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Abstrakt

Tato bakaldiskd prace se zabyva nalezenim nového vnitfniho standardu pro analyzu LIBS
biologickych meékkych tkéani a optimalizaci parametra pro tento typ analyz. Cilem této prace je
vytvofit novou metodu standardizace, ktera by dokdzala vyrazné elimininovat vlivy matri¢niho
efektu, a v této souvislosti by tak nahradila uhlik, jenz se pro tento ucel pouziva. Novy vnitini
standard bude vybran z pétice kovi, které budou naneseny na povrchu vzork mysich jater.
Optimalizace parametr bude provedena pomoci implementace ¢asti Bayesovské optimalizace,
piicemz oba experimenty jsou v ohledech LIBS analyz dosud téméf nevyzkouSeny a
v budoucnu by mohly pfinést zajimavé podklady pro navazujici vyzkum nejen v oblasti
biozobrazovani.

Abstract

This bachelor thesis deals with finding a new internal standard for LIBS analysis of biological
soft tissues and optimizing parameters for this type of analysis. The aim of this thesis is to
develop a new standardisation method that can significantly eliminate matrix effects, thus
replacing the carbon used for this purpose. The new internal standard will be selected from five
metals that will be deposited on the surface of mouse liver samples. The optimization of the
parameters will be performed by implementing parts of Bayesian optimization. Both
experiments are still almost untested in terms of LIBS analyses and could provide interesting
grounds for future follow-up research not only in the field of bioimaging.
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spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS), mékké tkan¢, Bayesovska optimalizace,
standardizace
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1 UVOD

Jednou z aplikaci metody LIBS je analyza mékkych biologickych tkani. Hlavni tloha tkvi ve
vizualizaci struktury tkéné¢ zhlediska jednotlivych biogennich prvkd a ve vytvoireni
prostorovych map zobrazujicich rozloZeni téchto prvk v mékké tkani. Timto zplisobem Ize
rozliSovat rizné vzorky biologickych tkani, naptiklad zdravou lidskou tkan od té, kterd byla
zasazena nadorovym onemocnénim. Biozobrazovani by tudiz mohlo vést k zavedeni zcela
nového diagnostického aparatu. V této souvislosti je pfi analyze pfitomen vnitini standard, t;.
tenka vrstva prvku na povrchu vzorku, jehoZz podstatou je potlaceni tzv. matri¢niho jevu, ktery
vyrazné ovlivituje ziskany signal pfi métfeni. Diillezitym nastrojem pii analyze LIBS mékkych
tkani je také optimalizace parametri. Ta mtze pfi spravném nastaveni cely proces vyznamneé
urychlit. Zefektivnit tak nejen samotné méteni, ale rovnéz zpracovani vysledki.

Tato bakalarska prace se zabyvad nalezenim nového vnitiniho standardu, jenz by vyrazné
pomohl snizit projevy matri¢niho efektu. K tomuto ucelu byla vybrana pétice kovi, které se
v me&kkeé biologické tkani pfirozen¢ nevyskytuji anebo pouze ve spotovém mnozstvi, které neni
mozné pomoci techniky LIBS detekovat. Tyto kovy byly naneseny na povrch mysich jater
zalitych v parafinu k provedeni pfislusSnych experimentti. Optimalizace parametrd byla
provedena pomoci Bayesovské optimalizace, kterd je v oblasti analyzy LIBS dosud témét
nevyzkousenou disciplinou. Nové vybrany vnitini standard, jenz vzejde ze série experimentd,
a optimalizované parametry mohou byt vyuzity pii dalsi analyze mékkych tkani (napt. nadort
lidské kize).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Spektroskopie

Spektroskopii 1ze definovat jako védeckou disciplinu, kterd se zabyva zkoumanim absorpce
a emise elektromagnetického zaieni pii interakci svétla a latky. Pozdéji byla tato definice navic
rozsifena o studium vzajemného plisobeni mezi Casticemi jako jsou elektrony, protony nebo
ionty a jejich interakci s ostatnimi ¢asticemi [1].

Spektroskopie sehrdla velmi dilezitou roli pfi rozvoji n€kolika fundamentalnich fyzikalnich
oblasti vzniklych ve 20. stoleti. Miizeme mezi n¢ zatadit kvantovou mechaniku, Einsteinovu
specidlni a obecnou teorii relativity a kvantovou elektrodynamiku. S jejimi aplikacemi se
muzeme setkat i ve forenznim inzenyrstvi, kontrole kvality nebo astronomii [1,2].

Zaklady analytické spektroskopie poloZzil objev némeckého fyzika Gustava R. Kirchhoffa, ktery
odhalil, ze kazd4 chemicky Cistd latka ma své vlastni charakteristické spektrum. Pied nim
provedl sérii pokust s hranolovym spektroskopem dalsi némecky fyzik Joseph von Fraunhofer.
Fraunhofer, vychéazejici z experimenti britského védce Williama Wollastona, na zékladé
pozorovani elektromagnetického zafeni Slunce objevil, Ze spektrum nepfechazi hladce z jedné
barvy do druhé. Obsahuje ale mnoho tmavych car, coz znaci, Ze svétlo chybi pfi urcitych
vlnovych délkach kvili absorpci. Tyto tmavé Cary byly pozdé€ji oznaceny jako absorpéni
spektrum [1,2].

Zateni muze byt pii kontaktu s latkou bud’ absorbovéno, vyzatovano nebo rozptyleno, proto Ize
déleni spektroskopickych metod rozdélit do tfi hlavnich kategorii. Mezi tyto kategorie patii
spektroskopie emisni, spektroskopie absorpcni a spektroskopie rozptylova [3]. Do zakladnich
spektroskopickych metod dale patfi rentgenova absorpéni spektroskopie, Ramanova
spektroskopie, infracervend spektroskopie, atomova spektroskopie a fada dalSich. Tyto metody
se mezi sebou predevS§im liSi zplsobem, jakym interaguji s latkou a rozsahem
elektromagnetického spektra [4].

2.1.1 Opticka emisni spektroskopie

Mezi spolehlivé a rozsahle vyuzivané analytické spektroskopické metody muizeme zatadit
optickou emisni spektroskopii, zkracené¢ OES (z anglického Optical Emission Specrometry),
[5]. Tato technika se vyuziva v metalurgii, pti analyze vzacnych prvki, systémech vyuzivajicich
plazma v primyslovém prostiedi, analyze lidskych vlast a nehtii a v mnoha dalSich oblastech

[6].

Princip této metody je zalozen na detekci fotonii vzniklych pfechody valenénich elektront
z vys$ich energetickych stavll na stavy s nizsi energii. K excitaci valen¢nich elektronii atomu
dochazi pti dodani energie do systému, napi. pii pouziti tepelného zatfeni. Zdrojem
elektromagnetického zafeni jsou emitované atomy nebo ionty v excitovaném stavu, pficemz
toto zafeni vznika jejich deexcitaci. Vzniklé emisni spektrum ma ¢arovy charakter, neboli pii
danych vlnovych délkach jsou zaznamenavany spektralni cary ptislusné jednotlivym
ptrechodiim. Zaroven plati, Zze pocet Car ve spektru roste s poctem elektronti na valen¢nich
hladinach. Tyto spektralni ¢ary jsou nezbytnym nastrojem pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu. Jejich poloha ve spektru (vlnova délka emitovaného zatfeni) charakterizuji prvky
pfitomné ve vzorku a jejich intenzita udavd koncentraci prvku v daném vzorku.
Nejintenzivnéjsi ¢ary ve spektru jsou rezonancni, které odpovidaji pfechodim do zakladniho



stavu [7]. Elektromagnetické spektrum, se kterym technika OES pracuje, zahrnuje cast
ultrafialového zareni a viditelné spektrum. V ramci vlnovych délek to odpovidd rozmezi
ptiblizné 130 az 800 nm [8].

2.2 Spektroskopie laserem buzeného plazmatu

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu, zkr. LIBS (z anglického Laser—Induced Breakdown
Spectroscopy), je metodou atomové emisni spektroskopie. Tato kvazi-destruktivni analyticka
technika funguje na principu rozboru elektromagnetického zatreni, které je emitovano
mikroplazmatem vzniklého pii interakci zkoumané latky slaserovym paprskem [9].
Spektroskopie laserem buzeného plazmatu nabizi Sirokou Skalu potencidlnich aplikaci diky
svym jedineCnym vlastnostem, jako je bezkontaktni analyza, rychlost analyzy nebo minimalni
¢i zadna ptiprava vzorku [10]. Je to univerzalni a vykonna metoda, kterd je schopna poskytovat
data o elementarnim sloZeni prakticky jakéhokoliv materidlu témét bez destruktivniho vlivu

[11].
2.2.1 Historie a vyvoj metody LIBS

Vznik metody LIBS se tzce poji s vyndlezem a zdokonalenim laseru v druhé poloviné
20. stoleti, ptestoze teoretické zéklady principu laseru stanovil konceptem stimulované emise
Albert Einstein jiz v roce 1917. Laserem buzené plazma bylo pozorovano krétce po sestrojeni
prvniho rubinového laseru v roce 1960. V 70. a 80. letech minulého stoleti se zacalo rozvijet
mnozstvi aplikaci LIBS zejména pro terénni a laboratorni praktiky. Objevuje se rovnéz prvni
pouziti této techniky v souvislosti s vyzkumem vesmiru, kdy méla poskytnout chemické
analyzy kosmickych objektli jako jsou asteroidy, komety atd. Paralelné s rozSifovanim pole
pusobnosti se zacala rozvijet 1 instrumentace, kterd byla zpocatku vyvijena pro konkrétni
aplikace jednotlivych laboratofi pracujicich v této oblasti. Posléze vznikaji uz 1 komeréné
dostupné LIBS nastroje ur¢ené k specifickému pouZiti, jak je zndme dnes [12].

2.2.2 Princip metody LIBS

Pti analyze pevného materidlu je laserovy pulz fokusovan na povrch pevného vzorku,
u kapalnych vzork je paprsek laseru zaostien do objemu vzorku. Aby mohlo dojit k interakci
mezi laserem a zkoumanou latkou, kdy tato interakce vede ke vzniku mikroplazmatu, musi byt
dosazeno dostate¢né velkého vykonu pouzitého zafeni. Vykon takového laseru na ozafenou
plochu se pohybuje piiblizné v jednotkdch GW/cm?. Ultrafialova a viditelna &ast spektra ze
zafeni emitovaného mikroplazmatem je posléze spektradlné rozliSena a zaznamenana pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu vzorku. V pfipadé konvencnich LIBS pfistroji je délka
pulsu laseru v fadu n¢kolika nanosekund [13,14].

Jakmile laserovy pulz dopadne na povrch vzorku, dochéazi k rapidnimu zvySeni teploty
materidlu v ohniskovém bod¢ v disledku absorpce fotont. Za méné nez jednu nanosekundu
teplota dosdhne bodu varu a inicializuje se vypusténi pary vzorku, drobnych fragmentt a ¢astic.
Cely tento proces je rovnéZ znam jako laserova ablace. Obecné vzato odpafovani materidlu
a formovani mikroplazmatu probiha béhem pocatecni faze laserového pulzu, zatimco zbytek
energie laseru je absorbovan odpafovanym materidlem, vysledkem ¢ehoz je vytvoteni zafivého
plazmatu. Pii dostate¢né vysoké hustoté energie laseru kazdy laserovy pulz odpaii nebo ablatuje
malé mnozstvi materidlu, ¢imzZ vytvoii plazmaticky oblak. Tento abla¢ni oblak je zformovan
takovou rychlosti, ze se setkdva s koncem laserového pulsu, proto laser nadéale ohiiva
ablatovanou ¢ast materialu, coz vede k velmi vysokym teplotam, které mohou piesdhnout



hranici 20 000 K. Tato teplota je dostate¢né vysoka k tomu, aby vyvolala termalni atomizaci,
excitaci a ionizaci materialu nachéazejiciho se v ablaénim oblaku. Béhem velmi kratké doby
(v fadech né€kolika nanosekund) se tak oblak zméni v plazma. Toto mikroplazma poté zacne
emitovat silné zéafeni, které je charakteristické pro jeho chemické slozeni, pficemz zkoumani
emisniho spektra umoziluje vyuziti tohoto procesu pro analytické ucely ve spektroskopii
[13,14].

Po ukonceni laserového pulzu se plazma zacne rychle ochlazovat v diisledku absence dodavané

energie. Toto plazma o vysokém tlaku se pak déle rozsifuje do okolniho prostiedi (obvykle
vzduchu), coz vyvola vznik tlakové viny §ifici se do okoli. Tato interakce s okolnim prostiedim
rovnéz prispiva k rychlému rozpadu plazmatu. Typickd doba trvani plazmatu vyvolané¢ho
laserovym paprskem se pohybuje piiblizn¢ mezi 100 ns a nékolika desitkami us v zavislosti na
experimentalnich podminkach. Béhem faze ochlazovani a expanze abla¢niho oblaku dochazi
ke kondenzaci materialu a opétovnému dopadu na vzorek ve forme mikro — a nano kapek nebo
¢astic, pokud méfeni neni provadéno ve vakuu. U pevného vzorku tento proces zanechd na
povrchu maly kréter s primérem vétSim, nez je bod dopadu laseru a s hloubkou méfitelnou
v fadech um [13].

2.2.3 Laserem buzené plazma

Plazma casto byva oznaceno jako ¢tvrté skupenstvi hmoty [15]. Lze ho definovat jako soubor
nabitych i neutralnich ¢astic v riznych kvantovych stavech, o némz plati, ze jeho prostorovy
naboj je pfiblizné roven nule. Tuto vlastnost oznaéujeme jako kvazineutralita. Casticemi v této
definici se rozumi nejen elementarni Castice, jako jsou napt. elektrony, ale i ionty, neutralni
atomy, molekuly [16].

