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Abstrakt

V této praci je studovéano online rozliSeni Sesti kment bakterii pomoci multivariacni analyzy
dat (MVDA). Jako nejvhodnégjsi technika byla zvolena analyza hlavnich komponent
(Principal component analysis, PCA). K chemické analyze bakterii byly pouzity dvé rizné
analytické metody — Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS) a Ramanova
spektroskopie. Pro co nejlepsi rozliseni jednotlivych kmenti bakterii byla ziskana data z obou
metod vyhodnocovana zvlast' i dohromady. Pro spole¢né vyhodnoceni byla data separatné
Skalovéna od nuly do jedné a nasledné zatazena za sebe. Takto vznikl soubor dat nesouci
informaci z obou metod. U jednotlivych kmend bakterii byl navic studovan i vliv doby
kultivace.

Bylo zjisténo, ze pomoci Ramanovy spektroskopie je mozné rozliSit dva kmeny bakterii a
pomoci metody LIBS dokonce ¢tyfi. Kombinaci obou metod bylo dosazeno tplného rozdéleni
vSech Sesti kment do samostatnych shlukt. Pomoci vah jednotlivych vinovych délek prvni
hlavni komponenty (PC1) bylo zjiSténo, ze nejveétsi piinos pro tfidéni bakterii u metody LIBS
nenese rozdil jejich prvkového slozeni, ale matri¢ni efekt ovliviijici spektrum. VIiv doby
kultivace byl sledovan pouze metodou LIBS. Na zakladé méfeni provedenych s odstupem 24
hodin bylo mozné pozorovat zménu u ¢ty kmeni bakterii.

Z vysledku této prace lze usuzovat, ze kombinace Ramanovy spektroskopie a metody LIBS je
diky komplementarnim informacim vhodna pro rychlé rozliSeni jednotlivych kmenti a druhil
bakterii. Navic bylo zjiSt€no, Ze pomoci metody LIBS je u nékterych kmenii bakterii mozné
stanovit zmény vzniklé délkou kultivace.

Klicova slova
LIBS, Ramanova spektroskopie, analyza hlavnich komponent, bakterie, Staphylococcus
Abstract

In this work on-line discrimination of six bacteria strains by means of the Multivariate
discrimination analysis (MVDA) is presented. Principal components analysis (PCA) was
selected as most suitable technique. Two analytical methods — Laser-Induced breakdown
spectroscopy (LIBS) and Raman spectroscopy were equipped for chemical analysis of
bacteria strains. In order to obtain the best possible bacteria strains differentiation, the data
from both methods was analyzed in two ways separately and together. The data from both
measurements was normalized separately and afterwards combined in one data frame for
simultaneous analysis. This data frame contained information from both analytical methods.
Moreover an influence of cultivation period for each bacteria strain was studied.

It was determined that Raman spectroscopy is able to discriminate two bacteria strains and
LIBS even four bacteria strains. Using combination of both methods the complete
discrimination was achieved. From information of first principal component it was
determined that most valuable information in LIBS data is not included in different elemental
composition but rather in influence of matrix effect. Solely the LIBS was utilized for studying
the effect of cultivation period. It was possible to observe transformation of four bacteria
strains within 24 hours.

Based on results of this work it is possible to assume that combination of Raman spectroscopy
and LIBS, because of the complementary information, is suitable for fast discrimination of



different bacteria species and strains. Moreover it was determined that LIBS is able to observe
the transformation caused by cultivation period.
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LIBS, Raman spectroscopy, principal components analysis, bacteria, Staphylococcus
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Uvod

Spektroskopie laserem buzené¢ho plazmatu (LIBS) se zacala rozvijet v 60. letech minulého
stoleti, tedy ihned po vzniku prvniho laseru v roce 1960 [1]. OvSem nejvétsi vyvoj této
metody zacal az v 21. stoleti. O tom vypovida pocet vydanych védeckych ¢lanki zabyvajicich
se touto metodou. Zatimco do roku 1975 jich bylo méné nez 100, v roce 1995 uz vice nez 600
a Vv roce 2010 bylo publikovano pres 5000 ¢lankt [1].

Mezi nejvétsi vyhody LIBS patii rychlost analyzy a moznost méteni in Situ na neupravenych
vzorcich. Dalsi vyhodou je schopnost méfeni na vétsi vzdalenosti, coz naptiklad umoziuje
provadét prvkovou analyzu v zivotu nebezpecném prostiedi. Tato metoda je schopna méfit
vzorky v pevném, kapalném i plynném skupenstvi. Experimenty lze provadét ve vakuu,
v zemské, dokonce i v mimozemské atmosfére, jak ukazuje pouziti metody LIBS pfi misi na
Mars [2]. Mezi nevyhody patii niz$i presnost méfeni a horSi limit detekce ve srovnani
s n¢kterymi dal§imi metodami.

Proces nepruzného Ramanova rozptylu piedpoveédél v roce 1923 rakousky teoreticky fyzik
Adolf Smekal [3]. Poprvé vsak tento jev pozorovali Raman a Krishnan roku 1928 [4]. Na
kvantové mechanickém vysvétleni Ramanova rozptylu se také podilel brnénsky rodak Georg
Placzek [5]. I ptes pivodni nadSeni z objevu Ramanova jevu ziistaly experimentalni moznosti
velmi limitovany nizkou intenzitou nepruzného rozptylu. Az prvni lasery dokazaly eliminovat
tuto nevyhodu a obnovit zdjem o Ramanovu spektroskopii.

Dnes je jiz Ramanova spektroskopie mocnd analytickd technika zaméfena na urceni
chemického slozeni zkoumaného vzorku. Tato metoda miize zkoumat latky vSech skupenstvi
a riznych tvarli (napf. mikroc¢astice, vrstvy, ...). Stejné¢ jako u metody LIBS, Ramanova
spektroskopie umoziuje méfeni na vétsi vzdalenosti. Schopnost zkoumani neupravenych
vzorki, tfeba i za sklem, rozsifuje moznosti metody. Nejvetsimi nevyhodami jsou degradace
vzorkli béhem méteni a fluorescence. OvSem tyto problémy se S vyvojem metody postupné
redukuji [6].

Pomoci metody LIBS zjistujeme prvkové slozeni vzorku a Ramanova spektroskopie nam
dava informaci o molekularni a strukturni charakteristice vzorku. Kombinaci obou metod
jsme schopni 1épe urcit slozeni zkoumané latky.

Podobna instrumentace, jez se pouziva u obou metod, jako by piedurcovala budouci spojeni
metody LIBS a Ramanovy spektroskopie do jediného systému. Propojenim obou metod se
zabyvalo jiz n€kolik tyma. Skupina Marka Hoehse [7] vytvofila sestavu Ramanovy
spektroskopie a LIBSu. Tuto sestavu vyuzila k mapovani povrchu a hloubkové analyze
heterogennich vzorkti. Sharma a kol. [8] vyvinuli vlastni sestavu pro dalkovou fokusaci
k méteni geologickych vzorkl. Sovago a kol. [9] pouzili obé metody k detekci nanocastic ve
vodném roztoku. O uzite¢nosti a vyhodnosti také svéd¢i planovana kombinace obou metod na
dalsi marsovské misi vroce 2020, kde by meéla slouzit jako zafizeni pro organickou,
mineralogickou a prvkovou analyzu pidy [10].

Ob¢ metody se také daji uspesne pouzit pro zkoumani biologickych vzorkli véetné bakterii,
napt. [11-14]. Tym Oty Samka [15] ukazal, Ze samotnd Ramanova spektroskopie je vhodna
ke zkoumani jednotlivych druhii stafylokoka a v porovnani s biologickymi metodami
(separacni metody, hlavn¢ pulzni gelova elektroforéza) vynika pfedevsim v rychlosti méfeni.

Plivodnim cilem této prace bylo vyuziti kombinace vySe zminénych metod pro studium vlivu
toxickych a nutri¢nich prvkii na metabolismus bunék produkujicich biopolymery. S ohledem



na komplexnost tohoto vyzkumu vSak v prubéhu prace byly cile upraveny tak, aby lépe
odpovidaly aktualnim potiebam biolog.

Prvnim ukolem diplomové prace tak bylo zjistit, zdali je mozné pomoci metody LIBS a
Ramanovy spektroskopie odlisit jednotlivé kmeny bakterii. Kombinace obou metod by méla
Iépe odlisit jednotlivé kmeny Escherichie coli a stafylokokt. Dal$im cilem bude zkoumat
bakterie za riiznych podminek.

K rozliSeni byla pouzita analyza hlavnich komponent (PCA). Jedna se o jednu z metod
vicerozmérné variacni analyzy, jejimz cilem je pfedevSim sniZzeni dimenze dat bez velké
ztraty informace [16]. Tuto metodu tGspésné aplikoval Marek Hoehse a kol. [17] k rozliSeni
riznych druht inkoustt.



1 Teoreticka ¢ast

1.1LIBS

1.1.1 Strucny popis metody

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (Laser-Induced breakdown spectroscopy, LIBS) je
jedna z metod atomové emisni spektroskopie (AES). Obcas také byva nazyvana LIPS (Laser-
induced plasma spectroscopy) nebo LSS (Laser spark spectroscopy). Teoreticky zaklad a
ptiklady pouziti spektroskopie laserem buzeného plazmatu jsou detailné popsany v fadé
publikaci, napf. [18-21]. Zde je uveden pouze zékladni princip metody nezbytny pro
pochopeni celé prace.

LIBS vyuziva vysoce vykonny laserovy svazek, ktery pii dopadu na vzorek ablatuje cast
materialu. Dochazi k jeho odpafeni a vznikd plazma. To Vv sobé obsahuje mimo jiné
excitované atomy a ionty vzorku. Béhem chladnuti plazmatu (po ukonéeni laserového pulzu)
ptechazeji prvky z vysSich energiovych hladin do niZSich, pfitom se uvoliluje energie ve
form¢ fotonu. Jelikoz jsou pro kazdy prvek tyto pfechody jedinecné, jsou i vinové délky
emitovanych fotond unikatni. Coz ndm umoziuje pfesné urceni prvkového slozeni vzorku ze
zéfeni plazmatu.

