e os picos dos espectros CARS (vermelho e preto) para a
amostra de metanol.
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Figura 4.7. Espectros CARS para amostra de Acetona, (a) Espectros CARS gerados por a mistura do laser Stokes fixo em
8oonm (MIRA) e a variagdo do laser de bombeio (OPO), (b) Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o
espectro Raman (azul).

Moédulo do desvio (cm™)

Azul = 2693.91 Azul = 2919.6

Vermelha = ---- - Vermelha = 2947.66 28.06

Preta = 2699.23 5.32 Preta = ---- ----

Tabela 4.3. Médulo de desvio dos picos no espectro Raman (Azul) e os picos dos espectros CARS (vermelho e preto) para a
amostra de acetona.
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4.3 “Coherent Mira Optima 900-F” com “Photonic Crystal Fiber”

Nesta configuracao experimental temos a presenca de um laser pulsado de femto-
segundos (MIRA) e uma fibra de cristal fotonica (PCF), com carateristicas descrita no capitulo
anterior. Aqui, também foi necessdria a sincronizacdo dos feixes de luz, espacial e
temporalmente, além de ajustes de poténcia e foco da amostra no microscdpio. Nesta secao
mostramos trés figuras baseadas nos resultados experimentais para cada amostra de

referéncia.

As figuras (4.8, 4.11 e 4.14), é mostrada o espectro CARS para diferentes atrasos
temporais entre os pulsos de bombeio e Stokes. Esse atraso temporal se faz necessario pois
cada regido espectral possui uma velocidade de propagacdo diferente em meios dispersivos.
Desta forma, para ter um espectro CARS mais amplo possivel devemos variar o atraso
temporal. As larguras espectrais destas figuras sdo maiores em comparag¢ao com as figuras
(4.5 (a), 4.6 (a) e 4.7 (a)), observando se além dos picos pronunciados na regido de 2950 cm™
a presenca de picos na regido de 1000 a 2300 cm™. Esta regido no espectro é atribuida a
largura espectral da fibra de cristal fotdnica (linha do laser Stokes de 785 nm até 1100 nm), e
abre a possibilidade ao estudo de novos materiais, especialmente materiais bioldgicos que

tem importante ressonancia de 1000 a 2000 cm™.

Afigura (4.9, 4.12 e 4.15), mostra a comparacgao de espectros CARS com o espectro
Raman convencional em uma regido espectral especifica, estas figuras foram normalizadas
pelo maximo, ja que ndao se usaram os mesmos parametros iniciais dos espectros Raman e os
espectros de multiplex CARS. Assim como na configuracdo anterior evidenciamos que os
espectros CARS (vermelho e preto) sdo mais largos que os espectros Raman (azul), o que
impede achar picos de menor intensidade em nossas amostras de referéncia. Porém, neste
caso o deslocamento dos picos dos espectros CARS em comparagdo com o espectro Raman é
muito menor. Estes erros de deslocamento sdo mostrados nas tabelas 4.4, 4.5 e 4.6, e podem
ser atribuidos a variacdo no comprimento de onda do laser de bombeio (785 + 5nm), ou a

variacdo espectral apresentada pela fibra de cristal fotonica ao longo do tempo.
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A terceira figura (4.10, 4.13 e 4.16) foi feita para observar a coincidéncia ou ndo,
dos espectros CARS com o espectro Raman das amostras. No programa MATLAB R2016a se
fez um tratamento dos dados de cada amostra, pegando os pontos maximos locais de cada
curva CARS (pontos vermelhos), a presenga destes maximos deve indicar a existéncia de um
pico Raman. As figuras entdo, sao construidas ao obter os valores de intensidade maxima para
os diferentes espectros CARS obtinhas em cada atraso temporal os quais sdo comparados com
o espectro Raman das amostras. Nas figuras se evidenciam erros nas medidas na faixa de 1600
a 2400 cm™, os picos expostos nesta regido ndao concordam com os espectros Raman das
amostras de referéncia. Estes picos podem ser atribuidos ao fundo ndo ressonante das

amostras ou o espectro instavel da fibra de cristal foténica.

