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STRESZCZENIE 

Pomiary pokrytych PEG (poli(glikol etylenowy) nanocząstek magnetytu o średnicy rdzenia 10 nm wykonano 

metodą spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego w zakresie temperatur 135–235 K. Badano 

nanocząstki znajdujące się w roztworze wodnym oraz w pełnej krwi ludzkiej. Przed dodaniem nanocząstek do 

krwi, zidentyfikowano naturalnie występujące w niej centra paramagnetyczne. Widmo EPR nanocząstek 

magnetytu miało postać szerokiej linii, której parametry silnie zależały od temperatury. W przypadku obu 

ośrodków zaobserwowano wzrost wartości współczynnika g wraz z obniżaniem temperatury środowiska.  

W przypadku nanocząstek w wodzie, schładzanie próbki do coraz niższych temperatur powodowało poszerzenie 

linii EPR, natomiast dla nanocząstek we krwi efekt ten był obserwowalny jedynie w przedziale temperatur  

od 190 do 235 K. Wartości parametrów linii EPR różniły się dla nanocząstek znajdujących się w dwóch 

ośrodkach (krwi i wodzie), co może wskazywać na wpływ środowiska na wzajemne interakcje nanocząstek. 

 

Słowa kluczowe: nanocząstki magnetytu, EPR, ludzka krew pełna 

ABSTRACT 

The measurements of PEG-coated magnetite nanoparticles (PEG – polyethyleneglicol) with a core diameter 

of 10 nm, were done by means of Electron Paramagnetic Resonance spectroscopy at the temperature range  

135–235 K. Nanoparticles were examined in aqueous solution and in whole human blood. Paramagnetic centers 

naturally occurring in the blood were identified prior to the addition of nanoparticles. The EPR spectrum of 

magnetite nanoparticles has a form of a broad line, which parameters strongly depend on temperature. The 

increase in g-factor value was observed in case of both media, when the measurement temperature was being 

decreased. Gradual cooling of the sample of nanoparticles in water resulted in the broadening of the EPR line, 
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whereas for nanoparticles in the blood this effect was only observed in the temperature range 190 to 235 K.  

The values of EPR line parameters were different for nanoparticles in two mentioned media (water and blood), 

which may indicate the influence of the environment on the interactions between nanoparticles. 

 

Keywords: magnetite nanoparticles, EPR, whole human blood 

1. Wstęp 

Nanocząstki magnetytu ze względu na niską toksyczność, biodegradowalność i superparamagnetyczny 

charakter mogą znaleźć wiele potencjalnych zastosowań w medycynie. Mogą służyć jako środki 

kontrastujące w obrazowaniu magnetycznym rezonansem jądrowym [1] oraz umożliwiać magnetyczną 

separację komórek nowotworowych [2]. Najbardziej obiecujące wydają się perspektywy zastosowania 

nanocząstek w leczeniu raka metodą hipertermii magnetycznej [3] czy wykorzystanie ich jako 

nośników leków w terapii celowanej [4]. Nanocząstki z rdzeniem magnetytowym mogą być bowiem 

koncentrowane w miejscu docelowym, np. w sąsiedztwie nowotworu, za pomocą zewnętrznego pola 

magnetycznego. Nanocząstki pokrywane są otoczką polimerową, która zwiększa ich biokompa-

tybilność, poprawia stabilność w roztworach, zapobiega aglomeracji oraz umożliwia dołączanie 

różnych ligandów [5]. Otoczenie nanocząstek powłoką z poli(glikolu etylenowego) PEG nie tylko 

przeciwdziała ich agregacji, ale przede wszystkim wydłuża czas krążenia we krwi. Nieosłonięte 

nanocząstki po wstrzyknięciu do krwiobiegu są bowiem pokrywane przez białka z osocza (opsoniny), 

a w ten sposób prezentowane są jako ciała obce i szybko eliminowane przez fagocyty (z układu 

fagocytów jednojądrzastych), występujące w wątrobie, śledzionie i szpiku kostnym [6].  

