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Streszczenie

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki badan nanoczastek fer-
rimagnetycznych na bazie ferrytu galu. Materiat badawczy otrzymano dwiema me-
todami. Pierwsza z nich byla metoda rozkladu termicznego acetyloacetonianu ze-
laza (III), natomiast druga wspotstracanie chlorkéw zelaza (II) i (III). Ponadto cze$é
nanoczastek zsyntezowanych metoda wspotstracania zostata optaszczona chitosa-
nem. Celem pracy bylo rozpoznanie wlasciwosci strukturalnych, magnetycznych i
biotermicznych uzyskanych nanostruktur oraz ocena ich potencjalnych zastosowan,

w szczegc’)lnoéci w hipertermii cieczy magnetycznej.

Morfologia badanych nanouktadéw, zré6znicowana w zaleznos$ci od zawartos$ci
galu oraz otoczki organicznej, okazata sie bardzo ré6znorodna. Jednym z czynnikéw
réznicujacych badane zwiazki byta ich zdolnos$¢ dyspersyjna. Podczas gdy niektore
probki wykazywaty dobra dyspersje, inne tworzyly nieregularne agregaty. Tenden-

¢ja do agregacji nanoczastek nasilala sie w uktadach optaszczanych chitosanem.

Rentgenowska analiza strukturalna wykazata, ze badane nanoczastki krystali-
zuja w strukturze regularnego odwréconego spinelu. Zmieniajace sie rozmiary kry-
stalitow oraz uporzadkowanie strukturalne w funkcji koncentracji galu prowadzity
do istotnych modyfikacji wlasnosci czastek. Komplementarne rozpoznanie przy uzy-
ciu dyfrakcji neutronowej potwierdzito homogenicznos¢ i uporzadkowanie struktu-
ralne prébek analizowanych dalej cytotermicznie. Preferencyjne lokowanie sie katio-
néw galu stworzyto mozliwosé §ledzenia zmian w uporzadkowaniu magnetycznym

w podsieci struktury spinelu. Obserwacje te, wspierane wynikami uzyskanymi przy

uzyciu spektroskopii Mossbauera, rzucity nowe $wiatlo na mechanizmy oddziaty-
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wan w nanostrukturach. Nanoczastki o okreslonych koncentracjach galu manifesto-
waly, nasilone powyzej temperatury 120 K i dominujace powyzej 200 K, fluktuacje
superparamagnetyczne.

Pomiary kalorymetryczne dowiodly, ze niektére z badanych nanoukladéw cha-
rakteryzuje zdolno$¢ do efektywnego nagrzewania sie w zmiennym polu magne-
tycznym, co jest kluczowe z punktu widzenia ich wykorzystania w hipertermii cie-
czy magnetycznej. Ponadto wyniki badan biologicznych potwierdzity zaniedbywalna
cytotoksyczno$¢ wobec komérek zdrowych i oczekiwana wobec komoérek nowotwo-
rowych, co uprawnia do traktowania zwiazkéw GaxFe; Oy jako perspektywicz-
nego materialu do zastosowan w terapii przeciwnowotworowej. Chitosan, uzyty
jako otoczka, poprawiat biozgodnosé nanoferrytéw galowych i dodatkowo minima-
lizowat toksyczno$¢ wobec komérek zdrowych.

W $wietle uzyskanych wynikéw, nanoczastki magnetytowe podstawiane galem
prezentuja znaczacy potencjal z punktu widzenia aplikacji biomedycznych, szcze-
goblnie w hipertermii cieczy magnetycznej. Prezentowany temat wart jest kontynu-
acji starant nad optymalizacja metod preparatyki w kierunku badar i finalnie zasto-

sowan klinicznych.



Abstract

This doctoral dissertation presents the results of research on ferrimagnetic na-
noparticles based on gallium ferrite. The research material was obtained using two
methods. The first one was the thermal decomposition of iron (III) acetylacetonate,
while the second one was the co-precipitation of iron (II) and (III) chlorides. In ad-
dition, some of the nanoparticles synthesized by the co-precipitation method were
coated with chitosan. The aim of the work was to identify the structural, magnetic
and biothermal properties of the obtained nanostructures and to assess their poten-

tial applications, in particular in magnetic fluid hyperthermia.

The morphology of the tested nanosystems, differentiated depending on the gal-
lium content and the organic shell, turned out to be very diverse. One of the factors
differentiating the tested compounds was their dispersion ability. While some sam-
ples showed good dispersion, others formed irregular aggregates. The tendency for

nanoparticle aggregation was intensified in the systems coated with chitosan.

X-ray structural analysis showed that the studied nanoparticles crystallize in the
structure of a regular inverted spinel. Changing crystallite sizes and structural or-
der as a function of gallium concentration led to significant modifications of particle
properties. Complementary recognition using neutron diffraction confirmed the ho-
mogeneity and structural order of the samples analyzed further cytothermally. Pre-
ferential location of gallium cations created the possibility of tracking changes in ma-
gnetic order in the spinel structure sublattice. These observations, supported by the
results obtained using Mossbauer spectroscopy, shed new light on the mechanisms

of interactions in nanostructures. Nanoparticles with specific gallium concentrations
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manifested superparamagnetic fluctuations that were intensified above 120 K and
dominated above 200 K.

Calorimetric measurements proved that some of the tested nanosystems are cha-
racterized by the ability to effectively heat up in an alternating magnetic field, which
is crucial from the point of view of their use in magnetic fluid hyperthermia. More-
over, the results of biological studies confirmed negligible cytotoxicity towards he-
althy cells and expected towards cancer cells, which entitles us to treat GaxFe3 ,O4
compounds as a prospective material for applications in anticancer therapy. Chi-
tosan, used as a shell, improved the biocompatibility of gallium nanoferrites and
additionally minimized toxicity towards healthy cells.

In light of the obtained results, gallium-substituted magnetite nanoparticles pre-
sent significant potential from the point of view of biomedical applications, espe-
cially in magnetic fluid hyperthermia. The presented topic is worth continuing ef-
forts to optimize preparation methods towards research and ultimately clinical ap-

plications.



Wstep

Nanomateriaty stanowia r6znorodna klase zwiazkéw, ktéra jest przedmiotem ba-
dan naukowych, w tym réwniez celowanej preparatyki i analiz technologicznych [1].
Nanoczastki, bedace ich integralna czescia, charakteryzuja sie wymiarami rzedu na-
nometréw, co sprawia, ze wykazuja unikalne wlasciwosci fizyczne, chemiczne i bio-

logiczne [2].

Poczatki badani nad nanomateriatami mozna datowac na lata 50. XX wieku, kiedy
to Richard Feynman w stynnym wykladzie , There’s Plenty of Room at the Bottom”
zainicjowatl koncepcje badan w kierunku manipulacji struktura na poziomie atomo-
wym [3]. W latach 80. 1 90. nanotechnologia zyskata na znaczeniu, a rozw6j nowocze-
snych technik preparatyki umozliwit precyzyjne kontrolowanie na poziomie struk-
tury i wlasciwo$ci nanomateriatéw. Moga to by¢ nanorurki weglowe, nanoczastki
metaliczne, nanokompozyty, nanodruty i wiele innych tworzyw. Kluczowa cecha
tych struktur jest rozmiar, ktéry wptywa na ich specyficzne zachowanie w poréw-

naniu do odpowiednich analogéw w skali makroskopowej [4,5].

Nanokompozyty czesto wykazuja poszukiwane wlasciwosci mechaniczne, ta-
kie jak duza wytrzymatos¢, twardosc i elastyczno$é, co sprawia, ze sa obecnie po-
wszechnie stosowane [6]. Nanoczastki zwykle ujawniaja odmienne wiasciwosci elek-
tryczne, w poréwnaniu do ich makroskopowych odpowiednikéw, co sprawia, ze
sa poszukiwanym materialem stosowanym w nanoelektronice i przewodnikach o
doskonatej przewodnosci [7]. Z kolei kropki kwantowe wykazuja cenne wlasciwo-
Sci optyczne, przesadzajace o medycznych zastosowaniach sensorycznych i diagno-

stycznych [8]. Nanomaterialy moga ujawnia¢ wysoka aktywnos$¢ chemiczna, co spra-
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wia, ze sa komercyjnie stosowane w katalizie i innych reakcjach chemicznych [9].

Nanorozmiarowe uklady znajduja zastosowanie w produkgji ultracienkich tran-
zystoréw, pamieci komputerowej i innych komponentéw elektronicznych, optyma-
lizacji wlasciwosci mechanicznych oraz termicznych materiatéw kompozytowych
[10,[11]. Nanoczastki sa wykorzystywane w diagnostyce obrazowej, onkologii, tera-
pii celowanej oraz podczas transportu lekéw [12,[13]. Stosuje sie je rowniez w tech-
nologiach magazynowania energii, np. w superkondensatorach [14].

Prezentowane badania wyselekcjonowanych nanoukltadéw prowadza zwykle do
innowacyjnych zastosowan i postepu w rozmaitych dziedzinach, w tym bio-nano-

medycznych.

Celem badan prowadzonych w ramach tematu rozprawy doktorskiej jest ocena
wlasnosci nanoczastek ferrytéw galowych pod wzgledem mozliwosci ich potencjal-
nego wykorzystania w hipertermii. Atutem prowadzonych badan sa powszechnie
stosowane i tanie metody syntezy, dobrze rozpoznane uporzadkowanie krystalo-
chemiczne i magnetyczne oraz znaczna pojemnos$¢ cieplna, szczegélnie w zakresie
temperatur 300 K - 320 K.

Podjete badania postuzyly weryfikacji nastepujacych hipotez:

1. Podstawianie zelaza galem ukladéw rdzeniowych i warstwowych nanocza-
stek magnetytowych nie bedzie modyfikowalo parametréw komorki elemen-

tarnej, a co za tym idzie odlegloéci miedzyatomowych.

2. Podstawianie niemagnetycznym jonem galu magnetycznych jonéw zelaza
ostabi oddziatywania dipolowe pomiedzy jonami Fe, zapobiegajac w ten spo-

sOb agregacji czastek magnetycznych.

3. Niwelowanie agregacji sprzyja¢ bedzie jednorodnemu rozseparowaniu cza-

stek w biozgodnym roztworze hydrofilowym lub hydrofilowo-hydrofobowym.

4. Tak przygotowane uktady w roztworach o dopuszczalnych stezeniach me-
dycznych i w zakresie temperatur 300 K - 320 K stanowi¢ beda superparama-

gnetyczne ciecze o duzej pojemnosci cieplne;.
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5. Ferrifluidy na bazie GaxFe3 ,O4 potwierdza sie jako uktady wysoko biozgodne

i nietoksyczne wobec komoérek zdrowych.

Na etapie syntezy czastek kluczowe sa: homogeniczno$¢, nanorozmiary o wa-
skim rozkladzie wielkodci, sferyczny ksztatt i preferencyjne lokowanie sie domieszki
w wybranej podsieci struktury spinelu.

Stabilno$¢ parametréw komorki elementarnej, podobnie jak preferencyjnosé ob-
sadzen podsieci struktury spinelu dana domieszka, jest zalezna od rodzaju domiesz-
kowanego kationu i metody syntezy. Malejacy parametr sieci w funkcji rosnacej kon-
centracji galu prowadzi do krétszych odleglodci miedzy jonami ferrytu, co w kon-
sekwencji wptynie na modyfikacje konkurencyjnych efektow oddziatywan van der
Waalsa i dipolowych. Te ostatnie za$ beda decydowaly o czasach superparamagne-
tycznych relaksacji, a przez to beda wptywaty na pojemnos¢ cieplna nanouktadu.

W ramach tematu przeprowadzono badania oparte na szeregu technik pomia-
rowych, pozwalajacych okresli¢ wlasciwosci morfologiczne, strukturalne, magne-
tyczne i termiczne analizowanych nanouktadéw. Z uwagi na potencjalne zastoso-
wania medyczne badanych nanoczastek wykonano szereg testow cytotoksycznosci.

Rozprawa sklada sie z dwoch gltéwnych czesci. W pierwszej czeéci, teoretycz-
nej, przedstawiona zostata ogélna charakterystyka nanoczastek. Oméwiono réw-
niez motywacje podjecia badart nad nanoferrytami galu oraz metody, ktére postu-
zyly rozpoznaniu otrzymanych nanoczastek. Druga i zasadnicza cze$¢ pracy po-
Swiecona zostata rezultatom do$wiadczalnym, stad tez wynik! jej dalszy podziat
na rozdzialy dotyczace wynikéw otrzymanych réznymi metodami. Zawarte w niej
dwa gléwne podrozdzialy nosza nazwy od oryginalnych metod preparatyki pré-
bek. Czes¢ doswiadczalna koriczy sie podsumowaniem rezultatow oraz prognoza

rozwoju badan w kierunku klinicznym.
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Rozdzial 1

Czes¢ teoretyczna

1.1 Nanoczastki magnetyczne

Nanoczastki magnetyczne (MNPs) to mate obiekty, zazwyczaj wielkosci od kilku
do kilkudziesieciu nanometréw, ktére wykazuja wlasciwosci magnetyczne [15]. Tego
typu czastki maja szerokie zastosowanie w réznych dziedzinach, takich jak medy-

cyna, elektronika, czy nanotechnologia [16].

MNPs zachowuja zwykle strukture krystaliczna materialu bazowego. Dla przy-
ktadu, nanoczastki magnezu moga posiada¢ heksagonalna strukture krystaliczna
[17], podczas gdy nanoczastki zelaza - strukture kubiczna [18]. Wzglednie duza po-
wierzchnia nanoczastek magnetycznych, w poréwnaniu do ich objetosci, sprawia,

ze oddzialywania powierzchniowe sa szczegodlnie istotne [[19].

Sposoby wytwarzania nanomaterialéw dzielg sie na dwie grupy: z géry na dét
(ang. top-down) i z dotu do géry (ang. bottom-up). Koncepcja top-down obejmuje
wszystkie metody, w ktérych z wiekszych materiatéw uzyskuje sie mniejsze. Wér6d
nich mozna wymieni¢ m.in. ablacje laserowa, np. makroskopowych stopéw zelaza
lub tlenkéw zelaza [20]. Procesy bottom-up (rysunek opieraja sie na syntezie
chemicznej nanoczastek. Do tego rodzaju metod zaliczamy m.in. rozklad termiczny
acetyloacetonianu zelaza (III) [21] czy wspolstracanie siarczanéw badz chlorkéw ze-

laza (II) i (III) w Srodowisku zasadowym [22].
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ROZDZIAL 1. CZESC TEORETYCZNA

Rysunek 1.1: Wybrane metody wytwarzania nanoczastek typu rdzeri-powloka [23].

Nanoczastki magnetyczne moga by¢ pokryte warstwami ochronnymi, takimi jak
polimery, surfaktanty czy nanorurki weglowe (rysunek[I.2). Warstwy ochronne zwy-
kle stabilizuja nanoczastki, a jednoczesnie optymalizuja powierzchniowe oddziaty-
wanie z otoczeniem. Moze to by¢ warstwa organiczna, na przykiad sktadajaca sie
z polimeréw lub surfaktantéw, badZ warstwa nieorganiczna, taka jak tlenek me-
talu [24]. Warstwa funkcjonalizujaca jest dodatkowa powloka nanoczastek magne-
tycznych. Funkcjonalizacja ta moze obejmowac rézne grupy funkcyjne, na przyklad
grupy aminowe, karboksylowe, tiolowe czy hydroksylowe [25]. W przypadku zasto-
sowan biologicznych czy medycznych, nanoczastki magnetyczne moga by¢ funkcjo-
nalizowane biomolekutami, takimi jak biatka, kwasy nukleinowe czy polisacharydy,
np. chitosan [26]. W zaleznosci od zastosowania nanoczastek magnetycznych, war-
stwa funkcjonalizujaca jest celowo dobierana. Na przyklad, warstwa powlekajaca
czastki stosowane w diagnostyce obrazowej moze zawiera¢ zwiazki kontrastowe,
natomiast nanoczastki dedykowane terapiom onkologicznym moga by¢ funkcjona-

lizowane substancjami przeciwnowotworowymi [27].
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1.1. NANOCZASTKI MAGNETYCZNE

Rysunek 1.2: (A) Struktura wielofunkcyjnej nanoczastki magnetycznej z réznymi

modyfikacjami powierzchni. (B) Modele r6znych typéw rdzeni [28].

Nanoczastki magnetyczne wykazuja wlasciwosci magnetyczne, ktére sa zwia-
zane z ich rozmiarem i struktura. Do tych wlasno$ci mozna zaliczyé m. in. magnety-
zacje, koercje magnetyczna i anizotropie magnetyczna. Ich osobliwy charakter ma-
gnetyczny wynika z obecnosci domen magnetycznych, czyli obszaréw, w ktérych
namagnesowanie jest zorientowane w jednym kierunku [29]. Magnetyzacja nano-
czastek okresla w jakim stopniu czastki moga zosta¢ namagnesowane pod wplywem
zewnetrznego pola magnetycznego. Wzrost rozmiaru nanoczastek moze prowadzic¢
do zwiekszenia magnetyzacji, ze wzgledu na wieksza liczbe dipoli magnetycznych
w strukturze. Koercja magnetyczna to miara opornosci nanoczastek na dezorien-
tacje namagnesowania pod wplywem zmian zewnetrznego pola magnetycznego.
Nanoczastki magnetyczne charakteryzuja sie czesto nizsza koercja niz ich makro-
skopowe odpowiedniki, co jest zwiazane z efektami magnetycznymi na poziomie
nanoskali. Anizotropia magnetyczna odnosi sie do kierunkowej zalezno$ci magne-
tyzacji od kierunku pola magnetycznego. Nanoczastki magnetyczne, ze wzgledu na

swoje male rozmiary, moga wykazywac anizotropie, co oznacza, ze ich magnetyza-
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cja jest preferencyjnie zorientowana w jednym kierunku lub plaszczyznie [30,31]. Z
tego wzgledu optymalny jest ksztalt sferycznie symetryczny czastek jako skutecznie

zapobiegajacy efektom anizotropowym.

1.1.1 Struktura krystaliczna magnetytu

Magnetyt jest mineratem zawierajacym tlenek zelaza (II, III) o wzorze chemicz-
nym Fe3Oy [32]. Ferryt, stosowany do otrzymywania nanoczastek magnetycznych,
nalezy do spineli, czyli zwiazkéw chemicznych o ogélnym wzorze: MeFe,;Oy. Sie¢
krystaliczna magnetytu (Fd3m nr 227) sklada sie z trzech podsieci: szkieletowej -
tlenowej oraz dwdch magnetycznych. Osiem polozen tetraedrycznych (podsie¢ A)
oraz szesnasScie potozen oktaedrycznych (podsie¢ B) zajmuja jony Fe (III) oraz w
ogblnym przypadku ukladéw magnetytowych domieszkowanych jonami dwuwar-
tosciowymi Me (II), gdzie Me oznacza jony metali, np. Ni%*, Mn?* czy Zn?*.

Rysunek [1.3| przedstawia komoérke elementarna magnetytu Fe3Oy o strukturze

spinelu odwréconego.

Rysunek 1.3: Komoérka elementarna struktury kubicznej Fe;O4 [33].

Spinel [34] to prosty ukiad o strukturze krystalicznej charakteryzujacej sie specy-
ficznym ukladem atoméw, gdzie jony Me?* zajmuja potozenia tetraedryczne, a Fe>*

oktaedryczne. Opisywany jest ogélnym wzorem chemicznym:
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(Me** lub Fe?*)[Fe>*, Fe3*]0, (1.1)

W spinelu odwréconym kationy dwuwartosciowe lokuja sie wylacznie w poto-
zeniach oktaedrycznych, podczas gdy kationy tréjwartosciowe obsadzaja obie pod-

sieci zgodnie z formuta:

(Fe3*)[Fe?* lub Me?*, Fe3*]0, (1.2)

Domieszkowanie jonami Me3* zachowuje strukture spinelu odwréconego:

(Fe3* lub Me>*)[Fe?*, Fe3*10y,, (1.3)

badz spinelu mieszanego:

(Fe3* lub Me>*)[Fe?*, Fe>* lub Me>*]0, (1.4)

Zamiana ta moze wplywac na wilasciwosci fizyczne i chemiczne substangji.

1.1.2 Ferrimagnetyzm i superparamagnetyzm nanoczastek

Klasyczne dwupodsieciowe ferrimagnetyki posiadaja dwie r6zne podsieci ma-
gnetyczne. W przeciwienistwie do antyferromagnetykéw, w ktérych réwnowazne
momenty magnetyczne sa zorientowane antyréwnolegle, w ferrimagnetykach reali-
zowane jest antyréwnolegle ustawienie r6znych momentéw magnetycznych, co po-
woduje, ze wypadkowe namagnesowanie nie jest rowne zeru. W rezultacie materiat
ferrimagnetyczny wykazuje trwata magnetyzacje. Wiasciwosci ferrimagnetyczne na-
noczastek sa szczeg6lnie istotne z punktu widzenia aplikagcji, takich jak przechowy-
wanie danych, magnetyczny rezonans jadrowy czy terapia nowotworéw. Réznice
w uporzadkowaniu spinowym nanoczastek daja mozliwos¢ sterowanej manipulagji
magnetycznej, kontroli spinu oraz przechowywania informacji na poziomie nano-
metrycznym. Przykladem substancji ferrimagnetycznych jest m. in. magnetyt [35]].

Superparamagnetyzm wystepuje w bardzo matych czastkach magnetycznych,

o rozmiarach zwykle ponizej 30 nanometréw. W standardowych warunkach, gdy
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czastki magnetyczne sq wieksze, dominuje ferromagnetyzm, antyferromagnetyzm
lub ferrimagnetyzm. W przypadku nanoczastek, efektywny magnetyczny moment
dipolowy pojedynczej czastki staje sie bardziej podatny na fluktuacje termiczne.
Podczas relaksacji nanoczastka moze ujawnia¢ dowolne kierunki magnetyzacji. W
rezultacie, superparamagnetyczne nanoczastki nie wykazuja trwatego magnetyzmu,
a ich magnetyzacja zmienia sie dynamicznie - fluktuuje. Jesli energia cieplna jest
wieksza niz energia anizotropii magnetycznej, powoduje to dezorientacje momentu
magnetycznego czastki. Takie fluktuacje sprawiaja, ze wypadkowy moment magne-

tyczny wynosi §rednio zero [36,37].

Rysunek 1.4: Schemat zalezno$ci koercji Hc od $rednicy czastki magnetycznej D [37].

Przejscie ukltadu ze stanu ferrimagnetycznego w superparamagnetyczny poka-
zano na rysunku gdzie wielodomenowe nanoczastki magnetyczne staja sie jed-
nodomenowe w miare zmniejszania sie ich rozmiaréw. Kolejna konsekwencja mi-
niaturyzacji czastek jest osobliwe zachowanie koercji w funkgji ich $redniego roz-
miaru. Przy pewnym okres§lonym rozmiarze zwanym Srednia krytyczna Ds, ustaje
obserwowany wczeéniej wzrost koercji. Osiaga ona fagodne maksimum, po czym
zanika do zera w superparamagnetycznych strukturach jednodomenowych. W ob-
szarze odpowiadajacym maksymalnej koercji wszystkie spiny magnetyczne sa skie-

rowane w tym samym kierunku, co poprawia charakterystyke magnetyczna [38].
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1.1.3 Domieszkowanie nanoczastek magnetycznych

Wachlarz zastosowarn nanoczestek magnetycznych nieustannie poszerza sie, po-
niewaz fatwo mozna optymalizowa¢ ich wlasnosci. Wzglednie fatwym sposobem
modyfikacji nanouktadu na poziomie uporzadkowania chemicznego czy spinowego
jest jego domieszkowanie. Domieszkowanie nanoczastek magnetycznych polega na
podstawianiu kationéw zelaza innymi kationami, co prowadzi zwykle do modyfi-
kacji wlasnosci uktadu matrycowego. Kompozycja nanoferrytéw moze by¢ bardzo
zréznicowana, ale najczesciej sa to zwiazki zawierajace jako podstawieniowe ka-
tiony metali takich jak kobalt, nikiel, magnez, cynk, a takze inne metale przejSciowe.

Nanoczastki kobaltu, zwlaszcza w formie ferrytu kobaltu (CoFe;Oy4) oraz nano-
czastki cynku (ZnFe,Oy), sa stosowane w diagnostyce obrazowej, takiej jak rezo-
nans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging, MRI). Wasciwosci czystych
metali, badZ jako wymienionych ferrytéw, czynia je doskonalym kontrastem ma-
gnetycznym, co ulatwia obrazowanie struktur anatomicznych w ciele [39]. Nano-
czastki niklu, takie jak niklowe nanodruty lub nanoczastki w formie stopéw (np.
NiFe,O4), wykazuja zdolno$¢ do generowania ciepta pod wptywem pola magne-
tycznego. Moze to by¢ wykorzystywane w hipertermii magnetycznej, jako alterna-
tywnej terapii przeciwnowotworowej, gdzie kontrolowane podgrzewanie obszaréw
zmienionych chorobowo moze prowadzi¢ do ich zniszczenia [40].

