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Nanocestice selena (SeNPS) su specificna forma ovog elementa koja je u poslednje vreme postala
predmet brojnih istraZivanja, pogotovo U oblasti biomedicine. Do sada je razvijeno vise metoda sinteze
SeNPs, medu kojima se najceice koriste one koje podrazumevaju redukciju iz njegovih jedinjenja. U
ovom radu ispitan je uticaj dva stabilizatora na morfologiju, velic¢inu i kristalno uredenje SeNPS
dobijenih redukcijom natrijum selenita askorbinskom kiselinom. Kao stabilizatori SeNPs korisé¢eni su
govedi serum albumin (BSA) ili poliglutaminska kiselina (PGA). Na osnovu rezultata dobijenih meto-
dama skenirajuce elektronske mikroskopije (FESEM), transmisione elektronske mikroskopije (TEM),
energetske disperzione spektroskopije (EDS), elektronske difrakcije sa selektovane povrsine (SAED) i
merenjem zeta potencijala, utvrdeno je da mehanizam stabilizacije tj. izbor stabilizatora moze prouz-
rokovati razlicito kristalno uredenje unutar SeNPs. BSA se pokazao kao efikasniji stabilizator jer omo-

gucuje dobijanje uniformnijih, manjih i amorfnih nanocestica selena.
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1. UvOD

lako je selen otkriven jos davne 1817. godine od

strane Jons Jakob Berzelijusa, njegova primena se i

danas istrazuje u raznovrsnim nau¢nim disciplinama.

Kako je u periodnom sistemu ispod sumpora, nalik

njemu, moze postojati u vise alotropskih modifikacija

[1] i to su:

e sivo/crna heksagonalna forma (u literaturi se Cesto
naziva trigonalna i termodinamicki je najstabil-
nija);

e crvene monoklini¢ne forme (a i ) koje su izgra-
dene od osmoclanih prstenova selenovih atoma;

e crna staklasta forma, koja sadrzi velike prstenove
od preko 1000 atoma selena; i

e crvena, amorfna forma, za koju se veruje da se
pretezno sastoji iz kombinacije malih prstenova i
deformisanih lanaca heksagonalnih oblika.

Pored brojnih industrijskih primena, Se je prepo-
znat kao mikroelement od esencijalne vaznosti za pra-
vilno funkcionisanje ljudskog organizma i ima jako bi-
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tnu ulogu u ishrani i fiziologiji ljudi [2]. Poznat je po
tome $to ulazi u sastav glutation peroksidaze i tiore-
doksin reduktaze (enzima koji imaju vaznu ulogu u
oksidativnim procesima i reakcijama detoksikacije),
kao i aminokiseline seleno-cisteina, koja je konstituent
brojnih proteina [2]. Usled velike bioloske aktivnosti,
poremecaj metabolizma Se je povezivan sa brojnim
oboljenjima pa se Koristi u terapijske svrhe protiv istih
[3-7]. Osim antioksidativnog, velika paznja nauéne za-
jednice je usmerena u ispitivanju antikancerogenog
efekta Se [8-10]. Medutim, i pored brojnih dokume-
ntovanih radova, biomedicinska primena selena je zna-
¢ajno ogranicena uskim intervalom koncentracija u ko-
jem se on moZe bezbedno koristiti, pogotovo u duzim
vremenskim intervalima [11]. Jedno od potencijalnih
reSenja, koje se U poslednje vreme intenzivno istrazuje,
su nanocestice Se (SeNPs). Ova forma Se se pokazala
kao dosta efikasnija od ostalih u pogledu raznih biolo-
Skih aktivnosti [12-14]. Do sada je u literaturi prija-
vljeno mnogo metoda za sintezu nanocestica selena od
Cega je velina sumirana u par preglednih radova [15—
18].

