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Raman-mikroskopia on optinen tekniikka, jolla saadaan kvantitatiivista tietoa aineen ke-
miallisista ominaisuuksista. Koherentti anti-Stokes Raman-sironta (CARS) on Raman-
mikroskopian sovellus, jonka etuja perinteiseen Raman-mikroskopiaan ovat muun muassa
lyhyempi mittausaika ja parempi spatiaalinen resoluutio. CARS-spektrid ei kuitenkaan voi-
da kdyttdd sellaisenaan, vaan siité tdytyy ensin laskea Raman-spektrin muoto.

Tissd kandidaatintydsséd perehdytddn CARS-spektroskopiaan ja sen kdyttoon kvantitatiivise-
na kuvantamismenetelméni. Tyossd esitellddn matemaattiset menetelmét maksimientropia-
malli ja aallokemuunnos, joiden avulla CARS-spektristd saadaan ratkaistua Raman-spektrin
muoto. Menetelmien toimivuutta tarkastellaan suorittamalla analyysi proteiinipisaralle mita-
tulle hyperspektrikuvalle ja vertaamalla CARS-spektristi laskettuja Raman-spektrejd tarkasti
mitattuihin Raman-spektreihin.

Proteiinipisaralle tehdyn analyysin perusteella todettiin kdytettyjen matemaattisten mene-
telmien toimivan hyvin Raman-spektrin estimointiin CARS-spektristd. Lasketuissa Raman-
spektreissd havaittiin paikoittain virhettd, minki arveltiin johtuvan spektriin jdfineesti tausta-
virheestd. Hyperspektrikuvien muodostamisessa havaittiin myos virhettd verrattaessa lasket-
tua ja mitattua Raman-spektrid keskendin, jonka péaiteltiin osittain johtuvan spektripiikkien
tulkinnan toteuttamisesta. Jatkotutkimuksia varten ehdotettiin kdytettivin kehittyneempdi
spektripiikkien analysointimenetelméé hyperspektrikuvien muodostamiseen.
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1 Johdanto

1.1 Tausta

Raman-mikroskopia on optinen tekniikka, jolla saadaan kvantitatiivista tietoa aineen kemial-
lisista ominaisuuksista. Se perustuu ndkyvin valon fotonien epéelastiseen sirontaan mole-
kyyleistid. Alkuperiisen ja sironneen fotonin energiaero vastaa jotakin molekyylin véréhte-
lymoodia ja Raman-spekri muodostuu mittaamalla sironneiden fotonien intensiteettid aalto-
luvun funktiona [1]. Useille molekyyleille on tieteellisesti miiritetty referenssispektrit, ja
tiettyjen kemiallisten sidosten sijainnit Raman-spektrissd tiedetddn [2]. Mitatusta Raman-
spektristd on tdlloin mahdollista paitelld tutkittavan aineen molekyylirakenne [1]. Tdstd on

luonnollisesti hyddyd, kun halutaan selvittdd tuntemattoman aineen ominaisuuksia.

Raman-spektroskopialle on kehitetty useita variantteja [ 1], joista yksi on niin kutsuttu CARS-
spektroskopia. Tdma menetelmi perustuu koherenttiin anti-Stokes Raman-sirontaan (CARS),
jossa hyodynnetdédn useaa eri laseria ja niiden tuottamaa voimakasta CARS-signaalia. CARS-
spektroskopian etuja perinteiseen Raman-spektroskopiaan verrattuna ovat muun muassa ly-

hyempi mittausaika ja parempi spatiaalinen resoluutio [3].

Mitatusta CARS-spekitristd ei kuitenkaan saada suoraan kemiallista informaatiota aineesta
toisin kuin Raman-spektristd, joten CARS-spektristé tulee ensin laskea Raman-spektri. Tati
varten CARS-spektrille voidaan tehdi vaiheenpalautus ja taustankorjaus hyddyntéden eri ma-
temaattisia menetelmid. Taustankorjauksessa voidaan hyddyntédd aallokemuunnosta ja erityi-
sesti Wavelet Prism -algoritmia [4] ja vaiheenpalautukseen voidaan kdyttdd maksimientro-
piamallia [5]. Vaiheenpalautuksen ja taustankorjauksen jidlkeen tuloksena on Raman-spektri,

jonka avulla saadaan kvantitatiivista tietoa aineen molekyylirakenteesta.

