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DEVELOPMENT OF AN ALGORITHM FOR IDENTIFICATION AND CORRECTION OF SPIKES IN RAMAN IMAGING
SPECTROSCOPY. Raman imaging spectroscopy is a highly useful analytical tool that provides spatial and spectral information on
a sample. However, CCD detectors used in dispersive instruments present the drawback of being sensitive to cosmic rays, giving rise

to spikes in Raman spectra. Spikes influence variance structures and must be removed prior to the use of multivariate techniques.

A new algorithm for correction of spikes in Raman imaging was developed using an approach based on comparison of nearest
neighbor pixels. The algorithm showed characteristics including simplicity, rapidity, selectivity and high quality in spike removal

from hyperspectral images.
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INTRODUCAO

Espectroscopia Raman de Imagem (ERI) combina espectroscopia
Raman com tecnologia de imagem digital para fornecer, simultane-
amente, informagdo espacial e espectral sobre uma amostra e, por
isso, oferece novas possibilidades para a caracterizagido de materiais
biol6gicos, farmacéuticos, entre outros. Para a geracio da imagem,
seleciona-se uma drea da amostra, com dimensdes espaciais X e y, a
qual € dividida em pixels. S3o entdo obtidos espectros a cada pixel,
gerando um cubo de dados (cubo hiperespectral). Devido ao elevado
volume de dados gerados e ao fato de que as respostas espectrais
se encontram correlacionadas, métodos de analise multivariada de
tratamento de imagens hiperespectrais sio comumente aplicados para
aidentificacdo dos componentes da amostra e para a efetiva extracéio
de informag@o sobre a distribui¢@o espacial destes componentes.'*

Detectores de dispositivo de acoplamento de carga, Charge
Coupled Device (CCD), tém sido utilizados em equipamentos de
espectroscopia Raman dispersivos devido a alta sensibilidade e bai-
xo ruido, entretanto, um problema intrinseco ao uso dos detectores
de CCD ¢ sua vulnerabilidade a raios césmicos.** Raios cdsmicos
produzem interferéncias nos espectros, chamadas de spikes, que sdo
picos estreitos de intensidade variada. Estes interferentes resultam
de raios gama (altamente energéticos) que sdo capazes de penetrar
em diversos materiais e atingir os detectores de CCD. Os sinais re-
sultantes dos spikes derivam do excesso de elétrons gerados em um
Unico pixel ou em vdrios pixels adjacentes no detector sendo carac-
terizados por:* bandas tipicamente estreitas; unidirecionais, sempre
positivas em relagd@o a linha de base; padrio aleatério de distribuicio
temporal e, consequentemente, imprevisibilidade de ocorréncia no
espaco amostral.> A identificagdo e a eliminagdo de spikes presentes
nos espectros sdo de fundamental importancia para as aplicagdes de
ERI, porque podem mascarar ou deformar as bandas de interesse
quimico e limitar o desempenho dos métodos de andlise de dados,
seja univariada ou multivariada.>*¢7

Embora em alguns casos a aquisi¢cdo de imagens pelo monitora-
mento seletivo de um determinado comprimento de onda seja possivel,
solucdes mais robustas apontam para a utilizacdo de uma abordagem
multivariada.® Os métodos multivariados mais empregados em andlise
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de imagens hiperespectrais sdo: andlise por componentes principais,
Principal Component Analysis (PCA),* métodos de resolucdo de
curvas multivariadas por minimos quadrados alternados, Multivariate
Curve Resolution - Alternating Least Squares (MCR-ALS),” minimos
quadrados cldssicos, Classical Least Squares (CLS)'® e minimos qua-
drados parciais, Partial Least Squares (PLS)."' NaPCA, a presenga de
spikes nos espectros pode causar uma distorcéo na direcio dos eixos
das componentes principais em fun¢do do aumento da varidncia em
um dado comprimento de onda.® Este problema € transferido para o
mapa de distribui¢ao dos escores, que mostrard imagens distorcidas.
Da mesma forma, os spikes podem causar a introdugdo de falsas
variaveis puras em MCR ou, ainda, problemas ligados ao processo
de otimizac@o por ALS, que poderdo modelar, inadequadamente, o
sinal andmalo. No caso do CLS, a calibracio e a previsdo também
serdo distorcidas pela presenca de spikes, ja que neste método de cali-
bracao direta ndo existe selecio de informagdes para correlagdo com
a varidvel dependente e, consequentemente, nao admite calibragoes
na presenga de interferentes, ou seja, a previsdo serd prejudicada,
pois os espectros das amostras serdo diferentes da média ponderada
dos espectros dos constituintes puros. Embora o PLS possa fornecer
calibra¢@o na presenca de interferentes devido a utilizag¢@o de infor-
macdes espectrais que contenham maior correlacdo com a varidvel
dependente, os spikes ndo podem ser considerados como interferentes
previsiveis, uma vez que sdo ocorréncias aleatdrias.

