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Kaksoisfotoniviritys on ilmio, jossa kaksi lihes samanaikaisesti molekyyliin saapu-
vaa fotonia virittda elektronin ylemmélle energiatilalle. Elektronin palatessa perusti-
laansa se emittoi fotonin, jonka aallonpituus eroaa virittdvien fotonien aallonpituu-
desta. Kaksoisfotoniviritystd voidaan hyodyntidd esimerkiksi diagnostiikassa, jossa
sen avulla kyetdan médrittdmaan nayteliuoksessa olevien antigeenien maaré ja ndin
selvittamadn onko néytteessd jotakin tiettyd taudinaiheuttajaa.

ArcDia International Oy Ltd:n kaksoisfotoniviritykseen perustuvassa diagnostiik-
kalaitteessa kaytetddn viritykseen lasersadettd. Talla hetkelld tuotannossa olevissa
laitteissa lasersdteen poikkeuttamiseen nayteliuoksessa kdytetdan kahta pietsosidh-
koiseen ilmitén perustuvaa skanneripeilid. Téassd opinndytetyossé selvitettiin, olisiko
mahdollista kiyttad ndiden peilien sijasta yhtd MEMS-peilid (engl. micro-electro-
mechanical-mirror).

MEMS-peilia varten tehtiin optiselle poydélle koejérjestely, jossa kahden linssin avul-
la suurennettiin MEMS-peililta objektiiville saapuva laserside. Sopivien polttovilien
linssit péaateltiin kokeellisesti. MEMS-peilid kontrolloimiseen kiytetty ohjelmisto oli
alussa Arduino IDE ja myShemmaéssé vaiheessa Vivado Design Suite. MEMS-peilid
ja koejarjestelyd testattiin mittaamalla mikropartikkeleja sisaltivistd liuoksesta se-
k& partikkeleista siroavaa laservaloa ettd fluoroforeista emittoitunutta valoa.

Peilin tarkkuuden ja liikkeen tutkimiseksi mitattiin sirontaa my&s skannaamalla mik-
rokokoluokan hilaa ja mitta-asteikkoa. Samalla kun peilid liikuteltiin, tallennettiin
eri kohdista saatu sirontasignaali datavektoriin. Sirontasignaalit, joiden spatiaalinen
jarjestys datavektorissa tiedettiin, koottiin mustavalkokuviksi ja niitd kuvia tarkas-
telemalla péateltiin peilin liikkeen olevan tarpeeksi tarkka tarkasteltavana olevaan
laitteistoon.

Lopputuloksena paateltiin MEMS-peilin olevan teoriassa sopiva kiytettaviksi piet-
soskannereiden tilalla, mutta tdmén opinnéytetyon puitteissa koejérjestelyi ei saatu
toimimaan niin hyvin kuin nykyisin tuotannossa olevia laitteita. Ongelmia aiheut-
ti erityisesti koejdrjestelyn herkkyys esimerkiksi rakennuksen liikkeille. Erityisesti
sirontasignaalien laatu ei ollut niin hyva kuin olisi toivottu, mutta mahdollinen jat-
kotutkimus tai vakaampi koejérjestely voisivat ratkaista ongelman.
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Johdanto

Akuutti hengitystieinfektio on ihmisten yleisin sairaus kaikkialla maailmassa riippu-
matta idstd tai sukupuolesta [1]. On arvioitu, ettd akuutit hengitystieinfektiot, joi-
hin luetaan kaikki tavallisesta nuhakuumeesta influenssaan, aiheuttavat vuosittain
noin 4 miljoonaa kuolintapausta koko maailmassa. Ne ovat myos alle viisivuotiai-
den lasten yleisin kuolinsyy |2], ja voivat aiheuttaa suuria epidemioita. Epidemioista
viimeaikaisin on Covid-19 koronaviruksen aiheuttama pandemia. Hengitystieinfek-
tioiden lisdksi suolistoinfektiot ovat yleisimpié infektioita. Ne ovat yksi suurimmista
kuolinsyisti etenkin kehittyvissd maissa, ja alle viisivuotiaiden lasten kuolemista
koko maailmassa ne selittiviit 15 prosenttia [3].

Hengitystie- ja suolistoinfektioihin otetuista antibiooteista suuri osa otetaan tur-
haan, silld usein infektion aiheuttaja on virus tai antibiooteille resistentti bakteeri.
Laakarilla on paine méaratéd antibiootteja heti potilaalle, vaikka infektion aiheuttaja
ei olisikaan tiedossa, silld usein keskuslaboratorioon ldhetettyjen naytteiden kasit-
telemisessd ja tutkimisessa menee kauan, ja taudinaiheuttaja saadaan selville vasta
pitkdn ajan kuluttua [4]. Tadm4 sekd altistaa potilaat turhaan antibioottien sivuvai-
kutuksille ettd edistdd antibioottiresistenttien bakteerien lisdédntymista.

ArcDia International Oy Ltd:n paédtuote on kaksoisfotoniviritteiseen fluoresens-
siin perustuva nopea potilaslahtéinen diagnostiikkalaitteisto, jonka avulla voidaan
selvittdéd taudinaiheuttaja yhden vastaanottokiynnin aikana. Testin avulla ladkéri
voi perustaa paatoksensi potilaan hoidosta spesifiseen diagnoosiin. Samalla testi-
paneelilla, jossa eri taudinaiheuttajat mitataan eri kuopista, voidaan nykyiselldén
méarittda yli kymmenen eri virusta tai bakteeria hengitysteisté otetusta néiytteesta,
ja suolistoinfektioiden tapauksessa viisi eri virusta ja bakteeria samasta ulostendyt-
teestd [5]. Antibioottien turhan kiyton liséksi oikean taudinaiheuttajan tietdminen
vahentda potilaan pelkoa sairaudesta, auttaa oireita lievittavin ja kroonistumista es-

tavan hoidon madramisté ja helpottaa myos esimerkiksi epidemiologisia ennustuksia.



1 Teoreettinen osuus

1.1 Kaksoisfotoniviritteinen fluoressenssi

Kun tarpeeksi suurienerginen fotoni tormia atomiin, pystyy se virittdméain elekt-
ronin ylemmaille energiatasolle. Tamé viritys voi tapahtua, kun fotonin luovuttama
energia on sama tai suurempi kuin energia-aukko elektronin perustilan ja viritty-
neen tilan vililld. Kaksoisfotonivirityksessa tdhan viritykseen osallistuu kaksi ldhes
samanaikaisesti atomiin torméivad fotonia, joiden yhteenlaskettu energia riittda vi-
rittdmadn elektronin ylemmélle tasolle. Talloin yksittdisen fotonin energia voi olla
alhaisempi kuin energia-aukon koko. Kvanttimekaanisesti ensimmaéinen fotoni virit-
tda elektronin tdmén perustilaa korkeammalla olevalle virtuaalitilalle, ja toinen foto-
ni nostaa elektronin talta véliaikaiselta virtuaalitilalta lopulliselle uudelle energiata-
solle [6]. Virtuaalitila on molekyylin energiatilojen superpositiotila, eikd ominaistila,
kuten perustila ja lopullinen virittynyt tila [7].

Kun elektroni palaa virittyneeltd tilalta takaisin perustilalleen, se emittoi fo-
tonin, jonka aallonpituus riippuu virittyneen tilan ja perustilan energiaerosta. Jos
tadma viritystilan purkautuminen tapahtuu lahestulkoon heti elektronin virittymisen
jalkeen, kutsutaan tapahtumaa fluoresenssiksi, ja jos taas elektronin virittymisen ja
viritystilan purkautumisen vélilli on hetki aikaa, on kyseessd fosforesenssi. Fluore-
senssissa spinin multiplisiteetti ei muutu, toisin kuin fosforesenssissa, jossa spinin
multiplisiteetti muuttuu usein tripletisti singlettitilaksi tai toisinpéin. Spinin mul-
tiplisiteetin muuttuminen aiheuttaa emittoinnin viiveen [8].

Kuvassa 1 on kaksoisfotoniviritteistd fluoresenssia kuvaava skemaattinen Ja-
blonskin energiadiagrammi. Kohdassa 1. ensimmaéinen fotoni virittaa elektronin pe-

rustilalta Eq virtuaalitilalle V' ja toinen fotoni lopulliselle viritystilalle E;. Kohdassa



2. taas kuvataan viritystilan purkautuminen, jolloin elektroni palaa takaisin perusti-
lalleen ja emittoi fotonin, jonka aallonpituus on virittdneisiin fotoneihin verrattuna

pienempi.
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Kuva 1: Kaksoisfotoniviritteisen fluoresenssin skemaattinen energiadiagramimi.

Kaksoisfotonivirityksen ratkaiseva ero yksittdisen fotonin aiheuttamaan viritykseen
on se, ettd absorboidun yksittiisen fotonin energia voi olla paljon alhaisempi kuin
vain yhdelld fotonilla tapahtuvassa virittymisessa. Kaksi erillistd absorboitavaa fo-
tonia kuitenkin aiheuttavat sen, ettd lopulta emittoidun fotonin energia on samaa
suuruusluokkaa kuin yhdelld energeettisemmélla fotonilla tapahtuneessa viritykses-
sa. TAalloin virittavien fotoneiden erotteleminen emittoiduista elektroneista optisilla
suotimilla on helppoa ja emittoituneiden fotonien méiré pystytadn mittaamaan tar-
kasti [6]. Téta ilmiotéd, missd emittoituneen fotonin aallonpituus eroaa virittédneen
fotonin aallonpituudesta, kutsutaan Stokesin tai anti-Stokesin siirtyméksi [9].

Toinen etu, mikd kaksoisfotoniviritykselld on yhdelld fotonilla tapahtuvaan vi-



rittymiseen nidhden on se, ettd virittdmiseen tarvittava aallonpituus voi olla niin
pitkd ettei se aiheuta ylimaardistd fluoresenssia esimerkiksi ndytettd ymparoivasta
liuoksesta. Pidempi aallonpituus ei myos aiheuta vahinkoa biologiselle naytteelle,
jos kaksoisfotoniviritystd kiytetddn biologisen aineen kuvantamiseen. Kaksoisfoto-
nivirityksessd kidytetddn yleensd punaisen valon tai ldhi-infrapuna-alueen eli NIR-
sateilyn (engl. near infrared) aallonpituuksia virittdmaén sellaisia fluoroforeja, jotka
vhdellé fotonilla viritettiessa viritetdén lyhyen aallonpituuden ultraviolettisiteilylla
(engl. deep ultraviolet), ultraviolettisiteilylla tai lyhyiden aallonpituuksien nikyvl-
14 valolla. Lyhyilld ultraviolettiaallonpituuksilla, jotka késittavit alle 300 nanomet-
rin aallonpituusalueen siteilyn, virittdminen aiheuttaa valovaurioita eldvid soluja

kuvannettaessa [10][11].

1.1.1 Matemaattinen malli

Teoreettinen malli kaksoisfotoniviritykselle esitettiin jo vuonna 1931, kun Maria
Goppert-Mayer kisitteli aihetta viitoskirjassaan. Viritys tapahtuu virittyvin atomin
tai molekyylin ja virittdvin sdhkémagneettisen kentén vuorovaikutuksen johdosta,
ja tdmé prosessi voidaan kuvailla kdyttden aikariippuvaista Schrodingerin yhtaloa.
Tamén yhtdlon Hamiltonianissa, eli energiaoperaattorissa, on elekronin dipolin vuo-
rovaikutustermi EW - T, jossa 57 on fotonien sihkdkenttivektori ja 7 paikkaoperaat-
tori. Yhtdlo voidaan ratkaista perturbaatioteorian avulla, jolloin kaksoisfotonivirit-
teisesséd tapauksessa transition todennédkdoisyys perustilan |i) ja virittyneen tilan | f)

valilla

2

P Z<f\E7F|m><m]E7F]Z> 7 (1)

Ey — Em

missd e, on fotonin sdhkémagneettiseen kenttivektoriin Eﬁ, liittyva energia ja sum-
ma lasketaan kaikkien perustilan ja virittyneen tilan vililla olevien tilojen m yli.

Muuttuja &,, on perustilan ja tilan m vélinen energiaero [6].



Absorptiovaikutusala kuvaa absorption todennékoisyyttéd hiukkassysteemisséa. Ab-
sorptiovaikutusalan yksikkd on cm?s, ja 1-107°° cm?s tunnetaan nimelld yksi Goppert-
Mayer eli GM [12]. Jos molekyylin perustilan ¢ ja virtuaalitilan j vilinen absorp-
tiovaikutusala on o;;, virtuaalitilan ja lopullisen virittyneen tilan f absorptiovaiku-

tusala o ja 7; virtuaalitilan kestoaika, kaksoisfotonivirityksen absorptiovaikutusala
O9 = 04;0;fT;. (2)

Virtuaalitilan kestoaikaa voidaan arvioida Heisenbergin epitarkkuusperiaatteel-

la, silld 7;:n pitaa olla tarpeeksi lyhyt, jotta se ei riko energian sailymislakia. Talloin

L 1
TAw Jwy — W

: (3)

Tj

missd w;; on transitiotaajuus ja w virittdvan fotonin taajuus. Jos w;; on elektronin
transitiotaajuus ja arvioidaan, ettd perustilan ja virittyneen tilan energiaero ei ole
suuri, virtuaalitilan 7; kestoaika on 107'5-107'¢ s. Absorptiovaikutusalan laajuus

taas kaksoisfotonivirityksessi on noin 10749 ¢m? s/fotoni |7].

1.2 Konfokaalimikroskopia

Konfokaalimikroskopia on erityisesti biologiassa kiytetty kuvantamismenetelmi, jos-
sa pystytdan kuvaamaan ohuita leikkeitd nédytteestd ja estimadan muualta kuin fokus-
tasolta tulevan siteilyn havaitseminen. Konfokaalimikroskoopissa on tavallisesta va-
lomikroskoopista poiketen mikroskoopin kokoojalinssin tilalla objektiivilinssi, ja sen
valaistuskenttid (engl. field of illumination) sdddelldén erillisen neulanreifin (engl.
pinhole) avulla. Alkuperdisen konfokaalimikroskoopin idean keksi Marvin Minsky
vuonna 1957 Harvardin yliopistossa, mutta tdmén jilkeen konfokaalimikroskooppe-
ja on kehitetty lukuisia erilaisia niin, etté niille kaikille yhteistd on ldhinné valonsa-
teen rajoittaminen neulanreiilld tai ohuella raolla. Laserviritteisessd konfokaalimik-

roskoopissa valonldhteend kiytetdin laseria, joka tuottaa koherentin ja yhdensuun-



taisen valonsédteen ja pystyy virittdm#ddn kuvantamisen kohteena olevan ndytteen
molekyyleja saaden aikaan fluoresenssi-ilmion.

Vaikka konfokaalimikroskoopilla saavutettava resoluutio onkin tavallisen valo-
mikroskoopin luokkaa, silld on kuitenkin huomattavasti suurempi kyky tuottaa kont-
rastiltaan parempia kuvia. Konfokaalimikroskoopilla saadaan myos néiytteestd otet-
tua useita syvyyssuuntaisia leikkeité, jotka voidaan signaalinkésittelyohjelmalla muun-
taa yhdeksi kolmiulotteiseksi kuvaksi. Téaméan vuoksi konfokaalimikroskoopin suu-
rimmat sovelluskohteet ovat biologisten kudosten ja mikrobien kuvantamisessa, jois-
sa usein tirkedd on saada kolmiulotteinen kuva néytteestd. Konfokaalimikroskopial-
la pystytdan myos ottamaan esimerkiksi kuvia eldvistd soluista ilman, ettd ndyte
kérsii. Tamén vuoksi se on tarkedssa roolissa biologisten prosessien kuvantamisessa

13].

1.2.1 Konfokaalimikroskoopin optiikka

Kuvassa 2 on yksinkertaistettu konfokaalimikroskoopin periaate.

Kuva 2: Yksinkertainen konfokaalimikroskoopin optinen polku [13].