1.2 Tavoitteet ja rajaukset

Kandidaatintyon tavoitteena on perehtyd CARS-mikrospektroskopiaan ja sen kiyttoon kvan-
titatitvisena kuvantamismenetelménd. Tyossi esitelldiin Raman-spektroskopia ja sen taustal-
la oleva fysikaalinen teoria. TyOssd esitellddn myos Wavelet Prism -algoritmi (WP) ja maksi-
mientropiamalli (ME), jotka ovat CARS-spektrin vaiheenpalautukseen ja taustakorjaukseen

tarvittavia matemaattisia menetelmia.

Opinndytetydssd demonstroidaan lisédksi teoriaosuudessa esiteltyjen menetelmien hyddyn-
tdmistd CARS-muotoisen proteiinipisaran hyperspektrikuvan analysoinnissa. Analysoitava
data siséltdd mitatut CARS-spektrit 1296 mittaukselle, jotka yhdessd muodostavat 36 x36-

kokoisen alueen resoluution ollessa 1 um.



Ty0Ossi kisiteltdvit matemaattiset menetelmit on rajattu aallokemuunnokseen ja maksimient-
ropiamalliin, silld ne on jo ennestdédn todettu toimiviksi menetelmiksi [4]. Muitakin mene-
telmid vaiheenpalautukseen ja taustankorjaukseen on olemassa, mutta niitd ei kéasitelld tdssi
tyOssd. TyOssd rajataan myos fotonien siroamiseen liittyvin fysikaalisen ja kemiallisen teo-
rian kisittely siithen, miki on oleellista tietdd ymmartddkseen Raman-spektroskopian toimin-

taperiaatteet.

1.3 TyoOn rakenne

Ty6 koostuu kuudesta luvusta. Ensimmdisessid luvussa johdatellaan lukija tyon aiheeseen
esittelemilld tyon taustat ja tavoitteet. Toisessa luvussa késitelldéin Raman-spektroskopian
teoreettinen tausta seké johdetaan Raman-spektrin muodon ratkaisemiseen CARS-spektristi
vaadittava yhtidlo. Kolmannessa luvussa késitellddn aallokemuunnosta ja maksimientropia-
mallia, jotka ovat molemmat Raman-spektrin laskemiseen tarvittavia matemaattisia mene-

telmia.

Teorialukujen jilkeen kisitellddn proteiinipisaralle mitatulle hyperspektrikuvalle tehtivii
analyysid. Neljannessd luvussa esitellddn analyysid varten kéytettdvit aineistot, ohjelmis-
tot ja algoritmit. Viidennessd luvussa esitellddn analyysistid saadut tulokset. Kuudennessa ja
viimeisessi kisittelyluvussa tulkitaan saatuja tuloksia sekd pohditaan virhelédhteitd ja kehity-

sehdotuksia.



2 Raman-spektroskopia

2.1 Raman-sironta

Raman-spektroskopia perustuu fotonien epéelastiseen siroamiseen, miki tunnetaan Raman-
sirontana. Molekyyliin kohdistettu fotoni voi annihiloitua kohdatessaa molekyylin, ja vapau-
tunut energia hay virittdd molekyylin virtuaaliselle vérdhtelytilalle. Timén tilan purkautues-
sa muodostuu uusi fotoni, ja energian sdilymislain nojalla sironneen fotonin energian h®
tulee vastata viritystilan purkautumisesta vapautunutta energiaa [6]. Téten siis sironneen fo-

tonin energialle pitee

hwy+ Ey=hw+ E,;

hw =hwy+E| — Ey
AE

@=m+ -

joissa Ey ja E| kuvaavat molekyylin energiatilaa alussa ja lopussa. Mikéli merkitdédn mole-

kyylin energiatilan muutosta vastaavaa taajuutta Q = ‘%‘ saadaan
0 = wy+ Q. (D)

Mikadli sironneen fotonin taajuus @ < @y on kyseessi Stokes-sironta. Pdinvastaista tilannetta
kutsutaan anti-Stokes-sironnaksi, jolloin @ > @y [1]. Virtuaalisen véréhtelytilan purkautues-
sa sironnut fotoni voi myos olla taajuudeltaan sama nédytteeseen kuin kohdistetun valon taa-
juus @y. Téssd tapauksessa kyseessd on Raman-sironnan sijaan Rayleigh-sironta. Rayleigh-

sirontaa ja Raman-sironnan eri muotoja on havainnollistettu kuvassa 1.