1.1.1.1 Obecné pristrojové vybaveni

V praxi se nejéastéji vyuziva pevnolatkovych pulznich laserd (energie pulzu v rozmezi
jednotek az stovek mJ) s délkou pulzu v fadu nanosekund [19]. Pomoci specialni optiky
(zrcadlové nebo CocCkové) je potom laserovy svazek zaostien na povrch vzorku. V misté
dopadu svazku typicky dosahuje intenzit fadové GW/cm?. Cést zéafeni plazmatu je pomoci
sbérné optiky zachycena a pfivedena do spektrometru. Spektrometr rozdéli emitované svétlo
na jednotlivé vlnové délky, nasledné¢ tento signal zachyti detektor (napt. CCD ¢ip). Nakonec
se vysledky zpracuji a zobrazi pomoci pocitace.

Schéma obecného ptistrojového vybaveni je zobrazeno na obr. 1.

Pocitac
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Obr. 1: Obecné piistrojové vybaveni metody LIBS. Pfevzato a upraveno z [22].
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1.1.2 Vznik a vlastnosti plazmatu

Plazma je lokalni seskupeni atomi, iontl, molekul a volnych elektroni. Celkové je plazma
elektricky neutrdlni a vykazuje kolektivni chovani castic. Plazma je charakterizovano
nckolika parametry, jako naptiklad: stupen ionizace, teplota plazmatu a elektronova hustota.
Plazma pozorované u metody LIBS je vétSinou slabé ionizované. U slabé ionizovanych
plazmat je pomér elektronii k ostatnim casticim mensi nez 10 % [19].

Cely proces vzniku plazmatu je zahajen dopadem laserového pulzu na vzorek. Volné
elektrony jsou urychlovany laserovym pulzem. Srostouci energii elektronti dochazi ke
srazkam s neutralnimi ¢asticemi, coz produkuje ionty a dalsi elektrony, které nadale urychluje
laserovy pulz. Tento jev se nazyva lavinova ionizace.

Plazma expanduje do vSech smérti od mista dopadu pulzu, ovSem nejrychleji sméfuje proti
fokusac¢ni optice, protoze plazma absorbuje energii pravé z tohoto sméru. Z toho divodu ma
plazma hruskovity tvar. Vznikajici plazma dosahuje rychlosti 10° m/s, coZ je doprovéazeno
dobie slysitelnou razovou vinou [20]. Zivotni cyklus laserem indukovaného plazmatu
znazornuje obr. 2.

Laserovy
pulz
Zahfivani
a praraz
Krater itk
Vzorek plazmatu

Expanze
Chladnuti
\ Vyparovani
Emise - Absorbcni
> z0na
< l:] Plazma
U

Obr. 2: Zivotni cyklus LIBS plazmatu. Pfevzato a upraveno z [20].




Zpocatku je ionizace plazmatu vysoka. V této fazi prevazuje kontinualni zéfeni, které je
hlavné zplisobeno brzdnym zafenim (bremsstralung) a procesem rekombinace. Brzdnym
zafenim oznaCujeme fotony vzniklé srdzkami mezi elektrony. Procesem rekombinace
oznaCujeme jev, pii kterém je volny elektron zachycen iontem. Picbytecna energie je
uvolnéna za vzniku fotonu. Procesem rekombinace vznikaji neutrdlni atomy a pozdé&ji i
molekuly.

Kontinualni zafeni vyhasina rychleji nez zareni spektralnich car. Ptiblizné po mikrosekundé
po dopadu laseru se pomér signalu k Sumu vyrazné zlepSi a atomové Cary jsou mnohem
ostiejsi. Vyvoj plazmatu a vhodny interval pro zaznam spektralnich ¢ar ukazuje obr. 3.

A

vyhasinani plazmatu

typické oblast pro
snimani emisnich ¢ar

Intenzita

1ns 10 ns 100 ns Tus 10 ps
¢as od poc¢atku pulzu

Obr. 3: Vyvoj plazmatu a vhodny interval pro zaznam spektra. Ptevzato z [21].

Cilem metody LIBS je vytvofit opticky tenké plazma, které je v termodynamické rovnovaze a
jehoz prvkové slozeni je stejné jako slozeni zkoumaného vzorku. VétSinou jsou ale tyto
podminky splnény pouze ¢astecné.

1.1.2.1 Teplota a termodynamicka rovnoviha
Pokud v plazmatu existuje termodynamicka rovnovaha, poté se vlastnosti plazmatu (populace
energiovych stavil, kinetickd energie ¢astic atd.) daji popsat pomoci teploty. Ve skute€nosti
nelze dosdhnout termodynamické rovnovahy. Z plazmatu totiz unikd energie, zejména ve
form¢ fotonu. Abychom byli schopni charakterizovat plazma, musime zavést aproximaci
v podobé lokalni termodynamické rovnovahy.

Aproximace vyzaduje termodynamickou rovnovahu alespont v malé oblasti plazmatu. Tyto
oblasti se vSak mohou od sebe lehce lisit [19]. Dale v plazmatu musi ptevazovat kolizni
procesy pred zativymi procesy. Poté se energie unikajici z plazmatu ve form¢ fotoni mize
zanedbat [20].



Pozadavek, aby atomové a iontové stavy byly zapliovany a uvolilovany hlavné
elektronovymi kolizemi, vyZaduje dostatecnou elektronovou hustotu. Spodni limit
elektronové hustoty n, (cm™) udava McWhirterovo kritérium [19, 20, 23]

ne = 1.6 x 10 2TY2(AE)3, (1.1)

kde AE (eV) je energie prvniho stavu nad zakladnim stavem, T (K) je teplota plazmatu. Toto
kritérium je nezbytnou podminkou lokalni termodynamické rovnovahy.

Zavedeni pojmu lokalni termodynamicka rovnovaha ptestavuje komplexni problém podrobné
popsany v fad¢ publikaci [19, 20, 23, 24, 25]

1.1.2.2 Spektralni cary a c¢arové profily

Ve spektralnich ¢arach je obsazeno velké mnozstvi informaci o parametrech plazmatu.
Naptiklad intenzita, Sitka a posun Car urcuji teplotu plazmatu a elektronovou hustotu.
Dominantni rozsifujici mechanismus zase ovliviiuje tvar cary.

Podle druhého Bohrova postulatu by zafivym pfechodem z vyssiho energiového stavu E; do
nizs§iho energiového stavu E; mél atom vyzatit foton o frekvenci [26]:

kde h je Planckova konstanta. Tato spektralni ¢ara vSak neni nekonecné tenka. Na jeji
roz$ifeni ma vliv celd fada pficin.

Sitkou ¢ary nazyvame Sitku intervalu frekvenci 28V nebo interval vlnovych délek 282,
kterym odpovida pokles hodnoty intenzity I(v) na hodnotu I,(v)/2, kde I, je maximalni
hodnota intenzity ¢ary [26].

Dopplerovské rozsiieni je disledek tepelného pohybu zaficich ¢astic. Toto rozsifeni vede na
gaussovsky tvar ¢ary. Dopplerovské rozsiteni zavisi pouze na absolutni teploté T a molové
hmotnosti m,,. Pro dopplerovskou $iiku ¢ary plati [19, 26]:

21, [2RTInZ
260, = =20 =212 (1.3)
c o

kde R je plynova konstanta, c je rychlost svétla a A, je vinova délka maxima ¢ary.

Lorentzovsky tvar Cary vznikd pfirozenym rozsifenim a jako disledek srazek zéticich castic
s okolnimi ¢asticemi. Pfirozené roz§ifeni je dano neurcitosti polohy energiovych hladin.

Casto maji oba tvary srovnatelnou velikost. Vysledny tvar vznikly konvoluci Gaussova
profilu a Lorentzova profilu se nazyva Voigtiv profil. Porovnani Gaussova a Lorentzova
profilu a jejich konvoluce je zobrazeno na obr. 4.

Srazka zariciho atomu s okolnimi nabitymi ¢asticemi vyusti ve Starkovo rozsifeni. Jedna se o
rozstépeni a posunuti energiovych hladin zéafictho atomu vlivem elektrického pole, coz se
projevi rozsifenim spektralni ¢ary. Starkovo rozsifeni dominuje v plazmatu s vysokou
elektronovou hustotou.



Intenzita

VInova délka

----------- Gauss+=-=-= Lorentz Voigt

Obr. 4: Znazornéni Gaussova, Lorentzova a Voightova profilu. Pfevzato a upraveno z [22].

Pokud se v plazmatu vyskytuje vys$i koncentrace stejnych atomu, nastava situace, kdy
vyzéreny foton jednoho atomu je zachycen dal§im atomem. Tento jev nazyvame rezonan¢ni
absorpce a rovnéz prispiva k rozsifeni spektralni ¢ary. Schéma rezonan¢ni absorpce
znazornuje obr. 5 (kapitola 1.1.2.3 Opticka hustota).

1.1.2.3 Opticka hustota
Plazma nazveme opticky tenké, jestlize emitované zateni opusti plazma bez vyrazné absorpce
¢1 rozptylu.

Existuji dva relativné jednoduché zpusoby, jak zjistit optickou hustotu plazmatu.

Zaprvé, spektralni ¢ary prvkd maji znamy pomér relativnich intenzit. Pokud se objevi zvysena
absorpce, pak pozorovana intenzita je nizs§i nez predpokladana intenzita ¢ary.

Dalsim jevem, ktery znaci vySSi absorpci je zplo§téni nejintenzivngjSich spektralnich car.
V extrémnich ptipadech muze dojit i k propadu spektralni ¢ary (rezonanc¢ni absorpce), Viz
obr. 5.



