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Introduccién

Este manual es una guia rapida para el uso practico del espectrémetro micro-
Raman Renishaw. El objetivo del manual es ayudar al usuario con conocimientos
basicos de la técnica, a montar correctamente la muestra para analizarla y obtener

los espectros Raman apropiados para su interpretacion.

Este manual es una herramienta para el correcto desempeiio vy
funcionamiento del espectrometro micro-Raman Renishaw y no sustituye el
contenido del instructivo del software “WIRE 3.4 Training Modules” ni los manuales

de operacion del microscopio Leica y de los laseres.

En términos generales, el espectrometro micro-Raman Renishaw permite
analizar muestras solidas y polvos de compuestos organicos, inorganicos y
bioldgicos. Por medio de la espectroscopia Raman se pueden analizar materiales
semiconductores, peliculas delgadas, polimeros, medicamentos y cristales, entre
otros compuestos, para elucidar su estructura mediante la obtencion de un espectro
Raman que posteriormente permitira obtener informacion de composicion,

estabilidad y presencia de grupos funcionales.

La espectroscopia Raman se considera una técnica de analisis no destructiva
debido a que se realiza directamente sobre el material sin necesidad de ningun
tratamiento previo ademas de que el uso de luz normalmente no causa dafos en la
muestra a menos que ésta sea fotosensible o se irradie con demasiada intensidad

por periodos prolongados de tiempo.

El hecho de que el espectrometro Raman este acoplado a un microscopio
Optico, permite obtener espectros con bandas mas definidas, mayor intensidad y

mejor resolucion.



1.0 FUNDAMENTOS TEORICOS

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica utilizada para obtener en
pocos segundos informacion quimica y estructural de diversas sustancias. El
analisis por espectroscopia Raman se basa en la medicién de la luz dispersada por
un material sobre el cual se hace incidir un haz monocromaético. La luz dispersada
presenta cambios en la longitud de onda respecto al haz incidente dependiendo de
la estructura quimica de la muestra. Esto también permite determinar semi
cuantitativamente la cantidad de sustancia en una muestra de casi cualquier
material o compuesto para su identificacion, detectar vibraciones en moléculas y
caracterizar fases puras y mezclas de minerales con un empaquetamiento atomico

similar.

1.1 Antecedentes histéricos

En 1921, el fisico hindu Chandrasekhara Venkata Raman realizé las primeras
observaciones que lo llevaron a descubrir el fendmeno inelastico de dispersion de
luz que permite el estudio de vibraciones moleculares, llamado efecto Raman en su
honor [1].

En 1923, estudiando la dispersién de luz en agua y alcoholes purificados, uno
de los estudiantes de Raman observé que un rayo de luz solar cambiaba de color
al pasar a través de un liquido. Este efecto se describio como una "fluorescencia
debil" [2], pero el hecho de no poder eliminar dicha fluorescencia después de
purificar los liquidos llevé a decidir que el fendmeno es una propiedad caracteristica
de la sustancia.

Durante los siguientes 5 aflos, Raman y su grupo realizaron estudios
meticulosos en un amplio niumero de liquidos aromaticos, alifaticos e inorganicos.
Al irradiar un liquido transparente con una luz monocromatica y estudiar el espectro
de la luz difundida, observo variaciones de la frecuencia, segun habia predicho

tedricamente Smekal en 1923. Como consecuencia de dichas observaciones,
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Raman y Krishnan proclamaron, en su famoso articulo de Nature en 1928 [3], el
descubrimiento experimental de "un nuevo tipo de radiacion secundaria”.
Casualmente, el descubrimiento fue anunciado casi simultineamente por
Landsberg y Mandelstam en Rusia [4], pero debido a la evidencia sistematica y
altamente detallada presentada por el grupo hindd, Raman logré demostrar que ésta
no contenia sélo la radiacion que genera la excitacion sino también un conjunto de
radiaciones caracteristicas del espectro de vibracién y rotacion de las propias molé-
culas. Por este motivo fue nombrado caballero en 1929 y se le concedio el premio
Nobel de Fisica en 1930 y su nombre quedo asociado al fendbmeno y a la técnica

espectroscopica que se desarrollé a continuacion.

En 1930 cuando Raman recibié la Medalla Hughes, Rutherford dijo [5] que el
descubrimiento debia estar "... entre los mejores... en la Fisica experimental de la

Gltima década" y que "... resultaria de mucha utilidad...".

Enla década posterior a su descubrimiento se publicaron internacionalmente
mas de 2,000 articulos sobre el efecto Raman, y en la actualidad se estima que

puede encontrarse mas de 30,000 articulos originales en la literatura.
1.2 Principio fisico

El andlisis mediante espectroscopia Raman consiste en hacer incidir un haz
de luz monocromatica de frecuencia v sobre una muestra cuyas caracteristicas
moleculares se desean determinar [6]. Los fotones del haz incidente pueden

experimentar los siguientes efectos:

1) Colisiones elasticas con los atomos de la muestra, practicamente sin
pérdida de energia y conservando la misma frecuencia con la que incidieron
generando la llamada dispersién Rayleigh (figura 1) la cual, no aporta
ninguna informacion sobre la composicién de la muestra debido a que las
moléculas vuelven al mismo nivel de energia que tenian antes del choque

como se muestra en la grafica de la figura 2.



