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Abstrakt 

Tato bakalářská práce se zabývá využitím spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS) 

pro simultánní detekci nanočástic s obsahem stříbra, lutecia a yttria. Cílem bylo zanalyzovat 

připravené individuální, binární a ternární směsi nanočástic a posoudit, zdali se nanočástice 

vzájemně ovlivňují. Experimentální práce se zaměřila na přípravu a LIBS analýzu vzorků 

různých druhů nanočástic a jejich směsí. První část experimentu naznačila možné zesílení 

LIBS signálu v důsledku vzájemné interakce nanočástic v binárních i ternárních směsích. 

Tento jev byl nicméně vyvrácen pomocí druhé části experimentu. Bylo prokázáno, že metoda 

LIBS umožňuje detekovat a rozlišovat vybrané nanočástice s vysokou přesností ve směsích, 

u nižšího koncentračního rozsahu směsí nebyly navíc pozorovány výrazné vzájemné vlivy 

jednotlivých druhů nanočástic. Získané výsledky naznačují vhodnost vybraných druhů 

nanočástic pro jejich použití jako značek v nepřímé multiplexní analýze biomarkerů 

v imunoesejích s LIBS detekcí.  

 

Abstract 

This bachelor's thesis investigates the use of laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) 

for the simultaneous detection of silver, lutetium, and yttrium nanoparticles. The aim was to 

analyze prepared individual, binary, and ternary mixtures of nanoparticles and assess whether 

the nanoparticles mutually influence each other. The experimental work focused on the 

preparation and LIBS analysis of samples of different types of nanoparticles and their mixtures. 

The first part of the experiment suggested a possible enhancement of the LIBS signal due to 

the mutual interaction of nanoparticles in binary and ternary mixtures. However, this 

phenomenon was refuted by the second part of the experiment. It was demonstrated that the 

LIBS method enables the detection and differentiation of selected nanoparticles with high 

precision in mixtures, and no significant mutual influences of different types of nanoparticles 

were observed at lower concentration ranges of mixtures. The obtained results suggest the 

suitability of selected types of nanoparticles for their use as markers in indirect multiplex 

analysis of biomarkers in immunoassays with LIBS detection. 
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1. ÚVOD 

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu je analytická metoda, která umožňuje prvkovou 

analýzu pevných, kapalných a plynných vzorků s vysokou prostorovou i časovou rozlišovací 

schopností [1]. Tato metoda využívá interakce silného pulzního laserového záření se vzorkem, 

což vede k excitaci a ionizaci atomů a iontů v analyzovaném vzorku. Emisní spektrum 

následně poskytuje informace o jeho prvkovém složení ve formě spektrálních čar, 

charakteristických pro dané prvky, a jejich intenzit. LIBS se stále častěji využívá nejen 

v analýze kovů nebo geologických vzorků, ale také v biomedicíně a bioanalýze, protože nabízí 

rychlou detekci biologicky významných prvků a sloučenin. 

Biomarkery hrají klíčovou roli v diagnostice a monitorování různých onemocnění. Využití 

nanočásticových značek na bázi lanthanoidů v biomedicíně pomáhá ke zvýšení citlivosti 

detekčních metod, například v imunoesejích. Tradiční metody analýzy biomarkerů, enzymový 

imunosorbentní test nebo upkonvezní imunoesej, často vyžadují složité chemické úpravy 

vzorků. Ačkoliv se metoda LIBS také neobejde bez analogické přípravy vzorků, umožňuje 

následnou detekci nanočástic s rozšířenými možnostmi multiplexní analýzy, které jsou u jiných 

metod omezené. 

Cílem této bakalářské práce je simultánní stanovení nanočásticových značek na bázi stříbra, 

lutecia a yttria metodou LIBS, za účelem zjištění, jak se jednotlivé nanočástice ve směsích 

vzájemně ovlivňují, což je motivováno snahou o nalezení kompatibilních značek pro rychlou 

a efektivní nepřímou analýzu více analytů současně, tedy tzv. multiplexní detekci analytů 

v biologických vzorcích. V této práci jsem se zaměřil na teoretický popis biomarkerů, přehled 

metod jejich stanovení a podrobný popis LIBS včetně jejího principu, aplikací a možnosti 

využití v biomedicíně. Experimentální část se soustředí na testování vhodnosti tří druhů 

nanočástic v různých směsích, včetně přípravy vzorků ve dvou experimentech, popis použité 

instrumentace a parametrů měření a vyhodnocení výsledků měření. Výsledky jsou zaměřeny 

na porovnání intenzit LIBS signálu jednotlivých směsí, zhodnocení potenciálního vzájemného 

vlivu jednotlivých druhů nanočástic ve směsích a vyhodnocení hypotézy stanovené v rámci 

prvního experimentu. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Spektroskopie laserem buzeného plazmatu 

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu (LIBS) je analytická technika, pracující na principu 

atomové emisní spektrometrie, poskytující rychlou kvalitativní analýzu především vzorků 

v pevném skupenství, ale i v kapalném a plynném skupenství. Kvalitativní analýza se zaměřuje 

na identifikaci přítomnosti prvků ve vzorku pomocí emisního spektra, ve kterém jsou informace 

uloženy ve vlnových délkách, charakteristických pro dané prvky, a jejich relativních intenzitách. 

Tuto metodu lze použít pro identifikaci prvků ve složitých sloučeninách, organických 

a anorganických látkách především v pevných materiálech. Cílem semikvantitativní analýzy 

je, například metodou kalibrační křivky, určit koncentraci prvků ve vzorku na základě měření 

řady známých koncentrací analyzovaných prvků, přičemž je potřeba brát ohled 

na experimentální podmínky a minimalizovat jejich vlivy [1].  Metoda LIBS nabízí rychlou 

analýzu, selektivitu, detekci halogenů a lehkých prvků, je cenově dostupná a má schopnost 

zobrazit více prvků s jemným prostorovým rozlišením (v mikrometrech) umožňující mapování 

i hloubkové profilování ve velkém měřítku (v centimetrech čtverečních) [2].  

 

2.1.1. Princip LIBS 

Metoda LIBS je založená na interakci silného pulzu laserového záření se vzorkem. Laserové 

záření je soustředěno na povrch vzorku, což během krátké doby vyvolá nahromadění energie 

na povrchu, tím dochází k prudkému ohřevu materiálu, což vede k ablaci a odpařování 

materiálu. Intenzita záření (výkon na jednotku plochy) dosahovaná při metodě LIBS 

se pohybuje v řádech GW/cm2. Látka, která byla zahřátím odpařena, následně absorbuje část 

laserového záření, čímž se zahřívá a ionizuje, a to vede ke vzniku plazmatu obsahujícího 

atomy a ionty v excitovaném stavu [3]. 