Generalno se sve metode mogu podeliti u tri grupe:
(i) metode hemijske sinteze (hemijska redukcija), (ii)
metode fizicke sinteze (laserska ablacija, mikrotalasno
zracenje), (iii) metode biosinteze (redukcija uz pomo¢
bioloskih organizama ili njihovih ekstrakta).
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Svaka od ovih metoda ima svoje prednosti i mane
i u zavisnosti od izbora metode i odgovarajucih para-
metara, moguce je dobiti razli¢ite morfologije sa razli-
¢itim unutra$njim strukturama [19-22]. Sto se ti¢e bio-
medicinske primene, uglavnom je od interesa amorfna
ili crvena monoklini¢na forma, najée$¢e dobijena u
vidu koloidnog rastvora. Prednosti koje nude metode
hemijske sinteze (redukcije) su jednostavnost, ekono-
micénost, reproducibilnost, dobar reakcioni prinos i mo-
gucnost da se njihova povrsina funkcionalizuje raznim
jedinjenjima koja im omogucavaju specificnu pri-
menu. Najéesée koris¢ena redukciona sredstva su as-
korbinska kiselina, glukoza, natrijum tiosulfat, gluta-
tion (redukovani oblik GSH) i brojna druga [15-17].
Upotreba stabilizatora u hemijskoj sintezi je ¢esto po-
zeljna kako bi se dobile §to uniformnije i stabilnije
nanocestice. Prema literaturi, kao stabilizatori SeNPs
najcesce se koriste razni polisaharidi (hitozan, karbo-
ksimetil celuloza, natrijum alginat), govedi serum al-
bumin (BSA), polivinil alkohol (PVA) itd. [13, 23—
26]. Sa druge strane odgovarajué¢im izborom redukcio-
nog sredstva moguce je ¢ak izbeci dodatnu upotrebu
stabilizatora [21, 27]. Medutim upotreba stabilizatora
moze znatno poboljsati biolosku aktivnost, tj. efika-
snost interakcije sa ¢elijama. Tako na primer, upotreba
BSA kao stabilizatora ne dovodi do poja¢anog imunog
odgovora organizma na prisustvo stranih cestica a
omogucuje lak prolazak Cestica kroz ¢elijsku membra-
nu bez rizika od povecéane citotoksi¢nosti [13].

Razumevanje uticaja svih parametara sinteze
SeNPs na brojna svojstva ove forme selena su od
velikog znacaja za njihovu §iru primenu. U mnogim
radovima je utvrdeno da svojstva poput morfologije,
veli¢ine 1 povrSinske hemije imaju klju¢nu ulogu na
antikancerogeni [15-17] i antibakterijski efekat Se-
NPs [28-30]. Zbog toga je ideja ovog rada bila
ispitivanje uticaja razli¢itih stabilizitora na morfo-
logiju, veli¢inu i kristalno uredenje nanocestica se-
lena.

2. EKSPERIMENTALNI DEO

Sve hemikalije koje su kori§¢ene u ovom radu su
analiticke Cistoce, a za potrebe pravljenja vodenih ras-
tvora kori$éena je destilovana voda.

2.1 Sinteza SeNPs

Sinteza SeNPs je uradena po ugledu na prethodnu
studiju, uz malu modifikaciju [31]. Nanocestice selena
su sintetisane hemijskom redukcijom natrijum selenita
(NazSe0s) uz upotrebu askobinske kiseline (vitamin C,
CesHsOs) kao redukcionog sredstva.

Za stabilizaciju nanocestica selena koriS¢ena su
dva tipa stabilizatora, globularni protein (BSA) i line-
arni polimer — poliglutaminska kiselina (PGA). Najpre
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su pripremljeni vodeni reakcioni rastvori prekursora
Na;SeOz i redukcionog sredstva CgHgOs U
koncentracijama 0,02M i 0,1M, tim redom. Potom su
rastvori stabilizatora (masene koncentracije 0,16%)
dodati u rastvor askorbinske kiseline, a kao finalni
korak izvrSeno je ukapavanje prekursora tj. Na;SeOs.
Odmah po dodavanju natrijum selenita, reakciona
smesa iz bezbojne prelazi u zutu, a na kraju, po za-
vr$etku ukapavanja, u cigla-crvenu boju kao znak for-
miranja SeNPs. Reakciona ¢asa u kojoj dolazi do redu-
kcije Na SeOsz je obmotana aluminijumskom folijom
kako bi se sprecila interakciju nanocestica selena i
vitamina C sa svetlom. Celokupna sinteza je vrSena uz
homogenizaciju na magnetenoj mesalici u ukupnom
trajanju od 30 min pri brzini meSanja od 1000 rpm.

Za potrebe morfoloskih ispitivanja skenirajuéom
elektronskom mikroskopijom (FE-SEM) dobijeni
koloidni rastvori SeNPs su liofilizirani u liofilizatoru
Alpha 1-4 LD (Martin Christ) pri pritisku od 0,36 mbar
i U trajanju od 20 sati.

