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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva optimalizaci vybranych parametri méfeni pro analyzu
mékkych tkani pomoci spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS). Technikou LIBS
byly zkoumany hodnoty SNR (pom¢ér signal/Ssum pro spektralni iontovou ¢aru Ca Il 393,37 nm)
pro rizné kombinace nastaveni. Pro analyzy byl vybran laser o vinové délce 266 nm a laser
0 vlnové délce 1064 nm, rtizné hodnoty energie pulzu laseru, Casu zpozdéni sbéru signalu
a pro ruznou atmosféru v abla¢ni komofte (bez a s ofukem vzorku proudem argonu). Nejlepsich
vysledkl bylo dosazeno pouzitim laseru s vinovou délkou 1064 nm a aplikaci ofuku vzorku
argonem, coz vedlo k vyraznému zlepseni SNR. Vysledky prace jsou uzite¢né pro dalsi vyzkum
Vv oblasti analyzy mé&kkych tkani pomoci metody LIBS.

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the optimization of selected measurement parameters for soft
tissue analysis using the laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) method. The SNR
values (signal-to-noise ratio for spectral ion line Ca Il 393,37 nm) were investigated by the
LIBS technique for a combination of settings. For the analyses, a laser with a wavelength of
266 nm and a laser with a wavelength of 1064 nm, different values of laser pulse energy, gate
delay and for different atmosphere in the ablation chamber (without and with argon purge) were
selected. The best results were obtained by using a 1064 nm laser and with argon purge, which
led to a significant improvement in SNR. The results of the work are useful for further analysis
of soft tissues using the LIBS method.
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1 UVOD

Biologické mékké tkané predstavuji komplexni systémy, jejichz slozeni a struktura jsou
hlavnimi, a tedy kli¢ovymi faktory pro pochopeni riznych fyziologickych procest. Dalsi
dilezitou roli znamenaji také pro pripadnou diagnostiku patologickych stavii. Vzhledem
K jejich heterogenité a slozité povaze je analyza biologickych mékkych tkani dlouhodobou
vyzvou pro védce a vyzkumniky v oblasti biomediciny a biochemie. V tomto kontextu
se spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS) jevi jako slibna technika pro rychlou
a presnou prvkovou analyzu biologickych tkani.

LIBS, metoda zaloZena na principu excitace a emise elektromagnetického zafeni z plazmatu
generovaného laserovym impulzem, nabizi né€kolik zasadnich vyhod pro analyzu biologickych
vzorku, a tedy i mékkych tkani. Jednou z hlavnich vyhod je kratka ¢asova naro¢nost méteni,
které trva v fadech sekund. Dalsi nemén¢ dulezitou vyhodou je fakt, ze se jedna o metodu, jez
dokaze zobrazovat prvkové mapy, které slouzi k vizualizaci distribuce prvkil v biologickych
tkanich.

Cilem této bakalarské prace je identifikovat a optimalizovat experimentdlni podminky
pro mé&feni m&kkych biologickych tkani metodou LIBS. Prace se V teoretické Casti zaméfi
na zékladni informace o metodé LIBS a také na zhodnoceni dosavadnich vyzkumnych studii
a experimentu v této oblasti, s diirazem na nalezeni optimalnich parametrt laserového systému.
Nalezeni optimalnich parametri, jako je naptiklad energie pulzu, vinova délka laseru nebo
Casovani sbéru dat, vede k maximalizaci citlivosti a pfesnosti analyzy.

Tato prace piindsi prehled soucasného stavu poznani v oblasti aplikace LIBS pro analyzu
biologickych mékkych tkani. Zavéry této prace by mohly poskytnout cenny ptispévek k rozvoji
techniky LIBS jako vyznamného néstroje pro prvkovou analyzu mékkych biologickych tkani
s potencidlem vyuziti v diagnostickych aplikacich v biomedicinég.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Spektroskopie

Spektroskopie je definovéana jako véda, kterd se zabyva interakcemi mezi svétlem neboli
elektromagnetickym zafenim a hmotou. Elektromagnetické zafeni je popisovano jako vinéni
magnetick¢ho a elektrického pole, kdy vektory téchto slozek jsou na sebe kolmé.
Elektromagnetické vinéni se déli podle velikosti vinovych délek na rtizné druhy, mezi kterymi
nejsou ostré hranice a prechody mezi nimi jsou plynulé (y — gama, RTG — rentgenové,
UV — ultrafialové, VIS — viditelné, IR — infracervené, mikrovinné a radiové zareni). Vysledkem
spektroskopickych méfeni je spektrum ¢ili zavislost intenzity elektromagnetického zateni
na vinové délce [1].

Spektroskopické metody lze délit podle ruznych aspekti. Nejzakladnéjsim délenim
spektroskopickych metod je na spektralni a nespektralni metody, kdy u nespektralnich metod
nedochazi k vymén¢ energie. Pozoruje se zména nékterych vlastnosti zafeni (zmény rychlosti
zafeni, otadCeni roviny polarizovaného svétla, rozptyl zateni), tudiz nevznikd spektrum.
Piikladem muze byt refraktometrie, polarimetrie apod. U spektradlnich metod jiz dochézi
kK vimén¢ energie a vysledkem je spektrum. OvSem nejpodstatnéjSim délenim spektralnich
metod je na techniky absorpcni a emisni. Mezi dalsi déleni patii podle typu pfenosu energie
mezi fotonem a analyzovanou matrici (Tabulka 1) nebo podle typu zkoumanych ¢astic se také
muze dale délit na atomovou spektroskopii a molekulovou spektroskopii. Pravé atomova emisni
spektroskopie neboli optickad emisni spektroskopie je pro tuto bakalaiskou praci diilezita, nebot’
se pod ni fadi spektroskopie laserem buzeného plazmatu [2].

Interakce zafeni s hmotou se vyuziva k ziskani kvalitativnich i kvantitativnich informaci
0 vzorku. Analyt je puvodné ve svém nejniz§im energetickém stavu (zakladni stav) a po dodani
energie v rizné formé (tepla, svétla, elektrické energie, chemické reakce atd.) prejde analyt
do vyssiho energetického neboli do excitovaného stavu. Velikost energie, kterou latka je
schopna absorbovat, je pfesn¢ kvantovdna v zavislosti na elektronové konfiguraci latky.
Me¢tenim elektromagnetického zafeni emitovaného pii navratu do zakladniho stavu nebo
méfenim mnozstvi elektromagnetického zéafeni absorbovaného potazmo rozptyleného
v disledku excitace jsou ziskany informace o analytu [2] [3].

Tyto spektroskopické techniky tedy slouzi k popisu struktury zkoumanych latek s vysokou
citlivosti, a proto maji Siroké uplatnéni nejen v analytické chemii. Velky vyznam maji také
napiiklad ve fyzice, biologii, medicing, potravinafstvi a v mnoha dalSich technickych védach

[1].



Tabulka 1: Rozdeéleni spektroskopickych metod zahrnujicich vyménu energie mezi fotonem a vzorkem

[3].
Typ prenosu Region v elektromagnetickém spektru
energie (rozsah vinovych délek) Spektroskopickd metoda
y zéfeni (A <1 pm) Mossbauerova spektrometrie
RTG zéteni (1 pm — 10 nm) RTG spektrometrie
UV-VIS (10 nm — 790 nm) UV-VIS spektrometrie
IR (780 nm — 0,3 mm) Infracervena spektrometrie
absorpce mikrovinné zaieni (0,03 mm — 1 m) Ramanova spektrometrie

Elektronova paramagneticka

rezonance

radiové viny (1 m — 30 km)
Nuklearni magneticka

rezonance
emise (tepelna ) ) )
] UV-VIS (10 nm — 790 nm) Opticka emisni spektrometrie
excitace)

RTG zafeni (1 pm — 10 nm) RTG fluorescence
Fluorescenéni spektrometrie
fotoluminiscence Fosforescenéni spektrometrie

UV-VIS (10 nm — 790 nm)
Atomova fluorescencni
spektrometrie

chemiluminiscence UV-VIS (10 nm — 790 nm) Chemiluminiscené¢ni metody

2.1.1 Opticka emisni spektroskopie

Opticka emisni spektroskopie (OES — Optical Emission Spectrometry) nebo také atomova
emisni spektroskopie (AES — Atomic Emission Spectrometry) je jedna ze zakladnich
spektroskopickych metod chemické analyzy. Tato analyticka metoda je zalozena na principu
sledovani emise elektromagnetického zafeni vzorku pii piechodu z excitovaného stavu
do zakladniho. Vysledkem AES je emisni spektrum s carovym charakterem, ktery je
charakteristicky pro dany prvek (vinové délky Car jsou tabelovany). Pocet Car ve spektru roste
s poctem elektroni na valenénich hladinach [2].