Plazma je kvazineutrální plyn, což znamená, že v makroskopickém měřítku je elektricky 

neutrální, skládající se z atomů, iontů a volných elektronů, které působí kolektivně. Plazma 

je charakterizované stupněm ionizace. Slabě ionizované plazma je definováno poměrem 

elektronů k ostatním částicím menším než 10 %. Silně ionizované plazma má naopak vysoký 

poměr nabitých částic k neutrálním. Plazma vytvořené metodou LIBS obvykle spadá 

do kategorie slabě ionizovaného plazmatu [1]. Na Obr. 1 je znázorněna životnost plazmatu 

využívaného v LIBS, která se skládá ze tří fází. První fází (Obr. 1a) je proces vznícení, 

přičemž dochází k rozbíjení vazeb ve vzorku. Po fázi vznícení následuje expanze a chlazení 

plazmatu (Obr. 1b), a na ni navazuje poslední fáze (Obr. 1c), což je únik částic a kondenzace 

částic. Pro měření LIBS jsou zásadní první dvě fáze, tedy proces vznícení, expanze a chlazení 

plazmatu [4]. 
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Obr. 1: Životní stádia plazmatu: (a) Vznícení plazmatu; (b) Expanze a chlazení plazmatu; (c) 
Vystřelování a kondenzace částic. Převzato a upraveno z [4] 

 

Interakce mezi laserovým zářením a hmotou je řízena vztahy kvantové fyziky, které popisují, 

jakým způsobem atomy absorbují nebo emitují fotony [3]. Pokud elektron absorbuje foton, 

přejde do tzv. kvantového stavu s vyšší energií. Elektron směřuje k co nejnižším energetickým 

hladinám a v procesu návratu dochází k vyzáření fotonu [5]. Různé energetické hladiny 

jednotlivých druhů atomů vyvolávají různé konkrétní energie fotonů pro každý druh atomu 

s úzkopásmovým vyzařováním v důsledku kvantování s nejistotou definovanou 

Heisenbergovým principem neurčitosti [4]. Ve spektrech LIBS, jakožto výstupu měření, 

se nacházejí spektrální emisní čáry. Příklad spektra lze vidět na Obr. 2, který zobrazuje 

závislost intenzity signálu na vlnové délce odpovídající různým prvkům.  

(a) 

(b) 

(c) 
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Obr. 2: Spektrum zobrazující závislost intenzity signálu na vlnových délkách. Převzato z [1] 

2.1.2. Instrumentace  

Existují různé lasery s různými parametry, například Ti:safírový laser s širokým výběrem 

vlnových délek a velmi krátkými pulzy v řádu femtosekund, umožňující velmi přesné měření, 

a excimerové lasery, které jsou využívány pro vlnovou délku v UV spektru. Nejrozšířenějším 

typem laseru používaným v metodě LIBS je pevnolátkový Nd:YAG laser, který pracuje 

se základní vlnovou délkou 1064 nm, ale lze jej přizpůsobit též na jiné vlnové délky, např. 

na druhou harmonickou generaci, kdy je frekvence původního paprsku zdvojena, 

a tím se změní vlnová délka na 532 nm, což je zelené světlo. Tento laserový systém využívá 

izotopní krystal složený z yttrium-hliníkového granátu, do kterého jsou přidány neodymové 

ionty, jakožto laserové médium, které poskytují energii k produkci laserového paprsku. 

Nd:YAG lasery využívají techniku Q-switch, což je metoda řízení laseru, která umožňuje tvorbu 

krátkých a intenzivních pulzů, což je důležité pro činnost a přesnost LIBS. Pulzy laseru jsou 

pomocí optiky, kam zařazujeme objektivy, čočky a zrcadla, zaostřovány na vzorek. Záření 

zachycujeme optickým vláknem, které je připojeno ke spektrometru. V metodě LIBS se využívá 

několik typů spektrometrů. Patří mezi ně například monochromátory s difrakčními mřížkami, 

které umožňují selektivní výběr emisních vlnových délek – typickým příkladem je konfigurace 

Czerny-Turner. Dále se používají spektrometry s fotonásobičovým detektorem, vhodné 

pro velmi krátká měření emisních signálů. Pro dosažení vysokého spektrálního rozlišení 

a širokého rozsahu jsou využívány také echelle spektrometry, které díky vyšším difrakčním 

řádům umožňují účinně rozlišit i velmi blízké vlnové délky. Spektrometr bývá připojen 

ke specifickému detektoru, jako je CCD detektor (z angl. Charge-Coupled Device), schopný 

současně zachytit široké spektrum vlnových délek a umožňující rychlou analýzu, nebo CMOS 

detektor (z angl. Complementary Metal-Oxide-Semiconductor), který poskytuje srovnatelný 

výkon s CCD. Na Obr. 3 můžeme vidět základní uspořádání LIBS sestavy. Toto sestavení nám 

umožňuje zaznamenávat spektra v závislosti na čase (popis změn spektrálních vlastností 

vzorku v závislosti na čase) s vlnovou délkou od blížící se k ultrafialovému záření (UV), 

přes viditelné (400-700 nm), až k blízkému infračervenému záření [3], avšak tento rozsah 

se liší u jednotlivých typů spektrometrů. Pokud poloha čáry poskytuje informaci o prvku ve 

vzorku, a je shodná s databází popisující vlnové délky jednotlivých prvků, je možné ji použít 

k určení prvku [5].  
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Obr. 3: Základní uspořádání sestavy LIBS. Převzato z [6] 

Základní konfigurace LIBS využívá jediný laserový pulz (SP-LIBS, z angl. single pulse LIBS) 

zaostřený na povrch vzorku, generující plazma. Výhodou SP-LIBS je jednoduchá 

experimentální konfigurace, nevýhodou jsou nižší intenzity emisních čar ve srovnání 

s dvoupulzní technikou (DP-LIBS, z angl. double pulse LIBS). DP-LIBS je metoda, 

která využívá dva laserové pulzy v různých časových intervalech za účelem zvýšení intenzity 

signálu a zlepšení detekčních limitů. DP-LIBS může mít čtyři typy uspořádání pulzů. Prvním 

typem je kolineární uspořádání, kde jsou oba pulzy zaostřeny na stejné místo povrchu vzorku. 

Druhý pulz zde ohřívá vytvořené plazma a tím zvýší jeho teplotu a intenzitu emisních linií. 

Druhým typem je tzv. cross-beam uspořádání, kdy jsou paprsky obou laserů vedeny na povrch 

vzorku pod stejným úhlem ze dvou směrů. Posledním typem je ortogonální uspořádání 

se dvěma variantami. Je-li první pulz nasměrován kolmo na vzorek a druhý pulz je nasměrován 

souběžně s povrchem, jedná se o variantu opakovaného ohřevu (z angl. reheating), je-li pořadí 

pulzu opačné, jedná se o variantu s preablací (z angl. pre-ablation) [7]. Výhody DP-LIBS závisí 

na vlastnostech vzorku. Pokud je v konkrétním případu vhodnější DP-LIBS, 

výhodami jsou zvýšení intenzity emisních linií, lepší opakovatelnost a přesnost měření 

a zlepšení detekčních limitů oproti SP-LIBS. Výhody jsou kompenzovány komplexnějším 

experimentálním uspořádáním [1]. Dalším přístupem pro zvýšení intenzity emisních signálů, 

je využití tzv. NELIBS efektu (z angl. Nanoparticle-Enhanced Laser-Indugced Breakdown 

Spectroscopy), což je metoda využívající depozice tenké vrstvy nanočástic (např. AgNPs) 

na povrch vzorku ke zvýšení intenzity emisního signálu při LIBS analýze, a tím i ke zlepšení 

limitů detekce [8]. 

2.1.3. Aplikace 

Metoda LIBS má využití v mnoha odvětvích. Vyznačuje se schopností prostorově rozlišené 

analýzy, umožňující sledování spektra bod po bodu v různých vzdálenostech, v široké škále 

materiálů v jakémkoli skupenství, ať už v pevném, kapalném nebo plynném [5]. 