Moédulo do desvio (cm™)

Azul = 2245.59 Azul = 2937.11
Vermelha = 2242.47 3.12 Vermelha = 2946.18 9.07
Preta = 2250.06 4.47 Preta = 2946.18 9.07

Tabela 4.4. Médulo de desvio dos picos no espectro Raman (Azul) e os picos dos espectros CARS (vermelho e preto) para a
amostra de acetonitrila.
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Figura 4.8. Espectro CARS para a amostra de acetonitrila, gerados pela mistura do laser de bombeio (fixo em 785 nm) e a
fibra de cristal foténica (continua de 785 nm até 1100 nm). As multiplas curvas representam os espectros CARS para
diferentes valores de atraso de tempo.
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Figura 4.9. Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul), para a amostra de acetonitrila.
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Figura 4.10. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade maxima (vermelhos) do espectro CARS a
cada atraso de tempo, para a amostra de acetonitrila.
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Moédulo do desvio (cm™)

Azul = 2829.17 Azul = 2940.77

Vermelha = 2838.61 9.44 Vermelha = 2954.51 13.74

Preta = ---- Preta = -

Tabela 4.5. Médulo de desvio dos picos no espectro Raman (Azul) e os picos dos espectros CARS (vermelho e preto) para a
amostra de metanol.

Metanol 785nm/FIBRA

12000 -
—
® 10000
-
S’
© 8000
°
(4]
S 6000
(/)]
| o
8 4000
£
2000
0 A A A

1000 1500 2000 2500 3000
Deslocamento Raman cm™!

Figura 4.11. Espectro CARS para a amostra de metanol, gerados pela mistura do laser de bombeio (fixo em 785 nm) e a fibra
de cristal fotonica (continua de 785 nm até 1100 nm). As multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes
valores de atraso de tempo.
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Figura 4.12. Comparagdo de espectros CARS (vermelho) com o espectro Raman (azul), para a amostra de metanol.
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Figura 4.13. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade maxima (vermelhos) do espectro CARS a
cada atraso de tempo, para a amostra de metanol.

Moédulo do desvio (cm™)

Azul = 2919.6

Vermelha = 2937.85 18.25

Preta = -

Tabela 4.6. Mddulo de desvio dos picos no espectro Raman (Azul) e os picos dos espectros CARS (vermelho e preto) para a
amostra de acetona.
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Figura 4.14. Espectro CARS para a amostra de acetona, gerados pela mistura do laser de bombeio (fixo em 785 nm) e a fibra
de cristal fotdnica (continua de 785 nm até 1100 nm). As multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes
valores de atraso de tempo.
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Figura 4.15. Comparagdo de espectros CARS com o espectro Raman (azul), (a) na regido de 900 a 1800 cm-1, (b) na regido de
2600 a 3000 cm-1, para a amostra de acetona.

<104 Acetona
3
12 +|——Espectro Raman =
Pontos maximos de Multiplex CARS B
T'? 10
-
SN
g o
(1]
S
e 6r
[
-t
=
4 5
E g
o £ ~ = >
2t 85 = 3
= R 3
N
® o 3 ”
1 | | ] | | | 1

|
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Deslocamento Raman cm™!
Figura 4.16. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade maxima (vermelhos) do espectro CARS a
cada atraso de tempo, para a amostra de acetona.

4.4 MAPEAMENTO

O sistema de mapeamento descrito no capitulo 3, é entdo utilizado junto da
montagem experimental “MIRA” com “PCF”, como foi mostrado na figura 3.11. Em cada ponto
desta matriz de mapeamento se coleta o espectro CARS da amostra, e os dados sdo analisados
no programa HSPE feito no laboratério de Nano-espectroscopia da UFMG. Neste programa
uma imagem é gerada, os eixos X e Y sdo as coordenadas espaciais e a coordenada Z (mapa

de cor) é a intensidade de uma determinada regido do espectro CARS.
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Poliestireno
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Figura 4.17. Espectro CARS para amostra de poliestireno (vermelho), gerados pela mistura do laser de bombeio (fixo em 785
nm) e a fibra de cristal fotonica (continua de 785 nm até 1100 nm), comprado com o espectro Raman (azul) da mesma
amostra.

