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Resumo: Uns dos problemas inerentes aos sinais de
espectroscopia Raman é a existéncia de ruidos
relacionados a aquisicdo de dados via CCD (“Charge
Coupled Device™), como ruido térmico, ruido eletrdnico
de leitura, ruido gerado pelo sinal dptico da amostra
(ruido féton) e ruido gerado pelos raios cosmicos, que
degradam a qualidade do sinal adquirido e dificultando
a interpretacdo analitica do espectro. Nos sistemas de
medida eletrénica, a RSR (relagdo sinal-ruido) que
mede a relacdo do sinal luminoso com o ruido
combinado, resultado dos sinais indesejados originados
no dispositivo, determina a qualidade do espectro e das
medidas efetuadas. Pretende-se analisar as fontes de
ruido em um espectrdmetro Raman dispersivo e mostrar
a necessidade do controle das fontes de ruido para
permitir a maior precisdo na analise dos espectros
Raman.

Palavras-chave: fontes de ruido, relacdo sinal-ruido,
espectroscopia Raman, dispositivos de carga acoplada
(CCD).

Abstract: One of the problems inherent signs of Raman
spectroscopy is the existence of noise related to data
acquisition via CCD (Charge Coupled Device), such as
thermal noise, electronic noise, read noise generated by
the sample optical signal (noise Photon) and noise
generated by cosmic rays, which degrade the quality of
signal acquired and making analytical interpretation of
the spectrum. In electronic measurement system, the
SNR (Signal-to-Noise Ratio) that measures the ratio of
the light signal with combined noise, which results of
unwanted signals that originate on the devise,
determines the quality of the spectrum and the measures
carried out. It is intended to analyse the sources of noise
in dispersive Raman spectrometer and show the need
for control of the noise sources to allow for greater
precision in the Raman spectrum analysis.

Keywords: sources of noise, signal-to-noise ratio,
Raman spectroscopy, charge-coupled devices (CCD).

Introducéo

A espectroscopia Raman é uma forma fundamental
de espectroscopia molecular que é amplamente utilizado
para investigar estruturas e propriedades de moléculas
usando suas transi¢des vibracionais. Ele se baseia em
espalhamento ineléstico da luz monocromética do laser
ao irradiar uma amostra [1, 2]. Depois da filtragem
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Optica adequada, a luz é dispersa por um espectrografo e
direcionada a um detector para determinar a mudanca
do comprimento de onda de excitacdo, que aparece na
forma de padrdes espectrais (picos) caracteristicos. Com
esta técnica pode-se investigar amostras bioldgicas e
fornecer em tempo real o diagnostico de mudangas
fisicas e quimicas muito precisas das caracteristicas
funcionais dos tecidos biol6gicos [3].

Apesar das vantagens intrinsecas de especificidade
molecular na identificagho dos compostos, a luz
espalhada na forma de fétons Raman é normalmente
muito fraca e limita as aplicacbes de espectroscopia
Raman devido a medi¢des com imprecisdes devido ao
ruido inerente aos espectros. Pilotto et al. [4] descreve
as dificuldades encontradas na observacdo dos picos
espectrais com respeito a intensidade do ruido e a RSR
em um sistema Raman dispersivo.

O conhecimento das fontes de ruido e a estimativa
da RSR sdo fundamentais para a precisdo de uma
medicdo espectral [5,6], principalmente em aplicagdes
biomédicas. Verifica-se em um espectro Raman dois
componentes bem definidos: o sinal Gtil e o ruido. O
sinal atil é a parte do espectro Raman que contém a
informacgdo desejada (bandas Raman), enquanto que o
ruido é considerado como tudo aquilo que nao
corresponde ao espalhamento Raman, isto é, ndo
depende da estrutura molecular da amostra. Portanto, a
informacgdo Util que pode-se extrair do espectro Raman
ndo depende unicamente do sinal Raman, mas também
das distintas fontes de ruido que intervém na sua
aquisicao [6].

Pretende-se revisar essas fontes de ruido gerados na
camera CCD, que causam um impacto quantitativo e
qualitativo na espectroscopia Raman dispersiva visando
aplicacGes biologicas.

Classificacdo dos ruidos

A seguir enunciam-se 0s principais ruidos que
interagem em uma camera CCD.

Ruido de féton (RF): é o ruido que ocorre devido a
natureza quantica da luz. Trata-se de um ruido aleatério,
distinto para cada acumulagdo de aquisicdo. A
intensidade do RF ¢é igual & raiz quadrada do nimero de
fotons detectados, o = (s)¥? onde s é o nimero de
fotons do sinal. E um tipo de ruido presente em todas as
aquisicdes em que haja sinal, independente da qualidade
da cdmera CCD.
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Ruidos gerados pelo instrumento: estes ruidos
dependem das especificacdes da camera CCD utilizada
no espectrdmetro. Consideram-se dois tipos de ruido: o
ruido de escuro (RE) e o ruido de leitura (RL). O RE
surge da variacdo estatistica do nimero dos elétrons que
sdo gerados termicamente no interior da estrutura de
silicio da cdmera CCD. Este ruido é determinado pela
expressdo G: = (@. HY? onde @. é a taxa de elétrons
liberados pela temperatura e £ o tempo (s). Como este
ruido depende da temperatura, pode ser reduzido
mediante arrefecimento da CCD. O RL é uma
combinacdo de componentes de ruido do sistema
decorrentes do  processo de conversdo  dos
transportadores de cargas geradas nos pixels da camera
CCD para um sinal de tensdo e posterior conversao
deste sinal de tensdo analdgico em um sinal digital.
Identifica-se este ruido por i, [7].