Mezi nejčastější aplikace LIBS patří monitorování průmyslových procesů. Metoda LIBS byla 

použita například pro multielementární analýzu obsahu fosfátů ve fosfátových suspenzích 

a lisovaných peletách používaných v zemědělství jako hnojivo za účelem zajištění kvality 

a efektivity ve jejich výrobě [9]. V jaderném průmyslu se LIBS využívá k detekci uranu a dalších 

kovů [10] a monitorování stavu stěn tokamaku, zařízení k řízení a udržení plazmatu pro účely 

jaderné fúze, a jiných fúzních zařízení [11]. Tuto metodu lze též využít pro analýzu 

geologických vzorků, jako jsou horniny, půda a minerály [12] a v automatizaci mineralogické 

analýzy pomocí LIBS, zvláště pro in-situ analýzu nerostných surovin. V článku od Budaye 
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a spol. byl LIBS zkombinován s energeticky disperzní rentgenovou spektroskopií (EDX; 

z anglického Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy), za účelem přesnějšího určení 

minerálů. Hlavním důvodem zkombinování těchto metod byly různé výhody metody LIBS nad 

EDX a opačně. Například pomocí LIBS je možné detekovat lehké prvky i ve stopových 

množstvích, což by EDX zvládalo obtížně a zdlouhavě [13]. Metoda LIBS našla uplatnění i ve 

vesmíru, kdy pomocí této metody bylo identifikováno mnoho prvků na Marsu, například Na, 

Ca, Si a Fe [12]. První LIBS měření provedené na jiné planetě bylo umožněno sadou přístrojů 

pro dálkový průzkum Marsu s názvem ChemCam. LIBS dokáže určit, jaké prvky hornina 

obsahuje, včetně lehkých prvků, jako je H, Li nebo Be. ChemCam též pořizuje detailní snímky 

povrchu a používá pasivní spektroskopii, která měří světlo nebo elektromagnetické záření 

přirozeně emitované objekty v širokém rozsahu vlnových délek. Na Obr. 4 je zobrazen 

ChemCam, který je složen ze stožárové jednotky, skládající se z laseru, dalekohledu a RMI (z 

angl. Remote Micro-Imager) a přidružené elektroniky [14]. Archeologické vzorky nebo vzorky 

z kulturních památek se obtížně analyzují skrz jejich nepohyblivost, neboť při pohybu by se 

vzorky mohly poničit. K vyřešení tohoto problému lze využít přenosná zařízení LIBS, abychom 

redukovali manipulaci se vzorkem. Navíc analýza vzorků pomocí LIBS probíhá na základě 

laserového paprsku, pomocí kterého se odpaří pouze malá část vzorku z povrchu, což 

umožňuje minimálně destruktivní analýzu. Metodu LIBS lze využít i v analýze maleb [15], [16], 

soch [17], keramiky [18] a různých předmětů z kovu, skla a kamenů [5].  

 

Obr. 4: Vozítko Curiosity s ChemCam. Převzato z [19] 

2.1.4. Bioaplikace 

Spektroskopie laserem buzeného plazmatu má široké uplatnění nejen v geologii, analýze 

předmětů kulturního dědictví a průmyslu, ale také v oblasti biomedicíny a bioanalýz. Využití 

LIBS v biomedicínské oblasti je zejména pro patologické účely a toxikologické hodnocení. 

Příkladem je analýza tvrdých tkání, jako jsou kosti a zuby, které poskytují konzistentní matrix, 

tedy základní hmotu v těle tvořící s buňkami základ pojivové tkáně, a mají vysoký obsah prvků 

s relativně silnou atomovou emisí [20]. Metodou LIBS můžeme odhalit toxické prvky 

a nadbytek nebo nedostatek minerálů v tkáních, nehtech, kostech nebo zubech [5]. Pomocí 

LIBS byly sledovány hladiny Ca, Fe a P v zubech a jejich měnící se koncentrace v závislosti 

na věku jedince [21]. Dále metoda LIBS byla využita jako diagnostický nástroj pro rozpoznání 

maligního melanomu, kde se autoři zaměřili na rozdíly v koncentraci vápníku a hořčíku mezi 

zdravou kůží a nádorovou tkání, přičemž mapování distribuce těchto prvků pomocí LIBS 

Imaging v kožní tkání potvrdilo rozdílné koncentrace v závislosti na zdravé, či nádorové tkáni 

[22]. Tato studie naznačuje, že by se tato metoda dala uplatnit v diagnostice a rozšířit poznání 
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o nádorové tkání. Analýzou LIBS je umožněno určit specifické koncentrace stopových prvků, 

které jsou spojovány s mnoha patologiemi, například zubního kazu, rakoviny, diabetes mellitus 

2. typu, osteoporózy a hypotyreózy. Pathak a kol. použili metodu LIBS k analýze složení 

žlučových kamenů, které byly vytvořeny u pacientů s hnisavým onemocněním žlučníku. 

Zkoumání prvkového složení bylo provedeno zaměřením laserového paprsku na vnější 

a vnitřní část žlučových kamenů [23]. Hamzaoui a kol. se zaměřili na diagnostiku plísňové 

infekce nehtů pomocí LIBS. Porovnávali koncentrace Ca, K a Na v zdravých a infikovaných 

nehtech. Výsledky ukázaly vyšší intenzitu LIBS signálu těchto prvků v infikovaných nehtech, 

přičemž rozdíly byly nejzřetelnější u Ca a Na [24]. Další využití LIBS je pro stanovení 

škodlivých látek v jídle, například stanovení Br v chlebu [25] nebo v medu, kde se Pengovi 

a kol. podařilo metodou LIBS kvantifikovat obsah dodatečně přidaných falšovaných látek 

v akátovém medu [26]. Med je jedna z nejvíce falšovaných potravin, a to buď mícháním 

kvalitního medu s podřadným, nebo přídavkem cukrových příměsí. Výsledky studie ukázaly, 

že akátový med byl zfalšován různými typy sladidel. 

 

2.2.  Imunoeseje 

Imunoeseje jsou testy, které jsou využívány k detekci či kvantifikaci látek, například proteinů 

a hormonů. Jsou založeny na připevnění jednoho z imunoreagentů k pevné fázi a přidáním 

činidel, které se na sebe vzájemně vážou (heterogenní formát). Heterogenní formát se týká 

konfigurace, kde se protilátka nebo antigen vážou na pevný podklad, např. na mikrotitrační 

destičku, a následně se přidávají další reagenty. Vázané a volné reagenty mohou být odděleny 

pomocí mycích kroků [27]. Imunoeseje slouží k určení koncentrace molekul v biologických 

tekutinách [28]. Naopak u homogenního formátu není potřeba oddělovat vázané a nevázané 

složky promývacími kroky a měření probíhá přímo v reakční směsi [29]. 

2.2.1. Enzymový imunosorbentní test 

Mezi nejrozšířenější typ imunoeseje patří enzymový imunosorbentní test (ELISA; z anglického 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), zahrnující imunokomplex, který je značen enzymem, 

například alkalickou fosfatázou [27]. Jedná se o kvantitativní analytickou metodu, 

která zobrazuje reakci antigen-protilátka skrze změnu barvy, ke které došlo reakcí 

mezi konjugátem s navázaným enzymem a enzymovým substrátem. Ve článku Farky a kol. 

byla tato metoda použita ke stanovení lidského sérového albuminu (HSA, z anglického Human 

Serum Albumin) [30], což je bílkovina nacházející se v krvi, která je významným biomarkerem 

mnoha nemocí, jako například rakoviny, revmatoidní artritidy a ischémie. Tato metoda byla 

použita také pro detekci cyklosporinu A (CSA), což je lék pro imunosupresi při transplantacích 

orgánů a kostní dřeně, v krvi na mikrotitrační destičce. CSA je intenzivně metabolizován 

organismem. Metabolity CSA vykazují vysokou nefrotoxicitu a hepatotoxicitu, z toho důvodu 

je nutné sledovat obsah CSA u pacientů [31]. 

2.2.2. Elektrochemiluminiscenční imunoesej 

Dalším testem je elektrochemiluminiscenční imunoesej, (ECLIA; z anglického 

Electrochemiluminescence Immunoassay), což je metoda kombinující prvky elektrochemie 

a luminiscence k detekci a následné kvantifikaci cílových látek ve vzorcích. ECLIA využívá 

specializovaná činidla, včetně protilátky zachycující antigen a značenou protilátku k detekci 

interakce. Záchytná protilátka je připevněna na mikrodestičce. Protilátka značená značkou 

je konjugovaná s luminiscenčním markerem a elektrochemicky aktivní molekulou [32]. 

