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Abstrakt

Prace se zabyva mérenim a interpretaci NIR spekter bakteridlnich bunék a
vyzkumem biosenzorickych technik, vyuZivajici tuto analytickou techniku. Je zde
rozebran soucasny stav védéni voblasti NIR spektroskopie v mikrobiologii a
technologie optovlaknovych biosenzoril. Z rozboru vyplyva, Ze NIR je vhodnou
technikou pro prfimou molekularni analyzu bakterii, ktera vsak trpi nizkou citlivosti
a nedostatecnou interpretaci bakterialnich spekter. V dalsi casti prace je uveden
teoreticky rozbor technik spektralni analyzy a technologie optovlaknovych senzort.
V praktické casti prace jsou predstaveny experimenty a vyzkum vedouci k
odstranéni téchto nevyhod NIR spektroskopie v mikrobiologii. Je zde shrnuta rada
experimentt slouzici k interpretaci NIR spekter bakterii a navrh optovlaknového
senzoru pro zvysSeni citlivosti této techniky. V této praci byly urcéeny a Castecné
interpretovany spektralni regiony dilezité pro identifikaci bakteridlnich kment a
navrzen senzor pro analyzu bakterii, ktery je schopny klasifikovat kmeny na zakladé
105 zachycenych bunék. Tim byly splnény cile této prace.
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Abstract

This thesis deals with a measurement and interpretation of NIR spectra of bacterial
cells and design of biosensor using this analytical technique. In the first chapter,
there is introduction of current state of knowledge in the field of NIR spectroscopy
in microbiology and technology of fiber optic biosensors. The summary of this
chapter shows that NIR is a suitable technique for direct molecular analysis of
bacteria, but it suffers from low sensitivity and insufficient interpretation of
bacterial spectra. In the next part of the thesis, there is a theoretical background of
spectral analysis techniques and technology of fiber optic sensors. In the practical
part of this work, there is suggested the elimination of disadvantages of NIR
spectroscopy in microbiology by a series of experiments used for interpretation of
NIR spectra of bacteria and design of fiber optic sensor to increase sensitivity of this
technique. In this work, spectral regions important for the identification of bacterial
strains were determined and partially interpreted and the sensor for bacterial
analysis capable of classifying strains based on 105 captured cells was designed.
Therefore, the objectives of this work were fulfilled.
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1 UvoD

Tato prace se zabyva vyzkumem biosenzoru s moznosti analyzy
bakterialnich bunék v malych koncentracich. Buriky jsou analyzovany vyuZzitim NIR!
spektroskopie. Jak z rozboru souc¢asného stavu problematiky vyplyva (viz kap. 2),
NIR spektroskopie se tési soustavnému nartistu aplikaci v oblasti mikrobiologie, a
to zejména v ulohach identifikace bakterialnich kmeni. Tyto aplikace se nachazi ve
fazi pokusi o interpretaci a porozuméni spekter bakterii. Ale uz nyni je jasné, Ze
vyuziti NIR spektroskopie je logické vyusténi snah o rychlou analyzu bunék
vmalych koncentracich pomoci molekularné vibracnich technik. Potencial
molekularné vibracnich metod byl dostatecné prokazan pomoci spektroskopie
stredni infraCervené oblasti. MIR2 spektrum bakterii je v soucasné dobé pomérné
dobie prozkoumdano a Cemz svédc¢i rada védeckych publikaci i dedikovanych
piistroji pro identifikaci bunék pomoci MIR spekter. Nevyhodou zistava
komplikovana piiprava vzorku a omezeny vybér materidli vhodnych pro MIR.
Naproti tomu NIR spektrum bakterie doposud neni jednoznacné urcené, a i kdyz se
o interpretaci jednotlivych spektralnich ¢asti pokousi rada védeckych tymt, obecné
uznavana interpretace chybi. Vtéto praci jsou za pomoci 4 spektroskopickych
experimentl (v NIR regionu) identifikovany spektralni oblasti diilezité zejména pro
identifikaci bakterialnich kment. Uloha identifikace bakterialnich kment ¢asto (v
mikrobiologické, biochemické i medicinské praxi) vyZaduje moZnost vyhodnocovat
spektrum v nizkych koncentracich. Z tohoto diivodu byl navrzen senzor zaloZeny na
optovlaknové optice a kavitnim zesileni, ktery je schopen zmérit NIR spektrum ve
vybranych spektralni regionech z malého poctu bunék. Spojenim techniky
evanescentniho snimani s NIR spektroskopii vede k odemceni potencidlu této
analytické metody v mikrobiologii.

Uvedeny navrh miize poslouzit k vyrobé senzoru, ktery dokaze identifikovat
(nebo jinak klasifikovat - rlistovy cyklus, stav buiiky...) bakteridlni kmen na zakladé
105 bunék adherovanych na povrchu senzoru. Tato citlivost je zadsadni pro ur¢ovani
kment v medicinské mikrobiologii i mediciné.

1 Near Infrared Spectroscopy - Spektroskopie blizké infracervené oblasti.
2 Mid-Infrared Spectroscopy - Spektroskopie stiredni infracervené oblasti.
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2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Vtéto Casti prace jsou uvedeny nejdulezitéjSi publikace zabyvajici se
vyuzitim NIR spektroskopie v mikrobiologii, aplikacemi optovlaknovych biosenzort
vcetné technologie kavitniho zesilenti.

Rozbor publikaci o NIR spektroskopii je dlezity zejména kviili shrnuti
dosavadnich védomosti o NIR spektru bakterie. Jak bude ukazano, jasné stanovena
interpretace NIR spektra bunék doposud chybi a bude cilem praktické casti této
prace.

Nékteré optovlaknové senzory a jejich aplikace v biochemii jsou uvedeny
v kap. 2.2. Kvili nasazeni NIR spektroskopie byl vybran senzor s multividovym
vlaknem s kavitnim zesilenim (viz kap. 2.3). Jak je vidét z rozboru soucasného stavu
problematiky, toto unikatni reSeni, které umoznuje pfimou analyzu navazanych
bunék, nebylo doposud publikovano.

2.1 NIR spektroskopie v mikrobiologii

NIRS nachazi své uplatnéni predevSim v agronomii, potravinarstvi,
polymernim a petrochemickém primyslu, v biochemickém a farmaceutickém
pramyslu. To je dano predevsim jednoduchosti ptipravy vzorkil a silnou penetraci
svétla do vzorku. Metoda je neinvazivni a v porovnani s ostatnimi klasickymi
laboratornimi analytickymi postupy rychla a levna. Ztéchto diivodii se NIRS
masivné pouziva v kontrole a fizeni vyrobnich procesti ve vySe jmenovanych
odveétvi.

[ kdyZ je pro NIRS typické nasazeni v oblasti zemédélstvi (predevSim
kvantifikace vlhkosti, proteinti a mastnych kyselin v zemédélskych produktech [1]),
NIRS stale progresivnéji zasahuje do mikrobiologie, a to predevsim v aplikacich pro
odhaleni bakteridlni kontaminace potravinarskych produktii. Na poc¢atku 21. stoleti
zaCaly masivné vychazet publikace popisujici mozZnosti NIRS pro identifikaci
bakterialnich druht.

Prvni priikopnicka prace v této oblasti byla publikace autort L.E. Rodriguez-
Saony a kol.[2], kterd zkoumala moZznosti identifikace Sesti bakterialnich kmenfi.
Bakterialni buriky byly prefiltrovany pomoci filtracni membrany ze skelnych mikro-
vlaken (Whatman, Glass fiber filter) a z oxidu hlinitého (Whatman, Anodisc). NIR
spektrum dehydratované smési bylo nasledné zméreno technikou difusni
reflektance (DRIFT[3]), touto technikou lze mérit vzorky zptlisobujici silny rozptyl
svétla. Sest kment bylo zméfeno v riznych koncentracich. Timto postupem lze
determinovat Urovenn minimdalni koncentrace nutnou pro spolehlivou identifikaci
kmenti. Konstantni mnoZstvi bakterii na filtru bylo zajiSténo vaZenim mokré
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bakterialni pelety? (10 mg). ProtoZe spektralni kontury NIR spektra zpravidla
nejsou vyrazné (obr. 38), autofi zvyraznili zmény ve spektrech pomoci druhé
Savitzky-Golay derivace spektra [4] a pouzitim algoritmu pro potlaceni efektu
rozptylu svétla (Standard Normal Variate - SNV [5]). Jednim z cil{i experimentu byla
interpretace peaki typickych pro spektrum bakterialnich bunék, k tomu poslouZili
zmérena spektra =zakladnich bakteridalnich komponent (standard kyseliny
dioxyribonukleonové, glykogen standard, lecitin standard, standard kyseliny N-
acetylmuramové). Nejvyraznéjsi peaky spektra bakterii a jejich sloZek jsou uvedeny
v tab. 1.

Tabulka 1 - Interpretace peaki prrevzata z publikace [2]

Vinocet [cm™] Vin. délka Molekulova vazba
[nm]
5912 1691 C-H (1. overton) valen¢ni méd CH3
5776 1731 C-H (1. overton) valenéni méd CH2
5673 1763 C-H (1. overton) valen¢ni méd aromatickych CH skupin
5191 1926 0O-H valen¢ni mdéd a H-O-H deformacéni madd polysacharidd (peak byl pozorovan
u glykogenu a kyseliny N-Acetylmuramové)
5056 1998 N-H (1. overton) valenéni méd DNA
4865 2055 C-H amidové skupiny (A/l) v proteinech
4607 2171 C-H amidové skupiny (B/I1) v proteinech
4416 2264 C-H kombinovany méd v polysacharidech
4342, 4261, 2303, C-H, O-H, N-H vazby pozorované v kyseliné N-Acetylmuramové
4190, 4142, 2347,
4061 2387,
2414, 2462

VSechna spektra byla dekorelovana pomoci PCA [5], vystupni graf zobrazujici
skdre (prostor dany vypocitanymi ,hlavnimi“ komponentami) vykazoval zietelnou
klasterizaci dat podle bakteridlnich druhii (obr. 1). Na zakladé téchto poznatkd je
mozné Konstatovat, Ze DRIFT je velmi vhodnou a pfimocarou technikou pro méteni
dehydratované bakteridlni suspense a lze tak ziskat spektrum cisté biomasy na
zakladé které miize byt identifikovan kmen bakterii.

3 Bakterialni pelet je biomasa vznikla centrifugaci bakteridlniho roztoku.
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Faktor 2 @ E.Coli 1224

E.Coli HB101
E.Coli ATCC 43888

Bacillus amyloli- @ Pseudomonas aer.
guefaciens
/ Faktor 1
Faktor 3

@ Listeria innocua

Obrazek 1 - PCA vystup NIR spekter riznych bakterialnich kmenii [2].

L.E. Rodriguez-Saona v souvisejici studii [6] porovnaval Kklasifika¢ni
schopnosti modeld, postavenych na 4 rlznych technikdch méreni spekter. Pro
porovnani pouzil 6 bakterialnich kment a vysledky vyhodnocoval z klasterizace dat
v PCA skore prostoru. Porovnavané metody:

e Méfeni suspenze ve sklenéné kyveté (0,5 mm) - Spektra byla prikryta
absorpci vody. ProtoZe autoii vyuzivali spektralni oblast 1000-2500 nm, kde
je silnd absorpce O-H vazeb, tuto techniku nelze pro klasifikaci bakterii
vyuzit.

e Méfeni na IR kartach z por6zniho polyetylenu. Ukazalo se jako nezbytné
odstranéni supernatantu (dextr6zy), které rusi spektrum bakterii. | kdyZ byla
pozorovana klasterizace dat, nestabilita tloustky dehydratovaného filmu a
absorpce polyetylenu v oblasti 2272 - 2500 nm zlstava nevyhodou této
techniky.

e Filtrovani pomoci Anodisc membrany. Anodisc membrany zajiStuji
homogenni bakterialni film uZ pfi pouZiti 5 mg mokré pelety. Buniky byly
lyzovany pomoci hydroxidu sodného, ktery jesté zvysila meziklastrové
vzdalenosti v prostoru PCA skore.

e Primé méfeni lyofilizovaného vzorku se ukazalo jako tézko opakovatelné
(rozdilnd morfologie a distribuce ¢astic). DalSi moZnosti je resuspendace
lyofilizovaného prasku a filtrace pomoci Anodisc filmu. Tato technika
ukazuje podobné vysledky jako predchozi, ale primé filtrovani suspenze pres

vvvvvv

vzorku.
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V néasledujici studii L.E. Rodriguez-Saona a kol. [7] pouZili stejnou techniku
pro Kklasifikaci bakteridlni kontaminace dZusu. Autofi kontaminovali jablecny dZus
péti bakterialnimi kmeny a extrahovali bakterialni suspenzi filtraci. Po aplikaci
ethanolu, pouhy 1 mg bakteriadlni suspense prefiltrovany pres Anodisc filtr stacil pro
identifikaci kment bakterii. Spektra byla opét zpracovana druhou Savitzky-Golay
derivaci a pro dekorelaci dat poslouZila PCA transformace. Bylo moZné sledovat
dobrou klasterizaci dat v prostoru PCA skére. Podobnou Kklasterizaci vykazoval i
vystup algoritmu SIMCA. Timto postupem byla analyzovana i Cista bakterialni
2500 nm. Jako nejdtlezitéjsi peaky pro identifikaci bakteridlnich kment byly urceny
tyto:

Tabulka 2 - Interpretace peaki prevzata z publikace [7]

Vinocet [cm- | VIn. délka Molekulova vazba

] [nm]

4860, 4592 2058, 2178 N-H valen¢ni médy

4920 2033 C=0 karbonylové slouceniny

4688,4468 2133,2238 Kombinovany méd aminovych kyselin

4676 2138 HC=CH vazby

4400-4000 2273-2500 C-H overtony a kombinované mady lipid(i a karbohydratd

Je nutné podotknout, Ze pridany ethanol ovlivnil spektrum cisté bakterialni
biomasy, a to predevsim C-H valen¢ni moédy v amidech, tj. v oblastech 2127 -
2309 nma 2353 - 2500 nm.

Podobné vysledky prinesla identifikace bakterii extrahovanych piimo z
dZusu, avsak jen na urovni druhti. Kmeny E.Coli nebylo mozné rozlisit. Koncentrace
bakterii se pohybovala mezi 104 a 10> CFU/mL, pro dosaZeni této koncentrace bylo
nutné prefiltrovat 200 mL infikovaného dZusu, avSak v pripadé cerstvého dZusu by
bylo nutné prefiltrovat 1 - 2L.

S. Sivakesava a kol.[8], zkoumal moZnosti NIRS pro méreni parametri
fermentace (viz niZe) a pokracoval ve vyzkumu moZnosti NIRS v mikrobiologii.
Vroce 2004 zverejnili studii o identifikaci mikroorganismli pomoci FTIR-ATR a
NIRS. Autori zkoumali 5 bakterialnich druhti ve formé suspensi v destilované vodé.
Suspense byly méreny optovlaknovou sondou mérici intenzitu odrazeného svétla.
Nasledné byla spektra komprimovana pomoci PCA a spektralni variace byly
analyzovany modelem CVA. I pies odecteni O-H absorpcnich peakt vody, spektra
méla velmi nizkou kvalitu kviili nevhodné zvolené technice méreni. Je zajimavé, Ze
autori vyvodili zavéry o uspéSném nasazeni NIRS pro klasifikaci bakterialni z dobré
Klasterizace dat v CVA skore prostoru. Je ovsem diilezité si uvédomit, Ze na rozdil od
PCA, CVA pouze maximalizuje rozptyl dat mezi tfidami* a bez odpovidajici validace

4Viz kap. 2.5.
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ma zobrazovani klasterizace v CVA skoére prostoru zanedbatelnou vypovidajici
hodnotu.

Vzapéti publikovala Janie Dubois, ¢lenka tymu Rodriguez-Saony, a kol.[9]
studii o bakterialni identifikaci pomoci NIRS zobrazovani. 5ul bakteridlni suspenze
(0,5 OD?>) bylo deponovano na hlinikovy podklad a dikladné vysuseno ve vakuové
komore. Hyperspektralni obraz® byl sniman skenovanim (reflektance, 1200 -
2350 nm) - viz obr. 4. Touto technikou Ize métit spektra s vysokym prostorovym
rozliSenim a urcit tak oblasti kontaminace vzorku. Po aplikaci 2. SG derivace (viz obr
2) byly suspense taxonomicky klasifikovany klasifikatnim modelem PLS. Bylo
pozorovano velmi dobré rozliSeni mezi gram pozitivnimi a gram negativnimi kmeny
(viz kap. 3.2) na zakladé intenzity odrazu na vlnové délce 1940 nm, ktera
reprezentuje volnou a vazanou vodu. Pfredpoklada se, Ze rtzné sloZeni bunécné
stény ma riznou schopnost odolavat dehydratacnim procesim. Tento peak je
predevsim ovlivnén molekularnimi vazbami uvedenymi v tab. 3 (prvni 2 radky).

Tabulka 3 - Interpretace peaki prevzata z publikace [9]

Vinocet [cm] | Vin. délka Molekulova vazba

[nm]
5155 1940 O-H valenc¢ni a deformacni mddy ve nevazané vodé
5141 1945 O-H valencni a deformacni mddy v proteinech
5952 1680 cis dvojité vazby v nesaturovanych mastnych kyselinach
5935 1685 C-H valen¢ni moédy v aromatickych slouceninach

vs w7

V dalsi casti studie byl uspésné diskriminovan kmen B.cereus od ostatnich
kment na zakladé vinové délky 1680 nm (viz tab. 3). Dalsi kmeny byly rozeznany
pomoci PLS modelu, ale detailni popis kalibrace a validace modelu neni v publikaci
uveden.

5 Optical Density - udaj rovnajici se absorbanci (tedy logaritmu absorpce).
6 Hyperspektralni obraz je obraz, kde je mozné ziskat nékolik spektralnich bodt z kazdého pixelu
obrazu.
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Obrazek 2 - Pivodni (horni), normalizované (prostiedni) a derivované (dolni) spektra

Absorbance

Absorbance

Absorbance

1200

1400 1600 1800 2000 2200 2400
Vinova délka [nm]

Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enterica Enteritidis a Bacillus cereus [9].

Podobnou studii publikoval i Yao-Ze Feng a kol. [10], v ramci které provadél

kvantifikaci bakteridlni kontaminace kurecich filet bakterii Enterobacteriaceae.

S pouzitim spektralniho okna 930 - 1450 nm byli autofi schopni kvantifikovat

kontaminac s presnosti SEP7 0,22 log CFU/g. Nejdilezitéjsi vinové délky jsou

uvedeny v tab. 4. Nejvétsi prinos této studie je velice nazorné zobrazeni Sifeni

bakteridlni kontaminace na fileté. Na obr. 3 je priibéh kontaminace zobrazeny jako

vystup PLS modelu kalibrovany na vinovych délkach z tab. 4.

Tabulka 4 - Interpretace peaki prevzata z publikace [10]

Vinocet [cm!] | Vin. délka Molekulova vazba
[nm]

10753 930 O-H 3. overon

8920 1121 C-H 2. overton

7435 1345 O-H 2. overton

7 SEP je jiné vyjadreni RMSE, Kvantifikace chyby pomoci RMSE je vysvétlena v kap. 2.7. ptilohy 2.

20



Obrazek 3 - Proces kontaminace kurecich filet zobrazeny pomoci vystupu PLS modelu.
Vysledky ukazuji predikovanou hodnotu koncentrace Enterobacteriaceae (log CFU/g).
Pievzato z [10].
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Obrazek 4 - Sestava pristroje pro spektralni zobrazovani [10].

V roce 2008 byla uverejnéna stézejni studie autorii Dimitrise Alexandrakise
a kol [11]. Spektra bakteriadlnich suspenzi péti druhli nanesenych na zlaté podloZce
(tloustka vrstvy 0,1 mm) byla porizena trans-reflektan¢ni sondou. Spektra byla
rozdélena do kalibracni a valida¢ni skupiny v poméru 2:1, derivovana (2. derivace
SG) a Kklasifikovana modely SIMCA a PLS2-DA. NejpresnéjSi klasifikace byly
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vytvoreny vyuzitim spektralni oblasti 700 - 900 nm, to je ddno piedevsim silnou
absorpci vody v ostatnich ¢astech spektra, a to zejména kolem 1440 nm a 1950 nm.
Modely dosahovaly 100% uspésSnost validace a byly dokonce schopny rozeznat i
jednotlivé druhy stejného rodu (Pseudomonas mendocina, Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens). PCA skoére ukazuje velmi dobrou Kklasterizaci dat a je
jasné, Ze spektrum vtéto oblasti nese informace o rozliSeni zkoumanych
bakterialnich druhii. Zkoumanim vlastnich c¢isel hlavnich PCA komponent, byly
nasledujici peaky identifikovany jako nejdulezitéjsi pro klasifikaci bakteridlnich
druh:

Tabulka 5 - Interpretace peaki prrevzata z publikace [11]. VSechny vazby jsou piitomny
piredevsim v lipidech nachazejicich se v bunécni sténé a ostatnich ¢astech burky.

Vinocet [cm] Vin. délka Molekulova vazba
[nm]

14045 712 -CHs

13477 742 -CH;

13227 756 -CH a H,0

12077 828 -RNHR’ vazby a -RNH,

11990,11792 834, 848 -RNHR’ vazby

11389,11337, 878,882,898 | CH3

11136

Fernando Camara-Martos a kol. identifikovali a kvantifikovali bakterie
mlécného kvaseni pifimym mérenim suspenzi [12]. BohuZel autofi zahrnuli do
experimentu pouze 3 kmeny. Suspenze byly zfedény do rtznych koncentraci tak,
aby bylo moZné studovat mozZnosti méreni bakteridlni koncentrace (3-8 log
CFU8/mL). Samotné méfreni probihalo natenké vrstvé vzorku pomoci
transreflektan¢ni techniky s integracni sférou. Touto metodou lze velmi efektivné
zachytit difuzni svétlo, které vystupuje vSemi sméry ze vzorku. Vzhledem
k dostupné instrumentaci, autori mérili suspenze ve spektralnim regionu 1100 -
2500 nm, coz se podle ostatni dostupné literatury zda byt jako ne priliS vhodny
region vzhledem k silné absorpci vody. Autofi zvolili klasické zpracovani spektra, tj.
SG derivace, a modelovani pomoci PCA a PLS. Podle ocekavani, spektra naprosto
ovladla absorpce vody (1450 nm a 1940 nm) a proto byla aplikovana 2. SG derivace
pro zvyraznéni spektralnich detaill. Je zajimavé, Ze vysledek derivace nekopiruje
originalni spektralni kontury. To mizZe byt ddno nevhodné zvolenymi parametry
derivace anebo vypoctem derivace z malého poctu bodi (20 bodt ze celkového
poctu 5091 bodti v rozsahu 1100 - 2500 nm, tzn. Ze derivace pokryvala 5,5 nm), coz
vede ke zvyraznéni Sumu a zna¢nému potlaceni originalnich spektralnich kontur. Na
obr. 5 miizeme vidét porovnani vysledku derivace spektra podle Fernanda Cimara-
Martose a klasicky vysledek derivace podle Dimitrise Alexandrakise. I pres tuto

8 CFU je jednotka vyjadrujici pocet zivych bakterii ve vzorku.
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odvaZnou matematickou operaci, pouzitim regionu 1490 - 2000 nm byla

pozorovana klasterizace dat podle bakterialnich druhii v PCA skére prostoru, i kdyz

bylo v prvnich 3 principialnich komponentach popsano jen 55% variance. V ramci

intepretace dtlezitych peakt byly identifikovany tyto spektralni oblasti:

Tabulka 6 - Interpretace peaki prrevzata z publikace[12]

Vinocet [cm™] Vin. délka | Molekulova vazba
[nm]
6579 1520 Molekulové vazby v proteinech
5181 1930 C=0 valencni a deformacni mody v proteinech
6098-5600 1640-1786 | Aromatické a heterocyklické molekuly
5000-4545 2000-2200 | C-H kombinacni pasmo amidl a C-H prvni overton metylenu

Vsechny modely (PCA,PLS) vykazovaly dobrou schopnost klasifikace pokud
byly pouZity vzorky s vysokou koncentraci bakterii (8 - 9 log CFU/mL). Vysledky je
ovSem tézké komparovat, protoZe autori pouzili regresni model (PLS) pro

Klasifikacni dlohu. Tiidy byly kédovany do ordindlnich cisel a vysledna chyba
méreni je uvedena ve formé standardni chybé predikce (SEP). Je nutné podotknout,
Ze tento zpusob Klasifikace nema zadny matematicky dikaz. V pripadé pouziti PLS
pro Kklasifikaci, je nutné pouZit PLS2-DA podle Barkra and Rayense[13] a kédovat
nezavislé proménné do vicerozmérné matice. SEP se v pripadé kriZové validace
s vylou¢enim jednoho prvku pohybovala okolo 0,12, coZ napovida uspeSnosti
klasifikace 100%. SEP PLS modelu pro kvantifikaci bakteridlni kontaminace
v rozsahu 3-9 log CFU/mL byla 0,28 log CFU/mL.
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Obrazek 5 - Druha SG derivace spektra bakterii ve vodném roztoku podle Fernanda CAmara-
Martose [12] a Dimitrise Alexandrakise [11].

Dal$i studie zabyvajici se analyzou moZnosti NIRS pro identifikaci
bakteridlnich kment vysla v roce 2014 od autori Yao-Ze Feng a kol. [14] Autori
mérili prfimo bakterialni suspense pomoci transreflektanc¢ni sondy oproti zlatému
podkladu, stejné jako Dubois. Takto bylo zméteno celkem 7 druhti dvou bakterialni
rodi v koncentraci 0,15-9 log CFU/mL. Data byla rozdélena na kalibracni a validac¢ni
v poméru (2:1). Pro zesileni signalu, vSechna spektra byla derivovana a byly
aplikovany metody pro potlaceni efektu rozptylu svétla (SNV,MSC). Pro klasifikaci
byl pouZit model PLS-DA. Problematika pouZiti jednoduchého PLS-DA byla
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rozebrana vyse. V experimentu byl nasazen i nelinedlni model - SVM?. Podle
predpokladii, spektru dominuje absorpce vody, a to piedevsim v oblasti 1450 nm a
1960 nm (O-H valen¢ni mdd). Dobra separace mezi dvéma rody (E.Coli a Listeria) v
PCA prostoru byla pozorovana pri pouziti oblasti 400-1000 nm (VIS-SWNIR10
rozsah). Tyto kmeny maji rozdilné gramovo barveni, takZe se predpoklada rozdilna
skladba bunécné stény a rozdilna schopnost zadrZovat vodu. Proto je klasterizace
zapritinéna vyhradné mnoZstvim zmérené vody (viz obr. 6).
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Obrazek 6 - Prostor PCA skore (vlevo, osy: PC1,PC2 - prostor skore hlavnnich komponent) a
PCA principialnich komponent spekter bakterii rozdilného Gramova barveni [14].

V oblasti 1100-2500 nm je klasterizace ponékud horsi, ale stale 1ze dobie
rozeznat vétSinu spekter. Ke klasifikaci prispivaji nejvice tyto peaky: 1392, 1450,
1888, 1950 and 2230 nm. Tyto vinové délky jsou ovlivnény predevSim valencnimi
vibracemi O-H vazeb. Zajimavé je, Ze dalSi principidlni proménnda PCA transformace
obsahuje informaci pro rozpoznani jednotlivych kmenua E.Coli, a to predevSim s
prispénim téchto vlnovych délek: 1406, 1496, 1902 and 1996 nm, které jsou
asociovany s vazbami ROH, N-H, -CO2H a CONH:2 strukturami. PLS-DA model pro
rozliSeni mezi E.Coli a Salmonelou byl validovan s ptresnosti 96,83% v VIS-SWNIR
rozsahu a 100% v NIR rozsahu. To je prekvapivé vezmeme-li v potaz fakt, Ze
kalibrace a validace se zdcastnily vzorky s koncentraci mensi nez 1 log CFU/mL.

vybrany tyto vinové délky: 454,456,1884,1886,1890 nm. Stejnou technikou byly
vytvofeny modely pro rozpoznani jednotlivych kmenii E.Coli a Listerie. 1 kdyz je
presnost predikce primo aplikovanych modelt mal3, Ize ji zvysit vyfazenim spekter

9 Support Vector Machine je metoda strojového uceni, slouzici zejména pro klasifikaci a také pro

regresni analyzu.
10 SWNIR je spektrum v oblasti 700-1000 nm. VIS zna¢i viditelné spektrum (380-750 nm).
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malych koncentraci a vybérem dtlezitych vinovych délek, a to zejména téch

uvedenych v tab. 8.

Tabulka 7 - Interpretace peaku prevzata z publikace [14].

Vinocet [cm] | Vin. délka Molekulova vazba
[nm]
8880 1126 N—-H valenéni méd
5333 1875 C—H struktury v dlouhych fetézcich mastnych kyselin
5203 1922 C=0 valenc¢ni méd (2. overton)
5045 1982 N—-H valenéni méd
4230 2364 C—H valen¢ni méd (2. overton)
4016 2490 C—H deformacni mad (2. overton)

Vybérem téchto vinovych délek se zvysila presnost predikce PLS-DA modelu
na 77,78%. Presnost validace SVM modelu s i bez vybéru vinovych délek je 85,19%.
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Obrazek 7 - Typické NIR spektrum bakterialni suspenze [14].