Interakce mezi laserovym paprskem a materidlem je slozity proces zavisly na mnoha
charakteristikach jak laseru, tak i dané latky [17]. Na pocatku této posloupnosti udalosti stoji
rozpad materidlu, kdy dochazi k lokdlnimu ohfevu a vzniku vysokotlaké pary, zatimco je
vytvofena razova vlna §ifici se nadzvukovou rychlosti, jakmile se para §ifi do okoli. Evoluce
plazmatu od tohoto okamziku mtize zaviset na fadé faktord, naptiklad na intenzité zafeni laseru
(W.m™), slozeni pary, sloZeni ¢i tlaku atmosféry obklopujici vzorek ¢&i vinové délce laseru.
Rozpad latky, ktery nastava v pocatecni fazi po zasahu laserovym pulzem (az v fadech n¢kolika
ps), je docilen, kdyZ hustota volnych nosi¢t (elektrontl) dosahne hodnoty piiblizné 10'® cm,
Existence takového mnozstvi volnych elektronti poskytuje vysokou absorbanci v plazmatu, coz
umoziuje jeho rozsifeni ve sméru paprsku, jenz jej udrzuje po zbytek trvani laserového pulzu.
Po tom, co je vytvofeno emitujici plazma, ztraci abla¢ni oblak na rychlosti Sifeni v disledku
srazek s okolnim plynem a zpomaluje se na rychlost blizké rychlosti zvuku. Plazma se poté
ochladi samoabsorpci a rekombinaci mezi elektrony a ionty. Typicky cas, ktery uplyne od
zahdjeni procesu formovani plazmatu kratce po dopadu laserového pulzu na povrch vzorku, az
po jeho zénik, se pohybuje od nékolika desetin mikrosekund do n¢kolika milisekund [18].

Casovy vyvoj plazmatu je dal§im dilezitym parametrem metody LIBS, jelikoZ vlastnosti
plazmatu buzeného laserem se v Case rychle méni. Tésné po interakci laserového paprsku s
povrchem materidlu je plazma vysoce ionizovano. V zafeni plazmatu kviali tomu prevlada
kontinudlni zafeni vyvolané pfedev§im brzdnym zafenim a rekombinaci. Po pfiblizné stovkach
ns zacnou v plazmatu pievazovat procesy relaxace excitovanych atomu a iontl. Ve spektru
dochazi k vyskytu ostrych spektralnich car. Tyto dvé faze se v pritbehu casového vyvoje zivota
plazmatu vzajemné piekryvaji [19], [20], [21].
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wyhasinani plazmatu

typicka doba snimani zafeni plazmatu
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Obrazek ¢. 1: Prubéh celkové intenzity zafeni plazmatu v zavislosti na ¢ase [22].

2.2.4 Instrumentace

Standardni LIBS aparatura sestava z n¢kolika zakladnich souc¢asti. Témito souc¢astmi rozumime
predevsim pulzni laser, zaostfovaci optiku, sbérnou optiku a spektrometr obsahujici detektor
synchronizovany s laserovym pulzem. Ackoliv je sestava typického LIBS zafizeni relativné
jednoduchad, jsou kladeny vysoké naroky na provozni parametry jednotlivych komponent.
Rozvoj LIBS a jeho aplikaci je siln¢ zavisly na pokroku v oblasti vyvoje pulznich lasera,
spektrometrt a detektort. K vytvoreni plazmatu na vétsin€ vzorki jsou nezbytné takové pulzni
lasery, které jsou schopné dosdhnout vysoké hustoty vykonu. Rozsah vinovych délek se
pohybuje od ultrafialového zatfeni po infracervené zareni, trvani pulsu od femtosekund po
nanosekundy, a energie pulsu je bézné v rozmezi jednotek pJ az po stovky mJ [19, 23].

Laser

Laser (z anglického Light Amplification by the Stimulated Emission of Radiation) je zatizeni,
které stimuluje atomy nebo molekuly k vyzéateni svétla o urcité vinové délce, ptfi€emz toto
svétlo zesiluje. Obvykle produkuje velmi uzky paprsek zareni [24]. Kazdé takovéto zatfizeni se
sklada ze ti1 zadkladnich soucasti. Témi jsou laserové médium, zdroj energie a opticky rezonétor
[25]. Unikatni vlastnosti laserového svétla naSly s postupem casu Sirokou Skalu praktickych
aplikaci, mezi které miizeme zatadit primyslové odvétvi, jako jsou telekomunikace, vyroba,
medicina a fotonika. Typy lasert lze kategorizovat mnoha rGznymi zptsoby; napiiklad
z hlediska spektralniho rozsahu (UV, IC, VIS), &asového rezimu (kontinudlni, pulzni,
kvazikontinudlni), Cerpani energie (opticky, elektricky, chemicky, termodynamicky) nebo
aktivniho prostiedi (pevnolatkové, kapalinove, plynné ¢i plazmové) [26].

Pulzni laser

Pulzni laser je typ laseru, jenZ nevyzatfuje svétlo jako souvisly proud, ale ve form¢ kratkych
svételnych pulzl s vysokym vykonem [27]. VétSinou se délka téchto pulzl pohybuje v rozmezi
0,5 az 500 ns v pfipadé nanosekundovych pulzi. Toto nastaveni je velmi uZite¢né pro
experimenty, které jsou sledovany s vysokym rozliSenim v €ase, zejména pak pro Sirokou skalu
vyrobnich procest souvisejicich s ablaci. Tyto lasery jsou velmi vykonné, coz umoznuje
ablativni zpracovani materialt [28]. V praxi se nejcastéji pouzivaji nanosekundové Nd: YAG
lasery, které ve svém zékladnim uspofddani emituji zéafeni o vlnové délce 1064 nm [19].
K ablaci jsou také Casto vyuzivany excimerové lasery [28]. VInova délka laseru ovliviiuje
hloubku priiniku do materialu a soucasné hloubku ablace v daném misté (v zavislosti na typu
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materidlu). Hloubka pronikani do urcitych materialu (napt. u kovii to neplati) je vetsi pti pouziti
laseru s vyssi vinovou délkou, tudiz pti pouziti laseru s vinovou délkou 1064 nm Ize ocekévat
hlubsi pronikéni do vzorku nez pfi pouziti kratSich vinovych délek, jako je tieba 532 nm, 355
nm nebo 266 nm, coz jsou dalsi typicky aplikované vinové délky. Jedna se zaroven o druhou,
tieti a Ctvrtou harmonickou frekvenci. Harmonické frekvence udévaji celociselné nasobky
zakladni frekvence, kterd v tomto piipad¢ odpovida vinové délce 1064 nm. To také naznacuje,
7ze hmotnost materidlu ablatovaného za jeden pulz se zvySuje s rostouci vinovou délkou
pulzniho laseru. VInovd délka laseru navic siln€¢ ovliviiuje mnozstvi a velikost
vyprodukovanych nanocastic [29].

Opticky systém

Opticky podsystém LIBS zafizeni méa dvé hlavni ¢asti. Tou prvni je zaostfovaci optika, jejimz
ucelem je navést laserovy paprsek na vzorek a zaostfit ho na dostatecné maly bod tak, aby se
zvysila intenzita zafeni na uroven potiebnou pro laserovou ablaci [13]. Fokusovaci optika
u nejzakladnéjSich LIBS systémi zahrnuje jedinou ¢ocku s pevnou ohniskovou vzdalenosti,
pticemz paprsek dopadd na povrch vzorku kolmo. Bézné je také pouziti mikroskopickych
objektivii s malym zvétSenim, dlouhou pracovni vzdalenosti a vysokou odolnosti proti
poskozeni [30]. S riznymi typy objektivl se 1ze setkat u sofistikovangjSich systému, kde tyto
objektivy umoznuji homogenizaci laserového paprsku nebo moznost volby priiméru ozafované
plochy. Ve specidlnich pfipadech mutize byt pouzito i optické vlakno pro vedeni laserového pulzu
ke vzorku [19].

Druhou ¢asti optického subsystému rozumime sbérnou optiku. Tato nezbytna soucast LIBS
aparatury slouzi k efektivnimu transportu emitované¢ho zatfeni mikroplazmatu na Stérbinu
spektrometru. V jednoduchych systémech lze tento transport provést pomoci jednoduché cocky
[19]. Vzhledem k tomu, Ze svételna emise plazmatu neni orientovana, musi byt shromazdéna
pod co nejveétsim pevnym uhlem, coz znamend, ze jsou obvykle pouZzivany relativné velké
sbérné Cocky nebo zrcadla [13]. Existuji dvé standardni geometrie sbéru svétla. Jednou z nich
je koaxiélni s dopadajicim laserovym paprskem, pfi¢emz tento sbér svétla je kompaktnéjsi a je
vhodnéjsi pro analyzy s rozliSenim hloubky, ale je také nachylné&jsi k samoabsorpci, coz mize
vést ke zhorSeni linearity kalibra¢nich kiivek. Druhou metodou je sbér svétla pod bo¢nim thlem
45°. Pouziti velkého sbérného tihlu vede ke zvySovani citlivosti. Tento typ sbéru svétla je sice
ekonomictéjSim a v jistych ohledech flexibilnéjSim feSenim, ale na druhou stranu trpi vétSim
rozptylem signdlu zpisobenym nestabilitou polohy plazmového materialu [30]. Sbirané svétlo,
které je jiz kolimované zrcadlem, I1ze pak zaostfit na vstupni §té€rbinu spektrometru, pficemz je
vhodné pouZit reflexni opticky prvek, aby se zabranilo chromatické aberaci. I v tomto ptipadé
mohou byt vyuZita opticka vlakna, coz je velmi praktické z hlediska sestaveni systému, ale
jejich pouziti ptindsi dalsi znacné ztraty citlivosti, zejména pak v UV oblasti [31].

Spektrometry

Dilezitou slozkou detekéniho uspofadani je spektrometr. Ten slouzi k rozlozeni
nashroméazdéného emisniho zareni na vilnové délky. Toto zafeni je pak zaznamenano jako
intenzitni spektrum, které pfedstavuje unikatni chemickou charakteristiku kazdého materialu
[32]. V systémech LIBS jsou jiZ po mnoho let intenzivné vyuZzivany spektrometry zaloZené na
raznych uspotfadanich difrak¢nich mfiZek, ¢ocek a zrcadel, jako jsou klasické spektrometry
Czerny-Turner nebo polychrométory typu Paschen-Runge. V poslednich letech se zacina stale
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vice vyuzivat druh spektrometru, ktery je jiz od 90. let 20. stoleti pouzivan v jinych technikach
atomové emisni spektroskopie, nazyvany spektrometr Echelle [18]. Nejrozsifen¢jSim
konvenénim spektrometrem se stal monochromator Czerny-Turner, ktery poskytuje informace
o relativné uzkych spektralnich intervalech v zavislosti na délce optické drahy a typu difrakéni
miizky. Naproti tomu spektrometry typu Echelle nabizi lepsi spektralni rozliSeni ve srovnani
s ostatnimi spektrometry, avSak maji malé clonové cislo, coz vede k pouziti optickych
zesilovacu k ziskani Citelného signdlu na snimaci. Tyto zesilovace zvySuji naklady a slozitost
pfistroje, ale zaroven umoziuji ziskavat signdl za velmi kratkou dobu (v fadech nanosekund)
[33].
Vstupni okno Korekf“:m' cocka

~ Kolimaéni zrcadlo
s B g
—— I-:.“.T_ —= $ = oz
Stérbina N P g

Korekéni cocka—

, ,.:'.T_T‘-_' \ Mizka Echelle

. Kamera

Zaostfovaci zrcadlo
Korekéni ocka  Vystupni okno

Obrazek ¢. 2: Uspotadani spektrometru Echelle typu Mechelle 5000 [34].

Detektory

Detektory zaznamenavaji intenzitu svétla v zavislosti na vinové délce, coz umoziiuje vytvoreni
charakteristického spektra pro analyzovanou matrici. Jejich schopnost rozliSovat rizné vinové
délky je nezbytnd pro analyzu emisnich car fady chemickych prvki v materidlu [33].
V pocétecnich fazich byla jako detektor pouzivana fotograficka desticka, coz mélo vyhodu
Sirokého rozsahu vlnovych délek s relativné nizkymi naklady, ale nevyhodu v casové
narocnosti a nizké reprodukovatelnosti. Fotograficky detek¢ni systém byl postupné nahrazen
detektory pro spektrdlné¢ rozliSenou emisi, jako jsou fotomultiplikacni trubice (PMT),
fotodiodova pole (PDA) nebo polovodicové CCD detektory. Pravé tyto detektory ziskavaji
v poslednich letech zna¢nou popularitu [17].

CCD senzory (z anglického Charge-Coupled Device) funguji na zakladnim principu ptevodu
svételné energie na elektrickou. Toto zafizeni detekuje fotony, pfeménuje je na fotoelektrony
a presouva elektricky naboj. CCD na bazi kiemiku poskytuji nizkou troveit Sumu a vysokou
citlivost na energii dopadajiciho zatfeni v US, VIS a NIR oblasti [35, 36, 31]. Specifickym
piipadem senzoru CCD je ICCD (z anglického Intensified Charge-Coupled Device) nebo
EMCCD (z anglického Electron-Multiplying Charge-Coupled Device). Tyto dva detektory jsou
schopny zvySovat pocet elektront a poskytuji vysokou citlivost [37].

V neposledni fadé mohou byt pouzity CMOS senzory (z anglického Complementary Metal-
Oxide-Semiconductor), které nabizi levnéjsi vyrobu, nizkou spotiebu energie, niz§i napéjeci
napéti a jednodussi elektronicky systém [35].
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2.2.5 Moznosti analyzy

Metoda LIBS je uznavanou analytickou technikou v oblasti atomové spektroskopie a je cenéna
pro svoje rozsahlé analytické a technické vlastnosti. Tato rychla, vSestranna a bezkontaktni
technika je schopna poskytovat jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu pro prakticky
jakykoliv vzorek (jinak tomu je napf. u biologickych tkéani, kde je kvantitativni analyza velmi
obtizné proveditelnd) [30]. Hlavnimi pfednostmi, které z LIBS ¢ini velmi vykonny a atraktivni
nastroj, jsou analyza materialu v realném case v laboratofi nebo v misté vyskytu daného vzorku
¢i jevu (méfeni in situ) a simultdnni detekce vétstho mnozstvi prvkl. Oproti konvenénim
technikdm ma horsi detek¢ni limity a jeji pfesnost je nizsi. Je rovnéz nutné dodrzovat
bezpecnosti opatieni tykajicich se ochrany zraku proti vysokoenergiovym pulzim laseru [38].

