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SAZETAK

Nanotehnologija je znanstveno podrucje od rastuce vaznosti i interesa. Cilj ovog rada
je upoznavanje i predstavljanje njegovog specificnog dijela - silika nanocCestica, Cija su
svojstva jo$ uvijek nepotpuno istraZzena, a pronalaze potencijalnu primjenu U mnogim
znanstvenim, medicinskim i tehnoloSkim podru¢jima. U skladu sa znanstvenim
istrazivanjima koja se provode na Zavodu za opcu i anorgansku kemiju, provedena je Sinteza
i karakterizacija silika nanocCestica, silika nanoCestica dopiranih organskim bojilima te
istrazivanje njihovih svojstava kao potencijalnih pH senzora.

Sinteza silika nanocestica provedena je modificiranom Stéberovom metodom (sol — gel
pristupom). Organska bojila koriStena za pripravu dopiranih nanoc¢estica su rodamin B i 2-
piperidinilbenzimidazo[1,2-a]kinolin-6-karbonitril (spoj 1), derivat benzimidazola pripravljen
na Zavodu za organsku kemiju FKIT-a. Optimizacija priprave silika nanocestica dopiranih
organskim bojilom provedena je na primjeru nanocestica dopiranih rodaminom B. Prema
postupcima dostupnim u literaturi, nanocestice dopirane rodaminom B pripravljene su na tri
razli¢ita na¢ina; jednostavnim dodavanjem bojila u sol — gel proces, dodavanjem bojila uz
prekursor  (3-aminopropil)trietoksilan (APTES) te dodavanjem bojila, prethodno
funkcionaliziranog silanolnim grupama, u sol — gel proces. Utvrdena je veli¢ina i raspodjela
pripravljenih nanoCestica pretraznom elektronskom mikroskopijom, te apsorbancija i
fluorescencija u UV-Vis dijelu spektra. Pripravljene ¢estice su veli¢ine nanodimenzija te su
monodisperzne. Spektralna analiza nanocestica S rodaminom nije bila uspje$na zbog bliskih
vrijednosti emisijske i apsorpcijske valne duljine zrac¢enja, no utvrdeno je da bojilo ostaje
vezano na nanocesticu, zbog Cega silika moze bili dobar nosa¢ za bojilo rodamin.

Nanocestice dopirane organskim bojilom 1 pripravljene su prema prethodno optimiziranom
postupku. Veli¢ina 1 raspodjela pripravljenih nanoCestica utvrdena je pretraznom
elektronskom mikroskopijom, a utvrdene su i apsorbancija i fluorescencija u UV-Vis dijelu
spektra. Takoder je kvalitativno ispitan utjecaj pH na spektralna svojstva pripraviljenih

nanocestica.

Kljuéne rijeci: - silika nanocestice
- organska bojila

- opticki senzori



SUMMARY

Nanotechnology is a scientific field of growing importance and interest. The aim of
this work was introduction of its specific segment - silica nanoparticles, of which properties
yet have not been completely examined, but are applicable in many scienfitic, medical and
technological areas. synthesis and characterization of silica nanoparticles, dye-doped silica
nanoparticles and examining their properties as potential pH sensors have been done.

The synthesis of silica nanoparticles included the modified Stéber method (the sol-gel
approach). Rhodamine B and 2-piperidinylbenzimidazo[1,2-a]quinoline-6-carbonitrile
(compound 1), the derivative of benzimidazole prepared at the Institute of organic chemistry
at Faculty of Chemical Engineering and Technology, have been used as organic dyes for the
synthesis. Preparation of dye-doped silica nanoparticles has been optimized in accordance
with nanoparticles doped with Rhodamine B. As reported in previous works, nanoparticles
containing Rhodamine B were being prepared in three separate ways: by simply adding the
dye to the sol — gel process, by adding the dye including a precursor (3-
aminopropyl)triethoxysilane (APTES), and by adding the dye which had been previously
functionalized with silanol groups, to the sol — gel process. The size and distribution of the
prepared nanoparticles has been determined by scanning electron microscope, and by
absorption and fluorescence in the UV-visible part of the spectrum. It has been found that the
particles were in nanodimensions, and that they are monodispersed. Spectral analysis of the
nanoparticles containing Rhodamine was unsuccessful due to adjasent values of emitting and
absorbing wavelength. Still, the dye remained intact with the surface of the silica
nanoparticles, and in that matter, silica can be considered as a good carrier for Rhodamine
dye.

Nanoparticles doped with compound 1 were prepared according to the optimized procedure.
The size and distribution of prepared nanoparticles has been determined by scanning electron
microscope, and by absorption and fluorescence in UV-visible part of the spectrum.
Likewise, the changes in optical properties of prepared nanoparticles caused by changing the

pH value have been examined.

Keywords: - silica nanoparticles
- organic dyes

- optical sensors
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1. Uvod



Nanoznanost je relativno mlada grana znanosti, otpoCela sredinom 20. stoljeca.
Temelji se na istrazivanju Cestica na nano - razini. Nanocestice su ljudskom oku nevidljive te
se smatraju nakupinama, odnosno klasterima atoma do reda veli¢ine od 100 nm [1]. Zbog
svojih malih dimenzija te specificnih svojstava, nanocCestice nece reagirati kao Cestice istog
materijala sintetizirane na makro razini, zbog ¢ega se primjena nanocestica moze prosiriti na

mnoga podrucja.

Svojim djelovanjem, nanokemija je omogucila tumacenje raznih pojava vezanih uz podrucje
materijala i strukture tvari, Sto je izuzetni doprinos medicini i bioanalizi [2,3]. ZnaCajnije
doprinose nanotehnologija je imala i u elektronici i tehnologiji informacija, proizvodnji
energije, ekologiji, proizvodnji prehrambenih namirnica te vojnoj industriji i instrumentaciji
[4]. Bitno je istaknuti da je nanotehnologija jo$ uvijek u fazi razvoja, stoga neke primjene jo$

uvijek nisukompletno razradene.

Silika nanocestice su kondenzati silikatnih skupina koji sa¢injavaju manje jedinice reda
velicine do 100 nm. Same po sebi ne pokazuju znacajnija intrinzi¢na svojstva i nisu izrazito
reaktivne. U svojoj strukturi posjeduju pore zbog kojih imaju veliku kontaktnu povrSinu, pa
im se mogu pripisati razne adsorpcijske namjene. Moguce ih je dopirati drugim tvarima, zbog

Cega silika nanoCestice predstavljaju idealne nosace za ostale vrste nanocestica.

U ovome radu pripravljene su i karakterizirane silika nanocestice te silika nanocestice
dopirane organskim bojilima. Silika nanoCestice su bile kemijski modificirane organskim

bojilima rodaminom B i spojem 1.



2. Opc1 dio



2.1. Nanocdestice i njihova primjena

Nanocestice su tvari ¢ija velicina u barem jednoj od triju prostornih dimenzija ne
prelazi red veli¢ine od 100 nm. Njihova glavna prednost u odnosu na materijale na makro-
skali je posjedovanje druk¢ijih svojstava, te moguénost drugacijih interakcija S drugim
molekulama 1 agregatima, a 1 izmedu istih Cestica. Tvari na nanoskali imaju povecanu
funkcionalnost zbog smanjenja veliCine potrebne tvari za izvrSenje nekog cilja. Za nanotvari
je isto tako moguce fino kontrolirati velicinu ¢estica. One posjeduju vecu dodirnu povrSinu u
odnosu na makrotvari, zbog ¢ega se mogu primijenjivati u inzenjerskoj katalizi kao
ucinkoviti katalizatori ili inhibitori. Takoder, zbog relativno male mase do izrazaja dolaze
njihova elektromagnetska svojstva, u odnosu na gravitacijska. Unutar njihove jednolike
strukture pojavljuje se manja vjerojatnost za nalazak koncentracije naprezanja na vanjsko
optere¢enje, zbog Cega krute nanoCestice imaju bolja mehani¢ka svojstva u odnosu na
makromaterijale (veca rastezljivost i zilavost, bolja plasticnost). Od toplinskih svojstava
najbitnije je istaknuti izrazito povecan toplinski kapacitet u odnosu na makrotvari. Gledajuci
elektronsku strukturu, na makrorazini elektroni zauzimaju kontinuirane elektronske vrpce, sto
¢e odredivati njihova elektromagnetska svojstva. Na nanorazini vrpci gotovo da i nema —
energije izmjene elektrona izmedu razina su puno diskretnije i njihova analiza je laksa i
tocnija. NanocCestice ¢e pokazivati i bolja opticka svojstva, Sto je pogotovo bitno za vidljivi
spektar, jer veli¢ina jednog kristala moze biti istih dimenzija kao i valna duljina vidljivog

dijela elektromagnetskog spektra (400-750 nm).

Nanocestice su relativno nove tvari, otkrivene krajem proslog stolje¢a, te predstavljaju novu
granu znanosti koja puno obecava. Nanocestice predstavljaju velik doprinos znanosti zbog

Sirokog podruc¢ja primjene, od medicine, biologije i prehrambene industrije [2 - 4].