Vroce 2001 Sakhamuri Sivakesava a kol.[15] uverejnil studii, zabyvajici
moznostmi MIR, NIR a Ramanovské spektroskopie pro monitorovanim parametri
mlécné fermentace (mnozstvi biomasy, glukézy a kyseliny mlécné). I kdyZ autori
shledavaji MIR spektroskopii jako nejptresnéjsi (MIR-PLS model vykazuje nejlepsi
vysledky), modely kalibrované na zakladé NIR spekter maji rovnéZ nizkou chybu
validace. V NIR spektru byly detekovany tyto vyznamné spektralni oblasti:

Tabulka 8 - Interpretace peaki prevzata z publikace [15].

Vinoéet [cm] Vin. délka Molekulova vazba

[nm]
11111-9524 900-1050 C-H (3. overton) valen¢ni méd
8696-8000 1150-1250 C-H (2. overton) valen¢ni méd
7407-6060 1350-1650 O-H valenéni mdéd cukr
6944-6803 1440-1470 O-H valen¢ni méd vody
7502-5165 1333-1936 C=0 3. overton carbonylovych skupin
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Spektra byla kalibrovana pomoci PLS modelu s daty z HPLC! méfreni. Pomoci
kros-validace byla vypocitana SEP glukézy - 7,86 g/L, mlécné kyseliny - 1,5 g/L a
biomassy pocitané v OD - 0,38. I kdyZ MIRS vykazovala mensi chybu predikce, je
jasné, Ze NIR spektra rovnéz obsahuji informace o mérenych slozkach fermentace.
Dislednéjsi predzpracovani dat (spektralni derivace, odstranéni efektu rozptylu
svétla) by mohlo vést k lepSimu vykonu modelu.

O dva roky pozdéji (2003) Simona Tosi navazal na praci S. Sivakesava a
zaméril se na meéreni vySe uvedenych sloZzek fermentace pomoci NIRS [16].
Parametry fermentace byly méreny primo v bioreaktoru, pomoci optovlaknové
sondy s 2 mm mérici drahou. Data byla nasledné derivovana (2. derivace podle
Norrise[17]), a pro predikci komponent byl opét pouZit PLS model. SEP pocitané na
nezavislé mnoZiné dat jsou nasledujici: glukéza - 2,6 g/L, mlé¢na kyselina - 1,4 g/L
a biomasa - 0.8 g/L. Jak je vidét v porovnani z praci S. Sivakesava, sofistikované;jsi
zpracovani dat vedlo k vyssi presnosti modelu.

Dal8i pocCetné studie diskutuji nasazeni NIRS v odhalovani, identifikovani a
kvantifikovani bakteridlni kontaminace v potravinaistvi, jejich prehled je uveden
v tab. 9. Za vSechny jmenujme piispévek Phunsiri Suthiluk a kol. [18], ve kterém
autori kvantifikovali bakteridlni kontaminaci strouhaného zeli. Zeli bylo
oplachovani fyziologickym roztokem, ktery byl ndsledné meéfen transmitancni
technikou v rozsahu 700 - 1100 nm. Soucasné byly zméfeny NIR spektra vzorkt
homogenizovaného zeli. Tim se zajistila analyza kontaminace nejen na povrchu, ale
i uvnitt vzorkl. Spektra byla transformovana druhou derivaci a algoritmy pro
odstranéni rozptylu svétla (MSC). Nasledné byla data rozdélena na kalibra¢ni a
valida¢ni (1:1) skupinu. Vyuzitim kalibra¢nich dat vznikl PLS model pro predikci
bakteridlni koncentrace. SEP na valida¢nim vzorku se pohybovala u obou typi
vzorki okolo 0,46 log CFU/g. Rozsah koncentraci byl 3 - 7 log CFU/g.

Prehled studii zabyvajicich se odhalovanim kontaminace potravin pomoci
NIRS je uveden v tab. 9.

11 HPLC je zkratka pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii slouzici k separaci slozek vzorku
za Ucelem stanoventi jejich pritomnosti i koncentrace ve vzorku.
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Tabulka 9 - Nékteré studie o pouziti NIRS pro odhalovani kontaminace potravin

Fekalni kontaminace drabeZich Hyperspektralni Windham, W. R., Lawrence, K. C., Park, B. and Buhr, R.
zdechlin. zobrazovéni, 400- J. (2003b). Visible/ NIR spectroscopy for characterizing
900 nm. PCA. LR fecal contamination of chicken car- casses. Trans. ASAE.
! ! 46(3):747-751.
Fekalni kontaminace zafizeni pfi VIS-NIRS, 1565 nm, Chao, K., Nou, X., Liu, Y., Kim, M. S., Chan, D. E.,
zpracovani dribeze. 1645 nm Yang, C. C,, Patel, J. and Sharma, M. 2008. Detection of
fecal/ingesta contaminants on poultry proc- essing
equipment surfaces by visible and near-infrared
reflectance spectros- copy. Appl. Eng. Agr. 24(1):49-55.

Fekdlni kontaminace jablek. Hyperspektralni Kim, M. 8., Chao, K., Chen, Y. R., Chan, D. and Mehl, P.
zobrazovani. 400 — (2000). Hyperspec- tral imaging system for food safety:
900 nm. PC A Detection of fecal contamination an apples. Photonic

Detection and Intervention Technologies for Safe Food,
Proceed. SPIE. 4206:174-184.

Kontaminace kukufi¢nych zrn 550-1700 nm T. C. Pearson and D. T. Wicklow, “Detection of corn
plisnémi. kernels infected by fungi,” Transactions of the
ASABE,vo0l.49, no.4,pp. 1235-1245, 2006.

Mikrobidlni kontaminace kufeciho SW-NIR DRIFT, PCA, Lin, M., Al-Holy, M., Mousavi-Hesary, M., Al-Qadiri, H.,
masa. PLS Cavinato, A. G. and Rasco, B. A. (2004). Rapid and
quantitative detection of the microbial spoil- age in
chicken meat by diffuse reflectance spectroscopy (600—
1100 nm). Lett. Appl. Microbiol. 39:148-155.

KaZeni vepFového masa. 1000-1800 nm, PCA, | K. Horv" ath, Z. Sereg” ely, " E. Andr” assy,l.Dalmadi,and
CDA, PLS J. Farkas,

“A preliminary study using near infrared spectroscopy to
evaluate freshness and detect spoilage in sliced
porkmeat,” Acta Alimentaria,vol.37, no.1,pp. 93—

102,2008.
KaZeni filet ze pstruha. 600-1100 nm, PCA, M. Lin, M. Mousavi, M. Al-Holy, A. G. Cavinato, and B.
PLS A. Rasco, “Rapid near infrared spectroscopic method for

the detection of spoilage in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) fillet,” Journal of Food Science, vol. 71, no. 1,
pp. S18-S23, 2006.

Pocet somatickych bunék v mléce. Tsenkova, R., Atanassova, S., Morita, H., Tkuta, K.,
Toyoda, K., Iordanova, I. K. and Hakogi, E. (2006). Near
infrared spectra of cow’s milk for milk qual- ity
evaluation: disease diagnosis and pathogen identification.
J. Near Infra- red Spectrosc. 14(6):363-370.

Celkovd bakteridlni kontaminace 600-1880 nm, Petya, V., Tsvetelina, D., Stefka, A. and Roumiana, T.

v mléce. SIMCA, ANN (2010). Detection of bacterial contamination in milk
using NIR spectroscopy and two classifica- tion methods-
SIMCA and neuro-fuzzy classifier. Third IFAC
International Conference Agricontrol. 3(1),
10.3182/20101206-3-JP-3009.00039.

Jak je vidét z uvedeného piehledu, mnoho studi se snaZi o interpretaci peaki
NIR spektra bakterii. Ucelena, obecné prijimand interpretace vsSak chybi a
navrhované interpretace jsou neuplné a mnohdy v rozporu. Celkova
nejednoznacnost NIR spekter vede k casté nespravné aplikaci statistickych modeli
a nedostatecné validaci. Opac¢na situace je v oblasti MIR spektroskopie bakterii, tyto
techniky jsou v mikrobiologii pouzivany jiz fadu let a predevSim prace prof.
Naumanna [19] ustanovily obecné uznavanou a ucelenou interpretaci peakti v MIR
spektrech. Pro kontext je uvedena tabulka nejvyraznéjsi peakt a MIR spektrum
patogennich mikroorganismi (Tabulka 10). Od té doby byla vydana fada publikaci
zabyvajici se tématikou identifikace mikroorganismt pomoci MIRS. Napftiklad Janbu
a kol. [20] spolehlivé identifikoval 30 kment Listerie. Al-Holy a kol. [21] dokazal
pomoci MIRS identifikovat 4 potravinové patogeny (Bacillus cereus, Salmonella
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enterica, Escherichia coli, Listeria spp.) s 94% uspésSnosti. Na obrazku 8 je typické
MIR spektrum bakterii, jsou zde vidét jeho dominantni peaky.

Zasadni nevyhodou vSech typl vibracnich spektroskopii
(NIRS,MIRS,Ramanova spektroskopie) zlstava princip stanoveni bakterialnich
kment na zakladé méreni mnozstvi molekul, coZ znemoziiuje méreni vzorki s vice
bakterialnimi druhy. NIRS a MIRS se proto omezuje vyhradné na meéreni

monokultur.
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Obrazek 8 - Typické MIR spektrum 3 kment patogennich bakterii [19].
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Tabulka 10 - Nejdilezitéjsi casti MIR spektra bakterie [19].

Vinocet [cm] Molekulova vazba
3500 0O-H valenc¢ni mod hydroxylovych skupin
3200 N-H valen¢ni méd protein( (amid A)
2959 C-H asym. valencni méd -CHs
2934 C-H asym. valencni méd -CH;
2921 C-H asym. valenc¢ni maéd -CH; v mastnych kyselinach
2898 C-H valenéni méd -CH3 v methinu
2872 C-H sym. valenéni méd -CHs
2852 C-H sym. valen¢ni méd -CH; v mastnych kyselinach
1741 C=0 valen¢ni mdd v esterech
1715 C=0 valen¢éni mdd v esterech, RNA/DNA
1695,1685,1675 Amidy | (antiparalelni skladané listy, B smycky v proteinech)
1655 Amidy | (a helix)
1637 Amidy | (B skladané listy)
1548 Amidy Il
1515 Pasmo ,Tyrosinu”
1468 C-H deformacni moéd CH,
1400 C=0 sym. valenc¢ni méd COO- vazby
1310-1240 Amidy Il v proteinech
1250-1220 P=0 asym. valen¢ni méd PO, fosfolipidl
1200-900 C-0-C, C-0 vibrace aromatickych jader v karbohydratech (C-O-P, P-O-P)
1085 P=0 sym. valenéni méd PO,
720 C-H deformace CH,
900-600 Oblast ,,otisku prstu” (skeletalni vibrace molekulovych struktur)
7 7 L]
2.2 Optovlaknové biosenzory

Optovladknové biosenzoryl? se stavaji znacné rozsSirenym diagnostickym
nastrojem v biomedicinském a chemickém odvétvi, enviromentalnich studiich a
v prumyslu. Vyvoji tohoto typu senzorli se vsoucasné dobé vénuje mnoho
védeckych tymii po celém svété. Jako hlavni detekéni princip se uz od poc¢atku vyvoje
optovlaknovych biosenzori vyuzivd imunoassay!3, kterd pomoci biochemickych
vazeb pribliZzuje zkoumané molekuly k povrchu vldkna, a tak je moZné detekovat i
stopové mnozstvi zkoumanych latek [22]. Prekotny vyzkum v odvétvi pohdani
zejména pokrok vlaserové technice a telekomunikacich. Podle nékterych studif
[23], [24], pouzZiti Sirokospektralni analyzy ve spojeni s optovlaknovym snimanim
miiZe odemknout nec¢ekany potencial zejména v biomediciné. Tato prace se zabyva
navrhem optovlaknového senzoru zaloZeném na spojeni téchto technik.

V poslednich letech se stale vice vyzkumnych skupin specializuje na vyvoj
optovlaknovych biosenzorl (FOS) pro detekci bakterii. Napriklad Taniguchi a kol.
[25], vyvinul optovlaknovy imonusenzorl4 pro detekci bakterii vyskytujici se v
potravinach. Pomoci sendvicové imunoassay byla na povrchu optického vlakna

12 Angl. Fiber Optics Sensors - FOS.
13 Imunoassay je metoda, vyuzivajici vazbu protilatka - antigen.
14 Senzor vyuZivajici imunoassay.
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imobilizovdna zkoumana E.Coli a detekovana pomoci fluorescen¢né znacenych
polyklondlnich protilatek. Touto technikou dosahl autor uspésné detekce bakterii
v koncentracich 102 az 107 CFU/mL. Fluorescen¢niho znaceni bylo nezbytné pro
dosazeni vysoké citlivosti. FOS vSak vynikd vysokou citlivosti i bez pouziti
jakéhokoliv znaceni. Velmi elegantni design FOSu pro kolorimetrickou detekci
amoniaku byl publikovan v ¢asopise Microsystem Technologies [26]. Snimani bylo
zaloZeno na polymerovém filmu, citlivém na detekovany plyn, ktery byl deponovan
na povrch optického vldkna. Tento senzor byl schopen detekovat koncentrace od
100 ppm15. Jeho stavba je zobrazena na obr. 9.

Diky unikatnim vlastnostem se optovldknové senzory masivné pouzivaji pro
detekci teploty [27], tlaku, akcelerace a pozice [28].

Polymerova matrice Kolorimetrické barvivo

Vv

zménu barvy barviva. Tato zména je vyhodnocena pomoci FOS [29].

Zejména pro biomedicinské aplikace je masivné vyuZivan jev povrchovych
plasmontilé. SPR je Siroce zkoumany fenomén, vznikajici na rozhrani dvou médii
s opa¢nymi dielektrickymi konstantami (kov a dielektrikum). Jev vyuziva kolektivni
oscilace naboje elektronti excitovanych piichozim svétlem. Rezonanc¢ni frekvence
(pri které dochazi k vySe popsanému jevu) pak zavisi mimo jiné na indexu lomu
prostredi - tzn. zkoumaného média. Deponovanim metalické vrstvy (ve formé
souvislé vrstvy nebo nanocastic) na optické vlakno vznikd SPR-FOS. Injektované
svétlo interaguje s metalickou vrstvou, vznika SPR a proslé svétlo je analyzovano
spektrometrem. Frekvence svétla s nejmensi amplitudou je pak zavislad na indexu
lomu zkoumaného prostiedi. Sciacca a kol [30] pouzili SPR-FOS pro velmi citlivou
detekci gastrickych nadorovych markert.

[ kdyZ tato technika pfimo nesouvisi s tématem disertacni prace, SPR-FOS je
v oboru biomediciny (vCetné detekce bakterii) Siroce nasazovana a je vhodné
identifikovat vyhody a nevyhody této konkuren¢ni techniky. Vyhodu je velmi vysoka

15 Ppm, angl. Particles per million, je vyraz pro jednu miliontinu celku.
16 Ang. Surface Plasmon Resonance - SPR.
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citlivost a relativné jednoduché méteni SPR jevu ve spektrech. Tyto vyhody vyvazuje
fada nevyhod a to zejména:
e Neni mozZna kvantitativnd analyza zdlvodu limitace S$ifky pasma
rezonanc¢nim rozsahem vodivostniho pasma elektront v kovu.
e Omezena opticka tloustka vzorku.
¢ Omezené moznosti nasledné analyzy vzorku.

Prichozi svétlo
Rozptyl Rozptyl
Spektrometr ’tuBiQtin-ss[]N_P,........F?:t}"......'................EJH......,
k1 Neutravidini & _ :
= ] biotin-IgG
A Blokr

q E _ @ Analyt

Zdroj bilého svétla

s !

: : "
N L . nanoééstice
= F 3 A

_

120um

60 um

Obrazek 10 - Princip SPR senzoru podle Sciacca. Kovové nanocastice byly navazany na
konec optického vlakna. Na povrch nanocastic je navazan analyt. SPR rezonan¢ni frekvence
zavisi na indexu lomu analytu a projevuje se jako utlumena vinova délka ve spektru
odrazeného svétla [30].

Evanescentni snimani nékteré tyto nevyhody piekonava. Optovldknova
evanescentni spektroskopie(FEWS)17 vykazuje vysokou lateralni selektivitu,
robustnost a kompaktnost (diky optickym vlakntim). Preejith a kol. [31] pfedstavil
metodu a FEWS instrumentaci pro urceni koncentrace proteind. Proteiny
interagovaly s bioaktivni vrstvou tvorenou imobilizovanym barvivem na povrchu
optického multividového vlakna. Zmény ve strukture funkéni vrstvy vyvolané
vazbou proteinu byly detekovany posunem absorpc¢niho peaku v zavislosti na jeho
koncentraci. Autori deklaruji citlivé méreni koncentrace az na troven mikrogramii.
V dal$i publikaci [32] byl obdobny senzor pouzit pro monitoring Streptococci

17 Angl. Fiber Evanescent Wave Spectroscopy - FEWS.
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mutans v lidskych slinach. Snimani bylo zaloZeno na reakci sachardzy18. Intenzita
reakce byla indikovana imobilizovanou fotosensitivni vrstvou deponovanou na
jadre opt. vlakna. Ferreira a kol. [33] navrhli FOS pro analyzu riistu Escherichia Coli.
Bakterie se prichytily na bioaktivnim polymeru imobilizovaném na vlakné.
Zachycené bakterie zptisobily absorpci a rozptyl evanescentni viny.

fotodioda

pocitac

A

BT opticky filtr

laserova dioda

excitacni svétlo

\I" fluorescence

(I"‘W (670 nm)

|
optovldknova sonda | ]

\ /
. || evanescentnipole
:: _’:: immunikomplex
- \ _% protilatka

/¢ zachycena Cy5-znacena
\ M protilatka protilatka

Obrazek 11 - FOS vyuzivajici FEWS podle K.Miyajima. Fluorescent (Cy5) je excitovan pomoci
evanescentni viny a emitované svétlo se pak odrazi v optickém vlakné a je detekovano
fotodiodou. Touto technikou byla detekovana E.Coli v koncentracich 1000 bunék/mL [34].

V posledni dobé ziskavaji na popularité techniky syntézy mikrostruktur pro
zvySeni senzitivity a sily evanescentniho pole. V této oblasti se zejména prosazuji
fotonické krystaly, které jsou vyrobeny z periodicky se opakujicich mikrostruktur.
Tyto struktury dodavaji senzoriim unikatni vlastnosti zaloZené na rezonanci svétla.
Vroce 2014, Jensen a kol. predstavili evanescentni senzor zaloZeny na fotonickém
krystalu [35]. Popsany senzor slouzil pro detekci fluorescencné znacenych
biomolekul ve vodnim prostredi. Vzorek byl ptfiveden do mikro-dér fotonického
krystalového vlakna. Mérenim excitovaného svétla byl dosaZen spodni limit
koncentrace DNA 0,1 pM. VdalSich studiich byly pouzity fotonické krystaly
s negativnim indexem lomu pro zesileni evanescentniho pole [36].

18 Sacharoza je molekula sloZena z glukdzy a fruktézy, se kterou se vSichni setkdvame v podobé bilého
cukru.
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DalSim dileZitym oborem vyzkumu FOS jsou mikrostrukturni rezonatory
zaloZené na jevu ,whispering gallery modes!°. Yuze Sun a kol [37] uvedl ve svém
shrnujicim €lanku spodni limit detekce této techniky v radech 100 pg. Dalsi autori

referuji o vzristajici oblibé tohoto typu mikrostruktur predevsim diky dostupnosti
a jednoduchosti integrace do mikrofluidnich systémii.

Laditelny laser

Fotodetektor

00+ - - +
0 0 20 »

Posun vin. délky [pm]

Obrazek 12 - Principialni schéma senzoru zalozeného na ,,Wispering gallery modes” podle
S.Feaze. Touto technikou lze detekovat viry a dal$i nanocastice. Svétlo je navazano do
rezonatoru a poté do detektoru. Nepatrna zména indexu lomu na povrchu rezonatoru

zpusobi velkou zménu vystupniho signalu [38].

19 Vlny, které se $ifi pomoci odrazi v uzavireném prostoru.
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Tabulka 11 - Prehled detek¢nich limiti nékterych technik. Reference a popis optickych
struktur 1ze nalézt v [39].

Technologie Opticka struktura Analyt Detek¢ni limit
SPR SPR Objemovy 105-10¢ IL
SPR zobrazovani Objemovy 105-107 IL
SPR opticky heterodyn Proteiny 0,2 nm
Fazové citlivy SPR Proteiny 1,3nM
VInové modulovany SPR DNA 10pM
Uhlové modulovany SPR Protein (PSA) 0,15ng/mL
SPR s hranolem Bakterie Salmonella 100 cfu/mL
Rezonatory (,Whispering Kruhovy rezonator na Cipu | Objemovy 104-107 IL
gallery modes”) DNA 100 nm
Proteiny 20-250pg/mm?2,0,1 nm
Bakterie 105 CFU/mL
Dielektrické mikrosféry Objemovy 107 1L
DNA 1 pg/mm?2
Protein 10 pg/mm?
Bakterie 100 CFU/mL
Kapilarni opto-fluidni sféra | Objemovy 10°-107 IL
DNA 4 pg/mm?2, 10pM
Protein 1 pg/mm?2, 3pM
Virus 1000 vird/mL
FOS Braggovy mrizky Objemovy 106 1L
DNA 0,7 ug/mL, 0,1 uM
Dlouhé Braggovy mrizky Objemovy 1041L
Protein 2 pug/mL
Nanovldkno Objemovy 107 IL
Fabry-Perotova kavita Objemovy 105 1L
DNA 76 uM. 1,7ng
Protein 25 pg/mL
- v 4 V4 - v 7 V4 v 7
2.3 Intenzitné zalozena kavitné zesilena absorpcni

spektroskopie (CEAS)

Kavitné zesilena spektroskopie (CEAS) je technika pro zesileni signali slabé
absorbujicich vzorkl. Metoda je zaloZena na kavité, pres kterou nékolikandsobné
prochdazi svétlo a tim je zvétSena interak¢ni délka svétla a vzorku. Prvni funkéni
kavitni spektrometr piedstavil pravdépodobné Jackson [40] v roce 1962. Jackson
pouzival tuto techniku pro méreni atomovych spekter. Pro spektroskopické tcely
lze vyuzit CEAS buzenou nekoherentnim zdrojem svétla - tzv. Nekoherentni
Sirokospektralni kavitné zesilena absorp¢ni spektroskopie?0. Tyto kavity skladajici
se z vysokoodraznych zrcadel jsou buzeny nekoherentnimi zdroji jako je LED,
Xenonové lampy apod. Typicky je Sirokospektralni svétlo analyzovano pomoci
rozptylu nebo interferometrickym mérenim. Teoreticky rozbor IBBCEAS je uveden
v kap. 3.5. Od roku 2003, kdy byla tato technika publikovana, byla predstavena rada

’

aplikaci pro méreni a charakterizace plynt (kvili nizké absorpci) - napt. méreni

20 Angl. Incoherent broad-band cavity-enhanced absorption spectroscopy, IBBCEAS.
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koncentrace NOsa NO2z, HNO221, analyza dechu atd. Hlavnimi vyhodami této techniky
jsou relativni jednoduchost designu, vysoké temporalni rozliSeni a spektralni sirka.
Na druhou stranu tato technika nedosahuje takové citlivosti jako ¢asové zaloZena
kavitni ring-down spektroskopie (CRDS) protoZe vysledek méfeni ovliviiuje
fluktuace intenzity budiciho zdroje zareni.

Vstup Vystup

PeltierGv ¢len Ly L, Spektrometr

y -

Obrazek 13 - Jednoduché experimentalni zapojeni IBBCEAS pro méieni NO2 a NO3.
Experiment provedl E.Ventrillard-Courtillot a kol. [41].

3 TEORETICKY ROZBOR

Pro uUspéSny navrh biosenzoru je nutné uvést teoretické =zaklady
spektroskopie i optovlaknové techniky. Vtéto kapitole jsou sepsany metody
spektralni analyzy nezbytné pro splnéni cilii této prace. Pro pochopeni navrhu
biosenzoru s NIR spektroskopii je vhodné prostudovat prilohu 2, ktera se zaobira
matematickym zpracovanim NIR spekter. Nékteré z uvedenych technik se pouziva
primo v navrhu biosenzoru. Dilezitd kapitola 3.4 popisuje model sifeni modi
v biosenzoru, coZ je nezbytné pro urceni prenosu senzoru. Dal$i modely Sifeni jsou
uvedeny v priloze ¢. 1. Hlavnim fyzikalnim jevem, ktery vyuZiva navrzeny biosenzor

vvvvvv

senzoru je zesilen kavitou, jeji teoreticky rozbor lze najit v kap. 3.5.

3.1 Spektroskopie blizké infracervené oblasti
v mikrobiologii

IR spektra komplexnich vzort obsahuji mnoho Sirokych a prekryvajicich se
peakd. Tento jev jeSté vyraznéjsi v NIR casti spektra, kde dochazi k absorpcim
kombinac¢nich m6dt molekulovych vazeb, které se vyznacuji svoji spektralni Sirkou.
Prolinani absorpcnich peakli znemoznuje jejich interpretaci. NiZe jsou uvedeny
nékteré konvencni metody pro nalezeni a interpretaci téchto peakt. Tyto techniky

21 Kyselina dusita.
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jsou aplikovatelné i na spektra nameéiené optovlaknovym biosenzorem navrzenym
v kap. 6.

3.1.1 Diferencni spektroskopie

Tato jednoducha technika spektroskopie slouzi pro zvyraznéni zmén ve
spektrech. PouZiva se pro interpretaci spekter, které se ucastni klasifikace, nebo pro
analyzu spekter vzorki, na které plisobi riizna intenzita ovliviiujici veli¢iny - napf-.
teplota. Normalizovana spektra jednotlivych vzorki se odecitaji matematicky, nebo
lze mérit vice vzorkii soucasné a odecet se realizuje pomérovym méifenim?2, Piiklad
diferencniho spektra je na obrazku nize. Je zde vidét, Ze v plivodnim spektru (a)
nejsou vidét spektralni kontury aspirinu (b). Ty lze zaznamenat aZ po odecteni
spektra vody.

-«——— Transmitance

I I I
3000 2300 1600 900

VInocet [cm-1]

Obrazek 14 - Spektrum 1% roztoku aspirinu ve vodé (a) a diferencni spektrum (odecet Cisté
vody) (b) [42].

22 K pomérovym méfenim s pouZiva dvousvazkovy spektrometr.
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3.1.2 Prokladani krivkou

Dal$i mozZnosti dekompozice spektra je prokladani kiivkou. Analyzované
spektrum je pomoci matematické aproximace dekomponovano na jednotlivé peaky.
Superpozici téchto peakli lze zpétné sestavit analyzované spektrum.
Z matematického hlediska jsou peaky reprezentovany jako statistickd funkce
vyjadiujici distribuci absorpce. Peaky jsou obvykle charakterizovany tzv.

Vv

Vv

turbulentni rozsifenim) [43]. Vztah 1 vyjadfuje Voightovu funkci, jejiZ funkcionalni
tvar dovoluje pomoci specidlniho parametru ,$“ modelovat Gaussovo nebo
Lorentzovo rozloZeni. Pro , = 1“ je ma ktivka Gausstiv tvar a pro ,,8 = 0“ ma kiivka
Loretzlv tvar. Obvykle je kazdy peak definovan nasledujicimi parametry:
e Pozice (,wo“) - vinova délka (nebo vinocet) stredu peaku, ktera odpovida
vibracni frekvenci izolované molekuly.
e Amplituda (,A“) - vySka peaku obvykle udavana absorbanci, ktera odpovida
koncentraci vzorku a absorp¢nimu koeficientu (absorpci vazby)?23.
e Siika (,0") - $ifku peaku ovliviiuji dynamické procesy ve vzorku a efektivni
doba relaxace molekul - viz [43][44].
e Parametr naleZitosti do Gaussova, resp. Lorentzova rozloZeni (3)

1
V(iw)=A —- (1)
(1+[32(W\/_§‘”;°) )82

23 Viz Lambert-Beeruv zdkon, vztah Error! Reference source not found..
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Obrazek 15 - Porovnani Gaussova (Gaussian), Lorentzova (Lorentzian) a Voightova (Voight)
profilu pro modelovani absorpcnich peaki. Parametry funkce A=1,6=100ap=0,5
Prevzato z [45].

Cilem metody je minimalizovat rozdil mezi prokladanym spektrem a
spektrem, které vzniklo superpozici modelovanych peaki - viz vztah 2.