Nanoczastki magnetyczne ferrytu magnezu znajdujaq praktyczne zastosowanie
jako srodki kontrastujace w MRI, w terapii celowanej i technologiach hipertermicz-
nych, co pozwala na precyzyjne dostarczanie lekéw do okreélonych obszaréw orga-
nizmu i kontrolowane podgrzewanie, szczegblnie w trakcie terapii schorzer nowo-
tworowych [41,42]. Domieszki jonéw manganu moga zwiekszac stabilnos¢ struktu-
ralna nanoferrytéw oraz wptywacé na ich wlasciwosci magnetyczne, co znajduje za-
stosowanie w adsorpcji mikrofalowej [43]. Z kolei nanoczastki ferrytu baru
(BaFe,019) sa wykorzystywane w technologii magnetycznych pamieci [44].

W ostatnich latach znaczenia nabiera domieszkowanie nanomagnetytéw galem
[45]. Z uwagi na swoje wiasciwosci fizykochemiczne ferryty galowe wykazuja obie-

cujace wlasnosci o potencjalnym zastosowaniu biomedycznym [46]. Ponadto do-
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tychczas nie stwierdzono negatywnego wptywu Ga3* na organizm ludzki [47]. Obec-
nie znany jest parametr LD50 E| dla galu dotyczacy populacji szczuréw i wynosi on
220%; [48] (dla poréwnania w ciele dorostego czlowieka znajduje sie okoto
40-50 mg zelaza na kazdy kilogram jego masy) [49]. Promienie jonowe Ga3* i Fe3*
maja zblizona dtugos¢, w zwiazku z czym oczekiwane jest zachowanie statych odle-
glodci miedzy jonami oraz parametru sieci bez wzgledu na ilos¢ domieszkowanego

galu. Jon galu jest niemagnetyczny, dzieki czemu, lokujac sie w pozycjach zelaza,

pozwala na modyfikacje magnetycznych oddzialywan wymiennych [50].

1.2 Hipertermia cieczy magnetycznej

Hipertermia jest metodq leczenia nowotworéw, ktéra opiera sie na sztucznym
podwyzszaniu temperatury ciata. Termin ten pochodzi od dwéch greckich stow:
Jhyper” oznaczajacego wzrost i ,therme” oznaczajacego ciepto. Metoda hipertermii
zostala zauwazona przez Buscha [51] i Coleya [52]. Zaobserwowali oni catkowity
zanik miesaka po wysokiej goraczce, ktéra byla reakcja ukladu immunologicznego
na zakazenie bakteryjne. Badania wykazatly, ze komoérki nowotworowe sa wrazliwe
na wysokie temperatury, a wzrost komérek moze zosta¢ zahamowany w zakresie
termicznym od 41°C do 46°C [51}52]. Niemniej, problematyczny w hipertermii po-
zostawal nieréwnomierny rozklad temperatury w masie guza i kontrola nad prze-
grzewaniem obszaréw wokoét gleboko osadzonych guzéw [53-55].

Hipertermia cieczy magnetycznej (MFH) to istota zjawiska, na ktérym opiera sie
nieinwazyjna metoda leczenia. Sam efekt dziatania polega na podwyzszaniu tempe-
ratury wewnatrz guza do 41 - 50°C, co prowadzi do indukowania procesu apop-
tozy lub ostatecznie martwicy komorek przy temperaturze 50°C. Proces ten wy-
wolywany jest poprzez szereg reakcji metabolicznych [56]. Na rysunku [1.5 przed-
stawiona zostata zasada dziatania terapii MFH. Ciecza magnetyczna jest tu zawie-

sina nanoczastek magnetycznych rozproszonych w biozgodnym rozpuszczalniku.

11.D50 jest miara ostrej toksycznosci i odnosi sie do dawki substancji, ktéra zabija 50% badanej

populacji. [48]
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Jedna z metod podania jest wstrzykniecie jej bezpo$rednio w zmiane nowotworowa.
MNPs poprzez endocytoze przedostaja sie do komoérek, w ktérych sie kumuluja.
Nastepnie zostaja ogrzane poprzez dzialanie zewnetrznego zmiennego pola magne-

tycznego [54].

Rysunek 1.5: Schemat dziatania hipertermii magnetycznej [57].

Pole magnetyczne moze przenika¢ przez tkanke, co pozwala na leczenie nowo-
tworéw w réznych obszarach ciala pacjenta. Wzrost temperatury jaki towarzyszy
hipertermii magnetycznej jest odpowiedzia czastek na zmienne pole magnetyczne.
Czas i szybkos¢ nagrzewania sie uktadu zwiazane sq z efektami relaksacyjnymi zna-

nymi jako relaksacja Browna i Néela [58]].
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Relaksacja Néela jest spowodowana reorientacja domen magnetycznych czastek

pod wplywem pola magnetycznego. Czas relaksacji Néela 7y opisany jest wzorem:

KV

™ = Toge BT (1.5)

Relaksacja Browna to straty energii spowodowane mechanicznymi ruchami na-
noczastek w kierunku przeciwnym do sit lepkosci cieczy, w ktorej sie znajduja. Czas

relaksacji Browna g dany jest formuta:

. _3nVy
B~ kBT 7

(1.6)

gdzie: 7y = 107 s, K - stala anizotropii, Vy1 - magnetyczna objetos¢ nanoczastki,
kg - stata Boltzmanna, T - temperatura, 7 - lepko$¢, Vi - objetos¢ hydrodynamiczna.

Mechanizmy te ilustruje rysunek W relaksacji Néela nanoczastka pozostaje
nieruchoma, a rotacji ulega jej moment magnetyczny. W relaksacji Browna nano-
czastki magnetyczne, pod wplywem zewnetrznego pola magnetycznego, ulegaja
tizycznemu obrotowi, co generuje cieplo poprzez tarcie z otaczajacymi czastkami.
Orientacja momentu magnetycznego pozostaje bez zmian. Jezeli czas przebywania
MNPs w polu magnetycznym jest wiekszy niz suma czaséw tych dwoéch mechani-

zmow, to nanoczastki nagrzewaja sie w wyniku absorpgji energii.

Rysunek 1.6: Schemat relaksacji Néela (cze$¢ goérna) oraz relaksacji Browna (czesé

dolna) [58].
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Efektywnos$¢ nagrzewania zalezy od wielkosci czastek, ich reakcji na pole magne-
tyczne, a takze od amplitudy i czestotliwosci pola magnetycznego. Naturalny opér
czastek wobec pola magnetycznego prowadzi do wydzielania ciepta [59,60]. Biezace
badania prowadzone na 15 nm quasi-sferycznych nanoczastkach Fe;O4 pokazuja, ze
oba te mechanizmy sq w poréwnywalny sposéb odpowiedzialne za uwalniane cie-
pto, bowiem zgodnie z modelem teorii odpowiedzi liniowej (LRT) czasy relaksacji
wynosza odpowiednio w przypadku relaksacji Néela (7 = 5,41 x 10”s) i relaksaciji
Browna (g = 11 x 1077s) [61].

Przez zwiekszenie temperatury mikrosrodowiska guza, hipertermia cieczy ma-
gnetycznej moze by¢ wykorzystywana do celowego spowolnienia rozwoju komé-
rek nowotworowych lub nawet ich catkowitej eliminacji. Ta metoda jest mniej in-
wazyjna w poréwnaniu do konwencjonalnych terapii raka, takich jak chemiotera-
pia czy radioterapia. Ogrzewanie guza za pomoca cieczy magnetycznej moze by¢
przeprowadzane z zewnatrz, co zmniejsza ryzyko powiklan zwiazanych z opera-
cjami chirurgicznymi. Hipertermia cieczy magnetycznej umozliwia precyzyjna tera-
pie. Dzieki mozliwosci kontrolowania lokalizacji i intensywnosci ogrzewania mozna
zminimalizowa¢ szkodliwe dziatania na zdrowe tkanki i narzady wokét guza. Hi-
pertermia cieczy magnetycznej moze by¢ uzywana jako uzupelnienie innych metod
leczenia, takich jak chemioterapia czy radioterapia. Moze zwiekszaé wrazliwos¢ ko-
moérek nowotworowych na tradycyjne terapie, co bedzie w konsekwencji prowadzi¢
do bardziej efektywnych wynikéw terapeutycznych. MFH stwarza mozliwosci on-
koterapii pacjentéw z guzami, ktére sa trudno dostepne za pomoca innych metod, na
przyklad ze wzgledu na ich lokalizacje wewnatrz ciata lub blisko istotnych struktur
anatomicznych. W poréwnaniu z konwencjonalnymi metodami leczenia raka, hiper-
termia cieczy magnetycznej moze prowadzi¢ do zminimalizowania skutkéw ubocz-

nych, poniewaz zgrzewany jest gtdwnie obszar guza, a nie caly organizm [62-64].
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1.3 Techniki pomiarowe i metody analizy danych do-

Swiadczalnych

1.3.1 Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) to zaawansowana technika, wy-
korzystujaca wiazke elektronéw do uzyskiwania wysokiej rozdzielczo$ci obrazéw
strukturalnych prébek. TEM pozwala na obserwacje obiektéw w skali atomowej, co
czyni ja cennym narzedziem w obrazowaniu morfologii prébek [65].

Na rysunku przedstawiono giéwne elementy transmisyjnego mikroskopu

elektronowego.

Rysunek 1.7: Schemat budowy transmisyjnego mikroskopu elektronowego [65].

Kolumna mikroskopu zawiera: elementy generujace i ksztaltujace wiazke elek-
tronéw, detektor oraz ekran. TEM posiada system wytwarzajacy napiecie przyspie-

szajace, system sterowania, a calo§¢ umieszczona jest w prézni. Powyzej znajduje
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sie dzialo bedace Zrédtem elektronow, ktore sklada sie z anody i katody. Stosowany
zakres napiecia wynosi 100 kV - 3 MV. Wiazka elektronéw formuje sie wykorzy-
stujac uktad soczewek i kondensatoréw. Nastepnie dochodzi do projekgji obrazu na

ekranie.

Rysunek 1.8: Obraz TEM nanoczastek zlota [66].

Na rysunku([I.§|zilustrowane zostaly sferyczne, dobrze rozdyspergowane czastki
Au. Warunkiem otrzymania rzetelnego wyniku jest dobranie odpowiedniej grubosci
probki (wielkosci setek nanometréw). Material powinien by¢ odpowiednio cienki,
aby elektrony nie zostaly pochloniete i powstal obraz rzeczywisty w skali szarosci,

gdzie ciemniejsze obszary $wiadcza o miejscach rozproszenia elektronéw (rysunek

1.8).

1.3.2 Skaningowa mikroskopia elektronowa

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) to technika obrazowania, ktéra wy-
korzystuje wiazke elektronéw do analizy powierzchni prébki. SEM pozwala uzy-
ska¢ tréjwymiarowe obrazy (3D) o bardzo wysokiej rozdzielczo$ci powierzchni ma-
teriatow.

Na rysunku[1.9]przedstawiono gtéwne elementy skaningowego mikroskopu elek-

tronowego. Wiazka elektronéw w skaningowym mikroskopie jest formowana przez
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uklad soczewek elektronowych, kontrolowanych przez system elektryczno-optyczny
mikroskopu. Cewki sa uzywane do modyfikacji kierunku wiazki. Gdy oddziatuje
ona z probka, ta zaczyna emitowac¢ elektrony wtérne, wstecznie rozproszone oraz
promieniowanie X. Detektor sklada sie gléwnie ze scyntylatora, ktéry przeksztatca
energie elektronéw wtérnych na impulsy $wietlne, oraz fotopowielacza wzmacnia-
jacego sygnal. Otrzymane dane w postaci obrazéw w skali szaro$ci sa widoczne na

ekranie [65].

Rysunek 1.9: Schemat budowy skaningowego mikroskopu elektronowego [65].

Zrédtem elektronéw w SEM jest zazwyczaj dziato wolframowe. Ze wzgledu na
brak koniecznosci przenikania przez probke (w przeciwienstwie do TEM), napiecie
przyspieszajace jest nizsze - od 1 do 30 kV. Preparatyka probki jest réwniez mniej
skomplikowana niz w przypadku transmisyjnej mikroskopii elektronowej, ponie-

waz nie musza by¢ one tak cienkie. Uzycie niskiego napiecia pozwala na bardziej
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szczegblowe zobrazowanie warstwy wierzchniej badanej prébki, a zdjecia SEM two-
rza wrazenie obrazu 3D.

Kontrast topograficzny jest uzyskiwany dzieki niskoenergetycznym elektronom
wtérnym. Emitowane sq one blisko powierzchni préobki, dzieki czemu elektrony
wtoérne sa czula sonda ksztaltu czastek powierzchniowych. Wazna jest rowniez liczba
elektronéw danego atomu, poniewaz wplywa ona na zdolno$¢ rozpraszania, co
umozliwia okreélenie chemicznego zréznicowania badanej prébki. Kontrast obrazu
w skaningowej mikroskopii elektronowej wynika takze z r6znej orientacji krystalo-
graficznej czastek oraz z rozbieznosci we wspoétczynnikach absorpcji atoméw. Ko-
rzystajac z dyfrakcji elektronéw, mozna okresli¢ ksztatt 3D obserwowanych obiek-

tow.

Rysunek 1.10: Obraz SEM nanoczastek zlota [@]

Przykladowe zdjecie SEM pokazano na rysunku [1.10, Dobrze rozseparowane
obiekty sa mniej lub bardziej foremnymi wielo$cianami, gléwnie 10-cio lub

12-toScianami.

1.3.3 Dyfraktometria rentgenowska

Dyfraktometria rentgenowska to technika badawcza wykorzystujaca promienio-

wanie rentgenowskie do analizy struktury krystalicznej substancji. Metoda ta umoz-
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liwia szczeg6towe rozpoznanie rozmieszczenia atomOw w przestrzennej sieci kry-
stalicznej substancji badanej.
Promieniowanie rentgenowskie to rodzaj elektromagnetycznego promieniowa-

0712 - 10 m i wysokiej energii, z zakresu fal elek-

nia o krotkiej dtugosci fali 1
tromagnetycznych miedzy promieniowaniem ultrafioletowym a promieniowaniem
gamma. Promieniowanie rentgenowskie jest wykorzystywane w wielu dziedzinach
nauki, medycyny, przemystu i innych obszarach ze wzgledu na swoja zdolnos¢ pe-

netracji materii.

Rysunek 1.11: Schemat budowy lampy rentgenowskiej [68]].

Na rysunku przedstawiono schemat budowy lampy rentgenowskiej. Sktada
sie ona z kilku elementéw, zatopionych w szklanym plaszczu anody i katody oraz
systemu chlodzenia. Funkcjonowanie lampy rentgenowskiej bazuje na zasadach kla-
sycznej elektrodynamiki i wykorzystuje zjawisko, w ktérym przyspieszane natado-
wane czastki, zmieniajac kierunek swojego ruchu, emituja energie w formie fal elek-
tromagnetycznych [69-71]. Mechanizm ten jest wykorzystywany w urzadzeniu po-
przez spowalnianie wiazek elektronéw. Na poczatku, dzieki podgrzaniu katody do
wysokiej temperatury, generowane sa termiczne elektrony, ktére nastepnie sa przy-
spieszane przez pole elektryczne i kierowane na anode z materiatu o wysokiej liczbie
atomowej. W momencie zderzenia elektrony, posiadajace tadunek ujemny, oddzia-
tuja z polem elektrycznym dodatnio natadowanych jader anody, co prowadzi do

zmiany ich trajektorii oraz emisji promieniowania rentgenowskiego [69,70,72].
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W lampie rentgenowskiej powstaje dyskretne widmo promieniowania charakte-
rystycznego. Jego emisja wigze sie z przechodzeniem elektronéw na podpowtoke o
wyzszej energii (rysunek [1.12). W widmie tym wystepuja serie K, L, M, itd. Najcze-

Sciej analizowana seria jest K.

Rysunek 1.12: Mechanizm emisji promieniowania charakterystycznego [73].

Promieniowanie charakterystyczne, po dotarciu do stolika prébki, ulega rozpro-
szeniu na badanym materiale. Jezeli analizowany uklad ujawnia uporzadkowanie
dalekiego zasiegu, to zarejestrowane impulsy pochodza od spdjnie rozproszonych

fal elektromagnetycznych. Taki efekt zostal matematycznie opisany w warunkach

Lauego i Bragga (rysunek|1.13).

Rysunek 1.13: Schemat dyfrakcji konstruktywnej wedtug Lauego (A) i Bragga (B)
[74].
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Jezeli wiazka promieni monochromatycznych pada na sie¢ krystaliczna, ktéra
mozna potraktowac jako zbidr prostych ptaszczyzn sieciowych réwnoleglych do sie-
bie, to kierunek powstajacych promieni interferencyjnych mozna opisa¢ réwnaniami

Lauego:

a(cos a—cos o) = H),
b(cos 5 —cos fFy) = KA, (1.7)

c(cosy—cosy) = LA,

gdzie: H, K, L - rzad interferencji; a, b, c - state sieci, odpowiednio w kierunkach
X, YiZ, o, By, 7o - katy padania promieniowania pierwotnego.
W oparciu o takie obserwacje Bragg sformulowal warunek dyfrakcji konstruk-

tywnej pod katem rozpraszania 6. Warunek Bragga dany jest wzorem:

n\ = 2dhkl sin 6, (1.8)

gdzie: n - rzad interferencji, A - dtugos¢ fali padajacej, dyy - odleglos¢é miedzy
plaszczyznami nalezacymi do rodziny réwnoodleglych wzajemnie réwnolegtych
plaszczyzn wskazZnikowanych indeksami hkl.

Detektor rejestruje wzmocnione sygnaty powstale w wyniku spdjnie rozprasza-
nych nakladajacych sie na siebie fal. Powstate w ten sposéb maksima dyfrakcyjne
rejestrowane sa na diagramach rentgenowskich w postaci natezen Iy w funkgji
kata rozpraszania. Zmierzone natezenie fali rozproszonej I}, jest proporcjonalne do

kwadratu modulu geometrycznego czynnika strukturalnego:

Ihkl 0.8 IFhkl |2. (19)

Geometryczny czynnik strukturalny Fy, jest jedna z najwazniejszych wielkosci
stosowanych w dyfrakgcji strukturalnej. Jest on liczba zespolona. Fy;; mozna wyra-
zi¢ jako sume amplitud fal rozproszonych na poszczegélnych atomach lub jonach

komorki elementarnej [75]:
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Fry = Z fiezvri(hxj+kyj+lzj), (1.10)
j
gdzie: f; - atomowy, wzglednie jonowy czynnik rozpraszania, x;, Vi % - polozenie

atomu (jonu) w komorce elementarne;j.

Relacje[1.9mozna zapisa¢ w sposéb jawny:

Tngt =S Jhaa - LP - 1By 12+ Thy, (1.11)

gdzie: S - czynnik skali, Jjq - czynnik krotnosci ptaszczyzn sieciowych,

LP = 1+COS"Z 20hkl

= SN 20 sin g czynnik Lorentza - Polaryzacyjny, Fy, - geometryczny czynnik

—Bsin? 0
strukturalny, Ty =e » - czynnik temperaturowy, B - czynnik Debye’a-Wallera.

Rysunek 1.14: Schemat dyfraktometru pracujacego w geometrii Bragga-Brentano

[76].

Dyfraktometr rentgenowski to aparatura pomiarowa, ktéra umozliwia rejestra-
cje liczby zliczerr impulséw docierajacych do detektora z okre$lonego kierunku. O
kierunku decyduje kat pod jakim ugina sie na plaszczyznie hkl sieci krystalicznej

fala padajaca. Graficzny zapis diagramu rentgenowskiego to przebieg funkgji typu
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Iia = £(20). Relacja katowa wynika z warunkéw geometrii pomiaru. Geometria
Bragga-Brentano to jedna z podstawowych geometrii ukladu pomiarowego w dy-
frakcji proszkowej (rysunek [1.14).

Gléwnym warunkiem geometrii Bragga-Brentano jest wystepowanie ptaskiej po-
wierzchni prébki. Tylko w takim przypadku kat padania bedzie rowny katowi od-
bicia. Przekr6j wiazki padajacej musi by¢ mniejszy, niz przekréj poprzeczny probki.
W geometrii Bragga-Brentano realizowane jest sprzezenie typu 6 —26. § oznacza kat
miedzy kierunkiem wiazki padajacej a ptaszczyzna hkl analizowanej struktury. De-
tektor, rejestrujacy docierajace promienie rozproszone, znajduje sie pod katem 26
wzgledem kierunku wiazki padajacej. W zwiazku z tym kat miedzy detektorem a
zrodtem wynosi 180° — 26. Dane kolekcjonowane sa zwykle przy uzyciu detektoréw
scyntylacyjnych. Obecnie cze$ciej stosowane sa detektory paskowe, ktére pozwalaja

znaczaco zwiekszy¢ statystyke pomiarowa.

1.3.4 Dyfraktometria neutronowa

Dyfraktometria neutronowa to technika badawcza wykorzystujaca neutrony ter-
miczne do analizy struktury krystalicznej i magnetycznej materialéw. Neutrony jako
beztadunkowe czastki moga gleboko wnika¢ w materiat, dzieki czemu penetruja
proébki objetosciowo. Metoda ta jest szczegélnie skuteczna w analizie lekkich ato-
mow, takich jak tlen, wegiel, a nawet wodor, co jest trudne do osiagniecia przy uzy-
ciu innych metod, np. dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego [77].

Konwencjonalna dyfrakcja proszkowa czy monokrystaliczna bazuje na mono-
chromatycznych wiazkach neutronowych. Konkretna dtugos¢ fali pozwala na pre-
cyzyjne badanie struktury krystalicznej. Detektory rejestruja informacje o rozmiesz-
czeniu atoméw w krystalochemicznej komérce elementarnej probki, a jednoczesnie
o uporzadkowaniu magnetycznym atoméw o niesparowanych spinach. Wktady po-
chodzace od rozpraszania magnetycznego sa zwykle duzo stabsze od wkladéw ja-
drowych, do tego szybko zanikaja w funkcji wektora rozpraszania, a dodatkowo
konkuruja z temperaturowym poszerzeniem pikéw dyfrakcyjnych, dlatego czesto

podczas okreélania uporzadkowania magnetycznego wykorzystuje sie pomiary re-
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jestrowane w niskich temperaturach, gdzie szczegdlnie przy nizszych katach roz-
praszania bardzo wyraZnie manifestuja sie wklady od magnetycznego rozpraszania
neutronéw. Rysunek przedstawia uproszczony schemat biegu wiazki neutrono-

wej.

L Probka
J— — j—
lD[]
Kolimator 1 Kolimator 2 Kolimator3 “-. \\Q}
S
Detektor

Rysunek 1.15: Bieg wiazki neutronowej na drodze Zrédlo - detektor.

Technika pomiaru czasu przelotu (ang. Time Of Flight, TOF) z wykorzystaniem
polichromatycznej wiazki neutronéw jest szeroko stosowana w badaniach materia-
fowych. Opiera sie ona na pomiarze czasu, jakiego potrzebuja neutrony do przeby-
cia znanej odlegtosci od Zrédia neutronéw do detektora. Neutrony generowane w
impulsach maja rézne predkosci, ktére sa odwrotnie proporcjonalne do ich energii.
Dzieki precyzyjnemu mierzeniu czasu przelotu, mozliwe jest wyznaczenie energii
neutronéw pochodzacych z reakgji rozszczepiania lub rozpraszania. W eksperymen-
cie TOF neutrony sa emitowane w formie impulséw, najczesciej za pomoca akcele-
ratora lub reaktora, a nastepnie przechodza przez probke. W czasie rozpraszania
lub absorpcji przez probke, ich predkos$¢ zmienia sie w zaleznosci od wewnetrznej
struktury badanego materiatu. Czas, jaki mija od momentu wyemitowania neutronu
do jego detekcji, umozliwia obliczenie jego predkosci i zwiazanej z nia dtugosci fali,
co z kolei pozwala na analize dyfrakcyjna czy spektroskopowa.

Dzieki tej technice mozna uzyska¢ szczegélowe informacje o samej strukturze
materii, dynamice atoméw oraz magnetycznej naturze badanych uktadéw. TOF jest
szczegOlnie przydatne w badaniach duzych struktur i niskoczestotliwosciowych

drgan, gdzie konwencjonalne techniki dyfrakcyjne moga by¢ mniej efektywne. Po-
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nadto technika ta pozwala na analize uporzadkowania w ukladzie neutronami o
réznej energii jednoczesnie, co istotnie zwieksza kolekcje danych z pojedynczego
pomiaru. Na rysunku przedstawiono schemat przyrzadu pomiarowego prze-
znaczonego do badan z wykorzystaniem techniki TOF [78].