2.1.1. Nanocestice plemenitih metala

Ovo su agregati plemenitih metala ¢ija barem jedna od tri prostorne dimenzije ne
prelazi red veli¢ine od 100 nm. Kod njih dolazi do pojave rezonancije povrSinskih plazmon-

polaritona. To je efekt pri kojemu elektroni povrSinskih atoma (ili klastera) koloidne otopine



nekog metala (npr. zlata) imaju manju Sirinu zabranjene zone izmedu vrpci, za razliku od

elektrona atoma koji su unutar otopine.

Rezultat tog efekta je tzv. red shifting, odnosno crveni pomak, $to je pomicanje emisijskog
spektra atoma prema vecin valnim duljinama [5]. Taj efekt moguce je iskoristiti za razli¢ite
modifikacije foto - svojstava tvari, pogotovo korisno pri detekciji npr. peptida ili nekih

antitijela.

2.1.2. Magnetske nanocestice

Magnetske nanocestice su Cestice izrazitih magnetnih svojstava ¢ija veli¢ina u barem
jednoj dimenziji ne prelazi vrijednost od reda velicine 100 nm. Kod njih do izrazaja najvise

dolazi njihovo svojstvo magnetizacije, odnosno, one nose vektorski magnetski moment.

Pretpostavimo da imamo zeljezo, koje je sastojak magnetita, Cesto koriStene tvari za
magnetne nanocestice. Kada Zeljezo izlozimo eksternom magnetskom polju, spinovi njegovih
elektrona rasporedenih u orbitalama se slazu u smjeru narinutog magnetskog polja. Ovakvu
pojavu, specificnu za Zeljezne elektrone koji su sami po sebi usmjereni u prostoru, nazivamo
feromagneticnost. To je sposobnost da tvar zadrzi magnetski moment jednom kada je

magnetizirana, odnosno izloZena vanjskom magnetskom polju [6].

Ukoliko je Cestica dovoljno mala, unutar nje nema razdvajanja momenata, kao kod vecih
nakupina istovrsnih atoma. Ova ¢injenica dovodi do pojma superparamagneticnosti. To je
pojava koja opisuje zakretanje momenta malog klastera u smjeru narinutog magnetskog polja,
te ostajanje magnetskog polja takvim na dulje vrijeme. Nanocestice s ovim svojstvom imaju

primjenu u medicini, pogotovo pri magnetskoj rezonanciji (MRI) [7].

Takoder, bitno je naglasiti termicku stabilnost ovako pripravljenih magnetnih Cestica, koje se

mogu koristiti pri lijeCenju karcinoma visokom temperaturom [8].



2.1.3. Kvantne tocke

Kvantne tocke su klasteri atoma, ¢ija veli¢ina u barem jednoj od tri dimenzije ne
prelazi red veli¢ine od 100 nm. Ovisno o veli¢ini klastera, kvantne to¢ke mogu mijenjati
valnu duljinu emisijskog spektra, odnosno boju emisijskog spektra, ukoliko govorimo o
vidljivom spektru. Sastoje se od jezgre i ljuske. Jezgra je obi¢no sastavljena od poluvodickog

metala, a najcesce se upotrebljava kadmij i njegovi spojevi.

Vanjsku ljusku obi¢no sa¢injava neki metal, no mora imati ve¢u energiju zabranjene zone u
odnosu na metal jezgre (Cesto koriSten cink i njegovi spojevi), kako bi svojstvo doslo do
izrazaja.. Njihove prednosti u odnosu na fotosenzibilne tvari na makrorazini su: velika i duga
fotostabilnost, uski emisijski spektar te jak intenzitet emisijskog spektra, Sto omogucuje
detekciju vrlo malih koli¢ina analita. Sve to ih ¢ini uéinkovitim za primjenu u optickim

senzorima.

2.1.4. Silika nanocdestice

Silika nanocCestice su kondenzati metasilikatnih skupina reda veli¢ine klastera do 100
nm. Oni se razlikuju od ostalih prethodno navedenih vrsta nanocestica, jer ne posjeduju
nikakva znadajnija intrinzi¢na svojstva. StoviSe, moguce ih je koristiti kao robusne nosace
raznih organskih ili anorganskih molekula. Zbog svojstva hidrofobnosti, one se koriste za
poboljSanje svojstava raznih emulzija, zatim u prehrambenoj industriji, te kao promotori

granulacije, te hidrofobnosti [9].

U ovom radu, istrazivane su silika nanocestice dopirane organskim bojilima za potencijalne
primjene u optickim senzorima. Za silika-nanoCestice specificno je to da mogu sadrzavati
veliki broj fotokemijski aktivnih vrsta, §to im omogucuyje sjajnu luminescenciju i blage i
optimalne procesne uvjete [2]. Moguce ih je koristiti u biomedicini, dijagnostici, biokemiji te

detekciji kemijskih vrsta op¢enito.



2.2. Sinteza silika nanocestica

Sinteza samih silika nano¢estica moZe se odvijati na dva najce$¢e koriStena nacina:

Stoberovim postupkom i metodom mikroemulzije.

2.2.1. Stéberov postupak

Stoberov postupak [10] je skup reakcija koje dozvoljavaju kontroliran rast sferi¢nih
silika Cestica, jedinstvene veli¢ine, preko hidrolize alkilnih silikata (najces¢e tetraetil-
ortosilikat), te kondenzacijom u alkoholnim otopinama. Kao katalizator reakcije se najcesce

koristi amonijak.

Veli¢ina dobivenih Cestica tipi¢no seZze od 150 do 20000 nm, dok pore unutar njih najéesce
dosezu promjer od 2 do 10 nm. Glavna prednost ove metode je mogucnost stvaranja
monodisperznih sferi¢nih ¢estica, za razliku od kiselo kataliziranih reakcija, gdje bi se Cestice

nalazile u obliku gela, te monodisperznost ne bi bila izrazita [11].

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3

Si(OEf)s + EtOH H:0 + EtOH (ultrazvuk,
(ultrazvuk, 10 min)

Si(OEf)s + H20 + EtOH ‘ 10 it

Si(OEDs
+ amonijak (25%) |::> Smjesa reaktanata <:|
ultrazvuk 90 min

Koloidni SiO2
ultrazvuk. 3 h

{

Geliranje i starenje uzorka
1h
Susenje grijanjem (HD) ili snrzavanjem (FD) |

Kalcinacija, 600°C, 2Zh

Praskasti uzorci

I<I:l

Slika 1. Ukratko navedeni nacini izvodena Stdberova procesa, s aproksimativnim vremenima

reakcija, preuzeto iz [11].



Reakcija kondenzacije se provodi u smjesi alkohola, amonijaka i vode. Koristi se
amonijak koncentracije 5 M, te jednostavan alkohol. MijeSanjem u pripravljenom mediju

prekursor silike, tetraetoksi-ortosilikat, hidrolizira prema reakciji:
Si(OR)4 + 4 H,0 — Si(OH), + 4 ROH

Produkt hidrolize je koloidna silika, koja stajanjem prelazi u silika gel

Daljnjim stajanjem, te grijanjem i suSenjem na zraku dobiva se ¢vrsti, kruti silika prah.
Si(OH)4 — Si10, + 2 H,O

Monodisperznost je moguce povecati povecanjem vremena reakcije, te uvodenjem aniona

(klorid, bromid) kao promotora monodisperznosti.

2.2.2. Sinteza metodom mikroemulzije

Sinteza metodom mikroemulzije [12] je nacin priprave nanoCestica koriStenjem dviju
nemjesljivih otopina, koje sadrze Cestice nanodimenzija. Otopine mogu biti stabilizirane
surfaktantima. Ova metoda daje monodisperzne Cestice, preciznije veli¢ine s obzirom ¢ak na
nanorazinu te omogucuje kontrolu nad veli¢inom Cestica preko omjera voda-ulje. Reakcija se
zbiva u izotropnom i termodinamicki stabilnom sustavu voda-ulje-surfaktant, gdje se
nanokapljice vode, zarobljene unutar uljne faze, koriste kao mikroreaktor za nastajanje silika

nanocestica [13].

Za nastajanje silika nanodestica potrebna je smjesa n-heksanola i TEOS-a kao
prekursora, cikloheksanol, voda, amonijak, ulje (inertno s obzirom na ostale reaktante), dok
je za vodu potrebno da bude Sto ¢is¢a zbog mogucih interferencija necCistoca. Reakcija traje
24 sata, na sobnoj temperaturi, te se nakon reakcije prah silika nanocCestica ispire acetonom i

etanolom, kako bi se uklonile ne¢isto¢e uporama. Time zavrSava proces polimerizacije.



Slika 2. TEM prikaz nanocestica silike dobivenih postupkom reverzne mikroemulzije,
preuzeto iz [13].



2.3. Karakterizacija silika nanocestica

Prilikom karakterizacije tvari odreduju se njena fizikalno-kemijska svojstva.
Karakterizaciju je moguce provesti na puno nac¢ina, ovisno o odredivanju zeljenih svojstva. U
nanotehnologiji, bitno je odrediti veli¢inu dobivenih cestica, Sto je moguce odrediti
pretraznim elektronskim mikroskopom. PoSto su u radu odredivana 1 optika svojstva,

koristene su UV-vidljiva apsorpcijska i fluorescencijska spektrofotometrija.