. 1
min |[[X(w) — X, Ag —||- (2)
(1+BSZ(VY/%;VS°) )Bs®

Estimace parametrid (,A“ ,wo“, ,0“ ,B“) probihd zpravidla itera¢ni
optimaliza¢ni metodou zaloZenou na metodé nejmensich Ctverctl. Jedna ze Siroce
akceptovanych metod je Levemberg-Marquardova metoda (LM). LM je obdoba
Gauss-Newtonovi optimaliza¢ni metody a klasické metody nejvyssiho gradientu.
Vice v [45][44]. Priklad proloZzeného spektra bilkovin je na obr. 16. Prokladani
spekter kiivou bylo cilem praktické ¢asti této prace - viz kap. 5.1.3.
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Obrazek 16 - NIR spektrum proteinu (Zluté) a dekomponované peaky [46].

3.1.3 2D korelacni spektroskopie

Dvoudimenzionalni korela¢ni spektroskopie je Siroce pouZzivany nastroj pro
analyzu spekter, ktera jsou métena pod vlivem externi ménici se veli¢iny?4. Ackoliv
je tato metoda popsana pro NIR spektroskopii, své uplatnéni najde i v ostatnich
molekularné vibracnich technikach, Rentgenové spektroskopii, NMR atd. [47].
Stejné jako ostatni techniky pro spektralni analyzu, 2D korelacni spektroskopie
slouzi pro extrakci informace o chemické strukture vzorku ze spekter, které
obsahuji Siroké a prekryvajici se peaky a jsou proto obtiZzné interpretovatelné. 2D
korela¢ni spektroskopie je vynikajici nastroj pro méreni biologickych vzorkd,
protoZe jejich spektra maji pravé tento charakter - viz [48]. Pro vypocet 2D
korelacnich spekter se zavadi pojem dynamické spektrum, to je spektrum, od
kterého je odecteno referenc¢ni spektrum (,,Ao(w)“ kde ,w* oznacuje vinovou délku)
- viz vztah 3 a 4. Jako referencni spektrum se obvykle povazuje priimérné spektrum
ze vSech méreni. V 2D kor. spektroskopii dale pocita synchronni a asynchronni 2D
korelacni spektrum, oba typy spekter se liSi svym predpisem a rozdilnou
interpretaci vysledkd.

24 Napt. teplota, cas, tlak, koncentrace atp.
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A(W, X) = A(W, X) - AO(W) ’ (3)
Ap(w) = =31, A(w, x) (4)

V ramci praktické ¢asti této prace byla publikovana studie korelacni MIR-NIR
spektroskopie, ktera meéla za kol pomoci v interpretaci NIR peakli bakterialnich
bunék. Synchronni 2D korela¢ni spektrum poslouZilo pro odhaleni nékterych
zavislosti a pomohlo k identifikaci nékterych peakt - vice v kap. 5.1.3.

3.1.3.1  Synchronni 2D korelac¢ni spektrum

Tento typ spektra reprezentuje vzajemnou korelaci intenzit (absorbanci)
mezi vSemi dvojicemi vinovych délek. Predpis vyjadiuje vztah 5 a v podstaté jde o
priamér ,n“-krat zmérenych kovarianci absorbance na dvou vinovych délkach (, w1

»W2°).

1 A ~
D (wy,wy) = 1 iz1 Alwy, x). A(wy, x;). (5)

Pokud je hodnota kovariance velka, dvojice vinovych délek je navzajem
zavisla. Peaky na hlavni diagondle korela¢niho spektra (symetrické mapy), se
nazyvaji auto-peaky a vyjadruji autokorelaci spekter. Symetrické mapy se vyjadiuji
ve formé 2D grafli nebo konturnich map (viz reference 17).

3.1.3.2  Asynchronni 2D korela¢ni spektrum

Na rozdil od synchronni 2D korela¢ni mapy, tento typ spektra reprezentuje
korelaci sekvenci variaci mezi dvojicemi vinovych délek (,w1", ,w2“). Predpis je dan
vztahy 6 a 7. Rovnice v podstaté vyjadtuje, jak jsou spektralni variace na danych
vlnovych délkach rozdilné vlivem pertrubované veli¢iny. Vyslednda mapa je
antisymetricka a peaky vznikaji pouze tehdy, pokud dynamické spektralni variace
jsou mimo fazi.

1 N R
Y(wy,wy) = 1 i=1 Awy, x;) . Xk=1 Ny A(w, ), (6)
kde ,N;“ vyjadruje prvek v Hilbert-Nodové matici N - vice v [48].

Nue={: . (7)

(k=0)
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Peaky v asynchronnim 2D korela¢nim spektru se interpretuji zejména
spolecné se synchronnim spektrem, a to podle téchto pravidel (,A“ znaci peak
v asynchronnim spektru, ,.S“ znaci peak v synchronnim spektru):

A>0,S >0 Absorbance vzhledem k pertrubované veli¢iné se méni u w1 a pak wa.
A>0,S <0 Absorbance vzhledem k pertrubované veliiné se méni u wz a pak wi.
A=0,S # 0 Absorbance vzhledem k pertrubované veli¢iné se méni najednou.

A # 0, S = 0 Sekvence nelze urcit.

(a)

AG(w)

Vlnoﬁet [cm‘l]
VInocet [cm‘l]

Vlnocet [cm Vinocet [cm1]

Obrazek 17 - 2D synchronni (a) a asynchronni (b) konturni mapa IR spekter proteinu
s pertrubaci teploty [48].

3.2 NIR obraz bakterialni bunky

Po chemické strance tvori bakterie jednu z nejkomplexnéjsich tfid bunék
[49]. Z chemického hlediska bakterialni burika obsahuje tyto molekuly (vétSinou ve

formé polymeri):
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Tabulka 12 - Chemické sloZeni bakterii.

Procentualni Molekuly
zastoupeni

70% Voda

15% Proteiny

6% RNA

2% Fosfolipidy

2% Polysacharidy
1% DNA

4% Ostatni molekuly

Bunky se rozdéluji na prokaryotické a eukaryotické. Nazev prokaryoticka
burika vychazi z reckého pojmenovani pro (pred) a karyon (jadro). To naznacuje
jeden z nejvyraznéjsich rozdilli pro- a eukaryotické bunky. Prokaryoticka bunka
postrada jadro.

U obou typli bunék lze rozlisit tii zakladni chemické polymery, které tvori
strukturu bunky. Mezi tyto polymery patfi nukleové kyseliny (DNA,RNA), proteiny
a lipidy. Struktury tvorici tyto polymery se ale u prokaryotické bakterie velmi lisi.
Deoxyribonukleova kyselina, tedy nositelka dédicné informace, je u bakterii volné
umisténa v cytoplazmé ve formé chromozomu. Je uchycena cytoplazmatickou
membranu pomoci struktury zvané mezomom, ktera napomaha replikaci DNA pri
déleni buriky. Z chemického hlediska jde o polymer nukleotidti (dale deoxyribdza,
kyselina fosforecna, dusikata baze) spojenych fosfodiesterovymi mistky. Nékteré
bakterie obsahuji dalS$i samostatné molekuly DNA - tzv. plazmidy [10]. Dalsi typ
nukleové kyseliny - ribonukleova kyselina (RNA) slouZi jako prostrednik pri
prepisu genetické informace z DNA do jeho funk¢ni formy. RNA tvori hlavni slozku
ribozom{, tj. struktur, které jsou umistény volné v cytoplazmé a jsou odpovédné za
proteosyntézu. Z chemického hlediska je RNA velmi podobna DNA az na vyskyt
ribézy v nukleotidu a nahrazeni dusikaté baze thyminu uracilem. Koncentrace RNA
v burice je o nékolik radi vyssi nez koncentrace DNA. Nejvyraznéjsi IR aktivni
molekulové vazby nukleonovych kyselin jsou P=025, a to predevsSim jejich
antisymetricky valen¢ni vibrac¢ni méd.

Proteiny jsou nejcastéjsi strukturou vyskytujici se v buiice. Jsou finalnimi
vykonavateli genetické informace (po prepisu z DNA a prekladu z RNA) a jsou
odpovédné za témér vSechny aktivni procesy odehravajici se v buiice. Napf.
enzymatické proteiny katalyzuji metabolické reakce pro zajisténi dostatecného
prisunu energie, zatimco strukturni proteiny tuto energii preménuji na mechanicky
pohyb. Z chemického hlediska se jedna o retézec aminokyselin spojenych

25 Vazba se nachazi v molekule PO2-.
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peptidovou vazbou. Kazda aminokyselina nese specialni postranni retézec, ktery
miiZe byt chemicky odlisny a zajiSt'uje funkci vznikajicich proteint.

1

H

Obrazek 18 - Primarni aminy.

R1

VIR spektru proteinti absorbuji predevsim peptidové retézce (CHs), a N-H
valen¢ni médy v amidové skupiné A a B [50]. Dalsi vyznamnou molekulovou vazbou
z hlediska IR vibrac¢ni spektroskopie je C=0 vazba v amidové skupiné I. Vyraznou
absorpci vykazuji C-N a N-H valen¢ni médy vazeb nachazejici se vamidové skupiné
[l al. VIR spektru miizou byt také viditelné postranni aminové retézce. Tyto retézce
jsou specifické pro jednotlivé proteiny a jejich IR spektrum se vyuziva pro jejich
identifikaci — napt. S-H vazby v cysteinu lokalizované na 2551 cm-L.

O

HS OH
NH-

Obrazek 19 - Molekula cysteinu.

Fosfolipidy jsou hlavni sloZkou cytoplazmatické membrany, ktera oddéluje
bakterialni bunku od svého okoli. Fosfolipid se sklada s hydrofobni a hydrofilni
slozky. Hydrofilni sloZka je vystavena okoli, zatimco hydrofobni sloZka tvofi vnitini
vrstvu cytoplazmatické membrany. Diky tomuto sestaveni mize cytoplazmaticka
membrana filtrovat prichazejici latky z okolniho prostfedi pomoci selektivnich
kanalti. Chemicky jsou fosfolipidy slozeny z dlouhych uhlikatych retézci, které jsou
zakonceny fosfatovou nabitou skupinou. Silnou absorpci fosfolipidii 1ze namérit
predevsim v pripadé CHz2,CH3 a NH3 symetrickych a antisymetrickych valenc¢nich a
deformacnich vibraci [51][50]. Fosfodiestery jsou detekovatelné na vinové délce
1240 nm kde vykazuji P=0 antisymetrické valenc¢ni vibrace.
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Dalsi struktury bakteridlni membrany se lisi podle tzv. gramova barveni [49].
U gram-pozitivnich bakterii je pfitomna silna vrstva peptidoglykanu, ktera dosahuje
azZ 90% hmotnosti buniky. U gram negativnich je tato vrstva slabsi, ale je pfitomna
jeSté jedna cytoplazmatickd membrana obalujici peptidoglykan, ktery tvori okolo
20% hmotnosti bunlky. PredevSim paralelni polysacharidové retézce N-
acetylglukosaminu and N-acetylmuramové kyseliny je mozné zachytit v IR spektru
(C-H,C=0). Detailni vycet vSech IR aktivnich molekulovych vazeb je uveden v tabulce
10.

pouzdro
bunécna sténa
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 20 - Struktura bakterialni burky. Obrazek je prevzat z [52].
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3.3 Fresnelovy rovnice pro vypocet absorbovaného
evanescentniho pole

ProtoZe biosenzor navrzeny v praktické Casti této prace vyuziva absorpci
evanescentniho pole, budou v této kapitole stru¢né zakladni vypocty nezbytné pro
kvalifikovany navrh.

Index lomu Ize definovat jako komplexni ¢islo, tato reprezentace je nutna
pro analyzu modeli s thlem dopadu vys$s$im neZ kritickym - viz rovnice 8, ktera lze
resit jen v komplexnim oboru cisel.

sin (6;) = Z—zcos (6o) - (8)
V pripadé totalniho vnitiniho odrazu je splnéna podminka 9.

%cos (6,) > 1. (9)
2

,3in (0;)“ pak Ize fesit jen v oboru komplexnich ¢isel - viz rovnice 10 a 11.

cos (8;) = \/1 —sin?(6,) = i\/sinz(et) -1, (10)
) sinZ(GO)—(%)2
cos (6;) =i - (1D

ni

Po dosazeni rovnic 10 a 11 do Fresnelovych rovnic, dostdvime pomér
dopadajici a odraZené intenzity elektrického pole2¢ v ptipadé totalniho odrazu.

Ef _ nqcosBy—iynq?sin?6y—n,2 (12)
E§  mnqcosfg+i'n,2sin26y—n,2’
EP  n,%cosf—iyn,2sin20,—n,? (13)

Eg Nny2c0s0¢+iy/n12sinZ20y—n,2

Jak vyplyva z predchozich rovnic, absolutni hodnota poméru intenzit
dopadajiciho a odraZeného pole je vZidy 1. Pokud tedy vyjadfujeme index lomu
pouze jako realné cislo, nastava totalni odraz bez ztraty energie. To plati v pripadé,

26 Neboli koeficienty odrazu.
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Ze je druhé prostredi bezztratové. V opacném pripadé je potreba zavést komplexni
index lomu - viz vztah 14.

n=n-—Iik. (14)

V této reprezentaci vyjadruje ,n“ realny index lomu, ktery ma vztah
k rychlosti Sifeni svétla vdaném prostredi. Imaginarni c¢ast ,x“ se nazyva extnicni
koeficient a je proporcni absorpcnimu koeficientu latky na dané vinové délce (,a“)

- viz vztah 15.
k=4 (15)

e A - Zmérena absorbance. Je nutné upozornit, Ze zméfena absorbance je
zavisla na metodice méfeni. Uvedend absorbance plati pro transmisni méieni
a nelze ji ptimo aplikovat pro evanescentni snimani??.

e - koncentrace analytu.

e L - délka mérici drahy neboli tloustka vzorku.

Substituci 14 do 12-13 dostavame Fresnelovi rovnice pro komplexni index
lomu. Rovnice 16 a 17 vyjadiuji pomér vykonu dopadajiciho a odraZeného paprsku.
Vypocet téchto rovnic je uveden ve formé grafu v obr. 21.

2
(E_ﬁ)z _ [(nl—ikl)coseo—i\/(nl—ixl)zsinzeo—(nz—ikz)ZJ

E§ (nq—ik1)cosOg+iy/ (ny—ik,)2sinZ20p—(ny—ik;)?

(16)
(i)z _ [(nz—ikz)zcosBo—i(n1—ikl)\/(nl—ikl)zsinzé?o—(nz—iK2)2J2
Eg - (ng—ikz)2cosOy+i(ng—iky)y/(ny—ik1)2sin20y—(ny—ik,)?

(17)

27 Absorbance je logaritmus absorpce. Absorpce je pirevracend hodnota transmise.
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Reseni fresnelovych rovnic pro TIR
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Obrazek 21 - Pomér vykonii dopadajiciho a odrazeného paprsku v oblasti totalniho
vnitiniho odrazu (TIR). Jde o vypocet rovnic 16 a 17. Vykon zavisi na polarizaci (s - horni
krivka, p - spodni kiivka). Plati pro rozhrani mezi kiemenem (n1=1,457) a vzduchem
(n2=1) s extinkénim koeficientem k, = 0.1.

3.4 Modelovani evanescentniho multimodového
optovlaknového senzoru

Pro navrh optovlaknového senzoru je nutné stanovit model Sifeni svétla.
Jeden z nejkomplexnéjsich modelt evanescentniho multimédového
optovlaknového senzoru stanovil A. Messica a kol. [53]. Vychazel ze standardnich
geometrickych modeli Sifenf médi v multimédovém vlakné?4. Tyto modely byly
doplnény o vypocet evanescentniho pole a jeho Gtlumu. Model Messicy a kol. navic
dovoluje parametrizovat podminky navazovani svétla (ihel osvitu navazovaného
svétla). Model popisuje absorpci v rovném, multimédovém vldkné se skokovou
zménou indexu lomu buzenym nekoherentnim zdrojem svétla. Model nepopisuje
interference jednotlivych modi.

3.4.1 Zakladni rovnice modelu

Predpokladejme idealné primé multimoédové vlakno s indexem lomu jadra
»Nco a indexem lomu okoli ,na“. UvaZujme silné vedouci vlakno s normalizovanou

28 Jde predevsim o prace Kapanyho [115] a Pottera [56].
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frekvenci >> 1 (parametr ,V“). Tzn. Ze vlakno prenasi velky pocet modi.

Normalizovana frekvence lze vypocitat podle vztahu 18.

21a
_2ma 5 5
V= TV o — Nep

kde ,A“ je vinova délka svétla a ,a“ vyjadiuje polomér vlakna.
Pienos vlakna se pak spocita podle zakladni rovnice modelu.

P(L,a)=[[T(rv,6,0)I(,y,0,9)dSd2,

e P(L,a) - Vykonova transmitance vlakna o délce ,L“ a poloméru ,a“.
e I(r,v,0, @) - Intenzitni distribu¢ni funkce na cele vlakna.

(18)

(19)

o Smér Sireni paprsku je definovana axialnim dhlem ,6“ a dhlem ,y“, tj.

Vv

uhlem roviny Sifeni paprsku - viz obr. 2229,
o T, @ - polarni souradnice vstupu na cele vlakna3©.

e T(r,v,06,9) - Obecnad transmisni funkce pocitanad s Fresnelovych rovnic,

absorpci, TIR atd.

29 Pro vice informaci, viz originalni ¢lanek autora [53].
30 Pro vice informaci, viz originalni ¢lanek autora [53].
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2acos (Y)
6/
(b)
¢elo vldkna Opticke vlakno ¢elo vldkna
Pn —

A - Pn'vt

I
x\)’
o)

Obrazek 22 - Vysvétleni proménnych vystupujici v rovnici 19. (a) Rovina $ifeni paprsku
definovana uhly y a 6. (b) Bo¢ni pohled na rovinu $ifeni paprsku. (c) Vicenasobné Fresnelovi
odrazy ve vlakné [53].

Transmisni funkce byla definovana pomoci analyzy jevi uvniti vldkna a
byla stanovena takto:

Tpsz (Ratr)Ne_acoLp
M(0,y)

T(r,v,0,9) = (20)

Vysvétleni vSech symboli pouzitych vuvedené rovnici lze nalézt
v podkapitolach niZe.

4 4

3.4.2 Podminka Sifeni svétla v jadre vlakna

Uhly,6“a,y* definuji thel dopadu paprsku na rozhrani, je proto nutné zavést
efektivni thel odrazu, ktery popisuje thel paprsku vici rozhrani pti interakci.

cos = sinf cosy. (21)
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Je zfejmé, Ze zakladni podminka pro TIR (sin{ > ?), musi byt zachovana.
cl

Z rovnice 21 lze pak odvodit podminku pro vedeni svétla v multimédovém vlakné:

ner?
Y< 1- nciz , (22)
W< _vnn-nz _ (23)

Pro ,y = 0%, paprsky prochazeji osou vladkna a kriticky tihel 0. je pak dan

pouze indexy lomu prostiedi:

0, = sin~1 e’ nel” (24)

Nco

Vztah 24 byl oproti origindlni publikaci opraven, spravny tvar tohoto
vztahu je v originalni publikaci R.J. Pottera[54] a vychazi ze vztahti 21 a 23. Déle je
nutné definovat nasledujici veliciny:

Maximalni thel , 0y ktery definuje maximalni inklinaci svétla, ktera jesté

projde rozhranim okoli-jadro vlakna (index lomu okoli pfedpokladame = 1).

0, =sin"1— . (25)

Nco

Dolni hranici ,,y,“ pro paprsky s inklinaci v rozmezi 6. - 0.

Vm = cos~1300% (26)

sin @
Integrac¢ni limity pro ,,y* jsou pak nasledujici (graficky zobrazeny na obr. 23):

0<y<90°proB e (0,6,),
Ym <Y <90°pro0 € (6., O0y). (27)

Je vidét, Ze vlivem efektivniho thlu se vlaknem $if{ i paprsky, které do vlakna
vstupuji pod vétSim dhlem, neZ dovoluje numericka apertura vlakna (vétsi nez 6c) -

tzv. mimoosové paprsky.
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Povolené inklinace splnujici podminky pro TIR

0 20 40 60 80
Q
vI[]
Obrazek 23 - Povolena kombinace uhlid (0 a y) pro vedeni svétla pomoci TIR. Povolené
kombinace jsou znazornény zluté. nco = 1.432, ncl=1.33.

3.4.3 Fresnelovy odrazy na cele vlakna

Odraz na Cele vlakna lze spocitat z thlu inklinace ,0“ thel ,y“ je pro tento
vypocet irelevantni, protoZe se jedna o thel kolmy na rovinu Cela vlakna. Vykonové
transmisni koeficienty (pro sa p polarizaci) odvozené ze zakladniho tvaru
Fresnelovych rovnic [55] jsou (rovnice plati pro navazovani z prostiedin = 1):

__ 4ngocos(8)b
Tp " (ng cos 6+b)?’ (28)

__ 4ngo cos(0)b
$ ™ (cos @+ngoh)? (29)
b = /1 —n2sin? 6. (30)

Vysledna transmise pro nepolarizované svétlo:
Tp+Ts

Tys = pT. (31)
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3.4.4 Intrinsicka a evanescentni absorpce

Pro vypocet absorpce senzoru je nutné znat pocet odrazi a drahu mezi
jednotlivymi odrazy. V Messicové modelu byly pouzity vztahy stanovené ve studiich
Pottera [56].

Celkovy pocet odrazi paprsku:

__ Ltan#®

" 2acosy” (32)
Vzdalenost mezi odrazy:
Li _ 2acosy. (33)

sin 6

Zajimavé je, Ze celkova draha, kterou paprsek urazil je nezavisla na dhlu
$ikmé vedenych paprski (,y*). Sikmé vedené paprsky maji vice odrazii, ale kratsi
drahu mezi odrazy (viz obr. 25).

L
cos 0’

L, =NL; =

(34)

Vypocet pro intrinsickou absorpci multim6dového vldkna pak vychazi
z Lambert-Beerova zakona (,,ac" je absorpcni koeficient jadra)3!:

a, = e %eoly, (35)
Evanescentni utlum zavisi rovnéZ na polarizaci a vychazi z rovnic 16 a 17.

Upravenim téchto rovnic pro optické vldkno, je moZné sestavit vztah pro vypocet

reflexnich vykonovych koeficientli. Postup odvozeni je uveden v referenc¢ni

literature [53].

K
4ncong? cosd}(—d—xﬂ)

2 Ncl Mco
R2=1- , , (36)
(neo?—nc®)Vneo?sin?yP—ng?
2 Kel _Kco 2¢in2 2
4ngone?cosp(—L—=€2)(2n,2sinhp—ng?)
n?=1- =g _t0 (37)
p (Meo? =N ? )\ Mo 2sin2P—ng 2 (neo2sinZyP—ng2cos?y) ’
co cl co cl co cl

31Vztah je platny pro jeden méd.
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® Ko Kq je koeficient zavisly na absorpénim koeficientu jadra a prostredi.32

Pro nepolarizované svétlo opét plati:

TPt

(38)

Vypocet ,Ratr pro rizné tthly dopadu je na obrazku 24. K nejvétsimu atlumu
dochazi pti dhlu blizkému TIR.

FresnelQv koeficient odrazu (rz)
I I

< 0.99995

\

0.9999 : .

0.99985 .

0.9998 -

Fresnellv koeficient odrazu (

0.99975 - .

0.9997 : : ‘ :
65 70 75 80 85 90

Uhel [°]
Obrazek 24 - Zavislost Fresnelova koeficientu odrazu na tihlu dopadu. Podminky byly
modelovany pro tyto podminky: A = 980 nm, nc¢ = 1.432, na=1.33, az=10.
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12 X 108 Pocet a vzdalenost mezi odrazy ve vlakné v zavislosti na uhlu osvitu x1‘120’4
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Obrazek 25 - Pocet a vzdalenost mezi odrazy ve vlakné v zavislosti na thlu osvitu. Podminky
byly modelovany pro vlakno o priméru 105 pm a azimutnim thlem osvitu 45 °.

3.4.5 Odraz na koncich vlakna

[ kdyZz je vliv odrazu na koncich vlakna z hlediska vykonové ztraty
zanedbatelny, model ho zahrnuje. Pomoci Fresnelovych rovnic ve standardnim
tvaru Ize vypocitat koeficient odrazu , Rvack“. Vysledny podil odraZené energie je pak
popsan rovnici 39 - viz obr. 22c.

B 2
M@6,y)=1- (Rbackz(Ratr)Ne aCDLp) . (39)

3.4.6 Prenos senzoru

Na obrazku 26 je graf zavislosti prenosu senzoru vypocitaného podle
rovnice 19. Prenos je konstantni, po prekroceni numerické apertury vlakna klesa.
V grafu jsou priibéhy pro rtizné hodnoty absorp¢niho koeficientu vzorku, jejich
rozdil je zobrazen na obr. 27. Je vidét, Ze nejvétsi citlivost na zménu absorp¢niho
koeficientu vzorku je tésné po prekrocCeni akceptacniho uhlu optického vlakna.
S vzristajicim Uhlem citlivost stoupd, protoze vétsi ¢ast svételného vykonu je
vedena mimosovymi paprsky, které jsou citlivéjsi na zmény abs. koef. vzorku.

55



Pfenos senzoru
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Obrazek 26 - Pirenos senzoru pro ruzné uhly osvitu. Absorp¢ni koeficient vzorku: 1
(Cervena), 10 (modra). Vinova délka: 980 nm, Délka: 10 cm, Priimér: 105 pm, Index lomu
vzorku: 1.33.

Rozdil prenosu senzoru pfi zméné absopréniho koef. vzorku
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Obrazek 27 - Citlivost na zménu absorp¢niho koeficientu vzorku na thlu osvitu. VInova
délka: 980 nm, Délka: 10 cm, Priimér: 105 um, Index lomu vzorku: 1.33.

3.5 Intenzitné zalozena kavitné zesilena
spektroskopie (CEAS)

Jak vyplyva zpredchoziho teoretického rozboru, absorpce svétla
evanescentni vlnou je velmi mala. Jednim ze zpuasobi, jak absorpci zesilit, spociva
v mnohondasobné interakci svétla se vzorkem - tato velmi citliva technika detekce se
nazyva kavitné zesilena spektroskopie.
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Principialni schéma CEAS je na obr. 28. Vstupni svétlo ma konstantni
intenzitu (Io), ktery je tlumen v kavité a zméren detektorem za kavitou. Velkou
vyhodou CEAS je jeji jednoduchost a pfimocarost, méreni je vSak ovlivnéno fluktuaci
zdroje svétla. Pokud uvaZujeme zakladni usporadani z obr. 28Error! Reference
source not found., v kavité se udrZi pouze nékteré mddy zareni, dané geometrif
kavity. Navic se kvili termalnimu driftu a mechanické nestabilité kavity tyto mody
méni. Tyto vlivy je nutné vzit v dvahu pri ndvrhu CEAS sestavy. Jednoduchost
metody umoziuje pouZiti Sirokospektralniho nekoherentniho zdroje svétla33, coz je
komplikované v pripadé CRDS kvili nizkému vykonu a sloZitosti fokusace
Sirokospektralniho nekoherentniho svétla.

o L S
..

[

l n odrazu I,

Zrcadlo
R=0.99

Obrazek 28 - Principialni schéma CEAS. Vstupni svétlo Io je uvéznéno mezi zrcadly o
odrazivosti R. Vystupni intenzita In je pak funkci absorpce kavity a zrcadel.

V ramci IBBCEAS existuji detek¢ni techniky vyuZivajici disperzni ¢len za
kavitou34, nebo interferometrické méteni3>. Principidlni zapojeni IBBCEAS je na obr.
29. Na obrazku je znazornén Sirokospektralniho svétla s vystupni intenzitou ,Iin“.
Svétlo je uvéznéno mezi zrcadly s odrazivosti ,R“. Pokud je mezi zrcadly vloZen
vzorek sabsorpci ,L“ je moZni psat vztah pro vypocet vystupni intenzity
v ustalenim stavu kavity:

I(D) = I;n (D1 = RA)?(A = L) =1 — L))" (40)

Pokud je integraCni cas zasadné vétsSi nez casova konstanta kavity a jsou
splnény fyzikalni podminky ,R < 1“a L < 1% série konverguje do tvaru:

33 Angl. Incoherent Broadband Cavity Enhanced Spectroscopy, IBBCEAS.
34 Lepsi ¢asova a horsi spektralni rozlisitelnost.
35 Horsi asova a lepsi spektralni rozliSitelnost.
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(1-R())*(1-L(A)
I = leMD oot (41)

Pokud nedochazi k absorpci svétla (,L. = 0“), rovnice 41 prechazi do tvaru:

1-R(A
1D = InM) Grp (42)

Po vyjadireni absorpce vzorku (,L“) pomoci Lambert-Beerova zakona (vztah
70), Ize vyjadrit vztah pro primy vypocet extink¢niho koeficientu ,€“.

e(1) ~ %(% - 1) (1-RW), (43)

e d - Tloustka vzorku.

Rovnice 43 podléha znacnému zjednodusenti a plati za podminek ,L. - 0“a
»,R— 1 Plvodni odvozeni lze nalézt napriklad v knize od G.Garliandiho a
H.P.Loocka [40].