Rysunek 1.16: Schemat przyrzadu pomiarowego przeznaczonego do badan z uzy-

ciem techniki TOF [78].

Wz6r[I.10]nie bierze pod uwage dynamiki sieci krystalicznej. Taki czynnik struk-
turalny odnosi sie do dyfrakeji na statycznych atomach, ktére zajmuja idealne po-
fozenia rownowagowe. W rzeczywistosci atomy oscyluja wokét tych idealnych po-
zydji [79,80]. Drgania termiczne prowadza do poszerzenia reflekséw dyfrakcyjnych
i zwiekszenia udziatu rozproszen niekoherentnych, co z kolei obniza intensywnos¢
refleksow braggowskich Iy, uktadu. Wptyw termicznych drgan sieci na wartosé
Fri staje sie szczeg6lnie wazny przy analizie ztozonych widm dyfrakcyjnych. W
najprostszym ujeciu, efektywny czynnik strukturalny Fe¢, ktory uwzglednia te drga-
nia, zawiera tzw. czynniki Debye’a-Wallera (B - czynnik temperaturowy):

Fegr = 3 e G012 BiGoin 57 (1.12)
J

W konwencjonalnej dyfrakcji bez uzycia spolaryzowanych neutronéw natezenie
wybranego refleksu opisuje zmodyfikowane réwnanie W czynniku Lorentza -
Polaryzacyjnym nie wystepuje czton polaryzujacy, w zwiazku z czym zapisuje sie

go nastepujaca formuta:
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2
L= ‘1+COS Z‘Qhkl . (1.13)
sin 29th - SIn Hhkl

Geometryczny czynnik strukturalny zwiazany z rozpraszaniem magnetycznym

jest wektorem danym wzorem [81]:

M _ = 2mi(hx;+ky: +1z;)
hkl—ijmMjhkle Y, (1.14)
)
- .
M;  to wektor Halperna sformutowany jako:
Jhk1
M =~ (Cpami) e
M;, = 0 = (€' piany) €, (1.15)
dzie: Tpg = -9790 _ jednostk k i i
gdzie: € = jednostkowy wektor na kierunku rozpraszania,

1Q-Qp
6 - wektor rozpraszania, m - wypadkowy moment magnetyczny atomu j.

%
Wartos¢ kwadratu wektora M jest wspotczynnikiem proporcjonalnosci pomie-
dzy magnetycznym natezeniem piku dyfrakcyjnego a kwadratem modulu geome-

trycznego magnetycznego czynnika strukturalnego:

I = MjTFg 12 (1.16)

W przypadku ukladéw o symetrii regularnej czynnik sz Wynosi %

Korzystajac z wiazek neutronéw niespolaryzowanych obserwuje sie rozprasza-
nie jadrowe niezaleznie od rozpraszania magnetycznego. W zwiazku z tym efek-
tywny czynnik strukturalny dla dowolnego refleksu struktury kubicznej jest suma
czynnika jadrowego Fy i magnetycznego Fy, a natezenie refleksu braggowskiego

opisuje sie zalezno$cia:
2
IthN|Fhk1|2:|FN|2+§|FM|2' (117)

1.3.5 Malokatowe rozpraszanie neutronéw

Matokatowe rozpraszanie neutronéw (SANS) to zaawansowana technika badaw-

cza, ktéra wykorzystuje neutrony do analizy wewnetrznej struktury morfologicz-
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nej materialéw. SANS dostarcza informacji o rozmiarach, ksztaltach i polidyspersji
czastek w badanych prébkach. Ta technika jest szczegdlnie przydatna w badaniach
materialéw miekkich, takich jak polimery, koloidy czy biatka, badZ materialéw o
ztozonej budowie warstwowej, np. powlekane organicznie nanoczastki.
RysunekI.17]prezentuje ogdlny schemat uktadu eksperymentalnego. Neutrony o
odpowiedniej energii wykorzystywane w technice SANS sa wytwarzane w impulso-
wym reaktorze jadrowym IBR-2. Przechodza one przez kolimator w celu uzyskania
réownoleglej wiazki. Intensywnos¢ neutronéw rozproszonych pod matymi katami

jest rejestrowana przez detektor [82].

Rysunek 1.17: Schemat ukladu SANS na przykiadzie spektrometru YuMO [82].

Spektrometr YuMO zbudowany jest z: systemu dwuodbiciowego (1), reaktora z
moderatorem (2), przerywacza (3), pierwszego kolimatora (4, 5), pojemnika préznio-
wego (6, 7), drugiego kolimatora (8), uchwytu na prébke (9, 11), termostatu z faznia
wodna (10), wanadu (12, 14), detektora pierwszego (13), detektora drugiego (15, 16),
detektora bezposredniego wiazki neutronéw (17) [82].

Dane otrzymane z pomiaréw malokatowego rozpraszania neutronéw prezento-

wane sa jako charakterystyki natezenia (czesto w skali logarytmicznej) w funkgcji
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wektora rozpraszania I1(Q). Q to dtugos$¢ wektora rozpraszania, dana formula:

Q= (4;) sin 6, (1.18)

gdzie: 0 - kat rozpraszania, A - dtugos¢ fali padajacej.
Na natezenie wiazki rozpraszanych neutronéw wplywaja: przekrdj rézniczkowy

rozpraszania koherentnego (coh), rozpraszania niekoherentnego (inc) i absorpcji (abs):

%
dZ(Q) _ choh(a) Zinc Zabs
a2 40 T ae Ao (1.19)

Rejestrowane natezenia opisuja sie zalezno$cia [83]:

1(Q) x

1Q = {PQSQ) (1.20)

gdzie: P(Q) = (F(Q)?) - wspGtezynnik ksztaltu zalezny od éredniej amplitudy roz-
praszania, S(Q) - wspotczynnik ksztaltu (usredniony czynnik struktury efektywnej).
Doswiadczalne charakterystyki typu I(Q) opisywane byly r6znymi modelami

ksztaltu. Stosowane modele opisuja ponizsze wyrazenia:

* model typu rdzen - plaszcz [84]:

sin(QRc) — QRc cos(QRc) +
(QR.)?
sin(QRs) — QRs cos(QRs)
(QRs)®

Q) = - [Vepe - ps)
S (1.21)

Vs(ps — Psolv) I,

gdzie: Vs - objetos¢ calej czastki, V. - objeto$¢ rdzenia, R - promiei rdzenia,
Rs - promiert powtoki, pc - gestos¢ dtugosci rozpraszania neutronéw przez
rdzen, ps - gestos$¢ dlugosci rozpraszania neutronéw przez powloke,
Psoly - gestosé diugosci rozpraszania neutrondw przez rozpuszczalnik. Pro-
mien powtoki jest traktowany jako suma promienia rdzenia oraz grubosci plasz-

Cza.
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¢ model typu kula [84]:

scale sin(QRy) — Qr cos(QRy) ;»
-[BV(Ap) -

1Q) = + background, (1.22)

gdzie: scale - czynnik skalujacy, V - objetos¢ rozpraszacza, Ry - promien kuli,
Ap - réznica gestosci diugosci rozpraszania neutronéw, background - poziom

tla.

¢ model typu Guinier — Porod (nanoczastki o niejednorodnym ksztalcie) [85]:

_Q?R2

Q) =Ge st Q<O Q) = =

@/ Q Z er (123)

gdzie: Q - wektor rozpraszania, Q; = ng\/(%), Rg - promieri bezwtadnosci,

_Q2R2
d - wykiadnik Poroda, G - wspoétczynniki skali Guiniera, D = Ge %’ 5Qf _

wspotczynnik skali Poroda.

W przypadku opisu nanoczastek o niejednorodnym ksztatcie modelem typu Gu-
inier — Porod najwazniejszym parametrem réznicujacym jest Sredni promient bez-

wladnosci badanych obiektéw.

¢ model typu fraktal masowy (nanoczastki o niejednorodnym ksztatcie) [86]:

I(Q) = scale x P(Q)S(Q) + background

sin(x) — x cos(x)

P(Q) = F(QR)*; F(x) =3 3
m—1 Dm-1 gj Dm-1 -1
5(Q) - [P Lsinl(Dn - )t Qo)
[1+(Q¢)* 2
scale = scale_factor x sz(pparticle - Psolvent)z} V= §WR3 (1.24)
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gdzie: R - promier agregatu, Dy, - wymiar fraktala masowego, ¢ - dtugosc¢ od-
ciecia, psolvent - gestosé diugosci rozpraszania neutronéw przez rozpuszczal-

nik, pparticle - 8estos¢ dtugosci rozpraszania neutronéw na czastkach.

¢ model typu GelFit (nanoczastki o niejednorodnym ksztalcie) [87]:

I.(0) FIgO)e 7+ background (1.25)

Q) = 5
(1+[P5HQ%¢2)2
gdzie: I(0) - wspotczynnik intensywnosci, odpowiadajacy amplitudzie rozpra-

szania.

1.3.6 Spektroskopia Mossbauera

Spektroskopia Mossbauera (MS), wykorzystuje zjawisko bezodrzutowej emisji
i absorpcji kwantéw gamma, zwane efektem Mossbauera. Dzieki bardzo wysokiej
rozdzielczosci energetycznej, ograniczonej jedynie szerokoscia naturalna pozioméow
jadrowych, MS umozliwia badanie tzw. subtelnej struktury elektronowej faz skon-
densowanych poprzez analize oddziatywan nadsubtelnych [88]. Te oddziatywania
wynikaja z modyfikacji stanéw energetycznych jadra w wyniku oddziatywania po-
wiloki elektronowej z jadrem. Ich energie sa bardzo male, rzedu 10728 — 10_25].

W spektroskopii Mossbauera jadra zmieniaja swoje poziomy energetyczne po-
przez emisje lub absorpcje kwantéw energii. Absorpcja i emisja sa zjawiskami staty-
stycznymi, co oznacza, ze poziomy energetyczne majq skoriczona szerokos¢. Skut-
kuje to rozmyciem energii zaabsorbowanej przez jadra. W badaniach przejs¢ miedzy
réznymi stanami jadra > Fe wykorzystuje sie izotop °’Co, z czasem potowicznego
rozpadu T 1= 270 dni. Ten proces rozpadu prowadzi do powstania stanéw wzbu-
dzonych jadra %’Fe [89]. Kwanty gamma emitowane przez jadra podczas przejscia
ze stanu wzbudzonego do podstawowego wykazuja rozklad energii zgodny z roz-
ktadem Lorentza. Taki rozktad uwzglednia rozmycie wynikajace z nieoznaczonosci

czasu i energii w mechanice kwantowej [90].
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Efekt Mossbauera ma charakter bezodrzutowy (rezonansowy). Dlatego tez ba-
dany ukltad mozna doprowadzi¢ do lub wyprowadzié¢ z rezonansu poprzez zmiane
energii emitowanych ze zZrédla kwantéw gamma. W tym celu mozna postuzy¢ sie
efektem Dopplera zwiazanym z periodycznym ruchem Zrédla promieniowania

wzgledem badanej prébki:

AE, = ‘E/EV, (1.26)

gdzie: E, - energia kwantéw gamma, v - predkos¢ Zrédla wzgledem absorbentu,
c - predkos¢ Swiatla.

Powyzej opisana idea stanowi podstawe konstrukcji spektrometru Mossbauera
[91], ktory jest w stanie zarejestrowac krzywa absorpcji rezonansowej, czyli liczbe
kwantéw gamma przechodzacych przez prébke w funkcji predkosci Zrédta.

Spektroskopia Mossbauera umozliwia precyzyjne badanie zmian strukturalnych,
elektronowych oraz magnetycznych w badanych materiatach. MS dostarcza szcze-
gotowych informacji na temat struktury magnetycznej materiatu, takich jak kierunek
magnetyzacji i liczba podsieci magnetycznych [92]. Umozliwia pozyskanie danych
o otoczeniu, w ktérym znajduje sie absorbujace jadro atomowe. Zastosowanie tej
techniki na podstawie lokalnych otoczerr atoméw Fe umozliwia miedzy innymi pre-
cyzyjne oznaczenia obsadzenia procentowego zelaza w poszczegélnych podsieciach

ukladu zloZonego oraz wyznaczenie temperatur magnetycznych przejsé fazowych.

1.3.7 Magnetometria wibracyjna

Magnetometria wibrujacej prébki zwyczajowo zwana tez magnetometria wibra-
cyjna (ang. Vibrating sample magnetometry, VSM) to technika uzywana do pomiaru
odpowiedzi magnetycznej ré6znego rodzaju materialéw, w tym nanoczastek. Badana
probka jest umieszczana wewnatrz aparatu zwieticzonego dwiema, faczonymi za-
zwyczaj szeregowo, cewkami detekcyjnymi. Podczas pomiaru probka jest podda-
wana wibracjom poprzez umieszczenie jej na dolnym koricu pionowego preta. Wi-

bracje te moga by¢ generowane na przykltad przez oscylujacy magnes wewnatrz
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aparatu. Gléwna zasada dzialania VSM jest pomiar réznicy indukcji magnetycznej
miedzy obszarem z probka a obszarem bez prébki. Cewki detekcyjne rejestruja te
réznice, co pozwala na okreélenie namagnesowania probki [93].

Aby ustali¢ wielko$¢ pola magnetycznego wewnatrz probki, uwzgledniane jest

pole, skierowane przeciwnie do pola magnetycznego probki, zgodnie z formufa:

Hwew = Hzew —og - p- N, (1.27)

gdzie: p - gestos¢ probki, N - wspotczynnik odmagnesowania, zalezny od ksztattu
probki.

Zakladajac, ze Hyew < Hzew mozna zapisac:

HZQW
= , 1.28
OH= "N (1.28)

gdzie prN stanowi wspotczynnik kierunkowy prostej opy = f(Hzew) [94].

Technika VSM stanowi narzedzie do okreslania wlasciwosci ferromagnetycznych,
antyferromagnetycznych, ferrimagnetycznych czy superparamagnetycznych mate-
rialow. Krzywe namagnesowania uktadu schladzanego w stalym polu magnetycz-
nym (ang. Field Cooled, FC), bez zewnetrznego pola magnetycznego (ang. Zero
Field Cooled, ZFC) oraz krzywa histerezy pozwalaja na wyznaczenie parametréw
typu: pole koercji, przenikalno$¢ magnetyczna, nasycenie namagnesowania czy po-
zostalo$¢ magnetyczna [35,92].

Poréwnujac z kolei charakterystyki FC i ZFC mozna wzglednie fatwo wyzna-
czy¢ dodatkowy parametr, bardzo istotny szczegélnie podczas analizy nanoczastek
magnetycznych - temperature blokowania fluktuacji superparamagnetycznych (Tg).
Definiuje sie ja jako temperature, w ktérej nastepuje przejscie od stanu, w ktérym
momenty magnetyczne sa swobodne i fluktuuja, do stanu trwatego uporzadkowa-

nia magnetycznego. Temperature blokowania mozna zapisa¢ wzorem [95]:

KV

5= 25y (1.29)
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gdzie: kg - stala Boltzmanna, K - stala anizotropii magnetycznej, V - objetosc¢
czastki.

Uzyskanie tych parametréw oraz temperatury blokowania superparamagnetycz-
nego umozliwia rozpoznanie i klasyfikacje mozliwosci zastosowania badanych na-

nomaterialow.

1.3.8 Pomiary kalorymetryczne

Eksperyment kalorymetryczny realizowany jest w ukladzie, ktéry ma na celu zba-
danie ilosci ciepta wydzielanego lub pochianianego przez reakcje chemiczna, pro-
ces fizyczny lub inne zjawisko, wykorzystujac do tego celu kalorymetr. W teore-
tycznym eksperymencie kalorymetrycznym zakltada sie, ze uklad jest adiabatyczny.
Oznacza to, ze cale cieplo wydzielone lub pochloniete pozostaje w ukladzie, czyli
nie ma wymiany ciepla z otoczeniem. W rzeczywistosci jednak tak idealne procesy
nie zachodza i z koniecznosci realizowane, a p6Zniej analizowane, sa scenariusze
nieadiabatyczne, czyli takie, w ktérych dochodzi do wymiany ciepta miedzy ukia-
dem a otoczeniem. W takich warunkach mozna zaobserwowa¢ mechanizmy takie
jak: przewodzenie ciepta, konwekcja, promieniowanie czy transfer ciepta wywolany

przez topnienie lub odparowanie prébki [96].

Rysunek 1.18: Przyktadowe charakterystyki temperaturowe w funkgcji czasu rejestro-

wane w scenariuszu nieadiabatycznym [97].
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W trakcie pomiaréw w ukladach, gdzie zachodzi proces nieadiabatyczny, istotne
jest monitorowanie: objeto$ci zawiesiny nanoczastek magnetycznych, gestosci i cie-
pla wlasciwego rozpuszczalnika, natezenia pola magnetycznego, czasu potrzebnego
do podgrzania prébki, potozenia czujnika temperatury oraz ksztattu prébki. Wszyst-
kie te czynniki maja bezposredni wptyw na doktadnos¢ parametréw dyssypacji mocy
w prébee [98]. Naleza do nich na przyklad wspélczynnik absorpcji swoistej (ang.
Specific Absorption Rate, SAR) oraz wspoétczynnik wewnetrznej straty mocy (ang.
Intrinsic Loss Power, ILP). Ich wartoéci oblicza sie na podstawie analizy charaktery-
styk zmiany temperatury T(t) (rysunek[1.18).

Wspotczynnik absorpcji swoistej jest parametrem definiujacym szybko$¢ z jaka
tkanki absorbuja energie pochodzaca z zewnetrznie przykladanego zmiennego pola
magnetycznego, co prowadzi do ich ogrzewania. Im wyzszy SAR, tym szybciej tkanki
sie nagrzewaja. Dokladne okreslenie wartosci SAR pozwala kontrolowa¢ proces na-
grzewania tkanki i zapobiega¢ ewentualnym uszkodzeniom zdrowych tkanek wo-
kot obszaru leczonego podczas MFH [99]. Wspélczynnik SAR moze by¢ réwniez
okreslany jako zdolno$¢ probki magnetycznej do wchlaniania energii generowanej
przez zmienne pole magnetyczne. Zdolno$¢ ta wyrazana jest jako ilo$¢ energii po-
chionietej przez prébke w danym czasie [58}96]. Wspétczynnik absorpcji swoistej
wyznaczano w [%] zgodnie z formuta:

AR AT _ P

¢ At mppp’

(1.30)

gdzie: ¢ - ciepto wlasciwe ferrofluidu, [ﬁ], ¢ - koncentracja nanoczastek ma-
gnetycznych w ferrofluidzie [%], % - tempo zmian temperatury w czasie, P - moc
zdeponowana przez nanoczastki magnetyczne [W], mppp - masa nanoczastek ma-

gnetycznych w ferrofluidzie [g].

Wspélczynnik ILP jest parametrem, dzieki ktéremu mozna poréwnaé wydaj-
nosci nagrzewania préobki w réznych warunkach eksperymentalnych (amplituda
i/lub czestotliwos¢ zmiennego pola magnetycznego) [58]. ILP, wyznaczany w [%],

mozna przedstawi¢ wyrazeniem:
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SAR

ILP=""")
fH?

(1.31)

gdzie: f - czestotliwosé [Hz], H - natezenie pola magnetycznego [%].

Zaklada sie, ze strata ciepla jest liniowo zalezna od réznicy temperatur mie-
dzy probka a jej otoczeniem. Wzrost temperatury mozna opisa¢ za pomoca nastepu-
jacego rOwnania:

C% =P -LAT, (1.32)

gdzie: C - pojemnos¢ cieplna probki [%], P - moc zdeponowana przez nano-

czastki magnetyczne [W], L - straty mocy uktadu [%], AT = T(t) - Ty - réznica
temperatur, gdzie Ty = T(t = 0).

SAR mozna wyznaczy¢ w oparciu o ré6zne metody analityczne. Jedna z nich

jest metoda skorygowanego nachylenia (ang. Corrected Slope Method, CSM) [96].

Umozliwia ona dokonanie korekty wartosci uzyskanych dzieki metodzie poczatko-

wego nachylenia (ang. Initial Slope Method, ISM) [100,101]].

Znajac straty ciepta uktadu, mozna wykorzysta¢ zaleznos¢:

AT
MNMP
gdzie: AT - $rednia réznica temperatur miedzy temperatura probki a tempera-

SARcsm = (133)

tura, od ktorej rozpoczyna sie analize krzywej nagrzewania probki.

W sytuacji, w ktérej czynnik L nie jest okreslony nalezy go oszacowaé biorac
pod uwage odpowiednia liczbe dopasowan, pasujacy przedziat oraz zaleznos¢ réz-
nicy temperatur w czasie [58]. Istotny jest dobér wiasciwej temperatury odniesienia
probki. Po zarejestrowaniu danych réwnanie ulega modyfikacji:

1 oL C(4D); + LAT;

SAR = —
csm = R : ——

, (1.34)

gdzie: C(‘ji—{) - nachylenie okreSlone przez liczbe dopasowart danych w prze-
dziale ,i”, N - liczba przedziatéw, AT; - r6znica miedzy $rednia temperatura danego

przedzialu a temperatura odniesienia.
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Srednia temperatura dla zadanego przedziatu dana jest formuta:

Toean = i TO4)Vx) (135)

22 V%)
gdzie: V(x;) - objetos¢ probki w pozycji X;.

1.3.9 Testy cytotoksycznoSci in vitro

Testy cytotoksycznosci in vitro to eksperymenty laboratoryjne, ktére stuza ocenie
toksycznego wplywu substancji na komoérki biologiczne w kontrolowanych warun-
kach. Badania te sa wazne i rutynowo wykonywane w toksykologii, farmakologii
i biologii komérkowej. Stuza identyfikacji potencjalnie szkodliwych substancji oraz
ocenie ich wplywu na zdrowie komorek.

Zywotnos¢ to zdolnosé komérek do przezycia, podziatu oraz zachowania nor-
malnych funkcji metabolicznych. Pozwala ona oceni¢ na ile komérki moga prze-
trwacé i zachowac sie w danej sytuacji, na przyktad w warunkach hodowli komérko-

wej w laboratorium lub po podaniu lekéw czy tez substancji toksycznych.

Rysunek 1.19: Obraz mikroskopowy komérek barwionych biekitem trypanu [102].
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Metoda pomiaru przezywalnosci komoérek barwionych blekitem trypanu, sto-
sowanym jako wskaznik, to powszechnie uzywana technika laboratoryjna stuzaca
do oceny liczby zywych i martwych komérek w prébce. Jest to prosta i szybka me-
toda, ktéra wykorzystuje blekit trypanu jako odczynnik réznicujacy zywe i martwe
komoérki na podstawie ich przepuszczalnosci blonowej [103]. Procedura polega na
zmieszaniu komorek z roztworem zawierajacym btekit trypanu, ktéry ma zdolnos¢
przenikania przez uszkodzone blony komoérkowe. Zywe komorki z nieuszkodzo-
nymi btonami nie przepuszczaja blekitu trypanu i pozostaja niewybarwione, pod-
czas gdy martwe komorki z uszkodzonymi btonami absorbuja wskaznik, wskutek

czego wybarwiaja sie na niebiesko [104] (strzatki na rysunku|1.19).

Nastepnie komorki sa analizowane pod mikroskopem i zliczane przy uzyciu od-
powiedniej komory. Poprzez zliczanie zywych i martwych komoérek, mozna obli-
czyé procentowq przezywalnosé komoérek w prébce. Jest to wazne narzedzie dia-
gnostyczne oraz badawcze, ktére znajduje zastosowanie w wielu dziedzinach nauki
i medycyny.

Jedna z najczes$ciej stosowanych metod oceny cytotoksycznosci jest MTT (test z
uzyciem bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowego). Wykorzy-
stuje sie go do oceny zywotnosci komorek oraz ich aktywnosci metabolicznej. Proce-
dura ta opiera sie na badaniu zywych komérek pod wzgledem ich zdolno$ci redukcji
zwiazku chemicznego MTT do fioletowego barwnika formazanu przez aktywne de-
hydrogenazy mitochondrialne (rysunek [I.20). Zmniejszajaca sie ilo¢ zywych i ak-
tywnych metabolicznie komoérek powoduje zmniejszenie intensywnos$ci obserwo-
wanego fioletowego zabarwienia. W rezultacie, im wieksza liczba zywych komorek,

tym wieksza ilo$¢ formazanu jest wytwarzana [105].

Aby przeprowadzi¢ test MTT, komorki sa najpierw hodowane w odpowiednich
warunkach. Nastepnie dodaje sie roztwér MTT do hodowli komérkowej i inkubuje
przez okreslony czas. Po uptywie tego czasu, roztwér MTT jest usuwany, a formazan
powstaly w wyniku redukcji MTT jest rozpuszczany w odpowiednim rozpuszczal-
niku organicznym, na przyktad dimetylosulfotlenku (DMSO). Ostatecznie, absor-

bangja lub intensywnos¢ barwnika formazanu jest mierzona za pomoca spektrofoto-
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metru, co pozwala oceni¢ zywotno$ci komorek.