2) Colisiones inelasticas con los atomos de la muestra en donde se
presentan transferencia de energia que modifican la frecuencia de los fotones
dispersados (1 foton de cada 10! que inciden) que forman la llamada
dispersion Raman la cual contiene informacion sobre la composicion y
estructura de la muestra debido a que las moléculas son excitadas a un
estado vibracional distintos del que tenian antes del choque (figura 2) en dos

formas posibles:

a) El fotén incidente transmite energia a la molécula con la que choca,
(dispersién Stokes), induciendo vibraciones moleculares, y
disminuyendo su frecuencia (figura 1) por la pérdida de energia al

chocar.

b) El foton absorbe energia al chocar con moléculas excitadas,
(dispersion anti — Stokes) aumentando su frecuencia al ganar

energia (figura 1) durante el choque [7].

Dispersién Raman

V+ AV anti-Stokes

V
Luz incidente\/\/\/\-b \/\/\/\—) \ Dispersion Rayleigh
4

Centro dispersor""‘
Dispersion
V— AV Raman Stokes

Figura 1. Representacion esquematica de los tres tipos de dispersiéon de luz.
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Figura 2. Procesos de dispersion Rayleigh y Raman.

Los iones y atomos enlazados quimicamente para formar moléculas y redes
cristalinas, estan sometidos a constantes movimientos vibracionales y rotacionales;
estas oscilaciones se realizan a frecuencias bien determinadas en funcién de la
masa de las particulas que intervienen y del comportamiento dinamico de los
enlaces existentes. A cada uno de los movimientos vibracionales y rotacionales de

la molécula le correspondera un valor determinado de la energia molecular [8, 9].

Para que una forma de vibracion natural, dentro de una molécula, absorba

energia radiante, debe cumplir dos requisitos:

1) Que la frecuencia natural de vibracién de la molécula sea la misma que la

frecuencia de radiacion.

2) Que la vibracion que va a estimularse produzca un cambio en el momento

dipolar de la molécula.

Como condicién tenemos que si una oscilacion en particular de una molécula
se vuelve imposible de realizar debido a su simetria ( Hz, O2, H2.C=CH2 ), no se
observara ninguna radiacion correspondiente a dicha oscilacion siendo inactiva en

infrarrojo pero muy activa en Raman [9].



La diferencia de energia entre los de los fotones incidentes y los disipados
se analiza con un espectrometro Optico para generar el espectro vibracional
"Raman" el cual es Unico para cada tipo compuesto y sirve como una "huella digital"
para identificarlo [8, 9].

La diferencia de longitudes de onda entre la radiacion incidente y la
dispersada corresponden a las longitudes de onda de la region del infrarrojo medio
la cual se encuentra entre 780 y 3000 nm ( de 1.3X10* a 3.3X10! cm™). Aun asi,
existen suficientes diferencias entre los grupos funcionales que son activos ante la
espectroscopia de infrarrojo y la espectroscopia Raman, por lo las técnicas son
complementarias. Ademas por tratarse solamente de irradiacion con luz, la técnica
no resulta agresiva, por lo que se dice que es no destructiva y puede realizarse al

ambiente [8].
2.0 COMPONENTES DEL ESPECTROMETRO MICRO-RAMAN RENISHAW

El espectrometro In via micro-Raman de la marca Renishaw del laboratorio
de espectroscopia Raman, contiene los siguientes componentes cuya ubicacion se

muestra en la figura 3:

a) Fuente de luz monocromatica (laser). El espectrometro esta equipado con
dos laseres, uno verde de 514 nm y 20 mW marca Spectra-Physic y otro rojo de 633

nm y 50 mW marca Renishaw.

b) Sistema de iluminaciéon de la muestra que recolecte la luz dispersada

(microscopio).

c) Medio para filtrar toda la luz excepto por la dispersion Raman (Filtros

hologréficos Notch o filtros dieléctricos).
d) Rejilla de difraccion para dividir la luz dispersada en longitudes de onda.
e) Un fotodetector para medir la luz dispersada (camara CCD).

El espectrometro esta conectado a una computadora para la obtencion, registro y

manipulacion de los espectros Raman.



Figura 3. Espectrémetro Micro-Raman Renishaw

3.0PREPARACION DE MUESTRA
Las muestras sélidas se pueden manipular de dos formas:

1. Colocando la muestra directamente sobre un porta objetos de vidrio. Esta opcion
se recomienda cuando se desea recuperar el cien porciento del material a

analizar o cuando la muestra consiste en fragmentos sélidos.

2. Montando la muestra sobre cinta de doble cara colocada previamente en un
porta objetos de vidrio. Este alternativa se recomienda cuando la muestra
presenta estatica o tiene una superficie irregular de forma que la cinta permite
fijar el material para evitar que se mueva del porta objetos.



Debido a que la cantidad de material que se requiere para medir los espectros
Raman es muy pequefia, se pueden montar varias muestras en un mismo porta objetos

como se observa en la en la figura 4.

Existe la posibilidad de analizar algunas muestras liquidas, principalmente aquellas
gue tienen presencia de solidos dispersos en algun liquido volatil. Este tipo de muestras se
monta colocando una gota de muestra directamente sobre el porta objetos esperando a que

se evapore el exceso de liquido.

Figura 4. Montaje de muestras para espectroscopia Raman.

4.0 ENCENDIDO DEL EQUIPO Y CALIBRACION DE LOS LASERES
4.1 Encendido general del equipo

1. Encender el sistema usando el interruptor principal situado del lado

derecho del instrumento que se muestra con el inciso “a” de la figura 5.