Vyhody a nevyhody IBBCEAS pro pouZiti v Sirokospektralni spektroskopii:

e (Citlivost: CEAS je obecné méné citliva3s, ale je citlivéjSi nez
jednopriichodova spektroskopie. CEAS je citliva jen v malém rozsahu
extin¢niho koeficientu.

e Spektralni selektivita: Kromé spektralni limitace zdroje se projevuje
spektralni limitace zrcadel. Vyhoda IBBCEAS je v simultannosti méreni
Sirokého rozsahu vinovych délek. Tim Ize dosahnout lepsi chemické a
fyzikalni charakterizace vzorkd.

e (Casova rozlisitelnost: Obé techniky (CRDS a CEAS) jsou omezeny ¢asovou
konstantou kavity.

e Adaptibilita: Kavitni metody maji velkou vyhodu v jejich adaptibilité na
méfeni riznych typa vzorka (zejména plynné, dale kapalné a pevné)
riznymi metodami - transmise, odraz, evanescentni snimani, rozptyl svétla,
fluorescence atd.

e Praktické parametry: CEAS ma vyhody zejména v jeji jednoduchosti a
dostupnosti, na druhou stranu navazovani svétla do kavity snizuje

vivzs

36 Vzhledem k CRDS.
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Obrazek 29 - Principialni schéma IBBCEAS [40].

Méreni obsorpce vzorku transmisni a kavitni technikou

o
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Obrazek 30 - Porovnani citlivost transmisni spektroskopie a kavitnich metod. Je vidét, Ze
CEAS a CRDS jsou extrémneé citlivé pro méienich malo absorbujicich vzorki s nizkym
extinénim koeficientem. Podminky méreni: R = 0,99, d = 1 mm, délka kavity = 1 m,
modulacni frekvence = 1 °"MHz. CRDS a CEAS vykazuji podobnou citlivost, CEAS je ale diky
zavislosti na fluktuaci zdroje svétla méné presna.

Vice o vyuziti CEAS techniky lze nalézt v kap. 2.3.

3.6 Shrnuti

Jak je zrejmé z prechozich kapitol, optovlaknové biosenzory nabizi slibnou
alternativou k drahym a ¢asové narocnym diagnostickym technikam nasazovanych
v klinickych laboratorich, jako je ELISA37, hmotnosti spektroskopie, nebo
elektrochemické biosenzory. Zatimco klasicka ELISA trpi nizkou citlivosti a zahrnuje

37 Z angl. enzyme-linked immunosorbent assays. Imunologicka slouZici k detekci protilatek.
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vysoky pocet Casové a technicky naro¢nych kroki, elektrochemické senzory
vykazuji nizsi specificitu, vysoky prah detekce a zdlouhavou piiprava vzorkd.
Soucasné pouZzivané metody pro detekci bakterii bez znaceni zahrnuji predevsim
PCR38, fenotypickou analyzu, hmotnostni spektroskopii (MALDI) a biochemické
mikroarraye3°.

[ kdyZ tyto metody vynikaji svoji citlivosti (predevsim rizné modifikace PCR
jsou schopny detekovat bakterie od koncentraci 10 CFU/mL), specificitou a
reprodukovatelnosti, tyto nastroje neumoznuji hlubsi analyzu vzorku. Napriklad
PCR nedokaZze ani rozliSit Zivé a nezivé bunky. Biochemicka mikroarraye zalozené
na pouZzivani kmenové specifickych oligonukleotidiovych préb, je perfektni nastroj
pro rychlou bakterialni identifikaci, to vSak nezahrnuje dalsi analyzu bakterii. Pro
uspésnou identifikaci je nutné pouZit vysoce koncentrovany vzorek (8 log CFU/mL).
Zatimco vystupem MALDI je chemickd informace, instrumentace je stdle
nedostupna a ptiprava vzorki je slozitd. Navzdory témto limitacim, MALDI zGstava
nejbliz§im kompetitorem FOS. Pokud by bylo FOS rozsifeno o spektralni analyzu,
bylo by mozné chemicky analyzovat vzorky s velmi nizkym detek¢nim limitem.

Jak bylo prokazano v referencnich studiich [57] a [58], rozsifeni FOS o
spektralni analyzu umoziiuje vyuzit obrovsky potencial této techniky. Kavitni
zesileni se zda byt perfektnim nastrojem pro nezbytné zesileni odezvy senzoru. Toto
zesileni je nutné pro spektroskopickou analyzu nizkych koncentraci zkoumané
latky.

38 Polymerazova retézova reakce je metoda rychlého a snadného zmnoZeni iseku DNA zaloZena na
principu replikace nukleovych kyselin.
39 Jde o komplexni ptistroj pro mikrofluidni bunéénou analyzu.
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4 CiLE PRACE

Z rozboru soucasného stavu problematiky je zfejmé, Ze NIR spektroskopie
ma pro pouziti v mikrobiologii velky potencial vzhledem ke své jednoduchosti, vétsi
penetracni hloubce svétla a primocaré piipraveé vzorki. Nevyhodou zlistava nizka
interpretovatelnost NIR spekter bakterii a nizkd citlivost (detekce overtonl a
kombinovanych vibraci).

Cilem této prace je interpretovat NIR spektrum bakterie, najit nejdtilezitéjsi
peaky a spektralni regiony podstatné pro analyzu bakterialnich bunék s akcentem
na identifikaci bakterialnich kment.

DalS$im cilem této prace je vyzkum technik pro zmirnéni nevyhody nizké
citlivosti a moZnosti analyzovat a identifikovat bakteridlni kmeny v menSim
mnozstvi (10> bunék). Toto je diilezité pro véasné odhaleni bakteridlnich infekci.
K dosazeni tohoto cile bude navrzen biosenzor s moznosti NIR spektroskopie.
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5 EXPERIMENTALNI MERENI,
INTERPRETACE A KLASIFIKACE NIR
SPEKTER BAKTERII

Potencial NIRS pro klasifikaci bakterii byl ukazan v prehledu souc¢asného
stavu problematiky. V experimentalni ¢asti prace jsou provedeny 4 experimenty,
které testuji klasifika¢ni silu vybranych statistickych modeldi, porovnavaji moznosti
spektralni analyzy, srovnavaji metody pripravy vzorkli a interpretuji dulezité
spektralni peaky pomoci metod prokladani krivkou a korela¢ni spektroskopie. Tyto
experimenty jsou dtilezité pro navrh biosenzoru s moznosti NIR spektralni analyzy.

5.1.1 Testovani klasifikacnich modelti pro identifikaci
NIR spekter bakterialnich kment

5.1.1.1 Uvod

Tento experiment se zabyvd porovnanim nékterych zakladnich
klasifika¢nich modelG pro rozliSeni bakteridlnich kmenl na zakladé jejich NIR
spekter. Nejvétsi pozornost je vénovana PLS-DA modelu, tento Kklasifikator se
v oblasti chemometrie4? pouziva nejcastéji. Na konci experimentu jsou zkoumany
nékteré pokrocilé nelinearni modely zaloZené na UNS[59] a fuzzy modelovani[60].
Modely byly validovany LOO kiiZovou validaci*™.

5.1.1.2  Materialy a metodika

V prvnim experimentu byla méfeno spektrum bakterialni suspense téchto
kmenii:
e Lactobacillus acidophillus (6 méreni)
e Staphylococcus epidermidis (8 méreni)
e FEnterococcus durans (8 mérenti)

40 Statistika v analytické chemii. Vice o chemometrii v kap. Error! Reference source not found.
prilohy ¢. 2.
41L0O0 je typ kriZové validace s vylou¢enim jednoho vzorku, Vice v kap. 2.7 prilohy ¢.2.
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e Escherichia coli (6 méreni)

Méreni probihalo transmisni metodou, suspense byla méiena v transmisni
kyveté o Sifce 0,2 mm. Jako supernatant*? byl pouzit takovy roztok, jehoz sloZeni
zarucuje zachovani bakteridlni koncentrace v ¢ase (angl. maximum recovery diluent
- CM0733, Thermo Fisher Scientific).

Parametry techniky akvizice NIR spekter:
e NIR spektrometr: Varian Cary 5E.
e Spektralni rozliSeni: 3nm.
e Prumeérovani: 0,1s.
¢ Rozsah: 900-1450 nm.

Matematické zpracovani spekter:
e Jako referenc¢ni spektrum bylo pouZito spektrum vody.
e Derivace SG - viz kap. 2.3. prilohy 2.
e Exploracni analyza: PCA - viz kap. 2.5 prilohy 2.
e Predzpracovani spekter: OSC (Ortogonalni korekce signalu) [61].
e Klasifikace: PLS-DA - viz kap. 2.6 prilohy 2.
e Validace: LOO-CV (kriZova validace) - viz kap. 2.7 prilohy 2.

5.1.1.3  Vysledky

Na obr. 31 je uveden prostor vytyCeny principidlnimi komponentami PCA,
tzn. komponenty, které postihuji nejvétSi variabilitu dat. Jak je vidét, spektra
Staphylococcus epidermidis a Enterococcus durans obsahuji unikatni variabilitu a lze
je separovat. Na druhou stranu spektra Lactobacillus acidophillus a Escherichia coli
nelze determinovat. ProtoZe je PCA pouze explorac¢ni analyza, nebere v potaz tiidéni
spekter a je tedy nutno pouzit klasifika¢ni model.

42 Supernatant je oznaceni tekutiny nad sedimentem, ktera vznika centrifugaci.
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Obrazek 31 - Transmisni spektrum (vlevo) a prostor PCA skdre (vpravo) transmisnich NIR
spekter bakterii [62].

Pro klasifikaci byl pouzit model PLS-DA, tento model lze implementovat ve 3

modifikacich.

e Tzv. ,dummy“ kédovani. Jde v podstaté o pouziti klasického PLS
regresniho modelu [63], kde se misto nezavislé kvantitativni proménné
pouziva ¢iselné oznacenti tridy pro klasifikaci - Staphylococcus epidermidis
=1, Enterococcus durans = 2, atd. Tento pristup byl pouZit v publikaci F.C
Martose [12].

e PLS2-DA  skoédovanim  prisluSnosti. Tento  pristup  vyuziva
vicedimenziondalni PLS, jednotlivé tifidy jsou pak kédovany stupném
prislusnosti - Staphylococcus epidermidis = [1 0 0 0], Enterococcus durans
=[0100], atd.

e Optimalizovany PLS2-DA podle M.Barkera a W.Rayense [13].

Vysledky klasifikace jsou shrnuty v obr. 32. Nejvyssi dspésnost klasifikace
dosahl model , Optimalizovany PLS2-DA podle M.Barkera a W.Rayense [13]“ pri
pouziti 6 latentnich komponent. Vysledky validace pomoci ,Leave-one-out” kiiZové
validace (LOO-CV) jsou shrnuty vgrafu 32. ProtoZe LOO-CV dava znacné
optimistické vysledky, pro dalsi zavéry je nutny vétsi pocet méreni.

Pro casteCnou interpretaci spektra byl pouzit vahovy vektor PLS modelu,
ktery udava dtlezitost hodnot na urcitych vinovych délkach pro tvorbu
klasifikatniho modelu. Tento vektor dosahuje vysokych hodnot u vinovych délek
interpretovanych dal$imi autory - napft. 3. overton valenéniho médu C-H vazeb
vregion 900-1050 nm, valenéni méd N-H vazeb na 1126 nm a 2. overton C-H na 930
nm. Vice v kap. 2.1.
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Obrazek 32 - Predikcni presnost modeli (piresnost kalibrace). Nejsvétlejsi je vysledek

modelu PLS2-DA s kédovanim prislu$nosti, tmavsi (uprosti‘ed) jsou vysledky PLS-DA s

»dummy* kédovanim, a nejtmavsi Optimalizovany PLS2-DA podle M.Barkera a W.Rayense

[13] s ortogonalni transformaci [62].
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Obrazek 33 - 1. PLS zatézovy vektor [62].
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ProtoZe NIR spektrum bakteridlnich bunék je komplexni, v nékterych
pripadech je vhodné pouZit klasifika¢ni model, ktery postihuje i nelinealni zavislosti.
Modely zaloZené na strojovém uceni, napt. umeéla neuronova sit’ (UNS), se stale vice
prosazuji ve spektroskopii, protoZe jsou schopny resit tyto typy uloh. Pro testovani
UNS byla pouzitd topologie, ktera je zobrazena na obr. 34. Aby se potlacila
kolinearita dat, dimenze namérenych NIR spekter byla redukovana na 10 pomoci
PCA transformace. PCA skoére slouzilo jako vstup UNS. Na vystupu UNS byly 4
neurony, které indikovaly prisluSnost do jednotlivych tfid. Pro uceni byl pouzit
algoritmus zpétného Sifeni chyby [64]. Tato technika dosahovala uspésnosti 100%
na omezeném vzorku dat. Model byl validovan LOO-CV kriZovou validaci. ProtoZe
UNS maji tendenci k preuceni (tzv. overfitting - tzn. stav, kdy model ztratil
schopnost generalizace a model predikuje spravné jen na kalibrac¢nich datech) a
LOO-CV dava optimistické ohodnoceni modelu, pro dalsi zavéry je nutné model
validovat na vétsi skupiné dat.

NIR spektra

—
log T SNV - rasult @ __"“——--___. @
-1 ' i i |

L = " =0 v=4
o dil i —» | 10comp.]_y oy g
ER - PFisluSnost do tfid
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Wavelengih[nm] e —_—

Obrazek 34 - Schéma nasazeni UNS pro klasifikaci NIR spekter bakterii [62].

51.1.4 Zaveér a diskuze

Vysledky byly prezentovany na konferenci PIERS 2013[60]. Jak je vidét, i
pres malé mnoZzstvi namérenych dat lze spektra uspésné klasifikovat za
predpokladu spravného vybéru klasifikacniho modelu a metod predzpracovani dat.
Zejména PLS-DA model je citlivy na spravné kddovani prislusnosti. Alternativné lze
vyuzit modely zaloZené na strojovém uceni (UNS), které dosahuji jesté vyssich
presnosti.
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5.1.2 Porovnani presnosti vybranych Kklasifikacnich
modelti Kkalibrovanych na hydratovanych a
dehydratovanych bakterialnich vzorcich

5.1.2.1 Uvod

Tento experiment se zaméiuje predevSim na studium vlivu pripravy
bakterialnich vzorki na klasifikac¢ni silu modelt klasifikatort NIR spekter. Vliv vody
v NIR spektroskopii je velice silny, a proto se standardné vzorky dehydratuji.
Spektra obou typli vzorkd (hydratovanych/dehydratovanych) byla klasifikovana
pomoci obvyklych klasifika¢nich metod.

5.1.2.2  Materialy a metodika

V tomto experimentu bylo provedeno méreni NIR spekter 90 bakterialnich
suspensi. Nasledné byla porovnana klasifikacni piresnost modelt kalibrovanych na
NIR spektrech suspensi a na NIR spektrech dehydratovanych vzorki. Byly méreny
tyto kmeny:

e Listeria ivanovii
e Escherichia coli
e Salmonella enterica

Bakterialni monokultury byly vypéstovany v TSB43. Pro eliminaci vlivu TSB
na NIR spektrum byla suspenze centrifugovana a supernatant byl nahrazen
destilovanou vodou. Pomoci této procedury lze odstranit vSechny potencialni
bakteridlni produkty, takzZe je moZné meéfit cistou biomasu. Stejnd uroven
koncentrace byla zajisténa udrZovani absorbance bilého svétla (420-580 nm) na
konstantni tirovni (métreno v 0,1 mL suspneze). Koncentrace byla métena klasickou
metodou roztéru a pocitani kolonii [49] a pohybovala se okolo 108-10° CFU/mL.
Celkem bylo pripraveno a zméteno 40 inokul.

Parametry metody méreni NIR spekter:
e NIR spektrometr: Perkin Elmer Spectrum One NTS (Shelton, CT,
USA).
e Spektralni rozliSeni: 1 nm.
e Rozsah: 1100-2500 nm.

43 Tripton-s6jovy bujon, Sigma-Aldrich ¢. 22092.
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Staticka spektralni analyza:

e Derivace SG - viz kap. 2.3. v priloze 2.

e Explorac¢ni analyza: PCA - viz kap. 2.5 v priloze 2.

e Predzpracovani spekter: EMSC - viz kap. 2.4 v priloze 2.

e Kilasifikace: CVA (kanonickad anayza)[8], SIMCA[11] a PLS-DA - viz
kap. 2.5 v priloze 2., UNS (uméla neuronova sit).

e Validace: LOLO-CV (kriZova validace) - viz kap. 2.7 v priloze 2. Pro
validaci byla pouzita spektra jednoho inokula.

V dalsi Casti experimentu byla mérena spektra dehydratovanych suspenzi.
Odstranéni vody dovoluje méreni niZsich koncentracich za cenu slozitéjsi pripravy
vzorkl. Voda byla odstranéna filtraci pomoci membran ze skelnych vlaken (Glass
fiber filter, Whatman) a vakuové filtra¢ni aparatury (Sartorius, Germany). Filtry se
suspenzi byly dehydratovany pfti teploté 70 °C po dobu 4h. Tento postup zajistuje
odstranéni veSkeré nevazané a casti vazané vody [65]. PreZziti bakterii zavisi na
mnoha faktorech a je to predmétem mnoha studii [66]. Ztohoto divodu lze
povazovat toto méfeni za destruktivni. Kvalita dehydratace byla monitorovana
pomoci peaku na 1950 nm (O-H vazby). Z diivodu zamezeni opétovné hydratace byl
filtr uzavien v kontejneru se sorbentem (silika gel) a nasledné umistén na mérici
okénko NIR spektrometru (integracni sféra) spolecné s hlinikovym odraznym
elementem. Cela procedura ptipravy vzorki je zobrazena na obr. 35.
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Obrazek 35 - Priprava dehydratovanych bakterialnich suspenzi [67].

5.1.2.3  Vysledky

V NIR spektrech bakterialni suspenze jasné dominuje voda. Kombinacni
mod O-H vazeb vykazuje velkou absorpci na 1950 nm a v oblasti prvniho overtonu
okolo 1450 nm. Signaly generované bakterialni biomasu jsou zakryté absorpci vody
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i pri vysokych koncentracich (102 CFU/mL). Proto je obtiZné bakterie analyzovatis

pouzitim pokrocilé statistiky.
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Obrazek 36 - NIR spektrum bakterialni suspenze [67].

Na druhou stranu, ve spektrech dehydrovanych vzorkii dominuje oblast
2300-2500 nm. Peaky v této oblasti (zejména okolo 1750 nm) jsou prisuzovany
zejména lipidim a proteiniim nachazejici se v bunécné membrané a v téle buriky.
Tato oblast je v pripadé pritomnosti vody zcela zakryta kombina¢nim médem O-H

vazeb.
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Obrazek 37 - Spektra dehydratovanych bakterialnich suspenzi na filtru ze skelnych vlaken

[67].
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Vysledky ve formé CCR## jsou shrnuty v tab. 13 a 14. Jsou zde porovnany 4
zakladni Klasifikacni modely a rzné strategie predzpracovani dat. Jak je vidét,
v piipadé spekter bakteridlnich suspenzi s pritomnosti vody je piresnost modelt
nizkd. Na druhou stranu, presnost modelli vytvorenych na zdkladé spekter
dehydratované bakteridlni biomasy je vyssi, a to zejména v pripadé pouziti derivace
a EMSC. Modely vyuZzivajici takto predzpracovana spektra vykazovaly vysokou

presnost (90-100%, zméreni LOLO kiiZovou validaci).
Tabulka 13 - Presnost klasifikacnich modelta (CCR) bakterialnich suspenzi.

CRR[%] CVA PLS-DA SIMCA UNS
(5 komp) (5 komp) (10x10
neur.)
Derivace + 33 36 34 36
EMSC
35
. , 35 35 37
Optimalizovana (69 der.
Der. + EMSC (69x2 der. | (127 der. (209 der. points
bodi) bodi) bodi)
bodu
Prevzorkovani
(71 spektralnich 40 45 34 35
bod)

Tabulka 14 - Piresnost Kklasifikacnich modeli (CCR) dehydratovanych vzorkii.

CRR[%] CVA PLS-DA SIMCA UNS
(5 (5 komp) (10x10
komp) neur.)
Bez
predzpracovani 89 83 80 95
(SNV)
S-G druhd
derivace, 69 80 80 82 95
bodl
Derivace +
EMSC 80 85 95 100
S , 100 90 100 100
Optimalizovana
Der. + EMSC (69x2 der. | (127 der. (209 der. (69 der.
bodir) bodii) bodil) bodil)
Pfevzorkovani
(71 spektralnich 100 96 100 100
bodi)

44 Correct classification rate - vice v referencnf literatute [116] nebo v kap. 2.7 prilohy 2.
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51.2.4 Zaver a diskuze

Je zrejmé, Ze je nutné bakteridlni vzorky pifed meérenim dehydratovat.
Jediné tak lze dosahnout vysoké presnosti klasifikacnich model. Presnost
zkoumanych algoritmi je podobnd. ProtoZe pocet méfeni byl vzhledem
k multivariabilité a kolinearité dat pomérné maly, pro hlubsi diskuzi o moZnostech
primého nasazeni NIR spektroskopie v mikrobiologii je nutné vice méreni. Na
druhou stranu byl v rdmci tohoto experimentu piedstaven diikaz, Ze NIR spektra
obsahuji dostatek informaci pro klasifikaci bakteridlnich kmend. Pro praktické
pouZiti je nutné spektrum bliZe analyzovat a interpretovat - touto problematikou se
zabyva nasledujici experiment. Uvedené poznatky byly zverejnény na konferenci
IIPhDW 2014 a publikovany v ¢asopise IAPGOS[57].

5.1.3 Prokladani NIR spekter bakterialnich bunék
krivkou

5.1.3.1 Uvod

Jak bylo prokazano v predchozich experimentech, NIR spektrum nese
dostatek informaci pro analyzu a Klasifikaci bakteridlnich bunék. Prestoze NIR
spektroskopie prinasi fadu vyhod oproti klasickym identifikacnim technikdm (jako
je PCR[68], nebo MALDI[69]), pro nasazeni této techniky ve védecké a klinické praxi
je nutné identifikovat a interpretovat jednotlivé spektralni peaky a jejich zavislosti.
Teprve potom lze vyuzit vyhody, které ptrinadsi spektroskopicka analyza bunék*s.
Vyuzitim modelG zaloZenych na multivariacni statistice Ize uspésné kalibrovat
klasifikatni modely, ale interpretace peakd a porozuméni zavislosti ve spektru
zUstava znacné problematicka. Spektralni dekompozice provedena prokladani
krivkou zjednoduSuje spektra a cini tak jednotlivé peaky lépe izolované a
interpretovatelné. Spektrum se pomoci této metody rozloZi na jednotlivé peaky
blizké Gaussovu rozloZeni, charakterizované svoji polohou, amplitudou a Sirkou.
Tyto parametry se pak hledaji pomoci optimalizacnich algoritmia tak, aby se
minimalizoval rozdil mezi namérenym a syntetizovanym spektrem vzniklym
superpozici vSech modelovanych peakd. Timto pristupem lze izolovat jednotlivé
Casti spekter, které prispivaji ke klasifikaci bakterialnich kment.

45 Napft-. rychla priprava vzork, cenova dostupnost instrumentace i nakladd na méreni.

71



5.1.3.2  Materialy a metodika

V tomto experimentu byly méreny tyto kmeny:
e Listeria ivanovii
e [Escherichia coli
e Salmonella enterica

Piiprava vzorkl byla shodna s predchozim experimentem - viz obr. 35.
Koncentrace bakteridlni suspenze byla udrZovana na turovni 108 CFU/mL.
klasifikaci. Je dulezité podotknout, Ze redlné vzorky nejsou obvykle ve formé
koncentrované monokultury. Pro izolaci monokultury je nutné pouzit obvyklé
metody jako je kiiZovy roztér nebo inokulace na selektivnim agaru.

Spektra byla zméfena spektrometrem Nicolet Antaris FT-NIR analyzer
(Thermo Scientific, USA). Protoze dehydratovana suspenze zplsobuje masivni
rozptyl svétla, pro méreni byla pouZita technika DRIFT s integracni sférou. Roztyl
svétla na ¢asticich mikrometrovych rozméri popisuje teorie Mia [70] a projevuje se
predevsim naklonénim spektra. Tento jev lze vSak matematicky eliminovat.

Dalsi parametry méteni spekter:
e Spektralni rozliSeni: 0.12-0.62 nm.
e Primérovani pres 50 skent.
e Rozsah: 1100-2500 nm.
e 6224 mérenych spektralnich bodi.

Dohromady bylo zméfeno 180 spekter (60 spekter kazdého kmenu) - 3
spektra z kazdého filtru. ProtoZe se vicenasobné méteni stejného filtru povazuje za
technickou repetici, ktera by mohla ovlivnit presnost klasifikacnich modelti, dataset
byl redukovan na 60 pomoci primeérovani spekter ze stejného filtru. Timto je
splnéna podminka nezavislosti dat. Na druhou stranu, pro algoritmy prokladani
krivou se jevi jako vyhodnéjsi pouZit originalni neredukovany dataset.

PouZité metody statistické spektralni analyzy:

e SG druha derivace spekter. Délka derivacniho okénka se ménila v zavislosti
na intenzité Sumu v daném regionu (vice v [71]), touto technikou lze
filtrovat Sum a zaroven zachovat spektralni kontury.

e Predzpracovani spekter - MSC, SNV - viz kap. 2.4 v priloze 2.

e Explorac¢ni analyza - PCA - viz kap. 2.5 v priloze 2.

o Kilasifikace - PLS2 - DA ([13]) - viz kap. 2.5 v priloze 2.

e Validace - dvojnasobna kriZova kros-validace*® - viz kap. 2.7 v priloze 2.

46 U tohoto typu kiiZové validace so rozdéluje dataset na kalibra¢ni a valida¢ni v poméru 1:1.
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Prokladani krivkou

Prokladani krivkou slouZi pro dekompozici spekter na jednotlivé peaky,
které lze jednoduSeji interpretovat. Pokud je znama amplituda peaku, je mozné
primo aplikovat Beer-Lambertiiv zakon pro kvantifikaci jednotlivych sloZek. Pfima
intepretace peaki je obvykle nemozna z dtivodl fyzikalnich jevi [72], které cini
peaky Siroké a zptlisobuje jejich masivni prekryvani. Z téchto diivodli byl pouZit
numericky iterativni piistup (viz niZe), ktery optimalizuje parametry peaki
stvarem Gaussova rozlozeni. Tvar peakili je dan Heisenbergovym principem
neurcitosti [43], Doplerovym jevem*’ a dalSimi jevy, zplisobenymi molekuldrnim
uspoiadanim vzorku. ProtoZe je koherenc¢ni ¢as molekuldrnich vibraci vysoky (v
porovnani s ¢asy molekularnich relaxaci), excitované molekuly relaxuji rychle
v souladu s Gaussovym rozloZenim. ProtoZe bylo méreni provedeno vyhradné
Voigtiiv nebo Lorentzianiv profil [73]. Detailni fyzikdlni analyza je uvedena v
referencni literatuie [43], [45], [74], [75]. Gaussova kiivka byla implementovana
podle vztahu 44.

_(w-wg)?

t(w) =ae 2% . (44)

Modifikaci parametri ,a“ ,wo“, ,,0“ (amplituda, centralni vinova délka, sirka)
lze ménit tvar peaku. Tyto parametry postupuji numerickou optimalizaci. Vysledné
syntetizované spektrum se sklada ze superpozice jednotlivych optimalizovanych
peakd. Superpozici vyjadiuje vztah 45.

_(w—woi)2

Tw)=Y",ae 29" . (45)

Pokud je tedy spektrum dekomponovano na, P“ peakt, je tifeba optimalizovat
,P*3“ proménnych. Optimalizace je zaloZena na minimalizaci kritéria definovaného
ve vztahu 46.

(i a N 2
c = Zwmax (d T(i) _ d Tm(l)) ] (46)

I=Wmnmin \ d%w dw

47 Doplertv jev je silny u pohybujicich se molekul.
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Ve vztahu 46 znaci ,Tm“ origindlni zméfené spektrum. Optimaliza¢ni
kritérium je definovano jako rozdil mezi zmérenym (,Tm“) a syntetizovanym (vztah
45) spektrem. Pro sofistikovanéjsi vypocet kritéria lze pouZzit vztah 47. Tento vztah
zohlediiuje porovnani spekter ve vice derivacich.

¢ = TN C Etme (L0 _ £ @), (47)
V kriterialni funkci (47) vystupuji tyto proménné:
e N - pocet spektralnich derivaci pro vypocet kritéria.
e C, - vahovy koeficient dané derivace*s.
®  Wpax Wnin — Spektralni rozsah.
e T(), Ty (i) - absorpce i-té vinové délky originalniho a vytvoreného spektra.