Kuvassa 2 valo tulee vasemmalta puolelta ja kulkee sen jdlkeen ensimmaéisen neu-
lanreidn A ldpi. Kokoojalinssi C muodostaa kuvan neulanreidstd naytteen S keskelle
konfokaalipisteeseen D. Objektiivilinssi O muodostaa pisteestd D kuvan toiseen neu-
lanreikddn B. Tamé& neulanreikd on neulanreidn A ja pisteen D kanssa konfokaalinen

eli neulanreidt A ja B kuvautuvat samaan pisteeseen D ndytteessi. Kuvassa oleva



piste E, joka ei ole ensimméisen neulanreiin vuoksi fokuksessa saa huomattavas-
ti vihemman valaistusta kuin piste D. Tall6in vain pisteestd D saatu kuva padtyy
neulanreian B kautta valonmonistinputkelle tai muulle valonilmaisimelle P. Lisdksi
suurin osa niytteen pisteestd D ja sen ympéristostd sironneesta siteilysté ei lapéise
toista neulanreikié B, joten valomonistinputkelle paétyy vain tarkalleen kohdasta D
saatu kuva. Jos neulanreikd B on lisdksi vield tarpeeksi pieni, vihentidé se kohdasta
D saatuja diffraktiorenkaita ja néin mikroskoopin resoluutio paranee. Kun naytetta
S skannataan liikuttamalla sitd, saadaan valomonistinputkelle eri ndytteen kohdista
signaali. Namé skannatut pisteet Dy, Dy, D3 jne. voivat olla optista polkua vasten
lateraalisessa tasossa tai aksiaalisessa tasossa valonsdteen suuntaisesti. Kun lopuksi
nidytteen eri pisteistd saadut signaalit yhdistetddn tietokoneella ja tiedetddn mita
spatiaalista pistettd minkdkin vahvuinen signaali vastaa, saadaan lopulta niytteesta
koostettua kuva [13].

Kuvassa 2 mikroskoopin toiminta perustuu tavalliseen naytteen skannaamiseen
samalla tavalla kuin valomikroskoopissa, mutta samaa periaatetta voidaan kayttaa
my0s fluoresenssiin perustuvassa mikroskoopissa. Téllaista mikroskooppia kéytet-
tdessd kuvattavassa néiytteessd tulee olla sellaisia molekyylejé, jotka voivat virittya
tulevasta séteilystd. Kun viritystilat purkautuvat, ndytteessé olevat molekyylit emit-
toivat fotoneja, jotka voidaan taas havaita valonilmaisimella ja koostaa signaaleista
samalla tavalla kuva kuin edella.

Kuvassa 3 on skemaattinen kuva téllaisen fluoresenssiin perustuvan konfokaali-
mikroskoopin yhdestd mahdollisesta rakenteesta. T#ssd kuvassa oikealta tuleva viri-
tysvalo kulkee ensin kahden linssin lapi, jotka suurentavat sidetta ja heijastuu sitten
dikroistisesta peilistd. Dikroistinen peili poikkeaa tavallisesta peilista siten, ettid se
heijastaa tietyn aallonpituusalueen valoa ja padstdd muun aallonpituusalueen valon
lavitseen. Dikroistisen peilin jilkeen sdde johdetaan kahteen peiliin, joista toista voi-

daan liikuttaa X- ja toista Y-suunnassa. Ndiden skanneripeilien jialkeen sdde kulkee



vield kahden linssin 1dpi joiden tarkoitus on saada valonsdde tulemaan viimeiselle
objektiivilinssille samaan paikkaan, mutta eri kulmissa, jolloin objektiivilinssi koko-
aa siteen niytteeseen. Polttopisteen paikka néytteen tasossa (kuvassa engl. object

plane) riippuu téstd kulmasta [13].

detector

filter
pinhole (secondary image plane)

\ / ’,/ beam expander filtering
: device

— iris iris
1 /
) ; - light
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Kuva 3: Yksinkertaistettu fluoresenssiin perustuvan konfokaalimikroskoopin optinen

polku [13].



1.3 TPX-teknologia

TPX-teknologia on Turun yliopiston Biofysiikan laboratoriossa kehitetty kaksoisfo-
toniviritteiseen fluoresenssiin perustuva tapa méarittda mikropartikkeliin kiinnitty-
neiden bioaffiniteettikompleksien madrd. Tatd maaritystd kiyttamalld voidaan liu-
oksesta, joka sisdltdd esimerkiksi hengitystieinfektiosta kirsivin ihmisen limaa, sel-
vittdd mitd taudinaiheuttajaa eritteessé on.

Mittaukset tehdaén liuoksesta, joka sisiltéa kiintedné faasina mikropartikkeleita,
eli vasta-aineilla pééllystettyjd pallomaisia polystyreenipartikkeleita, joiden halkai-
sija on kolme mikrometrid [14]. Vasta-aineet, joita kutsutaan myos immunoglobulii-
neiksi, ovat immuunijérjestelmén tuottamia proteiineja. Nama proteiinit tunnistavat
ja kiinnittyvat immuunijarjestelmén ulkopuolisiin aineisiin, joita kutsutaan antigee-
neiksi [15]. Kuvassa 4 keskelld oleva ympyra kuvaa pallomaista polystyreenipartik-
kelia (engl. solid phase with antibodies). Kun samaan liokseen lisdtdén néytetta,
joka mahdollisesti sisdltda mitattavaa kohdemolekyylid, ndytteen antigeenit kiinnit-
tyvat tassd mikropartikkelissa oleviin vasta-aineisiin. Kuvassa 4 mikropartikkeliin
kiinnittyneitd antigeeneja kuvaavat viisikulmiot. Néihin taas kiinnittyy fluoresoi-
villa komponenteilla, eli fluoroforeilla, leimattuja vasta-aineita, joita on myos ollut
alkuperdisessi mikropartikkeliliuoksessa. Fluoroforeja kuvataan tdhdilld kuvassa 4.
Lopuksi mikropartikkeleihin kiinnittyneiden fluoresoivien aineiden méara on siis suo-
raan verrannollinen partikkeleihin kiinnittyneiden taudinaiheuttajien méadradn [16]
[17].

TPX-teknologiassa tatd liuosta skannataan fokusoidulla laserséteelld, joka on
aallonpituudeltaan ja teholtaan sopiva virittaméaédn liuoksen fluoroforit. Talla het-
kella tuotannossa olevissa laitteissa skannaus tehddin kahdella pietsosdhkéiseen il-
mi6on perustuvalla skanneripeililla, joista toinen poikkeuttaa sddettd X- ja toinen
Y-suuntaan. Ndiilld saadaan lasersidde liikkumaan liuoksessa nopeasti sdannoéténta

Lissajous-kuviota, joka peittdd koko skannausalueen. Kun mikropartikkeli osuu la-



10

—
N
Antigen
lid phase wi
antibodies
@ 3 um
Y=t N
\ @5 um
Fluorophore

labelled antibody

Kuva 4: Skemaattinen kuva analyyttien kiinnittymisestd kiintedén faasiin [17].

sersiteeseen, havaitaan valonilmaisimella partikkelista sironneet virittdvan valon fo-
tonit. Valonilmaisimen edessi on konfokaalisesti kohdistettu neulanreiki, joka estaé
muun kuin fokuksesta tulevan valon pdasyn ilmaisimelle. Kun partikkeli on havaittu,
skannerit pysdytetdin ja optisten voimien annetaan vetdd mikropartikkeli fokuksen
lapi [16]. TAmé optinen kaappaus perustuu siihen, ettd kun pallomainen partikkeli,
jonka taitekerroin on suurempi kuin sen ulkopuolella olevan liuoksen taitekerroin,
heijastaa siteilya, heijastuneen fotonin litkem#dra muuttuu. Liikemadran sdilymis-
lain mukaan partikkelin liitkem&drd muuttuu saman verran, mutta vastakkaiseen
suuntaan. TAdmé voima tyontad partikkelia lasersidteen polttopisteen lapi [13].

Kun mikropartikkelista havaitaan sirontaa, aletaan rekisteroida partikkelista tu-
levaa fluoresenssisignaalia. Jos mikropartikkeliin on kiinnittyneené fluoroforeja, vi-
rittdd laserside ndméd ylemmille viritystiloille, jotka purkautuvat heti. Viritystilan
purkautuessa fluorofori emittoi fotonin, jonka aallonpituus on kaksoisfotonivirityksen

mukaisesti pienempi kuin saapuneen lasersiteen aallonpituus. Tilla tavalla emittoi-
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tuneet energeettisemmat fotonit havaitaan muun aallonpituusalueen fotonit suodat-
tavan valomonistinputken avulla ja havaituista signaaleista voidaan paitelld mikro-
partikkeleihin sitoutuneiden fluoroforien méaara ja néin liuoksessa olevien antigee-

nien médrd. Kuvassa 5 on kaavakuva mittauslaitteistosta [14].

Cuvette
Focus- I 0.75 NA
scanncr Lens
Scanner BS

\W
N

DM —i=py

[Laser

1 F
— Microparticle
E detector

Kuva 5: TPX-teknologiaan perustuva mittauslaitteisto [14].

Kuvassa 5 laserside, jonka aallonpituus on 1,064 mikrometrié, kulkee ensin puolilé-
péisevan peilin BS ldpi (engl. beamsplitter) toiselle, dikroistiselle, peilille DM (engl.
dichroistic mirror), joka heijastaa vain tietyn aallonpituusalueen séteilya. Laserside
heijastuu tésté ja kulkee skannerille, jona voi toimia yksi tai kaksi poikkeutettavaa
peilid. Ennen kyvetissé olevaa linosta laserside kulkee objektiivilinssin ldpi, joka ko-
koaa séiteen polttopisteeseensé. Jos side siroaa mikropartikkelista fokuksessa, kulkee
sironnut valo takaisin optista polkua pitkin peilille BS, joka heijastaa téltd puolel-
ta tulevan siteilyn neulanreiin kautta havaitsijalle. Jos taas polttopisteessi olevassa
mikropartikkelissa tapahtuu virittyminen ja fotonin emittoiminen, kulkee emittoitu-

nut fotoni peilin DM ja emissiosuotimen F 14pi valomonistinputkelle PMT (PMT =
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photomultiplier tube). Emissiosuodin estdé laserin aallonpituuksien pé#syn valomo-
nistinputkelle, mutta paastdd kaksoisfotonivirityksessd emittoidut fotonit lavitseen.
Hajavalon havaitsemista vihentdd myos valomonistinputken IR-séateilya lahelld oleva
herkkyysalue.

Menetelmén hyvé puoli on se, ettd mikropartikkeleiden kiytto kiintednéd faasi-
na on kiytdnnollisempi ja kustannustehokkaampi kuin tekniikat, joissa kiintedné
faasina on koeputken seinid paéllystéavit vasta-aineet [14]|. Kaksoisfotonivirityksen
etu yhdelld fotonilla tapahtuvaan viritykseen on se, ettd kaksoisfotonivirityksella
padstadn syvemmélle fluoroforiin ja emittoituneiden fotonien aallonpituusjakauman
ero virittdvien fotoneiden aallonpituuksiin mahdollistaa tarkan fotonilaskennan [18].
TPX-mittauksessa olevissa mikropartikkeleissa ja koettimena voi olla myd6s erilaisia
vasta-aineita, jolloin niytteestd voidaan etsid useampaa kohdetta. Laserin aallon-
pituus on myos sellainen, ettd se ei absorboidu hyvin biologiseen aineeseen ja ei
nidin tuhoa sitd, joten teknologian kdyttd esimerkiksi kokonaisten solujen mittaa-
miseen on mahdollista [14]. Teknologian suorituskyky ei myos riipu tilavuudesta,
jolloin jo pieni méira tutkittavaa ainetta riittdd. Liuosta mitattaessa on myos mah-
dollista erottaa liuostaustan aiheuttamat signaalit ja erottaa ndmé mikropartikke-
leista tulevista signaaleista, jolloin linostaustan vaikutus lopputulokseen pystytain

kompensoimaan[17].

1.4 MEMS-peili

MEMS-peilit (engl. micro-electro-mechanical-system, MEMS) ovat mikromittaluo-
kan peilejd, joiden kulmaa peilin normaaliin ndhden pystytddn muuttamaan ulkoi-
sen jannitteen avulla. Peilejd on vain Y- tai X- akselin suuntaan kdantyvid, seka
molempiin suuntiin kddntyvid, mutta yhteistd niille kaikille on pieni koko ja nopea
liikuteltavuus. MEMS-peileissd heijastava pinta on kiinnitetty tai hoyrystetty suo-

raan substraattiin, jota liikutellaan. Nimensd mukaisesti komponentin koko voidaan



13

kuvata mikrometreissd, vaikka peilien halkaisija vaihteleekin kiyttotarkoituksen mu-
kaan nykyddn mikrometreistd joihinkin millimetreihin. Yhteen suuntaan kiddntyvissa
peileissa keskelld on sarana, joka kdadntad peilid kun saranan paissa oleviin elektro-
deihin johdetaan jannitettd [19]. On myos MEMS-peilejé, joiden toiminta perustuu
peilin ympérilld johtimissa kulkevien sdhkdvirtojen aiheuttaman magneettikenttaén.
Tami magneettikenttd aiheuttaa peilin kidfintymisen Lorentzin voimien vuoksi [20].

MEMS-peileilld on useita kiyttotarkoituksia, joista yleisimpid ovat esimerkiksi
lidar-sovellukset (engl. light detection and ranging), jotka kiyttavét optisia tutkia[21].
MEMS-peilid on kiytetty myos esimerkiksi optisella endoskoopilla biologisten kudos-
ten kuvantamisen apuna [18], interferometrisissi jarjestelmissa [22| ja aberraatioiden
korjaamisessa [23]. Ne ovat my0s yleistyméssé juuri konfokaalisissa mikroskoopeissa
korvaten aiempia esimerkiksi galvanometrisid tai pietsosdhkdiseen ilmiéén perustu-

via skanneripeilejd [24][25].

1.4.1 Mirrorclen MEMS-peili

Téasséd opinnéytetyossd tarkastellaan seki X- ettd Y-suuntaan poikkeutettavaa Mir-
rorcle Technologies Inc.:in MEMS-peiliskanneria. Tydssd kiytetty MEMS-peili oli
Integrated MEMS Mirror A5M24.2-2400AL, jossa heijastavan pinnan halkaisija oli
2,4 mm [26].

Mirrorclen MEMS-peili saa sisdéntuloina nelja eri analogista signaalia, jotka AD-
muunnin on muuntanut tietokoneelta SPI-viyldn (engl. serial peripheral interface)
kautta saaduista digitaalisista signaaleista. SPI-véyld on sulautetun laitteiston yksik-
ko, joka on vastuussa ulkoisten oheislaitteiden ja mikrokontrollereiden kanssa kom-
munikoinnista. Sen toiminta perustuu siirtorekistereihin, joita kiytettiessa tavujen
ldhettdmisen ja vastaanottamisen tiedonsiirtonopeus on korkea. SPI-viyld kayttéda
synkronoitua viestintad, silld databitit lahetetddn ja vastaanotetaan synkronoivan

kellon mukaisesti. Sellaisille mikrokontrollereille, joiden nastaluku ei ole suuri, SPI
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on suhteellisen yksinkertainen ja helppokéyttoinen [27].

Nelja analogista peiliin saapuvaa kanavaa vastaavat peilin negatiivista Y-suuntaa,
positiivista Y-suuntaa, negatiivista X-suuntaa ja positiivista X-suuntaa. Kun esi-
merkiksi negatiiviseen Y-kanavaan ajetaan signaalia, kidntyy peili negatiiviseen Y-
suuntaan akselinsa ympéri. Y- ja X-kanavat ovat peilissd tdysin identtisid. MEMS-
peili on nollapositiossa, eli ei kallistuneena mihinkiin suuntaan, kun jokaiseen nel-
jain eri analogiseen kanavaan ajetaan 80 voltin jannitettd. Peilin liike riippuu sii-
td, millaisia tdméan 80 voltin molemmin puolin olevia jannitteitd kanaviin ajetaan.
Jénnitteet ovat myos kytkoksissd toisiinsa, silld esimerkiksi kun negatiiviseen Y-
kanavaan ajetaan 90 voltin jinnitetta, taytyy positiiviseen Y-kanavaan ajaa 70 vol-
tin jAnnitettd, jotta jinnitteet ovat yhtd kaukana 80 voltista. Néin peili kddntyy oi-
kein, eikd sithen synny ylimdariisid jannitteitd. Kuvassa 6 on peilin X- ja Y-suuntien
kulmat jannite-eron funktiona. Tdmé jannite-ero on ero 80 voltin korkeajinnittees-

téi [28].