2. Encender los interruptores de los laseres en el mismo panel que se indican

con el inciso “b” en la figura 5.



L TR
. o r—]

Figura 5. Panel con el interruptor principal (a) y los interruptores de los laseres (b).

3. Encender los laseres necesarios para la realizacion del analisis, que se
encuentran en la parte posterior del microscopio como se muestra en la
figura 6. Para el laser verde, etiquetado con el inciso “a” en la figura 6, se
debe encender primero el ventilador con el boton que esta del lado
izquierdo y posteriormente se enciende el laser girando la llave a la
derecha. El laser rojo marcado con el inciso “b” se enciende directamente

girando la llave de la posicién 0 a 1.

Figura 6. Laseres y sus llaves de encendido.
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4. Encender el microscopio con el boton que esta del lado izquierdo de la
base del mismo como se muestra en la figura 7.

Figura 7. Boton de encendido del microscopio.

5. Encender la computadora y correr el programa “WIRE 3.4". A
continuacién aparece la pantalla de inicio del programa que se muestra
en la figura 8.

]

=

WiEES4 help

WIRE 3.4 RENISHAW#

HE5986 apply innovation™

Genuine
Renishaw
Product

Tisusmake Gapaidhng The whole spectrum at your fingertips

anline help syst

Figura 8. Incio de programa wire 3.4
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6. Después de iniciar, el programa “WIRE 3.4” solicita una revision de la
posicion de los motores del espectrometro, apareciendo la pantalla de la

figura 9. Elegir la primera opcion “Reference un-referenced motors

only” y hacer click en “Ok”.

WiRE Motor Reference Options 53"
Motor Type State @) Reference un-referenced motors only
Beam Expander serial un-referenced ) Reference All Motors
Grating Motor serial un-referenced
Holographic Match Filter serial un-referenced 71 Reference Selected Motors
Slft Pty ser!al un-referenced Select one or more motors from the list.
Slit Slave serial un-referenced Unreferenced serial motors will still be
referenced.

(") Ignore Referencing Parallel Motors

If referencing of Parallel motors is skipped
they will be assigned their last known
positions.

Serial motors will always be referenced.

“) Always Reference - don't show this dialog again

On running VWIRE all motors will be
referenced and this dialog will not shown,

Figura 9. Pantalla de revisién de motores del espectrometro micro-Raman.

4.2 Encendido parcial del sistema

En caso de que el espectrometro esta encendido y los demas componentes
estén apagados, primero se debe encender el laser que se desea utilizar,
posteriormente se enciende la computadora y después se abre el programa “ WiRE
3.4”. En este caso no habrd solicitud para la referencia de los motores, debido a

gue su estado actual sera reconocido por el software y referenciado si es necesario.
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4.3 Proteccién ocular para uso de los laseres

Antes de realizar cualquier medicion, el usuario debe colocarse los lentes de
seguridad para evitar dafios a su vista. Existen dos tipos de lentes, adecuados para
filtrar la radiacion de longitud de onda proveniente de los laseres con los que cuenta
el equipo, los cuales se muestran en la figura 10. Los lentes de color anaranjado
(que filtran longitudes de onda de 190 a 532 nm) se deben utilizar cuando se trabaja
con el laser verde de 514 nm y los lentes azules (que filtran longitudes de onda de
610 a 695 nm) para el laser rojo de 633 nm.

Figura 10. Lentes de seguridad para espectroscopia Raman. Lentes anaranjados
para trabajar con el laser verde de 514 nm y lentes azules para trabajar con el laser

rojo de 633 nm.

4.4 Calibracion del instrumento

1. Colocar sobre la platina del microscopio el porta muestra de calibracion

gue se presenta en la figura 11, el cual contiene un cristal de silicio.

Figura 11. Porta muestra de calibracion con cristal de silicio.
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2. Ajustar los tornillos de posicion “xy” de la platina de modo que el cristal

quede debajo del objetivo como se indican en la figura 12.

Micrométrico

Figura 12. Tornillos de posicion “xy” de la platina del microscopio.

3. Mover hacia adelante la palanca que esta atras y del lado derecho de la
platina como se muestra en la figura 13, para liberar el seguro y poder
ajustar la altura de la platina de modo que el porta muestra quede lo mas
cerca al objetivo de “50x” y que sea visible el reflejo de la luz del

microscopio sobre el cristal.

Figura 13. Palanca para ajustar la altura de la platina.
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4. Mover la palanca hacia atras para asegurar de nuevo la platina.

5. Asegurarse que los selectores de la parte frontal del microscopio (figura
14) esten en las posiciones 2 y 1 que es el modo de luz. Las posiciones 1

y 2 son el modo de laser.

Modo de Ié;',er

Figura 14. Selectores de modo de operacion del microscopio.

6. Regresar al objetivo de 5x y observando por los binoculares, enfocar el
cristal de silicio con ayuda de los tornillos de posicion “xy” de la platina 'y
los tornillos micro y macrométricos que se muestran en la figura 12,
buscando el contraste adecuado hasta que la imagen sea clara. Se
recomienda realizar este procedimiento en los bordes del cristal para
evitar que la luz sea reflejada por la superficie, lo cual dificulta lograr un

bien contraste.