Test MTT jest czesto stosowany do oceny wpltywu réznych czynnikéw na prze-
zywalno$¢ komorek, takich jak: leki, toksyny, zwiazki chemiczne czy tez czynniki
wzrostu. Jest to stosunkowo wystandaryzowany i prosty test, ktéry jest estymato-
rem stosowanym w réznych zagadnieniach biomedycznych, w tym w badaniach
nad nowymi lekami, testach toksykologicznych oraz podczas oceny wplywu wa-

runkéw hodowlanych na komorki.

Rysunek 1.20: Wynik testu MTT [106]].

Metoda zliczania komoérek komora Biirkera to powszechnie stosowana technika
laboratoryjna stuzaca do precyzyjnego okreslania liczby komérek w prébcee. Proce-
dura pomiarowa polega na umieszczeniu probki zawierajacej komorki w specjal-
nie zaprojektowanej komorze Biirkera [107]. Komora sktada sie z dwéch réwnole-
glych szklanych ptytek, pomiedzy ktérymi znajduje sie szczelina o okre$lonej gle-
bokodci. Ta konstrukcja zapewnia rownomierna dystrybucje probki oraz umozliwia

doktadne obserwacje pod mikroskopem. Nastepnie, za pomoca mikroskopu $wietl-
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nego, komoérki w komorze sa obserwowane pod odpowiednim powiekszeniem. Pole
widzenia mikroskopu jest zazwyczaj przykryte siatka, co ulatwia zliczanie komorek.
Podczas obserwacji, komorki sa zliczane w wybranych polach widzenia, a wynik jest
przeliczany na liczbe komorek na jednostke objetosci prébki [107]. Zasadniczym ele-
mentem tej metody jest precyzyjne okreslenie objetosci prébki w komorze, co umoz-

liwia dokladne przeliczenie liczby komoérek na mililitr lub mikrolitr prébki.
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Rozdziat 2
Czes$¢ doswiadczalna

2.1 Nanoczastki otrzymane metoda rozkladu termicz-

nego acetyloacetonianu zelaza (III)

2.1.1 Preparatyka probek

W nanoczastkach wykorzystywanych w medycynie pozadane jest ostabianie od-
dziatywan ferrimagnetycznych, na korzys¢ coraz szybszych fluktuacji superpara-
magnetycznych. Mozna to osiagna¢, redukujac rozmiar czastek lub wbudowujac w
strukture jony niemagnetyczne, takie jak gal (III). Do badan wyselekcjonowano na-
norozmiarowe ferryty galu o warstwowej strukturze morfologicznej typu
powloka@rdzeri. Material zostal zsyntezowany metoda rozkladu termicznego ace-
tyloacetonianu (rysunek [21] na WCh UwB. Wytwarzanie nanoczastek metoda
rozkladu termicznego cechuje sie wysoka wydajnoscia, waskim rozktadem wielko-
Sci oraz wysoka powtarzalno$cia procesu, co czyni ja efektywna procedura prepa-
ratyki. Jednakze, metoda ta ma tez wady, takie jak koniecznos$¢ stosowania wy-
sokiej temperatury i ciSnienia, ograniczenia dotyczace rozpuszczalno$ci nanocza-
stek tylko w rozpuszczalnikach organicznych oraz potencjalna toksycznos$¢ mate-
riatéw [108-111]]. W pracy przyjeto uproszczona notacje skfadu nominalnego nano-

czastek: MQGay i Gax@M, gdzie M oznacza Fe3Oy, za$ x oznacza koncentracje Ga w
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ferrycie galowym GaxFe3 ,Oj.

Rysunek 2.1: Schemat syntezy nanoczastek metoda rozkladu termicznego [112].

Przeprowadzono synteze dwoch serii nanoczastek: Gax@M i M@QGay, w ktérych
jon galu Ga3* zastepowat jon zelaza w zakresie koncentracji x = 0,2 — 1,4. W pierw-
szym przypadku rdzefi z magnetytu optaszczano ferrytem galu, a w drugim przy-
padku rdzen ferrytu galowego pokrywano powtoka magnetytu. Do przygotowania
rdzenia magnetytowego mieszano 4 mmol Fe(acac)3 z 1,2-heksadekanodiolem, ole-
iloamina i kwasem oleinowym w rozpuszczalniku o wysokiej temperaturze wrzenia
(eterze difenylowym), a nastepnie grzano mieszanine do 259°C w ochronnej atmos-
ferze argonu. Po ochtodzeniu, na rdzeniu Fe;O4 osadzano powloke ferrytu galu
np. o stechiometrii Gag¢Fe; 4O4 poprzez dodanie 0,8 mmol Ga(acac)s, 3,2 mmol
Fe(acac)s, oleiloaminy i kwasu oleinowego, a nastepnie ponownie ogrzewano mie-
szanine do 259°C. Po schlodzeniu roztworu, nanoczastki wytracano, dodajac odtle-
niony aceton, ktéry wymieniano trzykrotnie, a nastepnie osad osuszano w wyparce
prozniowej. W przypadku drugiej serii, procedura byta analogiczna, ale kolejnos¢

dodawania substratéw byla odwrotna.
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2.1.2 Ocena morfologii nanoczastek

Obrazy TEM i SEM uzyskano w Centrum Syntezy i Analitycznych Metod Bio-
NanoTechnologicznych na WCh UwB. Charakterystyke morfologii i mikrostruktury
czastek przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu elektronowego FEI Tecnai G2
pracujacego przy napieciu 200 kV (TEM) oraz mikroskopu FEI Company i Inspect
S50 z anoda z widkna wolframowego wykorzystujacego napiecie 10 kV (SEM).

Rysunek 2.2: Obrazy TEM nanouktadéw: Gag ,@M (a) i MQGa ( (b) [46].

Przedstawione zdjecia TEM (rysunek odnosza sie do ukltadéw, w ktérych
ferryt galu byt kolejno warstwa optaszczajaca (a), a nastepnie rdzeniem (b). Oba ob-
razy pokazuja, ze nanoczastki majq tendencje do agregacji, chociaz obraz morfolo-
giczny uktadu MQ@Ga; ( ujawnia bardzo wyrazne odlegtosci miedzyptaszczyznowe
pseudosferycznych czastek, bowiem obserwowany ksztalt nie zawsze jest sferyczny.
Rysunek[2.2a przedstawia zwarte, kuliste agregaty w przewazajacej wiekszosci jed-
nolite pod wzgledem wielkosci, jednak o nieregularnych powierzchniach. W przy-
padku catej serii z ferrytem galu w ptaszczu wszystkie obrazy wygladaja bardzo po-
dobnie, a rozmiar nanoczastek oscyluje wokoét sredniej wartosci 17 nm [18]]. Rysunek

przedstawia nanoczastki o niejednorodnych ksztattach i rozmiarach. Dla serii
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Gax@M $redni rozmiar czastek oscyluje w granicach 22 nm. Na podstawie analizy
obrazéw TEM przedstawionych uktadéw mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem
udzialu galu maleje tendencja do tworzenia skupisk kulistych, ksztalt agregatow jest
nieregularny, a niejednorodnos$¢ ksztaltu i rozmiar pojedynczych czastek wzrasta.
Na rysunku 2.3 poréwnano zdjecia SEM dwdch réznych uktadéw: w pierwszym
przypadku ferryt galowy znajduje sie w plaszczu (a), a w drugim w rdzeniu (b).
Skala zdje¢ nie pozwala na obserwacje pojedynczych nanoczastek, ktére sa przesto-

niete gesta warstwa organicznego materiatu pozostatego po ich preparacji.

Rysunek 2.3: Obrazy SEM nanouktadéw: Gag ,@M (a) i MQGa  (b).

Na rysunku wida¢ silnie zagregowany materiat, skladajacy sie z matych
agregatow, z ktérych czes¢ jest rozproszona w zwartej warstwie utworzonej przez
substancje organiczna. W prawym gérnym rogu zdjecia mozna dostrzec kulista struk-
ture powstala z tej matrycy. Z kolei rysunek przedstawia prébke o ziarnistej

strukturze, zlozona z czastek otoczonych materialem organicznym.
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2.1.3 Ocena uporzadkowania krystalicznego i magnetycznego
2.1.3.1 Dyfraktometria rentgenowska i neutronowa

Badania strukturalne zostaty przeprowadzone za pomoca dyfraktometru prosz-
kowego Empyrean PANalytical dostepnego na WF UwB. Dyfraktometr dziatat przy
napieciu 40 kV i pradzie 40 mA, wykorzystujac promieniowanie Moy, o dtugosci
fali 0,7093187 A w konfiguracji Bragga-Brentano. Dane rejestrowano za pomoca de-
tektora paskowego PixCel1D, w zakresie 20 5-55°, w trybie skanowania krokowego,
z krokiem A20 = 0, 026° w temperaturze pokojowej. Do oznaczenia poszerzenia apa-

raturowego wykorzystano standardowa prébke proszku LaBg (660 C).

Poszerzenia reflekséw na diagramach neutronowych zarejestrowane za pomoca
instrumentu RTD do pomiaru czasu przelotu (IBR-2, JINR, Dubna) [78] byly kali-
browane w oparciu o normalizowana wiazke pierwotna standardu Al,O3. Do okre-
Slenia charakterystyki spektrum padajacej wiazki neutronowej i odciecia szuméw

uzyto wanadu jako standardu.

Analiza diagraméw dyfrakcyjnych zostata przeprowadzona metoda udoktadnie-
nia profilu Rietvelda, przy uzyciu oprogramowania FullProf [113] i pakietu High-
Score [115]. Metoda ta pozwala na wyznaczenie parametréw struktury krystalicznej
na podstawie pozydji i intensywnosci pikéw Bragga oraz mikrostruktury (analiza
rozmiaru krystalitow) poprzez analize poszerzenia i mikronaprezen przy uzyciu
metody liniowej korelacji Williamsona - Halla, a w skrajnych wypadkach funkgcji
Langforda [113-115]. Oprogramowanie FullProf umozliwia oszacowanie $redniego
rozmiaru krysztaléw oraz mikroodksztalceri poprzez usrednianie wartosci pozor-
nego rozmiaru i maksymalnego odksztalcenia, obliczonych dla kazdego kierunku
krystalograficznego [hkl]. Profile pikéw z dyfrakgji rentgenowskiej prébki proszko-
wej sa modelowane za pomoca zmodyfikowanej funkcji pseudo-Voighta Thomsona-

Coxa-Hastinga.

W Tabeli2.T|przedstawiono uzyskane parametry strukturalne oraz czynniki zgod-
nosci opracowan danych dyfrakcyjnych. Sredni parametr sieci a w serii M@Gay wy-

nosi 8,3774(5) A, zaé w przypadku Gax@M obserwowano kontrakgje sieci krystalicz-
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nej. Z kolei trzecia kolumna Tabeli[2.]jodnosi sie do ogélnych parametréw potozenia
anionéw tlenu. Liczna obecno$¢ anionéw oraz ich duzy promieri jonowy moga by¢
istotnym czynnikiem modyfikujacym objetos¢ komorki elementarnej. Polozenie jo-
néw 0%, okreslane jako koordynaty lub pozycje Wyckoffa typu 32(e): (x, x, x), oscy-
luja wokot wartosci x = 0, 25. Dlatego tez w dalszych poréwnawczych obliczeniach
geometrycznych czynnikéw strukturalnych (formuta przyjeto dla uproszcze-
nia wyrazen Fj;  wlasnie te warto$¢ polozenia koordynatéw anionéw tlenu

DATEK A). Profil wazony Ryyp, czynnik Bragga Rg, oczekiwany czynnik zgodnosci

Rexpected Oraz x? zostaly obliczone zgodnie z formutami programu FullProf (DO

DATEK BJ.

Tabela 2.1: Wyniki pomiaréw rentgenowskich.

Prébka Parametr | Polozenie Rozmiar Rwp | RB | Rexpected x?
sieci a [A] or krystalitow [A]

M@GagFe; 304 | 8,3779(3) 0,2488(9) 93(1) 26 | 16 14 6,4
M@Gap4Fe; 604 | 8,3775(5) 0,2495(2) 100(1) 32 1,6 1,1 15,3
M@GapFe; 404 | 8,3773(3) 0,2504(3) 98(2) 19 | 26 19 10,7
M@GaggFe;,04 | 8,3772(4) 0,2485(7) 63(1) 18 | 23 1,6 9,3
M@Gaj oFe; 0Oy | 8,3776(6) 0,2483(5) 47(1) 23 | 36 2,3 21,2
M@Ga; ,Fe 1804 | 8,3775(7) 0,2461(5) 47(1) 23 | 55 33 26,9
M@Gaj 4Fe1 6Oy | 8,3770(10) | 0,2506(9) 64(1) 29 | 26 19 18,4
GagpFe; 304@M | 8,3831(8) 0,2459(1) 80(1) 48 | 29 18 36,5
GagyFe; sO4@M | 8,3803(5) 0,2493(4) 73(1) 31 19 13 11,5
GagFe; 404@M | 8,3769(4) 0,2491(5) 58(1) 24 | 23 1,6 16,8
GaggFe;20,@M | 8,3739(6) 0,2520(1) 49(1) 31 37 2,6 20,9
GajgFe;004@M | 8,3754(7) 0,2533(6) 54(1) 29 | 38 24 15,1

Na podstawie danych zestawionych w tabeli [2.1) dowiedziono stabilnos$ci para-
metréw struktury krystalicznej, niezaleznie od lokalizacji i koncentracji jonéw galu
w ukfadach typu M@Gay. Prébki MQGay oraz Gax@M o zawartosci Ga w zakre-
sie x = 0,2 - 1,4 sa nanorozmiarowe i wykazuja strukture krystaliczna typu spinel.
W przypadku prébek jednofazowych zaobserwowano refleksy charakterystyczne
dla materiatu ferrytowego, z najsilniejszym pojedynczym maksimum braggowskim
(311) oraz dobrze widocznym dubletem (333/511) (rysunek 2.4p), co jednoznacznie

potwierdza, ze badane nanouklady krystalizuja w strukturze kubicznej $ciennie cen-
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trowanej. Diagramy rentgenowskie opisane zostaly wyczerpujaco w ramach jednej
struktury. Refleksy braggowskie wyindeksowano zgodnie z karta ICSD nr 98-002-
8282. Zmiany parametru sieci w zaleznosSci od rosnacej zawartosci Ga w uktadach
Gax@M sa znacznie bardziej wyrazne niz w serii MQGay (rysunek [2.4p). Ponadto
nieregularne poszerzenia reflekséw, podobnie jak trudna do uchwycenia funkcja
zdolnodci rozdzielczej (FWHM = f(tg0)) oraz wzgledny spadek parametru sieci,
moga sugerowaé obecno$¢ wakanséw tlenowych, co kaze podejrzewaé obecnosé

izostruktury kubicznej maghemitu.

Rysunek 2.4: Diagramy rentgenowskie zebrane w temperaturze pokojowej: (a) obu

serii; (b) stala sieci i rozmiar krystalitéw w funkcji koncentracji Ga [46].

Podobiefistwo promieni jonéw Ga3* (62 pm) i Fe3* (64,5 pm) przy systematycz-
nym domieszkowaniu galem w podsieci A mogloby prowadzi¢ do zaniedbywalnej
kontrakcji komérki elementarnej. Natomiast obsadzenie Ga3* podsieci B, gdzie znaj-
duja sie rowniez jony Fe?* (78 pm), moze skutkowa¢ wyrazna kontrakcja parametru
sieci krystalicznej. Analiza wielkosci krystalitoéw, w zaleznosci od zawartosci galu w
obu seriach, wykazata spéjna tendencje spadkowa, cho¢ przebieg fluktuacji réznit
sie w zalezno$ci od lokalizacji ferrytu galowego.

Na dwéch ponizszych wykresach (rysunki przedstawiono zalezno$ci

intensywnosci wybranych reflekséw rentgenowskich normalizowanych wzgledem
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fundamentalnego piku (440). Kazde z analizowanych natezeni braggowskich jest se-
lektywne. Refleks (220) jest czuty na obsadzenia podsieci A przy nominalnej kon-
centragji tlenu, z kolei refleks (222) jest jednoznaczna sonda obsadzenia podsieci B.
Analiza ta miala na celu szczegétowe zbadanie lokalizacji kationéw galu w ukla-
dach nanowymiarowych, ktére zazwyczaj generuja trudne do opisania obrazy dy-
frakcyjne.

Na wykresie 2.5 wida¢, ze dla probek z ferrytem galu w rdzeniu, stosunek in-
Ie20)
Li440)
galu, z wyjatkiem jednego punktu przy x = 1,4. Uklady z domieszka jonéw galu w

tensywnosci reflekséw maleje prawie liniowo wraz ze wzrostem zawartosci

plaszczu nie wykazuja wyraZnej tendengji. Zgodnie z formuta wyliczona w uzupet-

nieniu: DODATEK A} zalezno$¢ ta powinna rosnag, jesli gal preferowatby obsadze-

nie podsieci A, jednak uzyskane wyniki temu przecza. Opadajace charakterystyki
EZ—ig; moga wynika¢ z lokowania sie galu wylacznie w podsieci B. Z kolei bardzo
zblizone relacje w pierwszej i ostatniej prébce serii nasuwaja podejrzenie obecnosci
coraz wiekszych wakanséw tlenowych w prébkach o sktadach posrednich.

Wykres 2.6/ przedstawia stosunek intensywnosci pikow ii—ii;. W przypadku ukia-
doéw z ferrytem galu w ptaszczu, od zawartosci x = 0,4 obserwuje sie liniowy wzrost
tego stosunku wraz ze wzrostem udziatu jonéw galu. Zgodnie z formula zamiesz-

czona w uzupelnieniu: [ DODATEK A} wskazuje to na preferencje obsadzeri w pod-

o . . I
sieci B. Podobne zachowanie wykazuje stosunek % dla nanoczastek z ferrytem
galu w rdzeniu, kt6ry rosnie nieliniowo do zawartosci x = 1,0, a nastepnie zaczyna

spadac.
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Rysunek 2.5: Relacje natezen reflekséw E—ig zarejestrowanych w temperaturze poko-

jowej w zaleznosci od koncentracji galu.

Rysunek 2.6: Relacje natezen reflekséw E—ig zarejestrowanych w temperaturze poko-

jowej w zalezno$ci od koncentracji galu.
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Ze wzgledu na odwrotna zalezno$¢ wspoétczynnikow rozpraszania rentgenow-
skiego atomoéw Fe i Ga (wynoszaca odpowiednio 26:31) wzgledem relacji ich dtu-
gosci rozpraszania koherentnego neutronéw (Fe = 9,45 fm : 7,288 fm [116]), kwa-
drat modutu geometrycznego czynnika strukturalnego refleksu (220) jest szczeg6l-
nie wrazliwy na wzrastajacy udziat galu w podsieci A. Taki model przewidywaltby
wzrost sygnalu rentgenowskiego i spadek sygnatu z rozpraszania neutronéw. Z ko-
lei | Fzq1 | 2 jest mniej czuly na rozklad metali, ale ze wzgledu na dlugoé¢ rozprasza-
nia neutronéw przez tlen (5,805 fm), istnieje problem poréwnywalnych wkiadéw

amplitud rozpraszania pochodzacych od tlenu i metali.

Rysunek 2.7: Zaleznosci wielkosci | Fpyq | 2 refleks6w strukturalnych (311) i (220) w

funkcji zawartosci galu w serii MQGay rejestrowane w T = 10 K [46]].

W rezultacie wakanse tlenowe moga sie objawia¢ stata lub rosnaca intensywno-
Sciq refleksu (311). W eksperymencie rentgenowskim, wklad pochodzacy od rozpra-
szania przez aniony tlenowe jest niemal dwukrotnie mniejszy niz ten pochodzacy
od rozpraszania na kationach metalicznych. W zwiazku z tym, przy wzroscie liczby

wakansoéw tlenowych, mozna spodziewac sie¢ wyraznego wzrostu intensywnosci
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refleksu rentgenowskiego (311) oraz niewielkiego spadku lub stabilnosci sygnatu
neutronowego (311). Wykresy przedstawiajace zmiany kwadratéw moduiéw czyn-
nikéw strukturalnych w zaleznos$ci od koncentracji galu pokazano na rysunku
(warto$ci uzyskane z analizy danych rentgenowskich (oznaczenia czerwone) i neu-

tronowych (oznaczenia niebieskie); linie stuza tylko lepszemu prowadzeniu oka).

Rysunek 2.8: Opracowanie neutronogramu MQ@Gag , w temperaturze 10 K (a) oraz
indywidualne momenty magnetyczne w funkcji koncentracji galu w serii M@Gay

wyznaczone z analizy pomiaréw w temperaturze 10 K (b) [46].

Podczas analizy danych dyfrakcyjnych, dane rentgenowskie i neutronowe ze-
brane w 10 i 300 K byly udokladniane w tym samym pliku wejSciowych danych
programu FullProf. Pozwolito to wyodrebni¢ preferencje lokalizacji galu w podsieci
A, mimo pewnych fluktuacji przy stezeniu galu w zakresie 0,5 — 0, 8. Podobne za-
chowanie refleksu (311) wskazywalo na obecnos¢ wakanséw tlenowych w calej serii.
Analiza struktury magnetycznej w temperaturze 10 K (rysunek [2.8p,b) potwierdzita
wiekszos¢ przewidywanych cech nanoferrytéw opartych na Fe3O,4. Cho¢ struktura
nanouktadéw galowych jest silnie zalezna od rdzenia i plaszcza magnetytowego,
momenty magnetyczne neutrondw zwiazane z réznymi podsieciami kationowymi
réznia sie znacznie (rysunek [2.8p). Sygnal magnetyczny z podsieci A jest niemal
dwukrotnie stabszy niz z podsieci B. Tego rodzaju oddzialywania czesto masko-

wane sa drganiami termicznymi magnetycznych jondéw, totez analiza magnetyczna
y yczny
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zostala przeprowadzona w najnizszej mozliwej temperaturze 10 K. Dane neutro-
nowe wskazuja na mozliwos¢ wystepowania stabej niekolinearnosci struktur spino-
wych oraz realizacji w okolicach x = 1 jednopodsieciowego uktadu ferromagnetycz-
nego. Uklady z zawartoscia galu powyzej x = 1 wykazuja w granicach niepewnosci

pomiarowych stan nieporzadku magnetycznego.

2.1.3.2 Malokatowe rozpraszanie neutronéw

Dane SANS zebrano przy uzyciu spektrometru YuMO zainstalowanego na wyj-
Sciu jednej z linii neutronowych centrum IBR-2 (IJNR). Wszystkie prébki mierzono
w czterech punktach temperaturowych w zakresie 20°C — 50°C. Ksztalty, rozmiary,
wspotczynniki dyspersji i morfologie czastek analizowano przy uzyciu programu
SAS-view [117].

Matokatowe rozpraszanie neutronéw jest technika eksperymentalna uzyteczna
w okre$laniu zlozonej struktury morfologicznej. Metoda ta pozwala na opisanie we-
wnetrznej struktury rdzenia i ptaszcza badanych nanosysteméw. Poniewaz gal roz-
prasza neutrony stabiej niz zelazo, pozwala to na rozréznienie gestosci dtugosci roz-
praszania neutronéw (sld) GaxFe3 ,O4 wzgledem Fe3O4 (sld = 6,9806) zgodnie z
réwnaniem 2.7 w zakresie od 6,9220 (x = 0,2) do 6,5124 (x = 1, 4).

8(xbc, + (3 —x)bp,. + 4b 68 1
SldGaXFe3_XO4 _ ( Ga ( V) Fe O) .10 6[A] 2’ (21)

gdzie V - objeto$¢ komorki elementarnej [A3].

Wiekszos¢ nanoczastek projektowano jako uklad rdzen-ptaszcz (formuta([1.21),
co wymagalo p6Zniej oznaczenia promienia rdzenia oraz grubosci plaszcza. W przy-
padku analizy przebiegu I(Q) nanoczastek o sktadzie MQGay »Fep gO4, zastosowano
model Guiniera-Poroda (formuta [1.23), ktory okazal sie bardziej doktadny i $cislej
opisujacy dane eksperymentalne. Do opisu charakterystyk I(Q) zebranych dla
Gag rFe §04@M postuzyt model kuli (formuta , co pozwolilo wyznaczy¢ pelny
promien czastki. W rzeczywisto$ci, nanoczastki maja zaréwno rdzen, jak i ptaszcz,
jednak mimo réznic w gestosci diugoéci rozpraszania neutronéw nie udato sie wy-

odrebni¢ granicy miedzy tymi warstwami. Wszystkie nanoczastki utrzymuja swoje
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rozmiary i stabilno$¢ w calym badanym zakresie temperatur [118,119]. Wyniki po-
miaréw, gdzie liczba punktéw pomiarowych (npts) wyniosta systematycznie 93, zo-

staly przedstawione w Tabeli 2.2/ (Ry - promieri kuli, Rg - promien bezwtadnosci).