T T I T
X axis voltage vs. X axis mirror tilt
¥ axis voltage vs. Y axis mirror tilt

M2

L]

Mech. Mirror Tilt [deg]
=

1 1 1 i 1 |
150 100 50 0 50 100 150
DC Vdifference [\] at Vbias=80 [V]

Kuva 6: Peilin kulmat jannite-eron funktioina [29].
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Kuten kuvasta 6 huomataan, peilin mekaaniset kulmat kasvavat melko lineaari-
sesti jannite-eron funktiona ja peilin maksimikulmat ovat noin 5,8 asteen suurui-
set. Kuvassa 7 on esitetty peilin kiertosuunnat eri kanaville oikean kiden saintoé

kiyttden. Peili kidntyy X-suuntaan oikean kiden peukalon osoittamaan suuntaan,

_FE/E;_G‘.a

Y+ rotation

y-axis

3
.

‘L X-axis

X+ rotation

Kuva 7: Peilin kulmien kiertosuunnat [28]

kun positiiviseen X-kanavaan ajetaan nollapositiojannitettd korkeampaa jannitetta.
Y-suunnassa peili taas kddntyy oikean kdden peukalon osoittamaan suuntaan, kun
positiiviseen Y-kanavaan ajetaan nollapositiojdnnitettd matalampaa jannitetta.

Itse peilin lisdksi sen kiyttdmistd varten tarvitaan myds erillinen ajuri, joka kyt-
ketddn lattakaapelilla kiinni MEMS-peiliin. Kyseessd olevan peilin ajuri on tyypil-
tddn digitaalisen sisdfdntulon ajuri, jossa sisddintuleva signaali ajetaan SPI-viylaa
pitkin yhden piirilevyn tietokoneesta (engl. single-board computer, SBC).

Ajuri vaatii viiden voltin kdyttojédnnitteen, synkronointisignaalin, suodatin- ja
sarjakellosignaalit, datasignaalin seké signaalin, josta luetaan voidaanko ajuriin kyt-
ked korkeajénnitteet. MEMS-peili tarvitsee liikkkuakseen yli 80 voltin jannitteen ja

tata varten ajurissa on kytkenta jolla 5 voltin kiyttojannitteestd muodostetaan 200



voltin korkeajannite. TaAma korkeajannite sydtetdin MEMS-peilin ajuripiirin nelika-
navaiselle korkeajénnitevahvistimelle Microchip HV264:1le. Vahvistin vahvistaa DA-

muuntimelta tulevat matalat ohjausjannitteet, niin etta peileja saadaan liikutettua.

1.4.2 DA-muunnin

Peilin ajurin merkittdvin komponentti on DA-muunnin (engl. digital to analog con-
verter), joka muuntaa tietokoneelta tulevan digitaalisen lukuarvon analogiseksi jén-
nitteeksi. Muunnin on 16-bittinen (lukualue 0 - 65535) ja 4-kanavainen, sen tyyppi
on AD5664R ja valmistaja Analog Devices. Kuvassa 8 on DA-muuntimen lohkokaa-

vio, jossa nakyy nelja eri ulostulokanavaa A-D, joista tulevat jannitteet vastaavat

peilin kanavia X+, X-, Y+ ja Y-.
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DA-muuntimeen ldhetetyt signaalit peilin ajamiseen ovat vélin 0-65535 integer-
datatyypin numeroita, jotka vastaavat lopullisia peiliin ajettavia -70-230 voltin jan-

nitteitd. Ajurin datalehdessé on kaava peilin ajamiseksi nollapositioon, jossa ajurin

Kuva 8: DA-muuntimen lohkokaavio |30].
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kaikkiin kanaviin ajettava signaali

80V
D‘/go Vv = m : 65535, eli

= 26214,

jotta jokaiseen kanavaan ajetaan 80 voltin jadnnitetta. Jos peilin taas halutaan kaan-
tyvan jonkin kulman verran, tulee ensin kuvasta 6 lukea haluttua kulmaa vastaava
jannite-ero AV seki selvittda kuvan 7 avulla mihin suuntaan peilid kidnnetaan. Lu-
kemat, jotka asetetaan kanaviin X+, X-, Y+ ja Y-, saadaan seuraavista kaavoista,
joissa

AV
X+ =26214 + —— - 32
+ 6 +200V 32767,

AV
X—=26214 — —— - 32
6 500V 32767,

AV
Y+ =26214 — —— - 32 j
+ 6 500V 32767 ja

AV
Y — =26214 + —— - 32767.
6 +200V 32767

Néin esimerkiksi kun peili halutaan ajaa positiivisessa X-suunnassa kahden asteen
kulmaan ja Y-suunnassa pitda paikallaan, on X-suunnassa kuvasta 6 luettu jannite-

ero H0 volttia ja Y-suunnassa taas 0 volttia. Nyt ajettava signaali

50 V
X = 26214 + ¥ . 39767 ~ 344
+ = 26214 + o - 32767 A~ 34406,
50 V
X — 26214 — ¥ . 32767 ~ 18022
6 o+ 32767 ~ 18022,
Yo —26214 — 0¥ 39767 = 26214 ia
- 200 V - ]

Y%
Y — =26214 + —— - 32767 = 26214.
* 200 V
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2 Kokeellinen osuus

Opinndytetyon kokeellinen osuus toteutettiin ArcDia International Oy:ssd. Opin-
naytetyon tarkoituksena oli tutkia ArcDia International Oy:n diagnosointilaitteiston

pietsosdhkdiseen ilmioon perustuvien skanneripeilien korvaamista MEMS-peililla.

2.1 DMotivaatio ja lahtotilanne

Yhtion padtuote on kaksoisfotoniviritteiseen fluoresenssimééritykseen perustuva mo-
nianalyyttinen diagnosointilaite, jolla pystytdin madrittdméan keskuslaboratoriota-
son tarkkuudella muun muassa hengitystieinfektioiden ja suolistoinfektioiden taudi-
naiheuttajia nopeasti lihelld potilasta.

Laitteistossa taudinaiheuttajat tunnistetaan kappaleessa 1.3 kuvatun teknolo-
gian mukaisesti seké fluoresenssisignaalin ettd sironneen laservalon avulla linoksesta,
jossa on fluoresoivalla aineella merkittyja taudinaiheuttajia. Laitteistossa lasersidet-
ta poikkeutetaan kahden pietsosdhkoiseen ilmitoon perustuvan skanneripeilin avulla,
ja ndin saadaan aikaan lasersidteen nopea pyyhkiisymaiinen liike liuoksessa. Kun
liuoksessa oleva partikkeli osuu lasersidteen tielle, side siroaa partikkelista ja tAméa
sironnut valo havaitaan valodiodin avulla. Kun sironnut valo havaitaan, skannerit
pysiytetdan ja niiden viiveen kompensoimiseksi niitd otetaan hieman takaisinpiin,
jolloin lasersdteen pitdisi osua suoraan partikkeliin. Partikkeli pysyy hetken laser-
siteen fokuksessa optisten voimien vuoksi. Jos fokuksessa olevassa partikkelissa on
fluoresoivaa ainetta, saadaan tastd myds havaittua fluoresenssisignaali valomonis-
tinputken avulla. Skannerit ovat paikoillaan vihintd&n 40 millisekuntia ja jos tdné
aikana ei havaita fluoresenssisignaalia, skanneripeilien pyyhkiisyméinen liike jatkuu.
Jos taas fluoresenssisignaalia saadaan, peilit jatkavat liikettddn heti fluoresenssisig-
naalin pudottua eli partikkelin kuljettua fokuksen lapi. Peilejé ei kuitenkaan pideta
paikoillaan yli sataa millisekuntia, silla tdné aikana oletettavasti on jo saatu tarpeek-

si fluoresenssisignaalia. Sirontasignaali on siis tirked partikkeleiden havaitsemisen
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vuoksi, silld vasta sirontasignaalia havaittaessa rekisteroiddan fluoresenssisignaalia .

Optiikkaa pyrittiin uudistamaan, jotta sirontasignaali tunnistettaisiin helpom-
min ja jotta liuostaustan vaikutus fluoresenssisignaaliin olisi mahdollisimman va-
héinen. Liuostaustaa aiheuttavat esimerkiksi mikropartikkeleihin sitoutumattomat
leimatut vasta-aineet, niytteen mukana tullut biologinen materiaali ja esimerkiksi
polyhiukkaset. Muita haluttuja asioita uudistetulta optiikalta olivat tuotannollistet-
tavuus, helppo sidddettdvyys ja alhainen tarve uudelleensditamiselle. Toistettavuu-
den piti myo6s olla hyvi, silld samalla ndytteelld tehtyjen perdkkiisten testien tulee

antaa mahdollisimman sama tulos.

2.2 Optiikka

Kokeellisessa tyossa rakennettiin ensin optinen polku sirontasignaalille. Alun perin
laitteistossa oli kuvan 9 mukainen polku laservalolle. Divergoiva lasersiade, jonka pro-
fiili on Gaussinen, saapuu skanneripeileille ja peilien kulmista riippuen jatkaa mat-
kaansa kohti mahdollisimman 1dhella skannereita sijaitsevaa objektiivilinssié tietyssa
kulmassa. Linssi fokusoi sidteen pieneen tilavuuteen ndytteessé, joka on esimerkiksi
tarkasteltavana olevaa liuosta sisiltéva kyvetti tai kuoppalevyn kuoppa. Tilavuuden
pienentédmiseksi objektiivin sisddntuloaukko ylitdytetdédn, silli muuten objektiivin
numeerisesta aukosta kiytettiisiin vain osa, ja fokuksen koko kasvaisi erityisesti sy-
vyyssuunnassa. Téstd ylitdytostd seuraa, ettd mitd enemmaéan skannuskulma poik-
keaa keskiasennosta, sitd enemmén teho vaimenee ja kuvausvirheet kasvavat séteen

leikkautuessa epasymmetrisesti.
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Kuva 9: Tuotannossa olevan sirontasignaalin optinen polku. Kuva ei ole mittakaa-

vassa.

Laservalon polku on ollut laitteistossa siis huomattavan yksinkertainen. Tés-
si tyOssé sirontasignaalin optinen polku muutettiin mukailemaan kappaleessa 1.2.1
olevan kuvan 3 optista polkua, jossa skannereiden ja objektiivilinssin vélissa on kaksi

linssid. Kuvassa 10 on tidmé polku.

L Objektiivin
C o Linssi 2 aukko
MEMS-peili \( Linssi 1

Objektiivilinssi

fl fl fz

Kuva 10: Skemaattinen kuva uudesta optisesta polusta.

Kuvassa 10 kahden skanneripeilin tilalla on kahteen suuntaan poikkeutettava

Nayte
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MEMS-peili. Peilin jilkeen kuvassa lasersidteen polulle on asetettu vield kaksi ta-
sokuperaa linssid, joiden tasopinnat ovat vastakkain. Namé linssit sekd suurentavat
lasersateen sopivaksi mikroskoopin objektiivin sisddntuloaukkoa varten, ettd ohjaa-
vat siteen oikeaan suuntaan skanneripeilin liikkuttamisen jilkeenkin. Kuvassa f; tar-
koittaa ensimméisen linssin polttovilid ja fo toisen. Peilin ja ensimméisen linssin
etdisyyden tuli siis olla linssin polttovilin verran, jotta linssi kokoaa tulleen séteilyn
toiselle puolelle polttovilin etdisyydelld olevalle tasolle. Tasté tasosta taas etdisyy-
den toiselle linssille tuli olla toisen linssin polttovélin verran, jotta linssi 2 kokoaa
siteet taas objektiivin sisddntuloaukolle eli objektiivilinssille.

Uuden optisen polun etu vanhaan, yksinkertaiseen optiseen polkuun on kontrol-
loitu suurennos, silld kahden linssin polttovilit mairdaviat miten paljon lasersiteen

halkaisija on suurentunut objektiiville tullessa. Suurennos

vt
fi

eli esimerkiksi jos ensimmaéisen linssin polttovili on 20 mm ja toisen 60 mm, on
suurennos siis kolminkertainen. Suurennoksen kontrollointi on térkeda, silld laserin
teho on kiinted ja valonséiteen teho objektiivilinssin polttopisteessi vaikuttaa opti-
siin voimiin, jotka vetdvit mikropartikkeleita fokuksen lépi. Suurennoksella saadaan
sdddettyd tehon suuruutta objektiivin sisddntuloaukolla ja ndin myos objektiivin
polttopisteessa.

Toinen uuden optisen jarjestelméan ero vanhaan on se, ettd nyt lasersiteen saa-
minen kontrolloidusti tulemaan objektiivin sisadntuloaukolle ilman, ettd siteen leik-
kaantuminen riippuu kulmasta. Aikaisemmin pelkkiin sdteen luonnolliseen laajene-
miseen perustunut optinen polku on ollut my6s hyvin herkké etéisyyksien muutoksil-
le, mutta uudessa polussa eri linssiyhdistelmilld olisi mahdollista joko kasvattaa tai
lyhentda lasersiteen kulkemaa matkaa. Aiemmin laserséiteen on tdytynyt myds laa-

jentua ennen kuin se saapuu skanneripeileille, mutta jos systeemin pietsosdhkoiseen

ilmioon perustuvat skanneripeilit halutaan vaihtaa yhteen pieneen MEMS-peiliin,
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voi lasersidde olla edelleen huomattavan pieni peilille saapuessaan peilin pienen hal-

kaisijan vuoksi.

2.2.1 Koejarjestely

Kéytetty laser oli Nd:YAG-kidelaser, joka tuottaa 20 mikrosekunnin vilein noin
nanosekunnin pituisen laserpulssin. Laserin aallonpituus on 1064 nm, joka asettuu

sihkomagneettisessa spektrissd NIR-séteilyn aallonpituusalueelle.

——
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Linssi 1 Objektiivi \
Kaantopeili /I Linssi 2
& - { - -
/ Peili
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o

Kuva 11: Koejérjestely sirontasignaalin havaitsemiseksi.
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Tutkimuksessa kokeiltiin optisella pdydalld eri linssipareja kuvan 10 mukaisesti
ja niiden soveltuvuutta tdhén laitteistoon. Optiselle pdydalle tehty koejirjestely oli
kuvan 11 mukainen.

Valo kulkee kuvassa 11 laserilta vaimentimen ldpi pienen osan valosta heijastavan
lasilevyn ldpi kddntopeilille. Vaimentimen tehtévé oli tutkimusvaiheessa vaimentaa
lasersiteen tehoa, jotta side ei polta reikdéd objektiivin péilla olevaan heijastavaan
pintaan. Skanneripeilid koejirjestelyssd korvaavana kidntopeilind kdytettiin téssé
tutkimusvaiheessa vain tavallista hyvin heijastavaa peilid, jota pystyttiin kd&nta-
méin poytipinnan suuntaisesti. Kaantdpeilin jalkeen optiselle polulle asetettiin en-
sin pienemmaélla polttovililla varustettu linssi ja tdman jilkeen suuremman polt-
tovilin linssi, jolloin ndmé aikaansaivat lasersidteen poikkileikkauksen suurentami-
sen. Linssien jilkeen sdde ohjattiin uudelle peilille, joka kddnsi sdteen poytdpinnasta
ylospéin ja ohjasi sen ylospéin asetetun mikroskoopin objektiivin sisdantuloaukkoon.
Objektiivina kiytettiin Leican 40-kertaisen suurennoksen ja 0,65:n numeerisen aper-
tuurin linssié, jollaista kiytetddn my0Os nyt kiytossd olevissa laitteissa. Objektiivin
padlld oli lasilevy jonka korkeutta kyettiin sddtdméén, jolloin se toimi sirottavan
partikkelin vastineena heijastaen lasersiteen objektiivin polttopisteessi. Lasilevysté
heijastunut laserside kulki optista polkua takaisin puolildpaiseville peilille asti, jos-
sa se heijastui 90 astetta ilmaisimena toimivalle CMOS-kameralle. Kameran tyyppi
oli Point Greyn BFLY-PGE-2356M-C-kamera ja se oli kytketty tietokoneeseen, jossa
kameran kuvaa tarkasteltiin Point Grey:n FlyCapture-ohjelman avulla.