Optimalizované proménné jsou nasledné minimalizovany klasickymi
optimalizacnimi algoritmy jako je Nelder-Mead simplexova metoda (NMSA) [76],
Levenberg-Marquardtova metoda (LMA) [77], and Trust-Region-Reflective
algoritmus nejmensich c¢tverci (TRRA) [78]. Tyto algoritmy jsou v podstaté
nelinedrni regresni modely, které nastavuji optimalizované parametry tak, aby
hodnota kritéria (vztah 46) byla minimalni. V rdmci tohoto experimentu byly dale
zkoumdny moznosti nasazeni algoritmu Diferencidlni Evoluce (DE)[79]. DE je
stochasticky, populacné zaloZeni optimalizacni algoritmus piebirajici koncept
evoluc¢nich algoritm(i#°. Vyhodou DE je moZnost nasazeni na nediferencovatelné,
nelinearni ulohy. Dalsi preferovanou vlastnosti DE je moZnost vybéru z vice sub-
optimalnich reSeni, které DE nabizi. Tato vlastnost je velmi uzite¢na pro spektralni
dekompozici, protoze lze upiednostiiovat reSeni na zakladé néjaké apriorni
informace. DE obsahuje evolu¢ni principy jako je mutace, selekce a rekombinace.
Optimalizované proménné jsou reprezentované v matici Px3. Algoritmus pracuje v
nasledujicich krocich:

e Inicializuj ,N“ matic optimalizovanych parametrt - ,A“ (velikost Px3). Jedna
se o vychozi (nahodnou) populaci reseni.

e Mutace: Vytvor matici donoru ,D“ na zakladé 3 ndhodné vybranych matici z
populace (,Ar“). Donorova matice se pocita podle vztahu 48, kde ,F“je
vstupni parametr DE>Y,

Di(g+1) =A4,1(9) + F(A2(9) — Ar3(9)). (48)

48Timto parametrem lze uprednostiiovat prokladani vysokofrekvencni (Uzké peaky), nebo
nizkofrekvenc¢ni (Siroké peaky) slozky.

49 Vice o evolucnich algoritmech v [117].

50 DE je znamy jako faktor mutace, tento parametr se zadava v rozsahu 0-1
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Rekombinace: V prvnim kroku se kompiluje pokusna matice , T“ z donorové
matice a ptivodni matice z predchozi populace ,Ai“. Jednotlivé sloupce
donorové matice do pokusné matice jsou kopirované z pravdépodobnosti
CR>1, Pokusna matice se tedy vypocita podle vztahu 49.

Dy (g + 1) s pravépodobnosti CR

A;;(g) s pravépodobnosti 1 — CR. (49)

Ty(g+1) = {

Selekce: Kriteridlni ohodnoceni piivodni matice ,Ai“ je porovnano

s ohodnocenim pokusné matice , T“. Matice s lepSim Kritériem se prenese
do dalsi generace populace a zicastni se dalSich vypocti.

Rekombinace a selekce se opakuje, dokud dochazi ke zlepsSeni kriteridlni
hodnoty nejlepsiho jedince. Obvykle se implementuji ukoncovaci podminky
vypoctu, jako je Casové omezeni nebo ukonceni algoritmu, pokud nedochazi
k dalsi optimalizaci - viz [80].

5.1.3.3  Vysledky

V prvni ¢asti experimentu byla zméiena spektra vSech bakterialnich kment

ve formé dehydratované suspenze. Spektra jsou zobrazena na obr. 38. Je vidét, Ze

spektru dominuji nékteré peaky. Tyto peaky jsou interpretovany v radé publikaci
[81], [82]:

Karbohydraty - 1483nm, 1490 nm, 2100 nm.
Proteiny - 2050-2060 nm, 1500-1530 nm.
Tuky - 2222 nm, 2070 nm, 1203nm.
Zbytkova vlhkost - 1947 nm, 1450 nm.

Hlubsi analyzou spektralnich kontur se zabyva nékolik publikaci [2], [9], [12].

51 CE je znamy jako ,crossover ratio“.
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Spektra vzorku bakterii
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Obrazek 38 - Namérené NIR spektra bakterii [62].

Prvni krok smérem k ispéSné spektralni klasifikaci je exploratorni analyza.
Pro tyto ucely byla pouzita analyza PCA. Vystupni prostor skére PCA je zobrazen na
obr. 39. Zde jsou zretelné dva oddélené klastry. Protoze jeden z Klastrii odpovida
Listeria ivanovii je moZzné se domnivat, Ze toto rozdéleni je dano gramovym
barvenim. Listeria ivanovii ma gram-pozitivni barveni, zatimco ostatni mérené
kmeny maji gram-negativni barveni>2. Gram-pozitivni bakterie maji jinou skladbu
bunécné stény, zejména peptidoglykanovou vrstvu, a proto maji zna¢né rozdilné
spektrum. Alternativnim vysvétlenim klasterizace je pritomnost vody u gram-
pozitivnich bakterii, jejichZ skladba bunécné stény je silné hydrofilni.

Klasifikace namérenych spekter byla provedena pomoci klasifikatoru PLS2-
DA, tento model je zaloZzen na regresi principidlnich komponent s nezavislou
kategorialni proménou. Obr. 39 ukazuje prostor PLS2-DA skore, kde jsou vidét
oddélené Klastry patiici jednotlivym bakteridlnim kmentm. ProtoZze PLS2-DA je
multivariacni klasifika¢ni model sestaveny pomoci kalibra¢nich dat, je nutné ho
validovat. Pro validaci byla pouzita dvou-prichodova kros-validace. Vysledky
kalibrace a validace jsou shrnuty v tab. 15. Pti pouziti 6 principidlnich komponent,
v pribéhu validace bylo spravné klasifikovano 93,3% piipadi.

52 Vice o gramové barveni v kap. 2.1, nebo v referencni literature [49].
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Obrazek 39 - PCA (horni) a PLS2-DA (spodni) prostor skére NIR spekter bakterii [62].
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Tabulka 15 - Piiprava dat a piresnost PLS2-DA modelu.

Pocet PLS komponent 6
Pfedzpracovani dat 2nd der. SG, MSC
Pocet vzorkd pro kalibraci 30

Pocet vzork( pro validaci 30

Presnost kalibrace

97%

Presnost validace

95%

Valida¢ni metoda

2-stupnova kiiz. validace

Dal$i standardni metodou interpretace spekter je analyza PLS2-DA

vahového vektoru (viz vloZeny graf v obr. 40). Vysoké hodnoty vahového vektoru
jsou predevsim vregionu mezi 2000 a 2500 nm. N-acetylmuramova Kyselina

z peptidoglykanové vrstvy je ziejmé pricina vysokych hodnot vadhového vektoru

prvni komponenty, a to zejména vmezi 2200 a 2500nm. To odpovida

predpokladiim, protoZe prvni komponenta opravdu oddéluje kmeny podle gramova

barveni.
Druha derivace NIR spektra bakterii
PL52-DA vihov vektor C-H sym. a asym. val. mod v amidech
1 N-H komb. v aminech
Amidy (I1/1II)
ot 50 viha 2 C-Hkomb.mod
) ( CH2 komb. mod
viha 1 C-H alifaticky retézec
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Obrazek 40 - Druha derivace namérenych spekter s interpretaci nékterych spektralnich

oblasti. VloZeny graf ukazuje vahovy vektor PLS2-DA [62].

[ kdyz byly vSechny tri kmeny klasifikovany s relativné vysokou uspéSnosti

(93,3%), NIR spektrum obsahuje prehrsel informaci o jednotlivych bakterialnich
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komponentach, které nelze primo interpretovat a analyzovat. Z tohoto diivodu se

druha cast experimentu zabyva proklddanim NIR spekter kiivkou, coZ vede ke
zjednodusSenti a lepsi interpretaci spekter.

Analyza algoritmu prokladani kiivkou na syntetizovaném spektru

7 w7

Ve druhé ¢asti experimentu bylo syntetizovano umélé spektrum, na kterém
byly ohodnoceny jednotlivé techniky prokladani krivkou. Spektrum se sklada z 6
peakii, které se svoji polohou a prekryvem bliZily k origindlnim namérenym
spektrim biologickych vzorkd. ProtoZe jsou parametry syntetizovanych peaki
znamy, lze zavést kritérium pro porovnani jednotlivych prokladacich technik. Toto

Kritérium se pocitalo jako prlimérna vzdalenost mezi nalezenymi a skute¢nymi
peaky v syntetizovaném spektru.

g Experimentalni spektrum
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Obrazek 41 - Experimentalni spektrum sloZené se superpozice Sesti peaku [62].

V ramci této studie byly studovany tyto zavislosti:

e Impakt inicializace konvenc¢nich prokladacich algoritmii
Vysledky porovnani rtiznych inicializa¢nich strategii jsou uvedeny v tab. 17.

Jedna z Siroce pouZzivanych metod je inicializace podle minima 2. derivace
spektra a ekvidistantni inicializace. Pro nazornost je dale uvedena
inicializace blizko a daleko od optima. Algoritmy zaloZené na inicializaci
minimem 2. derivace vykazuji nejlepsi vysledky.

Vztah mezi presnosti prokladaciho algoritmu a vybéru derivace

V tab. 17 jsou uvedeny hodnoty porovnavaciho kritéria pro rizny pocet
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derivaci, které se zucastnily formulace kriteriadlni funkce. Nejnizsi skore
maji algoritmy zaloZené na prvni aZ tteti derivaci.

Vztah mezi presnosti prokladaciho algoritmu a poc¢tu modelovanych
peaki

Ve tab. 16 jsou uvedeny hodnoty vysledného skoére algoritmi s riiznym
poctem modelovanych peakt. Je zajimavé, Ze prokladani je ispésSnéjsi
(skore je nizsi) pri vy$Sim poctu (vice jak 6) modelovanych peakii. Avsak
originalni syntetizované spektrum vzniklo superpozici pouze Sesti peaki.
Vy$si pocet modelovanych peaki ziejmé tlaci jejich parametry bliZe

k optimalnimu feseni, ale v redlnych aplikaci je identifikace redundantnich
peakli nemozna. DE se v tomto porovnani chovava velmi vyhodné, protoze
nastavuje amplitudu redundantnich peaki na 0, nebo je odsune mimo
vySetrovanou spektralni oblast. Takto jsou redundantni peaky odstranény a
neucastni se dalsich vypocti.

Tabulka 16 - Priimérna vzdalenost mezi peaky nalezenych pomocich prokladacich algoritmu

a skutecnou pozici peaki v zavislosti na po¢tu modelovanych peaku.

Poéet modelovanych peaki | 5 6 7 8 9

LMA 12.36 2.64 2.52 0.66 0.61
NMSA 20.78 19.85 47.88 27.54 5.47
DE 10.26 3.99 8.71 8.11 291

Vztah mezi presnosti prokladaciho algoritmu a arovni spektralniho
Sumu

V realném méreni se v NIR spektrech nachazi Sum vznikly akvizici
spektras3. Vyssi derivace musi byt pouzity s obezretnosti, protoze maji
tendenci zvyraziovat Sum. Do syntetizovaného spektra byl pifidan Sum na
nékolika arovnich. Obr. 42 ukazuje porovnani LMA a DE pfi rliznych
urovnich spektralniho Sumu. I kdyZ je LMA méné citlivy na Sum, oba
algoritmy vykazuji sniZenou presnost pri pouziti vyssich derivaci (druhé a

treti). Nizsi derivace jsou stabilnéjsi, ale vSechny porovnavané algoritmy
jsou nestabilni, jakmile odstup signal-Sum spadne pod 25dB.

53 Vice o tomto jevu lze nalézt v referencni literature [118].
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Tabulka 17 - Priimérna vzdalenost mezi peaky nalezenych pomoci prokladacich algoritmiu a
skutecnou pozici peakii. Tyto hodnoty zavisi na inicializa¢ni metodé a poctu derivaci
v kriterialni funkci.

Levenberg-Marquardtova metoda (LMA) Diferencidlni evoluce (DE)
Stupné derivace pritomne v Inicializani metoda Stupné derivace pritomne v
kriterialni funkci min. 2nd der. Ekvidistantni Vzdalena optimu Blizka optimu kriterialni funkci Nahodna inicializace
0,1,2,3 2,68 32,53 36,00 13,03 0,1,2,3 3,04
1,23 2,64 32,42 28,96 13,35 1,23 7,26
1,3 2,65 35,12 72,88 13,61 2,3 12,38
3 2,73 24,26 27,95 11,57 3 14,20/

Nelder—Mead simplexovd metoda (NMSA)

Stupné derivace pfitomné v R

kriterialni funkci min. 2nd der. Ekvidistantni Vzdalens optimu Blizka optimu
01,23 12,43 52,47 63,93 20,27
1,2,2 18,85 45,42 41,08 13,83
2,3 3594 34,95 57,62 26,17
32| 16,06 432,10 53,29 26,54

Citlivost algoritmi na Sum
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Obrazek 42 - Vliv irovné Sumu na presnost algoritmii [62].

V zavérecCné casti experimentu byla na zakladé vySe uvedenych poznatki
proloZzena namérena spektra bakterii>4. Spektra byla rozdélena do 4 ¢asti, na kazdou
cast byly algoritmy prokladani krivkou aplikovany oddélené. Tento postup vedl
klepSim vysledkim nez aplikace algoritmlii na celé spektrum. Jak vyplyva
z predchoziho rozboru, NMSA neni vhodna pro tyto typy uloh a vykazuje nizkou

54 ]Jde o stejna spektra, které byly predtim klasifikovany konvencénim klasifikatorem (PLS2-DA).
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presnost, protoZe se jednd o heuristickou metoda bez dikazu konvergence pri
Feseni nelinearnich problémi. ProtoZe LMA a TRRA vykazuji stejné vysledky, bude
predstaveno pouze porovnani DE a LMA. Pro inicializaci optimaliza¢niho algoritmu
byla pouZita ekvidistantni strategie. Optimaliza¢ni kritérium se pocitalo z druhé a
treti spektralni derivace (vztah 47). To je rozumny kompromis mezi imunitou vici
spektralnimu Sumu a nutnosti aproximace vysokofrekvencnich detaili ve
spektrech.

Presnost algoritmi vyjadiena jako priimérna odchylka mezi proloZzenym a
originalnim spektrem:

e LMA: 3,25 % (rychlost: 21s - procesor Intel i7, 2GHz)

e DE: 1,57 % (rychlost: 31 min - procesor Intel i7, 2GHz)

Jak je vidét, DE je presnéjsi, ovSem za cenu fadové vétsi vypocetni narocnosti.
Tento fakt vedl k ndvrhu hybridniho algoritmu, kde LMA slouZilo pro inicializaci DE
algoritmu. Tento pristup kombinuje rychlost LMA a presnost DE. Pomoci této
hybridni strategie bylo dosaZeno presnosti 1,71% za 124 sekund. Tim byl sniZen
vypocetni ¢as z 31 min na 124 sekund pfi zachovani presnosti. V ptipadé této
techniky musi byt speciadlni péCe vénovana udrzovani diverzity populace v DE.
Vtomto experimentu byla heterogenita populace zajiSténa modifikaci
algoritmickych parametri - faktor mutace a CR (viz kap. 5.1.3.2)55,
kment, byla provedena jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA [83]). V ramci této
analyzy byly zkoumany rozptyly vSech parametrt peakt (pozice, amplituda, Sirka).
vykazuje peak na 2200 nm. Tento peak je asociovan z peptidoglykanovou vrstvou
v bunéc¢né membrané. Dalsi silny peak byl lokalizovan na 2310 nm. V tomto regionu
se nachazi signal CHz struktury v mastnych kyselinach. Tento peak byl shledan jako
dtlezity z hlediska klasifikace i v dal$ich studiich[9].

Tabulka 18 - Dekomponované peaky s nejmensi ANOVA p-hodnotou

log(p) Lokace [nm] Parametr Interpretace

-14 2,220 Sitka N-H valen¢ni méd

-11 2,220 Amplituda N-H valenéni mod

-10 2,184 Lokace cis vazba v mastnych kyselinach

-7 2,310 Sitka CH; valencni a deformacéni méd v mastnych
kyselinach

-2 2,056 Amplituda N-H val.m., amidy A/l v proteinech

DalSi interpretované peaky:
e 1463nm - N-H prvni overton [9],[84].

55 Nékteré dalsi techniky pro zajiSténi generality algoritmu jsou uvedeny v referencni literature[79].
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e 1600 nm - C-H valen¢ni prvni overton [12],[9],[2],[84].

e 1700-1759 - CH3 a CH2 valen¢ni prvni overton [2],[84].

e 1927 nm - O-H kombina¢ni méd vody.

e 1982 nm - C=0 v amidech [12].

e 2053nm - N-H symetrické a asymetrické valen¢ni médy v amidech
v proteinech [7],[2],[84].

e 2164 nm - amidy [2],[84].

e 2184 nm - cis vazba v nesaturovanych mastnych kyselinach [9].

e 2267 nm - C-H kombinacni vazba v polysacharidech [2].

e 2299 nm - N-acetylmuramova kyselina v peptidoglykanové vrstvé [2].

e 2310 nm - CH2 deformacni méd [9],[2],[84].

e 2330-2368 nm - C-H alifatické skupiny [7].

Vsechny tyto vyznamné peaky jsou znazornény na obr. 40 a jejich vinové
délky jsou jeSté reprezentovany Sedymi ¢arami v obr. 43.

Na zavér byly parametry vSech peakl pouzity pro samotnou Kklasifikaci
spekter. Kazdé namérené spektrum bakterii bylo aproximovano 31 peaky, tzn. Ze
méreni bylo reprezentovano 93 parametry>¢. Pro klasifikaci byl opét pouzit model
PLS2-DA s dvoustupniovou krizovou validaci. Presnost klasifikace byla stanovena na
91,7%, tzn. Ze vysoky Kklasifika¢ni vykon byl udrZen i ptfes zna¢né zjednoduseni
spektra - 6224 spektralnich bodi bylo prevedeno na 93 parametrt.

Aproximace spektra E.Coli
= |

0.2 | |
0.15
0.1

0.05

-0.056
-0.1

-0.15

0.2 |
I I I

| I I |
1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600
Vinova délka[nm]

Obrazek 43 - Druha derivace spektra E.Coli (modra) a proloZené spektrum (¢ervena)
vypocitané pomoci DE [62].

56 Kazdy peak ma 3 parametry, pro 31 peakt tedy vychazi 93 parametr.

83



5.1.3.4 Zaver a diskuze

Prokladani NIR spekter bakterii kiivkou napomdaha jejich pochopeni a
interpretaci. Nasazeni této techniky je ale netrivialni, protoZe vysledky zavisi na
mnoha parametrech, jako je uroven Sumu, inicializace, forma kritéria a pocet
modelovanych peakii. Na druhou stranu, DE se zda byt vhodnym kandidatem pro
tuto ulohu, protoZe vykazuje vysokou toleranci na nastaveni vySe uvedenych
parametri. Vypocetni naroky DE se daji minimalizovat nasazenim LMA pro jeho
inicializaci. Jakmile je spektrum dokomponovano na jednotlivé peaky, lze jim
priradit jednotlivé bunécné komponenty (proteiny, mastné kyseliny, bunécna
sténa). Nejdilezitéjsi peaky pro klasifikaci se vyskytovaly v oblasti 2000-2500 nm,
kde generuji signal prevazné proteiny a mastné kyseliny - a to zejména N-H valenc¢ni
vibrace (2220 nm), cis vazby v nesaturovanych mastnych kyselinach (2184 nm) a
CH2 valen¢ni vazby v mastnych Kkyselindch a proteinech (2310 nm). Zatimco
originalni spektra byla klasifikovana podle konvenc¢nich algoritmii z presnosti 95%,
uspésnost klasifikace na zakladé parametra aproximovanych peakd dosahla 91,7%.
Tento vysledek ukazuje, Ze i pres znacné zjednodusSeni spektra je klasifikace
bakterialnich kment mozna. Experiment a jeho vysledky jsou detailnéji rozebrany
v €lanku autora[71].
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5.1.4 NIR-MIR korelace spekter bakterialnich bunék

5.1.4.1 Uvod

2D korelacni spektroskopie se zda byt jako velmi vhodny nastroj pro
analyzu a interpretaci spekter bakterii. Tato technika je zaloZend na porovnani
spektra vzorku v MIR a NIR oblasti. V MIR spektralnim rozsahu (2.5 um - 25 um),
absorbuji prevazné fundamentalni vibra¢ni mddy, které jsou dobte separovatelné a
popsané. Overtony a kombinacni médy vznikajici v NIR spektru lze nasledné
interpretovat pomoci korelace s MIR fundamentalnimi peaky.

[ kdyZ existuji studie pouZitelnosti NIRS pro klasifikaci a identifikaci
bakterialnich kment [6], [9], [85], obecné prijimanad intepretace NIR spekter
bakterii chybi. Naproti tomu, mnoho studii spekter mikroorganismt v MIR pasmu
dokazuji pouzitelnost této metody pro presnou identifikaci bakteridlnich kmenf.
Zakladnich 13 spektrdlnich regionti bylo identifikovino Helmem|[86] a
Naumanem|[87]. Poté bylo zverejnéno mnoho védeckych clankt zabyvajici se
problematikou identifikace patogennich bakterii([20],[21]). Spole¢nost Brucker
vyvinula zarizeni pro akvizici FTIR spekter z mikrotitracnich desticek pro Kklasifikaci
bakteridlnich kment.

Je jasné, Ze pochopeni NIR spektra bakterii je zdsadni krok pro pouzitelnost
této metody v praxi a NIR-MIR 2D korela¢ni spektroskopie se zda byt skvélym
nastrojem.

5.1.4.2  Materialy a metodika

Ve studii byly pouZity lyofilizované bakterialni suspense ze Spanélské
kolekce kultur:

Lactobacillus sakei (CECT 4808)
Lactobacillus plantarum (ATCC 8014)
Lactococcus lactis ssp. Lactis (ATCC 19435")
Listeria monocytogenes (NCTC 11994)
Listeria ivanovii (ATCC 19119)
Staphylococcus aureus (ATCC 23235)
Salmonella enteritidis (CECT 556)
Escherichia coli serotyp O25:H42 (CECT 686)

Kultury byly kultivovany do formy oddélenych kolonii, 2 dny pred mérenim
byla kazda kolonie resuspendovana v ¢istém médiu a inkubovana po dobu 16h.
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Samotnd akvizice spekter byla provedena nasledujicim zptisobem:
Koncentrace bakteridlni suspenze byla normalizovana na 107 CFU/mL

mérenim optické hustoty pomoci fotometru Labsystems Bioscreen C.

Byly odebrany vzorky ve vSech ristovych fazich (exponencialni, stacionarni,

faze odumirani).

15 mL suspenze bylo centrifugovano a kviili eliminaci vlivu Zivného média

byl 2x vyménén supernatant.

. Suspenze byly filtrovany vakuovym systémem Millipore Sterifil Aseptic

System pies membrany Whatman GF-5 (25 mm) a vysuseny (50 °C, 6h).

. Akvizice NIR spekter:

e Bruker FT-NIR MPA s PbS Detektorem. DRIFT méreni s integracni
sférou.

e Rozsah: 12,500-3,600 cm1.

e RozliSeni: 16 cm1.

e 32 skeniv 772 bodech.

. Akvizice MIR spekter:
e Bruker FT-MIR Bruker Tensor 27 s Csl délicem svazku a DTGS
detektorem

e Rozsah: 4,000-250 cmL.
e Rozliseni: 4 cm-1.
e 50 skent v 1994 bodech.

Celkem bylo zmétreno 28 spekter osmi bakteridlnich kment. Spektra byla

upravena Savitzky-Golay filtrem (2. derivace; polynom 3. stupné; Sifka: 31 bodt pro
MIR a 17 pro NIR).

Korela¢ni mapa

2D korela¢ni spektroskopie byla pouZita pro vytvoreni korela¢ni mapy mezi

NIR a MIR spektry bakteridlnich vzorkii[48]. Velké kladné hodnoty bod{i v mapé
znazornuji silnou primou zavislost, zatimco velké zdporné hodnoty vyjadiuji silnou

neprimou zavislost. Postup ziskani korelacni mapy je nasledujici:

Bylo zméreno 28 NIR a 28 MIR spekter rtiznych kment.
Dynamicka spektra byla vypoctena odectenim primérného spektra:

Anir(Vn, 1) = Anir (U, 1) — Anir (W),

Apir (W, 1) = Apir (Um, 1) — Apir (Vm),
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kde:

A(vy, i) - vlnova délka ,v,“ i-tého spektra
A(v,) - priimérné spektrum

A(vp, i) - dynamické spketrum.

3. Synchronni korela¢ni spektrum ,®(v,, v, )" reprezentuje stupen Korelace
mezi datovym bodem (absorpce na vlnové délce) v NIR (v,) a v MIR (vy,)
pasmu.

1 — N — .
(v, V) = EZL Anir(Vn, 1) . Apir (U, 1)

Dal$i informace o 2D korela¢ni spektroskopii lze nalézt v referencni
literature [48].

Klasifika¢ni model
V dalsi Casti studie byla popsana problematika identifikace bakterialnich

kment na zikladé NIR spekter. I kdyz klasifikace neni hlavni zdmér toho
experimentu, slouZi jako ovéreni spravné korelace MIR-NIR spekter bakterii. Bylo
zméreno 90 spekter téchto kmeni:

e Listeria ivanovii (ATCC 19119)

e Salmonella enteritidis (CECT 556)

e Escherichia coli serotyp 025:H42 (CECT 686)

Mikroorganismy byly méfeny na filtratni membrané se stejnym
protokolem ptipravy jako v predchozim experimentu.

Akvizice NIR spekter:
e Thermo Scientific Nicolet Antaris. DRIFT méfeni s integra¢ni sférou.
e Rozsah: 1,100-2,500 nm.
e RozliSeni: 1 cm-L
e 60 skent.

NIR spektra byla klasifikovana pomoci PLS-DA modelu a validovana
dvojnasobnou kros-validaci. V dalSim kroku se zucastnily kalibrace pouze peaky
s vysokym korela¢nim koeficientem (r>0,5) s vybranymi MIR peaky - viz tab. 19.
MIR a NIR spektra po matematickém zpracovani jsou na obr. 44 a 45.
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Tabulka 19 - Vybrané MIR peaky. PLS-DA modelu se zacastnily pouze ¢asti spektra
s vysokou korelaci k témto peakiim.

Vinova délka Vinocet
P=0 valen¢ni méd 7,918 nm 1,263 cm?
Amidy Il 6,460 nm 1,548 cm?
Amidy I 7,634-8,065 nm 1,240-1,310 cm™
Amidy | 5,900 nm 1,695 cm?
CH2 v mastnych kyselinach 3,420 nm 2,924 cm™
MIR Spektrum

Absorbance []

|
4000 3500

Obrazek 44 - MIR spektrum bakterialnich vzorkii. Po matematickém zpracovani [88].

| 1 1
3000 2500 2000

VInocet [cm™1]

1 L |
1500 1000 500
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NIR Spektrum

Absorbance [-]

10 | I I | I |
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000

Vlnocet [cm1]

Obrazek 45 - NIR spektrum bakterialnich vzorki. Po matematickém zpracovani [88].

5.1.4.3 Vysledky

Vypocitana korela¢ni mapa (obr. 46) ukazuje stupen korelace mezi NIR (osa
X) a MIR (osa Y) spektry jako urovné Sedé. Jinymi slovy, tmavsi ¢asti mapy ukazuji
silnéjsi korelace mezi NIR-MIR datovymi body (vinové délky).

V MIR spektru (osa Y v obrazku 46) lze pozorovat region s vysokou korelaci
(1000 cm* - 1800 cm™1) ktery podle dostupné literatury [19], [89] odpovida
vibracim proteinii v Amidovych skupinach, O-H, CHz deforma¢nimu médu a C-H
valen¢niho médu v polysacharidech. Dalsi oblast se silnou korelaci je okolo 3000
cm1, v této Casti spektra jsou absorbuji prevazné valen¢ni vibracni médy CHz a CHs
v lipidech.

V NIR spektru lze nalézt oblast s vysokou korelaci v rozsahu 4,000 cm-! do
5,500 cm (1,818 nm - 2,500 nm) - viz osa X na obr. 46. Tato ¢ast spektra je
nejCastéji prifazovdna kombinovanym vibracim C-H, N-H a O-H vazeb. Dalsi
signifikantni oblast s vysokou korelaci lezi v pasmu 7,000 cmt - 7,500 cm1
(1,333nm - 1,428 nm). V tomto pasmu absorbuje predevSim prvni overton C-H
kombinovanych vibraci.
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NIR&MIR korela¢ni mapa
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NIR vInocet [cm-1]

Obrazek 46 - 2D korela¢ni mapa mezi MIR-NIR spektry bakterii. Stupen Sedi ukazuje troven

korelace [88].

Obrazek 47 ukazuje korelaci mezi peakem Amidi I v MIR (1,695 cm1) a

kompletnim NIR spektrem. Hodnoty na jednotlivych vinovych délkach vyjadruji

stupeni korelace vzhledem k peaku Amidu I. Vyssi (pozitivni/negativni) hodnoty

reprezentuji vyssi (primou/nepiimou) korelaci. Hecht a kol.[90], CAmara-Martos a

kol. [12], a Rodriguez-Saona a kol. [2] identifikovali vétSinu peakt, které

mély vysokou korelaci pravé se skupinou Amidt I - viz Tab. 20.

Tabulka 20 - Peaky se silnou korelaci s Amidy I (1965 cm?).