2.3.1. Pretrazna elektronska mikroskopija

Za opticko detektiranje 1 karakterizaciju silika nanoCestica moguce je Kkoristiti
pretrazni  elektronski  mikroskop, ¢ija je mo¢ razluivanja 1 do 0.1 nm.
Mikroskop se temelji na detekciji naj¢eS¢e sekundarnih te povratno-rasprSenih elektrona,
preko kojih je moguée skeniranje topografske povrSine i sastava uzorka.
Uzrok emisije obiju wrsti elektrona je usmjerena zraka elektrona koja pada na uzorak.
Usmjerena zraka prodire do par mikrometara u povrSinu te uzrokuje razne interakcije s
elektronima. Ovisno o kutu upada zrake te tipu interakcije i rasprSenja (elasti¢no ili
neelasti¢no), nastat ¢e zeljeni sekundarni elektroni, koji padaju na detektor i tako tvore sliku
povrsine. Nakon detektora, signal se moze eventualno pojacati pojacalom, te biva registriran

na procesoru [14].

PM cijev / PM cijev
b’ Svjetlosna
Svijetlosna dijev \
VPSE detekior, /AN ¢ eV B NG SE
SE detektor’ \ detektor
/ kv
8sD| | BSD
+380V
v
Vakuumiran sustav Uzorak :

Slika 3. Shematski prikaz pretraznog elektronskog mikroskopa s fosforskom nabijenom

mrezicom, preuzeto iz [14].
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2.3.2. Spektrofotometrijske metode

Spektroskopske metode karakterizacije temelje se na analiziranju interakcije
elektromagnetskog zraCenja i tvari. Unutar odredenih tvari, vidljivo zraCenje kojem su tvari
izloZene moze uzrokovati promjenu elektronske strukture tvari. Zracenjem se izbija elektron
iz ljuske atoma, koji kratkotrajno biva pobuden. Povratkom u svoje elementarno stanje,
elektron emitira energiju. Moguce je odrediti valne duljine apsorbirane energije, te emitirane

energije koriste¢i se raznim analitickim tehnikama [15].

Transferi elektrona s pripadajuc¢im energijama prikazuju se Perrin-Jablonski dijagramom:

=
[T

R

‘|I\r

T,

o

S, T,

L

1S
I
;

APSORPCUA || FLUORESCENCUA ||  FOSFORESCENCUA

LTI

Y

]
)
Lt
o

APSORPCIIA FLUORESCENCITA FOSFORESCENCIJA

Slika 4. Perrin — Jablonski dijagram, preuzet iz [15].

Prilikom prijelaza So — Sidogada se apsorpcija. Foton koji je apsorbiran u elektronskom
omotacu predaje svoju energiju elektronu, koji biva pobuden i odlazi u stanje S;. Povratkom
iz pobudenog S; stanja u osnovno Sy stanje, dogada se emisija fotona, odnsono otpustanje
energije elektrona uzrokovano relaksacijom. Ovaj efekt nazivamo fluorescencijom energije.
Fluorescencija se dogada vrlo kratko nakon apsorpcije elektrona te je njena energija uvijek

manja od apsorpcijske energije. Ukoliko se fluorescencija dogada nakon odredenog veceg
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vremena govorimo o pojavi fosforescencije, gdje pobudeno stanje elektrona traje dulje od

onoga u fluorescenciji.

Potaknut apsorpcijom fotona (energije), elektron vraCanjem u svoje osnovno energetsko
stanje emitira energiju, i to manju nego energiju apsorpcije. Sto je veéa razlika u energijama,
ve¢i su razmaci izmedu apsorpcijske i emisijske vrpce, odnosno valne duljine makimuma
apsorpcije i emisije ¢e biti razmaknutiji. Sama razlika izmedu polozaja maksimuma, odnosno
razlika valnih duljina maksimuma, naziva se Stokesov pomak. Za spektrofotometrijsko

odredivanje je povoljno da je pomak Sto veci, radi lakSeg odredivanja signala.

Sljede¢i vazni parametar kojeg pratimo je molarni apsorpcijski koeficijent, . On predstavlja
koli¢inu energije koje je bojilo sposobno apsorbirati, za odredenu valnu duljinu. Bojilima
pogoduje Sto veci koeficijent, jer ¢e tada boje biti osjetljivie na koncentracije. Koeficijent
ovisi 0 koncentraciji analiziranog uzorka c, i duljini puta svjetlosti kroz kivetu, L. Za

opisivanje njihovog odnosa sluzimo se Lambert-Beerovim zakonom.

Posto govorimo o optickim senzorima, pozeljno bi bilo da djelovanje senzora biva
zamije¢eno ljudskim okom. Zbog toga je esencijalno da emisijske valne duljine organskih

bojila upadaju u vidljivi spektar elektromagnetskog zra¢enja, odnosno izmedu 400 1 750 nm.

Ukoliko ozra¢imo uzorak fotonima, ne mozemo ocekivati da energije apsorbiranih i
emitiranih elektrona budu ujednacene. Da bi se poblize opisao ,,gubitak®, uveden je pojam
kvantno iskoristenje. To je omjer emitiranih fotona u odnosu na apsorbirane. Za organska

bojila je bitno da je omyjer Sto veci, odnsono da iskoriStenje bude Sto povoljnije za sustav.

Za bojila je jo§S pozeljno da imaju veliku fotostabilnost (broj ciklusa koje ista boja moze
dokazati bez da se raspadne), optimalnu valnu duljinu pobude (da tokom mjerenja
fluorescencije bojilo pobudujemo sa energijom valne duljine S§to blizoj apsorpcijskom
maksimumu), te da boja bude inertna i postojana za kemijske i fizikalne promjene koji su

nebitni za proces (temperatura, pH, hidrofilnost itd.).
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2.3.2.1. UV-Vis apsorpcijska spektrofotometrija

UV-Vis apsorpcijska spektrofotometrija [16] je analiticka tehnika odredivanja
apsorpcije zratenja tvari unutar podrucja UV 1 vidljivog dijela elektromagnetskog spektra.
Temelji se na odredivanju promjena energija elektrona iz osnovnog u pobudeno stanje.

Opisuje se Lambert—Beerovim zakonom:
A= |Oglo(|o/|) =eclL (1)

Lambert-Beerov zakon povezuje intenzitete zraCenja prije (lp) i poslije (I) prolaska kroz
uzorak, te preko njihove razlike ih dovodi u odnos sa koncentracijom uzorka (c), molarnim
adsorpcijskim koeficijentom (g), te duljini puta zracenja kroz kivetu (L). Logaritamski omjer
koeficijenta upadnog i izlaznog zratenja zove se apsorbancija, te se prilikom UV-Vis

spektrofotometrijske analize mjeri njena ovisnost o valnoj duljini.

2.3.2.2. UV-Vis fluorescencijska spektrofotometrija

Komplementarna analiticka tehnika UV-Vis apsorpcijskoj spektrofotometriji je
fluorescencijska spektrofotometrija. To je metoda koja se temelji na odredivanju emisijskog
spektra tvari. Njome se prati energija povratka elektrona iz pobudenog stanja u osnovno.
Povratkom elektrona dogada se emisija energije, ¢ija valna duljina moZe pripadati u vidljivi

spektar [16].

Kako bi fluorescirale, organske tvari u svojoj strukturi moraju imati $to vec¢i konjugirani
sustav veza, odnosno periodi¢ko strukturalno izmjenjivanje jednostruke i dvostruke veze.
Ovakva stuktura omoguCuje unutra$njeorbitalni prijelaz elektrona izmedu = veznih i z
protuveznih orbitala, poznatiji kao = — z* prijelaz. Sto je konjugacija sustava veca, to je
potrebna manja energija za pobudivanje elektrona. Takoder, tom pojavom kvantno

iskoristenje biva vecée, odnosno bojilo se smatra prikladnijim [15].
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2.4. Silika nanocestice dopirane organskim bojilima

Silika nanocestice same po sebi nemaju znacajnih intrinzi¢nih svojstava te su time
vrlo pogodne za modifikaciju, odnosno dopiranje. U svrhu koriStenja kao opti¢ki senzor,

moguce ih je kovalentno dopirati raznim organskim bojilima, odnosno fluoroforima.

2.4.1. Organska bojila

Organska bojila su spojevi kojii apsorbiraju u vidljivom podru¢ju, odnosno ljudsko
oko vidi njihovu boju. Bojila u svojoj strukturi posjeduju visoko konjugirani sustav veza,
¢ime su im omoguéena zavidna optiCka svojstva. NajéeS¢e koriStena organska bojila su

fluorescein i1 odredeni rodamini.