Linssien sopivuutta tutkittiin niin, ettd optiselle polulle asetettiin tietty linssipa-
ri ja objektiivin pailtd mitattiin teho Ophir-merkkiselld tehomittarilla. Tehon tuli
olla objektiivin polttopisteessa tietylla vililla, jotta optiset voimat kykenevit ve-
tamaidn partikkelin polttopisteeseen, mutta eiviat kuljeta mikropartikkelia liian no-
peasti polttopisteen ldpi. Kohdistuksen tarkkuutta tarkkailtiin myos kameran avulla,

silld jos optinen polku oli oikein rakennettu ja kohdistettu ndkyi kameran kuvassa
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selked symmetrinen heijastuskuva objektiivin fokusoimasta lasersiteesté.

Optisella poydalla kokeiltavia linsseja oli nelja: 30 mm polttovélin linssi, 50 mm
polttovilin linssi, 100 mm polttovilin linssi ja 150 mm polttovalin linssi. Linssit
olivat tyypiltdin akromaattisia duplettilinssejd, mikd tarkoittaa niiden rakenteen
viahentédvin pallo- ja viriaberraatiota. Kuvassa 12 on téllainen duplettilinssi, jossa
ensimmaisen, kuperan, linssin taitekerroin on matalampi kuin toisen, puolikoveran,
linssin [31]. Kuvaan merkityt valonsiteet 1 ja 2 kuvaavat eri aallonpituuksien séteit,
jotka kuitenkin lopulta fokusoituvat samaan pisteeseen paraksiaalisten eli linssille

kohtisuorasti tulevien siteiden kanssa.

Kuva 12: Akromaattisen duplettilinssin rakenne ja periaate.

2.2.2 Linssien kokeellinen tarkastelu

Kehyksettomille linsseille suunniteltiin putkimaiset kehykset FreeCAD-suunnitteluohjelmalla
ja ndmaé tulostettiin Ultimaker Cura 3D-tulostimella. Linssit asetettiin putkiin ja
putket sisdkkain, jolloin tiedettiin linssien olevan toistensa suhteen samassa asen-
nossa. Kuvassa 13 on linssien sisikkiin asetetut kehykset ja jalustat.
Kokeiltavia linssipareja oli yhteenséd kuusi, sillda ensimmaisen linssin polttovilin
piti olla lyhyempi kuin toisen. Systeemin kohdistamisessa apuna kiytettidvin kame-
ran kuvasta katsottiin minkd ndkoinen lasersiteen poikkileikkaus oli siind kohdas-

sa, mihin my6hemmin tultaisiin asettamaan neulanreiki ja valodiodi. Kuvan 14 a-
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Kuva 13: Linssien kehysputket ja nédiden jalustat.

kohdassa on kameran kuva, kun piste oli pahasti aberroitunut. Téllaisessa tilanteessa
voitiin arvioida, etti esimerkiksi toinen linssi oli vinossa optisen polun suhteen tai,
ettd etdisyys linssien vililld ei ollut optimaalinen, jolloin polku voitiin kohdistaa uu-
delleen. Kuvan 14 b-kohdassa taas lasersdteen poikkileikkaus nayttaa lahestulkoon
ympyréltd, joten voidaan padtelld ettd linssit on saddetty oikein. Kuvassa havaitaan
my0s himmednd Airyn kuviot kirkkaan pisteen ympérilld olevina renkaina, miké
johtuu valon diffraktoitumisesta sen kulkiessa neulanreidn ldpi. Molemmissa kuvis-
sa havaitaan myos himmeét fokuksen kuvat kuvien oikeassa reunassa, miké johtuu
laservalon heijastumisesta myos puolildpiisevian peilin laserin puoleiselta pinnalta,

jolla on heijastuksenestopinnoite.
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(a) (b)

Kuva 14: Aberroitunut ja aberroitumaton laserpiste neulanreiin kohdalla, kun sys-

teemin linssit olivat polttovileiltdédn 50 mm ja 150 mm.

Optisella poydéalla kokeiltiin eri linssikonfiguraatioita ja tehon sopivuus objektii-
vin padltd mitattuna koottiin taulukkoon 1. Tehoa verrattiin olemassaolevan lait-
teiston objektiivin paalta mitattuun tehoon, silld tAmén tehon tiedettiin olevan tar-
peeksi suuri saamaan mikropartikkelit fokukseen.

Taulukko 1: Linssiparien tehon sopivuus koejérjestelyyn.

Linssi 1:sen Linssi 2:sen Teho Suurennos
polttoviili (mm) | polttovili (mm)
30 50 Liian suuri 1,67
30 100 Sopiva 3,33
30 150 Liian pieni )
50 100 Liian suuri 2
50 150 Sopiva 3
100 150 Liian suuri 1,5

Kuten taulukosta ndhd&an, linssipareja joiden aikaansaaman suurennos aiheutti
sopivalle alueelle osuvan tehon objektiivin paillé oli kaksi. Ensimmaéisessa linssiparis-
sa ensimmaisen linssin polttovéli oli 30 mm ja toisen 100 mm ja toisessa linssiparissa
ensimmaisen linssin polttovili oli 50 mm ja toisen 150 mm. Néistd paddyttiin kiyt-

tdmaén linssiparia 30 mm ja 100 mm, silld lyhyemmét polttovilit ja ndin lyhyempi
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optinen polku olisivat eduksi tuotannollisessa laitteistossa.

2.3 Elektroniikka ja sulautetut jarjestelméat

Laitteistossa on tahédn asti kiiytetty pietsosdhkoiseen ilmioén perustuvia skannereita,
jotka liikkuvat sdhkovirran aiheuttaman mekaanisen jénnityksen vuoksi. Téhén asti
joka laitteessa on ollut kaksi skanneria, joista toinen on poikkeuttanut lasersidetté
Y- ja toinen X-suuntaan. Pietsoskannereiden tilalle kokeiltavaksi MEMS-peiliksi va-
likoitui Mirrorcle Technologies Inc.:in Integrated MEMS Mirror A5M24.2-2400AL
siksi, etté sitd oli mahdollista ajaa seké X- ettd Y- suuntaan ja sen halkaisija oli niin

suuri (2,4 mm), ettd koko lasersdde mahtui siihen.

2.3.1 MEMS-peilin ajaminen A-Star 32U4 Prime SV:n avulla

MEMS-peili, johon noin pankkikortin kokoinen ajuripiiri oli kytketty, kiinnitettiin
optiseen pdytdan aiemmin kiytetyn kadntopeilin tilalle. Ensimmaéainen MEMS-peilin
ajamiseen kokeiltava prototyyppi tehtiin Pololu Corporationin A-Star 32U4 Prime
SV -ohjelmoitavan piirin avulla. Pololun A-Star 32U4 Prime SV on Arduino Leo-
nardo -tyyppinen mikrokontrolleripiiri, joka on suunniteltu pienelektroniikan proto-
tyyppien rakentamista ja kokeilemista varten. Kuvassa 15 on Pololun A-Star 32U4
Prime SV.

A-Star 32U4 Prime SV:td ajettiin ohjelmalla Arduino IDE, joka on avoimen
lahdekoodin alusta sulautettujen jarjestelmien testaamiseen. Tietokoneeseen mikro-
kontrolleripiiri kytkettiin USB-kaapelilla. Mikrokontrolleripiiri kytkettiin kiinni jan-
nitemuuntajan kautta peilin ajuriin, joka oli yhdistetty peiliin. Kytkentd oli kuvan
16 mukainen.

Peilin ajurin periaate oli se, ettd kuvan 16 mukaiseen Serial Data-nastaan ajet-
tiin signaalia, jonka peilin ajurissa oleva DA-muunnin muutti analogiseksi signaalik-

si. Tastd signaalista se poimi erikseen peilin X- ja Y-kanaviin tarvittavat jannitteet
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Kuva 15: A-Star Prime SV [32].

Peilin ajuri
Prime SV _| HV Enable o0 MEMS

—1* 5V HVEnable GND —
W GND —I Jannitemuunnin I—‘GND —
PC Ot CLK H4 L4 FCLK —
—_ Select SPI H3 L3 SYNC Signal —
— MQOSI H2 L2 Serial Data —
— SCLK H1 L1 SCLK —
— +5V HV — +5V —

— +33V LV —

— +5V

Kuva 16: A-Star Prime SV:n kytkentd MEMS-peilin ajuriin.

ja ohjasi ndma eri kanaviin. Kun myos HV Enable-nastaan ldhetettiin signaalia,
signaalit vahvistettiin ajurissa korkeajinnitepuolella 80 V molemmin puolin oleviin
jinnitteisiin. Namé X- ja Y-kanavien korkeajidnnitteet ajettiin lopulta peiliin, joka
liikkui niiden mukaan. A-Star Prime SV:n ja peilin ajurin véliin kytketyn janni-
temuuntimen tehtiva oli muuntaa mikrokontrolleripiiristid tulevat viiden voltin lo-
giikkatasoiset signaalit kdyttamadn 3,3 voltin logiikkaa, jota peilin ajurin data- ja
kellosignaalinastat kdyttivét.

Peilin ajamiseen Arduino IDE:ssé kiytettiin Githubista haettua ohjelmaa [LIITE
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Al ja ajurin ohjelmointiin kiytettdvaa kirjastoa AD56X4.h [33]. Ohjelman periaat-
teena oli ajaa sinimuotoista jinnitettd jokaiseen MEMS-peilin kanavaan niin, etta
peili taméan johdosta tekee ympyréliiketta. Kuvassa 17 on esitetty neljadn kanavaan
ajetut ohjausjannitteet. Kuvasta huomataan, miten saman ulottuvuuden positiivi-

seen ja negatiiviseen kanavaan ajetut jinnitteet ovat vastakkaiset.

120 4
80 1

40 A
120 A

80 1

40
120 A

80 A

40 A
120 4

80 1
40 A

Ohjaus-
jannite
X+ (V)

Ohjaus-
jannite
X- (V)

Ohjaus-
jannite
Y+ (V)

jannite
Y- (V)

Ohjaus-

Aika (s)

Kuva 17: MEMS-peilin kanaviin ajetut ohjausjannitteet, jotta peili tekee ympyralii-

ketta.

Tama koodi ajettiin suoraan tietokoneeseen kiinnitettyyn A-Star Prime SV:hen,
joka oli kiinnitetty peilin ajuriin ja tdméi taas peiliin. Ohjelma toimi ja peili saa-
tiin tekem&in ympyraliikettd, joka havaittiin osoittamalla peilid laserosoittimella ja
seuraamalla heijastuneen lasersiteen liikettd. Peilid ajettaessa tuli olla varovainen,
jotta peilin kulmia ei vaihdeta lilan nopeasti tai ettd kahden perdkkiisen asennon
valinen ero ei ole liian suuri.

Kytkentdd muutettiin seuraavaksi hieman alkuperiisesti, jotta korkeajannitteen
puolta pystyttiin kontrolloimaan paremmin. Korkeajannite oli tarpeellista kytke&
pois pailta aina kun tehtiin muutoksia kytkentaan, silla jokin sahkoinen héairié kor-

keajannitteessa olisi voinut hajottaa peilin. Talla tavoin sdhkaisille héirioille herkka
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MEMS-peili saatiin aina esimerkiksi laitettua turvallisesti systeemiin kiinni. Kytken-
taan lisattiin kytkin, jonka ollessa kiinni Prime SV sai signaalin SWITCH-nastaan
ja ajoi HV Enable-nastaan signaalia, jolloin MEMS-peilin ajurin korkeajannitepuo-
li alkoi toimia. Jos kytkin avattiin, Prime SV ei endd saanut signaalia SWITCH-
nastaan ja HV Enable ei endé vienyt signaalia peilin ajuriin ja korkeajdnnitepuoli

ei toiminut. A-Star Prime SV:n ja MEMS-peilin ajurin kytkentd on kuvassa 18.

Peilin ajuri
Prime SV _I HV Enable ——o0 MEMS

_——+5V HVEnable GND -
Ve onp —1 Jannitemuunnin L _Jeno -
PC 00— CLK H4 L4 FCLK —
— Select SPI H3 L3 SYNC Signal |}
— MOSI H2 L2 Serial Data —
— SCLK H1 L1 SCLK -
- +5V HV = +5V -

— +3,3V LV |

SWITCH +5V

10 kQ

Kytkin /94

10 kQ

Kuva 18: A-Star Prime SV:n ja MEMS-peilin ajurin kytkentd, jossa on mukana

erillinen HV-puolta kontrolloiva kytkin.

Kytkimen kiyttoon tarvittavat muutokset tehtiin myos Arduino IDE:n ohjel-
maan |[LIITE BJ. Tarke&d oli kytkimen avaamisen jilkeen ajaa MEMS-peili portait-
tain taas nollapositioon, silli muuten olisi ollut mahdollista esimerkiksi peilin liian
nopea liike ddriasennosta nollapositioon, miké olisi voinut rikkoa peilin. Kun peili
on ajettu nollapositioon, HV Enable-nastan signaali katkeaa ja korkeajannitepuoli
lakkaa toimimasta.

Kytkimen toimintaa tutkittiin oskilloskoopin avulla ja kuvassa 19 on kuva os-
killoskoopin signaalista peilin positiivisesta X-kanavasta sind hetken&, kun kytkin
avataan ja peili lopettaa ympyriliikkeen. Kuvasta huomataan miten jannite siirtyy

portaittain 80 volttiin ja peili nollapositioon ja tidmén jilkeen, kun korkeajénnite
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puretaan, laskee jannite nollaan.

Jannite (V)

Aika (s)

Kuva 19: Jannitekdyra kytkimen sulkuhetkella.

2.3.2 MEMS-peilin ajaminen ZedBoardin avulla

Kun edellisesséa kappaleessa oli todettu peilin toimivan halutulla tavalla, tehtiin seu-
raavaksi MEMS-peilille kytkentd Digilentin ZedBoard-tyypin ohjelmoitavalle sys-
teemilevylle. ZedBoard Zyng-7000 ARM/FPGA Soc Development Board on uudel-
leenohjelmoitava kehityslevy, jonka avulla voidaan ohjelmoida FPGA-piireja (engl.
field programmable gate array), eli uudelleenohjelmoitavia mikropiirej.

Kytkenta tehtiin tille levylle, sillid sen avulla kyettiin lukemaan my0s sironta-
signaali. Kun fokuksessa olevasta mikropartikkelista sirosi osa lasersiteesté, kulki
tdma sironnut valo konfokaalisesti sijoitetun neulanreidn lapi valodiodille. Valodio-
di havaitsi saapuneet fotonit ja ldhetti analogisen signaalin AD-muuntimelle (engl.
analog to digital converter), mikd muunsi signaalin digitaaliseksi. Digitaalinen sig-
naali kulki ZedBoardille, josta se luettiin tietokoneella. Kaytossd ollut neulanreika
oli halkaisijaltaan 78 um ja se asetettiin kuvassa 11 olevan kameran paikalle. Neulan-
reidn taakse asetettiin valodiodi, joka kykeni havaitsemaan laserin aallonpituuden
valoa. Neulanreidn etdisyyden puolildpaisevalta peililta piti olla saman kuin puoli-

lapédisevan peilin etiisyys laserilta, jotta palaava sirontasignaali kohdistuisi oikein
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neulanreidn kohdalle.

Kuvassa 20 on AD-muuntimen sekd MEMS-peilin ajurin kytkentd ZedBoardiin.

