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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej

Zastosowanie nowych metodyk analitycznych w badaniu whasciwosci detoksykacyjnych

nanoczastek selenu w stosunku do zwigzkow rteci

Duza toksyczno$¢ zwigzkow rteci oraz ich negatywny wplyw zaréwno na srodowisko,
jak 1 organizm czlowieka stanowi podstaw¢ do poszukiwania efektywnych neutralizatorow
szkodliwego dziatania pierwiastka. Wilasciwosci antagonistyczne w stosunku do zwigzkow
rteci wykazuje selen, a alternatywag w odniesieniu do powszechnie wykorzystywanych
zwigzkéw selenu w procesie detoksykacji moga by¢ nanoczastki selenu. Badania zwigzane
z weryfikacja antagonistycznych w stosunku do zwigzkow rteci wiasciwosci nanoselenu
wymagaja monitorowania stezenia rtgci wystepujacej w postaci zwigzanej 1 niezwigzanej
Z powierzchnig nanoczastki, a co za tym idzie odpowiednich narzedzi analitycznych.

Glownym celem badawczym niniejszej Rozprawy Doktorskiej bylo opracowanie
nowych metodyk analitycznych opartych na fotochemicznym generowaniu par rteci
W potaczeniu z mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej oraz
desorberem termicznym 1 optyczng spektrometria emisyjng z plazmg indukowang
mikrofalowo (PCVG-HS SPME-TD-MIP-OES) do badania wlasciwosci detoksykacyjnych
nanoczastek selenu w odniesieniu do zwiazkoéw rteci. W celu okreslenia wydajnosci reakcji
syntezy nanoczastek selenu opracowano metodyke analityczng oparta na fotochemicznym
generowaniu lotnych zwigzkéw selenu w potaczeniu z optyczng spektrometrig emisyjng
z plazmg indukowang mikrofalowo (PCVG-GLS-MIP-OES). Kluczowym elementem
niniejszej Rozprawy bylo rowniez zastosowanie technik spektrometrycznych pracujacych
w trybie pojedynczej czastki do badania oddziatywan nanoczastek selenu ze zwigzkami rtgci
W obecnosci  komorek drozdzy oraz charakteryzacji korony bialtkowej powstatej na
powierzchni nanoselenu, a takze ocena toksyczno$ci nanoselenu wzgledem komorek
prawidtowych watroby szczurzej.

Czeg$¢ literaturowa Rozprawy Doktorskiej rozpoczyna si¢ krotkim wstepem
nakre$lajacym podejmowany problem badawczy. W dalszej czesci pracy poruszono kwesti¢
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antagonistyczne w odniesieniu do rteci wlasciwosci selenu. W dalszej cze$ci pracy opisano
metody syntezy nanoczastek selenu i ich wlasciwosci, z uwzglednieniem wptywu
funkcjonalizacji powierzchni. Ponadto, przedstawiono zastosowanie nanoczastek selenu do
detoksykacji metali ciezkich, w tym zwigzkéw rteci. W Kkolejnym rozdziale czeSci
literaturowej dokonano przegladu technik 1 metod wykorzystywanych do charakteryzacji
nanomateriatobw z uwzglednieniem zaréwno identyfikacji nanoczastek, jak 1 badania
wydajnos$ci reakceji syntezy oraz wykorzystania metod analitycznych do badania wlasciwosci
detoksykacyjnych nanomaterialow, a takze opisano mozliwo$¢ wykorzystania mikroekstrakcji
do fazy stacjonarnej jako narzedzia do badania oddzialywan nanoczastka-analit w uktadach
biologicznych. W koncowym rozdziale czeSci literaturowej zebrano i scharakteryzowano
metody generowania lotnych form pierwiastkow w odniesieniu do selenu i rteci. Dokonany
przeglad literatury umozliwil poglebienie wiedzy w zakresie wykorzystania nanoczastek
selenu w procesie detoksykacji zwiazkéw rteci przy uzyciu odpowiednich metodyk
analitycznych.