Analyt je potfeba atomizovat a excitovat, ¢ehoz lze dosdhnout pomoci budicich zdroja, které
predavaji analytu energii, nejcastéji tepelnou nebo elektrickou energii. Pravé podle typu



budicich zdroju se rozliSuji rizné typy OES jako napiiklad AES s indukéné vazanym
plazmatem nebo spektroskopie laserem buzeného plazmatu. Doba Zivotnosti systému
V excitovaném stavu je kratka, a proto velmi rychle nasleduje deexcitace, kdy se systém navraci
do stavu sniz§i energii emisi kvanta energie odpovidajici rozdilu energetickych hladin.
Vyzaiené elektromagnetické zareni slouzi k charakterizaci zkoumaného systému [4].

Pomoci analytickych car, které jsou charakteristické pro kazdy prvek, se vyhodnocuje bud’
kvalitativni anebo kvantitativni analyza podle intenzity emitovaného zafeni. Kvalitativni
analyza se provadi pomoci polohy spektralnich ¢ar (polohy vinové délky) a kvantitativni
analyza se provadi pomoci metody kalibra¢ni kiivky, ktera udava intenzitu emitovaného zaieni
Vv zavislosti na koncentraci [2].

Diive se metody optické emisni spektroskopie pouzivaly pfevazné ke stanoveni nekovovych
prvki jako je fosfor nebo uhlik. Dnes se pouzivaji naptiklad k detekci riznych chemickych
latek a stopovych prvkl (odpadni vody, analyza biologickych materiald, kontrola vyrobki...)

[2]
2.2 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (zkracené LIBS — Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy) je analyticka metoda, ktera spada pod AES a jejimz budicim zdrojem je vysoce
energeticky laser (laserovy pulz). Jedna se o velmi citlivou analyzu a zaroven dochazi pouze
K minimalnimu poskozeni analytu [5].

LIBS je pomérn¢ novodoba metoda, ktera vznikla par let po sestrojeni prvniho laseru, jenz byl
sestrojen v roce 1960. Je tedy logické, ze stale dochazi k riznym inovacim této techniky.
Naptiklad dochazi ke kombinovani laserové ablace s dal§imi riznymi analytickymi metodami.
Casto pouzivana kombinovana metoda je laserova ablace s hmotnostni spektrometrii indukéng
vazaného plazmatu (LA-ICP-MS — Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) [6],[5].

2.2.1 Princip metody

Analyza pomoci LIBS je zaloZena na interakci laserového pulzu s analyzovanym materidlem.
Laserovy paprsek je zaméfen na povrch vzorku, coz vyvola v kratkém Case znacnou depozici
energie (ozafeni neboli vykon na jednotku plochy). Tato fokusace laseru vede k laserové ablaci
[5].

Laserové ablace je proces, ktery zavisi na vlastnostech laserového paprsku, konfiguraci
laserového systému a na optickych a tepelnych vlastnostech materialu substratu. Jakmile
laserové zafeni dopadne na povrch substratu, tak substrat absorbuje energii ziskanou z fotont,
a to zpusobi prudkou generaci tepla, které se ptenasi do blizkého okoli materialu. Teplo zptisobi
odpafeni substratu a vznik abla¢niho krateru. Odpateny material da za vznik razové ving, kdy
je nadale osvétlovan laserovym pulzem, coz vyvola silné zahtivani, ionizaci a tvorbu plazmatu.
Plazmovy oblak je charakterizovan rychlou expanzi a naslednym ochlazovanim, pii kterém
dochazi k deexcitaci Castic a s tim souvisejici emisi fotonu [7]. Proces laserové ablace je
znazornén na Obrazku 1.
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Tyto emise jsou zpracovany v méficim systému, jejimz vysledkem jsou spektralni emisni ¢ary,
jejichz charakteristiky a souvisejici energetické hladiny jsou pro kazdy atom charakteristické.
Sbér zatreni z plazmatu a analyza jeho spektra tak umoziuje z databazi produkovanych emisnich
¢ar identifikovat prvky pfitomné v plazmatu, a tedy i v analyzovaném vzorku. Podle intenzity
zafeni dané atomové Cary lze pak u nekterych materiala zjistit také koncentraci jednotlivych
prvki v analytu [8].

specificka emise

prvki
pulz
laseru

\rézové vina

\

Obrdzek 1: Schéma principu metody LIBS [9]

fragmentace
para taveni

sublimace absorpce

e atomizace
absorpce krdtec

2.2.2 Instrumentace

Aparatura LIBS je v porovnani s jiz zminénymi kombinovanymi analytickymi metodami
na sestrojeni jednodussi, a tim padem i z ekonomického hlediska levné&jsi. Zaklad aparatury je
tvofen ¢tyfmi objekty: pulzni laser, zaostfovaci optika, snimaci optika a spektrometr vybaveny
detektorem synchronizovanym s laserovym pulzem (viz Obrazek 2) [5].

PC
Taka

ICCD kamera ‘

opticky kabel

spektrometr

sbérna
sonda zareni

plazmatu

pulsni laser '
¢ocka vzorek

Obrazek 2: Aparatura LIBS [5]

Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) slouzi jako opticky zdroj
emitujici uzky svazek fotonll. Vyznamnymi vlastnostmi laserového zafeni jsou jeho

11



koherentnost, vysoka intenzita a monochromati¢nost, coz znamena, ze Vyzafované
elektromagnetické zafeni ma jednu stejnou vinovou délku. Lasery se déli podle raznych kritérii
jako naptiklad podle rezimu na kontinudlni nebo pulzni a také naptiklad podle typu aktivniho
prostedi (pevna latka, kapalina nebo plyn) [8]. Nejpouzivanéj$im typem pevnolatkového laseru
je Nd:YAG laser (neodymium-doped yttrium aluminium garnet; Nd:Y3AlsO12 — aktivnim
materialem je izotropni Krystal yttrito-hlinitého granatu dopovany ionty neodymu). Nd:YAG
lasery obvykle emituji svétlo s vinovou délkou 1064 nm, tedy v infracervené oblasti.
Ve vysledném zareni se nachazi i vinova délka polovicni, 532 nm, tj. druhd harmonicka
frekvence, kterou lze docilit pouzitim specialnich krystald, a timto zpiisobem mohou vzniknout
1 dalsi vys$si harmonické frekvence laseru (napf. ¢tvrta harmonicka — 266 nm) [10].

Zaostfeni laserového paprsku na vzorek je docileno pomoci fokusacni optiky, coz
aparatury, pii kterych se vyuzivaji specialni objektivy, které jsou schopny nastavit rizny
primér ozatované plochy. V mobilnich pfistrojich se I1ze setkat s vedenim laserového pulzu ke
vzorku pomoci optického vlakna [5].

Snimaci optika slouzi k pfenosu emitovaného elektromagnetického zafeni plazmatu
do spektrometru. Toho lze opét docilit pouhou ¢ockou, avsak pouzivangjsi zptisob je aplikace
zrcadel sotvorem a k nim zakomponovana jednoducha cocka. Dal§i moznosti je pomoci
vlaknové optiky, kterda ma vysokou uc¢innost transportu zareni. Proto je mozna realizace
stejného optického vladkna pro ptivod laserového pulzu na vzorek i pro piivod emitovaného
zateni do spektrometru [5].

Detekce u LIBS je mirn¢ komplikovanéjsi, protoze je nezbytné, aby cely systém byl piesné
Casové synchronizovan. Tento systém detekce se sklada ze dvou casti: spektrometru
a detektoru. Spektrometr je zafizeni, které rozklada svétlo emitované mikroplazmatem. Existuji
rizné modely spektrometrii (napt. Pachen-Runge nebo Echelle). OvSem nejcCastéji vyuZzivany
je u LIBS spektrometr typu Czerny-Turner. Tento spektrometr se sklada ze vstupni $térbiny,
dvou zrcadel a difrakéni mfizky. Svétlo prochazi vstupni $térbinou a dostava se k prvnimu
zrcadlu, které svétlo kolimuje, a to pfimo na miizku. Svétlo se odrazi pod riznymi uhly
Vv zavislosti na jeho vlnové délce. Druhé zrcadlo soustfedi svétlo na ohniskovou rovinu,
za kterou je umistén detektor. Volba detektort pouzivanych v LIBS je riizna a zavisi na aplikaci
nebo analyze, kterou je tieba provést[8]. Castd byvd kombinace spektrometru
s polovodicovymi detektory, prevazné se jedna o CCD detektory (Charge Coupled Devices),
které maji zvySenou citlivost na energii emitovaného zafeni a tuto energii pieménuji
na elektricky signal, nebo 0 CMOS detektory (Complementary Metal Oxide Semiconductor),
které jsou méng citlivé na svétlo, coz mize u Spatné osvétlenych objektii vést k vzniku velmi
tmavého obrazu plného Sumu [5].