Emise z vnitini vrstvy

Plazma

Absorpce ve
vn&jsi vrstvé

Pozorovany signal

Obr. 5: Schéma vzniku rezonan¢ni absorpce. Pievzato a upraveno z [22].

1.1.3 Analyza spektra

Zakladem LIBS experimentu je emisni spektrum, které obsahuje informaci o prvkovém
slozeni mé&feného vzorku. Dulezita je znalost polohy a intenzity emisnich ¢ar. Dalsi poznatky
muzeme ziskat i z §itky cary, a také z jejiho ¢asového vyvoje.

Analyza spektra miize byt kvalitativni 1 kvantitativni. Kvalitativni analyza se zabyva
uréovanim piitomnosti jednotlivych prvkl ve vzorku. Kvantitativni analyza zjistuje mnozstvi
daného prvku ve vzorku.

1.1.3.1 Kvalitativni analyza

Kazdy prvek ma své charakteristické spektrum. Jedna se o jednozna¢ny ,,otisk prstu®, ktery se
pokousime v naméfeném spektru objevit. Pokud namétime ,slozité” spektrum, je i
identifikace prvka obtizna. K uplnému a spravnému rozlusténi spekter je zapotiebi urcita
davka znalosti, zkuSenosti a citu. Pfi posuzovani slozitych spekter je vhodné brat v tivahu
nasledujici rady [19]:
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1. Jista znalost vzorku:

Vzdy je jednodussi, pokud vime, které prvky mizeme ocekavat. Velice obtizn¢ se
urcuji neekané stopové prvky, jejichz spektralni Cary jsou blizko vinovych délek
nejintenzivnéjSich ¢ar hlavnich prvka.

2. Relativni intenzity car z tabulky vinovych délek:

Tabulka vlnovych délek ndm mulZe pomoci pii identifikaci spektralnich ¢ar. AvSak
musime vzit v Gvahu, Ze relativni intenzita zavisi na zdroji a soucasné tabulky
vlnovych délek zpravidla nejsou vytvoreny pomoci laseru.

3. lonizace prvku:

Predpokladejme, ze se ve vzorku nalézaji dva stejn¢ zastoupené prvky, jejichz cary
vzajemn¢ interferuji. Jestlize jedna patii neutralni Castici a druhd dvakrat Ci tfikrat
ionizované Castici, pak to je s nejvétsi pravdépodobnosti spektralni ¢ara neutrdlni
Castice.

4. Podminky méreni:

Jisté¢ experimentalni podminky mohou pomoci pfi urovani prvki. Napiiklad na
vzduchu je pozorovano zafeni Fe (I) a Fe (II) s ioniza¢nim potencialem Fe (I) 7,87
eV, ale ve vakuu lze také naméftit Fe (III) s ioniza¢nim potencidlem 16,18 eV.

5. Pozorovani vyraznych car:

Mnoho prvka ma nékolik vyraznych spektralnich ¢ar. Pokud se v naméfeném spektru
jedna objevi, pak by tam ostatni mély byt také.

1.1.3.2 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza zafind méfenim standardi o dané koncentraci zkoumaného prvku.
Intenzity vybrané ¢ary v zdvislosti na koncentraci latky se poté vynesou do grafu a vytvofi se
kalibra¢ni kfivka. Naméfend intenzita Cary ze spektra nezndmého vzorku se srovna
s kalibra¢ni kiivkou a ur¢i se koncentrace zkoumaného prvku v nezndmém vzorku.

Kalibrace je velmi citliva na experimentalni podminky. Proto pfi méfeni neznamého vzorku je
nutné experiment proveést pii stejnych podminkach jako pfti pripravé kalibracni kiivky.

Nékteré parametry meéfeni vSak nemohou byt jednoduse zopakovény, jako jsou naptiklad
vlastnosti a ptiprava vzorku. Fyzikélni a chemické vlastnosti vzorku maji velmi velky vliv na
kvantitativni data. A pravé jedna z nejvétSich piednosti metody LIBS, kterou je mozZnost
méfeni na neupravenych vzorcich, je jednou z nejvétsich prekdzek u kvantitativni analyzy.

1.1.4 Matric¢ni efekt

Jako u jinych analytickych metod i méfeni pomoci metody LIBS ovliviluje matri¢ni efekt.
Totiz fyzické vlastnosti a slozeni vzorku maji vliv na intenzitu spektralni ¢ary zkoumaného
prvku.

Ptipravou vzorku je mozné do urcité miry matri¢nimu efektu ptedejit, tim vSak metoda LIBS
piichazi o jednu ze svych vyhod [20].

Matri¢ni jev miizeme rozd€lit na dva typy: fyzikélni a chemicky.
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Fyzikalni matri¢ni efekt zavisi na fyzikdlnich vlastnostech vzorku a projevuje se béhem
abla¢ni faze. Vlastnosti, jako je napf. tepelna kapacita, skupenské teplo varu, termalni
vodivost, absorpce atd., maji vliv na mnozstvi ablatovaného prvku a na vlastnosti plazmatu.

Chemicky matri¢ni efekt pozorujeme, kdyz ptitomnost jednoho prvku ovlivni emisi jiného
prvku. Tento jev mize zkomplikovat kvantitativni analyzu, pokud nevime, zda a jaky na sebe
maji prvky vliv.

V urcitych piipadech je mozné matricniho efektu vyuzit, napt. v ptipadech, kdy se rozlisSuji
vzorky s velmi blizkym prvkovym slozenim, ale rozdilnou matrici.

1.2 Ramanova spektroskopie

1.2.1 Stru¢ny popis Ramanovy spekroskopie

Ramanova spektroskopie a infracervena absorpce jsou zakladni spektroskopické metody
pouzivané k detekci vibraci molekul. Obé metody jsou Siroce vyuzitelné k ziskani informaci o
chemické strukture. Pomoci téchto metod jsme schopni identifikovat rozdilné latky na zékladé
jejich charakteristické¢ho spektra. Ramanovou spektroskopii se zabyva tada publikaci, napf.
[6, 27, 28]

Béhem interakce svétla s latkou muzZe nastat jeden z téchto tii ptipadu [6]:

1. Foton projde latkou beze zmény.

2. Pokud energie dopadajiciho fotonu odpovidd rozdilu mezi zdkladnim energiovym
stavem molekuly a vys$S§im excitovanym stavem, muze dojit k absorpci fotonu a
excitaci molekuly. Tato zména se detekuje pomoci metod patiicich do skupiny
absorp¢ni spektroskopie, kam spadd jiz zminéna infracervend absorpce.

3. Dalsi moznosti je, Zze foton interaguje s molekulou a rozptyli se o ni. V tomto ptipadé
nemusi odpovidat energie fotonu rozdilu dvou energiovych hladin molekuly.
Rozptylené¢ fotony mohou byt detekovany pod riznym uhlem od dopadajiciho
svételného svazku. Efektivita rozptylu fotonu zavisi na ¢tvrté mocniné frekvence.
Ramanova spektroskopie je nejvyznamnéjsi metodou z této kategorie k detekci
molekul.

Ramanova spektroskopie vyuzivda monochromatické zafeni k osvétleni vzorku a pozoruje
rozptylené zafeni o rozdilné frekvenci. Zména energie rozptylenych fotonti odpovida energii
nutné k vybuzeni vibraci molekul. Tato energie je unikatni pro kazdou molekulu a na zakladé
této znalosti 1ze ze spektra jednotlivé molekuly rozeznat.

1.2.2 Rozptyl a absorpce zareni

Pokud dojde k rozptylu zateni na elektronech, pak rozptylené fotony budou vykazovat velmi
malou zménu frekvence, jelikoz elektrony jsou v porovnani s atomy lehké. Tento rozptyl lze
brat jako pruzny rozptyl a nazyva se Rayleigho rozptyl.

Dojde-1i béhem rozptylu ke zméné vibraci molekuly, energie je bud’ pfevedena z dopadajiciho
fotonu molekule, nebo z molekuly rozptylenému fotonu. V tomto piipadé se jedna o nepruzny
rozptyl a nazyva se Ramaniiv rozptyl. Je to slaby proces, protoze pouze jeden foton z 10°-10°
fotont je takto rozptylen.

Obrézek 6 ukazuje zakladni procesy, jez mohou nastat béhem rozptylu. Pii pokojové teplote

cwwvr

interaguje s prochazejicim fotonem, foton zptisobi polarizaci elektronti a vybudi je do vyssiho
energiového stavu. Tato interakce miize byt povazovéana jako vznik kratkodobé formace
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fotonu a elektroni molekuly. Vysledkem je vysoko energiova forma molekuly s rozdilnou
elektronovou geometrii, ale bez velké zmény v pohybu jader.

Tento stav nazyvame virtudlnim stavem molekuly, nebot” zddny normalni energiovy stav
nedokaze popsat tuto elektronovou konfiguraci. Navic energie tohoto stavu a rozlozeni
elektroni pfimo zavisi na frekvenci svételného zdroje. Virtudlni stavy jsou nestabilni a
okamzité dochézi k uvolnéni rozptyleného fotonu.

Virtualni
stavy

n e
Vibra¢ni

A v stavy

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obr. 6: Znazornéni Stokesova, Rayleigho a anti-Stokesova rozptylu. Pfevzato a upraveno
z [6].

Rayleigho proces je nejintenzivnéjsi, protoze vétSina fotonli se takto rozptyluje. Nedochazi
k pfenosu energie, tudiz rozptyleny foton ma stejnou energii jako foton dopadajici.

cwwr

energie molekulou a povysSeni do vyssiho vibra¢niho stavu (n). Tento jev se nazyva Stokesuv
rozptyl.

Vlivem termalni energie se mohou nékteré molekuly nachazet ve vy$sim vibra¢nim stavu (n).
Rozptyl, ktery vede k pfechodu molekuly ze stavu n do nejnizs§iho stavu m, se nazyva anti-
Stokestv rozptyl.