Peilin ajuri
gBI‘_CLK —~0 MEMS
SYNC
FLTRCLK
HV EN
5V
GND
ZedBoard
PC o0—— SPIOCLK
SPIOMOSI
SPIOSYNC
FLTRCLK
HV EN
5V
GND
SPI1CLK
SPIMMOSI
SPI1SYNC
/—‘(\:DO(E\IXE¥ AD7091R-8
—1 SPITMISO —-o0PC 8[\J}E MISO
+3.3V I\SA\?I\]S(‘:
CONVST
RESET
Bins © i< SIGNAL IN
\X r— 33V
X +3.3V T
-3.3V hd

Kuva 20: ZedBoardin kytkentd MEMS-peilin ajuriin ja AD-muuntimeen.

Kuvassa peilin ajurin kytkentd ZedBoardiin on hyvin samanlainen kuin mita
sen kytkentd ensimmaéisessd prototyypissa A-Star Prime SV:hen oli. Signaalinvah-
vistuskortin vahvistama valodiodilta saatu sirontasignaali ajettiin AD-muuntimen
signal in -nastaan. MISO-nastasta (engl. master in slave out) digitaaliseksi muu-
tettu signaali ajettiin ZedBoardille. Synkronisaatiosignaali saatiin AD-muuntimelle
ZedBoardin nastasta SPIISYNC ja CONVST-nastasta taas signaali, jonka mukaan
datasignaalinvaihto kahden laitteen vililla aloitettiin.

ZedBoardin ohjelmointiin kaytettiin Xilinx Inc.:n Vivado Design Suitea, joka on
jarjestelmépiirien ohjelmoimiseen tarkoitettu kehitysympéristé. Vivado Design Sui-
tella hallittiin jarjestelmépiirin arkkitehtuuria, ja piirin ohjelmointi tapahtui Xilinx
SDK:n avulla C-ohjelmointikielelld. Kaytetyssa C-ohjelmassa méériteltiin spi-viylan
toiminta tiedostossa spi.c, mittauksen toiminta tiedostossa tpx measurement.c ja

koko ohjelman suoritus tiedostossa measurement.c [LIITE CJ.
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Ohjelmassa olevien koordinaattien vastaavuudet peiliin ajettaviin jinnitteisiin
kerdttiin taulukkoon 2. Naméi float-datatyypin arvot asetettiin moveMirrorTo()-
funktion argumenteiksi.

Taulukko 2: Koordinaattien vastaavuus peiliin ajettaviin jadnnitteisiin.

X tai Y | Jannite
0,0 80
0,1 86
0,2 93
0,3 100
0,4 106
0,5 113
0,6 120
0,7 126
0,8 133
0,9 140

Kuvassa 21 on néistad vastaavuuksista piirretty kuvaaja, johon sovitetun suoran
yhtéloksi saatiin X =Y - 66,63 V 4 79,70 V. Téssé X on jénnite ja Y moveMirrorTo()-

funktion argumentti.
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Kuva 21: Ajettavan jannitteen riippuvuus koordinaatista.

2.4 Sironta- ja fluoresenssisignaalin mittaaminen ja analy-

sointi
2.4.1 Sirontasignaalin mittaaminen mikropartikkeliliuoksesta

Sirontaa mitattiin liuoksesta, joka sisdlsi pallomaisia, halkaisijaltaan 3 pm, mikro-
partikkeleita 2,0-10% kpl/ml. Koejirjestely oli muuten kuvan 11 mukainen, mutta
kidadntopeilin tilalla oli nyt MEMS-peili, lasilevyn tilalla mikropartikkeliliuosta si-
siltava 200 pl yksittdiskyvetti ja kameran paikalla neulanreikd ja tamin takana
ZedBoardiin kytketty valodiodi. Kyvettid varten objektiivin péille suunniteltiin ja
3D-tulostettiin pidike (kuva 22).

Xilinx SDK:lle tehdyn ohjelman avulla [LIITE C] MEMS-peilid liikkutettiin niin
ettd se skannasi neliGnmuotoista aluetta jaksottomasti pienin askelvilein. Tama teh-

tiin Lissajous-kdyrien avulla, silld nédin oli mahdollista saada aikaan kuvio, jossa koko
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Kuva 22: 3D-tulostettu pidike kyvetille.

skannausalue katettiin ilman toistuvia skannauskuvioita. Esimerkiksi kun

x = Agsin(w,t) ja (4)

y = Aysin(w,t), (5)

jossa x on peilin x-suuntainen paikka ajanhetkelld ¢ ja y y-suuntainen paikka samalla
ajanhetkelld, A, ja A, amplitudit ja w, ja w, kulmataajuudet, saadaan koko alueen
24, x 2A, kattava epdjatkuva skannaus, kun kulmataajuuksien suhde on irrationaa-
linen |34]. Téssé koejérjestelyssd skannattiin yleensa Lissajous-kuvioilla skannatessa
kiytettyjen siniaaltoliikeratojen sijaan kolmioaaltojen muotoisilla liikeradoilla, silla
néitad oli kiytetty myos aiemmin pietsosihkoéisilld skanneripeileilld séddetté liikutel-
taessa. Samoin MEMS-peilin nopeus pyrittiin pitdméan koejirjestelyssd samanlai-
sena, kuin alkuperdisissa pietsosihkoisisséd skannereissa.

Xilinx SDK:lle tehdyssd ohjelmassa skannattiin talld tavalla niin, ettda MEMS-
peilin kulma sekd X- ettd Y-suuntaan oli maksimissaan + 2 °. Kun valodiodista
havaittiin ZedBoardin avulla tarpeeksi korkea sirontasignaali, peili pysdytettiin ja

sitd ajettiin hieman taaksepdin. Taméa tehtiin sen vuoksi, ettd kun mikropartikkeli
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skannatessa osuu fokukseen, sind ajanhetkens mikd kuluu, kun signaali luetaan ja
skanneri pysdytetdin, on fokus ehtinyt jo lilkkua mikropartikkelin ohi. Kun peili oli
liikkunut hieman takaisinpdin ja pysdhtynyt, jatkettiin signaalin mittaamista. Ta-
kaisinvetoaskeleksi haarukoitiin 20 kertaa askelvilin pituus. Kuvassa 23 on kuva seké
sirontasignaalista ettd peilin positiiviseen X-kanavaan ajetusta ohjausjinnitteesta.

Sirontasignaalin korkein arvo on noin 2,91 volttia silli ADC:n maksimiarvo oli 4095.

)

=

N

o
1

100 ~
80 A
60 A

Ohjausjannite (V

40 A

Sirontasignaali (V)

0 100 200 300 400 500
Aika (ms)

Kuva 23: Positiivisen X-kanavan ohjausjdnnite ja sirontasignaali.

Kuvasta 23 huomataan miten peilin positiiviseen X-kanavaan ajetaan kolmio-
aallon muotoista jannitettd, kunnes sirontaa havaitaan, jolloin peili palaa hieman
takaisin ja pysidhtyy. Kun sirontasignaalia on havaittu tietty aika, tdssd noin 100
ms, ja havaitaan signaalin laskevan, jatketaan taas peilin liiketta.

Kuvassa 24 on seké peilin positiivisen Y-kanavan jannite etta sirontasignaali ajan
funktiona. Sirontasignaali ei ole sama kuin kuvassa 23, mutta kuvien 23 ja 24 peilin
ohjausjannitekiyrid vertailemalla ndhdadn ettd kolmioaaltojen taajuus on erilainen
X- ja Y-suunnissa, jotta Lissajous-kuvio kattaa koko alueen.

Saatujen sirontasignaalien muotoa ja intensiteettid vertailtiin nykyisin tuotan-
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Kuva 24: Positiivisen Y-kanavan ohjausjinnite ja sirontasignaali.

nossa olevien laitteiden sirontasignaaleihin. Signaalin koko ja muoto nahtiin oskil-

loskoopilla, josta keréitystd sirontadatasta piirrettiin kuvan 25 signaaliprofiilit.
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Kuva 25: Sirontasignaaleja.
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Kuvan 25 signaaleista huomataan, ettd yhdesta partikkelista saadaan signaalia
yli 100 millisekuntia kaikissa paitsi kuvan 25 b-kohdassa. Tama noin 100 millisekun-
tia on samaa suuruusluokkaa kuin aiempien laitteiden partikkelien fokuksessaoloai-
ka. Sirontasignaalien muoto sen sijaan ei ole sellainen kuin sen pitéisi olla. Kuvan 25
a- ja c-kohdassa nikyy se miten partikkeli ilmeisesti ensin vedetidén fokukseen, silla
sironta nousee nopeasti 2,91:een volttiin partikkelin havaitsemisen jilkeen. Tamén
jilkeen kuitenkin partikkeli ei ole kokonaan fokuksessa, silld signaali laskee huomat-
tavasti kunnes taas nousee ennen kuin partikkeli kokonaan haviaa fokuksesta. Kuvan
25 b-kohdassa partikkeli ei taas pysy tarpeeksi pitkdd aikaa fokuksessa ja kohdassa
d sirontasignaali on liian matala. Partikkelit eivét siis pysy fokuksessa niin stabiilisti
kuin niiden pitéisi, silld sirontasignaalista saatujen kuvien pitéisi ndyttda enemméan

kuvan 26 signaalilta.

3.0

2.5 1

2.0 1

1.5 A

Sirontasignaali (V)

1.0 4

0.5 1

0.0

0 25 50 75 100 125 150 175 200
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Kuva 26: Tavoiteltava sirontasignaali.

Kuvassa 26 signaali pysyy huipussaan noin 100 ms ja laskee vasta kun partik-
keli on kulkenut fokuksen ldpi. Koska sirontasignaalit eivit koejirjestelyssd olleet
tarpeeksi voimakkaita ja stabiileja, padtettiin tutkia sirontasignaalia skannaamalla

objektiivin padlle asetettavaa hilaa ja mittakaava-asteikkolevya.
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2.4.2 Mittakaavan ja hilan sironnan mittaaminen

Tehtiin koejarjestely, jossa mitattiin objektiivin polttopisteeseen asetetusta hilale-
vystd sekd mittakaavalevystid saatua sirontaa. Kun MEMS-peililla tehtiin rasteris-
kannausta ja joka kerta kun peilid liikutettiin tallennettiin koordinaatti sekd koor-
dinaatista saatu sirontasignaali datavektoriin, saatiin lopulta datavektorista luettua
sirontakuva. Sirontasignaaleja luettiin viisi kappaletta joka kerta kun peilid liiku-
tettiin ja naistd datavektoriin tallennettiin mediaaniarvo. Tamé tehtiin sen vuoksi,
ettd AD-muuntimen nédytteenottoa ei ollut tahdistettu laserpulsseihin. Jokaisen puls-
sin jilkeen sirontavahvistimen signaali nousi nopeasti huippuarvoonsa ja laski taas
ennen seuraavaa pulssia. Kuvassa 27 on skemaattinen kuva tistd sirontasignaalien

mediaaniarvoperiaatteesta.

>

Sirontavahvistimen signaali

Aika

Kuva 27: Skemaattinen kuva laserpulsseista ja sironnan mitta-ajoista.

Kuvan 27 kiyrd kuvastaa sirontavahvistimen signaalin intensiteettii ajan funk-
tiona ja tdhin merkityt mittapisteet T1-T5 ajanhetkié, jolloin sirontasignaali luet-
tiin. Néistéd sirontasignaaleista tallennettiin se arvo, joka oli intensiteetiltdén ndiden
viiden luetun arvon mediaaniarvo. Esimerkiksi kuvan 27 ajanhetkistd ajanhetkené

T2 mitattu sirontasignaali olisi lopulta tallennettu.
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Kuva 28: Kohdassa a on mittakaavasta saaduista sirontasignaaleista ja kohdassa b

hilasta saaduista sirontasignaaleista koostettu kuva.

Kuvassa 28 on tarkkuudella 400 x 400 pikselid ja 0,0005:n askeleella otetut si-
rontasignaalikuvat hilasta ja mittakaavasta. Kuviin pystyttiin asettamaan mitta-
asteikko, silli mittakaavassa olevien viivojen tiedettiin olevan 10 ym:n etdisyydella
toisistaan. Niissd kuvissa peilid kddnnettiin aina toisesta maksimiasennosta toiseen,
niin ettd kun peili oli X-suunnassa maksimikulmassaa, palautettiin se nopeasti X-
suunnan minimikulmaan ja portaittainen skannaaminen aloitettiin uudelleen.

Kuten kuvasta 28 nahdaén, sirontasignaalin tarkkuus vaikuttaa hyvaltd. Kuvan
28 a -kohdassa nahdddn vasemmassa reunassa kuitenkin hairiotda, mika ilmeisesti
johtuu osittain peilin nopeasta kiddntdmisesti toisesta reunasta toiseen, mutta on
my6s mahdollista ettd lasilevy on heilahtanut tai ollut vinossa objektiivin paalla
mittauksen aikana. H&iriota on myds havaittavissa kuvan 28 b -kohdan kuvan va-
semmassa reunassa, samoin kuin ldhelld tdméan kuvan ylareunaa. Koska peilin nopea
liikke dariasennosta toiseen on voinut aiheuttaa sihkoisen héirion, tdmén eliminoi-
miseksi mittakaavan ja hilan skannauskuvio muutettiin kuvan 29 mukaiseksi, jossa
ddriasennot viltetdan skannaamalla joka toinen rivi eri suuntaan. Skannaus tehtiin

suunnanvaihtoja lukuun ottamatta vakionopeudella.
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Kuva 29: Hilan ja mittakaavan skannauskuvio.

Kuvassa 30 a -kohdassa on talld tavalla mittakaavasta skannattu kuva, jonka
tarkkuus on 2000 x 2000 pikselid. Askelen pituus téssd on ollut 0,000707 ja skan-
neri on pysiytetty kuvan keskelld Y-akselin mukaisesti 100:n askelen verran. Kun
skanneri pysdytettiin aina keskelld skannatessa ja arvojen tallentamista datavekto-
riin jatkettiin, pystyttiin vertailemaan pysdhtyyko peili heti kun ohjelmallisesti se
pysiytetdan vai jatkaako se vield hetken liikettddn. Kuvan 30 a -kohdasta kuiten-
kin huomataan miten X-akselin suuntaiset rivit eivit ole kohdakkain. Tdmé& joh-
tuu sahkoisestd hystereesistd, jonka vuoksi rivi on kohdistunut eri tavalla riippuen
kumpaan suuntaan skanneripeili on liikkunut rivilld. Tata varten rivit kohdistettiin
ImageJ-ohjelman avulla ja tdmé kohdistettu kuva on kuvan 30 b -kohdassa. Koh-
distus tehtiin siirtdmélld joka toista rivid 93 pikselid ldhemmaés niiden viliin jadvid
rivejd. Tamé arvo haarukoitiin.

Kuvan 30 b-kohdasta ndhd&édn miten keskelld olevia 100 pikselid, joiden aikana
skanneri on ollut pysédytettynéd on edelleen hankala tarkastella, silla nyt pyséytyskoh-
ta riippuu myos rivin skannaussuunnasta. Kuva 31 on samasta kohtaa mittakaavaa
otettu kuva, mutta eri suuntiin skannatut rivit on eroteltu, joten kuvaa on helpompi
tarkastella kun se on jaettu kahtia.

Kuten kuvasta ndhdain, peili ei pysiahdy heti, kun se pysdytetddn, vaan se jat-
kaa matkaansa noin 40 pikselin verran. Tdmé& ndhdain helposti kuvasta 32, jossa
on suurennos kuvan 31 vasemman reunan kuvion ristikosta. Ristikkokuvion pitaisi

nayttdd siltd, ettd sen keskelld kuva on venytetty 100 pikselin verran, mutta ku-
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(a) (b)

Kuva 30: Kohdistamaton ja kohdistettu kuva mittakaavasta, jossa keskelld MEMS-

peili on ollut pysaytettynd 100 pikselin verran.