2.2.3 Aplikace LIBS

Metoda LIBS ma hned nékolik dilezitych vyhod, diky kterym ma Siroké uplatnéni ve vyzkumu.
Mezi hlavni patfi moznost detekce prvki, a to soucasné béhem jednoho méieni, které je
pomérné kratké a rychlé (v zavislosti na velikosti vzorku). Dalsi vyhodou je vysoka selektivita
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a citlivost, jejiz mez detekce dosahuje v fadech 1075, Tato technika je schopna analyzovat
jak pevné latky, tak kapaliny i plyny a pfistrojové vybaveni mtze byt plné mobilni. Na druhou
stranu nevyhodami je, ze se jedna o mikro destruktivni metodu, tedy dochdzi k poskozeni
zkoumaného materiadlu laserem. DalSim problémem je reprodukovatelnost, protoze tvorba
plazmatu je ndhodny proces, ktery je velmi zavisly na podminkach a na stavu povrchu
materialu. V neposledni fad¢ hraje nebezpecnou roli laserovy paprsek, ktery pii zasahu lidského
oka muize zpusobit trvalé poskozeni zraku [8], [11].

Analytické techniky zaloZené na laserové ablaci, které umoznuji pfimou analyzu materiala
bez nutnych rozsahlych uprav, se vyuzivaji naptiklad ve zkoumani geologickych materiald.
Studovani geologickych materiali ma svij vyznam v paleoklimatologii, mineralogii
a archeologii. Metoda LIBS se pouziva ke stanoveni obsahu prvkt nejen v mineralech, ale také
v uméleckych malbach, zbrani, soch, keramiky a dalSich riznych pfedméti. LIBS se také
pouziva v kosmickém sektoru k analyze hornin na planeté Mars [8], [11].

Dalsi vyznamnou aplikaci spektroskopie laserem buzeného plazmatu je v primyslu. Casté
vyuziti byva monitorovani v metalurgii napiiklad pii vyrobé oceli. Vyuziva se zde rychlé
analyzy s dalkovou detekci. Metoda LIBS je schopnd i hloubkové analyzy vrstevnatych
materialt tak, Ze laserovy paprsek je aplikovan stale do stejného mista [5].

Své uplatnéni si technologie LIBS nasla v zeméd¢lstvi, kde dochazi ke stanoveni urodnosti
pudy zjisténim obsahu zivin, i potravinafstvi, kde umoznila detekovat exogenni cukry v medu.
V technologiich Zivotniho prostfedi se vyuziva k monitorovani Cistoty ovzdusi, naptiklad emisi
priamyslovych zafizeni jako jsou sklarny nebo vyroba koviu [11].

2.2.4 Biomedicinské vyuziti LIBS

Biomedicinské vyuziti je jedna znejnovéjSich aplikaci metody LIBS, ktera je schopna
analyzovat chemické sloZeni biologickych vzorkl (zivo¢iSné tekutiny, kosti, tkan€ 1 zuby).
Velmi casté vyuziti této techniky je zobrazovani distribuce chemickych prvkid pomoci
mapovani zkoumaného biomaterialu (Obrazek 3). Mapa je ziskana z kontinualniho méfeni
vzorku po celém povrchu a néslednou vizualizaci jednotlivych prvki. Metoda LIBS je vyhodna
pro biomedicinské aplikace z dlivodu, Ze neni potieba vzorek pred méfenim nijak vyrazné
upravovat [11].

Pti analyze ZivociSnych tkani bylo zjisténo, ze 1ze pomoci této metody detekovat biogenni
prvky jako jsou draslik, sodik, vapnik a hot¢ik. To vedlo k dalSim vyzkumtm, které se zabyvaly
napiiklad zkoumanim téchto prvkd v maligni tkani a normalni zdravé tkani. Bylo zjisténo,
ze koncentraéni pomeéry prvka v nddorovych a normalnich buiikkach se vyrazné lisily,
predevsim pomér vapniku a drasliku a také mnozstvi hoi¢iku. Tudiz mize metoda LIBS byt
teoreticky pouzita jako diagnosticky nastroj pro detekci rakoviny [12].
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Obrdazek 3: Priklady prvkovych map pomoci metody LIBS z biomediciny. a) 2D zobrazeni distribuce
Gd a Ca v mysich ledvinach. b) 3D zobrazeni distribuce Gd, Ca a Na v mysich ledvindch [11].

2.3 Interakce biologické tkané s laserem

Laserova technologie zaznamenala v poslednich desetiletich velky pokrok, a diky tomu se stala
vyznamnym ndstrojem v mnoha oblastech Iékatstvi a védeckého vyzkumu. Schopnost laserti
cilené a pfesné¢ interagovat s biologickymi tkdnémi oteviela dvefe k fad€ inovativnich
1écebnych postupti, diagnostickych metod a vyzkumnych aplikaci [13].

Interakce svétla s biologickymi tkanémi miZe mit rizné dopady v zavislosti na typu svétla,
vinové délce, intenzité, Case expozice, a proto je tento jev velmi komplexni a zahrnuje rizné
fyzikalni a biologické procesy. Biologické tkdné se skladaji ze stovek rliznych typli molekul
(proteiny, voda, DNA, lipidy atd.). Rizné molekuly absorbuji rozdilnou charakteristickou
vinovou délku (viz Obrazek 4) a také rtiizné molekuly se chovaji odlisné poté, co absorbuji
zareni [14], [15].

Vyuziti laseru v mediciné v ramci tzv. fototerapie ma Siroké uplatnéni jiz nékolik desitek let.
Mezi nejznaméjsi operacni zakroky spojené s laserem jist¢ patii korekce vad zraku, avSak
vyuziti laseru je mnohem S$irSi. V mediciné se lasery déli podle vykonu na neinvazivni
(terapeutické) a invazivni (chirurgické). Velmi Casto vyuzivana je naptiklad laserova chirurgie,
kde laser funguje na principu odpafovani kapaliny z m&kké tkané nebo na principu destrukce
molekularnich vazeb latek, které tvoti mékkou tkan. Laserova chirurgie je vyuzivana v klinické
praxi diky jejim mnoha vyhodam, ptedevs§im diky silné¢ hemostatické ti€innosti a sniZzeni zanétu,
bolesti a dalSich negativnich postoperativnich u¢inkt [16].
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Velmi obecné lze fict, ze kvalita interakce laseru s tkdnémi je urcena optickymi vlastnostmi
zkoumané tkan¢ a parametry laserového zateni. Optické vlastnosti zavisi na strukturnim slozeni

vvvvvv

A4

infraterveného zafeni a stoupa v intervalu ultrafialového zafeni (viz Obrazek 4). Jak je
z obrazku patrné, kazda latka ma absorpcni rozmezi jiné, a proto je velmi dilezité zvolit laser
s odpovidajici vinovou délkou. Generovani harmonickych frekvenci laseru je moznosti,
jak zménit vinovou délku pulzniho laseru, ale je to pomérné nakladné. Také zminéna zména
vlnové délky laseru vede k vyraznému sniZzeni maximalniho vykonu pulzu, coz miize zptsobit,
ze pti nedostatecné energii nedojde k ablaci tkané [17].
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Obrazek 4: Zavislost absorpcniho koeficientu na vinové délce pro rizné slozky tkani [15]

Me¢kké tkané jsou tvofeny pievazné vodou, kterd ma vysoky ndrast absorpéniho koeficientu
v IR a UV rozsahu. Tomuto rozsahu pravé odpovida zakladni (1064 nm) a ¢tvrta harmonicka
(266 nm) vinova délka laseru Nd:YAG [15].