Vinova délka

Vinocet

Amidy A/l a Amidy B/Il [2]

2,052-2,060 nm a

2,171-2,178 nm

4,854-4,874 cm™a 4,592-4,606
cm?

Vazand voda v proteinech[90]

1,945 nm

5,141 cm?

Proteiny [12].

1,520 nm

6,579 cm!
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Kromeé téchto peaki existuji dalsi oblasti s vysokou korelaci, a to zejména
oblast okolo 4,332 cm! (P-O vazba), 1,548 cm! (Amidy II) a 1,310-1,240 cm!
(Amidy III). Tyto oblasti se zdaji byt nemozné separovat od spektralnich pasem
Amidi L.

NIR korelace s peakem Amidi I (1695 cm-1)

2 T

Hodnota korelace

1.5 : :
6500 6000 5500 5000 4500 4000

Vinocet [cm-1]

Obrazek 47 - Korelace mezi NIR spekrem a MIR peakem interpretovany jako vibrace Amidu I
(1965-1) [88].

Velmi silnou korelaci NIR spektra s peakem valencnich vibraci P=0 vazby
(1,263 cm1) ukazuje obr. 48. Tomuto korela¢nimu spektru dominuji dva peaky
(4,332 cm'1, 4,258 cm1). Rodriguez-Saona et al. [2] identifikoval tyto peaky pomoci
méreni standardi fosfolipidu (lecitin). P=0 valen¢ni vibrac¢ni méd je tedy velmi
spolehlivé detekovat NIR spektroskopii. Peaky asociované s amidovymi skupinami

VIV

chemickou strukturou membrany komplexnich lipidg, jako napf. sfingolipida.
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NIR korelace s P=0 asymetrickym valen¢nimi vibracemi v fosfolipidech
(1263 cm?)

0.4

Hodnota korelace

-04 : : :
6500 6000 5500 5000 4500 4000

VInocet [cm-1]

Obrazek 48 - Korelace mezi NIR spekrem a MIR peakem interpretovany jako P=0 valen¢ni
vibrace fosfolipidii (1263 cm-1) [88].

Obrazek 49 ukazuje korelaci NIR spektra s peakem, ktery Nauman [19]
identifikoval jako C-H asymetrické valenc¢ni vibrace v methylenu v mastnych
kyselinach. Jak bylo predikovdno, stimto peakem bylo korelovano mnoho
spektralnich regiont, predevsim region 4,000 - 5,000 cm'l. Seznam spektralnich
regionli v NIR spektru, které vykazuji vysokou Kkorelaci s timto peakem je uveden
v tabulce 21.

Tabulka 21 - Peaky se silnou korelaci s CHz v mastnych Kkyselinach (2924 cm-?).

Vinova délka Vinocet
C-H valenéni/deformacni vib. [2] 2,366 nm 4,226 cm!
Aminokyselina, kombinované v.[7] 2,134-2,233 nm 4,478-4,686 cm1
O-H valenéni/deformaéni vib. 2,080 nm 4,808 cm!
C=0, karbonyl overton v mastnych kyselinach [7] | 2,033 nm 4,920 cm!
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NIR korelace s C-H asymetrickym valen¢nimi vibracemi CH; v mastnych
kyselinach (2924 cm1)

0.8 T

0.6 - N

0.4 N

0.2

-0.2 -

-0.4 -

Hodnota korelace

-0.8 [~ N

1 | | |
6500 6000 5500 5000 4500 4000

VInocet [cm-1]

Obrazek 49 - Korelace mezi NIR spekrem a MIR peakem interpretovany jako CH:
asymetrické valen¢ni vibrace v mastnych kyselinach (2924 cm-1) [88].

Dalsi silnou korelaci lze nalézt na vinoCtu na 4,294 cm! (2,329 nm). V této
oblasti absorbuji predevsim C-H valen¢ni a deformacni vibrace v polysacharidech
[82].

Ne vSechny MIR peaky identifikované Naumanem [19] maji vyznamné
korelace s NIR spektrem. Predevsim C=0 a C-O vazby maji mizivy impakt do NIR
spektra, piredevsim kvtili slabé absorpci téchto vazeb.

V dalsi Casti studie byl sestaven model pro klasifikaci bakterii na zakladé NIR
spekter. Tento model byl sestaven kvili ilustraci pouzitelnosti této studie v dloze
identifikace kment. Celkem byly zméteny 3 bakteridlni kmeny, které slouzili pro
kalibraci a validaci modelu. Obrazek 50 ukazuje spektra po matematickém
zpracovani. Pro klasifikaci byl pouzit PLS-DA klasifika¢ni model. Kmen byl spravné
Kklasifikovan v 85% pripadi - viz Tabulka 22. Aby se zvysila ispésnost Klasifikace,
byly vybrany pouze ty casti NIR spektra, které vykazovali vysokou korelaci
k nékterému s dileZitych MIR peak (korela¢ni koeficient > 0,5). Model kalibrovany
na tento dataset vykazoval uspésnost 96%. Na obrazku 51 lze porovnat prostor
skore PLS-DA modelu. Jak je vidét, model zaloZeny na vybranych datovych bodech
vykazuje vyssi separabilitu. Z uvedeného vyplyva, Ze NIR-MIR korelace pomohla
zvysit klasifika¢ni silu modelu, protoZe odstranila ¢asti spekter s nizkou korelaci, a
tudiZ s nizkou informac¢ni hodnotou.
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Tabulka 22 - Parametry zpracovani spekter a Kklasifikacni sila PLS-DA modelu

Celé spektrum Zkracené spektrum
PLS-faktory pro predikci 3 3
Matematické zpracovani Druha der. (SG, MSC) Druha der. (SG, MSC)
Pocet datapointt pro kalibraci 45 45
Pocet datapointt pro validaci 45 45
CCR kalibrace (%) 88 96
CCR validace (%) 85 94
Valida¢ni metoda 2-fold kros-validace 2-fold kros-validace

Spektra bakterialnich vzorki
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Obrazek 50 - Spektra bakterialnich vzorki pouzitych pro kalibraci klasifikacniho modelu po
matematickém zpracovani (druha derivace Savitzky-Golay, MSC) [88].

Je diilezité upozornit, Ze méreni bylo provedeno pro vysoké koncentrace
bakteridlnich bunék (~107 CFU/mL), za kontrolovanych podminek rlstu a
v kontrolovaném prostredi. VSechny tyto aspekty vyznamné ovliviiuji NIR/MIR
spektra. Z experimentli nicméné vyplyva, Ze nékteré spektralni casti MIR spektra
bakterii jsou korelované s NIR peaky, takZe analyza bunék NIR spektroskopii je
mozna.
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Prostor skdre PLS2-DA - celé spektra Prostor skére PLS2-DA - zkracené spektra
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Obrazek 51 - Prostor PLS-DA skore celého spektra (vlevo) a zkraceného spektra (vpravo)
[88].

5.1.4.4 Zaver a diskuse

NIR-MIR korelace poslouZila pro studium pouZitelnosti NIR spektroskopie
bakterialnich bunék. Vysledky dokazuji, Ze majoritni peaky v NIR spektru jsou
asociovany se zdakladnimi bakterialnimi konstituenty (proteiny, fosfolipidy,
polysacharidy). Napft. amidové skupiny se nachazi v proteinech (40-60% suché
vahy bakteridlni buniky [19]), fosfolipidy se nachdazeji v polysacharidech, coZ je
zakladni stavebni kamen bunétné membrany a bunécné stény, a tudiZ zabira
vyznamnou ¢ast vahy bunky. Fundamentalni vibra¢ni médy asociované s témito
makromolekulami se nachazi v MIR c¢asti spektra a vykazuji vysokou korelaci
k témto NIR spektralnim regiontim.

[ ptes to, Ze z NIR spektra lze urcit kvantitu nékterych zakladnich stavebnich
prvkid bakterii, ne vSechny fundamentalni peaky v MIR byly korelovany, a tudiz
nelze precist iplny chemicky obraz burky.

Tato studie ukdzala na c¢asti NIR spektra bakteridlni buiiky, které jsou
diilezité pro jeji analyzu. Uspésnost klasifikace bakteridlnich kment na zakladé
jejich NIR spekter byly zvySena vybérem casti spektra s vysokou korelaci k MIR
peakiim interpretovanym jako zakladni konstituenty bakteridlnich bunék.

Experiment a jeho vysledky jsou detailnéji rozebrany v ¢lanku autora [88],
ktery je v dobé psani této prace v recenznim rizeni.
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6 NAVRH SIROKOPASMOVEHO
OPTOVLAKNOVEHO BIOSENZORU
S EVANESCENTNIM SNIMANIM
A KAVITNIM ZESILENIM

Jak z experimentd uvedenych v kapitole 5 vyplyva, NIR spektrum obsahuje
dostatek informaci pro analyzu a klasifikaci bakteridlnich druht. V této kapitole
bude navrZzen a namodelovan optovlaknovy senzor, ktery bude schopen mérit
spektrum vzorku navazaného na povrch senzoru v daném rozsahu a tim zvysit
citlivost NIR spektroskopie. Dale bude navrzen model pro kavitni zesileni a vysledna
spektra matematicky zpracovana. Cilem je namodelovat senzor, ktery bude

vvvvv

6.1.1 Vybér spektralni oblasti pro analyzu bakterii

VétSina fundamentalnich peakli zdsadnich pro analyzu a naslednou
klasifikaci bakterialnich vzorki se nachazi v MIR spektru. Tento spektralni region je
vSak pro funkci optovldknového senzoru nevhodny, protoze standardni vlakna
z oxidu kifemicitého absorbuji zareni vinovych délek delSich nez cca. 2200 nm. |
kdyz existuji vlakna z alternativnich materiald (ZrFs, InFs, As2S3), potiebné Site
prenosového spektralniho okna nedosahuji. Tuto situaci demonstruje obrazek 52.
Klicovou c¢ast spektra (500-2000 cm1) vlakno neprenasi.
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MIR spektrum bakterle a tlum MIR viakna
T T
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Obrazek 52 - Utlum InFs vlakna (prava osa, oranZzova) a typické MIR spektrum bakterialni
buiiky (leva osa, modra).
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Obrazek 53 - Utlum SiO: vlakna (prava osa, oranzova) a typické NIR spektrum bakterialni
buiiky (leva osa, modra).

Na obrazku 53 je vidét, Ze standardni vlakno z oxidu kifemicitého dobre
prenasi vlnové délky v regionu 400-2200 nm. Prenosové okno vldkna pokryva
vlnové délky C-H overtonu (1333-1428 nm). Casti spektra, které odpovidaji
vibracim Amida [ (1945 nm, 1520 nm, 2052-2060 nm, 2171-2178 nm), byly
identifikovany v kap. 5.1.4 a rovnéz spadaji do pasma prenosu tohoto materialu.
Dal$im dtlezitym spektralnim regionem je 2310-2366 nm, kde podle studi
uvedenych v kap. 5.1.3 a 5.1.4 absorbuji pfedevsim valen¢ni a deforma¢ni médy CHz
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v mastnych kyselinach. V této oblasti rovnéz absorbuji P=0 vazby, které jsou
dtlezité pro analyzu spekter bakterialnich bunék. Absorpce SiOz je v této oblasti 20x
vyS$i, coZ znemoziuje pouZiti tohoto materialu pro uspéSnou analyzu bakterialnich
bunék. Jiz zminény InFsnelze pouZit pro MIR spektroskopii, ale perfektné pokryva
celé poZadované pasmo v NIR oblasti (1300 nm - 2500 nm). V navrhu senzoru bude
tedy pouZit tento material.

6.1.2 Evanescentni snimani

Prostredi, ve kterém dochazi k analyze vzorku je voda. Pro vypocet prenosu
senzoru je nutné znat jeji index lomu v komplexnim tvaru. S teplotou se méni
rychlost Sifeni svétla, a tudiz i jeji index lomu (realna cast). Vztah mezi teplotou a
indexu lomu vody je uveden v empirickych rovnicich v referen¢ni literature [91].

Index lomu vody
1.35

131

Index lomu

1.25 : ‘ ‘
0 500 1000 1500 2000 2500

VInova délka [nm]
Obrazek 54 - Index lomu vody (Teplota: 20 °C (Cervenad), 30 °C (zelena)).

Imaginarni ¢ast indexu lomu, ktera vyjadiuje absorpci svétla v materialuy, je
odvozena z absorp¢niho koeficientu a vilnové délky podle vztahu 50. Absorpcni
koeficient (,a“) lIze urcit z Lambert-Beerova zakona, za predpokladu, Ze je znama
naméiena absorbance (,,A“), délka vzorku (,d“) a koncentrace (,,C*)7.

_a
== (50)

A
a = a (51)

57 Pro méteni absorpce vody v kyveté je C = 1.
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Absorbanci je mozné ziskat spektroskopickym mérenim. Tyto data jsou dostacujici
pro modelovani evanescentniho snimani bez pritomnosti bakterii.

Imaginarni index lomu vody
T T

10° .

— - -
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Obrazek 55 - Imaginarni ¢ast indexu lomu vody.

Aby bylo mozné vypocitat zménu prenosu navrhovaného senzoru pfi
méreni vzorku, je nutné vyjadrit pritomnost bakterialnich bunék jako zménu
(komplexniho) indexu lomu okoli jadra optického vlakna. Index lomu bakterialni
buriky byl zméren napt. imerzni refraktometrii[92] a je stanoven na 1,338. Pokud je
vrstva organické hmoty tenci neZ penetracni hloubka evanescentniho pole, je nutné
efektivni index lomu aproximovat napt. podle Maxwell-Garnettovi rovnice[93] - viz
rovnice 52. Tato aproximace udava, jaky lze stanovit makroskopicky efektivni index
lomu (,&q¢“) kompozitnich materiali. Pro aproximaci je nutné znat dielektrické
konstanty organické vrstvy (,&;“) a okoli (,&0“) a jejich objemovy pomér (,8%).
Dielektricka konstanta lze vypocitat z indexu lomu podle jednoduché rovnice 5358,
Pro objemovy pomér je pak nutné znat penetracni hloubku a tloustku vzorku.
VypocCet poméru je pak zndzornén na obrazku 56. Na obrazku je znazornéna
tloustka bakterie 0,86um>? a rozsah hloubky ,z" kterou zabira buiika. Objemovy
pomér lze analyticky spocitat podle vztahu 54, kde ,t“ je tloustka bakterie.

seff_so _ €1—¢&p
Eeff+2€0 =3 (£1+2£0)' (52)
n=yer. (53)

58 Tato rovnice platni pro nemagnetické materialy.
59 Podle [92].
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Obrazek 56 - Relativni intenzita evanescentniho pole. V grafu je naznacena tloustka
bakterie (860 nm). Efektivni index lomu se pak vypocita z poméri obsahtu vytyéenych
krivkou.

Dal$i nutny parametr pro vypocet modelu je ¢initel zaplnéni ,R“ Cinitel zaplnéni
udava, jaka cast aktivni délky vlakna je zaplnéna vzorkem. Tento parametr se
pohybuje v rozsahu 0 (bez vzorku) - 1 (vlakno je plné obklopeno vzorkem). Rovnice
55 je pak upravena do tvaru 56 pro vypocet konecného efektivniho indexu lomu
Deff”.

_ 2(1—8)€0+(1+26)81
Beff = ~(1_8)e,+(248)2q (55)

Nett = /€ + R(y/€etr — \/€0) (56)

Zména efektivniho indexu lomu v zavislosti na tloust'ce navazané bakterialni buriky

1421 R=1
3
E 141
o
x
[}
o
E 1.38
2 R=0.5
K]
w136
1.34
1 | 1 1 | |
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Tloustka bakterialini buriky [m] «107®
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Obrazek 57 - Zavislost efektivniho indexu lomu na tloust'ce bakterialni burnky ,t“ a ¢initele
zaplnéni ,R“. Podminky: n1 = 1.432,n2=1.33,0 =70 °, A = 980 nm.

%107 Imaginarni slozka indexu lomu bakterialniho vzorku
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Obrazek 58 - Imaginarni slozka indexu lomu bakterialni buiiky vypocitana ze
spektroskopickych méreni (Kubelka-Munkova aproximace).

Je vidét (viz obr. 57), Ze se zvySujici se tloustkou vzorku ,t“ stoupa efektivni index

lomu, protoze vétsi Cast evanescentniho pole zabira bakterie s indexem lomu 1.432.

S klesajicim Cinitelem zaplnéni pak tento efekt linedrné klesa.
Pro urceniimaginarni ¢asti indexu lomu bakterie 1ze vyuZit spektroskopicka méteni

uvedené v experimentu vkap. 5.1.3. Na rozdil od transmisni spektroskopie, u
difuzné-reflexni spektroskopie nelze urcit absorp¢ni koeficient primo z Lambert-
Beerova zakona. Je nutno pouzit Kubelka-Munkovu aproximaci - viz 57. Kubelka-
Munkiiv model vyjadiuje priblizny vztah mezi namérenou DRIFT reflektanci ,R" a
absorpc¢nim koeficiente ,k“ a rozptylovym koeficientem ,s“ Je dileZzité podotknout,
ze prevladajici jev, ktery tvori extinkci svétla je jeho rozptyl. Na obrazku 58 je
zobrazena imaginarni ¢ast indexu lomu bakterialni buniky v zavislosti na vlnové
délce. Pri znamém absorp¢nim koeficientu se imaginarni ¢ast indexu lomu vypocita

podle rovnice 50.

(57)

k _ (1-Ro)?
T 2R
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Prenos vlaknového senzoru bez a s adherovanym vzorkem
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Obrazek 59 - Pirenos senzoru v zav. na vinové délce. Bez vzorku (osa vlevo) a se vzorkem
(osa vpraco).

Prenos vlakna (se vzorkem -bakterie)[-]

Na obrazku je vypocitany pienos optovlaknového senzoru pro riizné vinové délky
(se vzorkem a bez vzorku). Model je pocitan podle Messicy (viz kap. 3.4). Pfenos

optického vykonu senzorem byl vypocitan nasledovné:

e Vstupni parametry:

Aktivni délka senzoru: 10 mm

Uhel osvitu: 80 °

Primér vlakna: 105um

Neo= 1.457, na = 1.440

R=0al

t=3um

T=20°C

e Vypocet thlu odrazu paprsku uvniti vldkna (lom svétla).

o O O O O

(@]

e Vypocet moZnych uhll ,y“ tak, aby byl efektivni thel vzdy vétsi nez

kriticky - viz rovnice 27.
e Vypocet pro kazdou vinovou délku:
o Readlna ¢ast indexu lomu vody: vypocet viz [91].
o Imaginarni ¢ast indexu lomu vody: viz obr. 55.

o Intrinsicka absorpce vlakna podle méreni vyrobce (Thorlabs

Inc.).
o Pro kazdy uhel ,y“

= Vypocetindexu lomu bunky - viz 55. Pro tento vypocet

je nutné znat efektivni ahlu dopadu.
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» Vypocet evanescentni absorpce (viz 37,36), transmise
interface (viz 28,29), a intrinsické absorpce (viz 35).
e Vypocet celkového pienosu vlakna vazenym priimeérem.

Pro realnéjsi podminky méreni nyni uvazujme ,R = 0,8“. Podle referencni
literatury [92] je napt. u kmene Escherichia colinejkratsi rozmér bakterialni bunky
860 nm®°. ProtoZe je bunlka z 70% tvorena vodou®! a zmérena imaginarni Cast
indexu lomu je urcena z dehydratované suspenze, tloustka byla stanovena t =
215 nm. Redukovana tlousStka lépe reflektuje realné sloZeni bakterialni bunky.
Zménu prenosu ukazuje nasledujici graf.

0122 Pfenos senzoru bez/s navazanym zkoumanym vzorkem
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Obrazek 60 - Pfrenos senzoru bez vzorku (modra) a se vzorkem (¢ervend). t=215nm, R =
0,8

6.1.3 Kavitni zesileni

Jak je vidét z predchozi kapitoly, zména prenosu optovlaknového senzoru po
navazani bakteridlnich bunék (80% zaplnéni, t =215 nm) je jen téZko detekovatelna
a spektralni kontury bakterialni buiiky uplné vymizeli. Pro zesileni odezvy senzoru
byla nasazena kavitni technika popsana v kap. 3.5. Pro intenzitné zaloZenou kavitné
zesilenou spektroskopii je nutné vytvorit kavitou pomoci polopropustnych zrcadel.
Zrcadla lze na koncich vlaken vytvorit nanesenim metalickych nebo dielektrickych
vrstev. Vzhledem k niZsi absorpci a vétSim designovym moznostem dielektrickych

60 Pfedpokladejme, Ze je buriky na taperu navazani nejdelsi stranou.
61Viz kap. 3.2.
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reflektori se vsoucCasné dobé témér vyhradné pouzivaji vlaknové reflektory
s dielektrickymi vrstvami. Reflektory s dielektrickymi vrstvami jsou zaloZeny na
velkém poctu tenkych vrstev z dielektrického materialu, které jsou v tomto pripadé
nanasené primo na celo vlakna. Spravnym vybérem materialu®? a tloustky vrstvy lze
docilit pozadovanych vlastnosti reflektoru. Ze sledovanych vlastnosti to jsou
predevsim reflektivita a transmisivita v zavislosti na vinové délce, polarizaci svétla
a uhlu osvitu. Pro navrh dielektrického reflektoru se standardné pouziva stiidani
materiall s nizkym (,m“) a vysokym indexem lomu (,nn“) a tloust’ce rovnajici se
ctvrtiné vinové délky prochazejiciho svétla. Opakovanim téchto vrstev s vysokym
rozdilem indexli lomu lze docilit poZadovanych parametrii zrcadla v Sirokém
rozsahu vlnovych délek (tzv. QWOT -, quater wave optical thickness®, ¢tvrt-vinna
tloustka). Pro uplnost je zde uveden zakladni postup navrhu dielektrického
reflektoru avsak zevrubnéjsi popis navrhu dielektrickych zrcadel je nad ramec této
prace a je vice popsan v referencni literature[94]. Na obrazku 61 je reflektivita
osmivrstvého zrcadla z vrstev (SiOz, TiOz). Index lomu téchto materiald je 1,4443 a
2,4538. Reflektor je designovany na vinovou délku ,wo = 1550 nm“. To odpovida
tloustce 268 nm pro SiO2 a 158 nm pro TiOz. Vysledna reflektivita lze spocitat podle
vztahu 58 (kde ,ns“ znaci index lomu substratu a ,,p“ pocet vrstev) a rozsah vinovych
délek s touto reflektivitou Ize urcit podle vztahu 60.

_ 1-ng 2

R=(15) (58)
_ np2P+2

"E = gy (59

A0

M2 =10y (60)
_ E . —1 (N1

0= — sin (—nh+nz)' (61)

62 Vybér materialu urcuje jeho index lomu.
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Reflektivita dielektrického zrcadla QWOT (6x SiOZ,TiOZ), w0 =1550nm
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Obrazek 61 - Reflektivita navrzeného dielektrického zrcadla (w0 = 1550 nm). Uhel osvitu:
0 ° (modra), 70 ° (Cervena).

Pro uvedeny priklad je vypocitana reflektivita 0,94, coZz odpovida pfi
zanedbani absorpce transmisi 6%. Pokles reflektivity je na vlnovych délkach
1328 nm a 1860 nm. ProtoZe pro spravnou funkci biosenzoru je nutné pokryt Sirsi
spektralni obraz (1400 nm - 2300 nm), byla priddana dal$i sada dielektrickych
vrstev navrzenych pro vinovou délku ,wi = 2150 nm"“. Timto postupem lze rozsirit
oblast s vysokou reflektivitou - viz obr 62. Pro ucely modelu byly reflektivity

vypocitany podle K.].Pascoe [95].

Reflektivita dielektrického zrcadla QWOT (16x SiOz,TiOZ), w0=1550nm,w1=2100nm
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Obrazek 62 - Reflektivita navrzeného sloZeného dielektrického zrcadla (w0 = 1550 nm, w1l
= 2100 nm). Uhel osvitu: 0 ° (modra), 70 ° (¢ervena).
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X10_GReerktivita dielektrického zrcadla QWOT (16x SiOz,TiOZ), w0=1550nm,w1=2100nm
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Obrazek 63 - Reflektivita navrZzeného zrcadla (w0 = 1550 nm, w1 = 2100 nm) pro vSechny
vinové délky a thly osvitu.

Jak vyplyva z kap. 3.4, pro buzeni mimoosovych paprski je vhodné svétlo do
vlakna navazat po velkym uhlem (dhel vzhledem k ose vldkna > 70 °). Tim jsou
vybuzeny zejména mimoosové paprsky, které nejvice indukuji evanescentni pole.
Reflektivita navrZzeného dielektrického reflektoru se ovSem s tthlem osvitu méni -
viz Cerveny pribéh na obr. 62. Celkovy 2D graf zavislosti reflektivity na vinové délce
a uhlu osvitu je na obr. 63. Dielektricky reflektor je tedy nutné modifikovat, tak aby
bylo dosaZeno vysoké reflektivity i pti osvitu v daném rozmezi thli. Pro optimalni
navrh je nutné znat distribuci thlt dopadi na Celo vlakna, to Ize vypocitat z modelu
prenosu optického vldkna. Méjme optické vlakno (primér 105 um), které je
osviceno pod dhlem 75 °. Pri znalosti indexu lomu vlakna (1.457), Ize stanovit thel
lomu na cele vlakna na 41.5 °. Podle rovnic 27 a 21 Ize pak vypocitat distribuci
efektivniho uhlu odrazu ,€“. Pro thel odrazu na Cele pak plati ,€0=90 °- €. Paprsky
tedy dopadaji na celo optického vlakna pod thly 0 ° aZ 10 °.

Finalni navrh se sestava z 22 vrstev SiO2 + TiO2 navrZenych na 1550 nm a
2150 nm. Transmisivita optimalizovaného reflektoru je na obr. 64. Je vidét, Ze i pri
uhlech osvitu 0-10 ° je zajiSténa transmisivita okolo 0,01%.
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-3 Transmisivita dielektrického zrcadla QWOT (22x Si02,Ti02), w0=1550nm,w1=2150nm, Uhel:0-10deg, Rozhrani: sklo-vzduch
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Obrazek 64 - Transmisivita optimalizovaného zrcadla (w0 = 1550 nm, w1 = 2150 nm). Uhel
osvitu: 0°-10 °,

Reflektivita dielektrického zrcadla QWOT (22x SiOz,TiOZ), w0=1550nm,w1=2150nm, Uhel:0-10deg, Rozhrani: sklo-vzduch
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Obrazek 65 - Reflektivita optimalizovaného zrcadla (w0 = 1550 nm, w1 = 2150 nm). Uhel
osvitu: 0°-10°.

Uvedené parametry jsou pocitdny pro rozhrani sklo-vzduch®3. Kviili modelu
navazani svétlo do vladkna, je nutné znat transmisivitu reflektoru pro rozhrani
vzduch-sklo - viz obr. 66.

63 Tj. rozhrani, kde probiha kavitni zesileni.
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« 10Tg'ansmisivita dielektrického zrcadla QWOT (22x Si02,Ti02), w0=1550nm,w1=2150nm, Uhel:0-10deg, Rozhrani: vzduch-sklo
T T T T T T

| 1 1 | | 1
1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4
Vinova délka [m] «107®

Obrazek 66 - Transmisivita optimalizovaného zrcadla (w0 = 1550 nm, w1 = 2150 nm). Uhel
osvitu: 0 ° - 10 °. Rozhrani: vzduch - sklo.

6.1.3.1  Optimalni prostredi evanescentniho snimani

Po uzavieni optovlaknového senzoru do kavity se zavislost transmise na
absorp¢nim koeficientu zméni podle vztahti 42 a 43. Pro nizké absorpce by se méla
citlivost na zmény absorpc¢niho koeficientu znékolikanasobit. To je vidét na obrazku
30, kde je krivka znazornujici vystupni transmisi strméjsi pro malé absorpcni
(extin¢ni) koeficienty. Z obrazku je ziejmé, Ze efekt kavity se projevi pri absorpci
vzorku pod 1%. Pokud tuto hodnotu porovname s grafem na obr. 6764, je jasné Ze
absorpce vody je moc vysoka na to, aby bylo mozné aplikovat kavitni zesileni.
Uvazujme tedy pienos senzoru na vzduchu®. Jak je vidét na obr. 68, absorpce
vzorku v evanescentnim poli je tak mald (max. zména relativni transmise 2,45.10-
40%), Ze jeji detekce by sice byla nemozna vzhledem ke stabilité zdroje svétla a Sumu
senzoru, ale po priichodu kavitou je relativni zména prenosu velka (2,4%).

64 Obrazek ukazuje pienos senzoru bez vzorku a bez zapocteni transmise rozhrani ,Tps“ - viz kap.
3.4.3.
65 Tohoto lze docilit vysusenim taperu po aplikaci roztoku se vzorkem.
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100 Pfenos senzoru bez vzorku
T T
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98 -
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Vinova délka [m] %107

Obrazek 67 - Pienos senzoru bez rozhrani a bez vzorku. Pfenos ovliviiuje jen absorpce vody.
Parametry modelu: Uhel osvitu: 80 °, L = 1 cm, a=52,5 pm, nco=1,457,na=1,440,R=0,t=0.
Relativni transmise je mala, pro pouZziti kavitni techniky musi byt nejméné 99%.