Um primeiro teste do processo foi feito em amostras de microesferas de
poliestireno de 3 um de didametro. O espectro CARS do poliestireno é comparado com o
espectro Raman convencional, mostrados na figura 4.17. Na figura 4.18 (a) mostra a imagem
Optica da amostra de microesferas e na parte (b) mostra-se aimagem CARS referente a banda
do poliestireno centrada em 3052 cm™. O tempo de aquisicdo em cada ponto da amostra foi
de 2 segundos e foram feitos uma matriz de 51 x 51 pontos cobrindo uma 4area total de 25 um
X 25 um. Aprecia-se a concordancia de tamanho e localizagdo espacial das microesferas de
poliestireno ao comparar as imagens apresentadas nas figuras 4.18 (a) e 4.18 (b),

comprovando com isso que o sistema de mapeamento funciona corretamente.
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(a) (b)

Figura 4.18. Processo de mapeamento das amostras (a) Imagem dptica de uma amostra de poliestireno de 3 um de
didmetro (b) Matriz de Espectro 51x51, para a banda selecionada no pico de 3052 cm™.

Uma vez que o sistema esta funcionando corretamente, se fez um segundo teste
em tecido bioldgico. Este tecido é um corte de cérebro de camundongo com espessura de
+8um. Este tecido cerebral apresenta acumulos de proteina B-amildide que pretende-se
estudar nos trabalhos futuros. Neste tipo de tecidos a imagem do CARS é especialmente util,

ja que a técnica permite investigacGes in vivo e sem uso de marcadores fluorescentes. [14]

(b)
Figura 4.19. Processo de mapeamento das amostras (a) Imagem dptica de uma amostra de tecido bioldgico (b) Matriz de
Espectro 51 x 51 com tempo de exposigdo dos lasers de 3 segundos.
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A figura 4.19 (a) é uma imagem Odptica do tecido cerebral em tonalidade escura a
esquerda da imagem. A figura 4.19 (b) foi feita computacionalmente com a matriz de
mapeamento. Nesta matriz se observa que dentro do tecido os espectros CARS tem a forma
apresentada pela linha vermelha da figura 4.20, fora dele o espectro CARS desaparece (linha
azul da figura 4.20). O tempo de exposicdo dos lasers na amostra para este caso foi de 3
segundos em cada ponto da matriz. Neste tempo o espectrometro pode captar finos raios
cosmicos como se mostra na linha preta da figura 4.20, que na imagem hiper espectral de

CARS (fig. 4.19 (b)) se representam como pontos circulares intensos.
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T

2000

B0
[02]
o
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Figura 4.20. Espectros CARS em diferentes pontos da matriz de mapeamento 26 x 26.Em vermelho o espectro CARS sobre o
tecido cerebral do camundongo. Em preto, raio césmico sobressaindo do espectro CARS. Em azul, espectro CARS fora do
tecido.

4.5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados mostrados dos espectros das amostras de referéncia (acetonitrila,
metanol e acetona) nas secdes 4.2 e 4.3 apresentam uma boa concordancia com os espectros
Raman convencionais da sec¢do 4.1, especialmente na regido espectral préoxima a 2950 cm™

como mostrado na secdo 4.3. Futuramente iremos trabalhar para corrigir problemas
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experimentais (estabilidade da fibra foténica) para que toda regido espectral possa ser usada
para o CARS. Devido a maior largura na espectral e maior similaridade entre o espectro CARS
e espectro Raman, se decidiu usar a segunda montagem experimental. Isso se deve ao fato
que futuramente iremos analisar tecidos bioldgicos que possuem importantes ressonancias
vibracionais entre 1000 e 2000 cm™, faixa que ndo é alcancada na primeira montagem

experimental.