Relativni intenzita téchto dvou procesii je déna populaci jednotlivych stavii molekuly.
Populaci jednotlivych stavii 1ze zjistit pomoci Boltzmannova vztahu [6],

Nn In _(En - m)

N, g exp I T l (1.4)
N, je pocet molekul v excitované vibra¢ni hladin¢ (n),

N,,, je poCet molekul v zakladni vibra¢ni hladiné (m),

g je degenerace stavlii n a m,

E, — E,, je rozdil energii mezi vibra¢nimi stavy,

k je Boltzmannova konstanta,

T je teplota.
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Pti pokojové teploté bude zaplnéni vyssich vibracnich stavii nizké. To je diivod, pro¢ je anti-
Stokestv rozptyl slabsi ve srovnani se Stokesovym rozptylem. Ptiklad naméfeného spektra je
ukdzan na obr. 7.
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Obr. 7: Porovnani signalu Stokesova a anti-Stokesova rozptylu. Pfevzato a upraveno z [29].

Obvykle v Ramanoveé spektroskopii vyuzivame rozptylené fotony snizsi energii, tedy
Stokestv rozptyl. Nékdy je ovSsem vhodné pouzit anti-Stokesuv rozptyl, naptiklad pokud se
chceme vyhnout signalu vzniklému fluorescenci. Rozdil v intenzitdch Stokesova rozptylu a
anti-Stokesova rozptylu mtize poslouzit K vypoctu teploty.

Na obrazku 6 lze také ilustrovat rozdil mezi infracervenou absorpci a Ramanovym rozptylem.
Jak jiz bylo naznaeno v piedchozi kapitole, infraervend absorpce zahrnuje pfimou excitaci
molekuly ze stavu m do stavu n fotonem o energii, ktera odpovida rozdilu téchto dvou stavi.
Kdezto Ramanova spektroskopie pouziva mnohem vyssi energii dopadajiciho zafeni a méfi
rozdil dopadajiciho a rozptylen¢ho fotonu.

1.2.3 Elektronova konfigurace a Hooktiv zakon

Kazda molekula obsahuje mnoho vibra¢nich a rotacnich stavli. Na obrazku 8 je znazornéna
Morseho kiivka, jez popisuje pfiiblizny prubéh zakladniho energiového stavu molekuly
Vv zavislosti na vzdalenosti jader.
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Obr. 8: Prub¢h zakladniho energiového stavu molekuly v zavislosti na vzdalenosti jader.
Pievzato a upraveno z [6].

Jsou-li jadra daleko od sebe, chovaji se jako volné atomy. Kdyz se k sobé dostatecné ptiblizi,
vznikne mezi nimi vazba. Mezijaderna vzdalenost, ve které ma molekula minimalni energii,
se nazyva vazebna délka. Ne vSechny energie jsou dostupné, jelikoz molekula vibruje. Proto
do tohoto modelu musime pfidat vibraéni stavy, které jsou kvantovany.

Prvni hladina (v = 0) je zékladni vibra¢ni stav, ve kterém molekula nevibruje. Druhé hladiny
(v = 1) molekula dosahne, pokud absorbuje kvantum energie a dojde k vibracim. Energiové
rozdily mezi vy$8imi hladinami jsou piiblizné (ale ne piesn€) stejné jako kvantum energie pti
prechodu ze stavu 0 do stavu 1. K pfechodim ptes nékolik kvantovych stavii dochazi
v Ramanové spektroskopii vyjimecné a jsou velmi slabé.

vvvvv

a pro prehlednost je do grafu nezavadime.

Jelikoz Ramantv rozptyl je rychla udalost ve srovnani s pohybem jader, nedochézi béhem
rozptylu ke zméné mezijaderné vzdalenosti, viz obr. 8. Muzeme tedy jednotlivé hladiny
kreslit jako horizontalni ¢ary, energiové pfechody mezi nimi pomoci vertikalnich car (jak je to
znazornéno na obr. 6) a ostatni vlastnosti Morseho kiivky zanedbame.

Tvar Morseho kiivky je slozity pro vypocet energie jednotlivych hladin. Pro zjednoduSeni
vypoctu se pouziva harmonicka aproximace. Dojde k nahrazeni Morseho ktivky parabolou
vypoctenou pro dvouatomovou molekulu za pfedpokladu, Ze se jedna o kmitani dvou téles na
pruzing.

S timto pfistupem muzeme pouzit Hooktiv zékon. Vztah mezi frekvenci ¥ (v jednotkach cm’
1), hmotnosti kmitajicich atomt M, a My a silovou konstantou vazby dvouatomové molekuly
K ur¢ime takto [6, 30]:
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1 |K
V=— | (1.5)
2nc | U

kde c je rychlost svétla a u je redukovana hmotnost atomti definovana takto:

MaMp
=— 1.6
HE T, (1.6)
Tyto vztahy nam poskytnou jednoduchy odhad frekvenci jednotlivych dvouatomovych
molekul. Cim leh¢i atomy budou, tim vysSi bude i jejich frekvence kmitani. Napiiklad
molekula C-H vibruje kolem 3000 cm™ a C-1 vibruje pod 500 cm™ [6]. S rostouci pevnosti
vazby poroste také frekvence.

1.2.4 Vibrace molekul
Intenzivni Ramanovsky rozptyl pozorujeme u vibraci, které zpusobuje polarizace elektrona
kolem molekuly. Obvykle to jsou symetrické vibrace, jez davaji nejvétsi rozptyl. Naproti

tomu nejintenzivnéjsi infracervend absorpce je zpiisobena zménou dipolu, a to se nejvice
projevuje u antisymetrickych vibraci.

Specialni piipad nastava u stfedové symetrickych molekul, u kterych nemohou byt aktivni
zéarovenn Ramantuv rozptyl a infraCervena absorpce.

Pokud nedojde ke zméné energie elektronii v molekule (napf. excitaci), mize byt vibra¢ni
energie molekuly rozdélena na rizné ,,stupné volnosti. Tt1 stupné volnosti popisuji translacni
pohyb molekuly a tfi rotacni (s vyjimkou linearnich molekul, které maji pouze dva stupné
volnosti rotace). Pokud N udava pocet atomu v molekule, poté pocet celkovych moznych
vibraci je 3N — 6 pro vSechny molekuly kromé linearnich. Linearni molekuly maji 3N — 5
moznych vibraci.

Pro dvouatomové molekuly to znamend, Ze maji pouze jednu moznou vibraci. Napiiklad pro
molekulu O-O dochazi pouze k napinani vazby. Tato vibrace méni polarizaci molekuly, ale
neindukuje zménu dipélu. Z tohoto divodu kyslikovy plyn poskytuje pouze Ramaniiv rozptyl.

Ttiatomové molekuly maji tfi mody vibraci. Délime je na symetrické, antisymetrické a
deformacni vibrace. Obrazek 9 zobrazuje tyto tii druhy vibraci pro molekulu vody a oxidu
uhli¢itého. V tfiatomovych molekulach symetrické vibrace zapficinuji velkou zménu
polarizace, proto pievazuje Ramanav rozptyl. Deformacni vibrace zase zplsobuji dipoélovou
zménu, tedy prevazuje infracervena absorpce.
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Obr. 9: Znazornéni vibraci na molekulach vody a CO,. Pievzato a upraveno z [6].

1.2.4.1 Skupinové vibrace

Také musime brat v tivahu skupinové vibrace predtim, nez pfifadime vSechny naméfené
vibrace k spektralnim ¢aram. Dvé a vice vazeb vzajemné blizké polohou i energii spolu
mohou interagovat. Vysledkem je vibrace skupiny atomu, kterou pozorujeme v naméfeném
spektru. Vhodny ptiklad je skupina CH,. O této skuping spise fekneme, ze ma symetrické a
antisymetrické vibrace, nez abychom hovofili o dvou nezavislych vibracich CH vazby.

Na druhou stranu je mozné zabyvat se vazbami jednotlivé. A to bud’ v ptipad¢, kdy dochazi
k velkym rozdilim v energii vibraci vazeb, nebo kdyz jsou atomy v molekule dostate¢né
separovany. Piikladem takového piistupu je molekula CH3Br. C-H vazby musi byt brany jako
skupina CHs. Kdezto vibrace vazby C-Br jsou nezavislé na skupiné¢ CHs.

Obrazek 10 znazoriuje vibrace benzenu. Vlevo se nachazi molekula v rovnovazném stavu
S nazna¢enymi pohyby atomi. Vpravo jsou ukazany extrémni polohy tohoto pohybu.
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Obr. 10: Vybrané ukazky vibraci benzenu. A) Vibrace kolem 1600 cm™. B) Symetrické
,.dychani* benzenu v oblasti kolem 1000 cm™. C a D) Dvé& C-H vibrace kolem 3000 cm™.
Pievzato a upraveno z [6].
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1.2.5 Analyza Ramanovského spektra

Ramanova spektra nejsou na prvni pohled zavisla na chemickém slozZeni a skupenstvi vzorku.
Ze spektra nelze zfetelné poznat, zda se jedna o pevnou, kapalnou, ¢i plynnou latku, ale rizna
skupenstvi ovliviiuji intenzitu spektra. Obecné plati, Zze krystalické pevné latky mivaji
intenzivnéj$i spektrum, zatimco plynné latky a kapaliny slabsi spektrum. Tlak, orientace
krystalové miizky a Cistota vzorku mohou také ovlivnit tvar spektra, ale zména je vétSinou
nepatrnd. Spektrum je velmi citlivé na teplotu. Pasy jsou rozsifené pievazné diky fluorescenci,
vypaleni vzorku, slabému rozliSeni nebo zesileni slabych spekter pozadi (vody, skla).