Je to alternativní metoda založená na automatizované enzymatické imunoanalýze s vysokou 

rychlostí, citlivostí, reprodukovatelností výsledků a koncentračním rozsahem [33]. V článku 
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Stoveové a kol. byla metoda ECLIA využita pro stanovení koncentrace sirolimu v krvi [34]. 

Sirolim je makrolidový lék, který má u lidí imunosupresivní funkci a je účinný při prevenci 

odmítnutí transplantovaných ledvin, Využita také byla ve článku Gagnonové a kol., 

kde bylo cílem ve zdravé populaci stanovit referenční intervaly kortizolu odebíraného ze slin 

za účelem srovnání metody ECLIA s technikou tandemové hmotnostní spektrometrie LC-

MS/MS [35].  

2.2.3. Fluorescenční imunoesej 

Fluorescenční imunoesej (FIA; z anglického Fluorescence Immunoassay) je založen 

na specifické vazbě fluorescenčně značených protilátek s cílovým vzorkem, čímž vytvoří 

stabilní komplex. Tento komplex vysílá fluorescenční signál, který je detekován, 

a tím je dosaženo kvantitativní analýzy cílového vzorku [36]. Metoda FIA se vyznačuje 

vysokou selektivitou a širokým dynamickým rozsahem [37], [38]. Využití metody FIA 

je pro detekci alfa-fetoproteinu [36], což je významný nádorový marker používaný pro včasnou 

diagnózu hepatocelulárního karcinomu, tedy maligního nádoru jater, monitorování progrese 

nádoru a metastází. Též se metoda FIA uplatnila v článku od Orsiho a kol. svou vysokou 

účinností a specifitou při nasofaryngeálních výtěrech (odběr vzorku hlenu nebo buněk 

z nosohltanu), a byla tak vhodným kandidátem pro identifikaci RNA koronaviru SARS-CoV-2 

[39].  

2.2.4. Upkonverzní imunoesej 

Upkonverzní imunoesej (z anglického Upconversion-Linked Immunosorbent Assay) 

je imunochemická metoda založená na použití luminiscenčních foton-upkonverzních 

nanočástic (UCNP; z anglického photon-upconversion nanoparticles) a představuje 

modernější a přesnější metodu, než je ELISA [40]. Foton-upkonverzní nanočástice 

jsou nanokrystaly, které přeměňují blízké infračervené záření (NIR) na světlo s nižšími 

vlnovými délkami. Upkonverzní imunoeseje mají mnoho výhod oproti běžným fluorescenčním 

značkám. Mají vynikající fotostabilitu, velké anti-Stokesovy posuny, které zabraňují optické 

interferenci a usnadňují citlivou detekci. ULISA má uplatnění v mnoha oblastech. Metoda 

ULISA byla například použita k analýze vzorků pitné a povrchové vody [41]. Autoři si dali za cíl 

představit a popsat vývoj nového formátu kompetitivní imunoeseje ULISA pro detekci 

mikropolutantu diclofenacu (DCF) ve vodě, za použití protilátky anti-DCF s vysokou afinitou 

k DCF. Pro dosažení limitu detekce ELISA, který by byl srovnatelný s limitem detekce ULISA, 

která dosáhla nejnižšího limitu detekce 0,02 ng/mL, bylo potřeba využít enzym k zesílení 

signálu [42]. Výsledky odpovídaly testu ELISA a kapalinové chromatografii spojené 

s hmotnostní spektrometrií (LC-MS). Farka a kol. vyvinuli imunoesej ve standardní 

mikrotitrační destičce, využívající foton-upkonverzní nanočástice jako značky pro detekci 

prostatického specifického antigenu (PSA), což je antigen, jehož zvýšená koncentrace 

se zjišťuje při karcinomu prostaty [43]. Výsledky tohoto výzkumu ukázaly, že metoda ULISA, 

s nejnižším detekčním limitem 1,2 pg/ml, byla až desetkrát citlivější než ELISA. Využití metody 

ULISA se také uplatnilo v detekci RNA koronaviru SARS-CoV-2, způsobující onemocnění 

COVID-19 [44]. Foton-upkonverzní nanočástice byly též použity v článku od Brandmeiera 

a kol. pro detekci proteinu nukleokapsidu, což je nejhojnější virový antigen. Nejnižší detekční 

limit metody ULISA činil 1,3 pg/ml, zatímco ELISA dosáhla nejnižšího detekčního limitu 347 

pg/ml. U metody ULISA byla též zaznamenána vyšší hodnota poměru mezi signálem a šumem 

(tzv. SNR, z angl. signal-to-noise ratio) než u metody ELISA. Brandmeier a kol. zkoumali vliv 

jasu, velikosti a povrchové architektury foton-upkonverzních nanočástic jako důležitých 

parametrů pro měření nízkých koncentrací troponinu v krevní plazmě [45]. Troponin 

je biomarker srdečních onemocnění, která jsou celosvětově hlavní příčinou úmrtí, zejména 

akutního infarktu myokardu [45].  
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2.3. Nepřímá detekce pomocí tag-LIBS 

Pojem tag-LIBS označuje nepřímou detekci metodou LIBS, která využívá označování analytů 

specifickými značky, které se vážou na specifické molekuly a umožňují monitorování spektra 

molekul, či biomolekul. Metoda tag-LIBS byla využita například pro detekci HSA [27]. V této 

studii byla použita konfigurace kolineárního sběru záření plazmatu a zaostřovací technika 

pro následnou detekci. LIBS byl optimalizován pro čtení sendvičové imunoeseje se značkami, 

kterými byly stříbrné nanočástice obalené streptavidinem. Limity detekce HSA o koncentraci 6 

µg/mL, získané pomocí fluorescenční detekce a LIBS, byly 10 ng/mL. Fluorescenční detekce 

dosáhla maximální citlivosti 1 µg/mL, zatímco LIBS nabídl širší rozsah až do 100 µg/mL [27]. 

V článku od Pořízky a kol. byla metoda LIBS představena jako alternativní technika pro detekci 

různých značek v imunocytochemických (ICC) a imunohistochemických (IHC) metodách, 

které jsou využívány k identifikaci nádorových buněk v tkáních a buněčných kulturách, 

v článku konkrétně biomarkeru rakoviny prsu HER2, pomocí značek na bázi UCNPs. Buněčné 

pelety BT-474 (HER2-pozitivní) a MDA-MB-231 (HER2-negativní) byly označeny UCNP-SA 

pomocí primární anti-HER2 protilátky a sekundární biotinylované protilátky. Pomocí LIBS 

byl detekován signál emisní linie Y II 437,49 nm. Výsledky článku ukázaly požadovanou 

citlivost na signál yttria a specifitu UCNP-SA, což jasně prokázalo rozdíl mezi HER2-

pozitivními a negativními buňkami. Zmíněné výsledky byly podpořeny upkonverzní optickou 

mikroskopií a upkonverzní luminiscencí [2]. V další práci Farka a kol. zvýšili citlivost 

metodologie tag-LIBS kombinací značek založených na UCNPs s vylepšenou sběrnou optikou 

a kolineární DP konfigurací. Optimalizace přístrojového nastavení ukázala, že DP-LIBS 

má lepší citlivost a poměr SNR než SP-LIBS. Bylo zjištěno, že DP konfigurace umožnila použití 

nižší koncentrace streptavidin-konjugovaných foton-upkonverzních nanočástic (UCNP-SA), 

nicméně levnější a jednodušší SP konfigurace poskytla podobné výsledky při vyšší 

koncentraci UCNP-SA. Citlivost detekce HSA byla pomocí DP-LIBS zvýšena o dva řády a limit 

detekce byl srovnatelný s ELISA. Prakticky se metoda prokázala studiem selektivity 

a úspěšnou analýzou reálných vzorků moči [30]. Zikmundová a kol. představili kombinaci 

magnetických mikročástic jako pevné fáze a UCNPs jako značky v imunoeseji s LIBS 

pro detekci PSA. Výsledky ukázaly, že intenzity DP-LIBS byly třikrát vyšší než u SP-LIBS 

a limit detekce byl téměř o dva řády nižší, naznačující výhody užití DP-LIBS. Závěrem 

byla metoda ověřena analýzou klinických vzorků lidského séra, přičemž naměřené 

koncentrace PSA silně korelovaly s referenčními výsledky naměřenými 

elektrochemiluminiscenčním analyzátorem Elecsys, což potvrzuje využitelnost DP-LIBS jako 

techniky pro čtení imunoesejí [46]. Zatímco DP-LIBS představuje efektivní a relativně 

dostupnou metodu, inovativní přístup demonstruje studie Markushina a kol., kteří se zaměřili 

na detekci ovariálního markeru CA 125 pomocí femtosekundového LIBS. Využitím 

specifických protilátek (anti-CA125) navázaných na mikročástice, na magnetické (oxid 