Prenos senzoru s kavitnim zesilenim (bez vody)
1

100 T T T 100

99.99995 - 499.5
Z 99.9999 los 5
S L
= 2
~ >
N g
o [2)
£ 99.99985 1985 £
'_ |_
o °

99.9998 - 98
99.99975 ' ' ' ' ' ' 97.5
1.2 14 16 18 2 2.2 24 2.6
Vinova délka [m] 10

Obrazek 68 - Relativni transmise senzoru. LEVA OSA: Pienos senzoru bez rozhrani (pouze
bakterie na vzduchu). PRAVA OSA: Pienos senzoru s kavitou (R=0,9999, pouze bakterie na
vzduchu). Parametry modelu: Uhel osvitu: 80 °,L=1cm,a=52,5 um, nco=1,457, na=1,440,R =

v

0,8, t = 215 nm. Relativni zména transmise po aplikaci kavity se nékolikanasobné zvysi.

6.1.4 Finalni model senzoru

Doposud byly vSechny modely buzeny kolimovanym svétlem pod
definovanym uhlem vzhledem kose vlakna. Vice realisticky model je vSak
fokusované svétlo (pomoci Cocky nebo parabolického zrcadla). Pro prevod
kolimovaného svétla na fokusovany paprsek lze pouzit maticovou analyzu (,Ray
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transfer matrix analysis“, ,ABCD matrix analysis“ - ABCD maticova anlyza). Tento
matematicky nastroj slouzi pro popis Sifeni svétla v pripadech, kdy je smér urcen
pomoci paraxialnich paprski. Tato technika vyZaduje, aby popisované paprsky
sviraly s optickou osou pouze malé uhly®¢. Vice o této technice je mozné nalézt
v referencni literatufe[96]. Transformace mezi vstupni a vystupni rovinou u spojné
cocky s fokusacni vzdalenosti 50 mm lze vypocitat podle vztahu 62. V tomto vztahu
symbolizuje ,0“ thel paprsku vzhledem k ose optické soustavy, a souradnice ,x“
vzdalenost od stfedu Cocky - viz obr. 69.

G =(- 1) @) (62)

0,05

Obrazek 69 - Vysvétleni k maticové analyze fokusace svétla.

Vazeny prumér piispévki jednotlivych paprski ,9(i)“ se pak pocita podle
pomérl ploch na vstupni strané cocky (,R“ - polomér vstupni apertury, ,r(i)“ -
vzdalenost od stredu pocitané plochy) - viz rovnice 63. V grafu 70 je pak vidét
porovnani prenosu vlakna pri osvitu kolimovanym svétlem a prfi osvitu
fokusovanym svétlem. Pokles prenosu senzoru vlivem prekroceni mezniho uhlu
odrazu dochazi pti mensim dhlu. To je zapricinéno divergenci paprski po fokusaci.
V grafu je modelovana ¢ocka s fokusacni vzdalenosti 15 mm osvicena kolimovanym
svétlem v optické ose ¢ocky.

N2 i 482
9() = TO)}{#' (63)

66 Tzn., aby platilo a¢ = sin a.
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Pfenos senzoru. Kolimovany a fokusovany osvit

0.85

0.8

0.75F

T[]

0.65

0.55

0.45 1 1 1 1 ] 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Uhel osvitu [°]
Obrazek 70 - Pfenos senzoru pri kolimovaném (modra) a fokusovaném (€ervena) osvitu.
Fokusac¢ni ¢ocka: f= 100 mm, D = 25 mm.

Zde je uvedeno zavérecné shrnuti modelu optovlaknového biosenzoru
s kavitnim zesilenim a NIR spektroskopii, jeho zakladni princip a vypocty:
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Kavitni zesileni - Viz 2.3.
Prenos vlakna - viz rovnice 20. 1) ~ (1 - RA2(TA)

T(r,7,0,9) = Tps*(Raer)Ve ™" 10y = 1T - ROZT(A)?

Vypocet reflektivity podle T

1
J.K. Pascoe. V'-viz 6.1.3_ |
1

il |

Fokusaéni optika Raer = f(Re{neff}' Im{neff}) . )
Ef. Index lomu: Disperzni NIR

mimoosové parabolické
( p spektrometr nebo

zrcadlo). Fokusatni délka Maxwell-Garnettova aproximace

podle NA vlakna. Nesr = X (Mokotts Mozorkw Ry ). Fourierovsky

1 0 Viz 6.1.2. spektrometr. Model
(xz) = 1 (xl) snimani svétla nen{
-= 1\e,

2 Ny 7
soucasti prace.

Superkontinualni laser nebo zdroj
polychromatického zareni s kolimacni
optikou

Piehled zakladnich vypocti modelu

Zdroj svétla intenzity I(A) a uhlu 6;,, vzhledem o ose vldkna. Polomér
paprsku: X;qx-

1 0
Fokusace: (;z gg) = (_% 1) (361) x1 = (0. Xmax)
0in(x1) = 05(x1) + Bino, Viz rovnice 62.
Intenzita  jednotlivych  paprski: I(A, 6;,) = 9(0,)I(MN)Ty-(A, 6;,)
9(0;,) - viz 63.
Tyr(A, 6;,) - Transmise dielektrického reflektoru

Prenos vlakna:
P(ALLa) = [TAr,y,0,@)IQ, 6;,)dSdQ - pro bliz$i popis, viz kap. 3.4.
TA1,7,0,9) = (A, Ry )Ne™%eolv — pro blizsi popis, viz kap. 3.4.

Evanescentni snimant:
Komplexniindex vzorku a okoli 7,011, Myzorku- (Urceny ze spektroskopickych
méreni)
Vypocet efektivniho indexu lomu: gy = ¥ (Mokown Muzorku R, t)
e Maxwell-Garnettova aproximace (tloustka vzorku t).
e Koeficient zaplnéni (R).
e Vypocet Ry podle kap. 3.4.4.
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6. Kavitni zesilent:

Loue () f (1-R@A,d0)) (1 - Pa (A L, a,dS, d0))
1A )] 1-RMdQ)2(1 - P,q(A, L, a,dS,dQ))?2

R(A) - reflektivita dielektrického reflektoru.

dSdQ

6.1.5 Sestaveni a analyza modelu

Pro analyzu modelu zhlediska realizovatelnosti a urc¢eni minimalniho
potfebného mnoZstvi vzorku pro uspéSnou Kklasifikaci uvaZujme nasledujici
konfiguraci:

e Zdroj svétla: Thorlabs Inc. SLS201L/M (halogenova lampa) s minimalnim

navazanym vykonem 10 mW rozloZenym ve spektralnim regionu 300-
2500 nm. Svétlo je navazano do vlakna InFs (Pramér: 100 um, 0.26 NA®7).
JelikoZ se v modelu vyuziva spektralni rozsah 1100-2500 nm a vzhledem
k numerické aperture vlakna uvazujme v modelu navazany vykon 1 mW.

e Mimoosové parabolické zrcadlo pro kolimaci (NA = 0,36, f = 15mm) a
fokusaci. Svételny paprsek se fokusuje na cCelo vlakna pod uhlem 65 °. Jak
ukazuje obrazek 71, pod timto thlem ma optovlaknovy biosenzor nejvétsi
citlivost na zménu absorpc¢niho koeficientu navazané latky.

0.025 Zména pfenosu senzoru pii zméné absropéniho koeficientu. Osvit fokusovanym svétlem (f = 7mm, NA = 0,40)
- I I I I I I I I

0.015

T T,H

0.005

0 ] 1 ! 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Uhel osvitu fokusovanym svétlem [°]

Obrazek 71 - Citlivost senzoru v zavislosti na ihlu osvitu fokusovanym svétlem (f =15 mm).

67 Numericka apertura: parametr urcujici akceptac¢ni thel vlakna.
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e InF3 optické vlakno Thorlabs Inc. (primér 100 pm), Numericka apertura:
0,26. Na koncich optického vlakna jsou nanesena dielektricka zrcadla - viz
kap. 6.1.3. Jadro vlakna je v délce 5 mm obnaZené a pokryté atraktantem
(napft. Poly-L-lysin. Vice v [97]).

e FTIR spektrometr s termoelektricky chlazenym InGaAs detektorem. NEP68 =
2.11 pW/Hz05, Napft. Thorlabs Inc. PDA10DT.

Popsand konfigurace je na obr. 72. Svétlo z halogenova vybojky je
kolimovano a nasledné fokusovano na celo prvniho InFs3 vldkna (1 mW). Toto
optické vlakno slouZi pro jednoznacné urceni bodového zdroje svétla, které je pak
vyuzivano pro fokusaci na funk¢ni (druhé) vldkno. Pomoci parabolickych zrcadel je
svétlo privedeno na funkcni vlakno pod thlem 65 °. Jadro funkéniho vlakna je na
5 mm obnaZeno a pomoci atraktantu (napft. Poly-L-lysin. Vice v [97]) jsou na povrch
vlakna navazany bakteridlni buniky urcené pro analyzu. Oba konce vlakna jsou
opatifeny dielektrickymi reflektory pro dosazeni kavitniho zesileni. Uniklé svétlo
z kavity je analyzovani pomoci FT spektrometru s InGaAs detektorem. Pienos celé
soustavy byl vypocitan pomoci uvedeného modelu (viz kap. 6.1.4) a k vystupnimu
signalu byl pricten bily Sum o vykonu 2.11 pW, coZ odpovida integra¢nimu casu
detekce 0,5s u stanoveného detektoru. Na obrazku 73 je vystupni signal na senzoru
pri obsazenosti ,R = 0,7“ (modelovana tloustka bunék ,t = 215 nm*). Pro eliminaci
vlivu nerovnomérné reflektivity dielektrickych zrcadel a absorpce vlakna je
odecteno spektrum pozadi®®. Jak je vidét, spektralni kontury jsou dostatecné pro
uspésnou klasifikaci kment.

68 NEP - z angl. Noise equivalent power oznacuje takovy vykon pfi jehoz detekci je na vystupu
detektoru pomeér signalu a Sumu roven jedné
69 Pozadi je zméreno akvizici spektra bez vzorku (,R = 0”).
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Opticky filtr

pro NIR
Fokusacni optika /
[asféricka difuzni
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Zdroj svétla d=100um
[halogenova — MNA=0.26 M)
wvybojka)
Keolimatni optika 7
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[Polylysin) .
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Obrazek 72 - Realizace modelovaného biosenzoru (¢asti vykresu vychazeji z technické
dokumentace Thorlabs Inc.).

0 %1070 Modelovany vykon na detektoru (R=0,7)
I I I I

Pout [W]

) 1 ] 1 1 ] 1
1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6

Vinova délka [m] %1078

Obrazek 73 - Vystupni signal modelu zatiZeny Sumem (Cervena) a bez Sumu (modra).
Parametry modelu: Uhel osvitu: 65 °, Fokusaéni zrcadlo f = 15 mm, NA = 0,36, Délka L =
5 mm, Pramér vlakna d = 100 pm, Index lomu InF3, Prostiedi senzoru: vzduch, Zaplnénost R
=0,7, Tloustka: t = 215 nm, Vstupni vykon: 1 mW.

V dal$im kroku analyzy modelu byl vypocitdn vystupni signal pro 10°

bakterialnich bunék. V kazdé iteraci vypoctu bylo modelu predloZeno naméiené
spektrum bakterii reprezentované imaginarnim indexem lomu podle kap. 6.1.2. Pro
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kazdé naméiené spektrum bylo pomoci modelu uvedeného v této Kkapitole
vypocitan vystupni signdl zatiZeny Sumem tak, jak je zobrazeno na obrazku 73.
Namodelované vystupni signaly vSech bakteridlnich kmeni jsou zobrazeny na obr.
74.

<10°® Vystupni signal pro vSechny bakterialni kmeny

~
T

N
T

Vystupni vykon (der.) [W]
[\ o
T T

A
T

-6 | 1 1 1 1 1 |
1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6
VInova délka [nm] «107®

Obrazek 74 - Modelovany vystupni vykon navrZeného biosenzoru pro v§echny predlozené
kmeny véetné Sumu na detektoru (znazornény riznymi barvami). Spektrum bylo
derivovano 3. SG derivaci.

Nasledné byly vystupni spektra klasifikovana pomoci stejného klasifikatoru,
jako vkap. 5.1.3.2 (PLS2-DA). Tento postup dokazal ptivodné Klasifikovat
bakteridlni kmeny v mnoZstvi 1010 bunék. Cilem této prace je, aby bylo dosazeno
stejné Kklasifikacni sily pii pouziti fadové mensiho (105) mnoZstvi bakteridlnich
bunék. PLS2-DA prostor skore klasifikatoru, ktery byl kalibrovan na zakladé dat
z modelu biosenzoru je na obr. 75. Je vidét, Ze doslo k dobré Klasterizaci dat podle
jednotlivych kmend. Model byl validovan kriZovou validaci (viz kap. 5.1.3.2).
V priibéhu validace, PLS2-DA Kklasifikator spravné Kklasifikoval bakteridlni kmen
v94% pripadech, coz je porovnatelné svykonem puavodniho Kklasifikatoru
uvedenym v kap. 5.1.3, ktery vychazel ze spekter namérenych z 1010 bakterialnich
bunék. Novy klasifikator zaloZeny na modelu Sirokopadsmového optovlaknového
biosenzoru s evanescentnim snimanim a kavitnim zesilenim dosahl stejné

klasifika¢ni uspésnosti pri akvizici spektra z pouhych 3.103(7°) bakterialnich bunék.

70 Pokud je délka senzoru 5 mm, primér vlakna 100 um a koeficient zaplnéni 0,7. Pak Ize na plochu
senzoru umistit X bunék o velikosti 2 pym?2.
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PLS2-DA prostor skore

PLS2-DA skoére 3

0.1
-0.1

-0.2

PLS2-DA skore 1 .03 -03 PLS2-DA skére 2

Obrazek 75 - PLS2-DA prostor skére. Klasifikator byl kalibrovan na datech z modelovaného
biosenzoru. Kmeny bakterii jsou znazornény riiznymi barvami.
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7 ZAVER

Jak ukazuje ivodni kapitola této prace, NIR spektroskopie se zda byt velice
vhodna technika pro nasazeni v mikrobiologii. Dosavadni vyzkum ukazuje moZnosti
NIR spektroskopie pro identifikaci bakteridlnich kmeni, avSak pro plnohodnotné
nasazeni této techniky je nezbytné splnit dvé podminky:

e Porozumét a alespon castecné interpretovat NIR spektrum
bakterialnich bunék.

e Zvysit citlivost této techniky tak, aby bylo mozné ziskat spektrum i
z malého poctu bunék (10°). Jediné tak Ize tuto techniku nasadit
v medicinské a biochemické praxi.

Celkem byly provedeny 4 experimenty, jejichZz vysledky prispély klepsi
interpretaci NIR spekter bakterii. ProtoZe se jedna multivaria¢ni problém, velka cast
experimenti se zabyvala statistickym vyhodnocenim spekter.

Prvni experiment se zaobira porovnanim Klasifikacnich modelti a metod
piedzpracovani dat. Jako nejvhodnéjsi model byl identifikovan PLS2-DA se
spravnym kddovani prisluSnosti. Stanoveni klasifika¢niho modelu je nezbytné pro
nasledujici experimenty.

Experiment uvedeny vkap. 5.1.2 se zaméril na pripravu vzorkd.
Z experimentu vyplyva, Ze je nutné bakterialni vzorky pred mérenim dehydratovat.
Jediné tak lze dosdhnout dostate¢né presnosti klasifikacnich modelti. Dale byl
piredstaven dikaz, Ze NIR spektra obsahuji dostatek informaci pro klasifikaci
bakterialnich kmeni.

V dalsi ¢asti prace bylo zkoumdano prokladani NIR spekter bakterii kiivkou.
To pomaha jejich pochopeni a interpretaci. Nasazeni této techniky je ale netrivialni,
protoZe vysledky zavisi na mnoha parametrech, jako je uroven Sumu, inicializace,
forma Kkritéria optimalizace a pocet modelovanych peakli. Spektrum bylo
dokomponovano na individuadlni peaky a byly jim ptirazeny jednotlivé bunécné
klasifikaci se vyskytovaly v oblasti 2000-2500 nm, kde absorbuji prevazné proteiny
a mastné kyseliny. Usp&snost klasifikace na zakladé parametr@i aproximovanych
peakd dosahla 91,7%.

V klicovém experimentu byla provedena NIR-MIR korelace, ktera poslouZzila
studiu pouzitelnosti NIR spektroskopie pro identifikaci bakteridlnich bunék.
Vysledky dokazuji, Ze majoritni peaky v NIR spektru jsou asociovany se zakladnimi
bakterialnimi konstituenty (proteiny, fosfolipidy, polysacharidy). Na druhou stranu
ne vSechny fundamentalni peaky v MIR spektru byly korelovany, a tudiZ nelze
precist aplny chemicky obraz burnky. Tato studie ukazala na ¢asti NIR spektra, které
jsou dtlezité pro identifikaci bakteridlnich kmen@. Uspé$nost Kklasifikace
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bakterialnich kment na zakladé jejich NIR spekter byla zvySena vybérem casti
spektra s vysokou korelaci k MIR peakiim, které reprezentuji zakladni konstituenty
bakterialnich bunék.

V kap. 6 je popsan navrh optovlaknového senzoru, ktery odstranil jednu ze
zasadnich limitaci NIR spektroskopie, a tou je nizka citlivost. Buriky jsou vazany na
povrch vlakna, kde je prostrednictvim absorpce evanescentniho pole zméreno jejich
spektrum. DileZitym aspektem navrhu biosenzoru je, aby dovoloval akvizici spekter
ve vSech vlnovych délkach, které byly v predchozich experimentech identifikovany
jako dtlezité pro Kklasifikaci bakteridlnich kment. Z toho divodu bylo pouzito
multimédové vldkno. Pro zesileni signalu nad detekovatelnou mez bylo pouZito
kavitni zesileni. Touto konfiguraci 1ze mérit ty Casti NIR spekter, které predchozi
experimenty urcily jako dulezité zhlediska klasifikace bakterii. Konfigurace
umoziluje mérit spektra s vysokou citlivosti, pro uspésnou klasifikaci staci malé
mnozstvi vzorku - 105 bakterii.

V praktické casti této prace bylo castecné interpretovano NIR spektrum
bakterii. V soucasné dobé existuji publikace s pokusy o tuto interpretaci, jsou vsak
kusé a ve vzajemném rozporu. Proto je intepretace pro dalsi vyzkum v této oblasti
zasadni. Nasazeni NIR spektroskopie vsak stale brzdi nizka citlivost, ta bylo zvysena
pouZitim technologie optovldknového biosenzoru s evanescentnim snimdnim a
kavitnim zesilenim. Tato technologie dovoluje mérit NIR spektra bakterii v malém
mnoZstvi, coZ je zadsadni pro medicinskou a biochemickou praxi. Uspé$na analyza
bakterii v malé koncentraci miize prispét k vcasnému odhaleni bakterialnich infekci
a septickych stavii.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

ANN
ATR
CDA
CEAS
CFU
CRDS
CVA
DRIFT

EMSC
FEWS
FOS
FTIR

GA

HPLC
IBBCEAS

IR
K-NN
LA
LDA
LR
LWR
MIR
MIRS
MLR
MSC
NEP
NIR
NIRS
NMR
0D
PCA
PLS
PLS2-DA

Uméla neuronova sit

Chemicka analytickd metoda vyuzivajici zeslabeny uplny odraz
Kanonicka diskriminac¢ni analyza

Kavitné zesilena absorp¢ni spektroskopie

Jednotky formujici kolonie (pocet bakterialnich bunék)

Casové rozlisena kavitné zesilena spektroskopie

Kanonicka analyza

Difuzné-reflektancni infracervena spektroskopie s Fourierovou
transformaci

Rozsirena korekce rozptylu svétla

Evanescentni optovlaknova spektroskopie

Optovlaknovy senzor

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Genetické algoritmy

Plynova chromatografie

Kavitné zesilena nekoherentni Sirokopasmova absorp¢ni
spektroskopie

Infracervené svétlo

Algoritmus k-nejblizsich sousedti (strojové uceni)

Lagranguv interpolacni algoritmus

Linearni diskrimina¢ni analyza

Linearni regrese

Lokalné vahovana regrese

Infracervené svétlo stredni infracervené oblasti

Spektroskopie stredni infracervené oblasti (2500 nm-25000 nm)
Multilinearni regrese

Korekce rozptylu svétla

Vykon, pti kterém je pomér signalu k Sumu roven 1

Svétlo blizké infracervené oblasti

Spektroskopie blizké infraCervené oblasti (700-2500 nm)
Nuklearni magneticka rezonance

Opticka hustota (absorbance)

Analyza hlavnich komponent

Regrese metodou ¢aste¢nych nejmensich c¢tverci
Diskriminac¢ni analyza metodou ¢aste¢nych nejmensich ¢tvercu.
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PLS-DA

PPM
SEP
SG
SIMCA
SNR
SNV

SPR
SVM
SWNIR
TIR
UNS
VIS

Diskrimina¢ni analyza metodou castecnych nejmensSich ctverci
(vicedimenzionalni kédovani)

Jedna miliontina celku

Smérodatna ochylka predikce

Savizky-Golay filtr

Klasifika¢ni metoda vyuZzivajici vnitfni analogie tfid

Pomér signal - Sum

Standardni normadlni odchylka. Soubor dat sprimérem 0 a
smérodatnou Odchylkou 1

Rezonance povrchovych plazmoni

Algoritmy podptirnych vektort. Metoda strojového uceni

Svétlo velmi blizké infraCervené oblasti (700-1100 nm)

Totalni vnitini odraz

Umélé neuronové sité

Viditelné svétlo
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SEZNAM PRIiLOH

Priloha ¢. 1: Modely evanescentniho multimédového optovlaknového senzoru
Piiloha ¢. 2: Matematické a statické zpracovani NIR spekter
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1 PRIiLOHA C. 1: MODELY
EVANESCENTNIHO MULTIMODOVEHO
OPTOVLAKNOVEHO SENZORU

1.1 Model evanescentniho multimdédového
optovlaknového senzoru podle Xuye [98]

Autofi Zhuang Xuye a kol. [98] uvazuji cylindrické optické vlakno
tvorené jadrem s indexem lomu nco a obalem s indexem lomu nc1. Svétlo je ve vlakné
vedeno pomoci totalniho interniho odrazu (vice o vldknové optice v referencni
literature [99]), takZe plati rovnice 64.

8, > sin™?! (?). (64)

Aby se svételny paprsek do vlakna ispésné navazal, je nutné, aby dopadal na
Celo optického pod tihlem mensim, neZ je numericka apertura vlakna’l. Numericka
apertura vlakna udava, pod jakym maximalnim thlem musi byt svétlo navazano, aby
se uskutecnil totalni odraz uvniti vlakna. Situaci ukazuje obr. 76.

71 Numericka apertura je bezrozmérna velicina, ktera vyjadruje schopnost optického vlakna navazat
z okoli do svého jadra opticky vykon.



Obrazek 76 - Geometrie navazani svétla do optického vlakna.

Z obr. 76 Ize pomoci goniometrickych funkci odvodit rovnici pro maximalni
uhel 6, (vztah 65) pri kterém je svétlo ispésné navazano do jadra optického vlakna.

00.max = sin™? (niow/ncz — nlz) = sin™? (niONA) ) (65)

e NA je numericka apertura vlakna.

Nyni lze definovat koeficient poméru vykonu prenaSeného evanescentni
vinou (P.) k celkovému vykonu prochazejiciho svétla:

Py

EE—— 66
Pci+Peo ( )

77 =
e P., vyjadruje vykon v jadre optického vlakna.

Re$enim integralé Poyntingovych vektorii’2 lze odvodit vztah pro vypocet
pomeéru prenaseného vykonu j-tého mddu.

72 Poyntingovy vektory popisuji tok energie elektromagnetického pole - viz referencni literatura [75]
a[76].



J

= NNz (67)

Kde ,N“ je celkovy pocCet méda Siricich se ve vlakné a vypocita se
z normalizované frekvence - viz 68 a 69. Grafické znazornéni je na obr. 77.

4y?
-, (68)
v =25NA. (69)

e Ajevlnova délka svétla.

d je polomér vlakna.
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Obrazek 77 - Poé¢et modi v multimédovém vlakné.

Na zakladé Lambert-Beerova zakona lze odvodit vztah pro absorpci svétla
,a“) v latce s absorpcnim koeficientem ,,a“ a dané délce interakce ,1“:

_ N —a(M)In;
a= Y-11j€e a@M)im;j, (70)



V této rovnici ,1j“ vyjadiuje, jaka ¢ast svétla se navazuje do daného médu.
V pripadé rovnomérného osvétleni jsou vsSechny koeficienty ,r“ stejné a plati

rovnice 71.
1
T = IS (71)

ProtoZe se absorbance vyjadruje jako pomér vstupniho a vystupniho vykonu
v logaritmu, lze dosazenim do rovnice 70 psat vztah pro vypocet absorbance
senzoru zaloZeném na evanescentnim snimanim. Detailnéjsi analyzu vztahu lze
nalézt v referencni literature [100].

A= —log (EETN &), (72)

e (L) - koeficient absorpce daného média vyjadien z molarniho
€C

logjo e’

absorp¢niho koeficientu (€) a koncentrace (c) a =

e |- délka obnazeného vlakna.
e 1)j- pomér prenaSeného vykonu j-tého modu.

Zde je dulezité podotknout, Ze absorbance podle vztahu 72 plati jen pro
kratky element vlakna. Pro presny vypocet komplexniho vlakna je nutné pouzit
iterativni metodu, ktera spocita celkovou absorbanci jako soulet elementarnich
absorbanci. Rezidualni energie, ktera zlistane po priichodu danym elementem (pro
jeden madd) lze pak spocitat podle 73.

_ n; _
Pt out() = Petingije *MA = ~ Pingj e amat (73)

PinGik+) =Mj(Pagii + Pegin)- (74)

Ztrata vykonu v evanescentnim poli pro kratky element vladkna lze pak
prepsat do tvaru:

APcl(j,k+1) = Pcl_out(j,k) - Pcl_in(j,k) = (e—a()\)Al -1 Pcl_in(j,k)- (75)

V limitnim stavu (Al — dl) pak prechazi rovnice 75 do 76. Rovnice 76 a 66,
spolu s jednouchym vztahem definujici pocatecni podminku P, = (Pgg0) +

Peo(;0)) 1 definujf chovéni modelu.



AP cijk+1) = Perout(ik) — PerinGii) = (€

—a(A)al _ 1) P

cl_in(j,k)-

(76)

Je nutné podotknout, Ze tento model funguje jen pokud s analytem interaguje

svétlo vedené v plasti vlakné. Nepresnost modelu dale navySuje nemoZnost

modelovani mimoosovych paprski (angl. skew rays).
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Obrazek 78 - RozloZeni vykonu ve vlakné podle Xuye [98]. Obrazek ukazuje pokles vykonu
ve vlakné absorbovany evanescentnim polem. Parametry modelu: A = 980 nm, n1 = 1.432,

80

Model evanescentniho multimodového

90

10(

optovlaknového senzoru podle Chena [101], [102]

Ve své studii z roku 2015 G.Y. Chen a kol. [101] predstavili komplexni metodu
pro charakterizaci utlumu v cylindrickém multim6dovém optickém vlakné. Metoda

byla nasledné korigovdna vroce 2016 [102]. Model obsahuje popis paprski

primych i mimoosovych. Tzv. mimoosové (neboli Sikmé vedené) paprsky jsou

takové paprsky, které neprochazeji osou vldkna a jejich trajektorie v ramci

optického vlakna vykresluje Sroubovici. Mimoosové paprsky jsou ¢asto vyuZivané



v optovlaknovych senzorech, protoZe maji vice odrazii na jednotku délky, a proto

jsou citlivéjsi na perturbace okolniho prostredi. Model podle Chena dokaze

vypocCitat prenaSeny vykon optickym vldknem. Vykon miize byt utlumen

v evanescentnim poli v médiu, které obklopuje jaddro nebo plast’ optického vlakna.

Metoda spociva vrozdéleni jednotlivych médu do moédovych skupin. Vystupni

vykon je dan souctem vykont vSech modu.

Podminky platnosti modelu:

Nepolarizované kolimované svétlo.

Rozmeéry vlakna jsou vétsi nez vinova délka svétla.

Vlakno je perfektné rovné.

Intenzita vstupniho svétla je nezavisla na vstupnim thlu (,6“).

Odraz svétla na koncich vlakna je konzistentni a je ignorovan pro vypocet
modelu. Tato podminka platf jen pro korigovany model [102].

Paprsky s ihlem odrazu vét$im, neZ je kriticky ihel jsou ztraceny a neticastni
se vypoctu.

Utlum svétla v plasti je zanedbatelny.

Pienos je modelovan na nasledujici rovnici:

Pout(e) = évzl(ngt (e' l) + nglt(e' l))' (77)

PSo:(0,1) - Vystupni vykon i-tého mddu v jadre vlakna charakterizovaného
vstupnim uhlem navazovaného svétla ,,0“.
PEL.(8,1) - Vystupni vykon i-tého médu v obalu vldkna charakterizovany
vstupnim tthlem navazovaného svétla ,,0“.