Tabela 2.2: Wyniki pomiaréw SANS

Numer Prébka Model Temperatura Promien Grubosé ﬁ
probki [°C] rdzenia [A] | ptaszcza [A]
20 Rg: 25(3) 26,6
30 Rg: 26(3) 27,5
1 M@Gag,Fe; 304 | Guinier - Porod
40 Rg: 25(3) 28,1
50 Rg: 26(3) 27,4
20 91,4(6) 12,7(3) 48,1
30 91,4(6) 9(2) 46,9
2 M@Gag4Fe; Oy | rdzen - plaszcz
40 91,4(6) 10(2) 47,0
50 91,4(6) 10(2) 47,7
20 88(3) 11(3) 55
30 88(3) 10,6(3) 6,3
3 M@GaggFey 4Oy | rdzeni - plaszcz
40 88(3) 11(3) 55
50 87(3) 10(3) 55
20 43(2) 9,7(6) 11,5
30 43(2) 9,7(6) 11,6
4 M@GaggFe; 204 | rdzen - plaszcz
40 44(1) 10(1) 13,3
50 42(2) 10(1) 12,0
20 69(5) 9(1) 14,2
30 68(3) 9(1) 13,9
5 M@Gaj oFe; 0Oy | rdzen - plaszcz
40 69(5) 9(1) 14,2
50 69(5) 9(1) 14,5
20 51(2) 11,2(6) 29,9
30 51,9(9) 10,9(6) 304
6 M@Gaj Fe g0y | rdzen - plaszcz
40 52(2) 11(1) 29,6
50 52(2) 11(1) 30,7
20 51,5(6) 16,6(9) 10,6
30 52(1) 16,3(9) 10,5
7 M@Gaj 4Fe1 604 | rdzen - plaszcz
40 51,6(9) 16,5(9) 10,6
50 52(1) 16,4(9) 10,3
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20 Ry: 85,0(3) 27,6
30 Ry: 85,2(3) 27,2
8 Ga(],Q F€2,804 QM kula
40 Ry: 85,2(2) 28,0
50 Ri: 84,9(2) 27,5
20 104(8) 12,2(3) 27,6
30 105(8) 12,1(3) 28,5
9 GagsFe; 04@QM | rdzen - ptaszcz
40 105(7) 12,1(2) 27,4
50 105(7) 12(1) 26,5
20 55(3) 11,8(6) 6,6
30 56(2) 10,3(6) 58
10 GagFey 404@QM | rdzeri - plaszcz
40 54(2) 10,5(6) 55
50 54(2) 8,5(3) 55
20 42(6) 16(2) 8,2
30 46(2) 16,9(6) 12,4
11 GaggFe;204@QM | rdzen - ptaszcz
40 47(2) 18,1(3) 9,2
50 47(4) 18,4(9) 8,1
20 97(3) 19(1) 9,2
30 98(3) 20(1) 9,5
12 GajoFe;004@QM | rdzen - ptaszcz
40 97(3) 19(1) 99
50 97(3) 19(1) 89

Ponizej zestawiono poréwnawczo charakterystyki I(Q) dla uktadéw z r6zna lo-
kalizacja i zawartoécia galu x = 0,2 (rysunek 2.9p) oraz x = 1,0 (rysunek [2.9b).
Na grafikach przedstawiono opracowania (linie ciagte) danych eksperymentalnych
(symbole). W kazdym przypadku mozna zauwazy¢, ze bledy pomiarowe sa naj-
wieksze w zakresie wartoSci matych wektoréw rozpraszania. W tym obszarze za-
znacza sie polidyspersyjno$¢ badanych ukladéw. Analizujac zmiany parametréw
geometrycznych nanoczastek w funkcji temperatury, mozna stwierdzi¢, ze w ana-
lizowanym zakresie temperatur uklady te pozostaja stabilne.

Rysunek ilustruje charakterystyki danego ukltadu w czterech punktach tem-
peraturowych, ktére niemalze sie pokrywaja. W obszarze $rodkowym
Q 107+7° — 107! —}{ mozna zaobserwowaé wyraZnie rézne przebiegi dla kazdego z
uktadéw. W zwiazku z tym uzyto ré6znych modeli do opisu ksztattéw i rozmiaréw
nanoczastek. Uktad Gag rFe; §04@M opisano modelem kuli o $rednich rozmiarach
promienia 85,1(3) A. Natomiast do opisu przebiegéw I(Q) M@Ga rFe; gO4 postu-

zyt model Guiniera - Poroda. Otrzymano promieri bezwtadnosci réwny 25(3) A.
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Rysunek ilustruje charakterystyki I(Q) uktadéw o zawartosci galu x = 1,0
zaréwno w plaszczu jak i rdzeniu. Do opisu obu ukladéw zastosowano model rdzent
- powtoka. W czterech punktach temperaturowych mozna zauwazy¢ systematyczne
przesuniecie charakterystyk. W uktadzie MQGa; gFe; (O4 wystepuja charakterystyczne
oscylacje typowe w przypadku nanoczastek kulistych.

Rysunek 2.9: Dane SANS wybranych nanoczastek: (a) M@Gag, i Gapr@M; (b)
M@Gallo i Gallo@M [46]
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Rysunek 2.10: Zaleznosci temperaturowe promieni nanoczastek ukladow:

Ga0,2F62’804@M oraz M@Ga0’2F62’804.

Obie charakterystyki zestawione na rysunku potwierdzaja stata wartosé pro-
mienia w granicach niepewnosci pomiarowej. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze na-
noczastki z ferrytem galu w rdzeniu majq promiert ponad trzykrotnie mniejszy w

poréwnaniu do tej samej zawarto$ci domieszki ulokowanej w plaszczu.

Rysunek 2.11: Zaleznosci R = f(T) uktadéw Gag gFe; ,04,@M oraz M@QGag gFe; ,Oy.

Wykres przedstawia temperaturowe charakterystyki promieni nanoczastek
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o zawartosci galu x = 0,8 w funkgji temperatury. Mozna zaobserwowac stalq war-
tos¢ promienia w granicach niepewnosci pomiarowej dla M@QGa( gFe; ,O4. W ukta-
dzie z ferrytem galu w ptaszczu wida¢ wzrost wartosci promienia wraz z rosnaca

temperatura.

Rysunek 2.12: Promienie nanoczastek otrzymane z pomiaréw SANS.

Srednie promienie nanoczastek w funkgji zawartosci galu ilustruje rysunek
gdzie Ry - promien kuli, Rg - promieri bezwtadnosci, Rs - promien ptaszcza. Zadna

z serii nie wykazala systematycznych ani jednoznacznych zmian.

2.1.3.3 Spektroskopia Mdssbauera

Pomiary mossbauerowskie wykonywano w temperaturze pokojowej na standar-
dowym spektrometrze pracujacym w trybie stalego przyspieszenia ze Zrodtem pro-
mieniowania gamma >’ Co w matrycy Rh (WF UwB). Skale predkosci skalibrowano
przy uzyciu standardowej folii o —Fe. Widma mo&ssbauerowskie analizowano za po-
moca dostepnego komercyjnie pakietu NORMOS [120], wykorzystujac profil Voigta,

bedacy splotem funkcji Lorenza i Gaussa jako ksztalt linii.
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Rysunek 2.13: Widma mossbauerowskie zebrane w temperaturze pokojowej dla (a)
serii MQGay i (b) Gax@M oraz procentowy udziat sktadowych widm (c) MQGay i
(d) Gax@M [46].
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Uklady magnetytu z niewielka domieszka galu wykazywaty dominujaca struk-
ture ferrimagnetyczna. Spektroskopia Mossbauera umozliwila analize rozktadu nad-
subtelnych p6l magnetycznych zwiazanych z atomami Fe w strukturze spinelu oraz
fluktuacji superparamagnetycznych. Rysunek przedstawia widma mdossbau-
erowskie (czarne punkty) zebrane w temperaturze pokojowej dla (a) serii MQGax
i (b) Gax@M nanoczastek typu plaszcz@rdzeri. W wyniku dekonwolugji widm eks-
perymentalnych wyznaczono procentowy udziat skladowych zwiazanych z podsie-
ciami magnetycznymi A (r6zowy trdjkat w dét) i B (niebieski tréjkat w gore), a takze
wolnymi (czerwone koétka) i szybkimi (zielone szeSciokaty) fluktuacjami superpara-
magnetycznymi, odpowiednio dla serii (c) M@Gay oraz (d) Gax@M. Dla lepszej czy-
telnosci udziaty szybkich i wolnych fluktuacji magnetycznych zostaly zsumowane
(czarne kwadraty). Linie maja jedynie charakter orientacyjny. [46]. Rysunki 2.13}-
b przedstawiaja widma eksperymentalne jako rezultat superpozycji rozktadu nad-
subtelnych p6l magnetycznych stowarzyszonych z jonami zelaza ulokowanymi w
pozycjach A i B oraz r6znie dynamicznymi fluktuacjami superparamagnetycznymi.

Nanouklady serii Gax@M ujawnily fluktuacje superparamagnetyczne dla znacz-
nie mniejszych warto$ci x niz nanoczastki typu MQGay. Najsilniejszy wpltyw super-
paramagnetyzmu w badanym zakresie zaobserwowano dla ukladéw z zawarto$cia

Ga w przedziale 0,4 -0, 8.

2.1.3.4 Namagnesowanie

Pomiary namagnesowania wykonywano przy uzyciu magnetometru wibracyj-
nego (Cryogenic Limited) na WF UwB. Krzywe namagnesowania przedstawione na
rysunku[2.14zmierzono w polach magnetycznych o indukgji do 3 T w temperaturze
300 K.

Badania magnetyzacji wskazujq na wysoka wrazliwo$¢ namagnesowania nasy-
cenia nanoczastek plaszcz@rdzen ze wzgledu na lokalizacje ferrytu galu (rysunek
2.14). Najbardziej zauwazalna réznica dotyczy uktadéw o zawartosci galu wyno-
szacej 0,2 zar6wno w rdzeniu, jak i w ptaszczu. Na rysunku warto$¢ namagne-

sowania nasycenia jest znaczaco nizsza, niemal trzykrotnie, w poréwnaniu z [2.14b.
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Rysunek 2.14: Charakterystyki namagnesowania zebrane w temperaturze pokojowej

dla (a) serii M@QGay oraz (b) serii Gax@M.

Przy wyzszych koncentracjach Ga, poczawszy od 0,6, nie obserwuje sie istotnych
réznic w namagnesowaniu, niezaleznie od rozmieszczenia ferrytu galowego.
Charakterystyki chtodzenia w polu zewnetrznym (FC) i chtodzenia w polu ze-
rowym (ZFC) przy H = 0,01 T pozwolily oszacowa¢ odpowiednie temperatury blo-
kowania superparamagnetycznego Tg, ktére wydaja sie by¢ stabo zalezne od loka-
lizacji i stezenia galu w nanoczastkach spinelu. Odpowiednie wartoéci Ty dla nano-
uktadéw do koncentracji x = 0,6 nie przekraczaja 145 K. Czastki nanoferrytéw galu

wykazywatly szybkie nasycenie, ujawniajac pomijalne pola koercji ze spontanicznym

emu

namagnesowaniem w zakresie 10 — 50 z

214 Pomiary kalorymetryczne

Pomiary kalorymetryczne w warunkach nieadiabatycznych zostaty przeprowa-
dzone za pomoca systemu MagneTherm™ (nanoTherics, Staffordshire, Wielka Bry-
tania) na UP w Lublinie. Analiza zostala wykonana metoda skorygowanego na-
chylenia (CSM) [96,121]. Dane pomiarowe opracowano korzystajac z autorskiego
programu dr. hab. Arkadiusza Miaskowskiego z UP w Lublinie. Bardziej szczeg6-

fowy opis metody zawarty zostat w uzupelnieniu: [DODATEK C| W ramach eks-

perymentu, wewnatrz 100,5 ml ostony styropianowej umieszczono 3 ml probéwki
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typu Eppendorf, w ktérych znajdowaly sie 2 ml prébki ferrifluidu. Optymalne para-

metry zmiennego pola magnetycznego to czestotliwosé¢ f = 532 kHz oraz natezenie

mg

H =15 1% Stezenie nanoczastek w badanych prébkach wyniosto 10 %,

a jako
rozpuszczalnik zastosowano eter difenylowy.

Zgodnie z wprowadzeniem teoretycznym zawartym w podrozdziale wspol-
czynnik absorpcji wiadciwej (SAR) mierzy szybko$¢, z jaka energia jest pochfaniana
przez medium. Mozna go réwniez opisa¢ jako zdolno$¢ probki magnetycznej do

absorbowania energii czerpanej z pola magnetycznego (formuta 1.30).

Tabela 2.3: Wspoélczynniki SAR obu serii ptaszcz@rdzen [46].

Prébka | SAR [W/g]
M@Gagp, | 13,45+ 0,19
M@Gagy | 50,1 42,9
M@Gay g | 68,32 + 0,25
M@Gagg | 28,0413
MGGay o | 524 40,17
MaGay 5 | 19,71 0,26
M@Gay 4 | 0,57 0,01
Gap>@OM | 38,99 & 0,08
Gag QM | 4,33 % 0,19
Gay gGM | 3,45+ 0,33

Krzywe grzania poszczegdlnych prébek sa przedstawione na rysunku na-
tomiast wyznaczone wartosci SAR zestawiono na rysunku Wiekszo$¢ testo-
wanych ukladéw nagrzewata sie przez okoto 400 s, a nastepnie byta schtadzana.
Probki Gag ,@M i Gag @M byty podgrzewane przez 100 lub 200 s. Rysunek
ilustruje charakterystyki nagrzewania nanouktadéw, z najwyzsza temperatura osia-

gana przez uklad Gay = 0,8 w rdzeniu.
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Rysunek 2.15: Charakterystyki nagrzewania ferrifluidéw o stezeniu 10 % [46].

Rysunek 2.16: Wspo6tczynniki SAR w funkgji udziatu Ga.
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Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw kalorymetrycznych okre$lono war-
tosci wspoétczynnika absorpcji wlasciwej (SAR). Wyniki zostaly przedstawione w Ta-
beli Badania potwierdzily, ze SAR jest parametrem wysoko czulym na zawar-
tos¢ i lokalizacje galu. Obserwowano wzrost wartosci SAR az do koncentracji galu
x = 0,6 w rdzeniu (Tabela rysunek [122]. Uktad MQ@Gag ¢ wykazywat naj-
wyzszy wynik SAR 68,32 + 0,25 g Otrzymane warto$ci SAR sa poréwnywalne z
tymi, ktére raportowano jako charakteryzujace nanoczastki o udokumentowanych
zastosowaniach biomedycznych [123]].

Podczas rozpraszania nanoczastek w roztworach zaobserwowano w niekto-
rych przypadkach szybkie opadanie czastek, co jest niepozadane w kontekscie zasto-
sowan biomedycznych, gdzie stabilnos¢ i jednorodno$¢ rozproszenia sa kluczowe.

Ponizej przedstawiono przyktady mozliwych przyczyn tego zjawiska:

1. Zaburzenie r6wnowagi surfaktantu: rozpraszanie nanoczastek w jakimkolwiek
medium prowadzi do zaburzenia réwnowagi miedzy ilo$cia surfaktantu obec-
nego na powierzchni nanoczastek, ktéry zapobiega agregacji, a sitami, ktore
sprzyjaja ich agregacji. Surfaktant, ktéry zazwyczaj nie jest chemicznie zwia-
zany z nanoczastkami, ale jedynie zblizony do ich powierzchni, moze w nieod-
powiednich warunkach oddziela¢ sie i przechodzi¢ do roztworu, co prowadzi

do opadania nanoczastek.

2. Efekt sonifikacji: proces polegajacy na zastosowaniu ultradZzwiekéw do rozpra-
szania nanoczastek, moze réwniez prowadzi¢ do odrywania sie surfaktantu od
powierzchni nanoczastek. Intensywne dziatanie ultradZwieké6w moze destabi-
lizowa¢ warstwe surfaktantu, co w konsekwencji przyczynia sie do agregacji i

opadania czastek.

3. Wplyw suszenia i redystrybucji: proces suszenia, a nastepnie redystrybucji na-
noczastek w roztworze, moze negatywnie wptyna¢ na ich stabilnoé¢. Zmiany
w warunkach srodowiskowych podczas tych proceséw moga prowadzi¢ do

destabilizacji rozproszenia nanoczastek, co skutkuje ich agregacja i opadaniem.
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2.1.5 Testy cytotoksycznosci

Badania cytotoksycznosci wykonano na WB UwB. Aby oceni¢ wplyw nanocza-
stek na komorki, przeprowadzono hodowle in vitro z wykorzystaniem komorek
HeLa E| (ATCC-CCL-2) jako modelu nowotworowego oraz fibroblastéw 7| (ATCC-
CRL2106) jako modelu komoérek zdrowych. Przed dodaniem nanoczastek do pod-
foza hodowlanego, proszki nanoczastek byly sterylizowane przez 30 minut w 70%
etanolu, a nastepnie suszone przez noc w temperaturze 60 °C. Procesor ultradzwie-
kowy Hielscher UP50H zostat uzyty do przygotowania zawiesiny nanoczastek w
podiozu hodowlanym (cykl 0,5 s, amplituda 100%, przez 60 s + 3 min w lodzie).
Stezenia nanoczastek w podiozu wynosity 0, 1 %, 0,05 % i0,01 % Kontrolne
kultury komérek HeLa i fibroblastow nie zawieraty nanoczastek. Wszystkie kultury
byly inkubowane w urzadzeniu NuAire NU-5820E (37 °C, 5% CO,, 95% wilgotno-
Sci) w 2 ml podioza MEM (Sigma-Aldrich, nr ref. M4655) z dodatkiem 10% surowicy
plodowej bydlecej (Sigma-Aldrich, nr ref. F7524) i antybiotykéw (penicylina 50 %,
streptomycyna 0,05 %, Sigma-Aldrich, nr ref. P0781). Poczatkowe zageszczenie ko-
moérek wynosito 1,5 x 10° komorek na dotek. Kontrolne i eksperymentalne kultury
hodowano na 12-dotkowych ptytkach, az kontrolne komérki osiagnety 90% konflu-
encji (3 dni dla komoérek Hela i 7 dni dla fibroblastéw). W przypadku fibroblastow,
medium bylo wymieniane po 3 dniach hodowli. Kulture obserwowano na biezaco
przy uzyciu odwréconego mikroskopu fazowego Olympus (CKX 41).

Do zliczania komoérek i oceny ich zywotnosci zastosowano automatyczny licz-
nik komoérek EVEMT (NanoEnTec Inc., Seul, Korea Potudniowa) i barwienie bteki-
tem trypanu [103] przy koricowym stezeniu 0,2% przez 3 minuty. Wplyw nanocza-
stek na metabolizm komorek oceniono za pomoca testu MTT [124] z uzyciem soli

tetrazoliowej (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy, Sigma-

HeL a to linia komérkowa pochodzaca z komérek nowotworowych szyjki macicy.
ZFibroblasty to komérki tkanki tacznej, ktére buduja wtékna kolagenowe i inne komponenty ma-

cierzy zewnatrzkomoérkowej, co jest istotne dla utrzymania struktury i funkcji tkanek oraz proceséw

naprawczych.
3Konfluengja to stan, w ktérym komérki hodowane in vitro pokrywaja cata dostepna powierzch-

nie naczynia hodowlanego.

71



2.1. NANOCZASTKI OTRZYMANE METODA ROZKEADU TERMICZNEGO
ACETYLOACETONIANU ZELAZA (II)

Aldrich, nr ref. M2128) przy stezeniu koficowym 0, 25 % w DPBS (30 minut inku-
bacji w 37 °C). Absorbancje zmierzonego roztworu okres$lano przy A = 570 nm za
pomoca czytnika plytek Lambda E MWG AG BIOTECH. Wyniki zostaty przedsta-
wione jako procent wartosci kontrolnej. Dane z szeSciu niezaleznych eksperymen-
tow wykorzystano do analizy statystyczne;.

Wyniki uzyskane z r6znych metod badawczych analizowano przy uzyciu testu
Shapiro-Wilka w celu sprawdzenia czy dane maja rozkltad normalny, oraz L-testu
Levene’a w celu sprawdzenia homoskedastycznosci wariancji. Poniewaz dane po-
twierdzily te zalozenia, do poréwnania wynikéw wyrazonych jako procent kontroli
zastosowano parametryczny test t-Studenta dla probki o wartosci 1 (100%). W przy-
padku danych, ktére nie wykazywaly rozkladu normalnego, do poréwnania $red-
nich wartoéci grupy kontrolnej i eksperymentalnej uzywano nieparametrycznego
testu U Manna-Whitneya.

Badania in vitro wykazaly, ze hodowle komoérek z dodatkiem nanoczastek nie
roznily sie istotnie pod wzgledem morfologicznym od hodowli komérek Hel a i fi-
broblastéw (rysunek 2.17A-F). Jedyna zauwazalna zmiana w przypadku komoérek
HeLa byla wieksza liczba komorek, ktére po 3. dniach hodowli nie przylegaty do
dna ptytki, zwlaszcza w przypadku prébki Gag @M (rysunek2.17A-C).

Poczatkowo we wszystkich dotkach znajdowato sie 1,5 x 10° % HelLa.
Po inkubacji trwajacej 3 dni, liczba komérek w kulturach kontrolnych osiagnela
+4,1 x 10° l%élrek za$ kultury eksperymentalne zawierajace 0, 1 % nanoczastek
M@Gag ¢ i Gag @M osiagnely odpowiednio 3,96 x 100 i 3,66 x 10° komT?mk, co
stanowilo spadek o okoto 10% liczby komoérek w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Mniejsze stezenia nanoczastek (0,01 % 10,05 %) nie wplynety znaczaco na tempo
wzrostu komorek, cho¢ zauwazono tendencje do spadku tempa wzrostu komoérek

HelLa, zalezna od stezenia nanoczastek (rysunek [2.18).
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Rysunek 2.17: Morfologia badanych komoérek. A — kontrolna kultura HeLa, B — kul-
tura HeLa z roztworem M@Ga ¢ 0 stezeniu 0,01 B8 C - kultura Hela z 0,01 %

ml’
Gag @M, wszystkie po 3. dniach hodowli, D - kontrolna kultura fibroblastow, E

mg

— kultura fibroblastéw z 0,01% M@Gagg, F — kultura fibroblastow z 0,01 5
Gag @M. Strzatki wskazuja odczepiajace sie komorki, skala = 20 ym [46].

73



2.1. NANOCZASTKI OTRZYMANE METODA ROZKEADU TERMICZNEGO
ACETYLOACETONIANU ZELAZA (II)

Rysunek 2.18: Zmiany catkowitej liczby komoérek HeLa w zalezno$ci od zawar-
tosci i rodzaju nanoczastek (% kontroli £ SE). * Test t-Studenta dla pojedynczej
probki = 100%, p < 0,01, n = 6. SE - blad standardowy (ang. standard error) [46].

Rysunek 2.19: Zmiany catkowitej liczby fibroblastow w zaleznosci od zawarto-
Sci i rodzaju nanoczastek (% kontroli + SE). * Test t-Studenta dla pojedynczej
probki = 100%, p < 0,01, n = 6 [46].

74



ROZDZIAL 2. CZESC DOSWIADCZALNA

W przypadku fibroblastéw stwierdzono okoto 20% wzrost ich liczby w hodowli

z nanoczastkami Gag @M przy stezeniach 0,051 0,1 % (rysunek 2.19). Natomiast

nie stwierdzono wptywu M@Ga ¢ na tempo wzrostu fibroblastéw. Poczatkowe za-

5 komorek
5 X 10 T

geszczenie fibroblastéw wynosito 1, na dolek, a po 7 dniach ho-

dowli w warunkach kontrolnych wyniosto 3,14 x 10° % W tym samym czasie

06 komorek i3,68 x 106 komorek

liczba fibroblastéw wzrosta do 3,85 x 1 pod wplywem

Gag @M w stezeniach odpowiednio 0, 05 = 1 i0, 1

Tabela 2.4: Por6wnanie iloéci martwych komoérek w HelLa w kulturze kontrolnej i

kulturze zawierajacej nanoczastki [46].

Nanoczastki
Stezenia nanoczastek [%] M@Gay ¢ Gag @M
% martwych komérek + SE
0,0 (kontrola) 451 +04
0,01 47+0,8 6,0+0,9
0,05 50+1,0 69*+05
0,1 6,1 +0,7 6,5+ 0,7

* Test U Manna-Whitneya, p < 0,01. Warto$ci poréwnano z grupa kontrolna, n = 6.