železitý) a nemagnetické (oxid titaničitý), dosáhli vysoké citlivosti odpovídající téměř detekci 

jednotlivých molekul, což podtrhuje potenciál metody tag-LIBS pro včasnou diagnostiku [47]. 

2.3.1. Multiplexová analýza 

Simultánní (multiplexová) analýza je technika umožňující současné měření více prvků 

v jednom vzorku, což umožňuje získat spektrální informace o různých analytech současně, 

a tím může zjednodušit a zefektivnit laboratorní procesy. Multiplexová technologie původně 

vznikla pro detekci a kvantifikaci biomolekul, jako jsou nukleové kyseliny a proteiny, 

které slouží jako biomarkery pro různá onemocnění [48]. Multiplexní imunoeseje mají oproti 

singleplexním mnoho výhod včetně nižších nákladů, vyšší efektivity a rychlosti analýzy 

a většího výstupu na objem vzorku, podporující přesnější diagnostiku [49]. V medicíně 
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multiplexní analýza umožňuje rychlejší a přesnější diagnostiky nemocí, jako je rakovina 

nebo infekční onemocnění (např. COVID-19). 

V kontextu simultánní detekce je zajímavé využití tag-LIBS v kombinaci s mikročásticemi oxidu 

křemičitého, oxidu titaničitého a oxidu železitého pro značení biomolekul, jak demonstrovali 

Melikechi a Markushin, kteří detekovali marker ovariálního karcinomu leptinu ve fosfátovém 

pufrovaném roztoku. Výsledky ukazují, že použití duálních kovových značek zvyšuje odezvu 

signálu ve srovnání se značkami, obsahujícími jeden kov, což nabízí potenciální využití 

pro multiplexní detekci biomarkerů [50]. V oblasti detekce biomarkerů rakoviny je kladen důraz 

na citlivost a schopnost multiplexní detekce splnit klinické požadavky na včasnou diagnostiku, 

reprodukovatelnost a spolehlivost. Wu a spol. vyvinuli metodu založenou na nanokuličkách 

kvantových teček (QDNBs; z anglického quantum dot nanobeads) pro velmi citlivou multiplexní 

FIA metodu [51].  Tato metoda využívá zelené, červené a žluté QDNBs jako fluorescenční 

značky. Při triplexní detekci modelových nádorových markerů rakoviny plic ukázala 

stonásobné zlepšení detekční citlivosti ve srovnání s tradičními metodami FIA. Tento fakt 

ukazuje, že použití různě zbarvených QDNB jako fluorescenčních značek je efektivním 

způsobem pro zlepšení citlivosti detekce. Klinické validační experimenty na lidském séru 

ukázaly, že výsledky získané touto metodou byly srovnatelné s ECLIA. Furuya a spol. 

se zaměřili na vyhodnocení diagnostické přesnosti dvou multiplexních proteinových metod 

pro detekci markerů spojených s rakovinou močového měchýře (biomarkery A1AT, APOE, 

ANG, CA9, IL-8, MMP-9, MMP-10, PAI-1, SDC1 a VEDG). Koncentrace proteinů 

byly vyhodnocovány pomocí dvou prototypů multiplexních metod, tedy multiplexní kuličkové 

imunoeseje (MBA; z anglického multiplex bead-based immunoassay)                           

a multiplexní elektrochemiluminiscenční imunoeseje (MEA; z anglického multiplex 

electrochemoluminescent assay), a imunoesejí ELISA. MBA vykázala vyšší citlivost a specifitu 

než MEA a oba multiplexní testy měly širší detekční rozsah biomarkerů než komerční ELISA, 

přestože měla nejnižší limit detekce. Z výsledků tedy vyplývá, že multiplexní testy představují 

účinný a přesný nástroj pro kvantifikaci více proteinů ve vzorcích [52]. Podobně 

jako v předchozím článku, bylo cílem Quinn a spol. porovnat metodu ELISA s multiplexní 

imunoesejí zvanou Human Magnetic Luminex Performance Assay. Pomocí této imunoeseje 

byly detekovány změny koncentrací interleukinu-6, což je signální molekula hrající roli 

v imunitním systému, a dalších cytokinů způsobené akutním psychickým stresem. Výsledkem 

bylo, že multiplexní metoda s vysokou citlivostí byla schopna detekovat změny koncentrací 

cytokinů v plazmě při akutním stresu u lidí, a je vhodnou alternativou k metodě ELISA [53]. 

Compagnone a spol. prokázali vhodnost použití multiplexní elektrochemiluminiscenční 

imunoeseje pro detekci několika biomarkerů indikujících tzv. syndrom suchého oka, 

onemocnění projevující se nedostatečnou tvorbou slz, a sledování jeho vývoje ve vzorcích slz 

potkanů [54]. Dalším z mnoha praktických využití je detekce kontaminantů v potravinách. 

Na to se v roce 2019 zaměřila Gondhalekar a spol., kdy využili LIBS pro multiplexní detekci 

více lanthanoidů na papírových bioesejích. Ve své studii testovali detekci jednotlivých 

lanthanoidů v různých kombinacích, které by následně mohli být použity jako značky 

k simultánnímu určení přítomnosti kontaminantů [55].  

Na rozdíl od imunoesejí jako ELISA či ECLIA, které jsou určeny primárně pro detekci proteinů 

a jiných biomolekul pomocí specifických protilátek [27], [32],  umožňuje LIBS detekci mnoha 

prvků najednou [1]. LIBS má též větší multiplexní kapacitu než běžné imunoeseje a rozlišuje 

mnoho prvků najednou, protože k detekci využívá úzkých spektrálních čar [1]. V imunochemii 

lze pomocí LIBS detekovat mnoho biomolekul pomocí lanthanoidů, které mají unikátní emisní 

spektra a vzájemně neinterferují, pokud jsou vybrány správné vlnové délky. Lanthanoidy 

se vážou na protilátky nebo antigeny pomocí chelatačních sloučenin a díky nim se dostávají 

do biologického systému [56], [55]. Problémem u LIBS mohou být podobné vlnové délky 



14 
 

u určitých prvků, které mezi sebou mohou interferovat, a tím zkreslit výsledky, 

čemuž se dá předejít použitím rozdílných prvků s různými vlnovými délkami.  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1. Příprava vzorků 

3.1.1. Použité nanočástice a chemikálie 

V této bakalářské práci se využívaly tři typy nanočástic:  

• stříbrné (AgNPs; 50 nm stříbrné nanokuličky, PVP (polyvinylpyrrolidonová disperze), 

Econix, 5 mg/mL, 25 ml; nanoComposix, USA)  

• foton-upkonverzní částice s obsahem lutecia (Lu-UCNPs; NaLuF4:Yb3+, Er3+-SiO2-

COOH) 

• foton-upkonverzní částice s obsahem yttria (Y-UCNPs; NaYF4:Yb3+,Er3+-SiO2-COOH)  

• pufr pro ředění nanočásticových disperzí o složení 150 mM NaCl, 50 mM 

tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris), 1 mM fluoridu draselného, 10% SuperBlock, 

0,5% polyethylenglykol, 0,05% polyoxyethylen(20)sorbitan monolaurát (Tween 20) 

a 0,05% azid sodný. 