Kuva 31: Mittakaavasta skannattu kuva, joka on jaettu kahtia skannaussuunnan

mukaan.

vaan piirretyn valkoisen pystysuoran viivan, joka kuvaa skannerin pysaytyskohtaa,
oikealla puolella havaitaan vield kuvion muuttuvan, ennen kuin se stabiloituu.
Tamé tulee ottaa huomioon MEMS-peililld skannattaessa, silld esimerkiksi nyt
takaisinvetoaskeleen tulisi olla suurempi, kuin mitd sen tarvitsisi olla, jos peili pysidh-
tyisi heti, kun sen pysayttdda. Viive ei kuitenkaan vaikuttanut niin suurelta, etteiko
MEMS-peilin kiyttoa skanneripeilina voisi edelleen kokeilla koejarjestelyssia. Muuten
kuvien hyvista tarkkuudesta pystyttiin padtteleméan peilin skannaavan tasaisesti il-

man ylimaariistd virdhtelyd ja optisen polun olleen muutenkin oikein kohdistettu.
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Kuva 32: Mittakaavasta skannattu kuva, joka on jaettu kahtia skannaussuunnan

mukaan.

Péatettiin jatkaa sirontasignaalin mittaamista liuoksesta ja lisdté fluoresenssin mit-

taamiseen tarvittavat komponentit.
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2.4.3 Sironnan ja fluoresenssin mittaaminen liuoksesta

Optiselle poydalle liséttiin kappaleen 2.4.1 sirontasignaalin havaitsemispolun lisiksi
my0s komponentit fluoresenssin havaitsemista varten. Koejarjestely oli kuvan 33 mu-
kainen. Lasersidteen tulokulma MEMS-peilille yritettiin pitdéd koejarjestelyssi piene-

né, silld jos prototyyppi joskus tuotannollistettaisiin, olisi tiiviimmasta jarjestelysta

hyotya.
MEMS-
peili Linssi 1
i Kyvetti
Valo- § R e
diodi j Objektiivi &
Neulanreika p:
B g2 T
lapaiseva
peili v
AL Puoli-
Vaimennin | lapaisevi
/ peili

Laser

\ Q Kokoava Valo? .
+ . . monistin-
/ linssi :

Peili
Suodatir1|_| LI

Kuva 33: Koejirjestely sironta- ja fluoresenssisignaalin havaitsemista varten.

Kuvassa 33 objektiivin paalld polttopisteessa olevassa 200 ul kyvetissa oleva liu-
os sisiilsi 3 ym halkaisijaltaan olevia mikropartikkeleita 2,0-10° kpl/ml. Partikkelit
olivat kappaleen 2.4.1 liuoksesta poiketen suhteellisen korkean fluoresenssin standar-
doituja partikkeleita, jotta niistd saataisiin varmasti fluoresenssisignaalia. Kuvassa
katkoviiva merkitsee fluosesenssissa emittoitunutta valoa ja pisteviiva partikkelista
sironnutta laservaloa. Kun lasersidde virittda fluoroforin, emittoituneet fotonit kulke-

vat objektiivin ja puolildpéaisevin peilin lapi kokoavalle linssille, jonka polttopiste on
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valomonistinputken sisddntuloaukolla. Kokoavan linssin jédlkeen oleva peili kidntaa
fotonivuon pdytapinnan suuntaiseksi ja ennen valomonistinputkea oleva suodatin es-
tad ylimaaraisen siteilyn padsyn valomonistinputkelle. Valomonistinputki on hyvin
herkkd hajavalolle, minkd vuoksi mittaukset suoritettiin pimeéssé, optisen poydéan
pédlle oli asetettu mustalla huovalla vuorattu pahvilaatikko ja suodatin oli kiinni-
tetty valomonistinputken suulle alumiinifolioteipilld. Suodatin paésti lavitseen 550
+ 25 nm aallonpituusalueen siteilyn. Kuvassa 34 on valokuva koejarjestelysté, jossa

laser on vasemmalla ja liuosta sisiltéva kyvetti oikealla puolella.

Kuva 34: Valokuva optisen pdydin koejarjestelysté sironta- ja fluoresenssisignaalin

havaitsemista varten.

Fluoresenssin mittaamista varten valomonistinputken signaali johdettiin kytken-

takortin kautta lattakaapeliin, josta signaali poimittiin ZedBoardille. Sironta- ja
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fluoresenssisignaalia tutkittiin my&s oskilloskoopilla. Kuvassa 35 on oskilloskoopista
kerdtystd datasta piirrettyja sironta- ja fluoresenssisignaaleja.

Kuvasta 35 ndhdaan ettd fluoresenssisignaali ja sirontasignaali selkedsti korre-
loivat kesken&dn, silld kun sirontasignaali on korkealla havaitaan myos enemmén
fluoresenssipiikkejé. Valomonistinputki on kuitenkin niin herkki, ettd se havaitsee
signaaleja myos silloin, kun partikkeli ei ole fokuksessa, kuten hajapiikeistd huoma-
taan, mutta nédin vihiinen hajapiikkien havaitseminen ei ole koejérjestelyn kannalta
haitallista. Nama signaalit ovat todennékdisin peréisin koejarjestelyssa olevien elekt-
ronisten piirien kytkentivaloista tai koejarjestelyn ulkopuolelta tulevasta nakyvasta
valosta.

Fluoresenssia ja sirontaa mitattiin myos niin, ettd ohjelmalla keréttiin talteen
jokaisen havaitun partikkelin kohdalla se aika, jonka partikkeli oli polttopisteessi
sekd valomonistinputken havaitsemien fluoresenssisignaalien miird jaettuna polt-
topisteessdoloajalla. Taéma fluoresenssisignaalien maédrén suhdetta polttopisteessi-
oloaikaan kutsutaan intensiteetiksi ja kuvassa 36 on mittauksessa havaittuja inten-
siteettejd polttopisteessioloajan funktiona.

Kuvasta 36 huomataan, ettd partikkelien ajalla polttopisteessd on ollut suurta
hajontaa, silla lyhimmilld&n partikkeli on ollut polttopisteessi alle 60 millisekuntia
ja pisimmilldén taas yli 160 millisekuntia. Intensiteetissd variaatiota on vihemmaén,
etenkin, jos todetaan nollan ldhelld olevat mittaukset epdonnistuneiksi. Voidaan ar-
vioida, ettd jos intensiteetti on ollut nolla, fluoresenssi ei ole poikennut taustan fluo-
resenssista. Talloin on todennékéisesti havaittu jotain muuta kuin fluoresoiva par-
tikkeli, kuten esimerkiksi liuoksessa oleva polyhiukkanen. Datapisteisiin sovitetun
suoran kulmakerroin on 0.026608 kpl/ms?, misti voidaan péitelld intensiteettien ja
polttopisteessidoloajan korreloivan positiivisesti. Kulmakertoimeen vaikuttavat kui-
tenkin my06s hyvin suuresti nollan ldhella olevat mittaukset, joten voidaan olettaa

ettd ilman n&itd kulmakerroin olisi lahempéané tavoiteltua nollaa. Intensiteetista ja



48

N

=
L

| \M‘\ Ll

2 e ‘ "

o
L

N
L

Sirontasignaali (V) Fluoresenssisignaali (V)
[

o
L

0 100 200 300 400 500
Aika (ms)

(a)

Ll L
T “H \‘ o

4

' ““L‘\‘

Sirontasignaali (V) Fluoresenssisignaali (V)

0 100 200 300 400 500
Aika (ms)

(b)

-
L

Lol UL 1‘

e

‘LM‘\
\‘ T

Sirontasignaali (V) Fluoresenssisignaali (V)

T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Aika (ms)

()

Sirontasignaali (V) Fluoresenssisignaali (V)

0 100 200 300 400 500
Aika (ms)

(d)

Kuva 35: Mitattuja sironta- ja fluoresenssisignaaleja. Ylempi signaali on fluoresenssi-

ja alempi sirontasignaali.



49

Intensiteetti (kpl/ms)

| I I I I I
60 80 100 120 140 160

Aika polttopisteessa (ms)

Kuva 36: Fluoresenssimittausten intensiteetti polttopisteesséoloajan funktiona ja

tahan sovitettu suora.

polttopisteessioloajasta maaritettiin myos taulukossa kolme olevat arvot.

Taulukosta huomataan, ettd polttopisteessioloajan keskiarvo ja mediaani eivit
eroa kuin vajaat 7 ms toisistaan ja kun néitd arvoja verrattiin aiemmissa laitteis-
sa mitattujen partikkelien aikoihin polttopisteessi, todettiin niiden olevan riittavin
samanlaiset, jotta mittaus voisi onnistua. Taulukon variaatiokertoimia verrattiin
myo0s nyt kiytossé olevien laitteiden fluoresenssisignaalien variaatiokertoimiin. Tau-
lukkoon nelja laskettiin nyt tuotannossa olevien laitteiden fluoresenssimittausten
intensiteettien variaatiokertoimia.

Variaatiokertoimista huomataan, ettd nyt uudella koejirjestelylld mitattu vari-
aatiokerroin on jonkin verran suurempi kuin kiytossi olevien laitteiden variaatio-

kerroin. Todennékoisesti suurin vaikutus tdhin suurempaan variaatiokertoimeen oli
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Taulukko 3: Fluoresenssimittauksessa méadritettyja suureita.

Intensiteetti (kpl/ms) | Aika polttopisteessd (ms)
Keskiarvo 7,94 106,88
Mediaani 8,67 100,00
Keskihajonta 3,14 38,05
Variaatiokerroin 39,53 % 35,59 %

Taulukko 4: Tuotannossa olevien laitteiden fluoresenssimittausten intensiteettien
variaatiokertoimia. Variaatokertoimet ovat mikropartikkelien vélisid samoin kuin

taulukon 3 variaatiokertoimet.

Laite | Variaatiokerroin
1 20,71 %
2 16,60 %
3 32,44 %
4 22,02 %
5 20,55 %

kuvassa 35 niakyvien intensiteetiltddn ldhes nollan datapisteilla. Jos datasta poistet-
tiin kaikki alle yhden intensiteetiltééin olleet datapisteet, saatiin variaatiokertoimek-
si 23,60 %. Taméa variaatiokerroin on jo samaa suuruusluokkaa kuin tuotannossa
olevilla laitteilla.

Todettiin siis, ettd periaatteessa sironta- ja fluoresenssimittaus toimi muuten
hyvin koejirjestelyssi, mutta sirontasignaali oli lilan matala, ja signaalien muoto oli
kéytossa olevien laitteiden sirontasignaaleista poikkeava.

Mittauksissa suurin haaste oli optisen polun kohdistaminen, miki on voinut myés
aiheuttaa sirontasignaalin jédmisen matalammaksi kuin kidytossd olevissa laitteissa.
Etenkin neulanreiin kohdistaminen manuaalisesti osoittautui hankalaksi, silld usein

kohdistuksessa jaitiin esimerkiksi lasilevystd mitatun sironnan lokaaliin maksimiin
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ja globaali maksimi jdi l0ytdméattd. Kohdistettaessa myos laserin korkea teho voi
hairitd maksimin l0ytamisté, silla se saattoi polttaa kuopan kohdistettaessa kiytet-
tavaan lasilevyyn tai mittauksissa kdytetyn kyvetin pohjaan, jolloin sironta jai ma-
talaksi. Neulanreiin paikkaa haarukoitaessa jouduttiin myos kiiyttiméain useampaa
vaimenninta, jotka olivat vain silmdméariisesti kohtisuorassa suhteessa saapuvaan
valonséteeseen. Jos ndméa vaimentimet ovat olleet hieman vinossa, ovat ne aiheut-
taneet laservalon sivuttaissiirtymén neulanreiin kohdalla, ja neulanreidn paikka siis
on ollut ilman vaimentimia liuosta skannattaessa vaaré.

My6s mittauksissa kdytetty yksittdiskyvetti vaikutti sirontasignaaliin, silld mit-
tauksissa huomattiin, ettd kyvetin pohja toimii polarisaattorina, minki vuoksi ky-
vetin asento tulevaan siteeseen nidhden piti maarittad tarkasti. Kyvetin etdisyytta
objektiivista ei my0s pystytty sdatdmédn, jolloin sirontasignaali on voinut vaimen-
tua jo siksi, ettd polttopiste on ollut liian syvilld kyvetin sisdalla. T&ll6in liian suuri
médra liuoksen lapi palaavia fotoneja absorboituu liuokseen, jolloin niitd havaitaan
vahemman kuin jos polttopiste olisi ollut lahempéané kyvetin pohjaa.

Heikkoon sirontasignaaliin saattoi myos vaikuttaa mahdollisesti vanha liuos, silla
mikropartikkelit voivat muodostaa agglomeraatteja pitkin ajan kuluessa seki las-
keutua kyvetin pohjaan painovoiman vaikutuksesta. Liuoksen vaihtamisesta siin-
noéllisin véliajoin pidettiin kylld huolta, mutta oli epéselvdd miten nopeasti agglo-
meraatteja muodostuu.

On myo6s mahdollista, ettd neulanreiin kohdalle saapuva sironnut valo on ollut
halkaisijaltaan leveampi kuin neulanreiki, jolloin se ei pifse koko intensiteetiltaan
valodiodille. Neulanreidn suurentaminen ei kuitenkaan ratkaisisi ongelmaa, silla sil-
loin taustakohina nousisi liian suureksi.

Tulevaisuudessa ongelmia saataisiin ratkaistua silld, ettd koejarjestelyyn raken-
nettaisiin kuoppalevya kannatteleva systeemi, jossa kuoppalevyn korkeutta objektii-

vista pystyttiisiin sdatamaan tarkasti. Taméa eliminoisi sekd yksittdiskyvetin pola-
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risaattoritaipumukset ettd néin voitaisiin saada tarkemmin sdddettyd polttopisteen
etdisyys kuopan pohjasta kuopan sisdlli. Paremmin valoa estava koppa olisi myos
tulevaisuuden mittauksia ajatellen tarpeellinen, silld nyt kiytetty mustalla huoval-
la paéllystetty pahvilaatikko ei toiminut aukottomasti. Jos huone, missi mittauk-
set suoritettiin, ei ollut tdysin pimeé, paisi esimerkiksi kopan alareunan ja optisen
pOydéan vilistd valoa koejirjestelyyn. Vaimentimien kdyttod tulisi polkua kohdistet-
taessa vilttad tai sitten kiyttad niin ohuita vaimentimia, ettei sivuttaissiirtyma olisi
suuri.

Nyt yksi ongelma oli my0s se, ettd mittauksissa virhettd aiheutti myds raken-
nuksen liikkeet kun esimerkiksi ulkona tuuli voimakkaasti. Tdh&n auttaisi yksittais-
kyvetin tai kuoppalevyn kiinnittdminen tukevammin objektiivin paille ja se, etta
niiden sddtomekanismi olisi tarkempi. Nyt rakennuksen liikkuessa objektiivin polt-
topiste osui valilld esimerkiksi yksittdiskyvetin pohjaan mitattaessa tai kohdista-
misessa kaytetty lasilevy ei pysynyt stabiilisti paikoillaan, jolloin kohdistus ei ollut

tarkka.
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3  Yhteenveto

Tassa tyossa tutkittiin MEMS-peilin sopivuutta hengitystieinfektioiden diagnostiik-
kalaitteistoon. Mittaukset onnistuivat tyossd muutoin, mutta sirontasignaalin vah-
vuudessa ei padsty kiytossi olevien laitteiden tasolle. Sirontasignaalit sekd jaivét
toistuvasti alle toivotun 100 ms:n ettd olivat intensiteetiltdin heikompia kuin olisi
toivottu. Tahin suurimpana syynéd todennékéisesti oli neulanreiin paikan epatark-
kuus. Optisen polun kohdistaminen ja etenkin neulanreiéin oikean paikan 16ytdminen
osoittautuivat kokeellisessa osuudessa huomattavasti ajateltua haasteellisemmiksi.

Polun kohdistamista olisi mahdollista helpottaa kehittamalla tadhén apuvilineité.
Kohdistettaessa tulisi myos kiyttda mahdollisimman vihdn vaimentimia tai vaih-
toehtoisesti varmistua siitd, ettd vaimentimet eivit aiheuta sivuttaissiirtymié la-
sersiateeseen neulanreidn kohdalla. Komponentit voisi my6s kiinnittdd tukevammin
pOytadn kiinni ja varmistaa optisen poydan pysyvan paikallaan.