7. Repetir el paso anterior con el objetivo de 20x y hasta realizar el enfoque

con el objetivo de 50x.
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8. Abrir el menu “Measurement” y hacer click en la opcion “New

measurment” que se muestra en la figura 15 para seleccionar la plantilla

de calibracion previamente guardada para cada uno de los laseres como

se observa en la figura 16.

m - ’ it | 3 ¥ spectral acquisition
: I MNew Filter image acquisition
@ @ ﬁ Bl save measurernent. . 3 Depth series acquistion
7.? .@ ] W s:tup measurement,,, B tsp image acquisition
a6 o xd} R W stresmbing image acquisition
Navigator x
e :
W cycle Shift+ F5
W sbort

% Measurement queue Ctrl+ Q

| Messurement | Livevideo Analysis Processing Procedures  Tools

I New measurement...

” Spectral acquisition
m Filter image acquisition
3 Depth series acquistion
Map image acquisition

- Streamline imat

: i
T s
<

Sample

B o) =

S || [T —

+ § B -*-[S.ﬂ.m.edge

'] E[W:wﬁwcwcaaa -

Figura 15. Menu “Measurement” del programa Wire 3.4.

a1

514 silicon_cali... 633 _silicon_cali...

Preview

) I =

Figura 16. Plantillas para calibracion de los laseres.
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9. En la barra de herramientas “Sample review” que aparece en la parte

inferior de la pantalla, hacer click en la opcion “Laser _shutter open”

marcada con el inciso “a” de la figura 17 para abrir el obturador.

):JN &= [ [0 | -m- T owow 2500 tmm @is) -
5 7

_EL a Laser Shutter Open § ¢ " 0% —*—|633nmedge v|
m

w

Figura 17. Barra de herramientas simple review del programa WiRE 3.4.

10. Ajustar el enfoque con el tornillo micrométrico hacia un lado y hacia otro,
observando en la pantalla como el haz aumenta y se dispersa o bien

decrece y se concentra. El haz debe estar lo mas condenzado posible
como se muestra en la figura 18.

fI WiRE - 633 _calibration

File Edit View Measurement Livevideo Analysic Processing Procedures Tools  Window| File Edit View Measurement Livevideo Analysis Processing Procedures Tools  Window

B-DISHAY NS F R dps) - DAEEHAD RS Y X iy
EEEEEEOMEE B2Mekt +6q SEUEEHROREE @A=okl 1+«
=P REEERE P R (EE

Navigator Navigator

1 Data | [T view 1 Data| [ View

-5 633 _calibration {8 633_calibration

v X

5 @ [0 -fD- T wo% [l [800 m iy
Ela | j=JL

0% -*—{533 nm edge

T 100% I|I| 1800 ljmm (vis) -

e [ 0% ﬂ*—{saanm edge -

Sample
o

Ready

Figura 18. Haz expandido (izquierda) y haz condensado (derecha).
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11. Para medir el espectro, hacer click en el icono “Run” de la barra de
herramientas que esta en la parte superior de la pantalla como se indica

en la figura 19.

& wirt - 633 cibrato I

File Edi

Yiew Measurement Livevideo Analysis

RHAY LS K
s e B A 1B L i 1
@%@%ﬁﬁﬂﬁ!

Figura 19. Boton “Run” de la barra de herramientas del programa WiRE 3.4.

12. Se debe obtener un espectro con un solo pico en 521 cm* como el que
se muestra en la figura 20.

B

500

Raman shift / cm-1

Figura 20. Espectro del silicio del dispositivo para calibracion.

13. Abrir el menud “Tools” y desplegar el submenu “ System Health” para

hacer click en la opcién “Health check” que se muestra en la figura 21.
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Procedures Window Help

Auto align.., 3 'I
Interlock...
ol weom JefERSE
Manual beamsteer...
Instrument...

Video field of view calibration...

3y System information...
k System configuration...

System health » ‘M

Calibration Y Health check setup...
Reference motors .
History
Feature permissions
Options...
= =
= -
5 i
o
S ]
10000 —
5000 —
x i
= T T T
g 300 400 500
)
B Raman shift / cm-1

Figura 21. Opcién “Health check” del submenu System health en el menu “Tools”.

14. Hacer click en Aceptar en la figura 22

Fig 22

15.Dar Ok en la figura 23
Fig 23

16. El equipo realzara la revision y despues aparecera el cuadro de diagndstico

“System Health Viewer” que se muestra en la figura 24, el cual nos indica

gue hacer si alguno de los componentes de equipo como el laser, el

detector o las rejillas requieren alguna calibracion especifica.

17. Si el cuadro “System Health Viewer” solicita “Perform a Quick

Calibration” (figura 24), desplegar el menu “Tools”, hacer click en la

opcion “Quick Calibration” del submenu “Calibration” y posteriormente

19



en “Aceptar” del cuadro “WIRE: Quick Calibration” que se muestra con

el inciso “a” en la figura 25.

) System Health Vi_ =)

ﬁLaser Align | ﬁSIitAIign | Elnterlockl -ﬁx Caliblationl ESi.ﬁ.utofocus |

Recommanded action

Silicon reference spectrum checks - -
Test failed for lazerD, gratingl, detector], Regular. Reference band located, but not at expected wavenumber, Perform & Quick Calibration.

Date I Tests Performed

2200 /2015 10:27: 41 Interlock, Laser spot position, Siicon reference spectum
16012015 10:19:20 Interlock, Laser spot position, Siicon reference spectum
16012015 10:16:04 Interlock, Laser spot position, Siicon reference spectum
161242014 10:28:56 Interlock, Laser spot position, Siicon reference spectum
19/11/2014 10:40:54 Interlock, Laser spot position, Silicon reference spectum

19/11/2014 10:33.56 Interlock, Laser spot position, Silicon reference spectum
1 qln 19014 102079 o e S e S e e
] I

Figura 24. Cuadro de dialogo “System Health Viewer” solicitando calibracién”.
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Procedures Window Help

Auto align.. 3 ]
Interlock...