W pełnej krwi ludzkiej istnieje naturalnie wiele centrów paramagnetycznych, do których należą 

przede wszystkim kompleksy molekularne, zawierające jony żelaza Fe
3+

 albo miedzi Cu
2+

, a także 

wolne rodniki. Transferyna jest białkiem, które występuje w osoczu, przenosząc dwa atomy żelaza  

i dostarczając je do tkanek. Jej niewysycona forma, czyli apotransferyna, przyjmuje tylko jony Fe
3+

, 

dlatego jony Fe
2+

 muszą przed związaniem zostać utlenione przy udziale obecnej w osoczu 

ceruloplazminy [7]. Ceruloplazmina, pełniąca rolę ferroksydazy, zawiera paramagnetyczne jony 

miedzi, dlatego też może być badana metodą EPR [8]. We krwi w niewielkich ilościach pojawia się 

także zawierająca jony Fe
3+

 methemoglobina oraz rodniki pochodzące z reszt tryptofanu czy tyrozyny 

[9]. 

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego to technika, która umożliwia badanie 

substancji zawierających jeden lub więcej niesparowanych elektronów. Sygnał EPR obserwujemy, 

gdy energia hν kwantu promieniowania elektromagnetycznego padającego na próbkę odpowiada 

różnicy energii pomiędzy rozszczepionymi poziomami energetycznymi, co wyraża warunek 

rezonansu: 

 hν = gμBB  (1) 

We wzorze (1) B oznacza indukcję zewnętrznego pola magnetycznego, μB to magneton Bohra, 

natomiast g jest współczynnikiem rozszczepienia spektroskopowego, który pozwala na identyfikację 

centrum paramagnetycznego.  

Celem niniejszej pracy było zbadanie metodą spektroskopii elektronowego rezonansu 

paramagnetycznego pokrytych biokompatybilnym polimerem nanocząstek magnetytu w roztworze 

wodnym oraz w pełnej krwi ludzkiej. 

 

2. Materiały i metody 

Materiał do eksperymentu stanowiły superparamagnetyczne nanocząstki z magnetytowym rdzeniem  

o średnicy 10 nm. Zostały one pokryte otoczką z poli(glikolu etylenowego) w celu uzyskania biokom-

patybilności. Badano nanocząstki w roztworze wodnym oraz dodane do pełnej krwi ludzkiej. 

Przygotowano dwie identyczne objętości (po 30 μl) roztworu nanocząstek (7,2 mg/mL), z których 

jedną rozcieńczono 30 μl dejonizowanej wody, a drugą zmieszano z 30 μl krwi. Pomiary wykonano 

przy użyciu spektrometru Bruker EPR/ENDOR EMX–10, który pracuje w paśmie X (9,4 GHz). 
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Wykorzystano standardowy rezonator prostokątny ER 4102ST. Pomiary w zakresie 135–235 K 

umożliwił cyfrowy system kontroli temperatury ER 4131VT. Zastosowano drugą modulację pola 

magnetycznego o amplitudzie 1 mT i częstotliwości 100 kHz. Akwizycję widm pełnej krwi ludzkiej 

przeprowadzono w następujących zakresach przemiatania: 650 mT oraz 50 mT. W celu poprawy 

stosunku sygnału do szumu wykonywano 9 bądź 25 akumulacji, a podczas obróbki widm 

zarejestrowanych dla zakresu przemiatania 50 mT, zastosowano filtr dolnoprzepustowy, którego 

częstotliwość graniczną dobrano tak, aby nie zniekształcić sygnałów. Z kolei pomiary nanocząstek 

znajdujących się w roztworze wodnym oraz dodanych do krwi wykonano w zakresie przemiatania 

650 mT. 

 

3. Wyniki i ich dyskusja 

Widmo EPR pełnej krwi ludzkiej zarejestrowane w temperaturze 170 K w szerokim zakresie 

przemiatania 650 mT ujawniło występowanie sygnałów pochodzących od wysokospinowego Fe
3+

 

w methemoglobinie (g = 5,89), wysokospinowego Fe
3+

 w transferynie (g = 4,14), niskospinowego 

kompleksu żelaza (g = 2,19) oraz jonów Cu
2+

 w ceruloplazminie (g = 2,05) (p. rys. 1). Identyfikacja 

sygnałów została przeprowadzona w oparciu o dane literaturowe dotyczące wartości g dla 

wymienionych centrów paramagnetycznych [10, 11]. 