Pii vyhodnocovani spektra musime brat v uvahu vse, co vime o méfeném vzorku. Znalost
skupenstvi, ¢istoty vzorku, zpisob piipravy vzorku a vliv méficich pfistroji umozni 1épe
interpretovat naméfena spektra.

K pfifazeni jednotlivych car k vibracim pouzivaji moderni laboratofe knihovny, ve kterych
jsou kompletni spektra elektronicky uloZena. Dnes jiz vétSina spektrometrii obsahuje software
K rozliSeni podobnosti a rozdili mezi naméfenym spektrem a spektrem standardu. Diky tomu
mohou byt jednotlivé slozky jednoduse identifikovany.

Dalsi zpisob identifikace je pomoci teoretickych vypocti pouzitim metody funkcionalu
hustoty (DFT, density funcional theory). Velkou vyhodou je piesnéjsi odhad povahy vibraci, a
Z toho piesngj$i ureni molekulové struktury.

Prestoze Ramanovu spektroskopii prevazné spojujeme s kvalitativni analyzou, kvantitativni
analyza je také mozna. Kvantitativni analyza je zaloZena na principu linearni superpozice.
Ramanovské spektrum vzorku je rovno souctu vazenych spekter jednotlivych komponent
obsazenych ve vzorku [30].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Bakterie

Béhem experimentu se méfilo téchto Sest bakterii:

Escherichia coli, CCM 3954

Staphylococcus aureus, CCM 4223

Staphylococcus aureus, CCM 4750 (MRSA-meticilin rezistentni)
Staphylococcus aureus, CCM 3953 (MSSA-meticilin sensitivni)
Staphylococcus sciuri

Staphylococcus pseudointermedius

oukrwdpE

Prvni &tyfi bakterie pochazeji z Ceské sbirky mikroorganizmi a posledni dvé jsou z Narodni
referencni laboratofe pro stafylokoky. Kmeny byly identifikovdny pomoci metody matrici
asistovand laserova desorpce kombinovand s hmotnostnim spektrometrem a analyzatorem
doby priletu (MALDI-TOF MS).

Bakterie se kultivovaly ze zmraZenych vzork na Mikrobiologickém tustavu Lékatské fakulty
Masarykovy univerzity a Fakultni nemocnice u sv. Anny. Kultivace probihala 24 hodin na
agaru Mueller-Hinton pfi teploté 37°C.

2.1.1 Stafylokoky

Stafylokoky jsou grampozitivni bakterie 0 velikosti kolem 1 um. Koky stafylokokti se formuji
do tvaru charakteristickych hroznt, viz obr. 11. VétSina kment se u lidi vyskytuje na sliznici
a na kuzi [31].

Klinicky vyznamnym druhem je Staphylococcus aureus. Jedna se o koagulaza-pozitivniho
stafylokoka, ktery mize zptsobovat rizna infekéni onemocnéni. Obzvlast’ odolné vici 1é¢bé
jsou meticilin rezistentni kmeny.

Staphylococcus sciuri a Staphylococcus pseudointermedius na rozdil od Staphylococcus
aureus koaguldzu neprodukuji.

2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni ty¢inkovita bakterie, ktera se vyskytuje ve stievnim traktu
savcl jako normalni soucast mikroflory. Presto n€které kmeny mohou zplsobovat infekci
v lidské travici soustavé. Navic E. coli je nejcastéji izolovany patogen zpusobujici infekci
mocovych cest [31].
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Obr. 11: Obraz shlukti meticilin rezistentniho Staphylococcus aureus. Obraz byl pofizen
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu se zvétSenim 4780x. Pievzato a upraveno z

[32].

2.2 Popis aparatury

2.2.1LIBS

Experimenty probihaly na dvou pfistrojich v laboratoii podskupiny Laserové spektroskopie na
Ustavé fyzikalniho inZenyrstvi Fakulty strojniho inZenyrstvi na Vysokém udeni technickém
v Brné. Byly pouzity dvé aparatury, aby se urcilo, ktera sestava se lépe hodi na méfeni
bakterii. Pfi pouziti obou pfistroji je navic mozné pouzit dvé namétena spektra a piispét
k lepsimu rozliseni vzorku.

Prvni sestava obsahuje pulzni laser Brilliant b (Quantel, FR), ktery pracuje na vinové délce
1064 nm s délkou pulzu 4 ns. Laserovy pulz je veden pomoci zrcadel do interakéni LIBS
komory. Nasledné se laserovy pulz fokusuje na vzorek pomoci objektivu skladajiciho se ze tti
¢ocek (Sill Optics, DE) o ohniskové vzdalenosti 25 mm.

Zateni vzniklého plazmatu je zachyceno achromatickym kolimaénim systémem zrcadel CC52
(Andor, UK) a vedeno optickym kabelem (@40 um, Thorlabs, USA) do spektrometru typu
echelle Mechelle 5000 (Andor, UK; rozsah vlnovych délek: 200-975 nm, apertura: F/7,
spektralni rozliseni: 6000 A/AX). Spektralné rozliSené zateni se zaznamena ICCD kamerou
iStar 734i (Andor, UK; 1024 x 1024 pixelu, efektivni velikost pixelu 19,5 x 19,5 pm).
Zacatek a délku snimani spektra kontroluje pulzni generator DG535 (Stanford Research
System, US) a specialni elektronika vyvinuta v laboratofi LIBS. VSechny zminéné zafizeni
jsou tizeny pocitac¢em.

Obrazek 12 ukazuje schéma pouzité aparatury.
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Obr. 12: Schéma méfici aparatury. 1) excitaéni laser Quantell Brilliant B, 2) LIBS interakéni
komora, 3) spektrometr Andor Mechelle 5000, 4) ICCD kamera Andor iStar 734. Prevzato a
upraveno z [33].

Druhym systémem je komercéné dostupny ptistroj Sci-Trace (Atom Trace, CZ) tvotfeny skiini,
ve které se nachazeji pristroje a LIBS interakéni komory, viz obr. 13 a 14. Vzduchotésna
komora je uchycena na optické lavici, jeZ se nachazi na horni desce skiiné. Jako zdroj
laserového zafeni se pouziva pulzni Nd:YAG laser Quantel CFR-400 b (Quantel, FR) s
frekvenci 20 Hz na vinové délce 532 nm, s délkou pulzu 10 ns a primérem laserového svazku
8 mm. Laserovy svazek se zavadi do interakéni komory sérii laserovych zrcadel a je
fokusovany na vzorek pomoci objektivu skladajiciho se ze tii ¢ocek (Sill Optics, DE) o
ohniskové vzdalenosti 32 mm.

Zateni plazmatu je zachyceno koliméatorem, ktery se skladd z kombinace ¢ocek (100 mm
CaF2 a 75 mm UVFS; Thorlabs, US), a vedeno do spektrometru typu echelle Emu-65
(Catalina Scientific, US). Spektraln¢ rozlisené zafeni se poté zaznamenava EMCCD kamerou
Falcon blue (Raptor, IE). Synchronizaci laseru a kamery zabezpecuje pulzni generator 9200
Sapphire (Quantum Composers, US).
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Obr. 13: Fotka komeréniho systému Sci-Trace (Atom Trace, CZ).

Obr. 14: Detail interak¢éni LIBS komory systému Sci-Trace (Atom Trace, CZ).
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2.2.2 Ramanova spektroskopie

Méfeni Ramanovy spektroskopie probihalo na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd
Ceské republiky. Experimenty se provadély na komeréné dostupném Ramanové mikroskopu
inVia Reflex (Renishaw, UK), viz obr. 15.

K excitaci se pouzival diodovy laser o vinové délce 785 nm. Laserové zafeni bylo na vzorek
fokusovano pomoci objektivu Leica 50x (NA 0,5). Stopa svazku na vzorku je ve tvaru
obdélniku 3 x 10 um. Rozptylené zafeni je zachyceno optickou soustavou a pfivedeno do
spektrometru (oblast snimani spektra 600-1700 cm™).

Obr. 15: Fotka komeréniho Ramanova mikroskopu inVia Reflex (Renishaw, UK). Pievzato z
[34].

2.3 Metodika méreni

2.3.1 Ramanova spektroskopie

Po vypéstovani se bakterie nejdiive méfily Ramanovou spektroskopii. Bakterie béhem méteni
zustaly v Petrino misce. Kazdy vzorek se zméfil desetkrat na rtznych mistech. Perioda
jednoho méteni byla 15 s.

2.3.2 LIBS

Energie laserového pulzu byla nastavena na 50 mJ. Je znamo, Ze se vrUstajici intenzitou
laserového pulzu dochazi k potladeni matri¢niho efektu. S ohledem na tento fakt byla zvolena
minimalni energie, pii které vznikalo spektrum s dobie identifikovatelnymi spektralnimi
carami zékladnich prvki. Zafeni plazmatu se zacalo snimat 1,2 pus po dopadu laseru a snimani
probihalo po dobu 50 ps.

Béhem LIBS méfeni zistaly bakterie opét v Petrino misce. Vybrala se oblast s vysokou
koncentraci bakterii, viz obr. 16. Zde se vytvotila obdélnikova sit’ 25 x 10 bodu a v kazdém
bod¢ probéhlo jedno méteni. Vzdalenost jednotlivych bodl byla 0,65 mm. Velikost abla¢niho
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krateru se pohybovala v zavislosti na misté dopadu na vzorku v rozmezi 0,2 — 0,6 mm. Na
obrazku 14 mizeme vidét, ze na n€kterych mistech vzorku se neméfily vypéstované bakterie,
ale jenom samotny agar. Spektrum agaru vSak bylo mozné od spektra bakterii odlisit a
z vysledku odfiltrovat (viz kapitola 3.1.1 Pfiprava méfeni).

Téchto 250 spekter se sefadilo podle totalni emisivity od nejintenzivnéjSiho po nejméné
intenzivni tak, Ze se seCetly intenzity pfes vSechny vilnové délky. Jedna se 0 jeden z b&zné
pouzivanych postupt pfi tiidéni spekter. Tridéni umoznilo spektra agaru filtrovat a zkoumat
pouze spektra bakterii.