Virtuaalitilat

IQ Virihtelytilat

Y \ 4

Rayleigh Stokes anti-Stokes

Kuva 1: Molekyylin vérdhtelytilojen muutokset Raman-sironnassa



Rayleigh-sironta on Raman-sirontaa huomattavasti vahvempaa. Timi muodostuu ongelmak-
si spontaanissa Raman-sironnassa, silli Raman-sironnan intensiteetti on vain ~ 107> niyt-

teeseen kohdistetun valon intensiteetista [1].

Perinteisessd Raman-spektroskopiassa kédytetddn yhti laseria ja mittauksissa hyddynnetéddn
Stokes-sironneita fotoneita [6]. Energiatilojen muutoksia spontaanissa Raman-sironnassa on

havainnollistettu kuvassa 2.

Kuva 2: Energiatilojen muutokset spontaanissa Raman-sironnassa. Nédytteeseen kohdistetaan
lasersédde taajuudella @y, ja sironneet ndkyvén valon alueen fotonit havaitaan taajuudella .
Taajuuksien erotus Q vastaa Raman-resonoivaa taajuutta.

2.2  Koherentti anti-Stokes Raman-sironta

Koherentti anti-Stokes Raman-sironta (CARS) on yksi Raman-sironnan kehittyneistd so-
velluksista. Se on kolmannen kertaluvun epilineaarinen neliaaltosekoitusprosessi, jos-
sa ndytteen molekyylid viritetddn kolmen eri laserpulssin avulla. Perinteisestdi Raman-
spektroskopiasta poiketen CARS hyddyntii anti-Stokes Raman-sirontaa. Kuvassa 3 havain-

nollistetaan molekyylin energiatilojen muutoksia CARS-spektroskopiassa.
Pumppu-, Stokes- ja probekentit aiheuttavat CARS-signaalin taajuudella
s = (@ — ) + 0p =200 — s 2)

jossa @, wp ja ws ovat pumppu-, probe- ja Stokes-laserien taajuudet. Yleisesti CARS-
spektroskopiassa pumppu- ja probelasereina kiytetddn samaa laseria, jolloin laskuissa voi-

daan merkitd w; = wp.

Kapeakaistaista CARS-mikroskopiaa hyddyllisempi sovellus on niin kutsuttu laajakaistai-
nen CARS. Kapeakaistaisten pumppu- ja probelasereiden ja laajakaistaisen Stokes-laserin
yhdistelmilld saadaan aikaan laajakaistainen anti-Stokes-signaali. Laajakaistaisella CARS-

spektroskopialla saavutetaan korkeampi SNR-arvo (Signal-to-Noise Ratio), eli varsinaisen
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Kuva 3: Molekyylin energiatilojen muutokset CARS-spektroskopiassa

signaalin osuus detektoriin saapuvasta signaalista taustakohinaan verrattuna on suurempi [5].
Molekyylin energiatilojen muutoksia laajakaistaisen CARS tapauksessa on havainnollistettu

kuvassa 4.

2.3 Raman-spektrin ratkaiseminen CARS-signaalista

Laajakaistaisen CARS-signaalin intensiteetti saadaan yhtilosti

(3) 2 2 2 2((3) 2
ICARS(wAS)“‘P (U)AS)‘ = |Ep|”|EL|" |Es (@as)|” | %1111 (— ®as; ©p, — 05, @1 3)

jossa PO (mas) on kolmannen kertaluvun polarisoituma, Ep ja E ovat pumppu- ja probela-
sereiden sihkokentit, Eg(@ss) on Stokes-laserin sdhkokenttd ja xl(?)“ (—was; 0p, — s, OF)
kolmannen kertaluvun sdhkdinen suskeptibiliteetti.

Kolmannen kertaluvun suskeptibiliteetin voidaan katsoa koostuvan siahkokentisti aiheutuvan

ei-resonoivan x (3)nr osan ja Raman-resonoivan 1(3)’ (mas) osan summana eli pétee

%1(?11 (wAS) = X(3)nr ‘|‘X(3)r((0AS). 4)

Ei-resonoiva osa suskeptibiliteetistd 1(3)’" on reaalinen ja tiysin taajuudesta riippumaton.
Se esittii niytteen sihkoisti vastinetta. Resonoiva osuus x3)" on kompleksinen ja verran-
nollinen siroajien lukuméirddn. Resonoiva osuus siséltdd ndin ollen kvantitatiivisen tiedon

niytteen kemiallisesta rakenteesta ja voidaan kirjoittaa

NA
Q— (a)p—(l)g) —il

123" (wp5) = (5)
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Qs WAs

Yvy

Kuva 4: Molekyylin energiatilojen muutokset laajakaistaisessa CARS-spektroskopiassa