 

Rys. 1. Widmo EPR pełnej krwi ludzkiej zarejestrowane w temperaturze 170 K. Widoczne sygnały od:  

wysokospinowego Fe3+ w methemoglobinie (g = 5,89), wysokospinowego Fe3+ w transferynie (g = 4,14),  

niskospinowego kompleksu żelaza (g = 2,19) oraz jonów Cu2+ w ceruloplazminie (g = 2,05) 

Sygnał pochodzący od jonów Fe
3+

 w transferynie składa się z trzech komponentów (p. rys. 2a). 

W transferynie dwa niehemowe jony Fe
3+

 występują w stanie wysokospinowym S = 5/2 i wykazują 

ośmiościenną koordynację. Każdy z nich wiąże cztery reszty aminokwasowe (dwie tyrozyny, jedną 

histydynę, kwas asparaginowy) oraz dwa atomy tlenu z synergistycznie związanych jonów 

węglanowych [12]. Rysunek 2b przedstawia natomiast linię EPR od jonów Cu
2+

 w ceruloplazminie. 

Charakterystyczny kształt sygnału i wyznaczona wartość współczynnika g = 2,05 wskazują, iż jest to 

komponent widma, który pochodzi od Cu typu II [13].Warto przypomnieć, że jon Cu typu II wchodzi 

w skład trójatomowego klastera, wiąże się z dwoma histydynami a także z atomem tlenu lub 

cząsteczką wody [14]. Badania prowadzone wcześniej w Zakładzie Fizyki Medycznej UAM 

pozwoliły zidentyfikować w widmach EPR pełnej krwi ludzkiej sygnały od jonów Cu
2+

 

w ceruloplazminie, Fe
3+

 w transferynie oraz linie od innych centrów paramagnetycznych [15, 16]. 
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Rys. 2. Zarejestrowane w temperaturze 170 K. Sygnały EPR pochodzące od: a) jonów Fe3+ w transferynie (g = 4,14); 

b) jonów Cu2+ w ceruloplazminie (g = 2,05) oraz rodnika (g = 2,004) w pełnej krwi ludzkiej 

Na rysunku 2b widać również sygnał, dla którego g = 2,004. Ma on prawdopodobnie pochodzenie 

rodnikowe. We krwi ludzkiej zaobserwowano już bowiem rodniki tyrozylowe, powstające w wyniku 

reakcji methemoglobiny z nadtlenkiem wodoru [9].  

Widma EPR pokrytych poliglikolem nanocząstek magnetytu o średnicy rdzenia 10 nm stanowią 

szeroką linię. Porównanie sygnałów EPR zarejestrowanych w temperaturach 135 K i 235 K dla 

nanocząstek w wodzie oraz nanocząstek dodanych do pełnej krwi ludzkiej przedstawiono 

odpowiednio na rysunkach 3a i 3b. 

 

Rys. 3. Porównanie sygnałów EPR zarejestrowanych w temperaturach 135 K i 235 K dla nanocząstek w:  

(a) roztworze wodnym oraz (b) pełnej krwi ludzkiej 
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Szeroka linia EPR jest charakterystyczna dla drobnoziarnistych osadów złożonych z małych 

krystalitów stanowiących pojedyncze domeny ferro- lub ferrimagnetyczne [17]. Nanocząstki Fe3O4 

posiadają kubiczną strukturę spinelu odwróconego z jonami żelaza w dwóch stanach walencyjnych 

Fe
2+

 i Fe
3+

 w pozycjach tetraedrycznych oraz oktaedrycznych [18]. Na rysunku 3 widać wyraźnie, iż 

parametry widm EPR silnie zależą od temperatury. Ponadto wartości współczynnika g są różne  

w zależności od ośrodka. Zaobserwowane różnice mogą zatem wskazywać na wpływ środowiska na 

wzajemne interakcje nanocząstek. Z literatury wiadomo, iż wartość pola rezonansowego i szerokość 

linii EPR jest większa dla nanocząstek magnetytu pokrytych surfaktantem w porównaniu do ich 

nieopłaszczonych odpowiedników, gdyż te silniej oddziałują ze sobą magnetycznie [19]. 