2.3.1 Mékké tkané

MeéEkkeé tkané patii mezi zédkladni skupinu tkdni, ktera spojuje, podporuje a chrani nase lidské
télo a biologické struktury jako napiiklad organy. Na rozdil od ostatnich tkani, je to rozsahly
biologicky materidl, v némz jsou buniky oddéleny extraceluldarnim materidlem. Pojivové tkdné
1ze odlisit od tvrdych tkani, coz jsou napiiklad kosti, pro jejich vysokou pruznost a mékké
mechanické vlastnosti [15], [18].
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Mezi hlavni ptiklady mékkych pojivovych tkani spadaji Slachy, vazy, cévy, kuze, kloubni
chrupavky a mnoho dalSich. M¢kké vazivové tkané jsou komplexni kompozitni struktury
vyztuzené vlakny. Jejich mechanické chovani silné ovliviiuje koncentrace a strukturalni
uspotradani hlavnich slozek, jako jsou kolagen a elastin, hydratovana matrice proteoglykanii
a mnoho dalsich. Vyznamnou roli také hraje, kde se mékka tkan vyskytuje v organismu a jaka
je jeji prislusna funkce [18].

Z mechanického hlediska se mékké tkan€ chovaji anizotropné diky svym vldknim,
€0 znamena, ze vlakna maji tendenci mit preferované sméry. A jak jiz bylo zminéno diive,
mechanické vlastnosti zalezi na mnoha faktorech, a to i fyzikdlnich a chemickych (teplota,
osmoticky tlak, pH...). Z mikroskopického hlediska se jedna o nehomogenni materialy
z divodu jejich rozmanitého slozeni [18].

2.3.2 Analyza mékkych tkani pomoci LIBS

Technika LIBS ma silny potencial pro analyzu molekularné slozitych klinickych vzorku, jako
jsou pravé napiiklad lidské a zvifeci mekké tkané. Aplikace a analyza mekkych tkani 1ze
z sirsiho hlediska rozdélit na patologické diagnostiky a fyziologické detekce. Patologické
detekéni metody zjiSt'uji rozdil mezi malignimi a normalnimi tkdnémi a fyziologické detekce
zase zjistuji ruzné typy tkani. Patologicka diagnostika byla jiz zminéna v kapitole 2.2.4,
kde byla fe¢ o diferenciaci mezi malignimi a normalnimi tkanémi. Co se tyka fyziologické
detekce, tak bylo provedeno nékolik studii klasifikace mékkych i tvrdych tkani z riznych
oblasti organismu s cilem identifikovat rizné typy tkéni. Drtiva vétSina téchto studii byla
uspesna a podaftilo se rozlisit rizné typy tkéani, avSak zatim neexistuji Zadna meéteni in vivo,
ale i pfes to byl vyvinut postup pro ziskani zpétné vazby béhem laserové operace [19].
Analyza mékkych tkdni pomoci LIBS je také vyhodna z hlediska vyZadovaného mnoZzstvi
vzorku, kdy staci pro analyzu pouze femtogramy az nanogramy materialu. Ve srovnani s jinymi
analytickymi metodami (napf. spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem), kde dochazi
k rozkladu vzorku a jsou potom potfeba mikrogramy az miligramy zkoumaného materialu [20].
Souhrnny proces analyzy mékkych tkani je zobrazen pomoci Obrazku 5. Nevyhodou pro LIBS
analyzu je nehomogenita biologickych vzorkid, kterda velmi vyrazné ovliviluje
reprodukovatelnost vysledka, proto je nutné pro ziskani spolehlivych kvantitativnich vysledkt
udrzet jednotné a stabilni experimentalni podminky. [20].

I kdyZ se jedna o mikro destruktivni analyzu, je stale zapotfebi tento faktor poskozeni
biologické tkan¢ brat v potaz. Kratery, které vznikaji na mékké tkani po zaostfeni a vystieleni
laseru (laserové ablaci), maji velikost v fadech mikrometrii (Obrazek 5- f). Velikost a hloubka
vzniklych kraterti zavisi predevsim na energii laserového paprsku a poctu pulzi laseru [21].

16



a V4 Laser

Ar
8

spektrometr

315 320 325 330 335 340 345
Vlinova délka (nm)

(0]
R
Q

=095 ’ |
1x10° - \

Intenzita (-)

=096

B B
0 5 10 15 20
Koncentrace (mM)

5 RN
LS
1

\
4
3
Y8y
¥ ¥\
b )
vag Y
¥
2
) &

Lo
S B

Obrazek 5: Souhrnny proces analyzy mekkych tkani [21]. @) Odbér vzorki tkani a jejich vioZeni
do pryskyrice. b) Schematicky pohled na experiment metodou LIBS. ¢) Priklad jednoho emisniho
spektra zaznamenaného v tiech riiznych oblastech vzorku. d) Priklad 2D obrazii relativniho
zastoupeni pro Gd a Na. €) Kalibracni méreni mezi intenzitami a koncentracemi pro zkoumané prvky.
) Snimky krateri.

2.3.3 Optimalizace interakce biologické tkané s laserem

Optimalizace interakce biologické tkané s laserem je velmi dulezitd pred zahajenim méfeni
LIBS, protoZe diky ni zjistime nejvhodnéjsi parametry a docilime tak kvalitngjSich vysledk.
Z tohoto diivodu se optimalizaci zabyvalo a stalé zabyva Siroka Skala studii, které porovnavaji
rizné dulezité aspekty instrumentace (napt. vinova délka laseru, délka pulzu laseru...).

Porovnani zakladni a ¢tvrté harmonické vinové délky nanosekundového pulzniho Nd:YAG
laseru (1064 vs 266 nm) pii ablaci mySich ledvin, které byly dopovany nanocasticemi, bylo
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pfedmétem jedné studie . Vysledky této studie ukazaly na vyhodné pouziti 1064 nm pro ablaci
mékkych tkani, protoze poskytovala reprodukovatelnéj$i ablaci a mensi velikost priméru
krateru. Tyto vysledky jsou vysvétleny tim, ze tkan je vice transparentni pro blizké IR zafeni,
takze tkan je nepfimo ablatovana plazmatem generovaném na podkladu. Dalsi nevyhodou
266 nm je fakt, ze zvySena absorpce UV zafeni tkani miize vést k poskozeni tkané v SirSim
rozsahu [22].

Jina studie je podobna pfedchozi zminéné studii, avSak se lisi typem laseru. Pro optimalizaci
byl pouzit femtosekundovy laser. Pro LIBS analyzu mysiho melanomu byly zvoleny vinové
délky laseru 343 a 1030 nm. Jejich srovnani ukazalo podobné vysledky jako
u nanosekundového laseru — vinova délka 343 nm (UV) vykazovala vyssi fluktuace v disledku
a vlnova délka 1030 nm (IR) méla opét tendenci nepiimé ablace tkané plazmatem vzniklym na
podkladu [23].

Optimalizace vinové délky pulzu laseru (UV, VIS nebo IR) a trvani pulzu (fs, ps a ns) je naro¢na
kvali slozitostem v instrumentaci. Na druhou stranu optimalizace dalSich experimentalnich
parametru (napf. energie laserového pulsu, zaosteni, ¢as zpozdéni detektoru) je vyrazné snazsi,
a proto byla pfedmétem zkoumani ve vétsing studiich zabyvajicich se metodou LIBS [17].

Konkrétnim piikladem jedné takové studie je studie zabyvajici se vice prvkovym
biozobrazovanim mékkych tkani pomoci metody LIBS, kde pii optimalizaci metody bylo
potieba najit spravny kompromis mezi citlivosti a rozliSenim. Toho bylo docileno pomoci
nalezeni nejvys$siho poméru signalu k sumu (SNR — Signal to Noise Ratio), tedy nastaveni
s nejlepsimi vysledky. Optimalizace se tedy piedevs§im nejvice zaméfovala na pomér signalu
k Sumu a na tvar a velikost vzniklého abla¢niho krateru [21].