jossa N on sironneiden fotonien maédrd tilavuusyksikkdd kohden ja A, Q ja I' ovat vérih-
telytilan amplitudi, taajuus ja viivanleveys [5]. Spontaanin Raman-sironnan muoto saadaan

vastaavasti suskeptibiliteetin resonoivan osan x(l)’ imaginéériosasta

NAT
(Q— w)* +T2

Ikaman(®) o< —Im | 1) | = ©

missd @y on valonlidhteen taajuus [5]. Yhtéloiden (5) ja (6) perusteella voidaan osoittaa,
ettd CARS-signaalin xl(f) on verrannollinen samasta néytteesti saatavan Raman-intensiteetin

kanssa, eli
IRaman(w) o< Im [%<3)r] . (7)

Mitatun CARS-spektin analysointia varten on hyddyllistd normittaa mitattu spektri referens-

sispektrilld IQ‘XCRS(wAs) joka on mitattu ldhes identtisessi koetilanteessa:

Isample ®
S(was) = M (8)

IéeAfRS(a’AS )

Yleisesti ottaen oletetaan, ettd mitatun CARS-referenssispektin intensiteetti perustuu puh-
(3) (3)nr

taasti ei-resonoivaan kolmannen asteen epilineaariseen suskeptibiliteettiin, s.e. ., 7= Xref
[4]. Néissd olosuhteissa normitetulle signaalille pitee

2
S (ons) = |8 + 2\ (was) )
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3)r 3)nr
jossa B = "f;';’;:;’j ja Xz(\?]g = x“(‘;")’,’l’f ovat normitetun mittauksen suskeptibiliteetin termit. Re-
ref ref

ferenssispektrillda normittamisen lisdksi signaalille tulee tehdd taustankorjaus. Téhén on ke-
hitetty useita algoritmeja, joista tdssid tyOssd esitelldéin aallokemuunnokseen perustuva WP-

algoritmi [7].

Jotta normitetusta CARS-signaalista § saadaan ratkaistua kvantitatiivisesti Raman-
sironneiden fotoneiden suhteellinen osuus, tidytyy signaalista erottaa )(,(f) termin imaginaa-
rinen osa [4]. Tétd varten signaalille taytyy tehdd vaiheenpalautus, johon on olemassa nu-
meerisia algoritmeja kuten maksimientropiamalli [3] ja Kramers-Kronig-metodi [8]. Tassd
tyossd kdytetddn maksimientropiamallia vaiheenpalautukseen. Raman-resonoivan suskepti-

biliteettitermin imaginaariosa saadaan vaiheenpalautuksen jéilkeen ratkaistua kaavalla

m | 28] = V/5 (@as) 5in (9 (015) = Gerr (@45)) (10)

jossa ¢ (was) on ratkaistu vaihespektri ja ¢, (was) on arvio vaihespektrin virheelle, s.e.
(¢ — @err) kuvaa Xz(e3) vastaavaa vdirdhtelyresonanssin vaihespektrid [4]. Yksinkertaisuuden

vuoksi merkitddn 0(was) = ¢ — @ jolloin yhtild (10) saadaan muotoon

Im [x,(f)] = /S (@as) sin O (@ys). (11)
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3 Matemaattiset menetelmat

3.1 Aallokemuunnos

Aallokemuunnoksessa funktio esitetddn aallokkeena y, (V) joka méiritetdn

1 —-b
Ven(V) = ¥ (V ; ) (12)

jossa a ja b ovat skaalaus- ja siirtymikertoimet jotka mééradvit tietyn aallokefunktion ve-

nymin ja siirtymin [4]. Diskreetissi tapauksessa skaalauskertoimet médritetdin a = 2/ ja

b = 2/k, jolloin yhtils (12) saadaan muotoon

vix(v) =27y 27V —k). (13)

Aallokefunktiot muodostavat alkuperiisesta CARS-spektristd ortogonaalisen aallokehajotel-

man [4], joka voidaan esittdd yleisesti

nSeep(was) =Y, Y, d(j,k)wji(was) (14)
Jj=—0k=—o00

jossa yksityiskohtakomponentit

‘ 20 (k1)
d(j,k)= /2fk InSex,(@as) W) i (@as) (15)

ovat alkuperdisen spektrin InSe.,(wss) diskreetteji aallokemuunnoksia aallokkeen

V; (45) suhteen [4].