Opis wlasnych badan wykonanych w ramach Rozprawy Doktorskiej zawarty jest w 5
czeSciach. Pierwsza czg$¢ dotyczy badania wydajnosci reakcji syntezy nanoczastek Selenu
przy uzyciu fotochemicznego generowania lotnych zwiazkow selenu, w obecnosci 15% (v/v)
kwasu octowego, w potaczeniu z separatorem gaz-ciecz pozwalajagcego na oddzielenie
nieprzercagowanego prekursora Se(IV) od nanoselenu bezposrednio w roztworze probki,
uzyskujac granice wykrywalno$ci na poziomie 0,52 mg L™. Zastosowanie zaproponowanego
uktadu pozwala na monitorowanie w czasie przebiegu procesu tworzenia nanoczastek selenu
z wykorzystaniem glukozy jako reduktora prekursora selenu, jak i stabilizatora nanostruktur,
przy koncowej wydajnosci reakcji na poziomie 32%. Ponadto, opracowana metodyka
umozliwia okre§lenie wydajnos$ci reakcji syntezy nanoselenu przy uzyciu zaré6wno kwasu
askorbinowego (95%), jak i drozdzy Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (100%) jako
chemicznego i biologicznego reduktora prekursora selenu.

W drugim etapie badan opracowano metodyke analityczng pozwalajacag na
monitorowanie stg¢zenia biodostepnej frakcji rteci w postaci nieorganicznej i metylorteci po
inkubacji z zawiesing nanoczastek selenu o $rednicy ok. 100 nm w symulowanym plynie
ustrojowym, wykazujac, ze efektywno$¢ adsorpcji rteci nieorganicznej na powierzchni
nanoczastek znaczaco przewyzsza efektywnos$¢ adsorpcji metylorteci. Zastosowanie procesu
wstepnego zatezania analitu opartego na mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej z fazy
nadpowierzchniowej jako elementu taczacego fotochemiczny reaktor przeptywy z desorberem
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indukowanej mikrofalami, umozliwia oznaczenie rtgci w probkach o zlozonych matrycach
biologicznych i srodowiskowych, uzyskujac granice wykrywalnosci na poziomie 0,030 oraz
0,045 ng mL™ odpowiednio dla rteci nicorganicznej i metylorteci. Opracowana metodyka
analityczna polega na generowaniu par rteci pod wptywem promieniowania UV w obecnosci
kwasu mrowkowego 1 akumulacji lotnej postaci rteci w fazie nadpowierzchniowe;,
a nastepnie wydzieleniu Hg” na wioknie SPME i desorpcji termicznej analitu.

W trzecim etapie badan opracowano metodyke analityczng do charakteryzacji
oddzialywania nanoczagstek z roznego rodzaju analitami bezposrednio w mieszaninie
reakcyjnej. Opracowana metodyka analityczna pozwala na badanie oddziatywania
nanoczastka-rte¢ poprzez oznaczenie rtgci niezaadsorbowanej na powierzchni nanoczastek,
zarowno bez, jak i w obecnos$ci roztworu Ringera, bezposrednio w mieszaninie reakcyjnej,
bez koniecznosci uprzedniego usuwania z probki powstalego polaczenia w postaci
nanoczastka-rtg¢. Stwierdzono, ze efektywnos$¢ adsorpcji rteci nieorganicznej przez
nanoczastki selenu, zsyntezowane z wykorzystaniem komorek drozdzowych, przewyzszata
efektywnos$¢ adsorpcji organicznych form rteci (metylo- i etylorteci). Ponadto, nanoczastki te
charakteryzowaty sie¢ wicksza efektywno$cig adsorpcji zwigzkow rteci niz nanoczastki
powstate na drodze syntezy wspomaganej dziataniem promieniowania mikrofalowego przy
uzyciu ekstraktu drozdzowego. Zastosowanie fotochemicznego generowania par rteci
zachodzacego w ukladzie stacjonarnym w potaczeniu ze wstepnym zatezaniem analitu dzigki
mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej oraz desorberem termicznym
i optyczng spektrometrig emisyjng ze wzbudzeniem w plazmie indukowanej mikrofalami
umozliwia oznaczenie rteci w probkach o ztozonych matrycach biologicznych
i Srodowiskowych, uzyskujac granice wykrywalno$ci na poziomie 0,075 oraz 0,09 oraz
0,1 ngmL™ odpowiednio dla metylorteci, etylorteci i rteci nieorganicznej. Opracowana
metodyka analityczna polega na generowaniu par rteci pod wptywem promieniowania UV
W obecnos$ci kwasu mrowkowego 1 uwolnieniu rteci niezwigzanej z powierzchnig nanoczastek
do fazy nadpowierzchniowej, a nast¢pnie wydzieleniu Hg0 na wtoknie SPME 1 desorpcji
termicznej analitu. Dodatkowo stwierdzono, ze w opracowanej metodyce analitycznej uktad
fotochemicznego generowania par rteci taczy w sobie mechanizm foto- i termochemicznej
redukcji zwigzkow rteci oraz nie wykazano istotnego wptywu nanoczastek na wydajnosé
generowania par rteci.