Nosso grupo de pesquisa tem diversos projetos em andamento
em que ERI e o tratamento multivariado das imagens tém sido am-
plamente utilizados em estudos de pré-formulagdo e na investigacao
de formulagdes farmacéuticas sélidas (pellets e comprimidos) e
semissélidas (cremes e pomadas). O surgimento ostensivo de spikes
tem sido um desafio constante para o sucesso dos projetos, uma
vez que comprometem todas as etapas subsequentes de tratamento
quimiométrico dos dados. Sendo assim, o desenvolvimento de algo-
ritmos para a remocao de spikes tem sido um dos focos principais
das pesquisas desenvolvidas.

As abordagens para corre¢do de spikes podem variar de acordo
com o sentido de observagio do conjunto de dados.? A andlise pode
ser realizada em um tnico espectro percorrendo as varidveis, ou
seja, pode-se criar uma janela contendo um determinado nimero de
varidveis, onde € realizada uma andlise da intensidade do sinal em um
comprimento de onda em fungfo das varidveis adjacentes.> Normal-
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mente € utilizado um determinado nivel de confianca da média das
varidveis proximas para detectar um spike e um filtro de mediana ou
algum tipo de suavizagdo para corrigi-lo. Embora apresente vanta-
gens, este enfoque pode ser pouco sensivel a detecgao de spikes, pois,
cada vez que a janela se aproxima de uma banda espectral, o limite
de confianca da média é aumentado. Além disto, a deformagdo dos
sinais e redu¢@o do niimero de varidveis no espectro sdo desvantagens
conhecidas destes métodos.

Outra abordagem avalia a presenca de spikes em uma mesma
varidvel, mas em diferentes espectros, ou seja, a avaliacdo ¢ feita
percorrendo objetos. Assim, € possivel minimizar o desvio padrio
de um conjunto de espectros, desde que apresentem caracteristicas
espectrais muito semelhantes. A corre¢do do valor andomalo neste
caso ¢ feita através da realiza¢do de uma replicata da amostra. No
entanto, este procedimento pode ser muito demorado ou até mesmo
invidvel como, por exemplo, em imagens formadas por milhares de
espectros. Nestas situacdes, uma aproximag¢ao de uma replicata pode
ser feita empregando-se os pixels mais proximos, pois as variagoes
espectrais sdo bastante sutis quando comparadas em regides muito
proximas na superficie de uma amostra. Assim, esta € uma abordagem
rdpida e eficiente para corre¢do de spikes e pode ser explorada em
dados de imagens.

Diversos algoritmos t€m sido propostos na literatura para elimi-
nar ou minimizar os efeitos causados pelo surgimento de spikes em
ERI1.>*¢ Zhang e Henson® mencionam as vantagens e desvantagens de
vérias abordagens disponiveis na literatura para confrontar o problema
de contaminagdo de espectros Raman por spikes, e apresentam um
método aplicado a determinacio de principio ativo em baixa dosagem
em comprimidos. O método de eliminacdo de spikes utilizado foi
baseado na comparagdo de um pixel com os vizinhos mais proximos
proposto anteriormente por Beherend.® A base deste método consiste
em utilizar a similaridade entre nove espectros distribuidos em um
arranjo 3x3 para identificar spikes em um pixel central. Este método
baseia-se no fato de que a probabilidade de um spike proveniente de
raios césmicos aparecer em um mesmo comprimento de onda em
um pixel espacialmente adjacente na superficie da amostra é muito
baixa, tornando vidvel a substituicdo do valor da varidvel no pixel
contaminado por vizinhos mais proximos.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um algoritmo de
aplicac@o simples e rdpida para a detecc@o e eliminag@o de spikes
em ERI, a ser aplicado diretamente no cubo de dados. O algoritmo
baseia-se na comparacio da intensidade do sinal de um determinado
pixel, em um dado comprimento de onda, com seus vizinhos mais
préximos. O algoritmo foi desenvolvido para obter simultaneamente
alta sensibilidade para correcéo de spikes (dados aleatdrios) e baixa
sensibilidade para corre¢do de bandas espectrais (dados sistemdticos).