MEMS-peili saatiin toimimaan hyvin laitteistossa ja kokeellisessa osuudessa ei
havaittu mitdan, miké estéisi pietsoskannereiden korvaamisen MEMS-peililld. MEMS-
peilin pienen halkaisijan vuoksi lasersidteen tulee kuitenkin olla vield melko kapea sen
osuessa peilille, mika vaatii suurentavaa optiikkaa mychemmin optisella polulla. Jos
suurentavat linssit saadaan konfiguroitua oikein ja neulanreikd oikeaan kohtaa, pi-
taisi MEMS-peilin toimia yhtd hyvin laitteistossa, kuin pietsosihkoiseen ilmiton pe-
rustuvien skanneripeilien. Tarkempaa tutkimusta vaativat MEMS-peilin muut omi-
naisuudet, kuten miten se fyysisesti on mahdollista implementoida laitteistoon tai
mik4 on sen keskiméardinen eliniké ja voiko sitd kiyttad pitkid aikoja yhtéjaksoisesti

ilman pelkoa esimerkiksi kuumentumisesta.
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Liitteet

A  Koodi MEMS-peilin ohjaamiseen Arduino IDE:11a

#include <AD56X4.h>
#include "Arduino.h"
#include "math.h"
#include <SPI.h>

/*Asetetaan nasta 10 AD-muuntimen select—SPI-nastaksi.x/
int AD56X4_SS_pin = 10;

/+Asetetaan nasta 8 nastaksi, joka kontrolloi
korkeajinnitteen aktivoimista.x*/

int HV _out EN = §;

/*Asetetaan nasta 9 kellosignaalin ulostulonastaksi.x/

const byte CLOCKOUT = 9;

J#Mdidritelldian parametrit, joiden mukaan jokaiseen eri
kanavaan ajetaan sinijdinnitettd ja peili saadaan
tekemadan ympyrdliikettda.*/

float frequencies|] = {20, 20, 20, 20};

float phases||] = {180, 0, 180, 0};
float offsets || = {32768, 32768, 32768, 32768};
float amplitudes|[] = {20000, 20000, 20000, 20000};

void setup ()

{

/*Alustetaan ajastin kellonastaan CLOCKOUT. x/
pinMode (CLOCKOUT, OUTPUT);

TCCRIA = bit (COMI1A0);

TCCRIB = bit (WGMI12) | bit (CS10);

OCRIA = 128;

/xAlustetaan SPI-vdiyld. Arduino on master— ja peilin
ajuri (kdiytinndéssd AD-muunnin) orjalaite.*/

/+xAsetetaan AD56X) SS pin ulostulonastaksi.x*/
pinMode (AD56X4 SS pin,OUTPUT) ;

/*Asetetaan SPI:n kellotaajuus.x*/
SPI.setClockDivider (SPI_CLOCK_DIV2);
SPI.begin ();
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/+*Resetoidaan AD56XJ SS pin ja kdaytetddn sisdista
referenssijannitettd. x/

AD56X4. reset (AD56X4 SS pin, true);

AD56X4. uselnternalReference (AD56X4 SS pin, true);

/+xAsetetaan korkeajdnnitteen kontrollointinasta
ulostulonastaksi.x/

pinMode (HV_out EN,OUTPUT) ;

/+Asetetaan korkeajinnitepuoli toimivaksi kirjoittamalla
korkeajinnitepuolen kontrollointinastaan arvo HIGH. x/
digitalWrite (HV _out EN, HIGH);

i

void loop ()
{
/#Otetaan tdiminhetkinen aika.x*/
float t =le — 6 x float (micros());
JxAlustetaan taulukko peilin neljille eri kanavalle.x/

byte channels || = {AD56X4 CHANNEL A, AD56X4 CHANNEL B,
AD36X4_CHANNEL C, AD36X4 CHANNEL D};

/+Lasketaan siniaallon arvot jokaiselle kanavalle
erikseen ja asetetaan ndmd jokaisen kanavan
sisaantulorekistereihin . */

for (int i = 0; 1 < 4; i++)

/+*Lasketaan siniaallon arvo ajanhetkelld t.x/
float y = offsets|i| + amplitudes|[i]

x sin (2.0«M_PIx(t*xfrequencies|i|

+ phases|[i1]/360.0));

/+*Muunnetaan siniaallon arvo word—tyypiksi

(unsigned int), jotta se pysyy alueella [0, O0zFFFF].x/
word output = word (y);

b

/+* Tarkistetaan vield ettei y:n arvo mene rajojen yli.x/
if (y > OxFFFF)

output = OxFFFF;
else if (y < 0)

output = 0;

/+Kirjoitetaan arvo kanavaan.x*/
AD56X4. setChannel (AD56X4_SS_pin, AD56X4 SETMODE INPUT,
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channels|i], output);

}

/#Piivitetain kaikkien DAC-rekisterien arvot samanaikaisesti,
jotta nyt ne ovat uwudet siniaaltojen arvot.x*/

AD56X4. updateChannel (AD56X4 SS pin, AD36X4 CHANNEL ALL);
}

VZ;

Arduino library handling SPI communication with 56x4:
Copyright (c) 2013, Freja Nordsiek

All rights reserved.

Redistribution and use in source and binary forms, with or
without modification, are permitted provided that the
following conditions are met:

1. Redistributions of source code must retain the abowve
copyright notice, this list of conditions and the following
disclaimer.

2. Redistributions in binary form must reproduce the above
copyright notice, this list of conditions and the following
disclaimer in the documentation and/or other materials
provided with the distribution .

THIS SOFTWARE IS PROVIDED BY THE COPYRIGHT HOLDERS AND
CONTRIBUTORS "AS 1S" AND ANY EXPRESS OR IMPLIED WARRANTIES,
INCLUDING, BUT NOT LIMITED TO, THE IMPLIED WARRANTIES OF
MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE ARE
DISCLAIMED. IN NO EVENT SHALL THE COPYRIGHT HOLDER OR
CONTRIBUTORS BE LIABLE FOR ANY DIRECT, INDIRECT, INCIDENTAL,
SPECIAL, EXEMPLARY, OR CONSEQUENTIAL DAMAGES (INCLUDING, BUT
NOT LIMITED TO, PROCUREMENT OF SUBSTITUTE GOODS OR SERVICES;
LOSS OF USE, DATA, OR PROFITS; OR BUSINESS INTERRUPTION)
HOWEVER CAUSED AND ON ANY THEORY OF LIABILITY, WHETHER IN
CONTRACT, STRICT LIABILITY, OR TORT (INCLUDING NEGLIGENCE OR
OTHERWISE) ARISING IN ANY WAY OUT OF THE USE OF THIS
SOFTWARE, EVEN IF ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGE.

*/

B Kytkimen lisidminen MEMS-peilin ohjaamiseen

/+*Koska tdmd koodi on tehty liitteen A koodin pddlle , vain
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ne rivit jotka ovat muuttuneet on kommentoitu. x/
#include <AD56X4.h>

#include "Arduino.h"

#include "math.h"

#include <SPI.h>

int AD56X4 SS pin = 10; the AD56X4.
int HV _out EN = 8§;
const byte CLOCKOUT = 9;

/*Kytkimen sisdintulonastaksi asetetaan nasta 11.x%/
int input pin — 11;

/«Tdhdn muuttujaan tallennetaan arvo nastasta 11 (onko
kytkin kiinni vai auki)+/

int value = 0;

float frequencies || = {20, 20, 20, 20};

float phases|[|] = {0, 180, 0, 180};

float offsets || = {32768, 32768, 32768, 32768};
float amplitudes|] = {26000, 26000, 26000, 26000};

word outputO0 = OxFFFF;
word outputl = OxFFFF;
word output2 = OxFFFF;
word output3 = OxFFFF;

void setup ()

{

/+Asetetaan nasta 11 sisdintulonastaksix/
pinMode (input_ pin, INPUT);

pinMode (CLOCKOUT, OUTPUT);
TCCRIA — bit (COMIAO):

TCCRIB — bit (WGMI2) | bit (CS10);
OCRIA — 128;

pinMode (AD56X4 SS pin,OUTPUT) ;
SPI.setClockDivider (SPI_CLOCK_DIV2);
SPI.begin ();

AD56X4. reset (AD56X4 SS pin, true);
AD56X4. uselnternalReference (AD56X4 SS pin, true);
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pinMode (HV_out_ EN,OUTPUT) ;
digitalWrite (HV out EN, TLOW);
}

void loop ()

{

float t = le—6 % float (micros());
/+*Muuttujaan value tallennetaan arvo input pin—mnastasta
(nasta 11), joka riippuu kytkimen asennosta. %/

value = digitalRead (input_pin);

/xJos kytkin on auki, peili ajetaan ensin O—positioon ja
sitten sammutetaan korkeajinnitepuoli.*/
if (value =— 0) {
mirrorToZero (output0, outputl, output2, output3);
digitalWrite (HV out EN, LOW);
lelse {
digitalWrite (HV out EN, HIGH);

byte channels|| = {AD56X4 CHANNEL A, AD56X4 CHANNEL B,
AD36X4_CHANNEL _C, AD3X4 CHANNEL D};

for (int i = 0; i < 4; i++){
float y = offsets|i| + amplitudes]|i]
* sin (2.0«M_PIx(txfrequencies|1i]
+ phases|[i]/360.0));

word output = word(y);

?

if (y > OxFFFF){
output = OxFFFF;

}

else if (y < 0){
output = 0;

}

AD56X4. setChannel (AD56X4 SS pin, AD56X4 SETMODE INPUT,
channels|[i], output);

/*Tallennetaan dsken kirjoitetut outputit muistiin.*/

if (i==0){

output0 = output;

}
else if (i==1){
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outputl = output;
}
else if (i==2){
output2 = output;
}
else if (i==3){
outputd = output;
}
}

AD56X4. updateChannel (AD56X4 SS pin, AD36X4 CHANNEL ALL);

}
}

J#Mdidritelldaan funktio, joka ajaa peilin O—positioon.
Funktion argumentteina ovat peilin neljdin eri kanavaan
ajettavat signaalit.x/
void mirrorToZero (word outputA, word outputB, word outputC,
word outputD)
{

/+ Tallennetaan ndmd muuttujiin opA—opD. x/

word opA = outputA;

word opB = outputB;

word opC = outputC;

word opD = outputD;

/+ Tallennetaan ndmd myés muuttujiin newoutputA—newoutputD . x/
word newoutputA = outputA;
word newoutputB = outputB;
word newoutputC = outputC;
word newoutputD = outputD;

/+Seuraavaksi iteroidaan tatd silmukkaa kunnes peili
saavuttaa 0—position.*/

while (opA!=32768 && opB!=32768 && opC!=32768 && opD!=32768){

/+Askelen pituus.*/
word stp = 1000;

/+*AD-muuntimeen kirjoitettavien arvojen yli— ja alaraja
sekd peilin O—positioimiseksi kirjoitettava arvo center. x/
word upperlimit = 33768;

word lowerlimit = 31768;

word center = 32768;
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/+*Muutetaan seuraavaksi AD-muuntimen A—kanavaan
kirjoitettavaa arvoa askelen wverran. x*/
if (opA > upperlimit){
newoutputA = opA — stp;
1

else if (opA < lowerlimit){
newoutputA = opA + stp;
}

else {
newoutputA = center;
}

/xAsetetaan arvo AD-muuntimeen. */
AD56X4. setChannel (AD56X4 SS pin, AD56X4 SETMODE INPUT,
AD56X4 CHANNEL A, newoutputA);
/*Tehdiin sama B—kanavan, ja sen jalkeen C— ja D-kanavan
arvoille . x/
if (opB > upperlimit){
newoutputB = opB — stp;
}

else if (opB < lowerlimit){
newoutputB = opB + stp;
}

else {
newoutputB = center;
}

AD56X4. setChannel (AD56X4 SS pin, AD56X4 SETMODE INPUT,
AD56X4 CHANNEL B, newoutputB);

if (opC > upperlimit){
newoutputC = opC — stp;
}

else if (opC < lowerlimit){
newoutputA = opC + stp;
}
else {
newoutputC = center;
}
AD56X4. setChannel (AD56X4 SS pin, AD56X4 SETMODE INPUT,
AD56X4 CHANNEL C, newoutputC);

if (opD > upperlimit){
newoutputD = opD — stp;

}
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else if (opD < lowerlimit){
newoutputD = opD + stp;
}

else {
newoutputD = center;
}

AD56X4. setChannel (AD56X4 SS pin, AD56X4 SETMODE INPUT,
AD56X4 CHANNEL D, newoutputD );

/*Piivitet din uudet arvot kanaviin.x/

AD56X4. updateChannel (AD56X4 SS pin, AD56X4 CHANNEL ALL);

/+Sitten wvaihdetaan wudet arvot wvanhojen arvojen tilalle ja
jatketaan iterointia.x*/

opA = newoutputA ;

opB = newoutputB;

opC = newoutputC;

opD = newoutputD ;

}

Yz

Arduino library handling SPI communication with 56x4:
Copyright (c¢) 2013, Freja Nordsiek

All rights reserved.

Redistribution and use in source and binary forms, with or
without modification, are permitted provided that the
following conditions are met:

1. Redistributions of source code must retain the abowve
copyright notice, this list of conditions and the following discla

2. Redistributions in binary form must reproduce the above
copyright notice, this list of conditions and the following
disclaimer in the documentation and/or other materials
provided with the distribution.

THIS SOFTWARE 1S PROVIDED BY THE COPYRIGHT HOLDERS AND
CONTRIBUTORS "AS 1S" AND ANY EXPRESS OR IMPLIED WARRANTIES,
INCLUDING, BUT NOT LIMITED TO, THE IMPLIED WARRANTIES OF
MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE ARE
DISCLAIMED. IN NO EVENT SHALL THE COPYRIGHT HOLDER OR
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CONTRIBUTORS BE LIABLE FOR ANY DIRECT, INDIRECT, INCIDENTAL,
SPECIAL, EXEMPLARY, OR CONSEQUENTIAL DAMAGES (INCLUDING, BUT
NOT LIMITED TO, PROCUREMENT OF SUBSTITUTE GOODS OR SERVICES;
LOSS OF USE, DATA, OR PROFITS; OR BUSINESS INTERRUPTION)
HOWEVER CAUSED AND ON ANY THEORY OF LIABILITY, WHETHER IN
CONTRACT, STRICT LIABILITY, OR TORT (INCLUDING NEGLIGENCE OR
OTHERWISE) ARISING IN ANY WAY OUT OF THE USE OF THIS
SOFTWARE, EVEN IF ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGE.