Jind studie zabyvajici se pfedev§im metodikou interniho standardu také popisuje pribéh
optimalizace. Opét bere jako hlavni kritérium parametr SNR. Oproti ptedchozi studii popisuje
optimalizaci metody vice aspekty. Bere v uvahu zaostfeni abla¢ni CocCky, Cas zpozdéni
detektoru, energii laserového pulsu a typu atmosféry. Bylo zjiSté€no, ze jejich vliv na detekci
signalu mékkych tkani je vyznamny a jako optimalni parametry byly zvoleny nésledujici data:
energie 20 mJ, ¢as zpozdéni detektoru 0,5 ps, rozostieni 150 um pod povrchem vzorku a ofuk
argonem. Nutno podotknout, Ze se jednalo o laser s vinovou délkou 532 nm a vzorky mysich
ledvin byly upravovany tak, aby koncentrace zinku, ktery byl vybran jako porovnévaci prvek
k optimalizaci, byla ve vSech mistech analytu totozna [24].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Priprava vzorki

Mnoho védeckych ¢lanki neptiklada ptipravé vzorktl pro LIBS analyzu nalezitou pozornost
a tvrdi, Ze neni potfeba vzorek pfed méfenim nijak vyrazné upravovat (naptiklad jiz zminény
¢lanek v kapitole 2.2.4). Nicmén¢ pii analyze biologickych tkani je precizni pfiprava vzorki
pomérn¢ dilezitd, protoze samotna LIBS analyza se zaklada na optické emisi plazmatu
vytvotreného interakci laseru pravé s povrchem vzorku. Pro spravné vysledky je tedy dilezita
fixace vzorku, ktera usnadnuje manipulaci, ptepravu, skladovani a taktéz zajistuje jeho rovny
povrch. Casto se biologické vzorky fixuji do epoxidové pryskyfice nebo do parafinu. Zaliti
do parafinu ma velkou vyhodu, protoze za pfedpokladu dostate¢né Sitky vzorku je mozné
vzorek znovu analyzovat i po odkrojeni mikrotomem poskozené ¢asti vzorku zplsobené
laserem [25].

3.1.1 Zkoumané vzorky

Jako piiklad zivocisnych mékkych tkani byly zvoleny matrice mysich jater, na kterych
probihala vSechna méfeni (viz Obrazek 6). Mysi jatra byly vybrany z divodu, ze by mély
prestavovat nejvice homogenni biologické matrice mekkych tkani. Jedna se o vzorky zalité
v parafinu, které byly ziskany ve spolupraci s Akademii véd Ceské republiky. Viechny tikony
byly provedeny podle protokolt a pravidel stanovenych Spole¢nosti pro védu o laboratornich
zvifatech a Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky (UZFG).

Na fixaci tkan€ po vyjmuti z usmrcené mysi se pouziva 4% formaldehyd, ktery se necha pusobit
aspoil 24 hodin. Nésleduje cca 12hodinové promyvani destilovanou vodou, poté dochazi
k pomérn¢ slozitému procesu zalévani vzorku parafinem, ktery zahrnuje odvodnéni tkang,
prosyceni tkané tekutinou rozpoustéjici parafin a prosyceni tkan€ parafinem. Po ztuhnuti
parafinu se vzorek skladuje v chladnicce. Zavérecny ukon pred samotnym métenim predstavuje
sefiznuti vzorku do roviny pomoci posuvného mikrotomu.

247 mm
e

Obrazek 6: Vzorek mysich jater zalitych v parafinu.
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3.2 Pouzité pristroje a software

FireFly LIBS systém, Lightigo Brno, Ceské republika

e Posuvny mikrotom, HM 430, Thermo Fisher Scientific, UK
e Opticky profilometr Bruker ContourGT-X, Bruker, Germany
e FireFly Navigator, Lightigo, Brno, Cesk4 republika

e LIBS Analyzer, CEITEC VUT, Brno, Ceska republika

e Bruker 64Vision, Bruker, Germany

e Origin, Origin Lab, USA

e MS Office

3.3 Méieni pomoci metody LIBS

Veskeré métfeni a zpracovani dat na tuto bakaldfskou praci bylo provedeno v prostorach
Stfedoevropského technologického institutu (CEITEC BUT) a Fakulty strojniho inzenyrstvi
VUT v Brné.

3.3.1 Instrumentace

FireFly LIBS systém

K analyze mékkych tkani metodou LIBS byl vyuzivan pfistroj FireFly LIBS systém (viz
Obrazek 7). Jedna se o analyticky pfistroj specializovany na rychlou viceprvkovou analyzu.
Piistroj disponuje pohyblivym stolkem (3 osy), motorizovanymi objektivy, pulznim Nd:YAG
abla¢nim laserem (5 ns pulzy, rychlost 50 Hz) s moznosti zmény vinové délky (1 064 nm,
532 nm a 266 nm), 4 spektrometry srozsahem 190-263 nm, 260-370 nm, 460-689 nm,
690-589 nm; (typu Czerny-Turner), detektory (typu CCD/CMOS) a moznosti zmény atmosféry
(napt. ofuk argonem). Limit detekce pfistroje je 1 az 100 ppm s prostorovym rozliSenim
10 az 150 um a skenovaci oblasti az 100x100 mm [26].

¥

Obrazek 7: Merici systém FireFly [26]
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Opticky profilometr Bruker ContourGT-X

Pro povrchovou analyzu vzorkd s vysokym rozliSenim (v nanometrovém méfitku na povrchu
s vysokymi konturami) byl vyuzivan opticky mikroskop ContourGT-X (viz Obrazek 8). Tento
piistroj vyuziva technologii na principu skenovaci interferometrie, kterd umoznuje ziskani
velmi piesnych 3D obrazii povrchit vzorka. Zatizeni se skladd z naklapé&jiciho stolu
a naklap¢jici hlavy, ktera ma otocny adaptér s riznymi objektivy. Zatizeni je vybaveno
funkcemi automatického méfeni, coz umoziiuje pomérn¢ snadné a rychlé ziskani tdaji
0 povrchu vzorku [27].

Obrdzek 8: Opticky profilometr Bruker ContourGT-X [27]

3.3.2 Pracovni postup

Pracovni postup pro analyzu pomoci laserové spektroskopie zacind vybérem vhodného
pulzniho laseru s ohledem na pozadované vlastnosti. Poté nasleduje ptiprava vzorku, kde je
dulezité zajistit Cistotu, rovnou plochu a spravné umisténi vzorku do aparatury pro LIBS
analyzu.

Dal§im krokem je nastaveni provoznich podminek aparatury, coz zahrnuje volbu vinové
délky (1) a energii pulzu laseru (E), coz je zasadni pro vytvoteni a udrzeni plazmatu. Dal§imi
parametry, které maji vliv na vysledek ziskaného signdlu, jsou ¢as zpozdéni sbéru signalu
tzv. gate delay (GD), okolni atmosféra v abla¢ni komofie, rozostfeni a velikost vzniklych
kratert. Rozostteni v nasem piipad¢ je automaticky, a proto neni potieba optimalizace.

Dale byly nastavené parametry, které se tykaji prostorové vzdalenosti mezi jednotlivymi
vystiely laseru a pocet vystieli laseru. Analyza mékkych tkani probihala bodovou metodou,
to znamend, ze se vzdy analyzuje konkrétni bod analytu a po posunuti vzorku o piedem
nastaveny rozmér dochazi k opakované analyze. Jinou metodou, ktera je rychlejsi, je rychlé
mapovani (tzv. fast mapping), kdy pohyb vzorku je kontinudlni a vystiely laseru jsou
synchronizovany s motorizovanym stolkem [28].
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Po nastaveni provoznich podminek je provadéna samotna laserova ablace vzorku, vznika
plazma a dochazi k tvorbé ablacnich kratert, které obsahuji informace nezbytné k analyze.
Nasledné se tedy provadi spektroskopicka analyza emisnich signal z laserem indukovaného
plazmatu, zaméfujici se na identifikaci chemickych prvki. Vysledky analyzy jsou nasledné
zpracovany a vyhodnoceny v softwaru LIBS Analyzer.

Dale byla provadéna meéteni velikosti a hloubky vzniklych kratert pomoci profilometru
na Fakulté strojniho inZenyrstvi v Brné¢ (VUT FSI). Byly prométeny kratery pro vSechny
méfené energie pulzu laseru, okolni atmosféry a ruzné vinové délky, pti¢emz ruzné hodnoty
Casu zpozdéni sbéru signalu na velikost krateru vliv nemaji, a tudiz nebyly méteny. Jako
software pro vizualizaci a zpracovani dat byl pouzit software Vision64.

3.3.3 Zpracovani dat

Veskeré zpracovani spektroskopickych dat bylo provedeno v softwaru LIBS Analyzer.
Nejdiive doslo k nahrani souborti do softwaru a naslednému odfiltrovani dat, kdy bylo vzdy
prvnich 5 spekter pro v§echna méfeni odstranéno z diivodu nestabilni velikosti energie laseru
pti prvotnich vystfelech (u vétsich rozméri métfeni bylo vzdy odstranéno prvnich 5 spekter
ziskanych z vystrelii na zacatku kazdého nového fadku). Déle byly v tomto softwaru kazdému
méfeni pfidéleny hodnoty energie a Casu zpozdéni pro sbér dat, aby mohlo dojit k dalsimu
zpracovani dat, ktera byla potfeba pro analyzu poméru signalu ku Sumu (SNR analyza).
Probéhlo také odstranéni odlehlych hodnot, kdy bylo odebrano 10 % nejnizSich a 10 %
nejvyssich hodnot (u vétsich rozméri méteni bylo vzdy odstranéno 25 % nejnizsich a 25 %
nejvyssich hodnot).