2.2 Karakterizacija SeNPs

Ispitivanje zeta potencijala je izvrSeno na uredaju
Zetasizer (Nano ZS, ZEN3600) koji radi na principu
elektroforeticke mobilnosti, dok je rapodela veli¢ine
Cestica (PSD) odredena metodom laserske difrakcije
na uredaju Mastersizer 2000, (Malvern Instruments
Ltd, UK). U oba sléaja uzorci su mereni direktno iz
dobijenih koloidnih rastvora. Morfologija sintetisanih
SeNPs ispitana je metodama elektronske mikroskpije.
Liofilizirani uzorci SeNPs su pre snimanja na FESEM
uredaju Supra 35 VP - Carl Zeiss naparavani uglje-
nikom. TEM mikrografije (JEOL JEM-2100) su napra-
vljene sa dobijenim koloidnim rastvorima selena, na-
kapavanjem na specijalizovanim bakarnim mreZicama.
Energetska disperziona spektroskopija (EDS) je isko-
riS¢ena za kvantitativnu potvrdu selena, a ispitivanje
kristalnog/amorfnog uredenja uzorka izvrseno je ele-
ktronskom difrakcijom sa selektovane povrSine (SA-
ED).

3. REZULTATI | DISKUSIA

Jedna od polaznih karakterizacija nanocestica do-
bijenih u formi koloidnog rastvora je ispitivanje zeta
potencijala. Rezultati ispitivanja zeta potencijala pri-
kazani su u tabeli 1. Pored zeta potencijala (ZP) pri-
kazane su i vrednosti hidrodinamic¢kog radijusa i poli-
disperzionog indeksa (PdI). Ono $to se odmah uocava
je razlika u znaku povrSinskog naelekrisanja kao po-
sledica stabilizacije razli¢itim agensima. Negativni
predznak kod Ccestica sintetisanih uz pomo¢ PGA
poti¢e od Ccinjenice da ovaj polimer u vodenom
rastvoru ima anjonski karakter. Sa druge strane kod
uzorka SeNPs-BSA zabeleZena je pozitivna vrednost
usled niskog pH (ispod izoelektri¢ne tacke za ovaj
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protein) koji potice od askorbinske kiseline. Pore-
denjem apsolutnih vrednosti ZP moze se do¢i do za-
kljucka da je koloidni rastvor SeNPs-BSA stabilniji jer
se smatra da su vrednosti ZP preko 25 mV dovoljne da
obezbede stabilnost nanosuspenzija [32].

Sto se ti¢e vrednosti hidrodinami¢kog radijusa,
potvrdeno je da su oba uzorka u nanocesti¢noj formi
(ispod 100 nm), i to uporedivih dijametara. Porede-
njem vrednosti polidisperzionog indeksa (Pdl), gde su
dobijene vrednosti 0,118 i 0,133 za SeNPs-BSA i
SeNPs-PGA respektivno, moze se zakljuciti da prvi
sistem poseduju uniformniju raspodelu veli¢ine ce-
stica.

Tabela 1. Rezultati ispitvanja zeta potencijala sintetisa-

nih SeNPs
Uzorak Hidrodin. Pdl ZP (mV)
radijus (nm)
SeNPs-
PGA 96,5+ (0,9) 0,133 0,009 | -23,6 £0,7
SeNPs-
BSA 79,64 £0,69 | 0,118 +0,015 | 29,6 +0,8

Dalja ispitivanja uniformnosti u pogledu raspodele
veliéine SeNPs su uradena metodom difrakcije lase-
rske svetlosti i dobijeni rezultati su prikazani u na slici
1. Treba napomenuti da rezultat za uzorak SeNPs-PGA
nije prikazan zbog ta¢nosti merenja, tj. nedovoljne
pouzdanosti usled preklapanja intenziteta sa pozadin-
skim signalom [33].

o »®

16 d (0.1) < 40 orh
T d (0.5} < BD am
12 d(09) =122 nm
£
s 10
s
E 8
g 6
"
N4
2
801 01 1 10 100

Velicina cestica (uym)

Slika 1 - Raspodela velicina cestica kod uzorka SeNPs-
BSA, odredena metodom laserske difrakcije

Kao $to se moze videti sa slike 1, raspodela veli-
¢ine Cestica po zapremini je u skladu sa rezultatima
dobijenim na uredaju za merenje ZP, iako ove tehnike
koriste razli¢ite principe merenja. Dijametri Cestica
ovog uzorka se kre¢u u rasponu od 49 do 122 nm
(d(0.1) 1 d(0.9)), pri cemu je 50% analiziranih Cestica
(d(0.5)) manje od 80 nm.