Oba typy upkonverzních nanočástic byly poskytnuty Ústavem analytické chemie Akademie 

věd České republiky. V Tab. 1 je znázorněn obsah sledovaných prvků všech použitých 

nanočástic.  

Tab. 1: Obsah sledovaných prvků v použitých nanočásticích 

Nanočástice 
Koncentrace 

(mg/mL) 
Ag (%) Y (%) Er (%) Lu (%) Yb (%) 

Ag 5 100 - - - - 

Y-UCNPs 10 - 80 2 - 18 

UCNPs (Lu) 10 - - 1 79 20 

 

3.1.2. Postup přípravy vzorků 

Pro přípravu různých koncentrací jednotlivých nanočástic byly vypočítány potřebné objemy 

nanočásticové disperze, které byly následně smíchány s pufrem. Každý vzorek nanočástic 

byl přípraven v koncentračním rozsahu 1-5 μg/mL, u všech typů směsí byl také připraven slepý 

vzorek a v rámci druhého experimentu byl pro binární směsi připraven 1 typ slepého vzorku, 

pro ternární směsi 2 typy. Jeden slepý vzorek byl součástí kalibrace, obsahoval 

tedy i nanočástice o konstantní koncentraci 3 μg/mL dle ostatních připravovaných vzorků. 

Druhý slepý vzorek byl tvořený pouze pufrem. Více typů slepých vzorků bylo připraveno 

pro možnost porovnání intenzit mezi slepými vzorky a rostoucí koncentrací nanočástic. 

Kromě vzorků, které obsahovaly pouze individuální nanočástice, byly také připraveny binární 

a ternární směsi, viz Tab. 2. Poté, co byly připraveny všechny koncentrace nanočástic, 

byly roztoky promíchány na homogenizátoru a následně byla nachystána mikrotitrační 

destička, do které bylo napipetováno mikropipetou 30 μL pufru a postupně jdoucí koncentrace, 

vždy jedna koncentrace na jednom řádku, v šesti opakováních. Po nakapání všech 

koncentrací do mikrotitrační destičky byly vzorky sušeny při pokojové teplotě po dobu 2 až 3 

dnů.   
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Tab. 2: Přehled všech připravených směsí s obsahem jednotlivých nanočástic (pro zjednodušení 
označenými pouze značkami prvků) 

 

Připravené směsi 

nanočástic 

Nanočástice 

s koncentrací 1-5 

ug/mL 

Nanočástice 

s konstantní 

koncentrací 3 

ug/mL 

E
x
p

e
ri
m

e
n
t 
1
 

Ag Ag - 

Lu Lu - 

Y Y - 

AgY Ag + Y - 

AgLu Ag + Lu - 

LuY Lu + Y - 

AgLuY Ag + Lu + Y - 

E
x
p

e
ri
m

e
n
t 
2
 

AgY3 Ag Y 

AgLu3 Ag Lu 

YAg3 Y Ag 

YLu3 Y Lu 

LuY3 Lu Y 

LuAg3 Lu Ag 

AgLu3Y3 Ag Lu + Y 

YAg3Lu3 Y Ag + Lu 

LuY3Ag3 Lu Y + Ag 

 

3.2. LIBS sestava a parametry měření 

Součástí sestavy v této bakalářské práci byly dva nanosekundové lasery, Brilliant B (Nd:YAG, 

1064 nm, 10 Hz, 4,8 ns; Quantel Lasers, Francie) a Solar LQ 529A (Nd:YAG, 532 nm, 20 Hz, 

8,0 ns, Solar Laser Systems, Bělorusko) v kolineárním uspořádání. Přesné parametry 

jsou uvedeny v Tab. 3. K detekci emise záření byl využit spektrometr typu Czerny-Turner 

(Avantes, Nizozemsko) o spektrálním rozsahu 245-407 nm (rozlišení 0,042 nm) v kombinaci 

s CMOS detektorem.  

Mikrotitrační destička se vzorky byla umístěna na automatizovaný posuvný stolek, 

který umožňuje výběr přesného místa analýzy a zaostření na povrch vzorku pomocí kamery.  

Následně pomocí programu LIBS Navigator (CEITEC VUT, Česká republika) byla nastavena 

energie obou laserů a kamera byla zaměřena a zaostřena na vzorek, na který se vytvořila 

mřížka s body 8x8 (plocha pro měření), ve které byly body od sebe vzdáleny 0,4 mm. 

Pro záznam emisních spekter byl využit program LIBS Spectra Controller (CEITEC VUT, 

Česká republika). Před samotným měřením vzorku byla vždy ověřena stabilita pracovních 

podmínek sestavy na standardu slitiny kovu a zkušebních vzorcích s koncentrací jednotlivých 

nanočástic 100 μg/mL. Jednotlivé parametry měření jsou shrnuty v následující tabulce (Tab. 

3). 
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Tab. 3: Parametry měření 

Typ laseru Nd:YAG 

Vlnová délka laseru (nm) 1064 532 

Energie (mJ) 40 20 

Frekvence (Hz) 10  20 

Délka pulzu (ns) 4,8 8,0 

Zpoždění detekce (μs) 0,5 

Integrační doba (μs) 50 

Zpoždění mezi pulzy (μs) 1 

Mřížka (body) 8x8 

Vzdálenost bodů mřížky 

(mm) 
0,4  

 

3.3. Zpracování dat 

Naměřená data byla vyhodnocena pomocí skriptu v programovacím jazyku Python (Spyder, 

USA). Tento skript umožňuje zobrazit celkové spektrum, vyznačit rozsahy vlnových délek, 

následně odečíst pozadí a provést součet maxim spekter. Přesné údaje o vybraných 

spektrálních čárách, rozsazích vybraných vlnových délek a jejich pozadí, které byly použity 

k měření, jsou zaznačeny v Tab. 4. Spektrální čáry byly vybrány na základě toho, 

že dosahovaly vysokých intenzit a vzájemně se mezi sebou nepřekrývaly. Poté byla všechna 

data zpracována v programu Origin, ve kterém byly vyřazeny odlehlé hodnoty sečtených 

maxim spekter pomocí Dean-Dixonova testu [57] s hladinou spolehlivosti 90 %. Po vyřazení 

odlehlých hodnot byly výsledky zprůměrovány a následně byla spočítána směrodatná 

odchylka. Tento postup následoval pro každou koncentraci. Následně byly tyto výsledky 

zpracovány ve formě kalibrační křivky. Kalibrační křivky byly následně proloženy lineárním 

fitem a poté byly vypočítány limity detekce na základě následujícího vzorce:  

 LOD=
3 ∙SD

Slope
 (1) 

kde SD je směrodatná odchylka, a Slope je směrnice křivky. 

Následně byla vypočítána nejistota pro limit detekce pomocí vzorce: 

 u(LOD) = LOD  ∙ √(   
u(SD)

SD
)

    2

+ (   
u(Slope)

Slope
)

    2

 (2) 

kde u(SD) je nejistota směrodatné odchylky a u(Slope) je nejistota směrnice křivky. 

Tab. 4: Přehled nanočástic, spektrálních čar, vlnových délek a pozadí a jejich rozsahů. 

  

Nanočástice Spektrální čára (nm) 
Určená vlnová 
délka + rozsah 

(nm) 

Určené pozadí + 
rozsah (nm) 

Lu-UCNPs Lu II 291,14 291,14 ± 0,22 292,80 ± 0,22 

AgNPs Ag I 338,31 338,31 ± 0,22 338,78 ± 0,22 

Y-UCNPs  Y II 360,07 360,08 ± 0,22 360,61 ± 0,22 
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4. VÝSLEDKY 

4.1. Simultánní detekce nanočástic 

Simultánní detekce nanočástic metodou LIBS je umožněna širokým spektrálním rozsahem 

detekce a rozlišitelností jednotlivých spektrálních čar zkoumaných prvků v rámci jednoho 

měření.  