Kvalitativni analyza

Pomoci kvalitativni analyzy lze klasifikovat a rozliSovat prvkové slozeni rlznych typta
materidld. ProtoZze je sada emisnich ¢ar jedine¢na pro kazdy prvek, spektrum plazmatu
zobrazuje elementarni sloZzeni vzorku a muze byt pouzito pro jeho urceni [39]. Nicméné pro
mnoho aplikaci neni znalost celkového elementarniho slozeni postacujici. U heterogennich
vzorkli mize byt navic uzite¢na informace o prostorovém rozlozeni prvki. Z LIBS se stala
velmi uzite¢na technika pro studium prvkového zobrazovani, jelikoz tato metoda umoziuje
spojit ziskané informace o sloZeni s prostorovymi soufadnicemi zkoumaného vzorku [30].
Proto nasla vyuziti pro mapovani prvkového slozeni v mnoha odvétvich jako je vyzkum rostlin
[40], dentalni aplikace [41], analyza zvifecich tkani [42], ¢lenéni hornin a minerali [43] nebo
archeologie [44]. Pii mapovani prvkového rozlozeni pomoci metody LIBS je klicové pouziti
motorizovaného stolku, na ktery je vzorek ulozen, pficemz tento stolek zajiStuje posunuti
vzorku mezi jednotlivymi laserovymi pulzy o konstantni velikost (krok). Toto posunuti je
mozné proveést v osach x, y, a z, pokud je uskuteCiiovana analyza i s ohledem na hloubku.
Prostorové rozliSeni se pohybuje v fadech pum, proto musi byt dosazeno pomérné vysoké
opakovaci frekvence laseru (fddové v desitkach Hz) [30].

Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza stanovuje koncentrace jednotlivych chemickych prvka v analyzovaném
vzorku. Zatimco kvalitativni analyza dokéze rozpoznat pfitomnost urcitych prvki na zakladé
jejich charakteristickych spektralnich c¢ar, kvantitativni analyza poskytuje informace o
koncentraci téchto prvki [45]. Kvantitativni aspekty metody LIBS 1ze obecné povaZovat za jeji
mirnou slabinu, pfedev§im pak kvili slozité povaze interakci laseru se vzorkem, kterd zavisi
jak na charakteristikach laseru, tak na vlastnostech materialu vzorku [46]. I pfesto vSak tato
technika prokdzala, ze dokaze provadét kvantitativni analyzu na Urovni pozadované pro
specificky analyticky ukol. TakZe hlavni pfekdzkou nemusi byt to, Ze LIBS nedokéze
dostatecné provadet kvantitativni analyzu, ale spise to, jak ud€lat z LIBS metodu tak pfesnou a
spolehlivou jako ostatni spektroskopické metody [47]. Kvantitativni analyzu v rdmci LIBS Ize
provést na zaklad€ pouziti kalibracnich kiivek, zname-1i relativni intenzity spektralnich car
urcitého prvku nebo bezkalibra¢ni metodou zndmou jako CF-LIBS (z anglického calibration-
free LIBS) [48].
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2.2.6 Srovnani metody LIBS s ostatnimi spektroskopickymi metodami

Béhem poslednich nékolika desetileti bylo vyvinuto mnoho analytickych technik, mezi které
patii opticka emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES, z anglického
Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy), atomova absorpcni spektroskopie
(AAS, z anglického Atomic Absorption Spectroscopy), rentgenova fluorescen¢ni spektroskopie
(XRF, z anglického X-ray fluorescence) nebo energiové disperzni rentgenova spektroskopie
(EDX, z anglického Energy-dispersive X-ray spectroscopy). Vsechny tyto spektroskopické
metody jsou vyuzivany k analyze slozeni riznych materidli ve vzorku [49].

Tabulka €.1: Srovnani parametra spektroskopickych technik s uvedenim jejich vyhod a nevyhod,
prevzato z [49].

SpektI;(Lstl;((;[; icka P‘leg ::;:;a Mez detekce Piesnost Vyhody Nevyhody
Vyzadovana Vysoké Kogllilaevzni
AAS atomizace a | 0,003 —20 12 pfesnost, 13/ Zgrku
rozpusténi ppm 0 dobra mez T
vzorku detekoe narocné
Komplexni
Vyzadovéno Vysoka pfiprla(va
_ ‘ox <o presnost, vzorku,
ICP-AES rosgcl)lrsl‘izm 10 ppb =% dobra mez vyskyt
detekce spektralni
interference
Neni
Neni vyzadovana Nizka
XRF vyzadovana ppm - % 3239 piiprava piesnost,
ptiprava vzorku, horsi mez
vzorku rychla detekce
detekce
Jednoducha Vy_s}< }ft
Z4dna/mala priprava maj[rlcmho
EDX piiprava 1000-3000 AZ 95 % vzorku, VW
vzorku ppm vysoka prekryvani
b spektralnich
presnost -
car
Zadna/mala
Z4dnd/mala priprava Nizka
g o Y vzorku, presnost,
LIBS pliprava. | ppm=% | 520% | ryopls” | horsi e
detekce a detekce
méfeni in situ

2.2.7 Bayesovska optimalizace

Ulohy spojené s optimalizaci jsou §iroce zastoupeny v mnoha védeckych a pramyslovych
odvétvich, jako jsou umeéla inteligence, bioinformatika, softwarové inzenyrstvi, pldnovani,
vyroba a ekonomika. Optimalizaci Ize zjednoduSen¢ popsat jako sekvenci rozhodnuti. V kazdé
iteraci musime totiz zvolit, kde provedeme dal§i pozorovani, a poté na zdklad¢ vysledku
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rozhodnout, zda ukonc¢ime vypocet ¢i nikoliv. Protoze jsou vysledky téchto rozhodnuti
ovlivilovany studovanym systémem, uspéch optimalizace tkvi v efektivnim rozhodovani. Velka
cast aplikaci vyzaduje optimalizaci ucelovych funkci, které jsou zatizeny Sumem, jsou
vypoctoveé narocné, nelze je analyticky vyjadrit nebo viibec nezname jejich tvar. Pro tento tcel
byla vytvotena fada optimaliza¢nich algoritmil, jez ovSem obvykle vyzaduji velky pocet iteraci.
Bayesovskd optimalizaéni metoda naproti tomu dokaze vypocetni Cas podstatné zkratit,
pricemz pouziva pravdépodobnostni ptistup k sestrojeni tzv. surrogate modelu (aproximativni
model nahrazujici skutec¢nou ucelovou funkci) predem neznamych funkci [50], [51]. Je
specialnim pfipadem nelinedrni optimalizace, kde algoritmus rozhoduje, ktery bod zkoumat
jako dal$i na zéklad¢ analyzy distribuce funkci, naptiklad Gaussovského procesu nebo jiného
surrogate modelu. Rozhodovani se provadi na zékladé¢ urcitého kritéria nazvaného jako
akviziéni funkce [52]. Ulohou akvizi¢ni funkce je hledani optima, pii¢emz plati, Ze vysoka
hodnota akvizice odpovida potencialné vysokym hodnotam ucelové funkce, at’ uz proto, ze
predikce je vyznamnd, nebo je velka nejistota, nebo oboji. Maximalizace akvizi¢ni funkce se
pouziva k vybéru dals§iho bodu, ve kterém bude funkce vyhodnocena. Néazev Bayesovy
optimalizacni metody je odvozen od slavné Bayesovy véty, podle niZ je aposteriorni hustota
modelu (ale 1 teorie ¢i hypotézy) M za podminky pozorovani E tmérnd pravdépodobnosti
pozorovani E za pfedpokladu modelu M (téZ oznacovdno jako vérohodnostni funkce)
nasobenou apriorni hustotou modelu M [53].

P(M|E) < P(E|M)P(M) (2.1)
Ve vzorci (2.1) P(M|E) ptedstavuje aposteriorni hustotu pravdépodobnosti, P(E|M)

pravdépodobnostni model (vérohodnostni funkci) a P(M) apriorni hustotu pravdépodobnosti.

Necht’ f:x = R je funkce na kompaktni podmnoziné x € R”. Resime nasledujici optimaliza¢ni
problém, pfic¢emz funkci f nazveme tcelovou funkci a hledame jeji globalni maximum [54].

x*=arg @g{xf (x) (2.2)

formou problému vyzadujici maximalizaci. Tu u realné funkce lze vyjadtit jako minimalizaci
transformované funkce [53].

g(x) = —f(x) (2:3)

Rovnéz predpokladame, ze tcelova funkce splituje podminku Lipschitzovské spojitosti. To
znamena, Ze existuje konstanta C takova, ze Vx,, x, € y plati:

I f Cx1) — f )l < Cllxg — x| (2.4)

kde konstanta C je obvykle neznama a ||-|| je norma v euklidovském prostoru. Lipschitzovska
spojitost zajiStuje hladkost a predvidatelnost ucelové funkce, coz umoznuje efektivni
modelovani optimaliza¢niho procesu [53].

Utelem Bayesovské optimalizace je vytvoieni pravdépodobnostniho modelu pro uéelovou
funkci. Pravdépodobnostni model nejprve odhadneme pomoci apriorniho rozdéleni. V kazdém
kroku optimalizace na zakladé¢ ziskanych hodnot funkce f aktualizujeme toto apriorni rozdéleni
pomoci Bayesova vztahu, ¢imz obdrzime aposteriorni rozdé€leni, které¢ kvantifikuje nas
aktualizovany odhad o nezndmé ucelové funkci. Jestlize oznacime vstupy a spocitané hodnoty
funkce f jako Dy.; = {X1.;, V1.t}, kde index 1:t pfedstavuje posloupnost v§ech bodl od prvniho
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az po t-ty, apriorni hustota pravdépodobnosti P(f) spojena s vérohodnostni funkci P(Dy..|f)
nam pomuze definovat aposteriorni hustotu pro funkci f svyuzitim Bayesovy véty
v nasledujicim tvaru [55, 56].

P(f1D1.t) o< P(Dy1.¢|f)P(f) (2.5)

Gaussovské procesy jsou nejcastéji pouzivané pravdépodobnostni surrogate modely pro
aproximaci skute¢nych objektivnich funkci v bayesovské optimalizaci. Jsou definované funkci
sttednich hodnot u(-) a kovarian¢ni funkei «k(+,-) [55]. Za predpokladu konecné sady vstupti
X1 , kde x; € R%, obdrzime vyraz:

fG1)18~N (m(xse), KO (1, 1.0)) (2:6)

kde K®(x1., X1.0)5; = ko(xi,xj) zna¢i kovarian¢ni matici (s parametrem 6) a m(xy.;); =
m(x;) vektor stfednich hodnot. Nejéastéji pouzivanymi kovarianénimi funkcemi (rovnéz
kovarian¢ni jadro neboli kernel) jsou cCtvercovy exponencialni (Gaussovsky) kernel
(z anglického Squared Exponential Kernel) a Matérn kernel. U téchto kerneli je tfeba
specifikovat parametry, jako je délkova Skala nebo rozptyl. Jestlize x a x’ ptredstavuji vstupy
dvou bodd, pak Ize ¢tvercovy exponencialni kernel definovat pomoci vztahu:
(x —x)?
kS (x,x') = o? —— 2.7
sg(x,x") of exp< 212 (2.7)

kde [ je délkova skéla a afz celkovy rozptyl [54].

Predpokladame, ze pozorovani funkce v libovolném bodé¢ x; jsou zkreslena Sumem o-sub-
gaussovského typu, tj. v, = f(x;) + &. Teoretické vysledky se zabyvaji timto obecnym typem
Sumu, ktery zahrnuje symetricky gaussovsky a Bernoulliho Sum. Nicméné pro nazornéjsi
vysvétleni se zamé&fime na snadno zvladatelny piipad gaussovského Sumu &£.~N(0,02)
[50, 51].

Na zakladé vstupnich parametri D; = {x;.;, y1.¢} je sdruZzené rozdé€leni pozorovanych hodnot y
a predikovanych hodnot f(x) po zavedeni Sumu 62 dano:

Yt o K% + 0?21 Kl (x)
Fooll® N<°‘[k?(x)T K"(x,x)) 29

kde K¢ = KO (x,.., x1.¢) ak?(x) = k°(x1.¢, x) [55]. RovnéZ plati, Ze pro libovolny vstupni bod
x je prediktivni aposteriorni rozdéleni normalni (Gaussovské) a je pln€ urc¢eno stfedni hodnotou
a kovarianci, pficemz f(x)|D;, 0~N (u.(x; 0), o.(x; 0))?, kde

ue(x; 8) = E[f(0)ID] = k()T (K? + 021) yr.e (2.9)
K8 (x,x") = E[f ()f (x)ID,] = k®(x,x") — k€ ()T (K¢ + o2I) ' kf(x') (2.10)
o.(x;0)? = K2 (x,x) (2.11)
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu se v prubéhu let stala i¢innou metodou detekce
prvki, kterd se rychle rozviji pro pouziti v riznych aplikacich, véetn€ biomedicinského odvétvi.
Tato technika v sobé ukryva znacny potencial pro analyzu molekuldrné slozitych klinickych
vzorki, jako jsou mekké tkané Cloveka, a miize se tak stat mocnym nastrojem pii diagnostice
rakoviny nebo laserové chirurgii [57]. Zmény ve vyskytu prvka nebo zmény jejich koncentraci
v mekkych tkanich jsou bézn¢ vyhodnocovany a piinaseji nové poznatky v biologickém
vyzkumu. Nicméné je nezbytné zminit skutecnost, Ze proces laserové ablace u biologickych
tkani piedstavuje slozity problém Casto vyzadujici naro¢nou optimalizaci, kterou mize byt
napiiklad pfidani vhodného vnitiniho standardu na povrch vzorku [58]. Uéelem této kapitoly je
piiblizeni dané problematiky pomoci jiz existujicich védeckych studii, jez se méfenim mekkych
tkani a optimalizaci u systému LIBS ¢i LA-ICP-MS zabyvaly.