3.2 Wavelet Prism -algoritmi

Mitatussa CARS-signaalissa Sex,(was) on hitaasti vaihtelevaa virhettd [4], ja havaittu sig-

naali voidaan kirjoittaa muotoon

Sexp(@as) = €(was)S(was) (16)

jossa S(@wss) on virheeton signaali ja €(wyyg) signaalissa esiintyvd modulaatiovirhe. Jotta
virhe voidaan eliminoida aallokemuunnoksella, tiytyy virhe saada summautuvaan muotoon.

Tami voidaan saavuttaa ottamalla yhtilostéd (16) luonnollinen logaritmi:

lnSexp(O)As) ZIHE(O)AS)—FIDS(O)AS) 17)
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Yhtilossd (17) esiintyvén virhefunktion €(wgg) erottamiseksi voidaan hyodyntidd Wavelet
Prism -algoritmia (WP), jonka soveltamista CARS-spektroskopiaan ovat tutkineet Kan et al.

[4]. WP-algoritmin avulla alkuperdinen spektri voidaan kirjoittaa muotoon

InSexp(0as) = Y Dj(0as) +As(was) (18)
J<J
jossa D kuvaa yksityiskohtakomponentteja ja A; approksimatiivista komponenttia. Korkeal-

la J arvolla A; kuvaa ldhes vakioarvoista tasavirtakomponenttia (DC).

Ensimmaiset yksityiskohtakomponentit D; kuvaavat signaalissa esiintyvidd korkeataajuista
kohinaa. Kohinaa siséltdvid komponentteja seuraa varsinaisen signaalin sisdltivit kompo-
nentit. Viimeiset yksityiskohtakomponentit siséltdvit modulaatiovirheen luonnollisen loga-

ritmin In €(@ys) [4]. Yhtilo (18) voidaan niin ollen kirjoittaa muotoon

lnSexp(a)Ag) = [lnSexp(a)AS)]m)l.se + [lnSexp(wAS)]Sl.gml +Ine(was) + [lnSexp(wAS)]Dc- (19)

Kuvassa 5 on hajotettu erds CARS-spektri yksityiskohtakomponentteihin D; ja tasavirta-
komponenttiin A;. Ensimmadiset kolme yksityiskohtakomponenttia on valikoitu kohinaksi,
seuraavat kolme yksityiskohtakomponenttia varsinaiseksi signaaliksi ja loput yksityiskohta-

komponentit virheeksi.

Yhtiloiden (17) ja (19) avulla saadaan taustakorjatuksi CARS-signaaliksi ratkaistua

S(eas) = X | I Sexp(@15)] 150 F 10 Sexp (@45) a0 Sexpl(@45)]pc] - (20)

3.3 Maksimientropiamalli

Optiset prosessit ovat esimerkki vaiheenpalautusongelmista. Mittalaitteeseen saapuvat foto-
nit muutetaan sdhkovirraksi eli elektronien liitkkeeksi, eiki tilld tavoin saada suoraan mitat-
tua sihkomagneettisen signaalin vaihetta [9]. Maksimientropiamalli (ME-malli) on numee-
rinen algoritmi, jonka hyodyntdmistd vaiheenpalautukseen spektrianalyysissd ovat tutkineet
muun muassa Vartiainen & Peiponen [3]. CARS-signaalille S(w4s) voidaan sovittaa ME-
malli [5]

B ’ B I
S(v) = i . = ‘ (21)
14+ Y30 ax exp(—2mikv) Ay (V)
jossa v on CARS-signaalin ala- ja yldrajan avulla laskettu normitettu taajuus, s.e.
a) _ .
v — IAS — Omin (22)

Dmax — Dmin .
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0 DI
0 D2
0 ‘VﬁVA" v [ln S exp ( Was )] noise
0 Y D3
0 "AV‘ A.vl\v vl\ AN D4
0 VN~ VAVA\A N/ V/\V D5 0 VMW\/\‘\ /-——/\a-\_/\v\ /\\J/\ [ln Sexp ( Ous )] signal
0 Ao V/\ //’\\/f D6
0 L~ /b7
e \\// o /\ T
|— 0 A Ine (Q)As)
N [ — - \\/
0. | DI0
0 DIl
0 DI2
0 DI3
0 Bi§ 027 [InSexp (@45)]
0.27 Al5
1000 2000 3000 1000 2000 3000
Ramansiirtymé (cm™ ) Ramansiirtymé (cm™ 1)

Kuva 5: WP-algoritmilla hajotettu CARS-spektri

ME-mallin kertoimet a, ja | 8| voidaan ratkaista Toeplitz-muotoisesta matriisiyhtdlostd [5]

G ¢ - Cy 1 1B|?
C C * a 0

S I I [ (23)
Cu Cy_1 -+ G a, 0

jossa (*) kuvaa kompeksikonjuganttia. Kertoimet C,, saadaan arvioitua diskreetilld kosini-

muunnoksella [10]

N—1 .
o=t Y S(vj)cos <W) (24)
=0

jossa o, on miiritetty
1 —
- kunm =0

Oy =
%,kunm;«éo.