Aby bylo možné zkoumané nanočástice využít jako značky pro simultánní analýzu, 

tedy tzv. multiplexing, musí mít každá z nanočástic unikátní spektrální čáru, kterou lze jasně 

rozlišit ve spektru od spektrálních čar ostatních nanočástic a dalších komponent směsi v rámci 

jednoho měření. Rozsahy vybraných spektrálních čar a jejich pozadí, které jsou použité 

k dalšímu zpracování dat v rámci této práce, jsou zobrazeny na Obr. 5. 

 

Obr. 5: Spektrum ternární směsi o koncentraci 5 µg/mL, kde jsou znázorněny rozsahy vlnových délek 
nanočástic, které jsou odlišeny různými barvami podle daného prvku (sytější barva; Ag fialově, Lu 

modře a Y červeně), a jejich pozadí (světlejší barva). 

 

Tato bakalářská práce je rozdělena na dva experimenty. V prvním experimentu byly připraveny 

jednotlivé koncentrační řady, které jsme dále rozdělili na disperze individuálních nanočástic, 

binární směsi, kde byly jednotlivé druhy nanočástic nakombinovány tak, abychom získali 

všechny možné dvojice, a ternární směs s rostoucími koncentracemi všech tří druhů 

nanočástic. Cílem experimentu bylo ověřit, zda se nanočástice vzájemně ovlivňují při postupně 

rostoucí koncentraci. Následně navazoval druhý experiment, ve kterém byly připraveny 

koncentrační sady pro binární a ternární směsi s rozdílem, že ve směsích byl vždy jeden druh 

nanočástic s rostoucí koncentrací a jeden, popřípadě dva druhy s konstantní koncentrací 
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za účelem pozorování vlivu nanočástic s měnící se koncentrací na ostatní druhy o konstantní 

koncentraci. Složení jednotlivých směsí je podrobně popsáno v Tab. 2. 

4.1.1. Pozorování interakcí mezi různými druhy nanočástic ve směsích 

V rámci prvního experimentu byly nejprve analyzovány koncentrační řady, ve kterých byl vždy 

pouze jeden typ nanočástic, abychom získali referenční hodnoty signálu emisních čar prvků 

přítomných v jednotlivých druzích nanočástic, které následně sloužily jako srovnávací hodnoty 

pro binární a ternární směsi. Získané výsledky byly zpracovány ve formě kalibračních křivek, 

které představují závislost intenzity vybraných spektrálních čar odpovídajících jednotlivým 

nanočásticím na koncentraci nanočástic v µg/mL. Z kalibračních křivek všech individuálních 

nanočástic lze pozorovat, že s rostoucí koncentrací úměrně roste i intenzita.  Detekční limity 

jednotlivých nanočástic se příliš neliší až na výjimky. Limity detekce pro jednotlivé typy 

nanočástic jsou následující: LODLu: 0,47 ± 0,14; LODAg: 0,36 ± 0,12 a LODY: 0,31 ± 0,10. Další 

limity detekce jsou kvůli složitosti směsí uvedeny v Tab. 5. Po změření samostatných 

nanočástic pokračoval první experiment připravením binárních koncentračních řad, ve kterých 

měly jednotlivé nanočástice vždy stejnou koncentraci, tj. například binární směs AgNPs a Lu-

UCNPs označená koncentrací 1 µg/mL obsahovala 1 µg/mL AgNPs a 1 µg/mL Lu-UCNPs. 
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Obr. 6: Kalibrační křivky individuálních, binárních a ternárních směsí s postupně rostoucí koncentrací 
(1-5 µg/mL) porovnávající jednotlivé směsi, které obsahují a) stříbro (Ag I 338,31 nm); b) yttrium (Y II 

360,07 nm); c) lutecium (Lu II 291,14 nm). 

a) 

b) 

c) 
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V grafech (Obr. 6 a-c) můžeme vidět, že intenzity individuálních disperzí nanočástic 

byly u všech druhů nanočástic nejnižší. U binárních i ternárních směsí došlo ke znatelnému 

zvýšení intenzit. V případě směsí obsahujících AgNPs byly nejvyšší intenzity spektrální čáry 

stříbra pozorovány u ternární směsi. V případě Lu-UCNPs a Y-UCNPs byla nejvyšší intenzita 

pozorována v binární směsi. Tento jev však mohl být způsoben také obecným zvýšením 

intenzity záření, například v důsledku fluktuací energie laseru. Obecně můžeme pozorovat 

výrazné zvýšení intenzit v binárních a ternárních směsích v porovnání s disperzemi 

obsahujícími pouze individuální nanočástice. Limity detekce, které jsou uvedeny v Tab. 5, byly 

u všech vzorků obsahujících individuální nanočástice nejvyšší, v rámci směsí Lu-UCNPs byl 

vzhledem k individuální směsi dosažen téměř 40× nižší limit detekce (binární směs Lu + Y), 

podobné zlepšení nastalo i u stříbra (20× nižší limit detekce u směsi Ag + Y). V binárních 

směsích došlo ke snížení limitů detekce přibližně na polovinu. Limity detekce binárních směsí 

byly porovnatelné s ternárními směsi, až na zmíněné výjimky.  

Na základě výsledků jsme vyhodnotili, že v interakci mezi nanočásticemi v binárních 

a ternárních směsích by se mohl uplatňovat fenomén, při kterém dochází vlivem přítomnosti 

nanočástic na povrchu vzorku k zesílení LIBS. Tento jev se označuje jako NELIBS efekt. 

Tab. 5: Limity detekce individuálních, binárních a ternárních směsí nanočástic v experimentu 1 

Vzorek 
LOD (µg/mL) 

Lu II 291,14 nm Ag I 338,31 nm Y II 360,07 nm 

Lu 0,47 ± 0,14 - - 

Lu + Ag 0,18 ± 0,06 - - 

Lu + Y 0,012 ± 0,004 - - 

Lu + Ag + Y 0,14 ± 0,05 - - 

Ag - 0,36 ± 0,12 - 

Ag + Y - 0,018 ± 0,006 - 

Ag + Lu - 0,20 ± 0,07 - 

Ag + Y + Lu - 0,21 ± 0,07 - 

Y - - 0,31 ± 0,10 

Y + Lu - - 0,19 ± 0,06 

Y + Ag  - - 0,22 ± 0,07 

Y + Lu + Ag - - 0,16 ± 0,05 

 

4.1.2. Pozorování vlivu nanočástic s měnící se koncentrací na nanočástice o 

konstantní koncentraci 

Druhý experiment byl zaměřen na ověření hypotézy tzv. NELIBS efektu, při němž dochází 

v přítomnosti nanočástic k zesílení LIBS signálu, v našem případě důsledkem vzájemných 

interakcí nanočástic v binárních a ternárních směsích. Připravil jsem koncentrační řady, 

které se lišily tím, že obsahovaly jeden typ nanočástic s postupně se zvyšující koncentrací 

a druhý, popřípadě i třetí typ nanočástic o konstantní koncentraci (složení jednotlivých směsí 

viz Tab. 2). V případě, že by se NELIBS efekt projevil, očekávali bychom, že vlivem rostoucí 

koncentrace jednoho typu nanočástic bude docházek k nárůstu emisních intenzit 

také u nanočástic s konstantní koncentrací.  
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Obr. 7: Kalibrační křivky binárních směsí nanočástic o proměnné koncentraci (1-5 µg/mL) obsahujících 
(a,b) Lu-UCNPs (modrá, kruh); (c,d) AgNPs (fialová, čtverec); a (e,f)Y-UCNPs (červená, kosočtverec) 

v kombinaci s nanočásticemi o konstantní koncentraci (3 μg/mL, tmavě šedá, tvar odpovídající 
jednotlivým druhům nanočástic). Slepé vzorky jsou znázorněny pomocí prázdného tvaru podle typu 

nanočástic. 