3.1 Optimalizace LIBS na mékkych tkanich

Védecka studie publikovana A. Sindeldfovou a kol. popisuje metodiku pii analyze mékkych
tkani technikou spektroskopie laserem buzeného plazmatu. Prace byla zaméfena na
optimalizaci systému LIBS pro méfeni mekkych tkani, pfi¢emz jako vzorky byly pouzity mysi
ledviny zalité v parafinu. Jako vnitini standard na povrchu mékkych tkani zde byl aplikovan
roztok zinku (10 pl; 1,53 mmol/l). Experimentélni aparatura pro LIBS analyzu sestavala Nd:
YAG laseru s pouzitou vlnovou délkou 532 nm, trvdnim jednoho laserového pulzu 10 ns a
skenovaci rychlosti 20 Hz. Veskerd méfeni byla provadéna s plynovym ofukem (argon nebo
vzduch). Prostorové rozliSeni bylo nastaveno na 100 pm. V experimentu byl vyuZit spektrometr
typu Czerny-Turner a detekce se uskutectiovala pomoci sCMOS detektoru. Pro porovnani
namétenych dat byla pouZzita metoda SNR (z anglického Signal-to-noise ratio), tedy pomér
signalu a Sumu. Signal byl vybran jako maximalni intenzita zkoumané spektralni ¢ary ve
vybraném rozsahu a Sum byl ur¢en jako standardni odchylka vSech bodl v rozsahu pozadi.
Mezi parametry piisluSejici optimalizaci se objevila energie laserového pulzu (10 mJ az 30 mJ,
s krokem 10 mlJ), doba zpozdéni sbéru signdlu (250 ns az 3000 ns), mira zaostfeni laseru
(-300 pm az 300 um, s krokem 150 um) a vliv zavislosti na atmosféfe. Analyza ziskanych dat
umoznila porovnavat jednotlivé Upravy experimentalnich parametri prostfednictvim zmén
signal-Sum (SNR) pro vybrané zinkové spektralni Cary. Vyzkum ukézal, ze vliv téchto
parametri na detekci analytl je v ptipad€ vzorku mysSich ledvin vyznamny [58].

Mezi vyzkumné tymy zabyvajici se potenciondlnim vyuZitim LIBS jako nastroje pro
biozobrazovani biologickych tkani, patii skupina kolem francouzského védce Vincenta Motto-
Rose. Ve studii pod vedenim L. Sancey je popsan vyzkum mysich ledvin zalitych v epoxidové
pryskyfici, pficemz prvkové rozlozeni bylo mapovano s rozliSenim 10 pm a detekénim limitem
v fadu ppm pro analyzu organickych nanocastic. K vyvolani laserové ablace slouzil Nd: YAG
laser s vlnovou délkou 266 nm, s trvanim laserového pulzu 5 ns a skenovaci frekvenci 10 Hz.
K zaostfeni paprsku poslouzil objektiv s 15x zvétSenim. Pro detekci signalu byl vyuzit
spektrometr typu Czerny-Turner vybaveny ICCD kamerou. Experimenty byly provadény
v proudu argonu pro zlepSeni poméru signal/Sum. Nejprve bylo optimalizovano nastaveni
laseru vzhledem k energii laserovych pulzl a vlastnostem zaostteni laseru. Podle oekavani se
velikost krateri zvétSovala s rostouci energii laseru, na rozdil od hodnot SNR, které dosahly
maxima pro energie v rozsahu 0,7 mJ az 1,7 mJ. Ptili§ nizka energie nedokazala poskytnout
dostateCnou energii k excitaci, zatimco pfiliS vysok4 energie zplsobila zvySeni Urovné
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kontinualni emise, coz ptredstavuje dalsi zdroj Sumu. Velikost kraterti a odpovidajici intenzity
spekter se ukazaly stabilni pro zaostieni laseru v polohach £25 um na obou stranach povrchu
vzorku [59].

Studie byla zamétfena vyhradné na detekci ¢tyt chemickych prvki. Dva byly obsazeny pfimo
v mekké tkani (Fe, Na), zatimco prvky gadolinium (Gd) a kiemik (Si) byly mySim podavany
intraven6zné ve formé nanocastic. Méfeni byla provedena po riiznych ¢asovych intervalech
podani nanocastic mysim. Pro vyhodnoceni kinetiky eliminace nanocastic z ledvin byly vzorky
sbirany v rtiznych ¢asovych intervalech po podani (od 5 minut do 1 tydne) a byly snimény pro
Gd a Na. Sodik byl homogenn¢ distribuovan po celé ledvin€ nezavisle na uplynulém case od
podani nanocastic. Ukazalo se, ze nanocastice dosahly ledvin velice rychle, protoze signal
gadolinia bylo mozné detekovat jiz pét minut po nitrozilnim podédni. Proces eliminace se
projevoval vzristajicim signalem gadolinia, ktery dosdhl maxima c¢tyfi hodiny po podani,
nasledovany postupnym poklesem. Po tydnu byla vétSina signalu eliminovéna, coz znaci
efektivni eliminaci Castic z téla [59].

Obrazek ¢. 3: Mapa prostorové akumulace Gd (zelena) a Na (Cervena) s postupujicim ¢asem od podani
nanocastic pfi analyze LIBS. Pfevzato z [59].

3.2 Analyza metodou LA-ICP-MS s pouzitim vnitiniho standardu

Laserova ablace (z anglického Laser Ablation, LA) v kombinaci s hmotnostni spektroskopii
indukéné vazaného plazmatu (z anglického Inductively coupled plasma mass spektrometry,
ICP-MS) je analytickd technika pro pfimou prvkovou analyzu pevnych vzorkl. Tato metoda
umoziluje provadét mikroanalyzu, hloubkovou profilovou analyzu nebo 2D mapovani
chemickych prvkl. Mezi dal$i vyhodné vlastnosti patfi minimalni ptiprava vzorkd, ziskani
informaci o izotopovém zastoupeni a mozZnost analyzy jak vodivych, tak nevodivych materialt.
Tato metoda se sice fadi mezi techniky vyuZivajici k analyze laserovou ablaci, ov§em oproti
spektroskopii laserem buzeného plazmatu pracuje na jiném principu. Jelikoz vSak u metody
LIBS nebyla analyza mékkych tkani s kovovymi vrstvami na povrchu dosud provedena, vénuje
se tato Cast reSerSe pouziti vnitfniho standardu pravé u metody LA-ICP-MS 1 kvili jeji
podobnosti s technikou LIBS [60].
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V hmotnostni spektroskopii indukéné vazaného plazmatu (ICP-MS) se vnitini standardizace
pouziva ke korekci nestabilit piistroje a fluktuaci signdlu zpisobenych zménami v matrici
vzorku nebo jinymi interakcemi, které nejsou spojené se spektralnimi vlastnostmi analytu.
Standardizace by tedy méla ptinést zlepSeni presnosti mefeni za predpokladu, ze je vnitini
standard spravné vybran. Volbou vhodnych vnitinich standardii se zabyvala experimentalni
prace F. Vanhaeckeho a kol. Pro studium volby vnitiniho standardu s ohledem na adekvatni
korekci nespektralnich interferenci bylo vybrano nekolik syntetickych matric (kyseld matrice,
organicka matrice, matrice s vysokym obsahem rozpusténych latek) a jedna ptirodni matrice
obsahujici motskou vodu. Do téchto matric byla pfidana fada prvka o dané koncentraci (100
pg/l) rozlozenych po celém hmotnostnim rozsahu. Vznikly roztok kazdé zkoumané matrice byl
srovnavan s roztokem obsahujicim tytéz prvky o stejné koncentraci v kyselin¢ dusi¢né, ktera
slouzila jako referencni matrice. M¢cfeni probihalo v rezimu hmotnostniho skenovéni dat.
Rovnéz byl proveden postup, pii kterém byly sledovany signaly dvou prvkl, jez jsou
monitorovany v parech. Jeden prvek byl vybran a povaZovan za analyticky pro cely pribéh
experimentu a byl pozorovan spolecné s kazdym zkoumanym vnitinim standardem [61].

Duikladné pozorovani matricového efektu prokazalo jak potlaceni signalu, tak jeho zvyseni.
Ukazalo se, ze pro vSechny typy pozorovanych matric zavisi potlaceni nebo zvysSeni signalu na
nukleonovém C¢isle sledovaného nuklidu, pficemz lehéi nuklidy byly potlaceny vice nez ty
tézké. Presnd korekce je mozna pouze tehdy, pokud je vybrany vnitini standard s ohledem na
nukleonové ¢islo co nejblizsi sledovanym prvkim. Jestlize jsou prvky rozptyleny v Sirokém
rozsahu atomovych hmotnosti, nelze si vystacit s jednim vnitinim standardem, ale musi byt
pouzity rizné. Pro posouzeni vyuziti vnitfniho standardu jako néstroje pro zlepseni méfeni byl
pouzit postup, kde byl jeden prvek uréen jako analyticky, zatimco ostatni prvky byly postupné
vybrany jako vnitini standard. Pro kazdy vnitini standard byl vypocten pomér vybrany
prvek/vnitini standard a byly spocteny jak standardni odchylky (SD), tak relativni standardni
odchylky (RSD). Tento postup byl aplikovan pro kazdy prvek zvoleny jako vnitini standard a
ziskand RSD byla porovnana s RSD signalu vybraného prvku, aby se ovéfilo, zda pouziti
vnitiniho standardu pfinasi zlepSeni. Vysledky ukazaly, Ze pfi pouziti reZimu hromadného
skenovani hmotnosti je hmotnost vnitiniho standardu zasadni. Cim bliZe je hmotnost vnitiniho
standardu k hmotnosti vybraného prvku, tim vétsi je zlepSeni piesnosti méfeni [61].

Studie publikovana 1. Konzovou a kol. predstavuje vyvoj nové metodologie korekce s pouzitim
vnitiniho standardu pro kvalitativni prvkové zobrazovani pomoci techniky LA-ICP-MS
s vyuzitim tkanovych fezli jako modelu. Vyzkum byl zalozen na depozici tenké homogenni
vrstvy zlata na povrch tkdng a pouziti signalu '°’Au jako vnitiniho standardu pro normalizaci.
Jako modelova tkan byl pouzit strukturné slozity biologicky vzorek, konkrétné fez lidského oka
zalitého v parafinu. Bylo zkoumano rozlozeni izotopti kovii (**Mg, *°Fe, *Cu) ve strukturach
pfedni casti oka. JelikoZ je zdkladnim pozadavkem pro spolehlivou LA-ICP-MS analyzu
kompletni ablace matrice vzorku, musela byt zvolena optimdlni tloustka fezu lidské tkané.
Proto byly zkoumany riizné tloustky fezi v rozmezi 10 um az 160 pm. Kratery vzniklé na
vzorcich po analyze byly nasledné vizualizovany konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii
generujici 3D obrazy povrchu vzorki. Z vysledki bylo patrné, Ze kompletni ablaci materilu
l1ze dosahnout pouze v ptipadé fezl s tloustkou mensi nez 20 um. Na zaklad¢ tohoto zjisténi
byly vSechny experimenty provedeny s tkanovymi fezy o tloustce 15 pm. Aby bylo
experimentalné prokazano, Ze pfi optimalizovanych parametrech je intenzita signdlu méfena
pro izotop zlata '’ Au stabilni, doslo k analyze sklenéného referenéniho materialu (NIST-612)
pokrytého tenkym filmem zlata. Intenzity signdlli pro cilové prvky a vnitini standard byly
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vykresleny jako funkce ¢asu a jako pomér cilovych prvkii ku '"’Au. Relativni standardni
odchylka byla ur¢ena na méné nez 20 %, pticemz se mirn¢ liSila v zavislosti na analyzovaném
prvku a na nastaveni hmotnostniho spektrometru [62].

Pro experiment byla vybrana oblast vzorku o velikosti pfiblizng¢ 10 mm? obsahujici riizné

tkanové struktury, jez se lisi morfologii, molekularnim slozeni, obsahem vody ¢i obsahem
pevnych latek. Kromé pouziti vnitfniho standardu '’ Au byla rovnéZ provedena korekce pomoci
izotopu uhliku '*C. KdyZ byly ziskané signalni intenzity korigovany odpovidajici intenzitou
signalu 3C, vyskytl se zna¢ny ubytek v rozliseni struktury. Porovndnim map rozloZeni
chemickych prvki ziskanych po pouziti '*C jako vnitiniho standardu pro normalizaci signalu
s témi ziskanymi po korekci '*’Au bylo zjiiténo, Ze sledované izotopy **Mg, >°Fe, %Cu jsou
v tkani distribuovany odliSn€ v zavislosti na volb¢ vnitiniho standardu. Pozd¢ji bylo ovéieno,
7e zmény pozorované v intenzitach signald pii pouziti '’ Au nebyly zptisobeny akumulaci zlata
v riznych oblastech o¢nich tkéani, ale zménami v samotném procesu ablace, jenz zavisi na
slozeni vzorku u kazdé struktury. Analyticky potencial piistupu s pouzitim '°’ Au jako vnitiniho
standardu byl otestovan vi¢i vzorklim, které Zadnou vrstvou pokryty nebyly. Ty vykazovaly
velké rozdily v absolutnich intenzitdch signald, naopak pifi pouziti zlata jako vnitiniho
standardu doslo k vyznamnému poklesu rozdila v relativnich intenzitach signala [62].