SEEH roes. ez

Manual beamnsteer...

@ 514 _calibrs Instrument...
x Video field of view calibration...

35000
fﬁ System information...

20000 ﬁ System configuration...

System health

25000 Calibration @ Full calibration

Reference motors

20000 . ‘».l_ Quick calibration
Feature permissions

15000 = Options...

Counts

ﬂ Response calibration

10000 —

-
i WIRE: Quick Calibration [

Set the system to collect data from the calibration test sample and then hit OK

a Aceptar l ’ Cancelar hift / cm-1

_————|

Spectrum Wiewer 1
P

Figura 25. Secuencia para realizar la calibracién rapida solicitada por el equipo.

18. (repetir la rutina del system health pasos 14 al 16) Abrir nuevamente el

menu “Tools” ydesplegar el submenua “ System Health” para hacer click

en la opcion “Health check” como fue indicad6 anteriormente en la figura
21.

19. En caso de aparecer un nuevo mensaje en el cuadro “System Health

Viewer” atender la sugerencia que se indica; por ejemplo, en la figura 26

se muestra que el cuadro solicita “Perform laser _auto-alignment”, asi

gue se debe desplegar el mena “Tools” de la barra de herramientas,

hacer click en la opcion “Align...” del submenu “Auto-alignment” y

aparera el cuadro “ Auto align” que se indica con el inciso “a” en la figura
27. En dicho cuadro hacer click en la segunda opcién “ Auto Align Laser”
(o Auto align Slits y Auto Align CCD Area) y posteriormente en “OK”.
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G yeem v vewer S =W

I L aser Alian I 275t Align | @Interluckl s Ealibratiu:unl 35i Autofocus |

Recommended action

Lazer centred too far from crogz-hair. Perform lazer auko-alignment. -
Date | Tests Perfarmed -
02A12/2004 101213 Interock, Laser zpot pozition, Silicon reference spectrum

251/20014 10:46:14 Interock, Laser spot pozition, Silicon reference spectunm

25/11/2014 10:33: 1 Interdock, Laser spot pozition, Silicon reference spectum =
211/20014 10:15:42 Interock, Laser spot pozition, Silicon reference spectum

2712004 10:14:00 Interlock, Lagzer spot position, Silicon reference spectrum |
31 |;1 namA 1na1-1 lntardnnl | asar onet recitinn Silieowe rnFnr':'thﬁn snanhrm :

Figura 26. Cuadro de dialogo “ System Health Viewer” solicitando auto alinear

las

er”.

Procedures Window Help

Counts

Setu
Video

Interlock...
XYZ stage...

. D

Manual beamsteer...
Instrument...
Video field of view calibration...

@

System information...
System configuration...

System health 3
Calibration 3
Reference motors

Feature permissions

Options...

1000

o
=
=

=

Laser : 633 nm edge

Auto Align Silicon Reference Sample -

.

Auto Align Laser

Auto Align CCD Area (1800 |fmm (vis)) -

Last Run: 23/10/2014 8:42:27

- Auto Align Slits

300

() search & optimise

(@) optimise

Lo ]

Last Run: 18/11/2014 10:39:18

Last Run: 22/10/2014 8:45: 14
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Figura 27. Secuencia para realizar la auto alineacion del laser.

20. Hacer click en el boton “ Aceptar” de los cuadros que se muestran en las
figuras 28 y 29 para completar la auto alineacion del laser, asi como en el

cuadro del informe de la alineacién que se presenta en la figura 30.

. Single bottom left mirror auto alignment has been specified in laser
$ auto align setup.
The normal laser auto alignment procedure needs to align both mirrors,
To continue with single mirror alignment, click OK
To revert to dual mirror alignment, click CANCEL

Aceptar ]i Cancelar I

7]

Figura 28. Cuadro “WIRE Laser Auto Align” solicitando la alineacién de espejor

WIRE2 : Laser Auto Align

Abark

para la auto alineacion del laser.

,

Is the 5i sample in focus under the microscope, and is the microscope
e beampath path set to 'laser’ 7

Click OK to continue or CANCEL to exit and get the Si sample ready.

Aceptar li- Cancelar i

WIRE2 : Laser Auto Align

BL Mirror Align : Direct Move method
"Eonﬁguling the Swstem i i

| e
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Figura 29. Cuadro “WIRE Laser Auto Align” preguntando si la muestra de silicio

para la calibracidn esta en debajo del microscopio y este se encuentra alineado.

' |
8! WIRE2 : Laser Auto Align Results [

System Configuration

Align type: Bottom Left mirror Direct Move
Laser: 633 nm edge
Type : (Point Focus)

Initial
Laser Spot X : 4.7 pixels ¥ : 2.3 pixels
Bottom Left mirror In plane 401

Bottom Left mirror Diagonal 563

Final

Laser Spot X : -2.3 pixels Y : 1.4 pixels

Bottom Left mirror In plane 402

Bottom Left mirror Diagonal 560

Accept ‘ I Revert

Figura 30. Cuadro “WIRE Laser Auto Align” mostrando el resumen de la auto

alineacién del laser.