Slika 5. Strukturni prikaz molekule rodamina

Organsko bojilo prikazano na slici 5. u svojoj strukturi ima visoko konjugirani sustav
(izmijenjivanja dvostruke i jednostruke veze), zbog ¢ega emitira boju u vidljivome spektru
elektromagnetskog zracenja. Takvo svojstvo emisije je vrlo pozeljno pri nekim kemijskim
procesima u kojima se mijenja struktura molekule bojila. Sama promjena strukture utjecat ¢e
na konjugirani sustav veza, odnosno, uzrokovat ¢e promjenu emisijske valne duljine spoja.
Dakle, spoj ¢e emitirati drugaciju boju u vidljivome spektru. Organske boje takoder mogu
davati viSestruke 1 medusobno razli¢ite odzive, ovisno o sustavu te emitiraju ja¢im
intenzitetom u odnosu na standardna bojila. Isto tako, organska bojila imaju ve¢i molarni
apsorpcijski koeficijent, emisijski spektar u rasponu valnih duljina prepoznatljivih ljudskome
oku (400-750 nm) te visoku fotostabilnost i ve¢i Stokesov pomak [16]. Zbog tih svojstava

organska bojila smatramo prikladnima za pripravu optickih nano-senzora [17].
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2.4.2. Sinteza dopiranih silika nanocestica

Fluorofori se na silika nanocestice mogu vezati kovalentno (kemijski), ili adsorpcijom
(fizikalno).

Pri sintezi kovalentno dopiranih silika nanoestica, moguée je prethodno modificirati,
odnosno aktivirati povrSinu silike. Najées¢e se modifikacija odvija click reakcijom, odnosno
bakar-1-kataliziranom azid-alkiln cikloadicijom, ili pomoc¢u 3-aminopropil-trietoksisilana ili -
3-glicidiloksipropil-trimetoksisilana, koji sudjeluju kao poveznice [18]. Aktivira se amino-
kraj APTES-a, koji se kovalentno veze za silika nanocesticu (ili klaster) te na drugom kraju
omogucuje vezivanje veCeg fluorofora [19]. Kod ovakvog vezivanja, moguée je vezati

kompletno antitijelo na siliku.

Navedene reakcije su mogucée u nevodenim i blago vodenim medijima. PreviSe vode moze
pomaknuti ravnoteZzu hidrolize silika nanoCestica prema nepozeljnom smjeru. Negativna
strana ove metode je stvoreni prostor koji nastaje izmedu silike i fluorofora, unutar kojeg su
moguée brojne interakcije povrSina koje uzrokuju desorpciju fluorofora te slabiju

iskoristivost procesa.

Pri sintezi silika nanocestica s adsorbiranim fluoroforima nije nuzno potrebno modificirati
silika nanocestice, no on ¢e tada biti slabije vezan za nanoCesticu u odnosu na kovalentni
nacin vezivanja. Odnosno, ukoliko u reakcijskoj smjesi imamo neki adsorbens s vec¢im
afinitetom vezivanja od fluorofora, vezivanje ¢e biti neuspjesno. Prednosti ove metode su Sto

je jednostavnija za izvodenje te ne zahtjeva puno koraka ¢is¢enja, odnosno purifikacije [19].

Vazno je napomenutida se u vecini istrazivanja nije zamjetilo kapanje organskog pigmenta iz

pora silika nanostruktura, premda nikakva teza jo§ nije sa sigurnoS¢u ustanovljena.
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Slika 6. Prikaz sinteze silika nanocestica dopiranih bojilima; A — Stéberova metoda, B —
metoda reverzne mikroemulzije, C — metoda potpomognuta direktnim micelama, preuzeto iz
[20].

Sinteza kompletnih dopiranih nanocestica se odvija u Sarznom reaktoru, uz konstantno
mijeSanje. Omyjer aktiviranog fluorofora u odnosu na TEOS moZze varirati od 0.1% do 1%

molova fluorofora na 1 mol TEOS-a. Smjesa se mijeSa minimalno 5 sati, pri sobnoj
temperaturi [21].
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Slika 7. Graficki prikaz ovisnosti intenziteta emisijskog spektra silika nanoéestica dopiranih
organskim bojilima, u odnosu na omjer mijeSanja tri fluorofora: FITC, R6G, and 6-karboksil-

X-rodamina, preuzeto iz [22].
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2.5. Opticki senzori i primjena

Opticki senzori su vrsta senzora koji su sposobni detektirati razne tvari (pH, kisik,
metalne katione itd.), uz davanje signala — promjenu boje. Uzrok promjene boje bit ¢e
promjena u strukturi bojila, ¢iji elektronski sustav promjenom strukture mijenja emisijsku
valnu duljinu. Opti¢ki nanosenzori su vrsta senzora koja moZze detektirati tvari uz davanje

vizualnog signala, a da im veli¢ina Cestica ne premasuje red veli¢ine od 100 nm.

Opcenite prednosti nanosenzora su da nemaju znacajnu donju granicu detekcije u odnosu na
analit, veca svjetlina (ja€i intenzitet), oStrije 1 jasnije boje (koje omogucuju detekciju vise

analita unutar istog uzorka), te duga postojanost i lako manevriranje signalom [17].

Slika 8. Shematskiprikaz vrsta optickih nanosenzora; a — makromolekulski nanosenzori; b —
nanosenzoribazirani na polimerima isol - gel postupku; ¢ —nanosenzoribazirani na jezgra-
ljuska sistemu; d — magnetske Cestice; ¢ — kvantne toc¢ke; f— nanosenzori s metalnom bazom,

preuzeto iz [2].

Sa svime time na umu, opticki nanosenzori, izmedu kojih 1 silika nanocestice, koriste se
uvelike pridetekciji gena iobiljezavanju DNK [2], zatim, kao odli¢ni kemijski senzori za pH,

Kisik, cink i kobalt [6, 23 - 26], te kao prenosnici tvari kroz organizam. [27, 3].
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2.5.1. Opticki nanosenzori temeljeni na silika nanocesticama

Silika nanocestice koriStene u optickim nanosenzorima su opisane u mnogim
znanstvenim istrazivanjima. U ovom poglavlju su predstavljene neke od najzanimljivijih

upotreba i istrazivanja dopiranih silika nanocestica.

Mezoporne silika nanocestica koriStene su kao dostavljaci tvari u stanicute kao medustani¢ni
transporteri, kako je opisano u radu I. 1. Slowinga iz 2008. godine [3]. Zeljena molekula (npr.
adenozin-trifosfat) je zarobljena unutar pora nanocestica, pomocu disulfidnih linkera. Krajevi
pora se zatvoreni kadmijevim sulfidom te je tvar injektirana do stanica uz konacno otvaranje

pora ioslobadanje tvari ka zeljenom odredistu.

Slika 9. Prikaz koristene nanocestice punjene zato¢enim molekulama, zatvorene zatvaratem

pora, preuzeto iz [3].

N. Chekina i suradnici su 2011. godine [6] prikazali primjer primjene dopiranih silika
nanocestica koriStenih kao presvlaku nanocestica Zeljezovog (III) oksida, gdje silika
nanoCestice bivaju modificirane kovalentno vezanim fluorescein izotiocijanatom. Navedeno
bojilo nema direktnih veza sa Zeljeznom jezgrom te ne utjeCe na njena supermagneti¢na
svojstva. Nanocestice su motrene fluorescentnom mikroskopijom i magnetskom
rezonancijom, te su njima obiljezavane mesenkimalne maticne stanice (fibroblasti, stanice

zaduzene za popravljanje fizicki oSte¢enog tkiva).
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Slika 10. Slika koronalne (gore lijevo idesno) i aksijalne (dole lijevo idesno) magnetske
rezonancije Stakorovog mozga, implantiranog s 100 000 mati¢nih stanica dopiranih zeljeznim

silika nanoCesticama uz bojilo FITC, preuzeto iz [6].

Dopirane silika nanoCestice su naSiroko koriStene u svrhu obiljezavanja stanica [26]. KoriSten
je ORMOSIL kao prekursor (slican tetractoksi ortosilikatu spomenutom u poglavlju 2.2.1., ali
umjesto nekih alkoksidnih terminalnih grupa ima organski ostatak, primjerice metilnu
skupinu, ¢ime je moguca kontrola veli¢ine pora silika nanocestice). Kao bojilo je koriSten
fluorescentni  rutenijev  kompleks  Ru(l)-tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolin)  klorid,
[Ru(dpp)s]**. Ovako stvorena nanoestica koriitena je za obiljezavanje ljudskih stanica
leukemije, zbog svojstva bojila da fluoresciraju podvrgnute magnetskom polju. Nanocestice

su omogucile opticko razlikovanje zdravih stanica preko antitijelo-antigen interakcija.

Slika 11. Prikaz stanica leukemije obiljeZenih fluorescentnim nanocesticama (na slici Zuto) u

blizini magneta (na slici crveno), preuzeto iz [26].
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M. Monalti i suradnici su 2013. godine [25] prikazali mogucnost uporabe dopiranih silika
nanoCestica u sustavu jezgra- ljuska, u svrhu razvoja senzora za Cu**, Zn?*, Hg?* , Pb?* i CI
ione. PowvrSina silika nanocestica je modificirana alkoksisilanolnim derivatima te je na
derivate kovalentno vezivan fluorofor, odnosno bojilo. Tako pripravljane nanocestice

mijenjale su svoja fotofizicka svojstva kada bi bile stavljene u sustav s navedenim ionima.
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Slika 12. Shematski prikaz kompleksiranja bakrova kationa iposljedicnog fluorimetrijskog
signala nanocCestica (gore), Shematski prikaz fluorescencijske detekcije cinkovih kationa
pomo¢idopiranih silika nanocestica (dole lijevo), Struktura fluorescentnog nanosenzora za

kloridne ione (dole desno), preuzeto iz [25].