Po przetestowaniu komérek HelLa podczas 3-dniowej inkubacji, wykazano, ze
ich przezywalno$¢ wynosi ponad 95% dla hodowli kontrolnej i oscyluje na podob-
nym poziomie wartosci (93-95%) dla kultur z nanoczastkami. Liczba komoérek mar-
twych byta sladowo wieksza dla Gag @M przy stezeniu 0,05 1, natomiast dla
M@Gag ¢ nie odnotowano wpltywu na zywotnoé¢ komérek (Tabela 2.4). Przy ho-
dowli kontrolnej fibroblastéw zywotnos¢ komérek po 7 dniach inkubacji wynosi
96%. Nanoczastki M@QGag ¢ nie wptynety na liczbe zywych komoérek, zas Gag @M,

przeciwnie do komérek HeLa, spowodowaty spadek zywotno$ci komoérek przy ste-

zeniu 0,1 % (Tabela .

75



2.1. NANOCZASTKI OTRZYMANE METODA ROZKEADU TERMICZNEGO
ACETYLOACETONIANU ZELAZA (II)

Tabela 2.5: Poréwnanie iloéci martwych komérek w fibroblastach w hodowli kontro-

Inej i zawierajacej nanoczastki [46].

Nanoczastki
Stezenia nanoczastek [%] M@Gag 6 Gag @M
% martwych komoérek + SE
0,0 (kontrola) 3,53 + 0,31
0,01 2,18 £0,39 2,80 +£0,43
0,05 2,70 £0,48 2,40 £ 0,66
0,1 2,64 £ 0,55 1,76 * £ 0,54

* Test U Manna-Whitneya, p < 0,01. Wartosci poréwnano z grupa kontrolna, n = 6.

Na podstawie testu MTT dla komérek HelLa stwierdzono nieznaczny spadek
tempa metabolizmu w hodowli o najwyzszym stezeniu Gag @M (Tabela 2.6). Dla

M@Gag ¢ przy stezeniu 0,05 % stwierdzono nieznaczne zmniejszenie szybkosci

metabolizmu (Tabela 2.6).

Tabela 2.6: Poréwnanie testu MTT dla kultur komérek HelLa zawierajacych nano-

czastki [46].
Nanoczastki
Stezenia nanoczastek [%] M@QGay 6 Gag @M
% kontroli + SE
0,01 101,0 £3,5 98,0 +2,1
0,05 90,0*+£2,3 100,0 £1,4
0,1 103,0 £ 1,1 93,0*+1,2

* Test t-Studenta dla pojedynczej prébki = 1 (100%), p < 0,01, n = 6.
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Tabela 2.7: Poréwnanie testu MTT dla kultur komérkowych fibroblastéw zawieraja-

cych nanoczastki [46].

Nanoczastki
Stezenia nanoczastek [%] M@Gag 6 Gap @M
% kontroli + SE
0,01 98,0 £ 4,4 92,0 +3,8
0,05 123 £ 12 93,0+3,4
0,1 166 * £ 23 110,0 £5,8

* Test t-Studenta dla pojedynczej probki = 1 (100%), p < 0,01, n = 6.

Silniejszy wzrost tempa metabolizmu mozna bylo zaobserwowaé¢ w przypadku
fibroblastow z najwyzszym stezeniem MQGa( 4. Nie odnotowano natomiast zwiek-
szenia tempa wzrostu komorek, ani ich przezywalnosci. W przypadku ukiadu

Gag @M nie zmienito sie tempo metabolizmu fibroblastow (Tabela [2.7).
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2.2 Nanoczastki magnetyczne otrzymane metoda wspo6t-

stracania chlorkéw zelaza (I1) i zelaza (I1I)

2.2.1 Preparatyka probek

Metoda wspolstracania chlorkéw (metoda Massarta) to technika syntezy nano-
czastek magnetycznych, polegajaca na wytracaniu soli zelaza z roztworu przy jed-
noczesnym dodawaniu zasady (rysunek [2.20). Proces ten wyrdznia sie szybka reak-
gja, fagodnymi warunkami oraz mozliwoscia produkcji w duzych partiach, co spra-
wia, ze jest to efektywna technika na skale przemystowa. Jednakze, metoda ta ma
rowniez swoje wady, w tym szeroki rozkiad wielko$ci nanoczastek, niska powta-
rzalno$¢ wynikéw oraz ryzyko utleniania powierzchni, co moze wptywac¢ na jakos¢
konicowego produktu [108,125]. Do badan uzyto ferrytowych nanoczastek domiesz-

kowanych galem zsyntezowanych metoda Massarta [126] na WCh UwB.

Rysunek 2.20: Schemat syntezy nanoczastek metoda wspotstracania z chlorkéw [57].
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Przeprowadzono synteze dwoéch serii nanoczastek. W pierwszej z nich wyko-
nano same rdzenie GaxFe; ,O4, w ktérych Ga byl domieszkowany w zakresie
x = 0,065 -1,5. W drugiej zas rdzenie z ferrytéw galowych z zawarto$cia galu
x = 0,065 - 0,73 optaszczone zostaty chitosanem - chitosan@GayFe3 ,Oy4 (rysunek
2.21)). Chitosan jest naturalnym polisacharydem, ktéry powstaje z chityny, gtéw-
nie wystepujacej w pancerzach skorupiakéw. Jego kluczowe zalety to biozgodnos¢,
ktéra oznacza, ze jest dobrze tolerowany przez organizm ludzki, oraz nietoksycz-
nos¢, dzieki ktérej nie wywoluje szkodliwych reakcji. Wiasciwosci te pozwalaja na
szerokie zastosowanie chitosanu w réznych dziedzinach, np. w hipertermii magne-

tycznej, obrazowaniu czy dostarczaniu lekéw [26,127-129].

Rysunek 2.21: Schemat powlekania nanoferrytéw galowych chitosanem [130].

Procedura powstawania ferrytéw galowych obejmowata kilka kluczowych eta-
pow, z ktérych kazdy odbywat sie w obecnosci argonu. Na poczatku do dwéch kolb
wprowadzono 0,5% roztw6r amoniaku (NHg(,q)). Nastepnie do kolby A i B dodano
wodorotlenku tetrametyloamoniowego (TMAOH). Kolbe A ogrzewano do 40°C i
utrzymywano w tej temperaturze przez 20 minut, podczas gdy kolbe B chtodzono

w lodzie. Kolejnym krokiem byto przygotowanie odpowiednich ilosci reagentéw w

79



2.2. NANOCZASTKI MAGNETYCZNE OTRZYMANE METODA WSPOESTRACANIA
CHLORKOW ZELAZA (II) I ZELAZA (III)

zaleznos$ci od pozadanej zawartosci galu: FeCls, FeCl, oraz Ga(NO3)3. Ilosci FeCl,
i Ga(NOg3); zmienialy sie, natomiast masa FeCl; pozostawata stata. Do kolby A do-
dano FeCls, a do kolby B mieszanine FeCl, i Ga(NO3)3, po czym obie kolby ogrze-
wano w temperaturze 40°C przez 20 minut. Po tym czasie roztwory z kolb A i B fa-
czono, a calo$¢ ogrzewano do 80°C, utrzymujac te temperature przez 30 minut. Na-
stepnie mieszanine pozostawiano do schfodzenia na wolnym powietrzu do okoto
40°C. Po schtodzeniu, do kolby przyktadano magnes w celu oddzielenia nanocza-
stek od zbednego roztworu, a pozostatoé¢ zalewano acetonem, pozostawiajac na 24
godziny. Proces wymiany acetonu powtarzano przez kolejne 3 dni, az uzyskano
przezroczysty roztwor. Po zakoniczeniu przemywania, osad przenoszono do wy-
parki prézniowej na 10-15 minut, uzyskujac suche nanoczastki w postaci proszku.
W celu otoczenia chitosanem nanoferrytéw galowych dodawano je do roztworu
sktadajacego sie z dejonizowanej wody z dodatkiem wodorotlenku tetrabutyloamo-
niowego (TBAOH), nastepnie rozpraszano w nim nanoczastki za pomoca miesza-
dia magnetycznego. Réwnoczeénie sporzadzano roztwor, mieszajac dejonizowana
wode z kwasem octowym (CH3COOH), po czym dodawano do niego chitosan.
Otrzymany roztwor chitosanowy wprowadzano kroplami do roztworu zawieraja-
cego nanoczastki. Cala mieszanine mieszano przez 1 godzine w temperaturze po-
kojowej. Po tym czasie roztwoér przemywano etanolem oraz dejonizowana woda, a

nanoczastki poddawano suszeniu w piecu przez cata noc w temperaturze 60°C.

2.2.2 Ocena morfologii nanoczastek

Warunki pracy podczas kolekcji zdje¢ TEM i SEM, podobnie jak szczegéty do-
tyczace aparatury oraz sposobu opracowania otrzymanych danych, opisano w pod-
rozdziale[2.1.2] Ponizej przedstawiono zdjecia TEM dwéch probek nanoferrytéow ga-
lowych: jedna z udziatem galu x = 0,33 bez otoczki chitosanowej (rysunek 2.22h), a
druga o koncentragji galu x = 0, 6 z otoczka chitosanowa (rysunek 2.22b).

Na obrazie TEM nanoczastek Gag 3z bez otoczki chitosanowej (rysunek [2.22p)
przewazaja frakcje nieregularnie sferycznych i niejednorodnych pod wzgledem

ksztaltu czastek. Ich rozkltad wielkosci jest dos¢ szeroki, co wskazuje na polidysper-
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Rysunek  2.22: Obrazy TEM nanoukladoéw: Gags3Fer ;04 (a) i
chitosan@Gag gFe; 4O4 (b).

syjny efekt procesu syntezy. Nanoczastki wykazuja wyrazna tendencje do tworze-
nia duzych agregatéw, ktére moga powstawac¢ wskutek oddzialywant magnetycz-
nych oraz sit van der Waalsa. Na rysunku czerwonym koétkiem oznaczono ob-
szary wolne od agregacji, gdzie wida¢ wyrazne rozdrobnienie czastek. Pojawia sie

tu struktura podobna do typowej dla fraktali masowych.

Drugi obraz TEM przedstawia nanoczastki Ga0,6 z otoczka chitosanowa (rysu-
nek [2.22b). Zaobserwowano, ze podobnie jak w przypadku probek bez otoczki, na-
noczastki te sa réwniez o niejednorodnym ksztalcie, jednak ich agregacja r6zni sie
istotnie. Otoczka chitosanowa moze wplywac na sposéb, w jaki nanoczastki tworza
agregaty, co sugeruje mozliwos¢, ze chitosan nie otacza poszczegélnych nanocza-
stek, lecz skleja wieksze skupiska, tworzac bardziej zwarte i homogeniczne struk-
tury. W idealnej sytuacji, gdzie polisacharyd otacza pojedyncze nanoczastki, otoczka
chitosanowa powinna pelni¢ role stabilizujaca, zmniejszajac oddziatywania miedzy

nanoczastkami i hamujac tworzenie sie duzych agregatéw.

Obrazy SEM (rysunek [2.23) pokazuja, ze nanoczastki wykazuja tendencje do

tworzenia nieregularnych agregatow, co stanowi niezalezne potwierdzenie wyni-

81



2.2. NANOCZASTKI MAGNETYCZNE OTRZYMANE METODA WSPOESTRACANIA
CHLORKOW ZELAZA (II) I ZELAZA (III)

kéw TEM. SEM umozliwia takze lepsza wizualizacje powierzchni agregatow, ktéra

jest nieréwna, co sugeruje, ze nanoczastki nie sa dobrze rozproszone.

Rysunek  2.23: Obrazy SEM  nanoukladow:  GagzzFer 704 (a) i
chitosan@Gay gFep 4O4 (b).

Obraz SEM nanoczastek chitosan@Gay ¢ (rysunek [2.23b) przedstawia mniejsze
agregaty w poréwnaniu do prébki bez chitosanu (rysunek [2.23p). Zaobserwowac
mozna bardziej ziarnista strukture powierzchni ukladéw, co moze wskazywaé na

obecno$¢ dodatkowej warstwy, czyli chitosanu na powierzchni nanoczastek.

2.2.3 Ocena uporzadkowania krystalicznego i magnetycznego
2.2.3.1 Dyfraktometria rentgenowska i neutronowa

Pomiary dyfrakcji rentgenowskiej wykonano na WF UwB, za$ dane neutronowe
zebrano w IJNR w Dubnej. Informacje na temat zastosowanej aparatury oraz spo-

sobu analizy zebranych danych zostaly przedstawione w podrozdziale2.1.3.1
Na rysunku przedstawiono dyfraktogramy rentgenowskie dwoéch serii na-

noczastek.
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Rysunek 2.24: Diagramy rentgenowskie zebrane w temperaturze pokojowej: (a) seria

bez chitosanu; (b) seria otoczona chitosanem.

Przeprowadzono badania serii nanouktadéw, analizujac ich homogeniczno$¢. Se-

ria nanoferrytéw galowych bez otoczki chitosanowej (rysunek 2.24a) okazata sie jed-
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nofazowa do skladu z x = 1. Rysunek [2.24p przedstawia dyfraktogramy nanoukta-
dow z otoczka chitosanowa, gdzie we wszystkich przypadkach zaobserwowano jed-

nofazowosé.

Rysunek 2.25: Rentgenogram uktadu Gaj sFe; 504 (a), diagram r6znicowy Igps—Iq1c

(b).

Rysunek przedstawia rentgenogram uktadu z najwieksza zawartoscia galu
Gaj 5Feq 504, ktory okazat sie dwufazowy oraz diagram réznicowy z bardzo niskim

Rwp. Widag, ze druga faze az w 45% stanowi getyt - aFeO(OH). Czynnik dobroci
opisu pr wyraza sie formula zawarta w uzupetnieniu:[ DODATEK B
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Rysunek 2.26: Parametry sieci (a) oraz rozmiary krystalitow (b) w funkcji zawartosci

galu.

Rysunek 2.26a przedstawia zalezno$¢ parametru sieci od koncentracji galu obu
serii pomiarowych. Wida¢, ze w kazdej z serii wartoé¢ parametru sieci maleje wraz

ze wzrostem zawarto$ci galu. Mozna réwniez zauwazy¢, ze parametr a jest systema-
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tycznie mniejszy w stosunku do izostrukturalnych nanoukltadéw bez otoczki chi-
tosanowej. Rysunek ilustruje rozmiar krystalitéw w funkgji zawartosci galu.
Wielko$ci nanoczastek mieszcza sie w zakresie od 11 do 15 nm. Rozmiary czastek
nieznacznie maleja z rosnaca zawarto$cia galu, co oznacza, ze metoda wspotstraca-

nia chlorkéw pozwala na stosunkowo niewielki rozrzut wielkosci nanoczastek.

Rysunek 2.27: Diagramy neutronowe nanoferrytéw galowych bez otoczki chitosa-

nowe;j.

Na rysunku zaprezentowano neutronogramy serii nanoferrytéw galowych
nieotaczanych chitosanem. Mozna zauwazy¢, ze uklady o matej zawartosci galu sa
jednofazowe. W ukladach o zawartodci galu x = 1 i wyzszej pojawia sie rombowa
faza — getyt. Wyniki z dyfrakcji neutronowej sa spéjne z wynikami pomiaréw rent-
genowskich.

Rysunek pozwala przeanalizowa¢ opracowanie danych neutronowych dla
uktadu Gag 73Fe; o704 w temperaturze 10 K. Zaznaczono refleksy, w tym szczego6l-

nie refleks (200), charakterystyczny dla uktadu zdazajacego do ferromagnetycznego
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uporzadkowania. Refleksy czule na obecno$¢ wakanséw tlenowych zostaly zazna-
czone na czerwono, natomiast wrazliwe na obsadzenia w podsieciach kolejno (220)

- A 1(222) - podsieci B - na niebiesko.

Rysunek 2.28: Opracowanie neutronogramu uktadu Gag 73Fe; o704 zarejestrowa-
nego w 10 K (a) oraz zalezno$¢ momentu magnetycznego zelaza w miejscu wyste-

powania w funkcji zawarto$ci galu serii nieotoczonej chitosanem (b).

Rysunek przedstawia zalezno$¢ pozycyjnych momentéw magnetycznych
przypadajacych na jony zelaza o r6znej warto$ciowosci w zaleznosci od zawartos$ci
jonéw galu w ukladzie. Na grafice przedstawiono wartosci bezwzgledne momen-
tow magnetycznych, z ktérych wiekszy stowarzyszony jest z ferromagnetycznym
uloZzeniem spinéw, natomiast mniejszy - z antyferromagnetycznym uporzadkowa-
niem spinowym. W obu podsieciach obserwuje sie spadek momentéw magnetycz-
nych, z wyraZnie mniejszym momentem w podsieci tetraedrycznej. Wskazuje to na
tendencje ukladu ferrimagnetycznego do przejScia w ferromagnetyczny uklad jed-
nopodsieciowy. Tego rodzaju przejscie fazowe mozna rozwaza¢ od sktadu x = 0,86.
Spadek momentu magnetycznego wynika z podstawiania jonu magnetycznego ga-
lem, ktéry jako jon niemagnetyczny ekranuje oddzialywania wymienne zelazowo -

zelazowe, przez co réwniez ostabia oddzialywania dipolowo - dipolowe.
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Rysunek 2.29: Relacje reflekséw rentgenowskich i neutronowych % (a) oraz % (b)

w funkcji zawartosci galu.

Wykresy 2.29a,b przedstawiaja stosunki natezen reflekséw E—ig oraz E—ig, uzyska-

nych z dwéch réznych technik dyfrakcyjnych. Analiza tych stosunkéw pozwala na

okreslenie preferencji lokowania sie galu w podsieciach kationowych. Zjawisko to
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omoéwiono szczegélowo w podrozdziale 2.1.3.1, W przypadku relacji E—ig widoczny

jest wzrost wartosci zaleznosci rentgenowskich, podczas gdy zalezno$ci neutronowe
maleja, co potwierdza preferencyjne lokowanie galu w podsieci tetraedrycznej. Do-
datkowym faktem wzmacniajacym ten wniosek jest brak systematycznych zmian na

grafice 2.29b, czyli niezmienne obsadzenie w sieci oktaedryczne;j.

Rysunek 2.30: Relacje reflekséw rentgenowskich i neutronowych ﬁ—ié oraz ﬂ—i(l) w

funkcji zawartosci galu.

Stosunki intensywnodci reflekséw, ktére umozliwiaja ocene obecnosci wakan-
sOw tlenowych, przestawiono na rysunku Z analizy danych rentgenowskich
wynika, ze obserwowany jest pewien rozrzut wartosci, natomiast dane neutronowe
oscyluja wokot stalej wartosci. Z pomiaréw neutronowych wynika, ze w badanych

ukladach nie stwierdzono obecnosci wakanséw tlenowych.

2.2.3.2 Malokatowe rozpraszanie neutronéw

Szczegodtowe informacje na temat sprzetu oraz metody analizy uzyskanych da-

nych zostaly opisane wczesniej w podrozdziale 2.1.3.2\ Dane zbierano w ten sam
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sposob, tj. przy uzyciu spektrometru YuMO, i w tych samych punktach temperatu-
rowych.

Nanoferryty galowe, zaré6wno bez otoczki chitosanowej, jak i oplaszczone, nie
wykazaly jednorodnego ksztaltu. Serie pomiarowe I(Q) dobrze opisywaty modele:
Guiniera-Poroda (formuta [1.23), fraktali masowych (wzoér oraz GelFit (wyra-
zenie [1.25). Ostateczna analiza danych zostata przeprowadzona w oparciu o model
GelFit, ze wzgledu na jego najlepsze dopasowanie do wynikéw eksperymentalnych,
co umozliwilo okreélenie rozmiaru nanoczastek. Wszystkie analizowane proébki za-
chowywaly stabilno$¢ rozmiaréw w calym zakresie temperaturowym. Wyniki po-

miaréw, ktére obejmowaty 146 punktéw (npts), zostaly zestawione w tabeli

Tabela 2.8: Wyniki pomiaréw SANS opisanych modelem GelFit.

Numer Prébka Temperatura [°C] | Rozmiar nanoczastek [A] %zts
20 882+ 1,6 15
30 889 +17 12
1 FE304

40 887 + 1,6 15
50 893+1,6 13
20 101,6 £ 1,0 14
30 102,2 + 1,0 1,2

2 Gayg,ps5F€2,93504
40 102,5+ 1,0 14
50 102,0 £ 1,0 1,2
20 1346 +1,1 4,8
30 1347 + 1,1 45

3 Gap,13Fez 8704
40 135,0 £1,1 4,7
50 1344+ 1,1 50
20 1265 +1,1 4,6
) SR 30 126,8 £ 1,0 4,7

apFe
02Fe2504 40 127,1+£1,1 44
50 1274+ 0,9 44
20 116,6 +1,9 L8
5 e 30 1159 +£1,8 18
ag e Fe

0,26Fe€2,7404 40 116,4 + 2,0 16
50 116,8 + 1,9 15
20 1082 + 1,3 1,6
30 108,8 + 1,3 16

6 Gap 33Fe 6704
40 108,9 + 1,3 16
50 1085+ 1,3 1,7
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20 11,3+17 12
30 1137 +1,8 12
7 Ga0,4Fe2,604
40 1120+17 14
50 1100 + 1,7 15
20 1085 + 1,6 12
30 1075+ 1,6 14
8 Gag46Fer5404
40 106,7 £ 1,5 14
50 1079 £ 1,6 14
20 1057 £ 1,8 15
; oo 30 1051+ 1,8 16
a e
0,53Fe2,4704 40 104,8 + 1,8 17
50 1056 +1,9 17
20 11,7 £1,3 16
30 11,6 +1,3 16
10 GapeFes 404
40 11,1+13 18
50 112,6 + 1,4 17
20 102,5 + 1,6 11
30 102,8 + 1,6 11
11 Gag,g6Fe2,3404
40 1020+ 1,6 11
50 1023 + 1,6 10
20 89,0 +1,2 13
. e o 30 88,4+1,2 13
a e
0,73F€2,2704 40 88,64 1,2 14
50 89,8 +1,3 1,6
2 103,6 + 1,8 12
30 102,0 £ 1,6 14
13 GaggFe; 204
40 1032+ 1,8 14
50 1032+1,7 13
20 1044 +15 13
30 104,4 + 1,6 15
14 GaggsFep 1404
40 1049 + 1,6 12
50 1053 £ 1,6 14
20 99,7 £1,3 11
30 1000 £1,3 12
15 Gag,92Fe 0804
40 100,2 + 1,3 14
50 1012+14 15
20 1012 +1,2 1,0
20 100,6 41,2 11
16 GaFe, Oy
40 1014 +1.2 1,0
50 102,0 £1,3 1,0
20 91,6 £0,9 1,0
30 92,1 +0,9 1,2
17 Gay,1Fe; 9Oy
40 92,4+1,0 12
50 921+1,0 12
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20 90,0 £ 0,7 15
30 90,0 £ 0,7 1,3
18 Ga1,2F91,804
40 89,9 +£0,7 1,2
50 90,5+ 0,8 1,2
20 95,7+ 1,1 1,1
30 973 +1,2 1,3
19 Gaj3Fe; 704
40 96,1 +1,1 1,3
50 96,8 £1,1 1,1
20 101,94+1,3 1,3
20 Car Fer O 30 101,7+1,3 1,5
ajp 4Fe
TATTLOT 40 1021+ 13 14
50 102,8 £1,3 1,2
20 105,9 +1,3 1,6
30 105,6 1,2 15
21 Gay sFe 504
40 105,9 +1,2 15
50 105,4 +1,2 1,7
20 93,6 1,7 1,1
30 9334+1,7 1,1
22 chitosan@Fe30y
40 93,6 +1,8 1,1
50 932 +1,8 1,1
20 1012 +1,2 1,7
- hi ac . o 30 101,54+1,2 1,8
chitosan a e
0065729354 40 102,8 + 1,2 18
50 101,8 £1,2 2,0
20 1045+ 1,3 1,7
30 1054 +1,3 1,8
24 chitosan@Gayg 13Fe; 8704
40 1056 +1,3 1,6
50 1053 +1,3 1,7
20 106,0 1,1 2,1
30 1073+ 1,1 2,0
25 chitosan@GagrFe; Oy
40 106,8 1,1 2,0
50 106,2 + 1,1 2,5
20 103,6 = 1,7 2,2
30 1035+ 1,7 2,2
26 chitosan@Ga0,26Fez,74O4
40 1032+ 1,7 2,1
50 1045+ 1,7 2,1
20 103,0 2,1 2,0
- N QCaFer O 30 103,8 £ 2,1 1,9
chitosan@Ga, e
033267 10 1036 + 2,2 22
50 105,2 +2,2 2,1
20 1020 £ 1,1 24
30 101,9 +£1,2 2,5
28 chitosan@Gag 4Fe; Oy
40 102,7 £ 1,2 2,5
50 102,6 = 1,2 2,7
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20 103,8 +£2,0 1,2
30 1034 +2,0 1,2
29 Chitosan@Gao,46Fe2,54O4
40 103,7 £ 2,0 14
50 1043+ 2,1 14
20 1040+ 1,1 19
30 1044 +1,1 18
30 chitosan@Ga0,53Fe2,47O4
40 104,7 +£1,2 19
50 1045+ 1,1 19
20 1139+ 1,2 2,7
30 1143+ 1,2 2,8
31 chitosan@Gag ¢ Fe; 4Oy
40 1140+ 1,2 2,7
50 1142 +1,2 2,8
20 949+ 1,2 14
30 947+ 1,1 15
32 chitosan@Gag ¢ Fe) 3404
40 96,0+ 1,3 14
50 96,5+ 1,3 15
20 1009 £ 2,0 2,2
30 102,1 +£2,0 24
33 chitosan@Gao,73Fe2,27O4
40 101,7 £ 2,0 2,3
50 103,6 + 2,1 2,2

Rysunek 2.31: Dane SANS zebrane w 40°C wraz z modelami opisujacymi wybrane
nanoferryty galowe bez otoczki chitosanowej. Dane eksperymentalne (symbole),

opracowanie modelowe (linie ciagle).
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Rysunek 2.32: Dane SANS zebrane w 40°C wraz z modelami wybranych prébek:
(a) bez otoczki chitosanowej oraz (b) otoczonych chitosanem. Punkty pomiarowe

(symbole), opracowanie modelowe (linie ciagte).