Ndo foram analisados os parametros de intensidade dos espectros Raman
convencional e os espectros de multiplex CARS, dado que os experimentos de espectroscopia
Raman convencional e os de multiplex CARS ndo foram feitos com as mesmas condicdes
iniciais. Por isso, a comparagado dos espectros foi normalizada pelo maximo de intensidade dos

graficos.

Utilizando a configuracao “Coherent Mira Optima 900-F” com “Photonic Crystal
Fiber” (figura 3.10), foi possivel realizar o mapeamento de amostras de microesferas
poliestireno, onde cada ponto do mapeamento foi representa a intensidade CARS do modo
de vibragcdao em 3052,25 cm-1. Observamos que a imagem O&ptica e imagem CARS possuem

6tima correlacao, reafirmando a eficacia da técnica.

Realizamos também os primeiros testes do mapeamento aplicado em corte de
cérebro de camundongo de + 8 um de espessura. Trabalhamos com esse tecido em nosso
laboratério, pois estamos estudando a deposi¢do de placas de proteina B-amildide. O objetivo
deste teste é ratificar que nossa técnica funciona em qualquer tipo de superficie, além de abrir
o caminho para futuras investigacdes para se identificar e quantificar a quantidade destas
placas. Observamos que foi possivel obter um sinal CARS vindo do tecido biolégico e com o
mapeamento foi possivel distinguir o tecido do substrato de vidro. Porém, ainda serao
necessarios mais teste e otimiza¢des no sistema para termos uma boa imagem destes tipos

de tecido.
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Capitulo 5

5.Conclusdes e proximos passos

Nesta dissertagao apresentamos o estudo, desenvolvimento e aplicagao da
técnica multiplex CARS, fendmeno éptico ndo linear de terceiro ordem que fornecem
informacgdes das propriedades dos materiais. Fizemos uma revisdo bibliografica que permitiu
a construcdo de uma montagem experimental para a aplica¢ao da técnica multiplex CARS. A
eficiéncia das montagens experimentais foi validada por meio de uma comparacdao com os
espectros Raman obtidos de amostras de referéncia (acetonitrila, metanol e acetona). Através
do processo CARS tivemos como resultado um sinal muito mais intenso que o obtido pela
microscopia Raman convencional, o que permite ter imagens em tempo curto. Demonstramos
o funcionamento da microscopia multiplex CARS mapeando amostras de poliestireno e tecido

bioldgico, sem precisar de uso de marcadores que danifiqguem o material.

Concluimos também que a montagem experimental que melhor se adequa aos
nossos propdsitos é a montagem “Coherent Mira Optima 900-F” com “Photonic Crystal Fiber”,
devido ao seu amplo faixa espectral e melhor coincidéncia com os picos Raman das amostras
de referéncia. Desta forma através desta dissertacdo foi possivel consolidar o aparato

experimental para trabalhos futuros em amostras bioldgicas.

5.1 PROXIMOS PASSOS

Como perspectivas para este trabalho, se pretende estudar os acumulos de
proteina B-amildide presentes em tecidos bioldgicos, identificando-os a partir de imagens e
de espectros CARS caracteristicos desta. E importante lembrar que os grandes acimulos de B-
amiléide em tecidos é indicador da doenca de Alzheimer, e a deteccdo precoce desta

enfermidade é um de nossos objetivos principais.

Para obter boa resolucdo das imagens e eliminar o fundo ndo ressonante (descrito
na parte tedrica) da amostra queremos modificar a montagem experimental “Coherent mira

optima 900-f’ com “photonic crystal fiber”. Algumas mudancas na técnica que propomos sao:
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e Deteccdo sensivel a polarizagao [24], que pode suprimir completamente a contribuicdo
ndo ressonante com ajuda do controle de polarizacdo, mas atenua significativamente
o sinal ressonante.

e Microscopia do Epi-CARS [25], elimina o fundo ndo-ressonante do material em grandes
proporg¢des, mas nao a contribuicdao ndo-ressonante espalhada. Essa técnica consiste
em mudar a geometria para coletarmos os sinais CARS retro espalhados e ndo o

transmitido.