A.S. Desai i suradnicisu 2014. godine predstavili primjer nanosenzora baziranog na dopirnim
silika nanocesticama u svrhu nadgledanja i kontrole medustani¢nih interakcija pri nizim pH
vrijednostima [23]. Fotokemijska svojstva silika nanocCestica mogu biti predvidena i
prilagodena, kako bi se mogla motriti posebna odjeljenja stani¢nih dijelova te davati odgovor

na vanjsku pobudu.
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Slika 13. Prikaz raspodjele pH vrijednosti u stanicama u pripadaju¢im vremenskim

intervalima, preuzeto iz [23].

Dopirane silika nanocCestice se najvise koriste kao pH senzori, kao $to je prikazao F. Gao 1
suradnici 2014. godine [24]. Rodamin-B-izotiocijanat je kemisorpcijski vezan na silika
nanocestice te su se ovako pripravljene nanocestice pokazale kao odliCan pH senzor u

rasponu pH = 5.00 — 10.00.

T. Nakamura i suradnici su 2015. godine opisali uporabu dopiranih mezopornih silika
nanocestica u svrhu dostave lijekova do stanica [27]. Silika nanodesticama je presvucen
anglomerat izotopa °F, te je povr$ina silike dopirana bojilom Cy5, izvanredne fluorescencije
u otopinama. lzotopi fluora su praceni preko magnetske rezonancije. Za magnetsku

rezonanciju fluorom koriStena je jezgra PFC, perfluorougljik.
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Slika 14. Prikaz strukture koriStene nanocestice, preuzeto iz [27].
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Slika 15. Prikaz stanice, aktivnosti bojila, te spojenih slika prilikom dolaska lijeka do stanice,

preuzeto iz [27].
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3. Eksperimentalni dio



U ovom radu pripravljene su i karakterizirane silika nanocestice te silika nanocestice
dopirane organskim bojilima. Kao organska bojila u zasebim reakcijama kori$teni su rodamin
B i spoj 1 - benzimidazol[1,2-a]kinolin-6-karbonitril sintetiziran na Zavodu za Organsku
kemiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije, u grupi pod vodstvom izv. prof. dr. sc.

Marijane Hranjec.

Slika 16. Prikazi molekulskih struktura rodamina B (a), i spoja 1 (b)

3.1. Materijali i instrumenti

3.1.1. Instrumenti

Tokom karakterizacije, za spektralnu analizu je koristen UV-Vis spektrofotometar
Cary 100 Scan, te fluorimetrijski spektrofotometar Cary Eclipse, dok je kao pretrazni
elektronski mikroskop koristen Tescan Vega EasyProbe SB mikroskop. Tokom priprave
otopina koriStena je ultrazvucnu kupelj Transsonic T 460/H, Elma Hans Schmidbauer, GmbH

& Co KG, uredaj za uparavanje IKA HB 10 te uredaj za centrifugu MLW T23D.
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3.1.2. Materijali

- etanol, Carlo Erba Reagens

- aceton, Sigma Aldrich

- retanol, Sigma Aldrich

- rodamin B, FisherScientific UK, Loughborough, Leica

- spoj 1, Benzimidazol[1,2-a]kinolin-6-karbonitril

- 3-Glicidiloksipropil-trimetoksisilan (GLYMO), Arcos organics, Belgija

- 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES), Sigma Aldrich

- demineralizirana voda

- tetraetil-ortosilikat (TEOS), Sigma Aldrich

- amonijak, Kemika d.d., Zagreb

- klorovodi¢na kiselina, Carlo Erba Reagens

- kloroform, Sigma Aldrich

- diklormetar, Carlo Erba Reagens
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3.2. Priprava silika nanocestica

3.2.1. Priprava Cistih silika nanocestica

Priprava silika nanocestica je provedena prema modificiranoj Stéberovoj metodi [10].
U reakcijsku Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL pomijeSano je 30 mL etanola, 2 mL
amonijeva hidroksida (25%), 0,5 mL deionizirane vode i 1 mL TEOS-a. Reakcija je
provodena 18 sati, uz stalno mijeSanje pomoc¢u magnetne mijeSalice. Produkt reakcije
centrifugiran je 1 sat na 3500 okretaja u minuti. Dobivene Cestice dvaput isprane acetonom te
centrifugirane dvaput po 30 minuta, na 3500 okretaja u minuti. Krajnji produkt je susen u
suSioniku preko noc¢i na 70°C. Dobiveni produkt je bijeli prah silika nanocestica, m = 247,5

mg.

3.2.2. Priprava nanocestica dopiranih rodaminom B
3.2.2.1. Stbberova sinteza

KoriStena je spomenuta Stoberova metoda, uz dodatak rodamina B kao organskog
bojila. U Erlenmeyerovu reakcijsku tikvicu od 250 mL pomijesano je 30 mL etanola, 2 mL
amonijaka, 0,5 mL deionizirane vode, 1 mL TEOS-a, te 11,5 mg rodamina B.
Reakcija je ostavljena preko no¢i u digestoru, poklopljena aluminijskom folijjom, te

zabrtvljena parafilmom.

Po zavrsetku reakcije, smjesa je centrifugirana 35 minuta na 3500 okretaja u minuti.
Sedimentirane nanocestice su potom dvaput isprane U acetonu te centrifugirane dvaput po 30
minuta, na 3000 okretaja. Krajnji produkt se suSio u suSioniku preko no¢i, na 60°C. Masa

dobivenih ruzicastih Cestica je iznosila m = 236,5 mg.
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3.2.2.2. Modificirana Stoberova sinteza (uz APTES)

KoriSena je modificirana Stoberova metoda [28], uz dodatak rodamina B kao
organskog bojila, te APTESA kao poveznice. U Erlenmeyerovu reakcijsku tikvicu od 250 mL
ubaceno je 30 mL etanola, 2 mL amonijaka, 0,5 mL deionizirane vode, 1 mL TEOS-a, 5,5 pL
APTES-a, te 11,8 mg rodamina B. Reakcija je ostavljena preko no¢i u digestoru, poklopljena

aluminijskom folijom, te zabrtvljena parafilmom.

Po zavrSetku reakcije, smjesa je centrifugirana 35 minuta na 3500 okretaja u minuti.
Sedimentirane nanoc¢estice supotom dvaput isprane u acetonu, te centrifugirane dvaput po 30

minuta, na 3000 okretaja. Krajnji produkt se susio u suSioniku preko no¢i, na 60°C.

Dobiveni produkt je ruzicasti prah silika nanocestica, m = 213,3 mg.

3.2.2.3. Stoberova sinteza (uz silanolni derivat rodamina B)

Derivat rodamina modificiran silanolnim grupama pripravljen je prema Nedelcevoj
metodi [29]. U okruglu tikvicu od 200 mL pomijesano je 30 mL kloroforma, 0,9600 g
rodamina B, te 0,465 mL APTES-a. Tikvica je postavljena na aparaturu za refluksiranje, te je
ostavljena preko no¢i. U smjesu je zatim naknadno dodano 0,233 mL APTES-a i 30 mL
diklormetana te je reakcija ostavljena preko no¢i. Krajnji produkt reakcije se upario pod

snizenim tlakom.

>
COOH >
O\
+ NN
OO T
. o Sy k
)

Rodamin APTES Silanolni derivat rodamina

Slika 17. — Reakcijska shema silanolne modifikacije rodamina B, preuzeto iz [29].
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Na kruti produkt, odnosno modificirani rodamin, dodano je 30 mL etanola, 1 mL TEOS-a,
0,5 mL deionizirane vode, 2 mL amonijaka te je smjesa ostavljena preko no¢i na magnetnoj

mijesalici.

Produkt te reakcije se potom centrifugirao na 3500 okretaja, 30 minuta.
Sedimentirani talog se dvaput ispirao u acetonu, te centrifugirao dvaput na 3000 okretaja 35
minuta. Krajnje krute nanoCestice su suSene u suSioniku, na 60°C preko nodi

Dobiveni produkt je ruziCasti prah silika nanocestica, m = 256,9 mg.

3.2.3. Priprava nanocestica dopiranim spojem 1

Prilikom dopiranja koriSten je i derivat benzimidazola — spoj 1. Njegova struktura je

prikazana na str. 23, a u svojoj strukturi sadrzi piperidinski 1 imidazolni prsten.

3.2.3.1. Priprava nanocestica dopiranim spojem 1

Za pripravu silika nanocestica dopiranih spojem 1 koristena je modificirana Stoberova
metoda [10]. U tikvicu od 50 mL s okruglim dnom pomijesano je 3 mL etanola, 0,2 mL
amonijaka, 0,1 mL TEOS-a, 0,05 mL deionizirane vode te 1 mg spoja 1. Reakcijska smjesa je

ostavljena preko no¢i na magnetskoj mjesalici u digestoru.