21. Realizar de nuevo la rutina de “Health check” como se indicé

anteriormente y realizar las operaciones requeridas hasta que el cuadro

“System Health Viewer” deje de solicitar ajustes como se muestra en la

figura 31.
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r ~— 5
) System Health Viewer - I M

: {?)’-Lasemlign] ‘i&‘fSlitAlign] Mlntellock] i Calibration] ESiAutofocus]

Fecommended action
Mone required

Date | Tests Performed -
22012015 10:41:18 Interlock, Laser spot position, Silicon reference spectrum 1
16A2/2014 10:28:56 Interlock, Lazer spot pozition, Silicon reference spectrum L
13412/201410:21:41 Interlock, Laser spot position, Siicon reference spectrum |
1341242014 10:20:05 Interlock, Lazer spot pazition, Silicon reference spectrum

09/12/201410:20:19 Interlock, Laser spot position, Silicon reference spectrum

251172014 10:39:41 Interlock, Laser spot position, Siicon reference spectrum A
AT A AR AT Intardacl | asar snotb nosition Silicon rafarance soacto m

aq T ¥

Figura 31. Cuadro de dialogo “System Health Viewer” .

5.0 ADQUISICION DE DATOS Y MEDICIONES
Existen diferentes tipos de mediciones disponibles dependiendo de la

configuracion del microscopio.

1. Para realizar una nueva medicion se abre el menu “Measurement”, se

despliega el submenu “New” y se hace click en la opcién “Spectral

acquisition” que se muestra en la figura 32.
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WiRE

File Edit Wiew Livevideo Analysis Processing Procedures Tools Window

m - ’ m Mew W Spectral acquisition

m Mew measurement.., ] Filte™ane acquisition

@ @ %- Save rreasurement.., @ Depth series acquistion
,@ % [%\ - Setup measurerment.,., n Fap image acquisition
Ll ] i ine i

R ; R . Strearnline irnage acquisition
un rernote measurerment.,

Mavigator x
3 view | 0 ~

W Ccle Shift + F5

N cbort

I Measurement queue Ctrl + Q

Figura 32. Acceso a nuevas mediciones del menu “Measurement”.

2. También se puede acceder a este menu por medio del acceso directo que

esta en la barra de herramientas que se muestra en la figuras 33.

8w

File Edit View Measurement Live video

P

| L]
S L sition

: o
@ Depth series acquisition l‘%;?
H Map irmage acquisitition ——

. Strearnline image acquisition

Figura 33. Acceso directo a nuevas mediciones en la barra de herramientas.

5.1 Creacion de una base de datos para adquirir espectros

Después de seleccionar la opcion “Spectral acguisition”, aparecera

automaticamente el cuadro de configuracion que se muestra en la figura 34.

En la primera pestafia “Range”, se debe configurar el tipo de barrido, la
confocalidad, el intervalo de coleccion del espectro y el laser a emplear.
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a)

b)

d)

Grating scan type (Tipo de barrido): El mas utilizado es
“Extended”, que realiza un barrido entre los limites superior e inferior,
y una vez activo, podran ser introducidos estos valores en la opcién

“Spectrum Range”.

Spectrum Range (Intervalo del espectro): Permite capturar el

intervalo del espectro deseado, que puede ir de 10 a 4000 cm™.

Confocality (Confocalidad) : Permite al usuario elegir entre un
rendimiento confocal alto y estandar. La confocalidad define el
volumen de muestra del cual se recolecta la sefial. Se recomienda

seleccionar confocalidad estandar.

Configuration: Permite al usuario seleccionar el laser que sera
utilizado. En este caso se cuenta con el laser de 514 nm (potencia de
25 mW) y el de 633 nm (potencia de 50 mW). Los diferentes laseres
tienen diferente potencia e inducen diferentes cantidades de

fluorescencia en la muestra.

Range‘ Acqu\siﬁunl File | 'ﬁmingl Advanc&dl

a Grating scan type b Spectrum Range
@ Static Low 213.72

(@) Extended Centre 520.00 [Raman shiftjem-1

High 81164

c Confocality d Configuration

@ Standard Laser name [633 nm edge

() High

Grating name [1800 Ifmm {vis)

Detector name [Mast&r: Renishaw CCD Camera

[ Aceptar ][ Cancelar ][ Aplicar ][ Ayuda ]

Figura 34. Pestafia “Range” del cuadro de configuracién de mediciones.
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En la pestafia “ Acquisition”, se pueden modificar las condiciones del barrido

como son el tiempo de exposicion, el nimero de acumulaciones y la potencia del

laser, entre otras opciones, tal como se muestra en la figura 35.

a)

b)

d)

Exposure time (Tiempo de exposicién): Se debe capturar el tiempo de
exposicién que es el tiempo que el detector esta expuesto a la sefial
Raman. Transcurrido este tiempo, se construye el espectro. Tiempos de
exposicion altos ofrecen una mejor razén sefial-ruido en el espectro. Al
seleccionar la opcién de rango extendido, en la pestafia “Range” el
tiempo minimo de exposicion es 10 segundos, por encima de este valor,
el usuario puede escoger cualquier otro, de acuerdo al tipo de muestra y
la potencia empleada del laser, tomando en cuenta que grandes tiempos
de exposicion y elevadas potencias pueden ocasionar que algunas
muestras se quemen, sobre todo aquellas de origen bioldgico.