Charakterystyki I(Q) wraz z dopasowanymi modelami przykltadowych na-
noukladéw z rézna zawartoscia Ga bez otoczki chitosanowej zaprezentowano na

rysunkach2.31|oraz[2.32a. Grafika[2.32b dotyczy nanoferrytéw galowych pokrytych
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chitosanem. Prezentowane dane zostaty zebrane w temperaturze 40°C.

Rysunek 2.33: Zalezno$ci temperaturowe rozmiaréw nanoczastek ukladow:

Ga0,73Fe2,27O4 oraz chitosan@Ga0/73Fe2,27O4.

Rysunek 2.34: Rozmiary nanoczastek w funkcji koncentracji galu.

Zalezno$¢ rozmiaru nanoukladéw o zawartosci x = 0,73 w czterech punktach
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temperaturowych zestawiono na rysunku Poréwnano tu nanoferryty o takiej
samej zawartosci Ga z otoczka chitosanowa oraz nieoptaszczonych. Zaobserwowano,
ze dla probki Gag 73Fe; o704 rozmiar pozostaje niezmienny w granicach niepewno-
Sci pomiarowej. W przypadku probki powleczonej chitosanem zauwazono tenden-
cje wzrostowa tego parametru.

Wykres przedstawia charakterystyke rozmiaréw nanoczastek w funkcji za-
wartosci galu. Zadna z serii nie wykazata systematycznych, ani jednoznacznych

zmian.

2.2.3.3 Spektroskopia Mdssbauera

Pomiary mossbauerowskie wykonywano na WF UwB. Dokladny opis zastoso-

wanej aparatury oraz metod analizy zebranych danych znajduje sie w podrozdziale

2133

Rysunek 2.35: Widma mossbauerowskie zebrane w RT dla serii nanoczastek bez chi-

tosanu (a) i (b) oraz otoczonych chitosanem (c).

Badania mossbauerowskie zostaly przeprowadzone wylacznie dla uktadéw jed-

nofazowych z udzialem Gayx w zakresie x od 0 do 1, co przedstawiono na rysunku

W ukfadach pozbawionych chitosanu (rysunek 2.35a,b) obserwuje sie szybsze
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powstawanie stanu superparamagnetycznego. Juz przy x = 0 mozna zauwazy¢ wy-
razny dublet superparamagnetyczny, podczas gdy w uktadach z chitosanem dublet
ten staje sie widoczny dopiero przy koncentracji 0,065 (rysunek 2.35¢).

Na rysunkach ,b w widmach mossbauerowskich skrajnie lewe linie absorp-
cyjne (dla predkosci z przedziatu od -7 do -6 ®{® - pogladowa dzielaca czarna cia-
gla linia na rysunku a), zwigzane sa z zelazem zajmujacym kolejno pozycje tetra-
edryczne i oktaedryczne. Natezenie linii zwiazanej z zelazem w pozydji tetraedrycz-
nej maleje wraz ze wzrostem koncentracji Gay, co jest efektem zajmowania tej pozycji
przez gal. Zmiany obserwowane w strukturze nadsubtelnej sa kluczowe dla zrozu-
mienia wlasnosci magnetycznych badanych ukltadéw. Szczegdlnie istotne jest to w

kontekscie r6znic w odpowiedzi magnetycznej uktadéw z i bez chitosanu.

Rysunek 2.36: Widma mdossbauerowskie zebrane w RT dla uktadéw Gag 73Fe; 2704

(a) oraz chitosan@Ga 73Fe; 2704 (b).

Rysunek dotyczy uktadéw z zawartoscia Gax = 0,73 nieoptaszczonego (a) i
z otoczka chitosanowa (b). Analiza pokazuje, iz struktura magnetyczna tego mate-
riatu jest dwupodsieciowa, co wplywa na jego wlasciwosci magnetyczne. W przy-
padku ukladu z chitosanem zaobserwowano znaczacy wzrost udziatu superpara-
magnetyzmu, ktéry w tym przypadku odgrywa role dominujaca. W poréwnaniu
z innymi badanymi prébkami, uklad ten wykazuje wyjatkowo wysoka stabilnos¢

magnetyczna. Na podstawie analizy wynikéw uzyskanych z réznych technik po-
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miarowych, chitosan@Gag 73Fe; ,704 wydaje sie najbardziej obiecujacy pod katem

potencjalnych zastosowar biomedycznych.

2.2.3.4 Namagnesowanie

Pomiary namagnesowania wykonywano na WF UwB. Szczegétowe informacje

na temat uzytej aparatury oraz metody analizy uzyskanych danych zostaty przed-

stawione w podrozdziale2.1.3.4

Rysunek 2.37: Charakterystyka namagnesowania w stosunku do zewnetrznego pola
magnetycznego zebranego w temperaturze 2 K (a) oraz 300 K (b) serii otoczonej

chitosanem.

Na rysunku prezentujacym magnetyzacje w temperaturze 2 K mozna za-
uwazy¢ obecnos¢ pol koercji, podczas gdy w temperaturze pokojowej (rysunek[2.37b)
sa one zaniedbywalnie mate. Obserwowane materialy to miekkie magnetyki, ktére
szybko osiagaja stan nasycenia magnetycznego. W przypadku probki z zawartoscia
galu 0,73 namagnesowanie jest wyraZnie wyzsze niz w przypadku czystego magne-
tytu. Moze to wynika¢ z réznic w strukturze magnetycznej - uporzadkowanie fer-
romagnetyczne niemal jednopodsieciowe materialu. Dodatkowa przyczyna takiej
odpowiedzi magnetycznej moze by¢ duzo wiekszy udziat medium organicznego w
ukladzie Fe3Oy, co powoduje obnizenie sygnatu magnetycznego w przeliczeniu na

jednostke masy probki. Taka pozornie wieksza masa nanomateriatu optaszczanego
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organika wplywaé bedzie rowniez na pozostate parametry szacowane z pomiaréw
namagnesowania. W temperaturze 2 K koercja wskazuje na obecnos¢ stabilnego po-

rzadku spinowego znikajacego w wyzszych temperaturach.

Rysunek 2.38: Temperatury blokowania superparamagnetyzmu nanoferrytéw galo-

wych. Wyniki dla nanoczastek o rozmiarze ponizej 10 nm pochodza z pracy [45].

Analizujac serie pomiarowa, wyznaczono temperatury blokowania superpara-
magnetyzmu (Tg). Wartos¢ Tg zmienia sie w zaleznosci od wielko$ci nanoczastek
oraz od rodzaju zastosowanej otoczki organicznej. Sredni rozmiar nanoczastek w
zaleznosci od kompozycji ukladu w serii, wyznaczony na podstawie badan rentge-
nowskich, nie wykraczal poza zakres od 11 do 15 nm. Na rysunku zestawiono
poréwnawczo wyniki wlasne oraz referencyjne, dotyczace badar nanoczastek o roz-
miarach nieprzekraczajacych 10 nm. Ponadto w pomiarach poréwnawczych stoso-
wano otoczke (PMAO) [45]. Wyraznie wida¢, ze powloka organiczna wptywa na od-
dzialywania miedzy nanoczastkami, co modyfikuje ich wlasciwosci magnetyczne.
Wartosci Tg dla badanych probek sa wyraznie wyzsze niz dla prébek referencyjnych,

co mozna powiazac¢ z wiekszym rozmiarem nanoczastek i r6znicami w preparatyce.
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2.24 Pomiary kalorymetryczne

Badania kalorymetryczne przeprowadzono na UP w Lublinie. Metoda pomia-
rowa, opis aparatury oraz sposob opracowania otrzymanych danych sa tozsame z
podrozdzialem oraz uzupelniajacymi informacjami zamieszczonymi w pracy

pod nazwa [DODATEK C|

Wyniki otrzymano dla dwéch serii pomiarowych obejmujacych nanoferryty ga-

lowe bez chitosanu oraz z otoczka chitosanowa. W obydwu seriach zastosowano
zmienne pole magnetyczne o parametrach f = 523 kHz oraz H = 15,3 kFA Zawiesiny
ferrifluidéw badano w trzech réznych stezeniach: 11,2 %, 5 % i2,8 % w $rodo-
wisku dejonizowanej wody. Najefektywniejsza kalorymetrycznie prébka
Gag 73Fej o704 badana byta dodatkowo przy réznych konfiguracjach parametrow
zmiennego pola magnetycznego [58]. Kazdy pomiar trwat okoto 900 s, z czego 700 s
przeznaczono na grzanie, a 200 s na chtodzenie. Kazdy pomiar powtérzono trzy-
krotnie. W celu lepszego rozproszenia nanoczastek, przed pomiarem kazda prébke
ferrifluidéw umieszczano na kilka sekund w tazni ultradZwiekowej. Wspotczynniki
absorpcji swoistej (SAR) systematycznie wyznaczono w oparciu o formute

Krzywe grzania obu serii pomiarowych o stezeniu 11,2 F% zestawiono porow-

nawczo na rysunku [2.39
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mg

= bez chito-

Rysunek 2.39: Charakterystyki nagrzewania probek o stezeniu 11,2

sanu (a) i z otoczka chitosanowa (b).
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Wykresy [2.40| 2.41) [2.42| prezentuja wyniki pomiaréw kalorymetrycznych obu

analizowanych serii nanoferrytéw galowych. Prébki o zawartosci Ga powyzej
x = 0,73, mimo wyznaczonych, do tego atrakcyjnie wysokich, wspétczynnikéw
SAR, nie przedstawiaja realnej biomedycznej wartosci aplikacyjnej. W $wietle badan
dyfrakcyjnych wymienione nanouklady nie sa homogeniczne, co dyskwalifikuje je

pod wzgledem klinicznym.

Na rysunku zaobserwowano tendencje wzrostowa wspoélczynnika SAR w
obu seriach — zar6wno z chitosanem, jak i bez — w miare wzrostu zawartosci x - Ga.
W zakresie koncentracji galu x = 0 — 0,73 najwyzszy wsp6lczynnik SAR: 41,1 +

1,6 % w serii z chitosanem wykazywata probka chitosan@Gag 73, natomiast w serii

w.

bez chitosanu najwyzsza warto$¢ uzyskiwano dla ukfadu Ga0,6: 34,0+ 2,6 e

Rysunek 2.40: Zmienno$¢ SAR z rosnacym udziatem galu dla prébek o stezeniu

11,2 28
m
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Rysunek 2.41: Charakterystyki SAR w funkcji zawartosci galu dla prébek o stezeniu

mg
508

Rysunek 2.42: Zalezno$ci SAR od koncentragji galu probek o stezeniu 2,8 %
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Wykres przedstawia fluktuujace warto$ci SAR w serii nanoczastek optasz-
czanych chitosanem, z og6lna tendencja wzrostowa w funkgji rosnacej koncentra-
i galu. Najwyzszy wspélczynnik SAR w tej serii wynosit 57,5 £ 2,7 % i doty-
czyt sktadu chitosan@Ga . W przypadku serii bez chitosanu, tendencja wzrostowa
ujawniala sie przy x = 0,53, a najwieksza wartos¢ SAR: 69,3+1,9 % — osiagana byta
przez uklad Gag 73.

Na wykresie wida¢, ze w serii z chitosanem wspélczynnik SAR systematycz-
nie ro$nie wraz ze wzrostem udziatu Ga, z najwyzsza wartoscia 60,6 =+ 3,2 g dla

probki chitosan@Gag 6. W serii bez chitosanu wspétczynnik SAR zaczyna rosnac

od x = 0, 2, osiagajac maksymalna wartos¢ 83,4 £ 2,2 g dla probki Gag 73.

Tabela 2.9: Wspoétczynniki SAR probki Gag 73Fe; 5704 w funkdji czestotliwosci pola

i stezenia ferrifluidu.

Czestotliwosé [kH SAR [%]
estotliwos¢ [kHz] 25 % s % 2 %
108,5 5414+1,6
163,0 345+6,5
327,0 559+34 | 730+£1,8
532,0 834+22 |693+19 |301+22
617,5 28,1+0,3

Z analizy danych przedstawionych na rysunkach (2.40} 2.41} [2.42) wynika, Ze naj-

bardziej obiecujacym biomedycznym materiatem jest Gag 73Fe; 704. Nanoczastki
te wykazaly najwyzszy wspoélczynnik SAR w calej serii pomiarowej przy stezeniu
2,8 % (f =532 kHz; H = 15,3 %). Uktad konsekwentnie przebadano w réznych
konfiguracjach zmiennego pola magnetycznego. Wyniki przedstawiono w tabeli
i na rysunku Zaobserwowano, ze przy najmniejszym stezeniu tych nanocza-
stek wspolczynnik SAR ro$nie wraz ze wzrostem czestotliwosci. Przy czestotliwosci
532 kHz zauwazono, ze wraz z malejacym stezeniem ferrifluidu zawierajacego Gag 73,

wartosci wspoétczynnika SAR rosna.
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Rysunek 2.43: Zalezno$ci SAR probki Gay 73Fe; o704 jako funkgje czestotliwosci i

stezenia ferrifluidu.

Warto zauwazyé, ze 2, 8 18 jest najblizsze typowym stezeniom klinicznym [131].
y mi ) ) ypowy y

2.2.5 Testy cytotoksycznosci

Badania cytotoksycznosci wykonano na WB UwB. Fibroblasty (ATCC-CRL-2106)
i komoérki HeLa (ATCC-CCL-2) utrzymywano w atmosferze 5% CO, i wilgotnej
w podiozu MEM (M4665, Sigma-Aldrich) zawierajacym 10% surowicy plodowej
bydlecej (F7524; Sigma-Aldrich), 50 % penicyliny i 50 %gl streptomycyny (P0781,
Sigma-Aldrich) w temperaturze 37 °C w inkubatorze (NUAIRE NU-5820E). Ko-
morki wysiewano w ilosci 1 x 1051%%?1( na plytki 12-dotkowe i pozostawiano na
noc w celu uzyskania przyczepnosci. Kultury kontrolne (bez nanoczastek) i kultury
eksperymentalne (z nanoczastkami w stezeniu 0, 1 %, 0,05 % 10,01 %) hodo-
wano do momentu osiagniecia 95% zbiezno$ci kultur kontrolnych. Proszki nano-
czastek sterylizowano w 70% etanolu przez 30 min i odparowywano do sucha w

temperaturze 60°C przez noc przed dodaniem do podioza hodowlanego. Do przy-

gotowania zawiesiny nanoczastek w podtozu hodowlanym uzyto homogenizatora
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ultradZwiekowego Hielscher UP50H (cykl 0,5 s, amplituda 100% przez 60 s + 3 min
w lodzie).

Liczenie komorek i ocene zywotnos$ci przeprowadzono przy uzyciu automatycz-
nego licznika komoérek EVEMT (NanoEnTec Inc., Seul, Republika Korei). Aby okre-
sli¢ ilos¢ zywych komorek poprzez znakowanie tylko martwych komoérek, jako barw-

nik zastosowano btekit trypanu o stezeniu 0,2%.

Cytotoksycznos$é badanych nanoczastek oceniano metoda kolorymetryczna z uzy-
ciem bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylo-2H-tetrazolium (MTT, M2128,
Sigma-Aldrich). Komoérki inkubowano w PBS z MTT o stezeniu 5 % przez 0,5 go-
dziny. Nastepnie medium usunieto, a krysztaly formazanu rozpuszczono w 0,5 ml
dimetylosulfotlenku (DMSO) z 0,01 ml buforu Sorensena (0,1 M glicyny z 0,1 M
NaCl, pH 10,5). Absorbancje mierzono przy dlugosci fali A = 570 nm za pomoca

czytnika plytek Lambda E firmy MWG AG BIOTECH.

Dane z szeSciu niezaleznych powtérzer analizowano za pomoca testu W Shapiro-
Wilka w celu okreélenia rozktadu normalnego danych oraz testu L Levene’a w celu
sprawdzenia, czy wariancje sa homoskedastyczne. Rozktad danych dla wszystkich
wynikéw byt normalny, a wariancje byty jednorodne, dlatego do poréwnania réz-
nic miedzy Srednimi zastosowano jednokierunkowa analize wariancji, stosujac test
post-hoc Tuckeya w celu uzyskania odpowiedniej istotnej réznicy. Za statystycznie
istotne r6znice uznawano te, dla ktérych p < 0, 01. Wyniki przedstawiono jako $red-
nie i ich odchylenia standardowe. Dane dotyczace zywotnosci komérek wyrazono
jako procent komoérek zywych w stosunku do martwych. Dane przetworzono staty-
stycznie za pomoca oprogramowania STATISTICA 13.3 (StatSoft Inc., USA).

W celu okreélenia wptywu badanych nanoczastek na komorki prawidtowe (fi-
broblasty skéry ludzkiej) i komorki nowotworowe (komorki raka szyjki macicy HeLa),
bez aktywacji magnetycznej przeprowadzono eksperyment in vitro, podczas ktérego
ww. komorki traktowano nanoczastkami w stezeniu 0, 01 % Testy wykonano po
trzech dniach hodowli w przypadku komoérek Hela i po siedmiu dniach w przy-

padku fibroblastow, gdy kultura kontrolna osiagneta okoto 90% konfluencji.

W przypadku fibroblastéw nanoczastki nie wptynety znaczaco na wzrost komo-

106



ROZDZIAL 2. CZESC DOSWIADCZALNA

rek hodowli. Jedynie w przypadku hodowli z nanoczastkami otoczonymi chitosa-
nem o zawartosci 0,66 galu obserwowano niewielki (13%) spadek liczby komoérek
w poréwnaniu z kontrola. Obecnos¢ lub brak otoczki chitosanu w strukturze nano-
czastki réwniez nie miala duzego znaczenia dla wzrostu fibroblastéw. Poréwnujac
parami wplyw nanoczastek bez otoczki z nanoczastkami z otoczka, stwierdzono je-
dynie niewielkie (ok. 11 - 13%) wahania liczby komorek dla nanoczastek z otoczka
o zawartosci galu 0,66 i 0,53, w poréwnaniu do nanoczastek bez otoczki (rysunek

2.44).

Rysunek 2.44: Por6wnanie zmian liczby komérek w hodowli fibroblastow i komo-
rek HelLa poddanych dziataniu testowanych nanoczastek w ilosci 0, 01 % medium

(dane przedstawiaja $rednia + SD) ﬂ

W przypadku komoérek HelLa zanotowano niewielki wzrost liczby komoérek

45 - statystycznie istotna réznica w stosunku do kontroli dla fibroblastow; % - statystycznie istotna

réznica w stosunku do kontroli dla komérek Hel a; # - statystycznie istotne réznice w odpowiednich
parach nanoczastek w otoczce chitosanu i bez otoczki w przypadku fibroblastéw; " - statystycznie
istotne réznice w odpowiednich parach nanoczastek w otoczce chitosanu i bez otoczki w przypadku
komoérek HeLa. ANOVA p < 0,01, post hoc test Tuckeya p < 0,01; SD - odchylenie standardowe

(ang. standard deviation)
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(20 — 50%) dla nanoczastek bez galu i o nizszej zawartosci galu (0,53), podczas gdy
wyzsza zawarto$c¢ galu (0,66 - 0,73) w skladzie nanoczastek nie spowodowata réznic
w liczbie komérek w poréwnaniu do kontroli, niezaleznie od obecnosci lub braku
otoczki chitosanowej. Co ciekawe, w przypadku komérek HeLa poddanych dziata-
niu nanoczastek bez galu lub o niskiej zawartosci galu (0,53), obecno$é otoczki chi-
tosanowej skutkowala zmniejszeniem liczby komérek (20 - 30%) w poréwnaniu do
odpowiednich kultur z nanoczastkami bezotoczkowymi. Taka tendencja, cho¢ nie-

istotna statystycznie, jest réwniez obserwowana dla nanoczastek o zawartosci galu

0,66 (rysunek [2.44).

Rysunek 2.45: Wyniki testu MTT pokazujace tempo metabolizmu komérek HeLa i
tibroblastow w hodowlach uzupetnionych o 0,01 % réznych nanoczastek (dane

przedstawiaja $rednia =+ SD)ﬂ

Zauwazono podobna zalezno$¢ podczas szacowania tempa metabolizmu komo-

rek przy uzyciu testu MTT (rysunek 2.45), gdzie nanoczastki bez galu, jak réwniez z

5% - statystycznie istotna réznica w stosunku do kontroli dla HeLa; " - statystycznie istotne réznice

w odpowiednich parach nanoczastek otoczonych i nieotoczonych chitosanem w przypadku komérek

HeLa. ANOVA p < 0,01, post hoc test Tuckeya p < 0, 01.
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zawartos$cia galu 0,53 i 0,66 otoczone chitosanem, powodowaty zmniejszenie tempa
metabolizmu komoérek HelLa o okoto 30% w poréwnaniu z odpowiednimi nano-
czastkami bez otoczki. Jednoczesnie nie stwierdzono réznic w tempie metabolizmu
tibroblastow poddanych dziataniu nanoczastek niezaleznie od obecnoéci lub braku

otoczki.

Rysunek 2.46: Poréwnanie procentowej zawartosci zywych i martwych komérek w
hodowlach fibroblastéw kontrolnych i poddanych dziataniu testowanych nanocza-

stek w stezeniu 0, 01 % medium)ﬁ

Analizujac dane dotyczace przezycia komoérek, zauwazono cytoprotekcyjny efekt
nanoczastek otoczonych chitosanem w przypadku fibroblastéw. Hodowle poddane
dzialaniu nanoczastek bez galu i te wzbogacone galem 0,53 i 0,66 z otoczka chito-
sanowa mialy mniejsza ilo§¢ martwych komérek w poréwnaniu z odpowiednimi
kulturami z nanoczastkami bez otoczki. Najsilniejsze dzialanie cytoprotekcyjne za-
obserwowano w przypadku nanoczastek bez galu (ponad 50% mniej martwych ko-

morek). Wraz ze wzrostem zawartosci galu w nanoczastkach obserwowano redukcje

b - statystycznie istotna réznica w stosunku do kontroli; # - statystycznie istotne réznice w po-

szczegblnych parach nanoczastek otoczonych i nieotoczonych chitosanem. ANOVA p < 0,01, post
hoc test Tuckeya p < 0,01.
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obserwowanego efektu, ale nawet przy zawartosci galu 0,66 hodowla fibroblastéw
traktowanych nanoczastkami z otoczka miata o 30% mniej martwych komérek w

poréwnaniu do hodowli z nanoczastkami bez otoczki (rysunek [2.46).

Rysunek 2.47: Poréwnanie procentowej zawartosci zywych i martwych komoérek w
hodowlach kontrolnych HeL a i tych poddanych dziataniu testowanych nanoczastek
w stezeniu 0,01 % medium

Przy najwyzszej zawartosci galu w nanoczastkach (0,73) efekt ten nie byt juz ob-
serwowany. Jednocze$nie nie stwierdzono istotnego wptywu na przezywalnos¢ ko-
morek HelLa pod wplywem badanych nanoczastek niezaleznie od zawartos$ci galu

oraz obecnosci lub braku otoczki chitosanowej (rysunek 2.47).

"Nie stwierdzono statystycznych réznic ANOVA p > 0,01.
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2.3 Podsumowanie wynikow

Nanoczastki otrzymane metoda rozkladu termicznego acetyloaceto-

nianu zelaza (III)

W pracy przedstawiono wyniki badan nanoferrytéw typu plaszcz@rdzen, ktore
przygotowano z acetyloacetonianu zelaza (III) i podstawiano galem. Nanostruktury
Gax@M oraz M@Gay wykazaly interesujace wlasciwosci magnetyczne, strukturalne
oraz biologiczne, ktére moga znalez¢ zastosowanie zwlaszcza w terapii przeciwno-
wotworowe;.