Midritelldédn vaihefunktio y(v) = arg {Ay(Vv)}, jossa kerroin Ay, viittaa yhtdloon (21). Tatd
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vaihefunktiota voidaan hyodyntdd CARS-signaalin todellisen vaihespektrin

0(v) =arg{xnr + Xr(V)} (25)
ratkaisemiseen [5]. Yhtdlon (21) avulla saadaan johdettua

|mei9(V) |B|ei9(V)—iw(v) ‘B,eid)(V)
AL Ap(v)evy) Ay (V)]

ANR+ XR(V) = S(V)eie(v) (26)
jossa on médritelty virhevaihe y(v) = 6(v) — ¢ (v) joka on todellisen vaiheen ja ME-mallilla
ratkaistun vaiheen erotus. ME-mallin kéytto vaiheenpalautukseen perustuu siihen, ettd y(v)
siséltdd samat vaiheominaisuudet kuin 6(Vv) ja termi ¢(v) kuvaa todellisen vaiheen 6(V)
sisdltdimin taustatermin vaihetta [11]. Nidin ollen vaiheenpalautusongelma yksinkertaistuu
termille (V) tehtdvidn taustankorjaukseen. Kulmien y(Vv) ja ¢ (v) geometrinen tulkinta on

esitetty kuvassa 6. Vaihefunktioksi voidaan nyt estimoida

O(V) ~ Best (V) = 0(v) + y(v) 27

ja estimoitu vaihefunktio voidaan ndin ollen sijoittaa yhtdloon (11):

Im [x}f)(v)} — /S (V) sin B, (V) (28)

Re

Kuva 6: Vaihefunktioiden geometrinen tulkinta
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4 Aineistot ja ohjelmistot

Tyossd kiytettdvad aineisto on laajakaistaisella CARS-menetelméilld mitatut 1296 CARS-
spektrid, jotka yhdessd muodostavat 36 x36-kokoisen hyperspektrikuvan. Jokainen spektri
sisdltdd 1024 intensiteetin arvoa ja vastaavat ramansiirtymén arvot. Mittauksissa néytteeksi
on asetettu proteiinipisara, joka on levinnyt ympyrdn muotoiseksi mittausalueelle. Aineisto
sisdltdd myos samalla mittalaitteistolla ilman niytettd mitatun referenssispektrin seki taus-

taspektrin, joita kdytetdin mitattujen spektrien normittamiseen.

Aineistoon kuuluu lisdksi samalle proteiinipisaralle mitatut Raman-spektrit. Nitd spektre-
ja ei kédytetda CARS-spektrin korjaukseen, mutta niitd verrataan CARS-spektristd laskettui-
hin Raman-spektreihin. Télld tavoin voidaan tutkia kdytettyjen menetelmien toimivuutta.
Ideaalitapauksessa CARS-spektristd laskettu Raman-spektri vastaa tdysin mitattua Raman-

spektrid.

Aineiston kisittely, algoritmien toteutus ja kuvien piirto suoritetaan MATLAB 2021b -
ohjelmistolla [12]. Aallokemuunnoksen ja WP-algoritmin toteutukseen hyddynnetidin Wa-
velet Toolbox -kirjastoa ja sen sisdltamid funktioita wavedec ja wrcoef [13] kidyttden 16.
asteen Daubechies-aalloketta. ME-mallin toteutukseen kéytetdén Signal Processing Toolbox

-kirjastoa ja sen siséltdmié funktioita dct ja levinson [14].
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5 Tulokset

Tyossd laskettiin aineiston sisédltimille CARS-spektreille vastaavat Raman-spektrit. WP-
algoritmilla saaduista yksityiskohtakomponenteista valikoitiin signaaliin komponentit 2-6,

jolloin signaalista saatiin poistettua virhetermi €(v) mutta mukaan jitettiin hieman kohinaa.

Kahdelle eri mittapisteelle sovitettiin lasketut ja mitatut Raman-spektrit samaan kuvaan nor-
mittamalla spektrit. Kuvassa 7 on mitattu spektrit pikselin (16,16) kohdalta, joka sijaitsee
proteiinipisaran sisdlld. Kuvassa 8 on mitattu spektrit pikselin (30,30) kohdalta, joka on
proteiinipisaran ulkopuolella ja sisédltdd ainoastaan taustaa. Molemmissa kuvissa spektrit on
normitettu ennen kuvan muodostamista, jotta spektrien muotoja voidaan verrata keskendén.