Accumulations (Acumulaciones): Las acumulaciones son el nimero de
repeticiones del barrido. Se pueden incrementar el numero de
acumulaciones manualmente para producir espectros con la mejor razén
sefal-ruido. Se recomienda utilizar mas de una acumulacion en las
muestras en cuyo espectro se tiene un fondo con alta fluorescencia. Un
barrido largo o de varias acumulaciones puede saturar el detector mas

facilmente que varios barridos o uno solo mas corto.

Objetive (Objetivo): Indica la magnificacion de los objetivos utilizados.
La mejor razon sefal-ruido se obtienen usualmente a partir de objetivos
de alta magnificacion, debido a que dan una mayor densidad de potencia
en la muestra. Esto se ajusta Unicamente en la barra de herramientas

“Sample review” en la parte baja de la pantalla.

Laser Power (Potencia del laser): Permite seleccionar el porcentaje de
la potencia del laser empleado en el barrido. Una elevada potencia mejora
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f)

9)

h)

la razon sefal-ruido, pero esto puede dafar la muestra. La potencia se
puede fijar entre 5X108 % y 100 % seleccionando el valor deseado en el

listado que se muestra en el inciso “d” de la figura 35.

Cosmic ray removal (Remover rayos coésmicos): Si se activa esta
opcion, removera picos agudos aleatorios debidos a la radiacion cosmica
de fondo. Los rayos césmicos son eliminados automaticamente al obtener

tres espectros y tomar el promedio de los mismos.

Si se utiliza el removedor de rayos cosmicos, se desarrollan dos
acumulaciones extras. Si el barrido consiste de 10 acumulaciones de 10
segundos, entonces se tienen dos acumulaciones extras de 10 segundos.
Si el barrido consiste de una acumulacion de 100 segundos, entonces se
tienen dos acumulaciones extras de 100 segundos, lo cual claramente

consume mas tiempo.

Close laser shutter on completion (Cerrar el obturador del laser en
terminacion): Esta opcion siempre debe estar activa y se encarga de
cerrar el obturador del laser después de recolectar datos. Lo anterior
permite que la muestra no este expuesta al laser cuando no se esta

realizando alguna medicion.

Title (Titulo): Sirve para identificar el conjunto de mediciones que se
colectaran mediante la configuracién que ha sido dada de alta.

Description (Descripcion): Permite describir datos sobre la muestra

gue el usuario desee guardar.
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Range Acquisih’onl File I Tlmingl Advanoed|
a Exposure time /s c Objective 20 e [ Casmic ray remaval

Accumulations 1 [ response calibration

-
-
-
i

T [T Restore instrument

) v Mmand state on completion

f Close laser shutter on
completion

Not using live imaging. | Minimize laser exposure

0.05 on sample

0.0001

Title Single scan measurement 0.00005

: o 0.00001
h Description 0.000005

A single scan measurement generated by the WIRE2 spec0.000001
0.0000005
0.0000001
10.00002005

[ Aceptar ]’ Cancelar ][ Aplicar ” Ayuda

Figura 35. Pestafia “Acquisition” del cuadro de configuracién de mediciones.

En la pestafia “File” que se muestra en la figura 36, se presentan las
opciones para el guardado automatico de los datos. Inserta un nombre de archivo y
busca un folder determinado.

a) En la opcion “File name”, seleccionar “Browse” para determinar la
ubicacion en la computadora, de los archivos que seran generados
durante la medicion. El usuario debera crear una carpeta con su nombre

en el directorio “RAMAN DATA” que est& en el escritorio.

Frente a la opcion “File name”, capturar el nombre base correspondiente

a la identificacion de la muestra para poder guardar los archivos.

Activar la opcion “Auto _increment” para guardar las mediciones

consecutivas.
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,

| Rangel Acquisition| File |T|ming| Advanced|

Autosave file

File name Browse...

[ Auto increment

[ Aceptar ” Cancelar ” Aplicar ” Ayuda ]

Figura 36. Pestafia “File” del cuadro de configuracién de mediciones.

Una vez revisados y establecidos estos parametros, se hace click en la
opcion “Run”, que esta en la barra de herramientas, etiquetada con el inciso “a”
de la figura 37 para obtener el espectro correspondiente a la muestra que esta

analizando.

File Edit View Measurement Livevideo Analysis Processing Procedures Tools Window Help

8B4 Tl

T AEEEE

Navigator x
[ view T Anilina_514-6 (=8 {ESE 5|
-8 Anilina 514-6 5

Counts

T T T I
500 1000 1500 2000

Raman shift / cm-1

| Spectrum Viewer 1

Figura 37. Ejemplo de un espectro Raman tipico.
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5.2 Remocién de rayos cosmicos

En ocasiones el detector es capaz de colectar radiacion cosmica proveniente
del espacio exterior, cuya caracteristica es poseer alta energia. Esta radiacion
aparece en el espectro en forma de picos muy finos de mayor intensidad que las
bandas Raman llamados rayos cdsmicos como los que se observan en la figura 38.
Cuando no se esta seguro si una banda pertenece a la muestra o se trata de un
rayo cosmico, se debe colectar de nuevo el espectro en el mismo punto y bajo las

mismas condiciones. Si la sefial no aparece, significa que era un rayo césmico.

T T
sm 1000 Ele) 1200 1300 140 1m0 e
Raman shit S cro-1

Figura 38. Ejemplos de espectros Raman con picos de rayos cOsmicos.