Dalsi z védeckych tymu, zabyvajicich se aplikaci zlata jako vnitiniho standardu, je skupina pod
vedenim A. Limbecka z Technické univerzity ve Vidni. Ve své praci popisuje pouziti zlata jako
vnitiniho standardu pro vyuZziti v kvantitativnich zobrazovacich experimentech. Experiment byl
provadén na vzorcich natisténych na riznych organickych matricich, jeZ mohou slouzit jako
vhodna alternativa k tkdflovym feziim nebo jinym biologickym materidlim. Tisk vzorka
probéhl na tiech riznych typech papiru, kterymi byly kancelatsky papir, leskly inkoustovy papir
a prisvitny film pro inkoustovy tisk. Energie laseru (s vlnovou délkou 213 nm) byly
optimalizovany tak, aby bylo dosaZeno tplné ablace materidlu. Pro spolehlivé pouziti musela
byt deponovana vrstva zlata homogenné rozloZena na povrchu vzorku. Aby bylo zajisténo, Ze
depozice zlata je nezavisla na riznych matricich, bylo zlato napatfovano na fotopapir a priisvitny
film. Po uskute¢néni potiebné analyzy vysledky naznacovaly, Ze rozloZeni zlata je homogenni
na riznych matricich, coz z ngj ¢ini vhodnou volbu pro vnitini standard z hlediska depozice
materialu [63].

Studie dosla k zavéru, Ze tenké vrstvy zlata jsou vhodnym internim standardem pro zobrazovaci
experimenty na vzorcich, které jsou podobné biologickym preparatim z hlediska materialovych
vlastnosti. Metoda standardizace zlatem se po dikladném testovani ukédzala byt cennym
nastrojem pro zlepSeni vysledkii v zobrazovacich experimentech s LA-ICP-MS. Bylo
prokazéano, ze normalizace pomoci zlata umoziuje kompenzovat chyby zplisobené ptistrojem
behem méfici doby, snizuje rozdily v signalech zplisobené matrici nebo usnadniuje porovnani
experimentll provedenych v riznych casech. Jelikoz standardizace tenkymi vrstvami zlata
rovnéz kompenzuje rozdily v absorpci souvisejici s matrici, odpada nutnost vyuziti vnitinich
standardd, jez se vyznacuji podobnymi chemickymi vlastnostmi jako analyzované vzorky. Tato
metoda nejen zvysuje spolehlivost vysledki, ale také snizuje naro¢nost pii piiprave vnitinich
standardt [63].

3.3 Bayesovska optimalizace pri LIBS analyze

Bayesovskou optimalizaci zaloZenou na Gaussovskych procesech (GPR) pfi LIBS analyze jako
prvni aplikoval T. Sato a kol. Studie se zabyvala optimalizaci podminek laserové ablace pro
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LIBS méfeni. Konkrétné se jednalo o optimalizaci podminek pro vysoce citlivou detekci
povrchové kontaminace, pfi¢emz pro optimalizaci byly vyuzity tfi experimentalni parametry —
energie laserového pulsu, vyska motorizovaného stolku (vyska, ve které je umistén vzorek, jenz
je ablatovan laserovym paprskem) a vyska detekce (vyska, ve které je umistén detekéni systém).
Jako cilova proménnd byla definovéana reciprokd hodnota limitu detekce (LOD, z anglického
Limit of detection). Prace popisuje vyuziti hlinikovych slitin jako substratu, na kterém byl
rozpraSen kiemikovy olej zfedény n-hexanem. Experimentalni uspotadani sestavalo z Nd: YAG
laseru s vinovou délkou 266 nm, délkou laserového pulzu 8 ns a skenovaci rychlosti 5-8 Hz.
Pro proces Bayesovské optimalizace poslouzil CMOS spektrometr, pro konec¢né vyhodnoceni
limitu detekce byl namisto néj pouzit detek¢ni systém slozeny z dvoukanalového spektrometru
a kamery ICCD [64].

Jako vstup pro optimalizaci byly pouzity hodnoty vysky detekce od -2,0 do 2,0 mm s 0,5 mm
krokem, hodnoty energie pulsu 2,5 mJ aZ 8,0 mJ s krokem 0,5 mJ a hodnoty vysky umisténi
vzorku 5,75 mm az 15,25 mm s krokem 0,5 mm, coZ by ve vysledku znamenalo celkem 2160
kombinaci k méteni. Byl proveden komplexni proces optimalizace LIBS méfeni za ticelem
experimentalnich podminek, na zdkladé kterych byl trénovan GPR model. Postupné byly
vybirany dalsi experimentalni podminky, pfiCemz v kazdé¢ iteraci procesu optimalizace bylo
provedeno nékolik méfeni. Béhem 16 kol optimaliza¢niho procesu bylo uskute¢néno celkem
173 experimentt, které pokryvaly 91 experimentalnich podminek. Vysledky naznacuji, ze
nadmérnd variabilita v hodnotach LOD byla korigovana opakovanymi experimenty. Na zakladé
této optimalizace bylo specifikovano Sest experimentalnich podminek pro urceni limitu detekce
s riznymi povrchovymi koncentracemi. To umoznilo ziskat hodnoty limitu detekce v iizkém
rozmezi. Nakonec vyhodnoceni limitu detekce prostfednictvim LIBS s vyuzitim detekéniho
systému ICCD dokézalo urcit nejnizsi hodnotu LOD. Z provedenych optimaliza¢nich procest
bylo zfejmé, Ze vypocetni Cas lze takto sniZit 1 0 80 % [64]

Védeckéd publikace G. Songa popisuje navrzZeni algoritmu pro optimalizaci klasifikaéniho
modelu pro rozpoznavani hornin vyuZivajici analyzu LIBS a IDCNN (1D konvolu¢ni
neuronova sit’, z anglického 1D convolutional neural networks). V disledku toho byl v této
praci navrzen vylepSeny algoritmus Bayesovské optimalizace. Ve srovnéni s jinymi algoritmy
umoziuje vylepSend metoda této optimalizace snizit vypocetni ¢as o zhruba 65 %.
Experimentalni sestava se skladala z Nd: YAG laseru s vinovou délkou 1064 nm, dobou trvani
laserového pulzu 7 ns a skenovaci rychlosti 8 Hz. Pouzity pulzni laser pracoval s energii 35 mJ,
pficemz signdl byl sbirdn pomoci optického vldkna a ptfiveden do 8kanalového spektrometru
vybaveného detektorem CCD. Pro analyzu bylo vybrano nékolik riiznych typt sedimentarnich
hornin. Pro odstranéni prachu a jinych enviromentélnich vlivii byly na vzorky aplikovany ¢istici
laserové impulzy. Pro eliminaci heterogenity hornin bylo provedeno 40 laserovych ozafeni a
anomalni spektra byla odstranéna na zaklad¢ statistické analyzy, coz vedlo k ziskani 960
soubori spektralnich dat [65].

Pro klasifikaci byly pouzity metody vyuZivajici PCA jako redukci dimenzionality dat (z
anglického Principal component analysis) a klasifikatory jako SVM (z anglického Support
vector machine) a jiz zminéné CNN, optimalizované pomoci bayesovské optimalizace.
Experimentalni vysledky ztéto prace ukazaly, Ze technologie LIBS, kombinovana
s klasifikaénim modelem CNN, nepotiebuje vybirat optiméalni kombinaci pro piedzpracovani
dat a vylepSeny algoritmus bayesovské optimalizace mtze dosahnout vysoké presnosti a rychlé
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klasifikace mezi horninami. Diky globalni dynamické optimalizaci byl modelovaci cas
vylepSeného algoritmu bayesovské optimalizace vyrazné snizen, coz vedlo k vyrazné vyssi
presnosti a zlepSeni efektivity klasifikace hornin [65].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Priprava vzorki

Jednou znejcastéji uvadénych vyhod tykajicich se techniky LIBS je skutecnost, ze neni
vyzadovana ptiprava vzorku. Jestlize se ovSem jedna o studii biologickych tkani, jez se
vyznacuji heterogenni strukturou, dikladnou pfipravu vzorkl nelze opominout. Biologické
tkdn¢ mohou mit rtizné optické vlastnosti, které ovliviluji interakci laserového svazku se
vzorkem a vysledné méfeni. Vzorky jsou Casto zafixovany, coz umoznuje zachovani urcité
orientace, lepSi manipulaci, snadnéjsi skladovani ¢i udrzeni jejich integrity béhem procesu
analyzy. Rovnéz se klade diraz na to, aby preparat nebyl kontaminovan [66].

4.1.1 Vzorky mysSich jater zalité v parafinu

Kovové vrstvy byly naneseny na mysi jatra zalita v parafinu. Ta byla pouzita z divodu, jelikoz
maji fyziologicky podobny charakter jako lidské organy. Jejich dalsi nespornou vyhodou je to,
ze jsou snadno dostupna a z dostupnych biologickych matric maji pravdépodobné nejvétsi
homogenitu a velikost [67].

Vzorky mysich jater byly pfipraveny na zakladé spoluprace s Akademii véd Ceské republiky.
Pokusné mysi byly usmrceny odpovidajici metodou cervikalni dislokace, posléze podstoupily
odbér jater a dalSich organti slouZicich pro navazujici vyzkum, pfi¢emz vSechny tkony byly
provedeny podle protokolt a pravidel stanovenych Spolec¢nosti pro védu o laboratornich
zvifatech a Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky (UZFG).

Tkang jsou nejprve podrobeny fixaci ve 4% roztoku formaldehydu po dobu minimaln¢ jednoho
dne. Poté se tkané proplachuji destilovanou vodou, aby doslo k vymyti formaldehydu. Je
vyuzivano principu zalévani prosycenim odvodnéné tkané rozehfatym parafinem pii
teploté 56 °C az 58 °C, jenZ sestava ze Ctyf krokd. Zpocatku jsou tkan€ odvodiiovany
etanolovou fadou (30% etanol 3 hod., 50% etanol 3 hod., 70% etanol 12 hod., 80% etanol
1 hod., 95% etanol 1 hod., 100% etanol 1 hod.), nésleduje prosyceni tkané latkou rozpousté&jici
parafin n (xylen I 1 hod., xylen II 1 hod., xylen III 1 hod.). Tteti faze technologického postupu
se sklada z prosyceni tkané parafinem m (parafin I 1 hod., parafin II 12 hod., parafin III 1 hod.,
parafin IV 1 hod.). Zavére€nym krokem je ponofeni a nastaveni tkan¢ do parafinu, po némz
nasleduje tuhnuti. Nésledujici den je parafinovy odlitek obsahujici vzorek pfemistén do lednice
a vyjmut z nerezové formy, kterd byla pouZita k zaliti. Pak uz je dany vzorek jen zarovnan
pomoci posuvného mikrotomu do pozadované roviny tak, aby byl pfipraven pro analyzu LIBS.

4.2 Pokryti vzorku kovovou vrstvou

K depozici tenkych vrstev kovli na povrch vzorku bylo pouzito zatizeni Leica EM ACE600
Sputter Coater (Leica Microsystems, Némecko). Zakladnim principem je vyuziti tzv.
sputteringu, pii kterém jsou atomy vyrazeny z povrchu cilového materialu (terce, z anglického
slova target) pomoci bombardovani iontil s vysokou energii. Tyto vyrazené atomy pak putuji
ke vzorku, kde vytvoti tenkou vrstvu [68, 69]. Mysi jatra zalitd v parafinu byla pokryta vrstvami
péti kovi: Cr, Ti, Ni, W a Au. Tyto kovy byly vybrany na zéklad¢ dostupnosti v instituci
CEITEC VUT, Brno a z divodu toho, Ze tyto prvky se béZné€ nevyskytuji v mékkych tkanich.
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Obrazek ¢. 4: Sputter coater Leica EM ACE600 [68] a chromovy ter¢ pouzity k pokovovani.

4.3 Analyza vzorku pomoci techniky LIBS

Veskera méteni 1 naslednd zpracovani dat byla provedena v laboratofich Fakulty strojniho
inzenyrstvi VUT/CEITEC VUT ve skupiné Laserové spektroskopie.

4.3.1 Popis mérici sestavy

LIBS analyza me¢kkych tkani byla provadéna pomoci pfistroje FireFly, jenz byl vyvinut
spole¢nosti Lightigo v Brné. Zatizeni, které se kromé studia biologickych materidlti da vyuzit
i na vyzkum kovi, plastd ¢i geologickych vzorkt, obsahuje motorizovany stolek s moznosti
pohybu ve tfech smérech (osy X, y, z). Soucasti je i moznost na odsavani necistot vzniklych pfti
laserové ablaci nebo ofuk plynem (Ar, He). Pro samotny proces ablace materidlu je pouzit
pulzni nanosekundovy Nd:YAG laser s délkou pulzu 5 ns a skenovaci rychlosti az 100 Hz.
Uzivatel si mize vybrat mezi tfemi riznymi vinovymi délkami paprsku laseru (1064 nm
s maximalni energii 20 mJ, 532 nm s maximalni energii 15 mJ, 266 nm s maximalni energii
5 mJ). Fokusovani laserového paprsku je zajisSténo objektivem s hloubkou ostrosti (f= 75 mm)
nebo asférickym objektivem s ohniskovou vzdalenosti (f= 20 mm). RozloZeni emisniho zafeni
na vlnové délky obstarava spektrometr typu Czerny-Turner s oblasti sbéru od 190 do 860 nm
a vysokou rozliSovaci schopnosti (rozliSeni <0,05 nm). K zaznamenani intenzity svétla jsou
vyuzity detektory typu CCD/CMOS. Toto zafizeni se dale vyznauje parametry, jako je limit
detekce v rozsahu od 1 do 100 ppm (z anglického parts per million), prostorové rozliSeni
v rozmezi 10-150 pm nebo skenovaci oblast o velikosti 100x100 mm [70].