Ruido gerado por fontes externas: trata-se de ruidos
que ndo sdo gerados pelo sinal da amostra e nem pelo
instrumento (CCD). A fonte principal deste ruido sdo os
raios cosmicos que chegam & Terra, que ao incidirem na
CCD, liberam um grande nimero de elétrons que sdo
indistinguiveis aos fotons-elétrons provenientes da
amostra. Estes raios geram picos muito estreitos e de
alta intensidade em posicdes aleatorias do espectro
Raman.

A Figural apresenta um espectro Raman tipico,
ilustrando os principais tipos de ruidos em estudo.
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Figura 1: Ruidos de um espectro Raman obtido de uma
mistura de etanol (espalhador) e café (absorvedor) com
tempo de aquisi¢do dels e temperatura de -75 °C.
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Uma importante medida para descrever a qualidade
do espectro Raman é o pardmetro da Relagdo Sinal-
Ruido - RSR. Este pardmetro € expresso
matematicamente como o quociente entre a média da
intensidade do sinal medido em uma regido de interesse
() e o desvio padrdo da intensidade do sinal nesta
mesma regido (&), desvio este obtido a partir diversas
repeticdes da medicdo [8, 9]. Este parametro é calculado
pela seguinte equag&o:

RSR = Jg 1)

A Equacdo (1) precisa de uma estimativa de o,
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obtida pela soma das estimativas de todos os desvios
padrées das fontes de ruido, como indicado pela
Equacdo (2):
ogl = (0-92 + az + a2)1/2 (2)

onde ¢, Oie ¢, sdo os desvios padrdo do RE, RL e RF
respectivamente. Se for definido $ com sendo o sinal
para a banda Raman de interesse, a relagdo sinal ruido
desta banda é definida como:

RSR = _S-./(Oéz + 0|-2 + 0];2)1/2 (3)

Materiais e Métodos

O equipamento utilizado para analise espectral é
um sistema Raman dispersivo (modelo Dimension P-1,
Lambda Solutions, MA, EUA) que utiliza um laser de
diodo sintonizado em 830 nm (infravermelho préximo),
obtendo-se na saida do sistema Optico cerca de 350 mW
em 830 nm. O elemento dispersor da luz, integrado ao
espectrometro, possui resolugdo de aproximadamente 2
cm?t. A faixa espectral Gtil compreende de 400 a
1800 cm™. A detencdo do sinal luminoso espalhados
pela amostra é detectada por uma camera CCD back-
thinned, deep-depletion 1340x100 pixels refrigerada por
elemento termoelétrico (Peltier) ventilado, atingindo
uma temperatura de -75°C. A obtencdo do sinal Raman
da amostra é efetuada por meio de um “Raman Probe”
(model Vetor probe, Lambda Solutions, MA, EUA)
acoplado ao laser e ao espectrometro. O sistema permite
0 ajuste da temperatura de trabalho, do tempo de
exposi¢do da camera CCD e 0 nimero de aquisi¢des por
amostra, € 0 armazenamento dos espectros para analise
e interpretacdo.

Para determinar os parametros de estudo, realizou-
se ensaios com a finalidade de avaliar o nivel de ruido
gerado pela cdmera CCD em diversas situacgdes,
conforme Tabela 1.

Tabela 1: Ensaios realizados visando obter parametros
para a determinacdo da RSR para sinais Raman em
camera CCD.

N° de espectros
coletados em cada
faixa ou valor

Faixa ou valores

Raios Césmicos 1s, 1 acumulagéo 900
Mlsgura de Etanol e 1s, 1 acumulacéo 20
Café
-10°C a - 75°C,

Temperatura intervalo de 5°C 14

. [0,1-0,5], [1-5], [10-
Tempo de leitura (s) 50], 100 555el
N° de acumulages [1-5], [10-15], 20 56el

Em uma primeira etapa realizou-se um estudo
estatistico das caracteristicas e comportamento dos raios
cdsmicos na CCD, realizando-se a leitura de uma
sequéncia de espectros com tempo de aquisi¢do de 1s e
1 acumulacéo, totalizando 900 espectros.
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Em uma segunda etapa analisou-se as variagdes do
ruido de foton, através da medicdo do espectro de uma
mistura de um componente espalhador Raman e outro
absorvedor, e que emita fluorescéncia. Para tal, foram
realizadas 20 aquisices de espectros de uma amostra de
etanol (espalhador) misturado com café
(absorvedor/emissor) em intervalo de tempo de 1s e 1
acumulagdo.