Pystyakselin intensiteetin arvo on niin ollen suhteellinen eiké kerro todellisesta intensiteetin

arvosta.
1 —
0.8 | IRaman(wAS)
0.6 -
8 o04f
= |
C
Q
< 02 v
\ f ’ ’Y
of ’vf
-0.2

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Ramansiirtyma (cm'1)

Kuva 7: Pikselille (16,16) laskettu ja mitattu Raman-spektri. CARS-signaalista laskettu
Raman-spektri Im |y (3)} on kuvassa siniselld ja perinteiselld Raman-spektroskopialla mi-

tattu spektri Irgmqn On kuvassa punaisella.
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Kuva 8: Pikselille (30,30) laskettu ja mitattu Raman-spektri. CARS-signaalista laskettu
Raman-spektri Im x(ﬂ on kuvassa siniselld ja perinteiselld Raman-spektroskopialla mi-

tattu spektri Irgman On kuvassa punaisella.

Lasketun ja mitatun Raman-spektrien samankaltaisuutta on verrattu neljdn eri ramansiirty-
min arvon kohdalla, jotka ovat valittu vastaamaan tunnettuja proteiineille tyypillisid Raman-
spektrin piikkejd [15][16]. Tarkasteltavat kohdat ovat 850 cm™! (tyrosiini), 1021 cm~ ! (fe-
nyalanyyli), 1238 cm~! (amidi III) ja 1653 cm~! (amidi I). Kuvassa 9 on muodostettu
hyperspektri- ja virikarttakuvat korostaen ramansiirtymén arvolla 1653 cm™! sijaitsevan pii-
kin intensiteettid. Kuvassa 10 on muodostettu vastaavat kuvat korostaen ramansiirtymén ar-
volla 835 cm™! sijaitsevan piikin intensiteettii. Muille kohdille muodostetut kuvat ovat liit-

teissd 1 ja 2.
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Mitattu CARS-signaali, véarikartta L Mitattu CARS-signaali, hyperspektrikuva
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15 . 15 .
20 20
25 . 25 .
30 : 30 :
35 . S ' 35
10 20 30 10 20 30
Laskettu Raman-signaali, vérikartta Laskettu Raman-signaali, hyperspektrikuvla
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Mitattu Raman-signaali, varikartta Mitattu Raman-signaali, hyperspektrikuva
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Kuva 9: Ramansiirtymén arvolla 1653 cm™! sijaisevan piikin intensiteetin perusteella las-
ketut hyperspektri- ja virikarttakuvat proteiinipisaralle. Ensimmdiselld rivilli on normite-
tusta CARS-signaalista Sy, muodostetut kuvat, toisella rivilld lasketusta Raman-spekiristé

Im [ x(3)] muodostetut kuvat ja alimmalla rivilld mitatusta Raman-spektristéd Igq, muodos-
tetut kuvat.
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Mitattu CARS-signaali, varikartta Mitattu CARS-signaali, hyperspektrikuva
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Kuva 10: Ramansiirtymin arvolla 835 cm™! sijaisevan piikin intensiteetin perusteella las-
ketut hyperspektri- ja virikarttakuvat proteiinipisaralle. Ensimmdiselld rivilli on normite-
tusta CARS-signaalista Sy, muodostetut kuvat, toisella rivilld lasketusta Raman-spekiristé
Im [ x(3)] muodostetut kuvat ja alimmalla rivilld mitatusta Raman-spektristéd Igq, muodos-

tetut kuvat.
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6 Johtopiditokset

6.1 Tulosten tulkinta

Kuvassa 7 verrataan CARS-signaalista laskettua Raman-spektrid mitattuun Raman-spektriin
proteiinipisaran keskustassa. Kuvan perusteella laskettu spektri noudattaa mitatun spektrin
muotoja. Verrattaessa mitattuun Raman-spektriin huomataan, ettd lasketun spektrin inten-
siteetin vaihtelu ei kayttdydy tdysin samalla tavalla kuin mitatun spektrin, miki voi johtua
spektriin jddneestd modulaatiovirheestd. Kuvan perusteella voidaan todeta, ettd kaytetyilld
menetelmilld on saatu estimoitua muodoiltaan varsin tarkka Raman-spektri kyseiselle pro-

teiinipisaran pisteelle.