Z namétenych dat byly odstranény extrémni piipady. Tato extrémni spektra mohla vzniknout
chybou méfeni, nehomogenitou na vzorku, anebo se jedna o spektra agaru. Z téchto divodu se
vybralo padesat spekter a vzdy se jednalo o padesaté az sté nejintenzivngjsi spektrum z 250
namétenych.

Obr. 16: Fotka vypéstovanych kolonii Staphylococcus aureus. 250 LIBS méfeni probéhlo na
oblasti 16,25 x 6,5 mm.

2.3.3 Skalovani spektra

Jelikoz by spektra Ramanovy spektroskopie a metody LIBS mély mit v dalSim zpracovani
stejnou vahu, bylo nutné spektra skéalovat. Spektra jsem Skaloval tak, aby minimum spektra
melo hodnotu 0 a maximum bylo rovno 1 dle vztahu:

X; — min x 2.1)

Yi = haxx — min ¥
kde y; i-ta transformovana hodnota, x; je i-ta pivodni hodnota a min x, max x jsou minimalni
a maximalni hodnoty zkoumaného spektra.

Skalovanim spekter ztracime &ast informace. Skalovani napiiklad znemozni kvantitativni
analyzu, ta ale pro rozliSeni vzorkli neni nezbytna. Navic fluktuace intenzity jednotlivych
spekter u jednoho vzorku je tak velkd, ze kvantitativni analyza neni mozna (viz obrazek 17,
kapitola 3.1.1 Pfiprava meéteni). Mnohem dilezitéjsi je zachovani poméri Car ve spektru,
které transformace neovlivni.

25



Skalovani, tiprava dat a vazani spekter do jedné matice prob&hlo v programu RStudio [35].
Poté byly vzorky analyzovany metodou hlavnich komponent.

2.3.4 Analyza hlavnich komponent

Utelem metody hlavnich komponent (PCA, principal component analysis) je redukce poétu
znakl bez velké ztraty informace. Techniku lze popsat jako metodu linearni transformace
ptivodnich znakii na nové, nekorelované proménné nazvané hlavni komponenty [16].

Kazdd hlavni komponenta ptedstavuje linearni kombinaci ptivodnich znakid. Zakladni
vlastnosti kazdé hlavni komponenty je jeji mira variability. Hlavni komponenty jsou sefazeny
podle velikosti variability od nejvétsiho po nejnizsi. VétSinu informace o variabilité
puvodnich dat obsahuje prvni hlavni komponenta, nejméné posledni. Ma-li n&jaky znak

malou variabilitu, neni schopen ptispivat k rozliSeni mezi objekty.

Tato technika je vhodna pro zobrazeni vicerozmérnych dat, protoZe namisto analyzy celého
poctu znaki staci vySetfit pouze nckolik nekorelovanych hlavnich komponent. Navic
predpokladame, ze nevyuzité hlavni komponenty obsahuji malé mnozstvi informace [16].

2.3.4.1 Princip metody analyzy hlavnich komponent
PCA rozd¢luje zdrojovou matici X na strukturu (prvni hlavni komponenty) a Sum (ostatni
zbyvajici hlavni komponenty). Model hlavnich komponent ma pak tvar [16]

X = TPT + E = struktura dat + $um. (2.2)

Kde X(n X m) je zdrojova matice, ktera obsahuje n objektli (méfeni) a m znakt (relativni
intenzita jednotlivych vInovych délek). T je matice komponentniho skére, PT je
transponovand matice komponentnich vah a E oznacuje matici rezidui.

Zamérem metody je nadale vyuzivat jenom soudin TPT namisto ptivodni matice X. Timto
oddélime $um od struktury dat TPT. Rovnici 2.2 Ize rozepsat pro N hlavnich komponent takto
[16]:

X =t;p! + t,pf + -+ typk + E. (2.3)

Matice rezidui E ukazuje, jak dobie jsou objekty prolozeny modelem. Vahova matice P
informuje o vztahu mezi ptivodnimi znaky m a hlavnimi komponentami.

Hlavni komponenty maji spolecny pocatek, ktery odpovida primérnému objektu neboli t&zisti
celého shluku objekt. Soutadnice kazdého objektu na osach hlavnich komponent nazyvame
skore. Projekce i-tého objektu na prvni hlavni komponentu PC1 znaci skore t;; [16].

vvvvvv

Jedna se o zobrazeni dvou vektori skore vynesenych v systému kartézskych os v zavislosti
prvniho na druhém. Vyneseni vektord skére odpovidd vyneseni objektli v prostoru hlavnich
komponent. Nejcastéji se vyuziva zobrazeni zavislosti skore PC1 na skére PC2. Coz je
pochopitelné, protoze jde o dva sméry, podél kterych vykazuje shluk objekti nejvétsi (PC1L) a
druhé nejvétsi (PC2) rozptyleni. Existuje ale fada tloh, kdy je konkrétni informace schovana
v fad¢ ostatnich hlavnich komponent.

Graf komponentniho skore se vyklada takto[16]:
a) Objekty daleko od pocatku jsou extrémy. Objekty nejblize pocatku jsou

vvvvvv

26



b) Objekty blizko sebe si jsou podobné. Objekty daleko od sebe jsou si
nepodobné.

c) Objekty umisténé zfetelné v jednom shluku jsou si podobné a pfitom
nepodobné ostatnim objektliim. Dobte oddélené shluky prozrazuji, Ze 1ze nalézt
vlastni model pro samotny shluk. Jsou-li shluky blizko sebe, znamena to
zna¢nou podobnost objekti.

d) Videalnim piipadé byvaji objekty rozptylené po celé plose diagramu.
V opacném pfipad¢ je néco Spatného v modelu, obycejné je piitomen silné
odlehly objekt.

Casto se vyuziva i graf komponentnich vah. Tento graf zobrazuje vahu jednotlivych znakd
hlavni komponenty. Ukazuje, které znaky maji nejvetsi vliv na rozliSeni objekti. Nam tento
graf oznai spektralni Cary (respektive odpovidajici prvky), jejichz rozdilna intenzita ma
nejvetsi vliv na rozliSeni dvou vzork.

Oba grafy nam piinaseji cenné srovnani, jeden graf ptisobi jako dopln€k druhého. Kombinaci
obou ziskame silny nastroj k rozliSeni vzorkti. Nejenze zjistime, jak vyrazn¢ se vzorky lisi, ale
také urcime, ¢im se li§i. Pfitom vibec nemusime pracné¢ porovndvat tisice naméienych
spekter.
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3 Vysledky
3.1 LIBS

3.1.1 Piiprava méreni

Nejprve byla porovnana ziskana spektra z obou LIBS zafizeni (viz obr. 17). Porovnani je
ukazano na primeéru tficeti spekter stafylokoku. Spektrum vytvofené na systému Sci-Trace
S laserem o vlnové délce 532 nm je mnohem intenzivnéj$i nez spektrum namétfené pomoci
sestavy s laserem o vlnové délce 1064 nm. Také je na obrazku 17 zobrazena fluktuace
intenzity tficeti jednotlivych spekter na ¢are Na | (588,98 nm). Pro dalsi méfeni byla z diivoda
lepsich vysledkt pouzita pouze sestava Sci-Trace.
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Obr. 17: Porovnani nameétenych spekter pomoci dvou LIBS aparatur. Horni obrazky ukazuji
prumérné spektrum stafylokoku vzniklé z ticeti méfeni. Dolni obrazky znazoriiuji fluktuaci
tficeti spekter u ¢ary Na I (588,98 nm).

Dale se srovnavala spektra bakterii se spektrem samotného agaru, viz obr. 18. Znovu se
porovnaval primér z 30 spekter bakterii s primérem z 30 spekter agaru. Vidime, Ze Cary
zakladnich prvki bakterii (Na, Ca, K) jsou mnohem intenzivnéj$i nez ve spektru agaru. Na
druhou stranu, ¢ara vodiku H | (656,28 nm) ma piiblizn¢ stejnou intenzitu u obou spekter.

28



Celkové spektrum

25000 H
—— Stafylokok
. — Agar
20000
3
S, 15000
©
=
N ]
o)
§ 10000
5000
0
T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
ViInova délka [nm]
Ca Il (393,36 a 396,85 nm) Na | (588,98 a 589,59 nm)
b 25000 -
— Stafylokok i‘afy'°k°k
— Agar 20000 — L
— 3000 —
3 3
S, S,
= 5 15000 1
N 2000 i
Q Q
= € 100004
1000
5000 -
0
04
T T T T T T T T T T T
393 394 395 396 397 5880 5885 5890 5895 5900 5905
VInova délka [nm] VInova délka [nm]
H | (656,28 nm) — igrm“k K | (766,44 a 769,88 nm)
20000 —— Stafylokok
7500 | —— Agar
5 < 15000
S, S,
o 5000 P
g 8
S S 10000 1
£ <
2500
5000 - k
04 o j\
T T T T T T T T T T T T T
654 655 656 657 658 659 765 766 767 768 769 770 771
Vinova délka [nm] VInova délka [nm]

Obr. 18: Porovnani intenzity spektra stafylokoku a agaru. Dale jsou zobrazeny intenzity
jednotlivych ¢ar (Ca, Na, H, K).
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Rozdil v intenzité spekter bakterii a agaru umozni odfiltrovat spektra agaru od spekter
bakterii.