Em uma terceira etapa foram realizadas leituras
variando-se a temperatura de refrigeracdo da cédmera
CCD, o tempo de leitura e 0 nimero de acumulagdes,
como ilustrado na Tabela 1. Para as leituras das
amostras de variacdo de temperatura, a mesma foi
variada de -10°C até -75°C com tempo de aquisi¢do 1s e
1 acumulagdo, totalizando 14 espectros. Para a variacdo
do tempo de leitura, definiu-se os seguintes tempos, e 1
acumulacdo para todas as medidas: 0,1 sa 0,5s, 0,1 s
intervalo, 1 sa 5 s, 1 s intervalo, 10 s a 50 s, 10 s
intervalo, e 100 s, totalizando 16 espectros. A variacao
no ndmero de acumulacdes foi realizada, entre 1 e 15
acumulagBes com intervalo de 1 acumulagdo, e uma
leitura de 20 acumulagdes, todas em tempo de leitura de
1 s, totalizando 12 espectros.

Resultados e Discussao

Com relacdo aos raios cosmicos (Figura 2),
verificou-se seu comportamento aleatorio em termos de
posicdo do deslocamento Raman (posicdo na camera
CCD). Na Figura 2, que apresenta a freqliéncia e
intensidade dos raios cdsmicos, verificou-se que a maior
frequéncia de ocorréncia acontece em até 20 s, sendo
que cerca de 75% dos raios acontecem em até 60 s.
Também verificou-se que a maior parte dos raios
possuem intensidade de até 5.000 contagens, e mais de
75% possuem intensidade até 10.000 contagens.

30

27
15
15 iz
10
[
’ .‘z’ '
1
o Hem - W -
RGBT .
N @f &Y

|
S

o
B

Frequéncia

3 o
b ¥

Intervalos de tempo (s)

"
Al

45

40
35
30
25 22
20
15
l: > 2 > 3 2
° 1 1 © om0
g el
S &

Faixa de intensidades

Frequéncia

Figura 2: Frequéncia e intensidade dos raios cosmicos
em funcdo do tempo e dos intervalos que ocorrem
respectivamente.

A fim de estimar se o ruido, medido a partir do
desvio padrdo em cada deslocamento Raman de vérias
repeticdes da medicdo é igual ao desvio padrdo obtido a
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partir do préprio sinal, foram efetuado calculos de
desvio padrdo em uma série de 20 medidasem 1se 1
acumulacdo, temperatura -75°C. Verificou-se que o
comportamento do ruido é igual, independente se o
valor do desvio é obtido em repeticGes ou ao longo do
proprio sinal. Na segunda etapa, o ruido de foton foi
calculado a partir do desvio padréo da repeti¢do das 20
leituras da mistura de etanol e café (eixos y), para cada
posicdo do deslocamento Raman (eixo x). A intensidade
média do sinal em cada posicdo Raman foi plotada
versus 0 desvio padrdo de cada posicdo. A Figura 3a
mostra esta curva de intensidade do sinal versus ruido
de féton, juntamente com a equacgdo que representa esta
curva. As curvas de ruido em funcdo da temperatura,
tempo de leitura e ndmero de acumulagdes foram
obtidas a partir do desvio padrdo obtido no mesmo
espectro e sdo apresentadas nas Figuras 3b, 3c e 3d,
juntamente com as curvas que representem estes ruidos.
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Figura 3: Plotagens das: a) intensidade da fluorescéncia;
b) temperatura; ¢) tempo de leitura; d) numero de
acumulagdes.
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Trabalhos da literatura mencionam trés ruidos
importantes: RF, RE e RL, importante para o célculo da
relacdo sinal-ruido e que devem ser considerados para
analise de espectros Raman obtidos em uma camera
CCD [10-12].

Com as funcBes de intensidade da fluorescéncia
(ruido féton), temperatura, tempo de leitura e nimero de
acumulacdes, modelou-se a equagédo (3) que pode ser
utilizada para determinar os ruidos RF, RE e RL,
inerentes a um espectro Raman obtido na CCD, e desta
forma obter a RSR. Em um exemplo, para trés espectros
Raman identificados por espectro 1, espectro 2 e
espectro 3, obtidos na CCD com as varaveis
temperatura: -75°C, acumulages: 2, e tempo de leitura:
2 s, determinou-se os valores do ruido (desvio padréo)
de cada espectro obtido, resultando os valores de 9,1;
8,7 e 8,6, respectivamente. Aplicando-se a equagao
modelada os valores de temperatura: -75°C,
acumulacdes: 2 e tempo de leitura: 2 s, determinou-se o
ruido do espectro como sendo 9,2, ou seja, proximo ao
valor de ruido obtido experimentalmente.

Conclusao

Na espectroscopia Raman, torna-se importante
conhecer as fontes de ruido e métodos de reducéo de
ruidos. Este trabalho mostrou que é possivel identificar
e analisar as caracteristicas dos principais ruidos
inerentes a camera CCD, como RF, RE e RL, mediante
utilizacdo das curvas experimentais e calculo do desvio
padrdo de medicOes repetidas. A equagdo geral
composta pelas fun¢des de ruido de féton, temperatura,
nimero de acumulagdes e tempo de leitura, foi capaz de
estimar o valor do ruido do espectro Raman.
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