Jako zastupitele signalu, tedy spektralni ¢ary (tzv. peak) pro analyzu SNR, byla zvolena iontova
¢ara vapniku (Ca Il 393,37 nm). Piesné se jednalo o rozmezi vinové délky 393,22—-393,55 nm,
kdy pro vypocet SNR byla pouzita plocha pod kiivkou spektralni ¢ary. Jako Sum byl zvolen
interval vlnovych délek kolem vrcholu Ca II a to piesné 389,27-392,46 nm (viz Obrazek 9).
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Obrazek 9: Priklad ziskaného spektra pro analyzu SNR — Cervena oblast znazornuje spektralni caru

analyzovaného prvku (signdl) a cerna oblast tzv. noise (Sum).
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Zpracovani dat ziskanych pfi méteni na profilometru bylo provedeno v softwaru Vision64,
kde po drobné tpravé roviny vzorku v tomto softwaru byly méfeny praméry alespon 10 kratert
pro kazdou energii, ze kterych byl nésledné vypocitany primér. Dale byly ziskany i hloubky
kratert,, kdy opét byl vybran pro kazdou energii soubor obsahujici asponn 10 kratert
(Obrazek 10).
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Obrdazek 10: Priklad odecitani velikosti a hloubky kraterii pomoci softwaru Vision 64.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro nalezeni optimalnich parametrd na sestavé FireFly pro analyzu mysich jater metodou LIBS
byly zvoleny 2 vlnové délky nanosekundového laseru, a to zakladni 1064 nm a &tvrta
harmonicka frekvence laseru 266 nm. Druha harmonicka frekvence laseru (532 nm) nebyla
méfena z divodu nizkého absorpéniho koeficientu mékkych tkani pii této vinové délce (viz
kapitola 2.3).

U obou vinovych délek byly méfeny rizné hodnoty energii a ¢as zpozdéni sbéru signalu (GD).
U vinové délky 266 nm se jednalo o interval 2,5 az 5 mJ s krokem 0,5 mJ a u vinové délky
1064 nm o interval 3 az 20 mJ s krokem 1 mJ. Cas zpozdéni sbéru signalu byl méfen pro kazdou
energii zvIast' a interval, ktery byl méfen, byl 0 ps az 1 ps. Nékteré intervaly GD se snizovaly
Vv zavislosti na tom, zda byl pozorovan jesté néjaky signal u predchéazejiciho méteni s niz§im
GD, anebo pokud naopak byl stale signal dostate¢ny, tak se interval zvySoval. VSechna vyse
popsana méfeni byla realizovana bez ofuku plynem, tedy v atmosféie, a také s ofukem vzorku
argonem (8 dm®min) jakozto inertnim plynem.

U vSech méfeni byla provedena SNR (signal/Sum) analyza (ze spektralni ¢ary vapniku Ca Il
393,37 nm), piicemz dilezitou roli pro porovnani jednotlivych nastaveni predstavuje
vypocitany parametr plosna hustota vykonu laseru (intenzita ozafovani jednotkové plochy,
anglicky irradiance), ktera v sob& zahrnuje také velikost krateri vzniklych pii méfeni. Obecné
plati, Ze ¢im mensi je velikost kraterti, tim vyhodné&jsi pro potencionalni mapovani mékkych
tkani pomoci techniky LIBS, protoZe je poté mozné vylepSit prostorové rozliSeni. Vypocet
tohoto parametru je nasledujici:

1)
I, = St 2)

kde le...intenzita ozafovani (W/cm?), E... energie pulzniho laseru (J), S... plocha krateru (cm?),
t... délka pulzu laseru (S) a fe...zafivy tok (W; J/s) [29].

4.1 ViInova délka 266 nm

4.1.1 Ofuk vzorku argonem

Pro znazornéni vysledki byly zvoleny teplotni mapy (tzv. heatmaps), na kterych jsou na ose X
vyneseny vypoéitané hodnoty intenzit ozafovani (GW/cm?) a na osey &as zpozdéni sbéru
signalu (us). Hodnoty SNR jsou znazornény pomoci barevné Skdly ptilozené vedle teplotni
mapy. Zelené¢ hodnoty znamenaji nizky pomér signdlu ku Sumu, jeho zvySeni
pak charakterizuje Zlutad az Cervena barva. Bilé plochy odpovidaji hodnotam GD, u kterych
nebylo provedeno méteni.

Zvysledki SNR analyzy znazornéné pomoci teplotni mapy (Obrazek 11) je patrné,
ze nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pro nejvyssi intenzitu ozafovani, kterd v tomto ptipadé
zaroven odpovidd nejvyssi energii pulzu laseru (Tabulka 2). Co se tyka parametru casu
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zpozdéni sbéru signalu, nejvyssi hodnoty SNR vykazovaly pii nejnizsich hodnotach (0 pus
a 0,1 pus) a také kolem 1 ps.

Teplotni mapa relativnich smérodatnych odchylek (Obrazek 12) ukazuje, ze nejvyssi relativni
odchylku vykazuji vys$si hodnoty intenzity ozafovani i GD, pficemz je dilezité zminit oblast
odpovidajici GD 1pus a intenzité ozafovani 6,13 GW/cm?, protoze hodnota relativni
smérodatné odchylky je vétsi nez 2. Tato chyba byla zptsobena predevs§im malym souborem
spekter pro SNR analyzu (15 spekter), kdy vice vyrazn¢ odlehlych hodnot ovlivnily vyslednou
hodnotu. Tuto oblast v Obrazku 11 nelze tedy brat za vypovidajici. Aby se piedeslo podobné
chybé a byly ziskany lepsi vysledky, tak byly vybrany nejvice vyhovujici parametry
z teplotnich map, které byly znovu prométeny, avSak uz se jednalo o soubor obsahujici
ptiblizné 300 spekter.

Z Tabulky 2 1ze také pozorovat klesajici trend pii snizovani energie pulzu laseru u velikosti
kratert 1 hloubky kraterti. Nejedna se vSak o pravidelné rozdily jak mezi velikostmi, tak mezi

hloubkami krateru.
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Obrazek 11: Zavislost SNR na intenzité ozarovani a dobé zpozdeéni sbéru signdalu pro vinovou délku

266 nm a ofuk vzorku argonem zobrazena pomoci teplotni mapy.
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Obrazek 12: Zavislost relativni smérodatné odchylky (RSD) SNR na intenzité ozarovani a dobé

zpozdeni sberu signdlu pro vinovou délku 266 nm a ofuk vzorku argonem zobrazena pomoci teplotni
mapy.
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Tabulka 2: Velikosti kraterii, hloubka krdterii a vypocitand intenzita ozarovani pro vinovou délku

266 nm a pri ofuku vzorku argonem.

Energie pulzu Velikost krateri Hloubka kratert | Intenzita ozafovani
laseru (mJ) (mm) (um) (GW/cm?)
5 0,139 13,7 6,62
4,5 0,137 12,7 6,13
4 0,132 12,6 5,88
3,5 0,129 10,4 5,39
3 0,119 9,8 5,42
2,5 0,104 7,2 5,94

Vysledky vétsich soubort spekter (300 spekter, ze kterych bylo 25 % nejvyssich a nejnizsich
hodnot odstranéno) byly znazornény pomoci bodového grafu s chybovymi usec¢ky znazornujici
smérodatné odchylky jako zavislost signal/Sum (SNR) na ¢asu zpozdéni sbéru dat (GD).
Z Obrazku 13 Ize vyhodnotit optimalni nastaveni pro vinovou délku 266 nm s ofukem argonu
jako nasledujici: energie pulzu laseru je 5 mJ a GD je 0,1 us. Hodnota SNR tohoto nastaveni
odpovida 41.
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Obrazek 13: Zavislost SNR na dobé zpozdeéni sbéru signalu pro vinovou délku 266 nm a ofuk vzorku
argonem.