(\!lﬁ |

N

IGHTIGO

(

Obrazek ¢. 5: Méfici sestava FireFly od firmy Lightigo a abla¢ni komora s motorizovanym stolkem [70].
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4.3.2 Postup méreni

Pokovené vzorky byly analyzovany dvéma metodami. Nejprve byl laser nastaven do médu line,
kdy laserové pulzy vytvofi fadu kraterti na povrchu vzorku za sebou tak, ze dochazi k analyze
konkrétnich bodii predem vybranych v oblasti vzorku. Druhy zplsob spocival v tzv. rychlém
mapovani (z anglického fast mapping) v kontinualnim rezimu. V tomto nastaveni se vzorek
pohybuje ve sméru osy x, pfi¢emz rychlost tohoto pfesunu je synchronizovéana s frekvenci
laserovych pulzu. Po dokonceni pohybu v jedné ose je vzorek presunut ve sméru osy y, kde
ucini jeden krok pii zachovani specifikované délky kroku a posléze se opét vrati k pohybu ve
sméru osy X, ¢imz vznikéd novy fadek analyzovanych bodi. Oba tyto mddy jsou zajistény diky
pohybu motorizovaného stolku, jenz se dokéze pohybovat az ve tfech smérech. Délka kroku,
kterd odpovida vzdalenosti mezi dvéma za sebou jdoucimi laserovymi pulzy, urcuje prostorové
rozliSeni. Toto rozliSeni je vyrazn€ ovlivnéno poSkozenim vzorku po interakci laseru
s povrchem [65].

krok velikost krateru

o<l o | o | @+

B
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1 laserovy pulz X —

Obrazek €. 6: Schéma principu rychlého mapovani v kontinualnim rezimu.

4.3.3 Zpracovavani dat z LIBS analyzy

Pro vyhodnoceni spektralnich dat ziskanych z pfistroje FireFly byly pouZity programy LIBS
Analyzer a MS OFFICE Excel. Pomoci softwaru LIBS Analyzer byly spocitany hodnoty
pomeéru signalu k Sumu SNR (primérnad hodnota a smérodatnd odchylka) pro kazdy vzorek
pokovovany jinou tenkou vrstvou. Tato analyza byla uskutecnéna jak pro spektralni Cary
jednotlivych kov, tak i pro emisni spektralni ¢ary vapniku a sodiku. Konkrétn¢ byla analyza
provedena na iontové a atomové spektralni ¢afe vapniku a atomové spektralni ¢are sodiku
(uvedeno v Tabulce ¢.2). Tyto prvky byly vybrany na zakladé toho, Ze jsou ve vysoké
koncentraci obsazeny ve zkoumané biologické matrici a lze je velmi dobie detekovat.
Porovnani obdrzenych hodnot SNR vzorkt s vrstvou a vzorkli bez kovové vrstvy lze vyuzit
k ziskani informace o tom, jak dand vrstva bud’ zesiluje nebo zeslabuje vyslednou intenzitu
signdlu. Pro identifikaci jednotlivych spektralnich Car byla vyuZita internetova databaze
emisnich spektralnich ¢ar NIST. Piehled spektralnich car a jejich parametrii je zobrazen
v nasledujici tabulce [71].
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Tabulka ¢. 2: Pfehled pouzitych spektralnich ¢ar s ptislusnymi charakteristikami (A — vinova délka, Ay —
Einsteintiv koeficient, E; a Ex — spodni a horni hranice ioniza¢ni energie), pievzato z [71].

Prvek A (nm) Ak (s Ei (eV) Ex (eV)
Cal 422,67 2,18:108 0,00 2,93
Call 393,00 1,47-10% 0,00 3,15
Nal 589,00 6,16-107 0,00 2,10
Crl 520,60 5,14-107 0,94 3,32
Ti 11 334,90 1,61-108 0,61 431
Nil 352,44 1,00-108 0,03 3,54
WI 429,46 1,24-107 0,37 3,25
Aul 242 .80 1,99-108 0,00 5,11

Pti analyze SNR (z anglického Signal-to-noise ratio) rozumime signdlem maximalni intenzitu
dané spektralni cary a Sumem oznacujeme pozadi spektra v okoli n¢které ze spektralnich car,
pricemz predstavuje méfitelné fluktuace nebo ndhodné variace v intenzité signalu.
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Obrazek ¢. 7: Ukazka vybéru signalu a Sumu k analyze SNR pro spektralni ¢aru Ca II 393 nm v programu
LIBS Analyzer.

Vysledky SNR experimentu urcily, které prvky z pétice zvolenych kovii by mohly piedstavovat
vhodné kandidaty pro novy vnitini standard. Pro tento Ucel byly rovnéZ zméteny velikosti
rozpraSeni kolem vzniklého krateru po dopadu laserového pulzu, jelikoZ mensi rozpraseni miize
vést k lepSimu prostorovému rozliSeni, coZz umoziiuje detailngj$i analyzu rtznych oblasti
vzorku.

Je dulezit¢ poznamenat, Ze ziskand spektralni data byla pfed vypocty SNR pramért
a smerodatnych odchylek zbavena o jistou Cast dat z divodu nestejnomérné velikosti energie
laserovych pulzi, kdy laser na pocatku nema takovou energii jako pii zbytku analyzy. Tento
postup byl aplikovan jak na hodnoty ziskané¢ pomoci mddu /ine, tak i na ty obdrzené pomoci
rychlého mapovani. Ziskané hodnoty z programu LIBS Analyzer byly pfevedeny do MS Excel,
kde probihala tvorba grafti a redukce dat.
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Obrazek ¢. 8: Spocitané priméry a piislusné smérodatné odchylky SNR ziskané z modu line pro spektralni
caru Ca 1 422,64 nm. Modré body a usecky predstavuji vzorky bez vrstvy, cervené oznacené zase vzorky
S vrstvou.

Pti zpracovani hodnot signalti a pomérit mezi vzorky s vrstvou a vzorky bez tenkych vrstev
bylo SNR vyhodnocovano predevsim na zaklad€ pouZiti rychlého mapovani. U modu /ine zbylo
po odstranéni jistého poctu dat (po dikladném uvaZeni vzdy pét prvnich hodnot) primérné
kolem 15 hodnot, zatimco u rychlého mapovani bylo kvili pomémé velké fluktuaci LIBS
signalu zplsobené nestabilitou laseru nutné provést pro zptesnéni dat odstranéni odlehlych

Cvwr

4.4 Optimalizace parametri

Pro optimalizaci parametrli byl vytvofen skript pomoci programovaciho jazyka Python. Tento
kod byl prevzat od odborného Skolitele, pficemZ do tohoto kodu byla nahrana data naméfena
specidlné pro tento Ucel. Tim bylo provedeni optimalizace tii parametrli, konkrétn€ energie
laserového pulzu (s poc¢ateénimi hodnotami 4,5 mJ, 3,75 mJ, 3 mJ), zpozdéni sbéru signalu —
GD (0,1 ps, 0,5 ps, 0,9 ps, 1,3 ps) a tloustka vrstvy (7nm, 14 nm, 21 nm, 28 nm, 35 nm).
Z téchto namétenych dat lze posléze obdrzZet trojici optimalnich parametrti, které mohou byt
pozdéji pouZity na vytvofeni miizky parametri sjemnéjSim krokem, coz vede ke zlepSeni
celého procesu optimalizace. Hlavnim c¢elem je nalézt optimalni trojici parametri, kterou
algoritmus vybere na zaklad€ nejlepsi predikované hodnoty poméru signalu k Sumu (SNR).
Je nutné poznamenat, Ze dany kod implementuje nékteré prvky pouzivané v Bayesovské
optimalizaci, ale neobsahuje cely proces. Jednd se spiSe o uvodni krok, ktery zahrnuje
Gaussovské procesy v regresi (z anglického Gaussian Process Regression) k modelovani
vztahu mezi vstupnimi a vystupnimi proménnymi, a nasledné vyuziva k vyhodnoceni funkci
ocekavaného zlepsSeni. Bayesovské optimalizace obvykle zahrnuje nékolik dalSich krokt, mezi
které patii aktualizace modelu, vybér novych bodl nebo opakovani procesu, dokud neni
dosazeno maximalniho poctu iteraci nebo dosazeni urcité hodnoty vykonu modelu.
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Pro vypocet SNR bylo nezbytné nacist ptislusna spektralni data, ktera byla navic upravena.
7 265 spekter, kterd vysla zkazdé kombinace namétfenych parametr, bylo 50 spekter
s nejvysSimi intenzitami odstranéno a nésledujicich 50 bylo zprimérovdno za ucelem
co nejpiesnéjSiho vypoctu SNR. Pro tuto ulohu byly zvoleny spektralni ¢ary vapniku (atomova
spektralni ¢ara vapniku Ca I 422,67 nm a iontova spektralni ¢ara vapniku 393,37 nm)
a odpovidajici pozadi. Jako signal byla zvolena maximalni intenzita dané spektralni ¢ary
odeétena o hodnotu signalu bodu vybraného v blizkosti tohoto intenzitniho piku. Sum byl dale
definovdn jako standardni odchylka intenzity signalu v oblasti, kde se nenachazi Zzadné
spektralni ¢ary. To Ize vyjadrtit podle nasledujiciho vzorce:

v _
N = E;(Bi — B)?2 4.1)

kde n znaéi pocet prvkili v oblasti umu, B; je hodnota v i-tém bod& oblasti Sumu a B je primérna
hodnota intenzity signalu v oblasti Sumu [72].

V piipadé¢ Gaussovskych procesii v regresi byl nejprve definovan kernel, jenz byl vytvofen
sou¢inem dvou ¢asti. Prvni je konstatni kernel a druhy je kernel zaloZzeny na radidln¢ bazové
funkci RBF (z anglického Radial basis function). Konstantni kernel se ¢asto vyuziva jako
doplnék k ostatnim kernelovym funkcim, pfi¢emz zavisi na jediném hyperparametru [73].
Kernel zaloZeny na radidlné¢ bazové funkei, jinak také zvany Gaussovsky kernel, obsahuje
parametr délkové Skaly, ktery urcuje, jak rychle se kernel méni se vzdalenosti mezi body
v prostoru dat. Nasledné byl inicializovan Gaussovsky proces v regresi s timto definovanym
kernelem. Byla rovnéz nadefinovana miizka hyperparametra, kterd byla vyuzita pti hledani
optimalnich hodnot kernelu, kterymi byly nastaveni parametru u konstantniho kernelu
a délkova Skala u RBF kernelu. Algoritmus urcil tyto hodnoty pii kazdé aktualizaci jinak, coz
je ovSem u této metody ocekavany vysledek. Je vSak nutné poznamenat, Ze ladéni hodnot pro
parametr konstantniho kernelu 1 délkoveé Skaly RBF kernelu prob&hlo manualné, tudiz vysledek
nemusi predstavovat idedlni nastaveni pro hledani optimalnich parametra.

Akviziéni funkce byla zvolena v podobé ocfekdvaného zlepSeni (z anglického Expected
Improvement), coz je metoda, kterd rozhoduje o tom, kde v prostoru parametrt provést dalsi
vyhodnoceni. Tuto akvizi¢ni funkci 1ze matematicky vyjadfit nasledovné:

p(x) = f(x*) p(x) — f(x*)

kde p(x) ptedstavuje stiedni hodnotu predikce funkce v bodé x, a(x) je standardni odchylka
predikce v bodé x, f(x*) oznacuje maximalni hodnotu ucelové funkce, @ je kumulativni
distribucni funkce normalniho rozdéleni a ¢ popisuje hustotu pravdépodobnosti normalniho
rozdéleni [74].

EI(x) = (u(x) —f(x+))fl><

Nasledné byla data rozdélena na vstupni a vystupni proménné. Mezi vstupni proménné byly
zafazeny parametry k optimalizaci, tedy tloustka vrstvy, zpozdéni sbéru signalu — GD a energie.
Jako vystupni proménna slouzila hodnota SNR. K natrénovani modelu a vytvareni predikci byl
definovan kernel (opét kombinaci Gaussovského a konstantniho kernelu) sjiz
optimalizovanymi parametry ziskanymi v pfedchozi ¢asti. Model je trénovan na
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standardizovanych trénovacich datech, piicemz tato trénovaci data obsahuji hodnoty parametrti
tloustky vrstvy, energie a zpozdéni sbéru signalu — GD. Tento model je rovnéz pouzit k predikci
hodnot SNR a jejich standardnich odchylek pro trénovaci data. Predikce hodnot SNR a jejich
standardnich odchylek probihala za pouziti jemné 3D mifizky parametrd, kterd obsahovala
kombinaci vSech vstupnich proménnych. V této jemné miizce probchl také vypocet
o¢ekavaného zlepseni pro vSechny body v této miizce. V tomto ptipad¢ vypocet ocekavaného
zlepseni obsahuje skute¢né hodnoty SNR ve vstupnich datech, pfedpovézené hodnoty SNR na
jemné miizce, které vratil GPR model a standardni odchylky pfedpovézenych hodnot.
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Obrazek ¢. 9: Ukazka predikce hodnot SNR pro tloustku vrstvy 6,30 nm.

Obrazek €. 9 zobrazuje teplotni mapu predikovaného SNR pro tloustku vrstvy 6,30 nm. Jak je
nazorné videt, tak nejvyssi hodnotu SNR model predikoval pro energii zhruba 4,5 mJ a hodnotu
zpozdéni sbéru signalu 0,28 ps.

Algoritmus rovnéz obsahuje implementaci pro identifikaci lokalnich maxim v poli predikci
SNR, pfi¢emz bylo zajisténo, aby Zadna dvé maxima nelezela pfili§ blizko sebe. Stejny postup
byl zaveden i1 v poli ocekdvaného zlepSeni. Lokéalni maxima v tomto pfipad¢ piedstavuji
kombinace parametrti, kde je oCekavano nejvétsi zlepSeni na zdkladé aktualnich predikei
modelu. Toto lokalni maximum obsahujici trojici parametrt (tloustka vrstvy, doba zpozdéni
sbéru — GD, energie) bylo posléze vybrano jako misto, kolem kterého probéhlo vytvoteni nové
miizky parametrt. S témito novymi parametry byl pak proveden upln¢ stejny postup, kdy tato
data byla opét vyhodnocena pomoci tohoto algoritmu za ziskédni nové trojice optimalnich
parametrq.

30



5 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni parametry pro analyzu mysSich jater byly urCeny nasledovné. Energie
laserovych pulzii byla nastavena na maximalni hodnotu 5 mJ pro vinovou délku 266 nm.
Tloustka kovové vrstvy na povrchu vzorku byla nastavena na hodnotu, aby skrz ni laserovy
pulz spolehlivé prosel, v ptipadé tohoto méteni 10 nm. Posledni parametr, jenz byl pro analyzu
definovan, bylo zpozdéni sbéru signalu — GD (z anglického gate delay), jehoz velikost byla
nastavena na 0 s.