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao e estrutura de dados

Os espectros Raman foram coletados em um equipamento Raman
Station 400 F da PerkinElmer, equipado com laser de excitacido de
785 nm, detector CCD (com drea ativa de 1024 x 255 pixels de 26
X 26 um), resolug@o de 16 bits, temperatura de operagao de -50 °C.

Os resultados mostrados neste artigo sdo referentes a dois conjun-
tos de dados de imagens hiperespectrais: (1) semente de soja (reso-
lugdo espectral de 8 cm™, resolucao espacial de 50 pm, 3 exposi¢oes
de 5 s cada, faixa espectral de 1000 a 3200 cm™); (2) comprimido
de carbamazepina (resolucao espectral de 4 cm™, resolug@o espacial
de 50 um, 3 exposicdes de 3 s cada, faixa espectral de 200 a 3200
cm!). Estas amostras foram selecionadas uma vez que representam
desafios ao algoritmo, como similaridade dos sinais analiticos com

Desenvolvimento de um algoritmo para identificac@o e correcio de spikes 613

os spikes, deslocamento de linha base e intensidade de fundo. O al-
goritmo foi escrito usando Matlab 7.0® (Mathworks, Natick, MA) e
processado em computador desktop equipado com processador Inter
Core 2 Duo E7400, 2.80 GHz; memoéria RAM de 3,24 GB e sistema
operacional de 32 bits.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Principio do algoritmo

O algoritmo proposto estd baseado na probabilidade de um sinal
ser ou ndo um spike, assim como na homogeneidade da composi¢ao
quimica entre regides muito proximas (pixels vizinhos) na amostra.
A localizagdo espacial de um pixel, em relagdo a sua vizinhanca,
pode ser descrita para trés situagdes distintas: o pixel pode estar lo-
calizado em uma regido central do cubo apresentando oito vizinhos
mais préximos; nas bordas do cubo apresentando cinco vizinhos mais
proximos; ou nos cantos do cubo apresentando trés vizinhos mais
proximos. Estas situacdes sdo representadas na Figura 1.
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Figura 1. Localizagdo espacial de um pixel em um cubo de dados: o pixel pode
estar localizado em uma regido central, nas bordas ou nos cantos do cubo,
apresentando oito, cinco ou trés vizinhos mais proximos, respectivamente

O algoritmo foi desenvolvido para seguir uma sequéncia légica de
avaliagdes. As trés etapas mostradas na Figura 1 sdo realizadas para
cada um dos comprimentos de onda do cubo hiperespectral (fatias
do cubo no sentido dos comprimentos de onda). Para cada fatia, a
varredura € iniciada pelas colunas de pixels e, em seguida, indo para
as linhas. Quando todas as colunas e linhas de uma determinada
fatia ja foram corrigidas, o algoritmo passa para a andlise de outro
comprimento de onda. A andlise comeca pela situagao na qual o pixel
estd rodeado por oito vizinhos, seguindo para a situagdo na qual esta
rodeado por cinco e, por ultimo, por trés vizinhos mais proximos. A
razdo desta escolha € que ao chegar a segunda etapa, a maior parte
dos spikes ja foram corrigidos pela primeira etapa e, na ultima etapa,
todos os pixels vizinhos ja foram corrigidos pelas duas primeiras.

O procedimento utilizado para identificar e remover um spike do
pixel central € descrito abaixo:

(1) o pixel central ¢ identificado como sendo spike em fungdo do
limite de confianga dos valores de intensidade de espalhamento
estabelecido a partir dos pixels vizinhos de acordo com a Equa-
¢do 1:

1

P ]p vizinhos + ksP

conral iinhos (1)
onde J,,,,.. € a intensidade de espalhamento do pixel central com
localizagdo espacial no plano xy da imagem em um dado comprimento

de onda A, I,,,,,,,, € 0 valor médio de intensidade, descartando-se o
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valor extremo para evitar que spikes sejam incluidos no célculo da

média; k € o fator de abrangéncia e sp,;;,,,, € a estimativa de desvio

padrdo dos pixels vizinhos;

(2) quando o pixel central apresenta um valor acima do limite de
confianga, entdo ele € substituido pela média dos valores de
intensidade de espalhamento dos pixels vizinhos, descartados
os valores extremos;

(3) na primeira etapa, o pixel central € substituido pela média dos
oito vizinhos mais préximos, descartados os valores extremos;