Detaljnija analiza morfologije, uniformnosti i ve-
li¢ine Cestica u dobijenim uzorcima izvrSena je meto-
dama elektronske mikroskopije. Na slici 2 prikazane
su FESEM mikrografije liofiliziranih uzoraka SeNPs i
prvi zakljucak je da su Cestice svakako nanometarskih
dimenzija. Kod uzorka SeNPs-PGA (slika 2A) uocava
se pravilna sferna morfologija bez prisutne
aglomeracije, §to se ne moze reéi i za ¢estice u uzorku
SeNPs-BSA (slika 2B).

— X =~

Slika 2 - FESEM mikrografije sistema SeNPs-PGA (A) i sistema SeNPs-BSA (B)

Kod ovog uzorka aglomeracija je toliko izrazena
da se ne mogu naci izolovane cestice. Ipak, moze se
uociti da su Cestice sferne morfologije i to prili€no
uniformne u pogledu oblika i dimenzija. Liofilizacija
nanosuspenzija je jedan od Cestih pristupa sa ciljem da
se dobiju uzorci u ¢vrstom stanju a da se u mnogome
ne naru$i njihova struktura [34]. Medutim, ovaj vid
suSenja uzorka ponekad iziskuje upotrebu raznih prote-
ktanata, kako ne bi doslo do preterane aglomeracije i
agregacije Cestica unutar uzoraka [34,35]. U nasem
prethodnom radu utvrdili smo da se PGA moze ko-
ristiti i kao stabilizator i kao krioprotektant pri
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dobijanju nanosfera poli (e-kaprolaktona) [36], a na
osnovu ovih rezultata moze se pretpostaviti da istu
funkciju moze obaviti i prilikom sinteze SeNPs.

Dodatna ispitivanja morfoloskih karakteristika ce-
stica su uradena pomo¢u TEM mikroskopije (slika 3).
Kao $to smo napomenuli ranije, TEM analiza je iz-
vrSena nakapavanjem dobijenih koloidnih rastvora
selena na odgovaraju¢e mrezice. Kod sistema SeNPs-
PGA (slika 3A) prikazana je mikrografija dve izo-
lovane Cestice koje se preklapaju, pri cemu se moze
potvrditi njihova sferna morfologija i dimenzija ispod
100 nm.
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Slika 3 - TEM mikrografije sistema SeNPs-PGA (A) i sistema SeNPs-BSA (B)

Sa druge strane, kod sistema SeNPs-BSA (slika
3B) jasno se uodavaju dva skupa Cestica ¢ija je poje-
dina¢na dimenzija ispod 50 nm a morfologija sferoi-
dna. Usled njihovog slepljivanja u male aglomerate
dolazi do formiranja prividnih struktura ¢ije su dime-
nzije izmedu 50 i 100 nm, a to je upravo ono §to je i

detektovano merenjem zeta potencijala i difrakcijom
laserske svetlosti.

Jedna od glavnih prednosti elektronske mikro-
skopije je ta $to se upadni elektronski snop moze isko-
risti za kvalitativnu analizu sastava EDS tehnikom i to
na zeljenoj lokaciji.
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Slika 4 - EDS spektri sistema SeNPs-PGA (A) i sistema SeNPs-BSA (B)

Na slici 4. prikazani su EDS spektri dobijeni sa
povrsina prikazanih na slici 3. Kod oba spektra pri-
sustvo Se je potvrdeno na osnovu emisije zraCenja
energije od 1.379 keV, koje potic¢e od elektrona iz L
ljuske. Pored Se na spektrima su prisutni C, O i Cu.

Prva dva elementa ulaze u sastav oba stabilizatora dok
detektovani Cu potice sa bakarne mrezice. SAED ana-
liza sintetisanih uzoraka je takode izvrSene na Ce-
sticama prikazanim na slici 3, i dobijeni difrakcioni
obrasci su prikazani na slici 5.