Tabulka €. 3: Piehled experimentalnich parametrt pouzitych pfi analyze mysich jater

Experimentalni parametry
Energie S5m]
VInova délka laseru 266 nm
Tloustka vrstvy 10 nm
Gate delay 0s

5.1 Vybér kovu jako nového vnitiniho standardu

V poslednich letech se LIBS stala Siroce pouzivanou analytickou technikou pii analyze
mékkych biologickych tkani, protoze poskytuje vizualizaci struktury tkané z hlediska
jednotlivych biogennich prvki (Ca, Na, K, Mg a P) a umoznuje vytvateni prostorovych map
zobrazujicich distribuci téchto chemickych prvki. Pouzitim biozobrazovani je mozné naptiklad
rozliSit rizné vrstvy vzorki lidské klize diky jejich odliSnému sloZeni. Dokonce je mozné odlisit
zdravou lidskou kiizi od nddorové tkdné¢ pomoci semi-kvantitativniho zobrazovani. V této
souvislosti by biozobrazovani vzorkti mohlo vést k vytvofeni zcela nového diagnostického
aparatu [75, 76].

Obrazek ¢. 10: Analyza vzorkl bazocelularniho karcinomu zobrazeného na histologickém snimku (a) z
hlediska rozloZeni uhlikovych spektralnich car: (b) tkénovy blok a (c¢) tenky fez o tloustce 10 pum
analyzované s optimalizovanymi LIBS parametry, pfevzato z [75].

Pro standardizaci mékkych tkéani je nejcastéji vyuzivana spektralni ¢ara uhliku (C I 247 nm).
Standardizace se provadi k snizeni fluktuaci signdlu ziskaného béhem biozobrazovani pomoci
metody LIBS. Tyto fluktuace mohou byt zpiisobeny variacemi v energii laseru, defokusaci
laseru nebo nizkou efektivitou pii sbéru svétla. Nicméné hlavni piic¢inou fluktuaci je
nehomogenita nebo zména morfologickych vlastnosti vzorku, coz predstavuje zdsadni problém
pfi analyze biologickych tkani [77].

Uhlik je prvek, jenz je Siroce zastoupen jak ve zkoumané tkani, tak v parafinu, do kterého je
vzorek vlozen. V souvislosti s pouzivanim uhlikové spektralni ¢ary jako vnitiniho standardu se
nicméné objevilo n€kolik nestalosti, které naznacuji, Ze tento prvek by nemusel byt jako vnitini
standard pro mékké tkané zcela idedlni. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim odstavci, biologické

31



tkdn¢ se vyznacCuji velmi slozitou povrchovou strukturou, pfi¢emz vykazuji silnou
nehomogenitu. Technika LIBS je rovnéz citliva na matri¢ni efekty z mnoha divodi, mezi které
lze zaradit 1 vliv okolni matrice (v tomto méfeni byl vyuzit parafin), ve kterém je uhlik obsazen
ve znacném mnozstvi, coz ovlivituje emisni spektralni ¢ary. Tyto matri¢ni efekty vedou
k nekonzistentnimu signdlu vyrazné ovliviiyjici pfesnost méfeni. Vzhledem k faktu, Ze jsou
vzorky umisténé v parafinu, mize parafin ovlivnit mnozstvi uhliku v okrajovych Castech
vzorku, nebo jestlize je vzorek velmi tenky, dochézi k ablaci parafinové slozky pod vzorkem.
Vyznamnym omezenim je, Ze dany vnitini standard by mél byt po povrchu rozlozen
homogennég, a navic by m¢l byt pod vlivem podobnych fyzikéalnich a chemickych vlastnosti
jako analyt, aby byl stejn€ postizen moznymi fluktuacemi béhem meéteni [66, 13]. Jak je patrné
z nasledujiciho Obrazku €. 11, ze uhlik tyto podminky nespliuje.

C1247 nm

Obrazek €. 11: Mapy prostorovych distribuci uhliku pro nadorové vzorky, prevzato z [13].

5.1.1 Analyza SNR spektralnich ¢ar kovi a statistika rozpraseni

Pro stanoveni hodnot SNR spektralnich ¢ar jednotlivych kovil pouZitych k vytvofeni tenkych
vrstev na povrchu vzorku mysich jater byla data ziskéna jak pomoci modu line, tak s vyuzitim
rychlého mapovani v kontinudlnim rezimu. Kvili pomérné velké fluktuaci LIBS signalu
zpiisobené nestabilitou laseru bylo nutné provést pro zptesnéni dat odstranéni odlehlych
hodnot, tzv. outlier filtering (25 % nejvyssich a 25 % nejniZSich dat).

Vysledna analyza SNR byla zpracovana do grafu, kde jsou porovnany vSechny kovy pro oba
dva mody méteni. Je nutné poznamenat, Ze wolfram ma v pfilozeném grafu pouze vysledek pro
analyzu v modu /ine. To je zplsobeno Spatnym vyjmutim piislusnych spektralnich dat pro
metodu rychlého mapovani z pocitace, avsak jiz predchozi analyzy ukdzaly, Ze tento chemicky
prvek je pfi daném experimentalni nastaveni Spatn¢ detekovatelny, tudiz s nim nebylo ani
mozn¢é pocitat jako s potenciondlnim novym vnitinim standardem. Analyza SNR je zndzornéna
v grafu na nasledujicim Obrazku €. 12.

32



250 T XLine
XFM
200 +
150 +
E’ i
= _
(/) .
100 + *
50 +
0 : : : : : |
Cr Ti Ni W Au
Kov (-)

Obrazek ¢. 12: SNR vyhodnoceni kovi s pfislusnymi smérodatnymi odchylkami pro metody line a fast
mapping.

Hodnoty ziskané z moddu line jsou v grafu zobrazeny ¢ervenou barvou, vysledky ziskané
z analyzy provedené rychlym mapovanim jsou oznaceny modfe. Z obrazku je ziejmé, ze
wolfram bylo mozné detekovat ze vSech prvki nejhiife. U zlata se vysledky pro oba mody
méteni prakticky shodovaly, z hlediska vysledné hodnoty SNR vSak zaostava za zbylou trojici
prvki. NejvysSich hodnot SNR dosahl chrom, ktery ovSem vykazuje velké rozdily v porovnéni
vysledkll pro line a rychlé mapovani. Titan a nikl se z této analyzy jevi nejvhodné&ji, jelikoz
jejich SNR je pomérné vysoké a téméf se shoduje pro oba mody méfenti.

Dalsi zajimavou charakteristikou je velikost rozpraseni kolem vzniklého krateru po dopadu
laserového pulzu. Ta je pro analyzu SNR nesmirn¢ dilezita, protoze na ni zavisi rozliSeni pii
mapovani mekkych tkani. Plati, Ze ¢im mensi je velikost rozpraseni kolem vzniklého krateru,
tim lepsi je prostoroveé rozliSeni, coZ umoziuje detailnéj$i analyzu rlznych oblasti vzorku s
mensSimi rozméry. Na nésledujicim obrazku je znidzornéna statisticka analyza pro jednotlivé
kovy z hlediska velikosti (priméru) rozpraseni u metod /ine a rychlého mapovani.

Obrazek ¢. 13 jasné poukazuje, ze u titanu nedoSlo k vibec zddnému rozpraSeni. Tato
se projevuje rychlym odvodem tepla. To miize zplsobit rychlé ochlazeni povrchu, a tedy i
sniZeni pravdépodobnosti tani, rozpraSovani. Vliv jist€¢ ma i adheze titanu na vzorku. Nejvyssi
prumérné hodnoty velikosti rozpraSeni pro obé metody meéfeni dosahovalo zlato. Velmi
podobné¢ dopadly vysledky pro wolfram a chrom, pficemz hodnoty u wolframu se vyznacovaly
nejvétsimi smérodatnymi odchylkami. Pomérné dobfe vysly velikosti rozpraseni u niklu, jehoz
prumérné vysledné hodnoty pro /ine i1 rychlé mapovani se pohybuji pod 0,30 mm. Z prvkd,
které né&jaké rozpraSeni vykéazaly, navic rovné€z disponuje nejmenSimi smérodatnymi
odchylkami.
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Obrazek ¢. 13: Analyza velikosti rozpraseni pro jednotlivé kovy metodou line a fast mapping.

Obrazek €. 14: Analyza velikosti rozpraSeni u chromu (vlevo) a titanu (vpravo).

Na ptedchozich obrazcich je ndzorn€ vidét srovnani kovu s velkou mirou rozpraSeni, tedy
chromu, a titanu, jenz zadné rozpraSeni neindikuje. Na fotografii s chromem je primér
rozpraseni zmeéten na 0,39 mm, zatimco u titanu, kde se Zadné rozpraSeni neobjevuje, je pouze
zaznacen udaj 0,21 mm, coz ovSem jenom znac¢i prumér kriteru vytvotreného laserovym
pulzem.

Co se tyce samotného vybéru kovu jako nového vnitiniho standardu, Ize po analyze vysledki
z téchto dvou méteni usoudit, Ze nejlépe se jevi titan a nikl. Dilezitym parametrem je ovSem
také velikost signalu spektralnich ¢ar biogennich prvki, nez jsou samotné kovy.
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5.1.2 Analyza SNR pro spektralni ¢ary biogennich prvki a stabilita signalu

V této analyze podobné¢ jako u spektralnich Car jednotlivych kovili byla pozornost zamétena na
vypocet hodnot SNR, tentokrat vSak pouze metodou rychlého mapovani. Ta byla provedena jak
pro vzorky pokryté tenkou kovovou vrstvou, tak i pro vzorky bez pokovovani. Vybrané emisni
spektralni ¢ary pro toto méfeni byly atomové spektralni ¢ary pro vapnik a sodik (Ca I
422,67 nm, Na I 589,00 nm) a iontova spektralni ¢ara vapniku (Ca II 393,37 nm). Tyto
spektralni ¢ary byly vybrany na zaklad¢ Sirokého zastoupeni prvkil v pozorované matrici, kde
se daji dobfe detekovat. Na zaklad¢ této analyzy byly vytvoieny grafy, které nazorn¢ zobrazuji
porovnani velikosti signalu v zavislosti na pouzitém kovu. Pro srovnani nechybi hodnoty SNR
pro vzorky bez kovovych vrstev. Je nutné poznamenat, ze méteni pro jednotlivé kovy probéhlo
na odlisnych vzorcich (celkem pét vzorkli mysich jater), které naptiklad v zavislosti na slozeni
mohou poskytovat mirn€ odlisné hodnoty signald. Vysledna analyza je zobrazena v grafech na
Obrazcich 15,16 a 17.

18 I X fm_vrstva

1 X fm_bez vrstvy
16 +

Kov (-)

Obrazek €. 15: SNR analyza (Signal-to-noise ratio) a prislusné smérodatné odchylky kovil pro spektralni
caru Ca [ 422,67 nm metodou rychlého mapovani. Modré body a usecky piedstavuji vzorky bez vrstvy,
cervené oznacené zase vzorky s vrstvou.

35



70

60

10

X fm_vrstva
X fm_bez vrstvy

¥ X

0 :
Cr

Ti

Ni A\ Au
Kov (-)

Obrazek €. 16: SNR analyza (Signal-to-noise ratio) a pfislu§né smérodatné odchylky kovii pro spektralni
¢aru Ca I1 393 nm metodou rychlého mapovani. Modré body a usecky predstavuji vzorky bez vrstvy,
cervené oznacené zase vzorky s vrstvou.
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Obrazek ¢. 17: SNR analyza (Signal-to-noise ratio) a pifislusné smérodatné odchylky kovi pro spektralni
¢aru Na I 589 nm metodou rychlého mapovani. Modré body a usecky predstavuji vzorky bez vrstvy,
cerven¢ oznacené zase vzorky s vrstvou.
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Pro zjisténi, jak moc dana vrstva ovliviiuje (zesiluje/zeslabuje) ziskany signal, byly spocitany
podily hodnot SNR pro biogenni prvky, kde v ¢itateli vystupuje hodnota SNR pro vzorek bez
vrstvy a ve jmenovateli hodnota SNR pro pokoveny vzorek. Vysledky téchto pomérii pro
jednotlivé spektralni cary jsou vypsany v nasledujici tabulce.

Tabulka €. 4: Vypocitané podily hodnot SNR (vzorek bez vrstvy/vzorek s vrstvou) pii vyuziti metody
rychlého mapovani.

- Cal422 nm Call 393 om NalS580 nm

0.938 2,089 0,554
Ti 1.393 3.707 0,634
Ni 0,520 0,733 0,440
W - - -
An 1,120 1.656 0,568

Jak z grafli, tak z Tabulky €. 4 je vidét, Ze aplikace tenké kovové vrstvy na povrch vzorku miize
mit za néasledek vyrazné zesileni signdlu, jak je tomu naptiklad u niklu. Tento chemicky prvek
jako jediny vykazoval zesileni signdlu pro vSechny pouzité spektralni ¢ary. U ostatnich prvki
doslo k zesileni ¢i zeslabeni v z&vislosti na pouzité spektralni ¢afe. Zajimavé je porovnéani
atomové a iontové spektralni cary pro vépnik, kde atomova spektrdlni cara Ca 1 422 nm
poskytuje lepsi vysledky u vSech kovili nez iontova spektralni ¢ara Ca II 393 nm. Ta zesileni
vykazuje pouze u niklu, pti¢emz napiiklad u titanu doslo skoro k ¢tyinasobnému zeslabeni
signalu. Jak je dale z tabulky patrné, atomova spektralni ¢ara Na I 589 nm poskytla znatelné
zesileni signalu u vSech analyzovanych prvki. Také stoji za zminku, ze vysledné hodnoty SNR
pro tuto spektralni ¢aru byly vyssi u vSech prvki pro vzorky s tenkou vrstvou nez u vzorki bez
vrstvy. U spektralnich ¢ar vapnikl se tento jev nevyskytuje, tam je hodnota SNR vzorki
s vrstvou vys§i pouze u niklu pro obé spektralni ¢ary a chrom u atomové spektralni Cary.
K tomuto ukazu muze prispivat nékolik fyzikalnich jevl, napf. energie pottebna k excitaci. U
atomové spektralni ¢ary vapniku Ca I 422,67 nm je tato energie 2,93 eV, u iontové cary Ca I
393 nm tato hodnota ¢ini 3,15 eV a u atomové ¢ary sodiku Na I 589 nm 2,10 eV [71].