(4) na segunda etapa, o pixel central € substituido pela média dos
cinco vizinhos, descartados os valores extremos;

(5) na terceira etapa, o pixel central € substituido pela média dos
trés vizinhos mais préximos. Neste caso ndo houve necessidade
de descartar valores extremos, pois os vizinhos foram corrigidos
nas etapas anteriores;

(6) ap6s a correcdo de todos os spikes presentes, € gerado um cubo
de dados bindrio (onde, posicdo corrigida = 1 e posi¢do inaltera-
da=0);

(7) finalmente, o cubo bindrio € utilizado para retornar aos pontos
de corregdo e realizar melhorias sutis nas varidveis vizinhas no
eixo espectral.

Um desafio a ser enfrentado por algoritmos de detec¢do e re-
mocdo de spikes € ndo confundi-los com sinais de linha de base ou
variagdes sistemadticas no espectro Raman e nao provocar distor¢des
no perfil das bandas, pois desta forma os espectros perderiam parte
de sua informacao relevante. O valor do pardmetro k esta diretamente
relacionado com a deteccio de spikes nos espectros e por este motivo
foi estudado com mais detalhes. A remogdo de spikes, nas imagens
hiperespectrais das amostras, foi avaliada através da variagdo dos
valores de k e da observagdo dos resultados por meio de graficos
de diagnéstico, os quais serdo discutidos adiante. O valor de k a ser
utilizado deve ser aquele que retire os spikes, sem retirar informacdes
espectrais. Foi observado que o valor 6timo de k variou de acordo com
anatureza da amostra, como grau de homogeneidade, intensidade de
fundo e formato de bandas. Por outro lado, o valor de k também &
influenciado pelas caracteristicas dos spikes, como suas intensidades.
Valores altos de k implicam intervalos de confianga grandes, o que
permite apenas a retirada de spikes de alta intensidade. Um valor de k
pequeno implica intervalo de confianga mais estreito, o que permite a
retirada de spikes de menor intensidade. Entretanto, neste tltimo caso,
sinais espectrais podem também ser corrigidos desnecessariamente.
Em relagdo a natureza da amostra, quanto mais heterogénea for a
amostra (maior desvio padrao entre os pixels vizinhos), menor deve
ser o valor de k para garantir a retirada de spikes de menor intensidade.

Pelos motivos expostos acima, o parametro k deve ser otimizado
pelo usudrio de acordo com a sua amostra. Recomenda-se ao usudrio
que observe trés graficos de diagndstico: espectros originais, espec-
tros corrigidos e o grafico da diferenca dos dois. O resultado 6timo
¢ alcancado quando a retirada dos spikes € completa, sem remocio
de informagdes espectrais. O grafico da diferenca deve mostrar um
padrio aleatério sem sinais espectrais. Vale ressaltar que alguns
parametros instrumentais, como tempo de exposi¢do e niimero de
exposicdes, também levam a variacdes de intensidade e nimero de
spikes registrados. Quando o tempo de exposi¢do do laser aumenta, o
nimero de spikes registrados tende a aumentar. Por outro lado, quando
sdo realizadas muitas exposi¢des por amostra, a intensidade de spikes
registrados deve diminuir, ja que um espectro médio € registrado.
Estes parametros também podem ser ajustados pelo usudrio com o
intuito de adequar a intensidade de spikes registrados nos espectros.

Para ilustrar os aspectos discutidos acima, calculou-se a dife-
renga entre os espectros originais (contendo spikes) e 0s espectros
corrigidos pelo algoritmo, tomando-se os dados do comprimido de
carbamazepina como exemplo, com diferentes valores do parametro
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k. Os resultados sao mostrados na Figura 2. Na Figura 2A € possivel
observar que para valores de k = 3, informacdes espectrais foram
corrigidas desnecessariamente. Na Figura 2B observa-se que, quando
o valor de k foi aumentado para 5, apenas os spikes foram retirados.
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Figura 2. Espectros Raman da diferenga entre os espectros originais da
amostra do comprimido de carbamazepina e aqueles corrigidos pelo algoritmo
empregando: A)k=3eB) k=5

A Figura 3 apresenta uma comparacio dos espectros da amostra
de soja e do comprimido de carbamazepina antes e depois da aplicagdo
do algoritmo, utilizando-se valores de k = 3 e 5, respectivamente.
Para a amostra de soja, a utilizagdo de k = 3 foi suficiente para re-
mover os spikes sem remocao de picos espectrais. Através da andlise
desta figura, € possivel verificar a qualidade da corre¢do dos spikes
realizada pelo algoritmo, bem como a sua seletividade na presenga
de variagdes de linha base e elevada intensidade de fundo, uma vez
que estas informacdes sdo preservadas com a aplicac¢do do algoritmo.