Kolejny etap badan dotyczyt wykorzystania technik spektrometrycznych pracujacych
w trybie pojedynczej czastki do identyfikacji 1 charakteryzacji nanoczastek selenu
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spektrometrii mas z plazmg sprzgzong indukcyjnie pracujacej w trybie pojedynczej czastki,
zarejestrowano sygnaly pochodzace od rtgci, zar6wno w przypadku inkubacji komorek
drozdzy po syntezie nanoselenu z roztworem rtgci nieorganicznej, jak 1 etylorteci.
Zwerytikowano rowniez wplyw rteci na rozktad wielko$ci nanoczastek selenu. Potwierdzono
wzrost liczby nanoczastek o mniejszym rozmiarze, w odniesieniu do proby kontrolnej, dla
hodowli narazonej na dziatanie rtgci nieorganicznej. Z kolei synchroniczno$¢ rejestrowanych
sygnatow dla selenu i rteci zbadano przy uzyciu optycznej spektrometrii emisyjnej z plazma
wzbudzong mikrofalowo pracujaca w trybie pojedynczej czastki. Potwierdzono, ze w sktad
chemiczny analizowanych czgstek wchodzi zarowno rtec, jak i selen.

Ostatni etap badan dotyczyt mozliwosci wykorzystania techniki optycznej
spektrometrii emisyjnej z plazmg wzbudzong mikrofalowo pracujacej w trybie pojedynczej
czastki do badania oddzialywania nanoczastek selenu z biatkiem albuming surowicy ludzkiej
poprzez analiz¢ sktadu pierwiastkowego potaczenia nanoczgstka-biatko. Badania prowadzono
w oparciu o korelacj¢ sygnaléw zarejestrowanych dla selenu i wegla, jako wskaznika
obecnosci zaréwno grup funkcjonalizujacych, jak i zaadsorbowanego biatka na powierzchni
nanoczastek. Potwierdzono obecno$¢ bialek na powierzchni nanoczastek selenu powstatych
na drodze syntezy wspomaganej dzialaniem promieniowania mikrofalowego z uzyciem
ekstraktu drozdzowego jako reduktora 1 stabilizatora. Jednocze$nie przy uzyciu metody
Bradford wykazano, ze zar6wno nanoczastki selenu otrzymane z wykorzystaniem zaréwno
komoérek drozdzy, jak i ekstraktu drozdzowego charakteryzuja si¢ niska zdolnoscig do
adsorpcji biatka na powierzchni. Dodatkowo, zbadano cytotoksyczno$¢ nanoczastek selenu
przy uzyciu komoérek prawidtowych watroby szczurzej Clone9. Na podstawie wynikow testu
MTT stwierdzono, ze oba rodzaje nanoczastek selenu charakteryzuja si¢ nizsza
cytotoksycznoscig w odniesieniu do nieorganicznej formy selenu.

Wartym podkreslenia jest fakt, ze opracowane w ramach Rozprawy Doktorskiej
metodyki analityczne oparte na fotochemicznym generowaniu lotnych form analitow wpisuja
si¢ w ide¢ zielonej chemii, umozliwiajac wykonanie analizy przy uzyciu malych ilosci
odczynnikow, a takze nieskomplikowanej aparatury o malym zuZzyciu mocy oraz gazu
plazmowego, a tym samym moga by¢ alternatywa do klasycznych metod oznaczania selenu
irteci w probkach srodowiskowych i biologicznych. Dodatkowo, przedstawione metody
analityczne znajduja zastosowanie do identyfikacji 1 charakteryzacji nanomateriatow
Z uwzglednieniem koniecznos$ci dalszego udoskonalania metod spektrometrycznych

pracujacych w trybie pojedynczej czastki.
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