  

a) b) 

c) d)

)) 

 10b)

) 

e)

)) 
 10b)

) 

f) 
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V grafech znázorňujících jednotlivé binární směsi (Obr. 7) můžeme vidět, že u nanočástic 

o neměnné koncentraci (3 µg/mL) byly naměřené intenzity u všech vzorků poměrně 

konstantní, a nebyly tedy výrazně ovlivněny přítomností nanočástic, u kterých se zvyšovala 

koncentrace. V případě obou směsi Lu-UCNPs a Y-UCNPs došlo naopak k mírnému poklesu 

intenzity signálu (Obr. 7 a, e).  

Posledním krokem tohoto experimentu bylo vyhodnocení ternárních směsí, které obsahovaly 

vždy dva druhy nanočástic o konstantní koncentraci 3 μg/mL, zatímco u posledního druhu 

nanočástic se koncentrace postupně zvyšovala.  
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Obr. 8: Kalibrační křivky ternárních směsí složené z AgNPs (fialová), Y-UCNPs (červená) a Lu-UCNPs 
(modrá). Kalibrační křivky obsahují dvě nanočástice o konstantní koncentraci (3 μg/mL) (šedá, černá) 
a nanočástici s postupně rostoucí koncentrací (1-5 μg/mL, včetně slepého vzorku). Slepé vzorky jsou 

znázorněny pomocí prázdného tvaru podle typu nanočástic. 

  

a) 

b) 

c) 



25 
 

Na kalibračních křivkách lze zpozorovat, že nanočástice o konstantní koncentraci většinově 

udržovaly stejné hladiny intenzit, případné výkyvy signálu byly shodně pozorovány u obou typů 

nanočástic o konstantní koncentraci, a byly tedy spíše způsobeny výkyvy intenzity laseru. 

V případě směsi s rostoucí koncentrací Lu-UCNPs můžeme pozorovat, že došlo naopak 

k mírnému poklesu intenzit. Můžeme vidět, že naměřené hodnoty pro jednotlivé typy slepých 

vzorků byly velmi podobné, ani v tomto případě tedy nebyl pozorován žádný vzájemný vliv. 

NELIBS efekt tedy nebyl v rámci tohoto experimentu prokázán, neboť vzájemný vliv 

nanočástic nebyl pozorován. Nárust intenzit v prvním experimentu u binárních a ternárních 

směsí by mohl být pravděpodobně způsoben větším použitým koncentračním rozsahem, 

kdy se celkový obsah nanočástic ve vzorcích se pohyboval od 3-15 µg/mL, zatímco ve druhém 

experimentu byl koncentrační rozsah pouze 7-11 µg/mL.  

Limity detekce získané pro všechny binární a ternární směsi v rámci experimentu 2 

jsou pro porovnatelnost uvedeny také v následující tabulce (Tab. 7). Nejnižšího limitu detekce 

bylo dosaženo pro stříbro v ternární směsi (0,072 µg/mL), obecné tendence jako v případě 

porovnání s individuálními disperzemi nanočástic v rámci prvního experimentu nebyly 

pozorovány.  

Tab. 6: Limity detekce křivek binárních a ternárních směsí nanočástic v experimentu 2 

Vzorek 
LOD (µg/mL) 

Lu II 291,14 nm Ag I 338,31 nm Y II 360,07 nm 

Lu + Y3 0,31 ± 0,09 - - 

Lu + Ag3 0,18 ± 0,05 - - 

Lu + Ag3 + Y3 0,21 ± 0,08 - - 

Ag + Y3 - 0,094 ± 0,028 - 

Ag + Lu3 - 0,29 ± 0,09 - 

Ag + Lu3 + Y3 - 0,072 ± 0,022 - 

Y + Ag3 - - 0,57 ± 0,17 

Y + Lu3 - - 0,29 ± 0,15 

Y + Ag3 + Lu3 - - 0,32 ± 0,11 
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5. ZÁVĚR 

Bakalářská práce byla zaměřena na problematiku detekce nanočástic s obsahem stříbra, yttria 

a lutecia metodou LIBS, která umožňuje multiprvkovou analýzu na základě analýzy 

charakteristického emisního spektra laserem indukovaného plazmatu, které vzniká 

při interakci laserového paprsku s analyzovaným materiálem. Hlavním cílem této bakalářské 

práce bylo ověřit možnost využití metody LIBS pro simultánní detekci lutecia, yttria a stříbra 

v různých druzích nanočástic (AgNPs, Y-UCNPs, Lu-UCNPs), a ověřit tak jejich využitelnost 

jako značek pro nepřímou multiplexovou analýzu biomarkerů v imunoesejích s LIBS detekcí.   

Experimentální část byla zaměřena na přípravu a analýzu směsí jednotlivých druhů nanočástic 

a byla rozdělena do dvou experimentů. V prvním experimentu byly připraveny koncentrační 

řady disperzí individuálních nanočástic, binárních a ternárních směsí od 1 μg/mL do 5 μg/mL, 

kde daná koncentrace odpovídala vždy všem jednotlivým nanočásticím ve směsi. Výsledek 

experimentu ukázal, že pomocí metody LIBS jsme schopni detekovat a rozlišovat jednotlivé 

nanočástice ve směsích, a to i při postupně rostoucích koncentracích. Naměřené intenzity 

vybraných spektrálních čar prvků charakteristických pro jednotlivé druhy nanočástic 

byly následně porovnány. Výsledky prvního experimentu poukázaly u všech sledovaných 

prvků na vyšší intenzitu signálu v binárních a ternárních směsích vzhledem k individuálním 

disperzím, což by mohlo být odůvodněno NELIBS efektem. 

Abychom tuto hypotézu ověřili, byl vytvořen druhý experiment, ve kterém byl hlavní rozdíl 

ve směsích, kde byla k jednomu druhu nanočástic s postupně rostoucí koncentrací (1-5 

μg/mL) přidán druhý druh nanočástic o konstantní koncentraci (3 μg/mL). Za účelem 

pozorování interakcí mezi individuálními nanočásticemi, tj. zjištění vlivu nanočástic 

na zesilování emisního signálu, byly nejprve připraveny binární směsi, a následně ternární 

směsi, které fungovaly na stejném principu, pouze se ve směsích nacházely dva typy 

nanočástic o konstantní koncentraci 3 μg/mL. Zde byly též připraveny kombinace všech typů 

nanočástic.  

Po vyhodnocení výsledků nebyla hypotéza o možném zesilování LIBS v důsledku interakce 

nanočástic ve směsích prokázána, neboť v experimentu 2 nebylo vidět výrazné ovlivnění 

intenzit signálu nanočástic s konstantní koncentrací nanočásticemi o rostoucí koncentraci. 

V rámci obou experimentů bylo potvrzeno, že použité nanočástice jsou potenciálně vhodné 

jako značky multiplexní analýzu imunoesejí s LIBS detekcí, protože jsou na základě svých 

spektrálních čar rozlišitelné ve spektru a v nižším koncentračním rozsahu jednotlivých směsí 

se významně neovlivňují. V rámci experimentů bylo dosaženo nejnižšího limitu detekce 0,012 

µg/mL pro binární směs Lu-UCNPs a Y-UCNPs s koncentrací obou typů nanočástic ve stejném 

poměru. Dalším krokem pro úspěšnou implementaci do analýzy imunoesejí je jejich zapojení 

do imunokomplexů a porovnání výsledků měření s některou z běžně používaných detekčních 

metod, například ULISA.  
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