Outra maneira de avaliar a qualidade dos dados obtidos apds a
corregdo de spikes € realizar uma andlise de componentes principais
(PCA) e avaliar o nimero necessario de componentes principais para
explicar a variancia do conjunto de dados. A aplicagdo da PCA aos
conjuntos de dados estudados mostrou que um niimero maior de com-
ponentes principais € requerido para explicar a variancia do conjunto
de dados contendo spikes. Esta observacao ¢ explicada pelo fato dos
spikes causarem distor¢des na dire¢do dos eixos das componentes
principais alterando, portanto, a porcentagem de varidncia descrita por
cada uma delas, uma vez que induzem fontes de variagao adicionais
no célculo multivariado. Além disto, uma determinada componente
principal pode estar presente exclusivamente para descrever infor-
magdes relativas a um spike, uma vez que o0 mesmo representa uma
fonte de variagio muito grande.

Deve ser ressaltado que o algoritmo se baseia na similaridade
espectral do pixel central com seus vizinhos mais proximos. Desta
maneira, situacdes nas quais o pixel central apresenta caracteristicas
muito diferentes dos seus vizinhos como, por exemplo, deslocamento
de linha base apenas no espectro que contém o spike, a corregao nao
podera ser realizada de forma satisfatéria. Neste caso, sugere-se a
alteracdo dos parimetros instrumentais de tempo de exposicdo e
nimero de exposi¢des para otimizar a ocorréncia/intensidade dos
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spikes. Além disto, se o sinal analitico estiver presente em apenas um
pixel, como € o caso de estudos de single-molecule SERS, o mesmo
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Figura 3. Exemplos de espectros antes e depois da aplicag¢do do algoritmo:

A) espectros da amostra de soja antes da remogdo dos spikes; B) espectros

da amostra de soja apos utiliza¢do do algoritmo (k=3); C) espectros do

comprimido de carbamazepina antes da remog¢do dos spikes; D) espectros do

comprimido de carbamazepina apds utilizagdo do algoritmo (k=5)
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poderia ser confundido com um spike pelo algoritmo. Nestes casos,
a resolucdo espacial pode ser aumentada para que a amostragem de
pixels vizinhos se torne mais homogénea ou o niimero de exposi¢des
pode ser diminuido para que as ocorréncias de spikes sejam mais
intensas e possam ser diferenciadas com valores de k maiores, entre
outras acdes baseadas no conhecimento quimico do sistema em
estudo. Entretanto, considerando as aplica¢des usuais do algoritmo
proposto, estes sdo considerados casos raros.

CONCLUSAO

A presenca de spikes inviabiliza o tratamento de dados de
imagens hiperespectrais e, por este motivo, deve ser corrigida.
Neste trabalho, o algoritmo proposto ndo requer etapas de pré-
processamento como o desdobramento do cubo de dados original ou
correcdo de linha base, o que facilita a sua utilizagdo. Além disso,
apresenta vantagens sobre outros algoritmos que sao aplicados sobre
a matriz desdobrada, como os filtros de mediana, os quais podem
deformar as bandas espectrais e reduzem as dimensdes originais
dos dados. Outro aspecto importante € a correcdo de espectros de
forma seletiva, preservando flutuacdes de linha base e intensidade
de fundo. O fator de abrangéncia € o Unico parametro ajustdvel
pelo usudrio, o qual deverd selecionar o valor a ser utilizado de
acordo com os graficos de diagndsticos. Um bom ponto de partida
¢é considerar um valor de k em torno de 5, podendo-se otimiza-lo
de acordo com a natureza da amostra e as caracteristicas dos spikes
presente nos espectros. Nao € recomendado valores de k abaixo de
3, neste caso a otimizagdo dos parametros instrumentais pode ser
uma alternativa para a retirada de spikes de forma seletiva.

Embora a qualidade das correcdes seja fundamental, outras carac-
teristicas desejdveis também podem ser destacadas neste algoritmo
como, por exemplo, a rapidez de execucdo (aproximadamente 1 min
por amostra) e a simplicidade de operagdo (apenas duas varidveis de
entrada: o cubo de dados e o fator de abrangéncia, k).
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