Dalsi ¢leny rovnice 77 jsou vysvétleny dale.

1.2.1 Vykon navazany v jadre vlakna

Z hlediska modelovani prenosu vykonu miiZe paprsek ziistat v jadie vlakna,

nebo uniknout do plasté. Vykon uzavieny v jadie je popsan nasledujici rovnici:

ngt(e’ i) = P Fy (i)(Rco—cl(ef 0). Ao (e, i))NT(e'i)'L- (78)

Py: Vstupni vykon.
F.,(1): Cast i-tého médu, kterd pronikid do jadra. Kvantzitaéni trovné
vzhledem k mistu vstupu do vlakna jsou zobrazeny na obr 79.



Foo (i) = —sin(cos ™ (1 - 2)), (79)

e R ,_a(0,1): Fresneliv koeficient odrazu na rozhrani optického jadro a plasté
- viz niZe.

® Q.,(0,i): Koeficient atlumu v jadie - viz niZe.

e N,(6,1): Pocet odrazl paprsku i-tého médu za jednotku délky - viz niZe.

L: délka optického vlakna.

Obrazek 79 - Rozdéleni vykonu podle mista vstupu do vlakna. N je volitelny parametr, timto
parametrem se urcuje jemnost vypoctu [101].

Vykonovy koeficient pro jednotlivé skupiny se pak spocita podle rovnice 79.
Uhel mezi paprskem a normalou k te¢né v misté odrazu se pak spo¢ita pravé

podle ¢isla skupiny - viz rovnice 80. Jen pro Uplnost je uveden i vypocet pro uhel
mezi paprskem a normalou k ose vladkna (,,0,“)

B =~ —cos™H(1— ), (80)
- in®
0, =~ —sin 1(%). (81)
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Obrazek 80 -Kvantizacni koeficient a tihel 8, jednotlivych médii. N = 1000.

1.2.2 0Odraz uvnitr vlakna

Pro vypocet odrazu uvniti vlakna aplikuji autofi stejné rovnice jako pro pripad
navazani svétla do vlakna.

JNny2-n42sin2y—-n4 cosy 2
Rys = _ , (82)
JNny2-n42sin2y+nqcosy

2
N1/ Nny2—nq2sin?2y—n cos

pr= 1V 12 1.Y 1 Y ) (83)
N1/ N22—n42sin2y+nqcosy

V téchto rovnicich je jiz pouzit komplexni index lomu okoli ,n2“ ktery
respektuje extin¢ni koeficient ,,a2“73.

. }\(Xz

Ny = Nyp +J; (84)

Na obrazku 81 je uvedena zavislost koeficientu odrazu nepolarizovaného

Rys+

R
svétla (R, = ——2) na extinénim koeficientu. Je vidét, Ze v ptipadé prostiedi s , oz
w 2

> 0“je koeficient odrazu mensi nez 1, tento jev je zretelny zejména v okoli kritického
uhlu.

73 Vice o extin¢nim koeficientu v literature[119].



V rovnicich 82 a 83 dale vystupuje dhel ,y“. Tento Udhel se nazyva efektivni
uhel’* a byl definovan A.W. Snyderem a ].D.Lovem kol. [103] jako:

Yy = cos~*(cos 0, cos B,). (85)
@

Koeficient odrazu vykonu
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Obrazek 81 - Priibéh koeficientu odrazu pro a, =log(4) a a, =log(5). Vertikalni primka
oznacuje Kriticky uhel.

1.2.3 Vlastni absorpce senzoru a absorpce evanescentni
viny

V multimédovém vlakné miize rovnéz dochazet k itlumu svétla vlivem rozptylu
nebo absorpce svétla vjadre. Intrinsicka absorpce senzoru je definovdna pomoci
vypoctu drahy, jakou dany méd urazi v radmci jednoho odrazu - L:7>.

Lr _ 2R cos O (86)

cos 0,

74 Efektivni uhel je rozhodujici pro vypocet Fresnelovych koeficientt.
75 Odvozeni tohoto vztahu je v referenc¢ni literature [103].



Celkovy utlum svétla pak lze vypocitat pomoci Lambert-Beerova [104]
zakona:

— a—0qL
Qe = € 9177, (87)
Obdobnym zplisobem je definovana i absorpce evanescentni vinou:

Oy = €7 %20, (88)
Ekvivalentni délka Ly je spocitana za pouZiti Goos-Hanchenova posunu ,S“76.

Tento posuv nastava pri TIR. Je to draha, po kterou paprsek urazi v druhém

prostiedi (nz). Kolmo na tuto drahu se méri penetracni hloubka dp vypocitana podle

vztahu 8989. Situaci popisuje obrazek 82.

paprsek

Obrazek 82 - Goos-Hanchentiv posuv.

Vypocet velikosti Goos-Hanchenova posuvu je odvozen od studie
R.I.LRabadyho [105]. Posuv zavisly na polarizaci a spocita se z Ghlu odrazu a indexi
lomt - viz 90 91.

_ Ao
e e (89)
A tany
Ss = P (90)
sin y—(n—l)

)

S, = ™ : (91)
P sinzy((14222)") —(n28)"

76 Vice o tomto jevu v referenc¢ni literatuie [105].
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Obrazek 83 - Zavislost Goos-Hanchenova posunu pro nepolarizované svétlo (S = %) podle
Chena [101] a Rabadyho [105].

Z grafu 83 je vidét, Ze rovnice 90 s 91 odvozené z referenc¢niho ¢lanku
napsaného R.I. Rabadym jsou chybné. Pro dalsi vypocty tedy uvazujme ptvodni
rovnice formulované Rabadym (viz rovnice 92), které ovSem plati jen v okoli TIR.
Z tohoto diivodu plati pro uhly vzdalené od TIR ,S = 0“.

n 2
g o S &)

P cosy (14(228) Jsiney—(228)”

(92)

Vysledna ekvivalentni draha, kterd je dtlezitd pro vypocet evanescentni
absorpce lze vypocitat Pythagorovou vétou.

L, = /52 +4d,” . (93)

Pro kompletnost je nutné definovat pocet odrazii na jednotku délky77.

cotan 6,

- 2Rcos B, (94)

R

77 Touto problematikou se zabyval Snyder a kol. PFesnou metodiku pro urceni poctu odrazti Ize nalézt
v referen¢nim ¢lanku [80].

11
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Obrazek 84 - Hloubka penetrace d, a ekvivalentni délka Lp.

1.2.4 Prostorové rozlozZeni intenzity

Chen a kol. dale navrhl algoritmus pro odhad prostorového rozloZeni
intenzity na vystupu vladkna. Obvyklé rozloZeni intenzity svétla na vystupu
multimédového vlakna je na obr. 85. Toto rozloZeni bylo vyjadreno koeficientem
»donut ratio“, ktery udava velikost vyprazdnéné oblasti ve stiedu vlaka vzhledem k
jeho celkovym rozmértim - viz Obr. 85. Vysledny profil pak vznikl namapovanim
vSech skupin paprski do vystupniho obrazce.

12



Vstupni rozloZeni svétla  Vystupni rozloZeni svétla

. (@)
§

Obrazek 85 - Obrazek vysvétlujici vliv vstupniho thlu na koeficientu ,,donut ratio”. Vnitini
vyprazdnéna oblast se zac¢ina objevovat pri y=0c a zvétsuje se se zvySujicim tihlem [101].

DRyeqr(i) =1 _ﬁ (95)
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Vysledek modelu podle Chena
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Obrazek 86 - Vysledek modelovani pro absorpcni koeficient vzorku az=0 a a2=100. Model
podle Chena byl modifikovan - viz kapitoly 1.2.1 az 1.2.4. Nejvétsi citlivost na a2 vykazuje
model pii thlech osvitu okolo 50 °. Pri dalSim zvySovani thlu jiz nelze svétlo navazat.
Podminky: A = 980 nm, n1 = 1.432, n2=1, N=100, R = 52 pum, L = 1 m. Nelinearita je zptisobena
podminkou S = 0 po pirekroceni definované vzdalenosti od TIR.

1.3 Model evanescentniho multimédového
optovlaknového senzoru podle Mignani [106]

Sofistikovanéj$i vypocet pro determinaci poméru vykonu absorbovanému
pfi evanescentnim snimani publikovala A.G. Mignani a kol. v roce 1997 [107]. ,n" je
v tomto pripadé zavislé na Ghlu sifeni svétla, vzhledem k ose optického vlakna (,,06)
a thlu odrazu u mimoosovych paprska (@) - viz obr. 87. Model rovnéz zahrnuje
zavislost téchto thli na ménicim se poloméru vlakna, a tak Ize analyzovat i citlivost
ztencenych senzori’s.

78 Tzv. bikonickych taperi - vice v kap. 2.2.
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Obrazek 87 - Znazornéni mimoosovych paprsku”?, které se $iri pod iihlem ¢ k axialni roviné
vlakna - upraveno z [101].

1.3.1 Evanescentni absorbance optickych vlaken

Mignani definuje rovnici (viz rovnice 96) pro vypocet casti energie, ktera je
navazana do evanescentniho pole v zavislosti na dvou zakladnich prostorovych
uhlech definujici trajektorii paprsku (0 a ¢).

Ang tan ©sin 0

N, @) = (96)

2T N2 sin2 B¢gy/sin2 Bo—sin2 B sinZ @

Vysvétleni symbolii:

e 1 - pomér vykonu navazaného v evanescentni viné vzhledem k celkovému
vykonu.

e 0 - uhel sifeni svétla vzhledem k ose optického vlakna.

e @ - thel odrazu u Sikmé vedenych paprskii - viz obr. 87.

e A-vlnova délka svéla.

® N, Ny - index lomu jadra a okolniho prostredi opt. vlakna.

e r-polomér jadra opt. vldkna.

e 0Oco - doplnkovy uhel ke kritickému dhlu, 6., = cos‘l(z—l). V textu se jesté

v e Ly .on
pouziva modifikovany ¢len 8¢, = cos 1(n—c).
1

79 Angl. skew rays.
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Pomér vykonu v evanescentnim poli
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Obrazek 88 - Vizualizace rovnice 96. Podminky: A = 980 nm, nc = 1.432, na=1.05,r = 52 pm.
Necht je vlakno osvétleno svétlem s nerovnomérnou uhlovou distribuci.

Vztah pro celkovy pomér vykonu navdzaném v evanescentnim poli je pak dan
nasledujici rovnici:

0
IO T n0.0)P(0,0) dOde
- 6 .
5,70 (2 p(0,¢) B

n (97)

Pomoci tohoto modelu byla v ramci studie vypocitano ,n“ pro optické vldkno
(no=1,457,nc=1,4,nex=1,3380,r=200 pm) osvicené Lambertovim zdrojem [108].
Pomér vykonu v evanescentnim poli byl velmi nizky n = 4.10~*. Vice v grafu 89.

80 [ndex lomu vzorku.
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Pomér vykonu v evanescentnim poli
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Obrazek 89 - Vizualizace rovnice 97. Podminky: A = 980 nm, nc = 1.432, na=1.05, nex=1.33, r
=200 pm. Integral této plochy podle 97 je roven 4.10~*.

Pokud je na povrchu vlakna absorbujici médium, kone¢na absorbance paklze
jednoduse vypocitat podle vztahu 98 na zdkladé absorp¢niho koeficientu (,a“) a
délky vlakna ,L“

A = oln. (98)

1.3.2 Absorpce evanescentniho pole ve ztencenych
optickych vlaknech

Jednim z ptistupt, jak zvétsit ,n“ je jejich tenceni8l. U tohoto typu senzort
dochazi ke zméné poloméru (,r“) a rovnéz ke zméné uhlu paprski vzhledem k ose
vlakna (,,0“) - viz rovnice 99.

0(2) = sin‘l(%sin 6(0)). (99)

81 Napft. taperovana vlakna - viz kap. 2.2,

17



Vztah 98 pak Ize zobecnit:
A=af Ln(2)dz, (100)

,N(z)“je pak mozné definovat obecnéji:

femax(z) f()‘pmax(o) 1 (e,(p’Z)P(e,(p) ded(p

z) = = 101
n( ) fotpmax(o) f(;T/Z P(8,¢) dOde ( )
Nové limity pro ,6“ a ,,@"“ pro vedené mddy jsou:

. _1,7(00) .
Omax(2) = sin 1(@ sin B¢), (102)

/2

_ pro 0 <0
Pmax(0) = sin~! mpro 0> emaxo ) (103)
r(z)sin 6 max0
- n .

0,0qx0 = Sin 1(7:) sin 0.). (104)

Rovnice 97 pak lze upravit na rovnici 105, ktera vyjadfuje pomér vykonu ev.
viny pti modifikovaném priméru vlakna.

An;tan ©sin©

N6, ¢ z) = (105)

2mr(z)ne? sin? O¢g+/sin? Oy —sin2 O sinZ ¢

Jak je vidét, zuZeni vlakna zvySuje vykon navazany v evanescentnim poli
zvySenim ,n“ a také zvySenim integralniho intervalu rovnice 101.

Je dilezité definovat minimalni polomér taperovaného vlakna82 ,rv“ Mezni
polomér je ,r,“ je definvan v rovnici 106. Pokud je polomér nejuZzsi c¢asti vlakna
mensi neZ mezni (,rm"“), Uhel Sifeni (,0“) se zvysi nad kriticky tuhel a svétlo jiz dale
neni vedeno optickym vlaknem.

82 Tzn. Polomér v nejuz$im misté taperu.
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sinB¢g

Tm =1(0) (106)

sinB.o"

Na druhou stranu, mimoosové paprsky mohou byt vedené i pro uhel Sifeni
vétsi neZ kriticky, protoze plati vztah 101. Minimalni polomér vlakna pro tyto
tunelovaci paprsky je tedy mensi a vypocitava ho rovnice 108.

. _1,SinB¢
@ < sin (—Slne ), (107)
Tme = 7(0) sin Bg,. (108)

Znova bylo prepocitano ,n“ pro optické vlakno (nc=1,4,na=1,33,r=200 pm)
osvicené Lambertovim zdrojem [108]. Pokud je vldkno taperované do minimalniho
poloméru danym rovnici 108, pomér vykonu v evanescentnim poli se zvySil na ,n =
6.1073“, Vice v grafu 90.

12 %1073 Rozlozeni vykonu v evanescentnim poli v taperu x1170_4
. T T T T 1 1.
AN \ 16
1 .
115 —
0.8 ) \ py
14 8
0.6 \ / \\\ / 1.3 z
\ / ©
\/ 125
04+ / \ ' g/
02 [ \\\\\ // \ \.
- N S S~ - -1
0 | | \ _— ’ | \09
0 5 10 15 20 25 30 35

dz
Obrazek 90 - RozloZeni vykonu v evanescentnim poli (1) podél taperu s proménnym
priifezem r.
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2

PRILOHA C. 2: MATEMATICKE A
STATICKE ZPRACOVANI NIR SPEKTER

V této Casti prace jsou uvedeny nékteré zakladni statistické metody pro

zpracovani a vyhodnocovani NIR spekter. Porozuméni statistiky je dtileZité i pro

vvvvvv

cast NIR spektroskopie.

Pro klasifikaci, kalibraci a dal$i analyzu NIR spekter je nutné matematické

predzpracovani. Matematicka transformace spekter se pouZziva predevsim z téchto

duvodui:

2.1

Korekce spekter.

Filtrace, primeérovani pro redukci Sumu, nebo algoritmy pro potlaceni vlivu
rozptylu svétla ve vzorku.

Zvyseni rozliSeni spekter.

Pro zvyraznéni nejasnych spektralnich kontur se Casto aplikuji metody
derivace spekter - Savitzky-Golay filtrovani, Norris-Williams derivace, Gap
derivace [109].

Exploracni analyza.

PredevSim analyza hlavnich komponent (PCA) se pouZiva pro objasnéni
struktury a zavislosti v datech.

Aplikace empirickych vztahi.

Napft. déleni spekter (referencniho spektra a spektra vzorku) se vyuziva pro
vypocet absorpce a transmise. Kramers-Kronigova transformace se pouziva
u reflektancnich technik pro prevod na absorp¢ni (transmisni) spektrum.
Klasifikace a regrese.

Pro vypocet predikované proménné se pouZzivaji predevsim PLS a odvozené
algoritmy. V posledni dobé se rozSifuje nasazeni modernich technik
zaloZzenych na metodach strojového wuceni (GA, ANN). V ptipadé
multivariacnich modelti je nutna radna validace.

Vyhlazovani83

Aplikace klouzavého priméru pro potlaceni vysokofrekven¢niho sumu ve

spektru - viz vztah 109.




Aw, t +1) = X a(D)AW + i, 1). (109)

Na spektrum (,A“) je aplikovan klouzavy primér délky ,n“ s konvolu¢nimi
vahami (,a“). Pro aritmeticky primeér plati vztah 110.
. 1
a(i=1..n)= - (110)

n

Dalsi béZné pouzivany typ vyhlazovaciho filtru je Savitky Golay filtr, ktery
proklada okoli filtrovaného bodu polynomem, vice v odkazované literatuie [109].

2.2 Odstranéni trendu

Trend muze vznikat difusni povahou vzorku (vlivem difuze svétla stoupa
absorpce ve vyssich vinovych délkach), nebo vlivy méreni. Obecné Ize popsat trend
takto:

Aw) = ado(w) + B+ e(w), (111)

kde
e Ajjerealné spektrum méreného vzorku.
e «oje multiplikativni faktor.
e (3 je aditivni faktor trendu.
e e je zbyvajici Sum.

Odstranéni trendu spociva v nalezeni téchto koeficientii a odectenim od
namérenych spekter. Pro vypocet koeficientli se zpravidla pouZivd metoda
nejmensich ¢tverct.

2.3 Derivace

V moderni NIR spektroskopii se témér vyhradné pouziva spektralni derivace
Savitzky-Golay [109]. Tato transformace zvyrazni spektralni detaily a zaroven
zachova vétSinu spektralnich kontur. Nevyhodou je, Ze tento typ derivace ma 3
parametry (Sifka deriva¢niho okna, stupen polynomu, stupen derivace), které se
musi a priori urcit. Transformace je zaloZena na proloZeni casti spektra v derivacnim



okné polynomem, stejné jako u Savitzky-Golay vyhlazovani, s tim rozdilem Ze se
polynom nasledné derivuje a transformovany spektrdlni bod se urc¢i zjiz
derivovaného polynomu.

2.4 Korekce rozptylu svétla

Nejcastéji pouzivany algoritmus pro eliminaci vlivu rozptylu svétla na vzorku
je ,Multiplicative Scatter Correction“ (MSC) a ,Extended Multiplicative Scatter
Correction“ (EMSC). Tyto algoritmy byly piivodné pouzivany pro potlaceni
multiplikativni sloZKky intenzity u reflexni spektroskopie, dale so rozsirily i do DRIFT
spektroskopie, kde je potieba se vyporadat i s aditivnim efektem. Originalni MSC je
zaloZen na faktu, Ze rozptyl svétla deterministicky zavisi na vlnové délce, a proto ho
lze separovat od vlivu absorpce. Pro separaci se pouZziva referencni spektrum
(, Aref). Metoda spociva v nalezeni multiplikativniho a aditivniho efektu rozptylu
svétla a nasledného odstranéni - viz 112.

A= aAs+ Bt+e. (112)

Rozsifena varianta algoritmu, EMSC, 1épe modeluje vliv rozptylu svéta. Tato
metoda je zaloZena na modelu znazornéném v rovnici 113. Koeficienty modelu se
minimalizuji metodou nejmensich ¢tvercti [110]. Podrobnéjsi popis algoritmu je
uveden v referen¢ni literature [5], [111].

Zi = ail + bim + hlp + dl)" + ei)\.z + g, (113)

kde
e [-jednotkova matice.
e m - zpriimérované spektrum.
e p-prvni kanonicka komponenta (viz kap. 2.5 - PCA).
e A -vektor vinovych délek.
e ¢ -rezidualni variance.
e a,bh,de - koeficienty, které se optimalizuji metodou nejmensich ¢tvercu.

Dal8i pouZzivany algoritmus pro potlaceni vlivu rozptylu svétla je ,Standard
Normal Variate“ (SNV). Funkci tohoto algoritmu popisuje vztah 114. Vystup
algoritmu je také znamy pod nazvem z-skore. Vysledkem operace je spektrum, od
kterého se odecte spektrum primeérné (,p,“) a vydéli se smérodatnou odchylkou
spekter (,05).



A= Ata (114)

2.5 Analyza hlavnich komponent (PCA)

PCA slouzi pro kompresi dat. Datova matice (naméfena spektra) je
dekomponovana tak, Ze spektra jsou vyjadrena linearni kombinaci mensiho poctu
komponent. Datova matice (,X“) je pak vyjadiena jako soucin matice skore (,T“) a
matice zatézes* (,P“). Matice ,P“ se vypocita metodou nejmensich ctvercti[112].
Nepostihnuta c¢ast datové variace vystupuje ve vztahu 115 jako residualni matice
»E“.

X =TP'+E (115)

datech a vysledné skore je pak linearni kombinaci vinovych délek. Jde v podstaté o
projekci dat do mensiho poctu dimenzi. Nejcastéji se pouziva projekce do 2 nebo 3
rozmérl, protoZe tyto projekce lze jednoduse vizualizovat. Dale se zobrazuje graf
komponentnich vah, pomoci kterého lze ukazat, které nezavislé proménné (vlnové
délky) prispivaji do hlavnich komponent a jak jsou dileZzité vzhledem k rozptylu dat.
PCA je hlavni technikou pro exploracni analyzu dat, protoZe vizualizaci skoére lze
jednodusSe postihnout strukturu dat.

84 Angl. loadings.
857 pohledu PCA jde o komponentu, ktera nese nejvice informace.
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Obrazek 91 - Dobre separovatelny prostor PCA skore NIR spekter bakterii.

S analyzou hlavnich komponent souvisi regresni model PCR, v ramci kterého
se navic definuje vztah mezi vektorem zavislych (predikovanych) proménnych (,y*)
a skore (, T“) - viz vztah 116.

y=Tq+f (116)

Kde ,q“ odpovida vektoru vystupnich zatézi, které v podstaté popisuji, jak
skore souvisi s predikovanou proménnou ,y“ ,f“ je opét matice residuji.

vV

vV

variabilitu nejsou zahrnuty do predikce a tim se zvySuje presnost regrese.
Problémem zistava, které komponenty se maji zahrnout do predikce, to se ve
vétSiné publikaci resi experimentalné. Pro eliminaci efektu preuceni®® musi byt
provedena dikladna validace takto experimentalné postaveného modelu - viz niZe.

2.6 Metoda castecnych nejmensich ¢tverci (PLS)

86 Anlg. over-fitting. Jde o stav, kdy model ztratil schopnost generalizace a nelze pouZit na jina data,
neZ na které byl kalibrovan.



Dilema optimdalniho vybéru komponent u modelu PCR je feseno metodou
castetnych nejmensich c¢tverci (PLS). PLS pocitd komponenty8” tak, aby
maximalizovala kovarianci mezi matici predikované veliiny ,y“ a linearnich
kombinaci matice dat ,X“. Timto je zajisténo, Ze komponenty odpovidaji variabilité
ve vektoru,y“. Vmodelu PLSs se navic definuje vdhovy vektor ,w" coZ je
jednotkovy vektor, ktery definuje smér jednotlivych komponent. Skére prvni
komponenty se pak vypocita podle vztahu 117. Regresi ,X“ do ,t“ lze ziskat
zatéZovou matici , P“.

tl = le (117)

Detailni popis vypocti modelu PLS je uveden v referencni literatuie [113].
parametrem vsak stale zlistava, jak urcit jejich pocet. Nizky pocet komponent vede
k nedostatecné presnosti modelu8®, na druhou stranu velky pocet komponent vede
ke ztraté schopnosti generalizace a ktzv. preuceni modelu (overfitting). Pocet
komponent se opét voli experimentalné. Z diivodu vyse uvedenych problémi je
spravna validace modelu zasadni. Dale existuje klasifikacni verze tohoto modelu
(PLS-DA), ktera pracuje s predikovanou proménou zakédovanou do prislusnosti do
jednotlivych trid.

Kanonickd analyza (CVA), nebo také Fisherova linearni diskriminacni
analyza je graficka analogie linearni diskriminacni analyzy (LDA). Tato analyza
vytycuje novy datovy prostor tak, Ze jeho principialni osy maji takovy smér, ktery
maximalizuje rozptyl dat mezi tfidami a minimalizuje rozptyl dat uvnitr
jednotlivych trid vstupnich dat. Pro kanonickou analyzu je nutny vypocet korela¢ni
matice (,R“), kterd je ddna maticovym soucinem nezavislych spektralnich dat a
vystupni (zavislé) proménné oznacujici prislusnost do tiid (,Ryx“, ,Rxy", - viz vztah
118. Takto lze jednoduse vizualizovat distribuci dat vzhledem ke klasifikovanym
tifidam. Tato metoda ma silnou tendenci k preuceni (overfittingu), protoZe modely s
vétsSim poctem komponent velice rychle ztraci schopnost generalizace, a proto jeji
pouziti bez silné validace je znacné problematické.

-1
R=R,R,R.R, (118)

87 Resp. matice zatéze P a q.
88 Angl. Underfitting.



2.7 Validace modelu v NIR spektroskopii

ProtoZe klasifikace a kalibrace v NIR/MIR spektroskopii je multivaria¢ni
kolinearni problém, kde je casto pocet proménnych v méreni®® vysSsi neZz pocet
méreni, modely maji tendenci k pieuceni, tzn. Ze ztraci schopnost zobecnéni a data
ktera se nepodilela na kalibraci nelze nadale spravné vyhodnotit.

Vymezeni pojml chemometrie?0:

e RMSE je definovana jako odmocnina priiméru (funkce avg) ¢tverci
odchylek vsech predikovanych hodnot (y) od skutecnych (¥)

RMSE = \/avg(y —y)? (119)

e RMSEC - RMSE kalibrace. Jde o vypocet presnosti modelu na datech, na
kterych byl model kalibrovan. Ve vétSiné pripadi jde o prilis optimisticky
vysledek ohodnoceni modelu.

e RMSEP - RMSE predikce. Jde o vypoclet presnosti modelu na datech, na
kterych nebyl model kalibrovan. Valida¢ni data se nepodilela na kalibraci
modelu a byla vyclenéna pied samotnou kalibraci.

e RMSECV - RMSE Kkalibraci pomoci kiizZové validace (CV). Jde velmi rozsifeny
typ validace, kdy se data rozdéli na kalibrac¢ni a valida¢ni soubor a vypocita
se RMSEP. V nasledujicim kroku se data opét zamichaji a vypocita se dalsi
RMSEP. RMSECYV je pak priimérem vsSech vypoctenych RMSEP. Doporucena
2-fold CV rozdéli data na dvé poloviny, v prvnim cyklu je prvni polovina
povazovana za kalibra¢ni a ve druhém za valida¢ni, vysledny RMSECV je
pak priimérem obou RMSEP. V extrémnim piipadé se validuje model
pomoci jednoho méreni a pocet valida¢nich cykli je roven poctu méteni
(tzn. kazdé méteni se pouziva v jednom cyklu pro kalibraci) - jde o tzv. CV
s vylouc¢enim jednoho (leave one out CV, LOO CV). KriZova validace, a
predevsim LOO CV, vede k optimistickému ohodnoceni vykonu modelu.
Pouziva se, pokud neni dostatek dat pro radnou validaci, 1ze ji také pouzit
pro optimalizaci struktury modelu - napft. pro vybér komponent pro
kalibraci.

e CCR - procento spravné Klasifikace. Udava, v kolika procentech pripadi
model spravné klasifikoval spektrum. Zatimco pro ulohu regrese se pouZziva
RMSE (popt. MSE,R2,RPD), mira spésnosti klasifikace se vyjadiuje CCR.

89 Ve spektroskopii se za proménné v méieni povazuji absorpce vzorku na rtiznych vinovych délkach.
90 Za chemometrii se obecné povazuje pouziti statistiky v chemii.



Je diilezité si uvédomit, Ze v piipadé kalibrace multivaria¢nich dat zpravidla
klesd RMSEC se zvySujici se komplexnosti modelu, ta je v pripadé klasického
multivariacniho modelovani (PCR,PLS) vyjadrena poctem pouZzitych latentnich
komponent. Na druhou stranu s po¢tem komponent klesa obecnost modelu a stoupa
chyba RMSEP (popt. RMSECV). Dobie nastaveny model ma takovi pocet komponent,
ktery dokaZe postihnout zavislosti v datech, ale nedochazi k jeho preuceni. Situaci
ukazuje graf 92. Je naprosto zasadni provést validaci na nezavislych datech, popfr-.
provést krizovou validaci. Nespravna kalibrace vede k ¢astym dezinterpretacim
vysledkii a milnym zavértim a moznostech NIR/MIR spektroskopie?l.
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Obrazek 92 - Vliv RMSECV a RMSEC na poc¢tu latentnich komponent [114].

91 Priklady nespravné interpretace jsou uvedeny v kap. 2.1.