Byla rovnéZ provedena analyza, ze které byly nejdiive ziskany hodnoty intenzit biogennich
prvkil pro vzorky bez kovové vrstvy, posléze byly vyhodnoceny i intenzity biogennich prvkl
pro vzorky s tenkou kovovou vrstvou. Ty byly podéleny velikosti signdlu pro jednotlivé kovy,
aby doslo k normalizaci naméfeného signalu, coz mlze odstranit vlivy, jako jsou fluktuace
intenzity laserového paprsku, zmény vlastnosti vzorku nebo nestalosti v detekénim zatizeni.
Z téchto hodnot byly spocitany relativni smérodatné odchylky (RSD z anglického Relative
standard deviation) pro kazdou spektralni ¢aru, aby bylo vidét, jak pouzitd vrstva zajisti
stabilngj$i signal. Relativni smérodatné odchylky jsou v grafech na Obrazcich €. 18 zobrazeny
na ose y, pri¢emz tyto hodnoty jsou zde vyjadieny v procentech. K tomuto ucelu byly vytvoreny
sloupcové grafy, kde modré sloupce predstavuji velikost relativnich smérodatnych odchylek
pro signaly vzorkl bez vrstvy, a zluté sloupce zase ukazuji velikost relativni smérodatné
odchylky pro signaly vzorkl s vrstvami podélenymi signaly ptislusnych kovt.
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Obrazek ¢. 18: Sloupcové grafy zndzornujici velikost relativni smérodatné odchylky (RSD) intenzit
vyjadrené v procentech pro vzorky bez vrstev (modie) a vzorky s vrstvami podélené signaly ptislusnych
kovi (Zlut€) pro jednotlivé spektralni ¢ary u a) chromu, b) titanu, ¢) niklu, d) zlata.

Ze sloupcovych grafi je nazorné vidét, ze ptidani vrstvy poskytlo vyrazné zlepseni (pokles
relativni standardni odchylky) pro vSechny spektralni ¢ary u niklu. Vrstva titanu a zlata na
povrchu vzorku rovnéz pfinesla snizeni relativni standardni odchylky, zatimco kovova vrstva
chromu zptisobila minimalni zlepSeni.

Na zakladé vSech uskute¢nénych méteni tykajicich se vypoctlh pomért signalt k Sumu, analyz
intenzit jednotlivych spektralnich Car a rozboru rozpraSeni vytvofené¢ho kolem kraterii
vzniklych po dopadu laserového pulzu, bylo rozhodnuto, Ze chemické prvky, které nejlépe
vyhovuji podstaté vnitiniho standardu, jsou titan a nikl. Tyto kovy by mohly v budoucnu
zaujmout misto pro potencialni standardizaci mékkych tkani, a nahradit tak spektralni ¢aru
uhliku, ktera se jiz jevi jako nedostate¢na. Pro optimalizaci parametrii v tomto experimentu byl
nakonec vybran titan.

5.2 Optimalni parametry ziskané z optimalizace

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.4, vstupnimi daty do optimalizace byly hodnoty tfi parametri.
Energie laserového pulzu (s hodnotami 4,5 mJ, 3,75 mJ, 3 mJ), zpozdéni sbéru signdlu — GD
(0,1 ps, 0,5 ps, 0,9 ps, 1,3 ps) a tloustka vrstvy titanu (7 nm, 14 nm, 21 nm, 28 nm, 35 nm). Po
spusténi algoritmu bylo dosaZeno pro spektralni ¢aru Ca II 393 nm nasledujiciho vysledku
(Obrazek ¢. 19). Bylo vyhodnoceno, Ze misto lokalniho maxima v poli o¢ekavaného zlepSeni
ukdzalo na trojici parametri: tloustka vrstvy - 6,3 nm, zpozdéni sbéru signalu — GD - 0,28 us
a energie laserového pulzu 4,47 mJ. Tloustka tenké vrstvy 6,3 nm se sice nevyskytuje
v pavodnich namétenych datech, avSak pole pro predikce SNR i pro urceni nejlepsiho
ocekavaného zlepSeni byla zvétSena o jistou hodnotu v piipad€, Ze by se optimalni parametry
nachazely 1 mimo $kalu naméfenych hodnot. Trojice optimalizovanych parametriit poukazuje
na to, Ze idedlnim nastavenim je tedy zvoleni nejtenci mozné vrstvy s prakticky maximalni
moznou energii. Volba této kombinace parametri mize znamenat, ze laserovy pulz bude
schopen ptes tenci vrstvu proniknout hloub&ji do materialu, a poskytnout tak lepsi u¢innost
procesu laserové ablace. Na nasledujicim obrazku je zobrazena teplotni mapa pro ocekavané
zlepSeni pravé pro vybranou tloustku 6,30 nm, kde je ndzorné¢ vyznacena oblast s nejlepSim
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ocekavanym zlepSenim, odkud i1 pochazi trojice optimalizovanych parametra ziskanych na
zakladé¢ urceni lokalniho maxima v této oblasti.

Energie (mJ)
Ocekavané zlepseni

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

GD (us)

Obrazek ¢. 19: 2D mapa predstavujici oéekavané zlepSeni pro tloustku 6,30 nm u spektralni ¢ary Ca II

393 nm.
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Obrazek ¢. 20: 2D mapa piedstavujici ocekavané zlepseni pro tloustku 6,30 nm u spektralni ¢ary Ca I
422 nm.
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Z Obrazku ¢. 20 je patrné, ze pro spektralni ¢aru Ca II 422,67 nm se oblast nejvétSiho
o¢ekéavaného zlepseni, tedy i lokalni maximum oproti analyze u spektralni ¢ary Ca I 393 nm,
objevila v jiném mist¢ teplotni mapy. To znamen4, Ze optimalni parametry s vyjimkou tloustky
vrstvy maji jiné hodnoty. Konkrétné jsou néasledujici: tloustka vrstvy - 6,3 nm, zpozdéni sbéru
signalu — GD - 0,48 us a energie laserového pulzu - 3,43 mJ.

Na zédkladé vyhodnoceni o¢ekavaného zlepseni u spektralni ¢ary Ca II 393 nm a Ca 422,67 nm
byla vytvofena miizka sjemnéjSim krokem kolem oblasti, kde bylo ocekavané zlepSeni
nejvetsi. Tentokrat byly vstupni parametry zvoleny nasledovné: tloustka vrstvy (5,5 nm,
7,15 nm, 8,9 nm), energie laserového pulzu (3,2 mJ, 3,65 mJ, 4,1 mJ, 4,55 mJ) a doba zpozdéni
sbéru — GD (0,16 ps, 0,32 us, 0,48 ps, 0,64 us). Opét bylo provedeno vyhodnoceni pomoci
stejné¢ho algoritmu a ten jako novou trojici optimalnich parametrd tentokrat zvolil tloustku
vrstvy 8,80 nm, zpozdéni sbéru signalu — GD - 0,15 us a energii laserového pulzu 4,98 mJ pro
spektralni ¢aru Ca II 393 nm.
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Obrazek ¢. 21: 2D mapa predstavujici ocekavané zlepSeni pro tloustku 8,80 nm u spektralni ¢ary Ca Il
393 nm.

Tentyz postup byl proveden pro spektralni ¢aru Ca I 422,67 nm. Oproti spektralni ¢are Ca II
393 nm nedosahuje maximum ocekavaného zlepSeni zdaleka tak vysoké hodnoty. Algoritmus
naSel optiméalni parametry v této podobé¢: tloustka vrstvy 8,80 nm, zpozdéni sbéru signalu — GD
- 0,14 ps a energie laserového pulzu 5,0 mJ. Lze vidét, ze v tomto ptipad¢ je rozdil oproti
spektralni ¢are Ca II 393 nm minimalni.
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Obrazek ¢. 22: 2D mapa predstavujici ocekavané zlepSeni pro tloustku 8,80 nm u spektralni ¢ary Ca Il
422,67 nm.



6 ZAVER

Tato bakalafskd prace se zabyvala hledanim nového vnitiniho standardu pro analyzu LIBS
meékkych tkani a optimalizaci parametri pii této analyze. Jelikoz je aplikace kovovych tenkych
vrstev pfi analyze LIBS mékkych tkani dosud neprozkoumanou disciplinou, miize tato nové
nalezend metoda standardizace pfinést zcela novy postup pii métfeni biologickych mekkych
tkani a nahradit tak uhlik, ktery se jiz jevi jako nedostatecny. Optimalizace parametri byla
provedena pomoci implementace casti Bayesovské optimalizace. Tato metoda optimalizace
parametri je v souvislosti s analyzou LIBS také nepfili§ vyuzivanou technikou, pii¢emz pouziti
Bayesovské optimalizace u analyzy LIBS mékkych tkani nebylo dosud provedeno.

Prvni ¢ast prace tykajici se vybéru nového vnitiniho standardu zahrnovala provedeni méfeni na
vzorcich pokrytych kovovymi vrstvami. Byla vybrana pétice kova (Cr, Ti, Ni, W, Au), které
byly pouzity k pokovovani vzorkd mysich jater zalitych v parafinu. Mysi jatra byla vybrana na
zaklad¢ velikosti, snadné dostupnosti a homogenity. Méteni probihalo na ptistroji LIBS FireFly,
pfi¢emz experimentalni parametry byly nastaveny na nésledujici hodnoty. K analyze byl pouzit
laser s vlnovou délkou 266 nm, energii laserového pulzu 5 mJ a zpozdénim sbéru
signalu — GD 0 s. Kovova vrstva na povrchu vzorku byla nastavena na 10 nm. Data z méteni
byla vyhodnocovdna pomoci poméru signalu k Sumu (SNR). Byly spocteny hodnoty SNR
jednak pro spektralni ¢ary jednotlivych kovd, tak i pro spektralni ¢ary biogennich prvka hojné
se vyskytujicich v matrici. Konkrétné se jednalo o atomové a iontové spektralni ¢ary vapniku
(Cal422,67 nm, Call 393 nm) a atomovou spektralni ¢aru sodiku (Na I 589 nm). Tyto analyzy
poukézaly na kovy, které jsou v matrici dobfe detekovatelné a které poskytuji nejlepsi signal.
Ze vsech analyz byly vytvofeny grafy obsahujici primérné hodnoty SNR pro kazdy prvek
s ptislusnymi smérodatnymi odchylkami. Zajimavé vysledky poskytlo rovnéz méteni velikosti
rozpraSeni kolem kraterd vzniklych po dopadu laserového pulzu. To mlze vyrazné ovlivnit
kvalitu prostorového rozliSeni pfi mapovani meékkych tkani. Pfi pozorovani bylo zjisténo, Ze
titan se jako jediny z vybranych prvki vibec nerozpraSuje. Na zdkladé vSech provedenych
experimentl a analyz bylo rozhodnuto, Ze kovy, které by mohly byt vyuZity pii vytvofeni nové
metody standardizace pro LIBS analyzu mé&kkych tkani, jsou titan a nikl. Tento zavér plyne
pfedevsim z vysledkl analyz, kde se oba tyto prvky jevily lépe nez ostatni, at’ uz z hlediska
detekce, ovliviiovani signalu, stability dat ¢i velikosti rozpraSeni, kdy nikl mél po titanu
nejmensi rozpraSeni ze zbylych kovii.

Druha ¢ast zahrnovala implementaci ¢asti Bayesovské optimalizace k nalezeni tfi optimalnich
parametr, které by mohly byt pouzity pii LIBS analyze mékkych tkani. Témito
optimalizovanymi parametry byly tloustka vrstvy titanu, energie laserového pulzu a zpozdéni
sbéru signalu — GD. Algoritmus obsahuje fragmenty nezbytné pro tuto optimalizaci, jako jsou
Gaussovskeé procesy nebo akvizi¢ni funkce. Ta byla v tomto experimentu zastoupena v podob¢
ofekavaného zlepSeni. Toto ofekavané zlepSeni bylo spocitdno na zdklad¢ skuteCnych a
predikovanych hodnot SNR. Nejprve byla do algoritmu nahrana data z méteni s v&tsim krokem
mezi jednotlivymi hodnotami. Pro vypocet SNR byly vybrany spektralni ¢ary véapniku
(Ca 1422,67, Ca II 393,37 nm). Optimalni parametry nalezely lokalnimu maximu v oblasti
s nejvys$im ocekavanym zlepSenim. Po vyhodnoceni byla vytvofena nova miizka parametrd,
ktera vznikla kolem oblasti s nejvyssim ocekavanym zlepSenim pro ob¢ pouzité spektralni Cary.
Tato mtizka s jiz jemn&j$im krokem byla pouzita k dal§imu méteni a data z tohoto méfeni byla
opé&t pouzita pii nové optimalizaci.
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V bakalatské praci bylo dosazeno nékterych zajimavych vysledkti. Nalezeni nového vnitiniho
standardu by mohlo v budoucnu pfispét ke vzniku nové metodiky pro standardizaci
biologickych mékkych tkéani, a vyrazné tak eliminovat efekty matricniho jevu. To by mohlo
vést k lepSim vysledkiim v biozobrazovani a zavedeni nového diagnostického aparatu.
Vyuzitim této metody optimalizace parametrii Ize dosahnout mensi Casové narocnosti a
zefektivnit cely pribéh analyzy. Oba tyto experimenty mohou pfinést zajimavé podklady pro
navazujici vyzkum, pficemz kovové vrstvy na povrsich biologickych matric pfi LIBS analyze
a optimalizace parametrii vyuzivajici Bayesovskou optimalizaci jsou v tomto ohledu zcela
prakopnické.
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