Zavr$ni produkt reakcije centrifugiran je na 3500 okretaja u minuta 30 minuta, te je
sediment ispran u deioniziranoj vodi. Smjesa je potom odekantirana, te triput isprana
sediment u vodi uz iste uvjete centrifugiranja. Dobiveni produkt je zuti prah silika

nanoc¢estica, m = 18,7 mg.
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3.3. Priprava otopina za spektrofotometrijsku analizu

Snimani su spektri za smjese:
- Cistih silika nanocestica
- rodamina B
- rodamina modificiranog APTES-om
- silika nanocestica dopiranih rodaminom (reakcijska tikvica 1)
- silika nanocestica dopiranih rodaminom (sinteza uz AP TES, reakcijska tikvica 2)
- silika nanocestica dopiranih rodaminom (sinteza uz silanolno modificirani
rodamin, reakcijska tikvica 3)

- silika nanocestica dopiranih spojem 1

3.3.1. Priprava stock otopine silika nanocestica

Za pripravu mati¢nih (stock) otopina silika nanocestoca odvagano je 5,0 mg Cistih
silika nanocestica u 5 mL vode ili 5 mL etanola. Smjesa je potom stavljena u ultrazvu¢nu

kupelj 30 min.

3.3.2. Priprava stock otopine bojila rodamina

Odvagano je po 1,2 mg Rodamina, te 1,2 mg modificiranog rodamina te otopljeno u
3,0 ml etanola. Snimljen je UV-Vis apsorpcijski spektar te fluorescencijski emisijski spektar

navedenih otopina.
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3.2.3. Priprava stock otopine dopiranih nanocestica

Odvagano je 5 mg svake vrste dopiranih nanocestica. Nanocestice koje su sadrzavale
rodamin pomije$ane su u 5 mL vode ili 5 mL etanola. Nanocestice koje su sadrzavale spoj 1
pomijesane su u 10 mL vode. Za spoj 1 nije koriSten etanol kao otapalo jer se spoj 1 odlicno
otapa uetanolu, te se predvidjelo da bi se bojilo ispralo s nanocestica u etanolnim otopinama.

Smjese su potom stavljene u ultrazvu¢nu kupelj 30 min.

3.2.4. 1zvedba spektrofotometrijskih mjerenja

Snimljeni su apsorpcijski i emisijski spektri radnih smjesa nanocestica u vodi i / ili
etanolu. Od navedenih mati¢nih otopina radene su razrjedenije otopine tokom spektralnih
analiza tako da masene koncentracije radnih otopina budu izmedu 0,4 mg/ mL 10,0104 mg /
mL. Apsorpcijski spektri su snimani u kvarcnoj kiveti optickog puta 10 mm, na valnim
duljinama 200 do 800 nm. Kod spoja 1 ispitivan je utjecaj pH vrijednosti na emisijski i
apsorpcijski  spektar zakiseljavanjem otopine u mjernoj Kkiveti (pH = 1,8).

Valnu duljina pobude pri snimanju emisijskih spektara je wvrijednost maskimuma
apsorpcije dopiranog bojila (za rodamin A =548 nm, spoj 1 4 = 422 nm), dok su slitovi pri
fluorimetrijskoj spektralnoj analizi bili 5-5 ili 20-20. Emisjijski spektri su snimljeni pri
podrucju spektra od 400-800 nm.
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4. Rezultati



4.1. Silika nanocestice

Modificiranom Stéberovom metodom pripravljene su silika nanocestice (sol —gel
pristup). Masa dobivenog produkta iznosila je m = 247,5 mg te su Cestice nakon susenja
bijele boje. Nanocestice same po sebi ne pokazuju znacajna spektrofotometrijska svojstva, pa

kod njih takva vrsta analize nije bila potrebna.

Na slici 18. prikazane su Ciste silika nanocestice dobivene Stoberovom metodom.

AL S
(— —

T

Slika 18. Prikaz pripravljenih ¢istih silika nanocestica.

4.2. Silika nanocestice dopirane rodaminom B

Dobivene silika nanocestice dopirane rodaminom B pripravljene su na tri razlicita
nacina nacina - jednostavnim dodatkom rodamina u proces stvaranja nanocestica — Cestice 1,
dodatkom rodamina i APTES-a u proces stvaranja nanoCestica — Cestice 2, te dodatkom
funkcionaliziranog rodamina u proces stvaranja nanoestica — &estice 3. Cestice su

karakteristi¢ne ruziaste boje na danjem svjetlu.

4.2.1. Vizualna zapaZanja

U vizualnim zapazanjima biljezena su okom zamje¢ena svojstva produkata,

prvenstveno boja. Boja dopiranih Cestica je druk¢ija u odnosu na Ciste silika nanocestice.
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Na slikama 19. i 20. nalaze se produkte reakcija sinteze, za Ciste silika nanocCestice, te uz

koriSten rodamin.

<

Slika 19. Dobivene nanocestice na danjem svjetlu. Slijeva nadesno — Ciste silika nanocestice,
silika nanocCestice dopirane rodaminom bez linkera (Cestice 1), silika nanocestice dopirane
rodaminom uz koristen linker (Cestice 2), silika nanocestice dopirane APTES-om

modificiranim rodaminom (Cestice 3).

Slika 20. Dobivene silika nanocestice dopirane rodaminom, promatrane pod UV-lampom.
Gore lijevo — silika nanocestice dopirane rodaminom (Cestice 1), gore desno — silika
nanocestice dopirane rodaminom uz koristenje APTES-a (Cestice 2), dolje — silika

nanoCestice dopirane AP TES-om modificiranim rodaminom (Cestice 3).
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4.2.2. Spektrofotometrijska karakterizacija

Pripravljene silika nanocestice dopirane rodaminom spektralno su okarakterizirane
UV — Vis apsorpcijskom i fluorescencijskom spektrofotometrijom. Priprava dopiranih

nanocestica provedena je na tri na¢ina opisana upoglavlju 3.2., str. 26.

Na slikama 21. i 22. usporedbeno su prikazani apsorpcijski i emisijski spektri etanolnih

otopina Cistog rodamina B, te silanolnog derivata rodamina (rodamin modificiran uz

APTES).
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Slika 21. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije u odnosu na valnu duljinu, mjereno na UV-
Vis spektrometru, za etanolne otopine ¢istog rodamina B (RB), te silanolnog derivata
rodamina B (RBS).

1000 -
::’3—’- | —— RB emisija
5 800 —— RBS emisija
S 600 -
o
3
5 400 -
& 200 -
=
0 T T T T
500 550 4/ nm600 650 700

Slika 22. Grafickiprikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije u odnosu na valnu duljinu,
mjereno na fluorimetru, uz slitove 2,5 — 5, za etanolne otopine ¢istog rodamina B (RB), te

silanolnog derivata rodamina (RBS).
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Na slikama 23.-24. su prikazane graficke ovisnosti apsorbancije odnosno intenziteta
fluorescencije, u odnosu na valnu duljinu za smjese istih masenih koncentracija nanocestica

dopiranih rodaminom u vodi, odnosno etanolu.
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Slika 23. Grafi¢kiprikaz ovisnosti apsorbancije o valnoj duljini vodene otopine silika
nanocestica dopiranih rodaminom y = 0,4 g/L (lijevo) etanolne otopine ¢istih silika

nanocestica te silika nano¢estica dopiranih rodaminom, koncentracije y = 0,178 g/L (desno).
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Slika 24. Grafi¢ki prikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije uodnosu na valnu duljinu a)
vodene otopine silika nanocestica dopiranih rodaminom, koncentracije y = 0,4 g/L (lijevo), b)
etanolne otopine silika nanoCestica dopiranih rodaminom koncentracije y = 0,178 g/L

(desno).
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Na slikama 25.-27. prikazane su ovisnosti apsorbancije ili intenziteta fluorescencije u odnosu
na valnu duljinu, dobivene na UV-Vis spektrofotometru za otopine ¢istih silika nanocestica te

silika nanocestica dopiranih rodaminom u vodi i etanolu, razli¢itih masenih koncentracija.
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Slika 25. Grafi¢ki prikaz ovisnosti apsorbancije (lijevo) i intenziteta fluorescencije (desno) o
valnoj duljini, za otopine silika nanocestica dopiranih rodaminom koncentracije y = 0,4 g/L, u

etanolu, pri porastu razrjedenja (Gestice 1).
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Slika 26. Grafickiprikaz ovisnosti apsorbancije (lijevo) i intenziteta fluorescencije (desno) o
valnoj duljini, za otopine silika nanocestica dopiranih rodaminom uz APTES, koncentracije y

= 0,4 g/L, uetanoly, priporastu razrjedenja (Cestice 2).
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Slika 27. Grafi¢kiprikaz ovisnosti apsorbancije (lijevo) i intenziteta fluorescencije (desno) o
valnoj duljini, za otopine silika nanocestica dopiranih modificiranim rodaminom

koncentracije y = 0,4 g/L, u etanolu, pri porastu razrjedenja (Cestice 3).