4.1.2 Laboratorni podminky

Teplotni mapa SNR analyzy v laboratornich podminkach bez ofuku vzorku argonem
(Obrazek 14) nam opét ukazuje naoranzovélé az Cervené oblasti, které odpovidaji nejvyssim
hodnotam SNR, a tedy nejvice vyhovujicim parametrim pro méfeni mékkych tkani. Tyto
oblasti jsou opét nejpocetnéjsi u nizsich hodnot doby zpozdéni sbéru signalu (0 ps az 0,2 us).
Nejlepsi vysledky odpovidaji hodnotam intenzité ozafovani 6,20 GW/cm?. Tentokrat se sice
nejedna o nejvyssi hodnotu intenzity ozafovani, ale opé€t se jedna o nejvyssi energii pulzu laseru
5 mJ (viz Tabulka 3).
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Relativni smérodatné odchylky hodnot SNR (Obrazek 15) byly nejvétsi pii vyssich hodnotach
GD a také pfi nejvyssi intenzité ozafovani. Avsak jejich hodnoty nebyly tak velké jako
v piipadé¢ ofuku vzorku argonem, nejvys$si hodnota relativni smérodatné odchylky méla
hodnotu 0,65. Z tohoto divodu byl vybran mensi pocet moznych optimalnich parametrti pro
podrobnéjsi analyzu.
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Obrdzek 14: Zavislost SNR na intenzité ozarovani a dobé zpozdeéni sbéru signdlu pro vinovou délku

266 nm za laboratornich podminek zobrazena pomoci teplotni mapy.
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Obrazek 15: Zavislost relativni smérodatné odchylky (RSD) SNR na intenzité ozarovani a dobé
zpozdeni sberu signalu pro vinovou délku 266 nm za laboratornich podminek zobrazena pomoci

teplotni mapy.

Tabulka 3: Velikosti kraterii, hloubka kraterii a intenzita ozaiovani pro vinovou délku 266 nm

za laboratornich podminek.

Energie pulzu Velikost krateru Hloubka kratert | Intenzita ozaiovani
laseru (mJ) (mm) (nm) (GW/cm?)
5 0,143 14,8 6,20
4,5 0,129 12,5 6,89
4 0,127 11,2 6,31
3,5 0,124 8,6 5,80
3 0,118 8,0 5,49
2,5 0,103 7,1 5,99
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Obrazek 16 zobrazuje zavislost SNR na GD a jako optimalni nastaveni u vlnové délky 266 nm
za laboratornich podminek vychazi energie pulzu laseru 5 mJ a ¢as zpozdéni sbéru signalu 0 ps.
Hodnota SNR pfi tomto nastaveni byla 86. Graf ukazuje pomérné jednoznacnou tendenci
klesani hodnot SNR se zvySujici se hodnotou GD. U této vlnové délky tedy vychazi vyssi
hodnota SNR pro laboratorni podminky nez pti ofuku vzorku argonem.
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Obrazek 16. Zavislost SNR na dobé zpozdeni sberu signalu pro vinovou délku 266 nm

za laboratornich podminek.
4.2 VInova délka 1064 nm

4.2.1 Ofuk vzorku argonem

V ptipadé vinové délky laseru 1064 nm a ofuku vzorku argonem bylo zjisténo z hodnot SNR
znazornénych pomoci teplotnich map (Obrazek 17), ze nejlep$im vysledkim odpovidaji
intenzity ozafovani v intervalu 42,7 az 48,5 GW/cm?. V tomto intervalu hodnoty SNR byly
celkové nejvyssi pro rizné hodnoty Casu zpozdéni sbéru dat a se vzristajicimi casy GD byly
vyss$i hodnoty SNR. Z Tabulka 4 vidime, ze se jednalo o energie pulzu laseru 14 az 17 mJ.
Teplotni mapa relativnich smérodatnych odchylek (Obrazek 18) ukazuje, Ze nejvyssi hodnoty
RSD patii hodnotam, u kterych je hodnota SNR mal4, a proto relativni smérodatna odchylka
velka. Na zminéné oblasti, kterd odpovida nejlepsim vysledkim, nejsou viditelné zadné velké
rozdily mezi hodnotami relativnich smérodatnych odchylek.
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Obrdazek 17: Zavislost SNR na intenzité ozarovani a dobé zpozdeéni sbéru signdlu pro vinovou délku

1064 nm za ofuku vzorku argonem zobrazena pomoci teplotni mapy.
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Obrdzek 18: Zavislost relativni smérodatné odchylky (RSD) SNR na intenzité ozarovani a dobé
zpozdeéni sberu signalu pro vinovou délku 1064 nm za ofuku vzorku argonem zobrazena pomoci

teplotni mapy.

V Tabulce 4 je znazornéno, ze hodnoty velikosti a ani hloubky kraterti neklesaji se snizujici
se hodnotou energie pulzu laseru. To znamend, Ze se nejedna o stejny piipad jako to bylo
Vv piipad¢é pouziti laseru s vinovou délkou 266 nm. Predevsim velikosti kraterti jsou velmi
podobné ve velkém rozsahu energii a rozdily jsou minimalni. Béhem méfeni byly patrné velké
rozdily zptisobenych ptedev§im nehomogenitou mekkych tkani.

Obrazek 19 ukazuje optimalni nastaveni pro analyzu mékkych tkani za ofuku vzorku argonem
a s vlnovou délkou laseru 1064 nm. Tomuto nastaveni odpovidaji parametry energie laserového
pulzu 17 mJ a ¢as zpozdéni sbéru signalu 0,8 ps. Oproti ostatnim energiim pulzu laseru
je rozdilny trend v okoli této hodnoty ¢asu zpozdéni sbéru dat. Ve vyssich hodnotach GD
uz je rozdil nepatrny. Smérodatné odchylky znazornéné jako chybové usecky jsou sice nejvyssi
u tohoto optimalniho nastaveni, avSak to je zplisobeno pravé velmi vysokou hodnotou SNR.
Hodnota SNR pfi optimalnim nastaveni dosahuje hodnotu 170.
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Tabulka 4: Velikosti kraterii, hloubka krdterii a intenzita ozarovini pro vinovou délku 1064 nm
a pri ofuku vzorku argonem.

Energie pulzu laseru Velikost krateri Hloubka kratert Intenzita ozaiovani
(mJ) (mm) (um) (GW/cm?)
3 0,061 12,9 20,87
4 0,074 12,6 18,45
5 0,064 11,7 31,48
6 0,076 13,2 26,31
7 0,066 8,5 41,42
8 0,086 14,6 27,54
9 0,107 15,1 20,17
10 0,102 15,1 24,57
11 0,099 15,2 28,41
12 0,101 14,4 29,72
13 0,091 15,8 39,89
14 0,090 16,5 44,21
15 0,095 16,4 42,68
16 0,094 16,4 46,01
17 0,095 16,9 48,48
18 0,082 15,9 67,67
19 0,092 16,9 57,79
20 0,097 20,8 54,24
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Obrdazek 19: Zavislost SNR na dobé zpozdéni sbéru signalu pro vinovou délku 1064 nm a ofuk vzorku
argonem.

4.2.2 Laboratorni podminky

Za laboratornich podminek vysla SNR analyza (Obrazek 20) pro vinovou délku laseru 1064 nm
op¢t mnohem lépe pro hodnoty s delSimi Casy zpozdéni sbéru signalu. Jedind vyjimka
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nejlepsich vysledku je pfi intenzité ozafovani 48,8 GW/cm?, kdy jich bylo dosazeno pfi kratsi
dobé& zpozdéni sbéru signalu do 0,4 ps. Stejné jako pii ofuku vzorku argonem se jedna o interval
energii pulzu laseru 14 az 17 mJ a jesté navic rozsifen o energii 18 mJ. Hodnoty relativnich
smérodatnych odchylek (Obrazek 21) jsou stejné jako v ptipadé ofuku vzorku argonem nejvetsi
u nejnizs§ich hodnot SNR. Zajimava je skuteCnost, Ze hodnoty relativnich smérodatnych
odchylek za laboratornich podminek jsou nizsi nez pfi ofuku analytu argonem, stejné€ jako tomu
bylo u vinové délky 266 nm.
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Obrazek 20: Zavislost SNR na intenzité ozarovani a dobé zpozdéni sbéru signalu pro vinovou délku

1064 nm za laboratornich podminek zobrazena pomoci teplotni mapy.
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Obrazek 21: Zavislost relativni smérodatné odchylky (RSD) SNR na intenzité ozarovani a dobé
zpozdeni sberu signdlu pro vinovou délku 1064 nm za laboratornich podminek zobrazena pomoci

teplotni mapy.