*/

C MEMS-peilin ohjaaminen Xilinx SDK:n avulla

/+measurement. c

Ohjelma Mirrorclen MEMS-peilin ajamista varten.
ArceDia / Jori Soukka

2019—05—24

*/

#include <stdio.h>

#include <sleep .h>

#include <xil printf.h>
#include "platform.h"
#include "xgpio.h"

#include "xscugic.h"
#include "xparameters.h"
#include "spi.h"

#include "tpx measurement.h"

J#Mdadritellaan tarvittavia nastoja.+/

#define SWS_DEVICE ID  XPAR AXI GPIO_0_DEVICE_ID

#define LEDS DEVICE ID XPAR AXI GPIO 1 DEVICE ID

#define LEDADDR XPAR AXH4 LITE TST IP 0 S00 AXI BASEADDR

/*Otetaan kdyttion ulkoinen TMirror—luokan muuttuja mirror. x/
extern TMirror mirror;

/*Alustetaan datavektori, johon wvoi tallentaa u32-tyypin
arvoja . x/

u32 data[1000];

XGpio swlnst, ledInst;

/+Alustetaan AD-muunnin kdyttdien kanavaa 0 ja kdynnistetddin se.x/
ul6 testADC() {
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initADC (0);
start ADC () ;
return readWordFromADC (0);

}

int main() {

int status;
init platform ();

/+xAlustetaan kaikki ledit.x*/
status = XGpio_ Initialize(&ledInst , LEDS DEVICE ID);
if (status != XST_SUCCESS)

return XST FAILURE;
status = XGpio Initialize(&swlnst, SWS DEVICE ID);
if (status != XST_SUCCESS)

return XST FAILURE;

JxAlustetaan ulostulot.x/
XGpio_SetDataDirection(&ledInst , 1, 0x00);
/+Alustetaan sisddntulot.x*/

XGpio_ SetDataDirection(&swlnst, 1, 0xFF);

/*Alustetaan SPI0-kanava sekd DA-muunnin. x/

initSPI0 ();

initDAC () ;

/+Asetetaan ajurin tilaksi 0 ja alustetaan AD-muunnin.x/
setDriverState (0);

initADC (0);

/+*Nyt vield ajurin tila on 0 ja measurementDone myds, silld
mittausta ei ole wvield suoritettu.x*/

int driverState — 0;

int measurementDone = 0;

/+*Aloitetaan mittaus.x/

while (1) {

usleep (200);

/+Luetaan vaihtotilat.x/

int swval = XGpio_ DiscreteRead(&swlnst, 1);
/xSytytetiin ledit.x/

XGpio DiscreteWrite(&ledInst , 1, swval);

/* Tarkistetaan mikd on ajurin tila.x/
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if ((swval & 0x1) != driverState) {

/xJos driverState muuttunut, asetetaan muutettu arvo ajurin

tilaksi.x/
driverState = swval & 0x1;
setDriverState (driverState );

continue;

}

/xJos driverState on 0 ja mittaus on loppu
(measurementDone=1), lopetetaan iteroiminen ./

else if (driverState — 0) {
if (measurementDone) {
break ;

} else continue;

}

/+Jos driverState on 1, midritellddin peilin X— ja Y-
suuntaisten askelten pituudet ja aloitetaan mittaus
kutsumalla measureSample—funktiota. Funktio on mdiaritelty
c—tiedostossa tpxr_ measurement.c.*/

/+xAskelten pituudet on wvalittu niin, ettd peilin nopeus ja
kolmioaaltojen taajuudet olisivat mahdollisimman samanlaiset
kuin aiemmissa pietsosdhkdisissi skanneripeileissi.x*/

if (driverState) {

const float STEP Y = (0.89 / (21000.0 % 0.05));
const float STEP_X — (STEP_Y # 137.0 / 67.0);

print ("Starting TPX_measurement_simulation\n\r");
/+Aloitetaan mittaus. x/

measureSample (26, 500, 120, 50, STEP X, STEP Y, 20,

400, 1800, 500);

print ("Ending _TPX_measurement_simulation\n\r");

measurementDone = 1;

}

cleanup platform ();
print ("All_done\n\r");
return 0;

}
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/*

Spi.c

C—tiedosto, jossa madritelladin SPI—vdylan kayttamiseen
ja mittauksen suorittamiseen tarvittavia funktioita.
AreDia / Jori Soukka

2019—12—-20

*/
#include "../src/spi.h"

#include "xparameters.h"
#include "xil io.h"
#include "sleep.h"
#include "xspips.h"

static XSpiPs spilnstance EMIO;
XSpiPs_Config *spiConfig  EMIO;

J#Mdadritellaan valintanasta.*/

u8 ctrlVal = ADC CONVST N | ADC RESET N;
volatile TMirror mirror;
/*Alustetaan SPI-vdyla.*/

int initSPIO() {

spiConfig  EMIO = XSpiPs_ LookupConfig ((ul6) SPI_EMIO);
int status = XSpiPs Cfglnitialize(&spilnstance EMIO ,
spiConfig  EMIO, spiConfig EMIO—>BaseAddress);

if (status != XST SUCCESS) {
print ("SPIO_init_failed!\r\n");
return XST FAILURE;

}

XSpiPs_ SetOptions(&spilnstance  EMIO , XSPIPS MASTER OPTION
| XSPIPS FORCE_SSELECT OPTION
| XSPIPS CLK_ ACTIVE TLOW_OPTION) ;

XSpiPs_SetClkPrescaler(&spilnstance EMIO ,
XSPIPS_CLK_PRESCALE 8);

return status;

}
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/xAlustetaan DA-muunnin. x/
int initDAC() {
);

setDriverState (0
writeWordToDAC (MIR_RESET, 1);
writeWord ToDAC (MIR_EN_IREF, 1);
writeWordToDAC (MIR_EN_DAC CH 0xf);
writeWordToDAC (MIR_EN_SW_IDAC, 0);

/+xAsetetaan peili nollapositioon.*/
mirror . fromX —
mirror .fromY
mirror .toX =
mirror.toY =
mirror.dirX = 1
mirror.dirY = 1,
return 0;

}

.05
0

bl

OOH
OOOO

bl

J#Mddritelldian funktio, jossa asetetaan ajurin tila.sx/
void setDriverState (int enabled) {
moveMirrorTo (0.0, 0.0);
ctrlVal = (enabled > 0)
? (ctrlVal | MIR_EN_DRIVER HV)

(ctrlVal & ("MIR_EN_DRIVER_HV));
Xil Out32(XPAR_AXI4 LITE TST IP_0_S00_AXI BASEADDR,
ctrlVal);
usleep (200);

}

J#Mdidritellddan funktio, jossa asetetaan ajurin eri kanaviin
arvot. /

int setDriverOutputs(float x, float y) {
if (x *x+yxy>1.0) return 1;

ul6 x1 = MIR_BIAS + MIR_DIFF_MAX # x;
ul6 x2 = MIR_BIAS — MIR_DIFF MAX * x;
ul6 yl1 — MIR_BIAS + MIR_DIFF_MAX * y;
ul6 y2 — MIR_BIAS — MIR_DIFF MAX * y;

/+*Kanava A eli positiivinen X—kanava.x/
writeWordToDAC (MIR_ WRITE REG | 0x0, x1);

/+*Kanava B eli negatiivinen X—kanava.x/
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writeWordToDAC (MIR_ WRITE REG | 0x1, x2);

/*Kanava C eli negatiivinen Y-kanava.x/

writeWordToDAC (MIR_ WRITE_REG | 0x2, y2);

/+*Kanava B eli positiivinen Y-kanava.x/
writeWordToDAC (MIR._WRITE_REG _UPDATE AILL | 0x3, yl);
return 0;

}

J#Midritelldadan funktio, jonka avulla DA—muuntimeen voidaan
kirjoittaa arvo.x/

void writeWordToDAC(u8 cmd, ul6 data) {

u8 writeBuffer [3] = {

cmd,
data >> 8§,
data & 0xff

};
XSpiPs_SetSlaveSelect(&spilnstance  EMIO , SPI0 SLAVE DAC);
XSpiPs_ PolledTransfer(&spilnstance  EMIO , writeBuffer , NULL, 3);

}

J#Mdadritelldaan funktio, jossa litkutetaan peilid seuraavaan
pisteeseen ./

int moveMirrorTo(float x, float y) {

mirror.toX = x;

mirror.toY = y;

mirror.dirX = (mirror.fromX < mirror.toX)
mirror.dirY = (mirror.fromY < mirror.toY)

const float MAX STEP = 2.0/30.0;
int status = 0;
while (1) {
float dx = x — mirror.fromX;
float dy = y — mirror.fromY;
float nextX = (dx > MAX STEP)?(mirror.fromX + MAX STEP) :
( ?(mirror.fromX — MAX STEP) : x;
float nextY = (dy > MAX STEP)?(mirror.fromY + MAX STEP) :
(dy < ~MAX_STEP)?(mirror.fromY — MAX STEP) : y;
status = setDriverOutputs (nextX, nextY);
mirror . fromX = nextX;
mirror.fromY = nextY;
if ((nextX != x) || (nextY != y)) {



70

usleep (40);
} else break;

}

return status;

}

J#Madritelldadan funktio, jossa lasketaan peilin seuraava

positio.x/
int updateScanner(float stepSizeX , float stepSizeY) {
float x = mirror.fromX + mirror.dirX *x stepSizeX;

float y = mirror.fromY + mirror.dirY x stepSizeY;
if (x + x> 0.2) {

mirror.dirX x= —1;

X 4= 2 x mirror.dirX x stepSizeX;

}

if (y xy>0.2){

mirror.dirY x= —1;

y +— 2 % mirror.dirY % stepSizeY;

}

return moveMirrorTo(x, y);

}

\«Madritell4dn funktio, jonka avulla peili tekee
takaisinvetoaskeleen .x/

int stepBack(float stepSizeX , float stepSizeY) {
mirror . dirX x= —1;

mirror.dirY x= —1;

int status = updateScanner (stepSizeX , stepSizeY );
mirror . dirX x= —1;

mirror .dirY x= —1;

return status;

}

J#Mdadritellaan AD-muuntimen alustusfunktio.x/

int initADC(int channel) {

ctrlVal &= “ADC RESET N;

Xil Out32(XPAR_AXI4 LITE TST IP 0 S00 AXI BASEADDR, ctrlVal);
usleep (1);

ctrlVal |= ADC RESET N;

Xil_Out32 (XPAR_AXI4 LITE TST IP_0_S00_AXI BASEADDR, ctrlVal);
usleep (1);

u8 channell = channel & 0x3;

writeWordToADC(0x01, 1 << channell );

/+Sisdinen referenssijinnite.*/

writeWordToADC (0x02, 1);
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return 0;

}

JeMadritellaan funktio, jossa AD-muuntimeen kirjoitetaan
arvo . x/
ul6 writeWordToADC(u8 addr, ul6 data) {
/x5 bittid.x/
u8 addrl = addr & Ox1f;
J¥10 bittid.«/
ul6é datal = data & 0x3ff;
u8 writeBuffer [2] = {
(addrl << 3) + (0x4 + (datal >> 8)),
datal & Oxff
¥
u8 readBuffer [2] = { 0, 0 };
XSpiPs SetSlaveSelect(&spilnstance  EMIO, SPI0 SLAVE ADC);
XSpiPs_ PolledTransfer(&spilnstance  EMIO, writeBuffer ,
readBuffer , 2);
return (readBuffer [0] << 8) + readBuffer[1];

}

JeMidritelldadin funktio, jossa AD-muuntimesta luetaan arvo.x/
ul6 readWordFromADC(u8 addr) {

u8 addrl = addr & O0x1f; // b bits
u8 writeBuffer [2] = {

addrl << 11,

0

}s

u8 readBuffer [2] = { 0, 0 };
XSpiPs_SetSlaveSelect(&spilnstance  EMIO , SPI0 SLAVE ADC);
XSpiPs_ PolledTransfer(&spilnstance  EMIO , writeBuffer ,
readBuffer , 2);

return (readBuffer [0] << 8) + readBuffer|[1];

}

J#Mdadritellaan funktio, jonka avulla AD-muunnin
kiynnistetddn. x/

int startADC() {

volatile int i;

ctrlVal &= “ADC_CONVST N;

Xil Out32(XPAR_AXI4 LITE TST IP 0 S00 AXI BASEADDR, ctrlVal);
for (i = 0; i < 10; i++) {

/+*Odotetaan . */

h
ctrlVal |= ADC CONVST N;
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Xil _Out32 (XPAR_AXI4 LITE_TST IP_0 S00 AXI BASEADDR, ctrlVal);
for (i = 0; 1 < 20; i++) {

/*Odotetaan . x/

}

return 0;

/%

tpr_measurement. c

C-tiedosto , jossa mddaritelldin mittauksen kulku.
AreDia/Jori Soukka

2020—01—10

*/

#include "../src/tpx measurement.h"
#include <sleep .h>

#include <stdio.h>

#include <xtime 1.h>

#include "../src/spi.h"

volatile TMirror mirror;
extern u8 ctrlVal;

J*Maaritellddn funktio, jossa mittaus tapahtuu.*/

int measureSample (int measTime, int minBgT, int maxPartT,
int maxLostT, float stepX, float stepY, int stepBackFactor,
int bgThr, int stopThr, int intThr) {

TRunState runState = (stopThr > 0) ? RUN_BG : RUN_PART;
XTime currT;

XTime_GetTime(&currT );

XTime prevT=currT;

XTime endT = currT + (((XTime) (1000000 * measTime)) x
COUNTS_PER, USECOND) ;

XTime bgT = 0;

XTime foundT =
XTime intT = 0;
XTime lostT = 0;
int userlnterru
int timer = 0;
ul6 scatl = 0, scat2 = 0;

const int BASEADDR = TPX REG32;

int counter = 1;

03

t = 0;
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/+* Vektoriin data lisdtddn sekd intensiteetti ettd
fokuksessaoloaika.*/
extern u32 data[];

/*Fluoresenssisignaalien maardit luetaan signaalinastoista.x/
u32 startphcount = Xil In32(BASEADDR + 13x4);

u32 finishphcount = Xil In32(BASEADDR + 13x4);

u32 Iscount — Xil In32(BASEADDR + 14x4);

u3d2 starttime = 0;

setDriverState (1);

do {

XTime_GetTime(&currT );

if (currT < prevl + MEAS TICK) ({

continue;

}

start ADC () ;

/*Luetaan sirontasignaali AD-muuntimelta. x/
scatl = readWordFromADC (0);

/*Riippuen runStaten tilasta , mennddin joko lohkoon RUN_BG,
RUN PART tai RUN STORE. x/
switch (runState) {

/*Skannataan livosta.x/

case RUN BG:

if ((scatl > stopThr) & //(—scat2) (bgT > minBgT x
COUNTS_PER, MSECOND) ) {

/*Jos havaitaan sirontaa partikkelista , liikutetaan peilid
hieman takaisinpdin ja pysdytetddn se ja tallennetaan
fluoresenssisignaalit.*/

Xil Out32(XPAR_AXI4 LITE TST IP 0 S00 AXI BASEADDR,
ctrlVal);

stepBack (stepBackFactor % stepX, stepBackFactor x
stepY );

startphcount = Xil_ In32(BASEADDR + 13x4);

XTime_ GetTime(&currT );

starttime = currT /COUNTS PER MSECOND;

runState = RUN_PART;

foundT = currT;
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else {

/#« Liikutetaan peilid seuraavaan asentoon.x/
updateScanner (stepX , stepY);

if (timer%200 — 0){
XTime_GetTime(&currT );
starttime = currT /COUNTS PER_ MSECOND;
u32 startphcount — Xil In32(BASEADDR + 13x4);

u32 finishphcount = Xil In32(BASEADDR + 13x4);
XTime_GetTime(&currT );

u32 endtime = currT /COUNTS PER MSECOND;

float phocount finishphcount — startphcount;
float phtime = endtime — starttime

float intensity = phocount/phtime;
printf("Photon_count_was_%.6f\n" | phocount);
printf("Photon_time_was_%.6f\n" | phtime);
printf("Intensity _was_%.6f\n" , intensity );

if (scatl < bgThr) {
bgT += currT — prevT;
if (bgT > (XTime) 10 * COUNTS_PER_SECOND) {
// Long bg measurement —> store
runState = RUN_STORE;
}
}

i
break;

case RUN PART:

/+Kun on havaittu partikkeli, tallennetaan aika jonka se on
okuksessa ja sen intensiteetti vektoriin data.*
J

if (scatl > intThr + bgThr) {

lostT 0;
intT += curr'T — prevT;
if (currT — foundT > maxPartT x COUNTS PER_MSECOND) {
runState = RUN_STORE;

1
} else {

lostT += currlT — prevT;
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if (lostT > maxLostT % COUNTS PER MSECOND) ({
runState = RUN_STORE;

XTime_GetTime(&currT );

finishphcount = Xil_In32 (BASEADDR + 13%4);
float phocount = finishphcount —
startphcount ;

u32 endtime = currT /COUNTS PER MSECOND;
float phtime = endtime — starttime ;
float intensity = phocount/phtime;

data|counter| = phtime;
data|counter+1| = intensity;
counter = counter + 2;
}

}

break ;

case RUN STORE:

bgT = 0;

foundT = 0;

intT = 0;

lostT = 0;

Xil Out32(XPAR_AXI4 LITE TST IP 0 S00 AXI BASEADDR,
ctrlVal);
runState = RUN _BG;
break ;
}

prevIT=currT ;

}

while ((currT < endT) && (!userInterrupt));
setDriverState (0);
return 0;

}