En caso de aparecer los rayos cosmicos, hacer click en el icono “Zap data”
(suprimir datos) de la barra de herramientas y aparece la ventana que se muestra
en la figura 36 donde se deben mover las barras verticales a los lados del pico que
se desea remover. Haciendo click con el botén derecho del mouse aparece una
lente de aumento para obtener una amplificacion de una zona del espectro que se
observa en la imagen de la figura 39, debajo del espectro original. Posteriormente,

hacer click de nuevo en el boton derecho y seleccionar “Acept” si estamos de
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acuerdo con la posicion de las lineas o0 “Reject” para salir de la aplicacion. A hacer
click en aceptar, obtendra el espectro sin el pico seleccionado como se aprecia en
la figura 40.

&K% ) T X S qulm
@%ﬂzﬁl te-EREE BE

B3 Anilina 514-6 ==

Zap data x

1100 —

900 =

700 —

500 —
300 —

i Accept
100 —

Reject

T T T View 3

500 1000 1500
Tools 3

Add >

Remove

=

Docking

2

Properties...

Counts
2

=

2

o

T T T T T T
1580 1590 1600 1810 1820 1630

Raman shift / cm-1

B Anilina_514- 6 = = =3
x
2500 —
2000 — M
: ny
@ 1500 — M”
£ ]
3
3 1
(&) -
1000 —|
500 —
b i
3 -
2 —-mwom----_-e_——- e e ———————————————
5 500 1000 1500 2000 2500
F
= Raman shift / cm-1

Figura 40. Espectro Raman después de remover el pico de rayos cosmicos.
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5.3 Exportar y convertir datos

Al finalizar las mediciones se deben convertir los datos de los espectros del
formato “.wxd” al formato “.txt” para poderlos graficar. Para esto es necesario abrir

el programa “Batch Converter” con el acceso directo que esté en el escritorio como

se muestra en la figura 41.

Al abrir el programa “Batch Converter” apareceréa la ventana “WiRE2 Batch

File Converter” que se muestra en la figura 42. Hacer click en el botéon “Browse”

etiquetado con el inciso “a” para buscar la carpeta con los archivos a convertir.
Posteriormente aparecera la ventana marcada con el inciso “b”, en este menu se

debe seleccionar el directorio marcado deseado que contiene los archivos.

Activar las opciones “All files” y “Use Source Directory” indicados con los

incisos “c” y “d” respectivamente para desplegar todos los archivos de la carpeta
y guardar los nuevos archivos que se convertiran a extension “.txt”, en la misma

carpeta. Hacer click en el boton “Go” etiquetado con el inciso “€” y hacer click en

la opcion “ Si” de la ventana marcada con el inciso “f” de la figura 42.

g w

WIREZ4 help

Figura 41. Acceso directo del programa “Batch Converter”.
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| ) Select a drive and

= o [windows7_05]

ot
S Users
Raman

. EARAMAN DATA
|c:\Users\F|aman\HAMAN DaTav201 440ctubrehSilvia Mares301014 - S04

File type I".wxd ;I 1-veed Octubre
3 1-1.wxd
"Eonversmn method 12 el

; 2-
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c @« Al f!IES 2-3.mmd
r Allfiles, 1ecurse 2-4 wed
sub-directaries Fvnd

3 wend

" Target
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File 1 =
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._

Figura 42. Ventanas del programa “Batch Converter” para convertir archivos.

Consultar en la carpeta “Raman Data” por medio del acceso directo que esta
en el escritorio, para verificar que aparezca el directorio del afio en curso con las
carpetas de cada mes y dentro de estas, localizar la carpeta personal del usuario

contenga los pares de archivos “.wxd” y “.txt” como se muestra en la figura 43.

Ii! ~. » Raman » RAMANDATA » 2014 » SEPTIEMBRE 20-30 » Silvia Mares_raman230914

Organizar « Incluir en biblioteca + Compartir con ~ Grabar Mueva carpeta

'l:i' e Membre ° Fecha de modifica.. Tipe Tamanho
W Descargas Ei1- 24/09/2014 18:36 Documento de tex... 39 KB
B Escritorio W1 24/09/2014 18:31 WIRE2 Data File 115KE
‘| Sitios recientes B1-1 Tipo: WIREZ Data I;I|’E B Becumento de tex.., 39 KB
w11 Tamafio: 114 KB RE2 Data File 92 KB
- Biblictecas B12 Fecha de modificacién: 24/09/2014 18:31 §\\rmento de tex.. 39 KB
Wiz 24/09/2014 17:33 WIREZ Data File 91 KB
1% Equipo E13 24/09/2014 18:36 Documento de tex... 39 KB
&, Windows7_0S (C) W13 24/09/2014 17:34 WiRE2 Data File 91 KB
F¥ Lenovo_Recovery (G El1-4 24/09/2014 18:36 Documento de tex.. 37 KB
W14 24/09/2014 17:36 WIRE2 Data File 88 KB
€ Red =HES 24/09/2014 18:36 Documento de tex... 28 KB
W15 24/09/2014 17:37 WIREZ Data File 85 KB

Figura 43. Carpeta del usuario con los pares de archivos “.wxe"” y “.txt".

35



Para extraer los archivos de la computadora se debe se quema un disco compacto

con el programa “Burn Now” con el acceso directo que esté en el escritorio.

6.0 FINALIZAR SESION
1. Al finalizar la sesion, se debe cerrar el programa “WiRE 3.4".
2. Apagar los laseres girando hacia la izquierda la llave de cada uno y para

el laser verde, esperar que el ventilador se detenga para poder apagar el

interruptor.

3. Apagar unicamente el microscopio y posteriormente la computadora.
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