Também deveremos estabilizar a fibra de cristal foténica de uma melhor
maneira, evitando as oscilacdes de poténcia que podem ser causadas pela margem de erro do
laser “Coherent mira optima 9o0o0-f’. Estima-se que essas modificagdes podem melhorar a

profundidade de penetracao e a sensibilidade da detec¢ao de CARS no tecido.
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Apéndice A.
Configuracao “coherent mira optima 900-f” com
“photonic crystal fiber”

A primeira configuracdao realizada com a fibra de cristal fotonica foi feita
utilizando-se um laser de bombeio de 806 nm no divisor de feixe 2 como se mostra na figura
3.11, deixando passar uma poténcia menor de 300 mW para a fibra de cristal fotonica e o
restante para a linha de bombeio do esquema Multiplex CARS. Deixamos de usar essa
configuracdo e passamos a usar a configuracdo mostrada na disserta¢do pois ndao possuimos
alguns itens como espelhos dicréico para 806 nm. Dessa forma havia muita perda de poténcia
ao longo do caminho dptico até o microscdpio. De qualquer forma anexamos aqui os
resultados obtidos para essa configuracdo. As figuras foram feitas seguindo-se o mesmo

procedimento descrito na secdo de resultados.

A.1. Metanol
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Figura. A. 1. Espectro CARS para a amostra de metanol, gerados pela mistura do laser de bombeio (fixo em 806 nm) e a fibra
de cristal fotonica (continua de 785 nm até 1100 nm). As multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes
valores de atraso de tempo.

67



Apéndice A.

Metanol
18000

——Espectro Raman 1
—— Multiplex CARS 83 ?573
— Multiplex CARS

16000

14000

12000

10000

8000

Intensidade (u.a)

6600

4000

2000

| | |

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

Deslocamento Raman cm™

Figura. A. 2. Comparagdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul), para a amostra de metanol.
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Figura. A. 3. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade maxima (vermelhos) do espectro CARS a
cada atraso de tempo, para a amostra de metanol.
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A.2. Acetona
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Figura. A. 4. Espectro CARS para a amostra de acetona, gerados pela mistura do laser de bombeio (fixo em 806 nm) e a fibra
de cristal fotonica (continua de 785 nm até 1100 nm). As multiplas curvas representam os espectros CARS para diferentes
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Figura. A. 5. Comparacdo de espectros CARS (vermelho e preto) com o espectro Raman (azul), para a amostra de acetona.
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Figura. A. 6. Espectro Raman (linha azul) comparada com os pontos de intensidade maxima (vermelhos) do espectro CARS a
cada atraso de tempo, para a amostra de acetona.
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Apéndice B.
Programa de mapeamento

O programa de mapeamento utilizado nesta dissertagao foi feito com o software
LabVIEW. O programa se baseia em variar a posicdo do estdgio piezoelétrico XY e realizar uma
medida do espectro CARS em cada ponto da amostra. Para isso, se gera através da DAQ dois
sinais analdgicos para a controladora e um sinal TTL para o espectrometro, o qual possui uma
opcao “trigger” que inicia a aquisicdo dos espectros CARS. O movimento do estagio é

sincronizado com o espectrometro de forma que seja possivel mapear uma regiao.

Como a DAQ usada gera sinais analdgicos no rango de 0 a 5 volts, a varredura fica
limitada a um comprimento de 25 pm. Iniciamos a varredura sempre em 0 voltios nas saidas
X e Y da controladora e de acordo com a quantidade e comprimento de passos que se quer
dar, o programa calcula quanto se deve aumentar a tensdo em cada passo. Sempre que é dado

um passo em qualquer dire¢ao se inicia um pulso TTL.
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Figura. B. 1. Programa de mapeamento (diagrama de blocos), software LabVIEW.