4 3. Silika nanodcestice dopirane spojem 1

Dopiranjem silika nanoCestica spojem 1, derivatom benzimidazola, dobivene su nanocestice

zute boje 1 izraZenih opti¢kih svojstava.

36



4.3.1. Vizualna zapazanja

Na slici 28. su prikazane krute silika nanocestice dopirane spojem 1.

Slika 28. Krute silika nano¢estice dopirane spojem 1, na danjemsvijetlu (a), te pod UV

lampom.

Na slici 29. prikazane su fotografije smjese nanocestica dopiranih spojem 1 pod UV lampom
uvodi (pH=7) (a) i kiselom mediju (pH = 1,8) (b)

a) b)

Slika 29. Smjesa nanocestica dopiranih spojem 1 pod UV lampom u vodi (pH=7)(a) i
kiselom mediju (pH = 1,8) (b).

Kako bi se usporedila boja nanocestica dopiranih spojem 1 te samog spoja 1, na slici 30.

prikazane su otopine spoja 1 uetanolu (a) te u vodi (b), promatrane pod UV lampom.
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a) b)
Slika 30. Otopine spoja 1 promatrane pod UV lampom u etanolu (a) i vodi (b).

Prilikomanalize pripravljenih nanocestica izvedena je proba na Tyndallov efekt. To je pojava
rasprSenja svjetlosti unutar koloidnih otopina, a izvodi se tako da kroz dvije otopine
(razrjedeni koloid i prozirnu otopinu) istovremeno pustamo zraku svjetlosti. Ukoliko se u
jednoj od otopina nalaze suspendirane Cestice, unutar te otopine ¢e se dogadati ogib svjetlosti.
Takav kratki eksperiment izveden je s otopinom spoja 1, koncentracije y = 50,2 mg, koriste¢i

laser kao izvor svjetlosti. Eksperiment je prikazan na slici 31.

Slika 31. Prikaz probe na Tyndallovog efekt, na ¢esticama otopine spoja 1 (lijevo), i
deionizirane vode (desno).

38



4.3.2. Spektrofotometrijska karakterizacija

Na slici 32. dani su graficki prikazi ovisnosti intenziteta fluorescencije za otopine
silika nanocCestica dopiranih spojem 1 rasprSenih U vodi pri razli¢itim masenim

koncentracijama.
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Slika 32. Grafi¢kiprikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o valnoj duljini emisije (lijevo),
za otopine silika nanoCestica dopiranih spojem 1 poéetne koncentracije y = 0,178 g/L (desno),

otopljenih u vodi, razrjedivanjem do masene koncentracije y = 0,0104 g/L.

Kako bi se ispitao odziv pripravljenih silika nanocestica dopiranih spojem 1 na vrijednost pH,

ispitana je promjena spektralnih svojstava u ovisnostio pH.

Na slikama 33. i 34. prikazane su graficke ovisnosti apsorbancije (33), odnosno intenziteta
fluorescencije (34) za vodene otopine nanocestica dopiranih spojem 1, uz promjenu pH

vrijednosti.
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Slika 33. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o valnoj duljini, za otopine silika nanocestica

dopiranih spojem 1 koncentracije y = 0,178 g/L, otopljenih u vodi, pri neutralnom pH (plavo),
te prikiseljenjus 0,5 mL otopine 0.1 M HC], ¢iji je pH = 1,8 (crveno).
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Slika 34. a) Grafickiprikaz ovisnosti intenziteta fluorescencije o valnoj duljini emisije, za
otopine silika nanocestica dopiranih spojem 1 koncentracije y = 0,178 g/Lu vodi pri
neutralnom pH (narancasto), te otopina zakiseljena s 0,1M HCI, pH = 4,77 (sivo), b)

navedena otopina silika nanocestica dopiranih spojem 1 prije kiseljenja c) kisela otopina

silika nanocestica dopiranih spojem 1.
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Kako bise usporedila spektrofotometrijska svojstva nano¢estica dopiranih spojem 1 ispoja 1
u otopini, na slikama 35. i 36. prikazana je ovisnost apsorbancije (35) i intenziteta

fluorescencije (36) spoja 1 u vodi, preuzete iz [30].
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Slika 35. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o valnoj duljini a) spoja 1 u vodi, pri
promjeni pH vrijednosti iz kiselog u luznato, preuzeto iz [30], b) za smjese silika nanocestica

dopiranih spojem 1 u vodi, pripH =7 ipH=1,8.
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Slika 36. Graficki prikaz ovisnost intenziteta fluorescencije o valnoj duljini a) spoja 1 u vodi,
pripromjenama pH vrijednosti iz kiselog u luznato, preuzeto iz [30], b) silika nanocestica

dopiranih spojem 1, pri neutralnom pH (narancasto), te pripH = 1,8 (zeleno).
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4.4. Karakterizacija pretraznim elektronskim mikroskopom

Prilikom utvrdivanja veli¢ine i raspodjele pripravljenih Cestica koriSten je pretrazni
elektronski mikroskop. Na slikama 37.-40. su slike svih vrsta dobivenih silika nanodestica,

dobivene na pretraznom elektronskom mikroskopu.

SEM HV: 10.0 kV WD: 7.64 mm
View field: 13.7 pm Det: SE 2pm
SEM MAG: 13.8 kx Date(m/dly): 05/26/15

Slika 37. Ciste silika nanocestice promatrane pretraznim elektronskim mikroskopom.

B

SEM HV: 10.0 kV WD: 7.66 mm |

View field: 11.2 ym Det: SE 2ym
SEM MAG: 16.9 kx  Date(m/dly): 05/26/15

Slika 38. Silika nanocestice dopirane rodaminom promatrane pretraznim elektronskim

mikroskopom.
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.
SEM HV: 10.0 kV/ WD: 7.62 mm L | | VEGA3 TESCAN|

View fleld: 48.3 pm Det: SE 10 pm
SEM MAG: 3.93 kx  Date(m/dly): 05/26/15

Slika 39. Silika nanocéestice dopirane modificiranim rodaminom promatrane pretraznim

elektronskim mikroskopom.

SEM HV: 10.0 kV WD: 7.87 mm Ll VEGA3 TESCAN|
View field: 29.3 pm Det: SE 5pm

SEM MAG: 6.48 kx  Date(m/dly): 05/26/15

Slika 40. Silika nanocestice dopirane spojem 1 promatrane pretraznim elektronskim

mikroskopom.
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5. Rasprava



5.1. Vizualna zapazanja

Uspjesno su sintetizirane Ciste silika nanocestice sol — gel pristupom, kako je
prikazano na slici 18. Pripravljene nanocestice su bijele boje te se njihov izgled i svojstva

podudaraju s teorijskim pretpostavkama.

Uspjesno su pripravljene silika nanoCestice dopirane organskim bojilom. U svrhu
optimizacije procesa priprave, odabran je komercijalno dostupni fluorofor rodamin B, ¢ija su
svojstva i proces priprave poznati i opisani u literaturi. Na nanocesticama dopiranim
rodaminom zadrzava se ruziCasta boja u odnosu na Ciste silika nanocestice (Slika 19.).
RuziCasta boja je karakteristicna za rodamin, §to znaci da se rodamin zadrzao i nakon
ispiranja nanocestica u acetonu. Sva tri na¢ina dopiranja opisana u poglavlju 3.2.2., str. 25-
26. su uspjesna za dobivanje nanoCestica, te se zakljuCuje da je moguce koristiti silika
nanocestice kao nosa¢ za rodamin. Na slici 20. prikazane su sve tri vrste nanocestica
dopiranih rodaminom promatrane pod UV lampom. Sve wrste pokazuju fluorescenciju, koja
je intenzivna i daje ruZiCasto-naranCasto obojenje. Rodamin se zadrzao u strukturi
nanocestica neovisno o na¢inu dopiranja, $to je dovelo do kona¢ne odluke o na¢inu priprave

silika nanocCestica dopiranih novosintetiziranim spojem 1.

Jednostavnim dodavanjem spoja 1 u sol — gel proces nastajanja nanoestica uspjeSno su
pripravljene silika nanogestice. Cestice su intenzivno zute boje te fluoresciraju zuto pod UV
lampom (slika 28.). Bojilo se zadrzalo u strukturi silika nanoCestica tijekom izvodenja

eksperimenata te su uspjesno spektralno i strukturno okarakterizirane.

Nanocestice dopirane spojem 1 su okarakterizirane i u kiselom mediju te se uocava promjena
boje zakiseljavanjem medija u kojem se nalaze (slika 29.a i 29.b). Dodavanjem protona preko
HCIl dolazi do promjene strukture spoja 1. Protoni od HCIl-a mogu okupirati sljedeca mjesta

na spoju 1:
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Slika 41. Strukturni prikaz molekule spoja 1, sa crveno oznac¢enim mjestima najvjerojatnijeg

protoniranja.