Badania przeprowadzone w zakresie temperatur 135–235 K pokazały wzrost wartości 

współczynnika g wraz z obniżaniem temperatury pomiaru zarówno dla wodnych roztworów 

nanocząstek jak i wodnych roztworów nanocząstek zmieszanych z pełną krwią ludzką (p. rys. 4a).  

 

Rys.4. Zależności temperaturowe wartości współczynnika g (a) oraz szerokości pik-pik  

(b) linii EPR od nanocząstek magnetytu w roztworze wodnym i pełnej krwi ludzkiej 
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Zaobserwowano ponadto, iż w zakresie temperatur 135–190 K wartości współczynnika g  

dla nanocząstek znajdujących się w pełnej krwi ludzkiej były większe niż wartości wyznaczone dla 

nanocząstek w roztworze wodnym. Natomiast w temperaturach powyżej 190 K współczynniki g dla 

nanocząstek w H2O osiągały większe wartości niż współczynniki g dla nanocząstek we krwi. 

Stwierdzono również, iż linia EPR od magnetytowego rdzenia nanocząstek w roztworze wodnym 

poszerzała się wraz z obniżaniem temperatury. Inaczej sytuacja przedstawiała się w przypadku 

nanocząstek dodanych do pełnej krwi ludzkiej, gdzie szerokość linii wzrastała przy obniżaniu 

temperatury od 235 do 190 K, natomiast przy dalszym zmniejszaniu temperatury zaobserwowano 

plateau, a nawet niewielki spadek szerokości pik-pik (w granicy niepewności pomiaru) (p. rys. 4b). 

Zmiany parametrów sygnałów EPR od temperatury dla nanocząstek w wodzie korespondują  

z wynikami wcześniejszych badań nad pokrytymi chitozanem nanocząstkami Fe3O4 znajdującymi się 

w toluenie [20]. Również pomiary w zakresie temperatur 120–240 K pokazały, iż sygnał EPR 

pochodzący od magnetytowego rdzenia o wymiarach 5 nm poszerza się wraz z obniżaniem 

temperatury i towarzyszy temu wzrost wartości współczynnika g [21]. Spadek wartości zewnętrznego, 

magnetycznego pola rezonansowego w miarę obniżania temperatury może być wyjaśniony poprzez 

wzrost wewnętrznych pól mikroskopowych, takich jak pole anizotropii wymiany [19]. Anizotropia 

wymiany występuje na styku warstw ferromagnetycznych i szkła spinowego, a spiny na powierzchni 

nanocząstek przyjmują właśnie rozmieszczenie charakterystyczne dla szkła spinowego, co 

udowodniono na przykładzie magnetycznych nanocząstek γ–Fe2O3 [22]. Silna anizotropia, której 

doświadczają spiny na powierzchni nanocząstki, także może mieć udział w przesunięciu pola 

rezonansowego oraz poszerzeniu widma EPR poprzez oddziaływania wymienne między spinami 

powierzchni i objętości rdzenia [23]. 

 

4. Podsumowanie 

W eksperymencie prowadzonym metodą spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego 

zbadano pokryte poli(glikolem etylenowym) nanocząstki magnetytu w roztworze wodnym i w pełnej 

krwi ludzkiej. Dla szerokich sygnałów EPR pochodzących od rdzeni nanocząstek wyznaczono 

szerokość linii oraz wartość współczynnika g. Pomiary w zakresie temperatur 135–235 K uwidoczniły 

silną zależność tych wielkości od temperatury, co zilustrowano na odpowiednich wykresach. 

Zaobserwowano, iż wartości parametrów linii EPR są różne dla nanocząstek znajdujących się  

w dwóch ośrodkach (krwi i wodzie). Technika EPR pozwoliła także zidentyfikować centra 

paramagnetyczne naturalnie występujące we krwi użytej w doświadczeniu. 
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