Kluczowe obserwacje:

1. Struktura krystaliczna: Pomiary dyfrakcyjne potwierdzily, ze wszystkie ba-
dane nanoczastki krystalizuja w strukturze typu regularnego spinelu odwro-
conego. Nanoferryty zachowuja jednofazowos$¢ w szerokim przedziale kon-
centracji galu. W seriach otrzymanych metoda rozkladu termicznego acetylo-
acetonianu $redni parametr sieci a w uktadach M@Gay wynosi 8, 3774(5) AW
serii z ferrytem galowym w plaszczu zaobserwowano kontrakcje parametru
sieci. Wraz ze wzrostem koncentracji galu, tak w rdzeniu, jak i w ptaszczu, roz-
miar krystalitow maleje. Struktura badanych nanouktadéw charakteryzuje sie
jednorodnodcia i stabilnym uporzadkowaniem chemicznym i magnetycznym
w obu podsieciach kationowych, ktére udato sie przesledzi¢ w niskotempera-

turowych pomiarach neutronowych.

2. Preferencja lokalizacji galu: Badania dyfrakcyjne kolekcjonowane w tempe-
raturze pokojowej nie przynosily jednoznacznej odpowiedzi na ten problem.
Skrupulatna analiza charakterystycznych natezer braggowskich z pomiaréw
przeprowadzonych w 10 K, tak rentgenowskich, jak i neutronowych, potwier-

dzita preferencyjne obsadzanie galem podsieci A.

3. Morfologia: Zdjecia TEM serii Gax@M potwierdzily, ze nanoczastki wykazuja

stabsza agregacje, co prowadzi do lepszej dyspersji w eterze difenylowym.
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Nanoczastki zachowywaly sferycznie symetryczne ksztalty w calym zakresie
koncentracji galu w uktadach jednofazowych. Zdjecia wykonane technika mi-
kroskopii SEM unaocznily wzrost tendencji do agregacji w obecnosci galu w
uktadzie, co objawiato sie coraz bardziej nieregularnymi ksztaltami agregatéw.
W badaniach SANS do opracowania danych pomy$lnie wykorzystano model
opisujacy czastki sferycznie symetryczne. W badaniach nie obserwowano za-
leznosci miedzy rozmiarem czastek a koncentracja galu. Wyniki rozmiaréw
nanoczastek uzyskane przy uzyciu technik TEM i SANS sa spdjne, ale r6z-
nia sie od wyrazZnie mniejszych wartosci otrzymanych z pomiaréw dyfrakgji.
Roéznice te moga by¢ wynikiem pozostalosci organicznych z procesu produkgji
lub agregacji nanoczastek. Stabilno$¢ rozmiaréw nanoczastek w temperaturze

20 - 50°C zostata potwierdzona w badaniach SANS.

4. Charakterystyka wlasno$ci magnetycznych w funkcji zawartosci Ga: W obu
seriach nanoczastki z najwyzsza zawartoscia galu (M@QGay 4 oraz Ga; (GM)
wykazuja rekonstrukcje stabilnego porzadku magnetycznego (pomiary moss-
bauerowskie). Najsilniejsze wiadciwosci superparamagnetyczne stwierdzono

dla zawartosci galu w zakresie 0,4 - 0,8.

5. Badania kalorymetryczne i SAR: Na podstawie pomiaréw zdolnosci do na-
grzewania w zmiennym polu magnetycznym (f = 532 kHz, H = 15 %) wyse-
lekcjonowano uklad optymalny. Nanoczastki MQGayx o zawartosci galu
x = 0,6 i stezeniu 10 % osiagnety SAR réwny 68,32 + 0,25 % W kolejnych
uktadach serii rosnaca zawarto$¢ galu w ptaszczu skutkowata zmniejszaniem

sie wartosci wspotczynnikow SAR.

6. Potencjal biologiczny: Nanoczastki domieszkowane galem wykazywaty obie-
cujace wlasciwosci biologiczne w kontekscie terapii przeciwnowotworowej.
Badania in vitro potwierdzaty, ze hodowle eksperymentalne z nanoukladami
nie r6znity sie istotnie pod wzgledem tempa wzrostu oraz przezywalnosci od
hodowli kontrolnych dla komérek HeLa oraz fibroblastow. Dodatkowo ob-

serwowano zarowno niewielkie zahamowanie wzrostu komorek nowotwo-
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rowych, jak i umiarkowany wzrost tempa wzrostu fibroblastow. Nanoczastki
Gag @M, ze wzgledu na swoje wlasciwosci magnetyczne i biologiczne, jawily
sie jako najbardziej perspektywiczny materiat roboczy w hipertermii cieczy

magnetyczne;.

Podsumowujac przeprowadzone badania, warto zaznaczyé¢, ze nanoczastki
magnetyczne domieszkowane galem, otrzymane metoda rozkladu termicznego ace-
tyloacetonianu zelaza (III), szczegdlnie te o stezeniu Ga wynoszacym 0,6, ujawniaja
znaczacy potencjal w zakresie zastosowan w hipertermii cieczy magnetycznej. Pod-
stawianie galem istotnie poprawia zaréwno wtasciwosci biologiczne, jak i fizyczne

nanoczastek.

Nanoczastki magnetyczne otrzymane metoda wspdlstracania chlor-

kow zelaza (II) i zelaza (III)

Podobnie do scharakteryzowanych wyzej serii ptaszcz@rdzen, nanostruktury w
postaci GaxFe;_,O,4 oraz chitosan@GayFe3_,O4 otrzymane metoda wspoétstracania
przy uzyciu chlorkéw analizowane byty pod katem aplikacyjnosci w alternatyw-
nych onkoterapiach. Dodatkowo, zastosowanie otoczki chitosanowej miato na celu
poprawienie biozgodnos$ci badanych nanomateriatow.

Kluczowe obserwacje:

1. Struktura krystaliczna: Analizy pomiaréw dyfrakcyjnych potwierdzaty jed-
nofazowos¢ badanych serii w zakresie x = 0 — 1. Powyzej x = 1,0 pojawia sie
rombowa faza — getyt aFeO(OH). Niskotemperaturowe badania neutronowe
dawaty sie opisa¢ w ramach dwupodsieciowej kubicznej struktury ferrima-
gnetycznej z szybko zanikajacym matym momentem w podsieci A i ponad 2,5
razy wiekszym momentem stowarzyszonym z jonami magnetycznymi zajmu-

jacymi podsieé B.

2. Preferencjalokalizacji galu: Spektroskopia Mossbauera wskazuje na preferen-

cyjne umiejscowienie galu w podsieci tetraedrycznej, co objawia sie malejacym
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natezeniem piku zwiazanego z zelazem w podsieci A w funkcji koncentracji
Ga. Analiza natezen reflekséw dyfrakcyjnych mierzonych w niskiej tempera-
turze i selektywnie czutych na obsadzenia odpowiednio podsieci A - (220) oraz

podsieci B - (222) potwierdzila ten wniosek.

3. Morfologia: Elektronowe techniki mikroskopowe (TEM i SEM) unaocznity nie-
regularno$¢ oraz niejednorodnos¢ ksztattu nanoczastek o szerokim rozkltadzie
wielkosci, co wskazuje na znaczna polidyspersyjnos$¢ badanych ukladéw. Na-
noczastki maja tendencje do tworzenia duzych agregatow oraz struktur przy-
pominajacych fraktale masowe. Chitosan nie otacza poszczegdlnych nanocza-
stek, lecz grupuje w wieksze skupiska, co jest sprzeczne z zatozeniem, ze po-
lisacharyd powinien petni¢ role stabilizujaca i zapobiega¢ tworzeniu duzych

agregatow.

4. Charakterystyka wlasnosci magnetycznych w funkcji rosnacego udzialu galu
w ukladach: Podstawienie galu (Gax) do ukladéw magnetycznych oraz obec-
nos¢ chitosanu znaczaco modyfikuje ich magnetyczne zachowanie w zalezno-
Sci od temperatury, medium i zewnetrznego pola. Wraz ze wzrostem zawar-
tosci galu w ukladzie na widmach mossbauerowskich obserwowano zmiane
rozkladu pél nadsubtelnych z rosnacym udziatem szybkich fluktuacji super-
paramagnetycznych. Ten mechanizm byt szczegdlnie tatwy do przesledzenia

w uktadach optaszczanych chitosanem.

5. Badania kalorymetryczne i SAR: Wszystkie probki wykazywaly zdolnosé do
szybkiego nagrzewania sie¢ w zmiennym polu magnetycznym. Obserwowano
ogolna tendencje wzrostowa wspétczynnikéw SAR w funkcji rosnacej zawar-
tosci galu w obu seriach. Nie zauwazono korelacji miedzy wynikami przy ota-
czaniu nanoczastek chitosanem. Najbardziej obiecujacym ukladem okazat sie
Gag 73Fej »704. Nanoczastki te charakteryzowat najwyzszy wskaznik SAR w
calej analizowanej serii pomiarowej 83,4 + 2,2 g przy stezeniu wynoszacym
2,8 % (f =532 kHz; H = 15,3 %). Przy najnizszym poziomie stezenia tych

nanoczastek wskaznik SAR wzrasta wraz z rosnaca czestotliwos$cia. Przy cze-
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stotliwosci 532 kHz, w miare zmniejszania stezenia ferrifluidu zawierajacego

Gag 73, wartosci wskaznika SAR réwniez wykazywaly tendencje wzrostowa.

6. Potencjal biologiczny: Wyniki testéw biologicznych wskazuja, ze badane na-
noczastki bez aktywacji magnetycznej sa neutralne dla badanych linii komoér-
kowych. Jednakze obecnos¢ otoczki chitosanowej wywiera cytoprotekcyjny
wplyw na fibroblasty ludzkiej skéry i negatywnie wplywa na tempo metabo-
lizmu komorek raka szyjki macicy. Biorac pod uwage niewielki efekt stymulu-
jacy wzrost komoérek rakowych przez nanoczastki o nizszej zawartosci galu, te
o wyzszej zawartosci galu (0,66) sposrod testowanych nanoczastek wzbogaco-
nych otoczka chitosanowa wydaja sie by¢ optymalnym materiatem do zasto-

sowania w hipertermii cieczy magnetycznej.

Podsumowujac, nanoczastki GaxFe;_,O4 wytwarzane metoda wspoélstracania
chlorkéw zelaza, cechuje wysoki potencjal onkoterapeutyczny, zwlaszcza w przy-
padku nanoukladéw z udziatem Ga w zakresie od 0,6 do 0,73. Dodanie chitosanu
do tych nanoczastek poprawia ich wlasciwosci biologiczne, chociaz optymalizacja
tych wlasnosci bylaby efektywniejsza przy wystandaryzowanej metodzie prepara-
¢ji. Problemem pozostaje niejednorodnos¢ ksztattu i agregacja probek z tej serii, a
takze ich sedymentacja w zawiesinach ferrifluidéw.

Za niejednorodne, do tego malo stabilne w czasie rozseparowanie nanoczastek
w cieczy odpowiedzialne sa procesy analizowane w podrozdziale Destabilizu-
jacy nanoczastki proces suszenia i redystrybucji w cieczy, podobnie jak sam efekt

sonifikacji beda skutkowaty zaburzeniem réwnowagi surfaktantu.
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Zakonczenie

Nanoczastki magnetyczne odgrywaja kluczowa role w nowoczesnej technologii,
zwlaszcza w kontek$cie zastosowan medycznych, takich jak hipertermia cieczy ma-
gnetycznej. Ich unikalne wlasciwo$ci magnetyczne, w potaczeniu z mozliwoscia pre-
cyzyjnej manipulacji ich rozmiarem i skfadem, umozliwiaja tworzenie zaawansowa-
nych systeméw terapeutycznych. Dzieki zastosowaniu réznorodnych metod syn-
tezy oraz rozpoznaniu uporzadkowania struktury krystalicznej i wlasciwosci ma-
gnetycznych, nanoczastki te moga zyskac szerokie zastosowanie w diagnostyce i te-
rapii przeciwnowotworowej, oferujac nowe perspektywy dla innowacyjnych metod
onkologicznych.

Celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byta
ocena potencjatu wykorzystania nanorozmiarowych ferrytéw galowych w hiper-
termii cieczy magnetycznej. Atutem prowadzonych badan byly wykorzystane po-
wszechnie stosowane i ekonomiczne metody syntezy, jak réwniez wzglednie pro-
sta struktura krystaliczna i magnetyczna matrycy (Fe3O,4) oraz rozpoznanie mecha-
nizméw odpowiedzialnych za wlasnosci magnetyczne badanych ukladéw. Szcze-
golny nacisk potozono na badania kalorymetryczne w kierunku rozpoznania pojem-
noéci  cieplnej  nanoczastek, @ zwlaszcza ~w  zakresie = temperatur
300 K - 320 K.

W toku badan zweryfikowano kilka kluczowych hipotez:

1. Zaktadano, ze podstawianie jonéw zelaza Ga3* nie wptynie na parametry ko-
morki elementarnej, a w konsekwengji odleglosci miedzyatomowe tez zostana

zachowane. Wyniki potwierdzily, ze pomimo wprowadzenia galu, parametr
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sieci regularnej struktury krystalicznej nanoczastek zachowuje stabilno$¢. Szcze-
golnie widoczny jest ten efekt w przypadku serii syntezowanych metoda roz-
ktadu termicznego acetyloacetonianu, gdzie otrzymano niemal ptaska zalez-
nos¢ a = f(x) serii M@Gay, natomiast juz w serii Gaxy@M obserwowano kontr-
akcje parametru sieci. Podobny efekt zaobserwowano w kolejnych dwéch se-
riach pomiarowych syntezowanych metoda Massarta: Gay oraz chitosan@Gay,
gdzie warto$¢ parametru sieci systematycznie maleje wraz z rosnacym udzia-
fem Ga. Seria chitosan@Gay ujawnita kontrakcje sieci. Ponadto parametr sieci
komorki elementarnej w catej serii pomiarowej chitosan@Gay byt mniejszy $red-

nio 00,018 A w stosunku do izokompozycyjnych uktadéw nieoptaszczonych.

. Podstawianie kationéow Fe niemagnetycznymi jonami Ga3* hipotetycznie
mialo ekranowac oddziatywania dipolowe Fe —Fe, a przez to zapobiegac agre-
gacji oraz promowac fluktuacje superparamagnetyczne. Mimo ze wraz z ro-
snaca zawarto$cia galu w ukladach obserwuje sie wyrazne dysproporcje sy-
gnaléow magnetycznych z obu podsieci kationowych (momenty magnetyczne
o dwukrotnie mniejszej wartosci jonéw zelaza lokujacych sie w podsieci A),
nie niweluje to efektu agregacji czastek. Oddziatywania dipolowe nie stabna.
Warto pamieta¢, ze podstawianie Fe galem moglo istotnie oslabia¢ oddziaty-
wania podsieci spinelu typu A — A, natomiast nie wplywato na oddziatywania
podsieci spinelu typu B - B. Do tego Fe z podsieci B bylo w $wietle analiz neu-

tronowych noénikiem wiekszego momentu magnetycznego.

. Hipotetycznie ograniczenie agregacji czastek miato wptywac na ich jednorodne
rozproszenie w biozgodnym roztworze hydrofilowym lub hydrofilowo - hy-
drofobowym. Wyniki badan nie potwierdzily tej hipotezy w pelni. Cho¢ nie-
ktére nanoczastki wykazywaly lepsza dyspersje, inne miaty tendencje do two-

rzenia duzych agregatéw, niezaleznie od obecnosci chitosanu.

. Zakladano, ze przygotowane uktady beda charakteryzowa¢ sie superparama-
gnetyzmem oraz duza pojemnoécia cieplna. Badania wykazaly, Ze nanoczastki

rzeczywiscie manifestuja wlasciwosci superparamagnetyczne oraz znaczna po-
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jemnos¢ cieplna, co potwierdza zasadnos¢ tej hipotezy.

5. Hipoteza zakladajaca, ze ferrifluidy na bazie nanoczastek GaxFe3_,O4 beda
charakteryzowad sie wysoka biozgodnoscia oraz nietoksyczno$cia wobec zdro-
wych komoérek, zostata potwierdzona w pelni. Przeprowadzone badania bio-
logiczne wykazaty neutralno$¢ nanoczastek wobec zdrowych komoérek, takich
jak fibroblasty ludzkiej skéry, a takze nietoksycznos¢ bez aktywacji magnetycz-

nej.

Wyniki badan wskazuja kierunki modyfikacji na etapie preparatyki badanej grupy
materiatow. W perspektywie, wysitek badawczy powinien sie koncentrowac na uzy-
skaniu jednorodnie sferycznych nanoczastek o zoptymalizowanych wlasno$ciach
biotermicznych. Zastosowane metody preparacji ujawnity swoje ograniczenia. Prze-
testowanie alternatywnych surfaktantéw i/lub biozgodnych rozpuszczalnikéw moze

przyspieszy¢ kliniczna adaptacje badanych biomateriatéw.
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DODATEK A

Atomowe efektywne czynniki rozpraszania promieni X w podsieciach spinelu

GaXFe3_XO4:

fA = (1-xGaa) - 26 + XGaa - 31; g = (2—XGaB) - 26 + XGaB - 31; X = XGaA + XGaB

Jonowe efektywne czynniki rozpraszania promieni X w podsieciach kationowych

GaxFe3_,Oy:
fa = (1-xGaa) - 23+XGan-28;  fB=(2-XGaB)-23+XGaB 28, X =XGaA +XGaB
Wektory translacji sieci fcc (sg. 227):

(O’ O' 0)+ (0’ %’ %)4_ (%’ O/ %)4_ (%/ %/ O)+

Tabela 2.10: Pozycje jonéw w podsieciach zgodnie z nomenklatura Wyckoffa.

A (8b) | B(16¢) O (32¢)

(333 | G g8 | (vxx) x~0,255

(A3 1y 1 (73 5y (—x,—x+%,x+%)

4744 878’8
33D cdxrbo
Ghb| orbxord)
(X+3,X+2,X+7)
(= + %,—x+ Lll,—x+ %)

(x+ %,—x+ %,x+ %)

(x+3,x+3,x+ 1
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Geometryczne czynniki struktury GaxFes ,Oy:

Fpu = go~2i(h+k+D)mx (1 4+ ohith+k+Dmx e%iw(2h+3k+1+8hx) + e%iw(h+2k+3l+8kx)
+e%i7r(3h+k+21+8(h+k)x) 4 e%iw(3h+k+21+81x) + e%iw(h+2k+3l+8(h+l)x) + e%iw(2h+3k+1+8(k+l)x))fo
+ (e%i(h+k+l)7r(3+8x) + e%iw(h+5k+l+8(h+k+l)x)> fo

+<e2i(h+k+1)7rx + e%iﬂ(2h+3k+1+4(h+k+1)x) + e%iw(3h+k+21+4(h+k+l)x) + e%iw(h+2k+3l+4(h+k+l)x))fB

gdzie fg -jonowy wspoétczynnik rozpraszania promieni rentgenowskich, wzgled-
nie dtugo$¢ rozpraszania neutronéw przez tlen; f5 - jonowy wspétczynnik rozpra-
szania promieni rentgenowskich, wzglednie dtugo$¢ rozpraszania neutronéw w pod-
sieci A; fg - jonowy wspélczynnik rozpraszania promieni rentgenowskich, wzgled-
nie dtugo$¢ rozpraszania neutronéw w podsieci B.

1.
Przy x = I

Fpy = 4 [(1 + e—%i(h—k—?)l)ﬂ + e%i(h+3k—1)7r + e%i(3h—k+1)7r + e%i(h+k+1)7r

n ei(2h+k+l)7r + ei(h+2k+l)7r n ei(h+1<+21)7r)fO

+ < ollhktl)m e%i(h+3k+1)7r> fo

+<e%i(h+k+l)7r + e%i(5h+7k+3l)7r 4 e%i(7h+3k+51)7r + e%i(3h+5k+7l)7r> fB]
4n-1: Fapp=4(1-1) <4fo —fp + ﬁfB)

4n+1: Py =41+ <4f0 —fp - \/EfB>

2n: F(ZZZ) = —161fB
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4n : F(400) = 8(4fo + fA - ZfB)

Refleks fundamentalny, jego natezenie nie zalezy od uporzadkowania w ukta-

dzie:

4n : F(440) = 8(4fO + fA + ZfB)

I(hkl) ~ | F(hkl) | 2 = F(hkl) . szhkl) = (A + Bl)(A - Bl) = A2 + Bz

Analiza stosunkéw obserwowanych natezen reflekséw:

|Fpogl?  (4fg +fp)?
|Faag!?  (4fq + fa + 2fp)?

1y 12 4Af2
| F440 |2 (4fO + fA + ZfB)z

2
| F311 | 2 <4\/§fo — \/EfA — ZfB>
|F44Q|2 B 4(—4fo—fA—2fB)2

IF111 12 (4v2fg — V2fa + 2fp)?
|Faagl2  4(4fQ +fp + 2fp)2
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DODATEK B

Podstawowe wielkosci i parametry opracowarn danych dyfrakcyjnych - program

FullProf

1. Natezenie integralne refleksu dyfrakcyjnego:

Y;i =5 Thwa - LP - [Fryg 12Q - Apyq - Pryg - Thia + By,

gdzie: S - czynnik skali, J - czynnik krotnosci ptaszczyzn sieciowych,
LP - czynnik Lorentza - Polaryzacyjny, Fy - geometryczny czynnik struktu-
ralny, 2 - funkgja ksztaltu profilu prébki ztozona z funkcja ksztattu profilu apa-
raturowego, Ay - funkcja  asymetrii  pikéw  dyfrakcyjnych,
Phiq = ePra? funkcja opisujaca uprzywilejowana orientacje w prébce (« - kat
pomiedzy normalna analizowanej ptaszczyzny hkl a kierunkiem uprzywilejo-
wanej orientacji; P1 - parametr swobodny w trakcie udokladniania struktury),

—BsinZ
Thg =€ *» - czynnik temperaturowy, B; - natezenie tta w i-tym punkcie.

2. Czynnik Lorentza - Polaryzacyjny:

_ 1+ COS2 29hk1
B sin 26hk1 - sin Hhkl'

3. Gdy komorka jest magnetyczna czynnik skali wyraza sie wzorem:

Vik. krystalicznej

2
Smagnetyczny = ( ) Skrystaliczny'

Vik. magnetycznej

4. Zgodnos¢ statystyczna miedzy dyfraktogramami do§wiadczalnymii teoretycz-

nymi:

0
> Y0 - vel

0 v
i Y

Rp = 100
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dzie: YV - natezenie promieniowania zmierzone w i-tym punkcie, Y¢ - nateze-
1 1

nie promieniowania obliczone w i-tym punkcie.

5. Profil wazony:

Siwi YD - e 2
> wi(Y])?

4

gdzie: wj = \/1—»0 - waga statystyczna pomiaru w i-tym punkcie.

6. Czynnik "braggowski":

0
S 11016 |
(L

Rg = 100

dzie: 1V - natezenie reflekséow dyfrakcyinych obserwowanych, I¢ - natezenie
g K y ymny y k

refleksow dyfrakcyjnych obliczonych.

7. Oczekiwany czynnik zgodnoSci:

B (N-P+Q)
Rexpected =100, / T Wi (YR
1 1

gdzie: N - P + C - liczba wszystkich stopni swobody.

8. Dobro¢ wskaznika dopasowania:

g_ _ Rwp
RExpected
9. Zredukowany Chi-kwadrat:
R
2=52= (R WP )2
Expected
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DODATEK C

Pomiar parametréw kalorymetrycznych dla wszystkich badanych uktadéw prze-
prowadzono w standardowych warunkach z odpowiednio dobranym krokiem cza-
sowym. Najdoktadniejsze pomiary uzyskano podczas diugotrwatych krzywych na-
grzewania, cho¢ wiazato sie to z nizszymi warto$ciami wspétczynnika SAR. Waz-
nym aspektem bylo utrzymanie temperatury ponizej 60°C, aby zapobiec uszkodze-
niu czujnika temperatury.

Rysunek przedstawia przykladowy ekran z programem autorstwa
dr. hab. Arkadiusza Miaskowskiego (UP Lublin), gdzie w prawym gérnym rogu
znajduje sie¢ wykres temperaturowy dla uktadu M@QGa ¢Fe; 4O4. Wartos¢ SAR zo-
stala dokladnie obliczona na trzech odcinkach (panel dolny po prawej). W gérnym
lewym rogu grafiki znajduje sie zestawienie wszystkich danych niezbednych do ob-
liczenia SAR, a ponizej przedstawiono wybrane interwaly czasowe. W lewym dol-
nym rogu widoczna jest lista koicowych wynikéw obliczen.

W pracy skupiono sie wylacznie na wspoétczynnikach SAR, a pozostate dwa pa-
rametry widoczne na rysunku, tj. Intrinsic Loss Power (oméwiony w rozdziale 1) oraz

Linear-Loss Parameter, nie byty brane pod uwage w analizie.
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Rysunek 2.48: Opracowanie wskaznikéw  kalorymetrycznych  ukfadu

M@Ga ¢Fe; 4O4 metoda skorelowanego nachylenia.
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