3.1.2 Analyza spektra

V hlavnim experimentu se méfilo Sest vzorkd bakterii (v zdvorce jsou uvedeny pouzité
zkratky):

1. Escherichia coli, CCM 3954 (E coli)
2. Staphylococcus aureus, CCM 4223 (S aur)
3. Staphylococcus aureus, CCM 4750 (MRSA)
4. Staphylococcus aureus, CCM 3953 (MSSA)
5. Staphylococcus sciuri (S sci)
6. Staphylococcus pseudointermedius (S pse)

Na obrazku 19 Ize vidét vybrané ¢ary méfenych vzorkd. Jedna se o primér intenzit vznikly
z padesati spekter (viz kapitola 2.3 Metodika méfeni). Primérna spektra vSech vzorki jsou si
velmi podobnd. Obsahuji stejné spektralni ¢ary. To znamena, ze vzorky maji stejné prvkové

slozeni. Podle kvalitativni analyzy tedy jednotlivé bakterie neni mozné rozdélit.
Nejintenzivnéjsi ¢ary jsou vypsany V tabulce 1 a naznaceny v obrazku 20.
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Obr. 19: Primérna intenzita vybranych ¢ar (Ca, Na, H, K) bakterii.
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Tabulka 1: Nejintenzivnéjsi ¢ary spektra a odpovidajici prvky (I u prvku znaé¢i atomovou

Intenzita [a.u.]

Obr. 20: Pramérné LIBS spektrum vzniklé z 50 naméfenych spekter bakterii S vyzna¢enymi

¢aru a II spektralni ¢aru jednou ionizovaného prvku).

Cislo &ry Namérena vinova Odpovidajici ¢ara Prvek
délka [nm] v NIST [36]
1 393,34 393,366 Call
2 396,82 396,847 Call
3 588,98 588,995 Na |
4 589,54 589,592 Na |
5 656,24 656,279 H
6 744,24 744,229 N |
7 746,84 746,831 N |
8 766,46 766,490 Kl
9 769,84 769,896 Kl
10 777,18 777,194 Ol
11 777,40 777,417 Ol
12 821,64 821,634 N |
13 844,64 844,676 Ol
14 868,02 868,028 N |
15 868,34 868,340 N |
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spektralnimi carami.
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3.1.3 Tridéni pomoci PCA

Padesat $kalovanych spekter (viz kapitola 2.3.3 Skalovani spektra) od kazdého vzorku se
analyzovalo metodou hlavnich komponent. Obrazky 21 a 22 zobrazuji vyneseni jednotlivych
spekter do prostoru prvni (PC1), druhé (PC2) a tfeti (PC3) hlavni komponenty.
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Obr. 21: Vyneseni spekter do prostoru hlavnich komponent. Prvni graf ukazuje zavislost
skoére PC1 na PC2 a druhy ukazuje zavislost skore PC1 na PC3.
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Obr. 22: Vyneseni spekter do prostoru hlavnich komponent. Graf ukazuje zavislost skore
PC2 na PC3.

Mira variability prvni hlavni komponenty byla 24 %, kdezto u druhé a u tieti to byla jenom
2 %. To lze vidét i1 z grafu, ze nejvétsi rozptyl je v prvni hlavni komponenté. Grafy zavislosti
PC1 na PC2 a PC1 na PC3 maji ptiblizné stejnou vypovidaci hodnotu. PC2 na PC3 nedokéaze
rozlisit zadny kmen bakterii.

Na obrazku 23 jsou zobrazeny grafy komponentnich vah. Lze urcit, Ze rozptyl prvni hlavni
komponenty je zplsoben piedev§im zmeénou pozadi spekter. Kdezto v druhé a treti
komponenté maji nejvétsi vahu jednotlivé spektralni atomové ¢ary. Ty samy o sobé nedokazi
rozli$it latky s velmi podobnym prvkovym slozenim. Zato zména spektralniho pozadi, ktera je
zpusobena hlavné matricnim efektem, uz nékteré vzorky rozlisi. Matri¢ni efekt totiz ovliviiuje
teplotu plazmatu a elektronovou hustotu plazmatu [37]. Ob¢ tyto charakteristiky maji vliv na
naméiené spektrum.

Z grafu zavislosti PC1 na PC2 dokédzeme rozlisit 4 shluky:

1. Staphylococcus pseudointermedius

2. MSSA

3. E.colia MRSA

4. Staphylococcus sciuri a Staphylococcus aureus

Blize se zanalyzuje tieti a ctvrty shluk. Kdyz se shluky budou analyzovat samostatné bez
ostatnich vzorkt, pak dojde k ptfepocitani hlavnich komponent a lepSimu rozliSeni. Vysledek
je patrny na obr. 24. Zatimco Staphylococcus sciuri a Staphylococcus aureus se po samostatné
analyze daji rozeznat. E. coli a MRSA odlisit nelze.
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Obr. 23: Zobrazeni komponentnich vah u prvnich t#i hlavnich komponent.
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Obr. 24: Prvni graf ukazuje analyzu pouze E. coli a MRSA a druhy graf zobrazuje analyzu
Staphylococcus pseudointermedius a Staphylococcus aureus. Oba grafy ukazuji zavislost

skore PC1 na PC2.

Aby byla zjiSténa opakovatelnost a schopnost rozliSeni bakterii, tak se zopakoval experiment
za stejnych podminek ve stejné oblasti. Naméfena spektra z prvniho a druhého experimentu se
zpracovala najednou, viz obr. 25.
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Obr. 25: Analyza spekter vSech vzorkl z prvniho a druhého méteni. Graf ukazuje zavislost
skore PC1 na PC2.

Spektra z druhého méfeni byla vétSinou zafazena ke spektrim z prvniho méfeni. Vyjimku
tvoti E. coli. U tohoto vzorku byla kultivace bakterii tenka, proto pfi druhém meéteni mohla
byt jeji tloustka vyrazné jina.

Druhy den bylo provedeno stejné méteni vSech vzorkll (v jiné oblasti). ZjiStovalo se, zda
dojde Kk rozeznatelné zméné bakterii. Analyza experimentu je zobrazena na obrazku 26.
Bakterie byly kultivovany pfi teploté 22°C a zméteny 24 hodin po prvnim experimentu.
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Obr. 26: Analyza spekter v§ech vzorki naméfenych prvni a druhy den. Graf ukazuje zavislost
skore PC1 na PC2.

Na obrazku 26 mizeme vidét, jak se za 24 hodin bakterie zménily. Druhy den Ize rozliSit
Staphylococcus pseudointermedius, MSSA, E. coli a MRSA. Staphylococcus sciuri a
Staphylococcus aureus se za jeden den pfili§ nezménily, ale druhy den je jiz bylo mozné od
sebe odlisit. To mize byt zpisobeno celou fadou faktori, napt. rozdilnou rychlosti kultivace
jednotlivych kment.

3.2 Ramanova spektroskopie

3.2.1 Analyza spektra

Z kazdého kmenu bakterie se naméfilo deset spekter. Na obrazku 27 je zobrazeno pramérné
spektrum vzniklé ze vSech naméfenych spekter. Zde jsou znazornény vibrace chemickych
latek. Pozorované vibrace jsou také vypsany v tabulce 2.
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Obr. 27: Primérné Ramanovo spektrum vzniklé ze vSech naméfenych spekter S vyznacenymi
carami.

Tabulka 2: Piehled pozorovanych ¢ar (past) a k nim pfifazena piedpokladana latka.

Cislo &ary VInoé&et [cm™] P\;‘g:, (;léleafllaslie
1 620 Fenylalanin
2 643 Tyrosin
3 723 Adenin
4 782 DNA, RNA
5 853-855 Tyrosin
6 897 C-O-C vibrace
7 932 C-C vibrace
8 1002 C-C vibrace
9 1030 Fenylalanin
10 1060-1096 DNA, RNA, lipidy
11 1158 Proteiny
12 1220-1295 Amid 111
13 1320-1340 DNA, RNA
14 1440-1460 CH,
15 1510-1570 Amid 1l
16 1640-1680 Amid |
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3.2.2 Ttidéni pomoci PCA

Skalovana Ramanova spektra se poté analyzovala metodou hlavnich komponent. Zavislost
skore PC1 na PC2 je zobrazena na obr. 28. Touto technikou lze rozlisit pouze Ramanova
spektra MSSA a Staphylococcus aureus.
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Obr. 28: Analyza Ramanovych spekter pomoci PCA. Graf ukazuje zavislost skore PC1 na
PC2.

3.3 Spolecna analyza dat

Ke spole¢né analyze dat ziskanych pomoci dvou rozdilnych metod je mozné pfistoupit rizng.
V této praci bylo vyuzito postupu popsaného skupinou Marka Hoehse [17]. Vzalo se
Skalované spektrum z metody LIBS a za néj se zatadilo Skdlované spektrum z Ramanovy
spektroskopie. Problém byl v tom, Ze bylo naméteno 50 spekter metodou LIBS a k tomu 10
Ramanovych spekter u kazdého vzorku. Proto se Ramanova spektra pétkrat duplikovala
(takze jich bylo 50) a nahodné se piifadily ke spektrim LIBSu.

Takto nové vytvotrend spektra byla podrobena analyze hlavnich komponent. Obrazek 29
znazoriuje zavislost skore PC1 na PC2.
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Obr. 29: Spolec¢na analyza naméfenych spekter pomoci PCA. Graf ukazuje zavislost skore
PC1 na PC2.

Na prvni pohled rozliSime pét shluki. E. coli a MRSA se na obrazku 29 piekryvaji. Kdyz se
tyto dva vzorky analyzovaly samostatné, pak doslo k jejich oddé€leni, viz obr. 30. Kombinaci
obou metod tedy bylo dosazeno tuplného rozdéleni vSech Sesti kment bakterii do
samostatnych shluk.
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Obr. 30: Analyza svazanych spekter E coli a MRSA .Graf ukazuje zavislost skore PC1 na
PC2.
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4 Zavér

Cilem této prace bylo ovéfit analytické mozZnosti metody LIBS a Ramanovy spektroskopie
pro rozliSeni nékolika kment bakterii. Pomoci obou metod bylo zméfeno Sest riznych kment
bakterii (Staphylococcus aureus, meticilin rezistentni Staphylococcus aureus, meticilin
sensitivni Staphylococcus aureus, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus pseudointermedius a
Escherichia coli).