Kuvassa 8 verrataan CARS-signaalista laskettua Raman-spektrid mitattuun Raman-spektriin
proteiinipisaran ulkopuolella, eli mittauksissa on mukana pelkin taustan spektri. Kuvassa
nihdédn, ettid sekd mitattu ettéd laskettu spektri on hyvin kohinainen eiki yksittiisid piikkejd
erotu. Ndma havainnot ovat ymmarrettavid kun tiedetdin, ettd mittaukset kuvaavat taustaa ei-
ki molekyylisidoksista johtuvia yksittdisid piikkejd myoskdin odoteta ilmestyvén. Laskettu

spektri ndyttidisi myods noudattavan padsddntdisesti mitatun spektrin muotoja.

Spektriaineistosta muodostetuista hyperspektrikuvista huomataan, ettd lasketulla Raman-
spektrilld saavutetaan hyvin samankaltaisia tuloksia mitatun Raman-spektrin kanssa, kun
tutkitaan ramansiirtymén arvoilla 1653 cm ™! (amidi I) ja 1021 cm™! (fenyalanyyni) sijaitse-
van spektripiikin intensiteetti. Ramansiirtymin arvoilla 835 cm ™! (tyrosiini) ja 1238 cm™!
(amidi IIT) sijaitsevien spektripiikkien intensiteetin perusteella kootuissa hyperspektrikuvis-
sa havaitaan eroja mitatun ja lasketun Raman-spektrin vililli. CARS-signaalista lasketun
Raman-spektrin hyperspektrikuvat niilld ramansiirtymin arvoilla eivdt muodosta yhté selke-
44 kuvaa proteiinipisaralle kuin mitatulle Raman-spektrille muodostetuissa kuvissa. Proteii-
nipisaran keskus voidaan kuitenkin tunnistaa ndistd kuvista selkeésti, mutta pisaran reunoja

ei voi tunnistaa yhti tarkasti kuin mitatun Raman-spektrin tapauksessa.

6.2 Pohdintaa

Tuloksien perusteella kdytettyjen matemaattisten menetelmien avulla saadaan estimoitua
kohtuullisen tarkka Raman-spektri CARS-mittauksista. Laskettu Raman-spektri noudattaa
varsin hyvin mitatun Raman-spektrin muotoja, etenkin suurten spektripiikkien kohdalla. Las-
ketun Raman-spektrin intensiteetti ei kuitenkaan skaalaudu tiysin suoraan mitattuun Raman-
spektriin, mikd voidaan huomata kuvassa 7. Tdmaé voi johtua esimerkiksi spektriin jadneestd
taustavirheestd. Laskennan yhteydessi WP-hajotelman yksityiskohtakomponenttien valin-

ta on tehty manuaalisesti, mikéd voi selittdd tietyt virheet lasketussa spektrissd. Lasketulle
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Raman-spektrille olisi voinut myd6s suorittaa uuden taustankorjauksen WP-algoritmilla vir-

heen poistamiseksi.

Hyperspektrikuvien muodostamisessa virhettd on voinut tuottaa spektripiikkien tulkinta.
Tyossd spektripiikkejd tutkittiin ainoastaan intensiteetin suhteellisella arvolla vertaamalla
tarkasteltavan kohdan intensiteettia muuhun spektriin. Parempia tuloksia ja tarkempia ku-
via voisi saadaa kehittyneemmailld spektripiikkien tulkinnalla. Eréds esimerkki kehittyneem-
mistd spektripiikkien tutkimisesta on tarkastella spektrin differenssid ja paikantaa nidin ne

kohdat, joissa intensiteetti kasvaa tai pienenee huomattavasti.

WP-algoritmin emoaallokkeen valinnan olisi myos voinut tehdé toisin kdyttiden jotain muuta
emoaalloketta kuin 16. asteen Daubechies-aalloketta. Erds kiinnostava jatkotutkimuskohde
olisi selvittidd optimaaliset kiytettdvit yksityiskohtakomponentit sekd emoaallokkeet vertaa-
malla laskettua ja mitattua spektrid keskenédén. Jokaiselle aineiston mittaspektrille olisi nédin
ollen mahdollista midrittdd optimaaliset parametrit, ja vertaamalla eri spektrien parametreji
keskenddn on mahdollista analysoida kiytettivid menetelmid syvéllisemmin ja 16ytdd par-

haat parametrit kdytettivéksi yleisesti Raman-spektrien laskentaan.
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Liite 2 Hyperspektrikuvat 1238 cm~! kohdalla
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