B

Slika 5 - Difrakcioni obrasci sistema SeNPs-PGA (A) i sistema SeNPs-BSA (B), dobijeni SAED tehnikom
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Kao $to se moze videti postoji razlika izmedu
sistema SeNPs-PGA i SeNPs-BSA. U prvom slucaju
mozZe se uociti da su difraktovani elektroni rasporedeni
u vidu uskih koncentri¢nih linija (prstenova), $to
ukazuje na to da je uzorak polikristalan. Nasuprot
ovome, kod sistema SeNPs-BSA, moze se uociti da su
difraktovani elektroni difuzno i radijalno rasporedeni
oko upadnog snopa, $to ukazuje da je ovaj uzorak
amorfan.

BSA se kao stabilizator nanocestica selena Cesto
koristio u istrazivanjima publikovanim u prethodnom
periodu [18, 19, 37-40]. Ono §to je karakteristi¢no za
ovaj protein je sto omoguéuje dobijanje sfernih i amo-
rfnih SeNPs. Sa druge strane, prema nasem saznanju,
do sada nije prijavljena upotreba PGA za stabilizaciju
SeNPs. Na osnovu svih predstavljenih rezultata, moze
se zakljugiti da je sam mehanizam stabilizacije nano-
Cestica Se dosta razliit u opisanim sistemima, te se
umesto SeNPs sa amorfnim uredenjem dobijaju SeNPs
kristalne strukture kada se kao stabilizator koristi PGA.
Trigonalana forma SeNPs je termodinamicki najsta-
bilnija i prevodenje iz amorfne se moze izvrsiti prostim
zagrevanjem koloidnog rastvora na temperaturi od 90
°C [41]. Pinto je sa svojim kolegama ¢ak dokazao da
je ova transformacija moguéa i kao spontani process,
na sobnoj temperaturi, posle odredenog vremena [42].
Na kraju treba napomenuti da unutrasnja struktura
SeNPs utice na njihovu bioaktivnost i raspolozivost, i
to u korist amorfne forme [41].

4. ZAKLIUCAK

Nanocestice selena predstavljaju novu formu ovog
elementa koja se u odnosu na druge forme pokazala
kao superiornija u pogledu bioloske aktivnosti uz sma-
njenje toksi¢nog efekta. Kako bi njihov potencijal bio
dovoljno iskori$¢en, potrebno je ispitati uticaj raznih
parametara sinteze koji mogu uticati na njihova svoj-
stva. U ovom radu je demonstrirano da upotreba razli-
Citog tipa stabilizatora moze dovesti do promene u
kristalnoj strukturi SeNPs. U tom pogledu, BSA se
pokazao kao efikasniji stabilizator Cestica jer spre¢ava
prelazak iz amorfnog u kristalno uredenje. Takode,
utvrdeno je da su Cestice stabilisane uz pomo¢ BSA,
manjeg dijametra i uniformnije raspodele veli¢ina. Da-
lja istrazivanja su potrebna u cilju razja$njenja mehani-
zma stabilizacije i prirode interakcije izmedu Se i
navedenih stabilizatora, kako bi se §to bolje predvidela
1 objasnila njihova bioloska aktivnost.
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THE INFLUENCE OF STABILIZING AGENTS ON PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF
SELENIUM NANOPARTICLES OBTAINED BY CHEMICAL REDUCTION

Selenium nanoparticles (SeNPs) are specific form of this element that has recently become the subject
of numerous research, especially in the field of biomedicine. Several synthesis procedures for obtaining
SeNPs have been developed so far, among those including reduction of selenium salts are the most
frequently used. In this work, it is examined the effect of two stabilizing agents on morphology, size, and
crystallinity of obtained SeNPs. For this purpose, bovine serum albumin (BSA) and polyglutamic acid
(PGA) were used as stabilizing agents while reduction of sodium selenite with ascorbic acid was elected
as a synthesis procedure. Based on the results obtained from scanning electron microscopy (FESEM),
transmission electron microscopy (TEM), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS), selected area
electron diffraction (SAED), and measurements of zeta potential, it was determined that the mechanism
of stabilization i.e. choice of stabilizing agent can promote different crystalline arrangement within
SeNPs. The BSA proved as a more effective stabilizing agent for SeNPs, as it provides obtaining the
smaller, more uniform, and amorphous nanoparticles.

Key words: selenium nanoparticles, nanotechnology, synthesis of nanoparticles, characterization of

nanoparticles
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