Nameétend spektra byla roztiidéna technikou analyzy hlavnich komponent. Bylo zjisténo, ze
pomoci Ramanovy spektroskopie je mozné rozliSit dva kmeny bakterii (Staphylococcus
aureus a meticilin rezistentni Staphylococcus aureus) a pomoci metody LIBS dokonce Ctyti
(Staphylococcus sciuri, Staphylococcus aureus, meticilin sensitivni Staphylococcus aureus a
Staphylococcus pseudointermedius). Kombinaci obou metod byly bakterie rozdéleny do péti
diskrétnich shlukd. Ve spoleéném shluku zustaly Escherichia coli a meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus. Po samostatné analyze se podatilo rozlisit i tyto dva druhy.

Metodou LIBS byl také sledovan vliv doby kultivace na vzorky bakterii. Na zakladé méteni
provedenych s odstupem 24 hodin bylo mozné pozorovat zménu u Ctyi kmenli bakterii
(Staphylococcus pseudointermedius, meticilin sensitivni Staphylococcus aureus, Escherichia
coli a meticilin rezistentni Staphylococcus aureus), zbylé dvé bakterie zistaly nezménéné
(Staphylococcus sciuri, Staphylococcus aureus).

Charakter biologickych vzorkt vyzadoval, aby se bakterie vypéstované na Mikrobiologickém
ustavu Lékatrské fakulty Masarykovy univerzity a Fakultni nemocnice u sv. Anny mé&fily ve
stejny den na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd Ceské republiky a v laboratoti LIBS
na VUT v Brn¢. Piedevsim z nutnosti sladéni pracovnikt téi védeckych instituci do jediného
dne se nepodafilo dokon¢it méteni bakterii v rizném nutri¢nim ¢i toxickém prostiedi do data
odevzdani prace.

Identifikace bakterii pomoci Ramanovy spektroskopie a metody LIBS je teprve na pocatku
své cesty. Témito metodami zatim nejsme schopni bakterie spolehlivé identifikovat. Z
vysledki této prace lze ale usuzovat, ze kombinace Ramanovy spektroskopie a metody LIBS
je diky komplementirnim informacim vhodna pro rychlé rozliSeni jednotlivych kmenti a
druhti bakterii. Navic bylo zjisténo, ze pomoci metody LIBS lze u nékterych kment bakterii
rozeznat zmeény vzniklé délkou kultivace.
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datek A: seznam obrazku a tabulek

. 1: Obecné pfistrojové vybaveni metody LIBS. Pfevzato a upraveno z [22].........cccceeueee. 5
. 2: Zivotni cyklus LIBS plazmatu. Pfevzato a upraveno z [20]. .....c..coevereerreeerrusrenreceenenn. 6
. 3: Vyvoj plazmatu a vhodny interval pro zaznam spektra. Prevzato z [21]. .......ccccceennnne 7
. 4: Znazornéni Gaussova, Lorentzova a Voightova profilu. Pfevzato a upraveno z [22]...9
. 5. Schéma vzniku rezonanc¢ni absorpce. Pfevzato a upraveno z [22]. ......ccccooevverivinene. 10
. 6: Znazornéni Stokesova, Rayleigho a anti-Stokesova rozptylu. Pievzato a upraveno

1 1) PRSPPSO 13
. 72 Porovnani signalu Stokesova a anti-Stokesova rozptylu. Pfevzato a upraveno z [29].14

. 8: Pribéh zékladniho energiového stavu molekuly v zavislosti na vzdéalenosti jader. .... 15
. 9: Znazornéni vibraci na molekulach vody a CO,. Pievzato a upraveno z [6]. ............... 17
. 10: Vybrané ukazky vibraci benzenu. A) Vibrace kolem 1600 cm™. B) Symetrické
,,dychani“ benzenu v oblasti kolem 1000 cmt Ca D) Dv¢ C-H vibrace kolem 3000
cM™L. PYevzato a upraveno Z [B]........oo.vveveeceivieeeeeeeseeesseessessess s 18

. 11: Obraz shlukd meticilin rezistentniho Staphylococcus aureus. Obraz byl pofizen
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu se zvétSenim 4780x. Pievzato a
UPFAVENO Z [B2]. ettt bbbttt bbbt 21
12: Schéma méfici aparatury. 1) excitacni laser Quantell Brilliant B, 2) LIBS interakéni
komora, 3) spektrometr Andor Mechelle 5000, 4) ICCD kamera Andor iStar 734.

Prevzato a upraveno Z [33]. ..o 22
13: Fotka komeréniho systému Sci-Trace (Atom Trace, CZ)........ccocevvreniiiiniennsneienn 23
14: Detail interakéni LIBS komory systému Sci-Trace (Atom Trace, CZ).........ccccoeuee. 23
15: Fotka komer¢niho Ramanova mikroskopu inVia Reflex (Renishaw, UK). Pfevzato z

72 TSP USSP UPRURTURTRS 24
16: Fotka vypéstovanych kolonii Staphylococcus aureus. 250 LIBS méteni probéhlo na

0blasti 16,25 X 6,5 MM ..o 25

17: Porovnani naméfenych spekter pomoci dvou LIBS aparatur. Horni obrazky ukazuji
pramérné spektrum stafylokoku vzniklé z tficeti méfeni. Dolni obrdzky znazorfuji

fluktuaci tticeti spekter u ¢ary Na I (588,98 ). ....oevvviieiiiiiiiiii e 28
18: Porovnani intenzity spektra stafylokoku a agaru. Dale jsou zobrazeny intenzity
jednotlivych Car (Ca, Na, H, K)..ooooooiiiiiiii e 29
19: Primérnd intenzita vybranych ¢ar (Ca, Na, H, K) bakterii..........c.cccceovriiiiiniiinnnns 30
20: Primérné LIBS spektrum vzniklé z 50 namétenych spekter bakterii s vyznacenymi
SPEKLTAINIMI CATAMI. ..ottt 31
21: Vyneseni spekter do prostoru hlavnich komponent. Prvni graf ukazuje zavislost
skore PC1 na PC2 a druhy ukazuje zavislost skore PC1 na PC3. .........cccoeiiiiinnnnn. 32
22: Vyneseni spekter do prostoru hlavnich komponent. Graf ukazuje zavislost skore PC2
NAPCS. s 33
23: Zobrazeni komponentnich vah u prvnich tfi hlavnich komponent. .............c.cccoeeene. 34

24: Prvni graf ukazuje analyzu pouze E. coli a MRSA a druhy graf zobrazuje analyzu
Staphylococcus pseudointermedius a Staphylococcus aureus. Oba grafy ukazuji

Zavislost SKOTE PC1 na PC2.....uiiiiiii s 35
25: Analyza spekter vSech vzorkid z prvniho a druhého méteni. Graf ukazuje zavislost
SKOTE PCT NA PC2. ..ottt et ae e s e e ennee e 36
26: Analyza spekter vSech vzorkli namétenych prvni a druhy den. Graf ukazuje zavislost
SKOTE PCT DA PC2. .ttt 37
27: Primérné Ramanovo spektrum vzniklé ze vSech naméfenych spekter s vyznacenymi
o723 21 1 1) RSP PR 38
28: Analyza Ramanovych spekter pomoci PCA. Graf ukazuje zavislost skore PC1 na
o O TSRO U TP UTPUPTUPRPRTOT 39
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Obr. 29: Spole¢na analyza naméfenych spekter pomoci PCA. Graf ukazuje zavislost skore

PCL NP2ttt bbbt 40
Obr. 30: Analyza svazanych spekter E coli a MRSA .Graf ukazuje zavislost skore PC1 na
P . bRttt 40

Tabulka 1: Nejintenzivnéjsi ¢ary spektra a odpovidajici prvky (I u prvku znac¢i atomovou ¢aru
a Il spektralni ¢aru jednou ionizovaného prvku).........cccvvviiiiiieiiiciicic 31
Tabulka 2: Piehled pozorovanych ¢ar (past) a k nim pfifazena predpokladana latka............. 38
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Dodatek B: seznam pouZitych znacek a zkratek

E
T

o =
mdmg

A TN DN S <
S O
> o<

e &S

3

XA T x

TmT xR

@)

LIBS

AES
LIPS
LSS

DFT

energie prvniho stavu

teplota plazmatu

elektronova hustota

energie vyssiho energiového stavu
energie nizsiho energiového stavu
frekvence

vlnové délka

Planckova konstanta

Sitka intervalu frekvenci

Sitka intervalu vlnovych délek

intenzita

plynova konstanta

rychlost svétla

molovéa hmotnost

pocet molekul v excitované vibra¢ni hladiné
pocet molekul v zékladni vibra¢ni hladiné
degenerace stavil

energie excitovaného vibrac¢niho stavu
energie zdkladniho vibra¢niho stavu
Boltzmannova konstanta,

frekvence (cm™)

hmotnost

Ludolfovo ¢islo

silova konstanta

redukovand hmotnost atomu

zdrojova matice

matice komponentniho skore
transponovana matice komponentnich vah
matice rezidui

hlavni komponenta

Spektroskopie laserem buzené¢ho plazmatu (Laser-Induced breakdown
spectroscopy)

Atomova emisni spektroskopie

Laser-induced plasma spectroscopy

Laser spark spectroscopy

funkcional hustoty (density funcional theory)

MALDI-TOF MS  Matrici asistovana laserova desorpce kombinovana s hmotnostnim

PCA

E coli
S aur
MRSA
MSSA
Ssci

S pse

spektrometrem a analyzatorem doby pruletu

Analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
Escherichia coli, CCM 3954

Staphylococcus aureus, CCM 4223

Staphylococcus aureus, CCM 4750

Staphylococcus aureus, CCM 3953

Staphylococcus sciuri

Staphylococcus pseudointermedius
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