Ohledné velikosti a hloubky vzniklych kraterti (Tabulka 5) 1ze konstatovat téméf to samé jako
pii ofuku vzorku argonem. Velikosti a hloubky kraterd neklesaji se snizujici se hodnotou
energie pulzu laseru a jedna se spiSe o nahodny trend.

V tomto piipadé¢ se jevi jako optimalni nastaveni pro laser s vinovou délkou 1064 nm
za laboratornich podminek energie pulzu laseru 16 mJ a cas zpozdéni sbéru dat 1,2 ps.
Obrazek 22 ukazuje rostouci tendenci hodnot SNR se zvySujici se hodnotou zpozdéni Casu
sbéru signalu az do doby 1,2 s, po které se zvysSujici se dobou dochazi k poklesu hodnot SNR.
Zbylé dvé energie pulzu laseru nemaji tuto tendenci tak vyraznou a jejich hodnoty SNR jsou
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témer totozné pro jiné hodnoty ¢asu zpozdéni sbéru signalu. Hodnota SNR pfi optimalnim
nastaveni ¢ini pfiblizn¢ 90. Tentokrat tedy byla hodnota SNR pii ofuku vzorku argonem
vyrazné vy$si nez pii laboratornich podminkach.

Tabulka 5: Velikosti kraterii, hloubka krdterii a intenzita ozarovini pro vinovou délku 1064 nm

za laboratornich podminek.

Energie pulzu laseru Velikost krateri Hloubka kratert Intenzita ozaiovani
(mJ) (mm) (um) (GW/cm?)
3 0,087 12,9 10,16
4 0,085 16,1 14,07
5 0,09 12,8 15,86
6 0,088 13,9 19,6
7 0,102 17,5 17,1
8 0,094 15 22,86
9 0,099 14,1 23,62
10 0,081 12,7 38,79
11 0,095 13 30,91
12 0,084 12,5 42,9
13 0,092 15,5 39,28
14 0,097 16 37,89
15 0,089 15 48,77
16 0,087 15,3 54,33
17 0,101 16,6 42,52
18 0,098 17,4 47,44
19 0,104 17,7 45,17
20 0,101 16,5 50,22
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Obrazek 22: Zavislost SNR na dobé zpozdeni sbéru signalu pro vinovou délku 1064 nm za

laboratornich podminek.
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4.3 Optimalni nastaveni

Zavéreéna Tabulka 6 shrnuje zakladni parametry optimalniho nastaveni méfeni metodou LIBS
a zakladni charakteristiku téchto parametrii. Nejvetsi mozné energie pulzu laseru byla optimalni
pro laser s vlnovou délkou 266 nm a to v obou piipadech, jak za ofuku vzorku argonem,
tak za laboratornich podminek. U laseru s vinovou délkou 1064 nm uz se nejednalo o nejvyssi
moznou energii pulzu, ale o energii laseru pulzu 17 mJ pro ofuk vzorku argonem a 16 mJ
pro méteni pii laboratornich podminkach.

Casy zpozdéni sbéru signalu jsou podstatné vyssi u laseru s vinovou délkou 1064 nm neZ
u laseru s vinovou délkou 266 nm a to z divodu, Ze energie pulzu laseru s vinovou délkou
1064 nm je vétsi nez u laseru 266 nm, coz zpusobuje vznik plazmatu o vétsi teploté a zaroven
s delsi zivotnosti plazmatu. Tato energie pulzu laseru ma vliv 1 na intenzitu pozadi (Sumu),
kdy u laseru s vinovou délkou 266 nm neni tak velka jako u laseru o vinové délce 1064 nm.

Velikost praméru kratertt pro optimalni nastaveni je vyrazné rozdilna pro laser s vinovou
délkou 1064 a 266 nm. Vysledky koreluji s jiz dfive zminénymi studiemi, kdy velikost priméru
kraterti je vyss$i u laseru s vinovou délkou 266 nm a zase naopak hloubka kraterdi je nizsi.
Intenzita ozafovani je z diivodu vyssi energie pulzu a mensi velikosti priméru kraterti vyrazné
vy$si u laseru s vinovou délkou 1064 nm.

vvvvvv

vysledkt bylo dosazeno pii pouziti laseru s vinovou délkou 1064 nm a ofuku vzorku argonem.
Rozdil mezi ostatnimi variantami je t¢éméf dvojnasobny, coz je signifikantni rozdil.

Tabulka 6: Parametry metody LIBS a jejich charakteristika odpovidajici optimdlnim nastavenim za

riiznych podminek.
. Cas .
Energie zpozdéni Veo“k(BSt Hloubka Smérodatna | Intenzita
pulzu 9 praméru .. |SNR “ .
Parametry sbéru .. o | kraterd odchylka | ozafovani
laseru | ., krateru ) 9
signalu (um) SNR (-) |(GW/cm?)
(mJ) (mm)
(ns)
£
© 5 0,1 0,139 13,7 41 6 6,62
Ofuk 9
vzorku =
argonem | =
3 17 0,8 0,095 16,9 170 30 48,48
=
£
< 5 0 0,143 14,8 86 14 6,2
Laboratorni | ©
podminky g
3 16 1,2 0,087 15,3 92 16 54,33
o
—
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5 ZAVER

Bakalafska prace se zaméfila na optimalizaci parametri pro méfeni mékkych biologickych
tkdni pomoci metody spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS). Vyznamem této
optimalizace je zjisténi optimalniho nastaveni pro analyzu mékkych tkani, jelikoz tyto analyzy
mohou vést k odhaleni riznych onemocnéni naptiklad rakoviny kiize. Hlavnim cilem prace
tedy bylo optimalizovat experimentalni podminky, které vyrazné ovliviiuji citlivost a presnost
této metody.

Jako modelové matrice meékkych tkani byla zvolena mysi jatra zalita v parafinu, jakozto
modelové matrice. Optimalizace porovnavala laser o vinové délce 266 nm a laser o vlnové
délce 1064 nm. Déle byla zvolena rizna atmosféra pro analyzu, kdy kromé laboratornich
podminek probihala i métfeni za pouziti ofuku vzorku argonem. Mezi dalsi optimalizované
parametry patfily energie pulzu laseru, ¢as zpozdéni sbéru signélu a velikost abla¢niho krateru.
Vysledky méteni byly zpracovany pomoci SNR analyzy (pomér signalu ku Sumu) a nasledné
vzajemn¢ porovnany.

Optimalni nastaveni ze vSech kombinaci bylo docileno pii méfeni laserem o vlnové délce
1064 nm, energii pulzu laseru 17 mJ, ¢asu zpozdéni sbéru signalu 0,8 us a ofuku vzorku
argonem. Pfi tomto nastaveni hodnota SNR dosahovala 170+£30. Pfi porovnani s velmi
podobnym nastavenim, ale bez ofuku vzorku argonem, bylo dosaZeno vyrazné nizsi hodnoty

SNR, ktera ¢inila 92+16.

Cile této bakalafskeé prace byly splnény. Vzhledem k tomu, Ze popularita metody LIBS stéle
roste a jeji potencial pro prvkovou analyzu mekkych tkani je velky, tak nasledny vyzkum
se bude zabyvat dal§im zdokonalovanim této metody.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

zkratka/symbol vyznam

AES Atomova emisni spektroskopie; Atomic Emission Spectrometry

CCD Zatizeni s vazanymi naboji, Charged Coupled Device

CMOS Ko_rnplemeptérni polovodi¢ na bazi oxidu kovi, Complementary Metal
Oxide Semiconductor

DNA Deoxyribonukleova kyselina; Deoxyribonucleic Acid

E Energie pulzu laseru

GD Cas zpozdéni sbéru dat detektorem; Gate Delay

IR Infradervené zaieni, Infrared

LA-ICP-MS Laserova ab_lace ] hmo_tnostni spektrometrii induk¢éné vazaného plazmatu;
Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

LIBS Spektroskopie laserem buzeného plazmatu, Laser-induced Breakdown
Spectroscopy

Nd:-YAG krystal yttrito-hlinitéh_o granatu dopovany ionty neodymu; Neodymium-
doped Yttrium Aluminium Garnet

OES Opticka emisni spektroskopie; Optical Emission Spectrometry

ppm Castic na milion, Parts Per Million

RSD Relativni smérodatna odchylka

RTG Rentgenové zareni

SNR Pomér signalu ku Sumu, Signal to Noise Ratio

uv Ultrafialové zafeni, Ultraviolet

UZFG Ustavu zivogisné fyziologie a genetiky

VIS Viditelné, Visible

y Gama zareni

A Vlnova délka

2D Dvoudimenzionalni

3D Trojdimenzionalni
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