Navedena myjesta su pogodna za protoniranje, jer oba mjesta sadrze trovalentni duSik sa
slobodnim elektronskim parom. Time se dusik smatra elektron donorom, odnosno proton
akceptorom unutar molekule, i zato ¢e se kiseljenjem nastali proton najvjerojatnije vezati ili
na piperidinski dusik, ili na imidazolni dusik u strukturi spoja 1. Samim vezivanjem protona,
dusiku je onemogucen intramolekulski prijenos naboja ka cijano skupini, $to mijenja i valnu

duljinu emisijskog spektra spoja 1 [30].

Spoj 1 ima znatno drugacija spektralna svojstva u razli¢itim otapalima, odnosno
mijenja boju ovisno 0 mediju u kojem je otopljen Kako je prikazano na slici 30., uocava se
razlika boja otopina spoja 1 u vodi i silika nanocestica dopiranih spojem 1 u vodi. Navedeno
opazanje je joS jedan od dokaza da je spoj 1 uspjeSno zarobljen u ili na silika nanocCestice, a
ne otopljen u vodi. Takoder, spoj 1 je vrlo dobro topljiv u etanolu. Zbog moguce intenzivne

desorpcije bojila, nano¢estice sa spojem 1 nisu karakterizirane u etanolu.
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5.2. Spektralna karakterizacija u otopini

Ciste silika nanoGestice ne sadrzavaju bojila pa ih nije bilo potrebno spektralno

karakterizirati.

U svrhu optimizacije procesa sinteze dopiranih silika nanocestica od bojila je odabrano bojilo
rodamin B kako je opisano u poglavlju 3.2.2., na str. 25-26. Rodamin B je zarobljen u silika
nanoCestice na tri razli¢ita na¢ina — jednostavnim dodavanjem bojila u sol — gel process
(Cestice 1), uz pomo¢ linkera, APTES-a (Cestice 2) i uz prethodno funkcionaliziran rodamin
B silanolnim grupama (Cestice 3). Kako bi se organsko bojilo bolje vezalo na silika
nanoCestice, koristi se linker APTES [2]. Istrazivana je promjena apsorbancije i
fluorescencije molekule rodamina i molekule rodamina s vezanim APTES-om. Na slici 21. je
prikazana promjena maksimuma apsorbancije pri vezivanju APTES-a na molekulu rodamina.
Kod apsorbancije rodamina bez APTES-a izrazen je maksimum na 551 nm, dok uz vezani
APTES maksimum je manji po intenzitetu, te se nalazi na 548 nm. Radi se o hipsokromnom i
hipokromnom pomaku u odnosu na spektar ¢istog rodamina. Posto molekule rodamina nisu
bile podvrgnute nikakvom drugom procesu osim vezivanja APTES-a, doslo je do promjene u
strukturi molekule, odnosno stvaranja silanolnog derivata rodamina. Ovakva molekula je
povoljna za daljnju primjenu upravo zbog silanolnih grupa. Vezivanjem linkera APTES-a na
molekulu rodamina mijenja se i fluorescencija ispitivanog silanolnog derivata rodamina (slika
22.). Kod emisije ¢istog rodamina maksimum se nalazi na 580 nm, dok se za rodamin
modificiran APTES-om maksimum nalazi na 570 nm. Modificiranjem je doslo do

hiperkromnog i hipokromnog pomaka.

Silika nanoc¢estice dopirane rodaminom rasprSene su u vodi ili etanolu kako bi im se
spektrofotometrijski odredila opticka svojstva. Snimanjem apsorpcijskih  spektara
pripravljenih nanocestica vidljivo je da u vodi, uz jednake koncentracije produkata, najveca
apsorbancija se uoc¢ava kod otopine nanocestica sa Cistim rodaminom (Cestice 1). Ondje se
rodamin najbolje zadrzao. Apsorpcijski maksimumi rodamina nisu vidljivi, nego se uopcava
Siroko podrucje apsorbancije bez izrazenog maksimuma (slika 23a). Na slici 23.b vidljivo je
da u etanolu, uz jednake koncentracije produkata nastala na sva tri naCina dobivanja
nanocestica, najvecu apsorbanciju daje otopina nanocestica s rodaminom uz APTES (Cestice

2).
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Fluorescencija dopiranih nano¢estica u vodenim otopinama, pri jednakim koncentracijama,
pokazuje najvec¢i intenzitet za nanoCestice dopirane Cistim rodaminom (Cestice 1). Na slici
24.b vidljivo je da u etanolu, uz jednake koncentracije produkata nastala na sva tri na¢ina
dobivanja nanoCestica, najve¢i intenzitet fluorescencije daje otopina nanocestica s
modificiranim rodaminom (Cestice 3). Otopina nanocestica najviSeg intenziteta imat ce
najvise zadrzane opticki aktivne tvari, dakle, za etanolne otopine je rodamin naju¢inkovitiji
kao bojilo. Unato¢ tome, nije vidljivo izdvajanje karakteristicnog signala za rodamin, nego se

uocava blagi maksimum na 4 = 700 nm.

Kako bi se ispitala spektralna svojstva pripravljenih nanocestica, izvedene su
spektrofotometrijske analize ispitivanih dopiranih nanoCestica u ovisnosti 0 postepeno
razrjedivanoj otopini pocCetne masene koncentracije y = 0,4 g¢/L. Generalno gledano,
razrjedivanjem ispitivane otopine dolazi do smanjenja sveukupnog intenziteta apsorbancije ili
fluorescencije (slike 25.-27.), no ne uocava se promjena spektralnih signala. Prema postupku
optimiziranom na primjeru rodamina uspje$Sno su pripravljene i spektralno karakterizirane
silika nanocCestice dopirane novim organskim bojilom 1. Izvedene su spektrofotometrijske
analize ispitivanih nanocestica dopiranih spojem 1 u ovisnosti o postepeno razrjedivanoj
otopini pocetne masene koncentracije y = 0,4 g/L (slika 32.). Intenzitet fluorescencije opada
razrjedenjem otopine nanocCestica sa spojem 1, no ne dolazi do promjene oblika signala
odziva S obzirom da je signal pobude iznosio 4 = 422 nm, nema interferencija za razliku od
eksperimenta s rodaminom te Sumovi ne utjeCu na ocitavanje spektralnih signala. Oc¢ekivani
signal emisije spoja 1 u vodi se nalazi na A = 472 nm, no uo¢eni maksimum fluorescencije

nanoCestica dopiranih spojem 1 nalazi se na 2 = 561 nm.

U svrhu ispitivanja spektralnih svojstava spoja 1 zarobljenog u silika nanocestice, ispitan je
utjecaj pH. Protoniranje spoja 1, odnosno promjena strukture uzrokovana protoniranjem,
utjeCe na spektrofotometrijska svojstva spoja 1. Kako bi spoj 1 bio protoniran, otopina
dopiranih silika nanocestica je bila zakiseljena te su snimljeni su spektri otopina silika
nanoCestica dopiranih spojem 1 u vodi pri neutralnom pH, te uz dodanu klorovodi¢nu
kiselinu. Dodavanjem 0,5 mL 0,1 M klorovodi¢ne kiseline dolazi do protoniranja atoma
dusika u strukturi spoja 1 opisanog na slici 41. lzvedena su mjerenja apsorbancije i
fluorescencije za navedene otopine. Promjenom pH vrijednosti otopine dolazi do jasnih

promjena u oblicima spektralnih signala odziva. Pri spektralnoj analizi apsorpcijskog spektra
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dolazi do hipokromnog pomaka na A = 433 nm prilikom kiseljenja. U emisijskom spektru se

uocava hiperkromni porast signala na 2 = 488 nm. (Slika 33. 1 34.).

Usporedbom spoja 1 otopljenog u vodi i spoja 1 zarobljenog na/u silika nanocesticama
uocene su razlike u apsorpcijskim i fluorescencijskim svojstvima. Iz rada [30] preuzeti su
podaci spektrofotometrijskih analiza vodenih otopina ¢istog spoja 1, danih na slikama 35.a i
36.a. Usporedujuci promjene grafickog prikaza na slici 35.a s podacima dobivenih analizom
apsorpcije silika nanocestica dopiranih spojem 1 (slika 35.b), dolazi do slicnog pomaka na
445 nm — intenzitet signal slabi pri kiseljenju. Spoj 1 zato¢en u silika nanocesticama ima
sli¢na apsorpcijska spektrofotometrijska svojstva kao kad je sam otopljen u vodenoj otopini.
Usporeduju¢i promjene grafickog prikaza na slici 36.a s podacima dobivenih analizom
intenziteta fluorescencije silika nanocestica dopiranih spojem 1 (slika 36.b), dolazi do
razli¢itih pomaka. Spoju 1 otoplienom u vodi generalno opada intenzitet fluorescencije
povecanjem kiselosti otopine, dok spoju 1 kemisorbiranom na silika nanocestice intenzitet
signal na 485 nm raste kiseljenjem. Spoj 1 pokazuje razli¢ita fluorescencijska svojstva kada

je sam otopljen u vodi, te kada je adsorbiran na silika nanoCestice otopljene u vodi

5.3. Karakterizacija pretraznim elektronskim mikroskopom

Veli¢ina 1 raspodjela pripravljenih silika nanoCestica odredena je pretraznom
elektronskom mikroskopijom (slike 37.-40.). Veli¢ine nanoCestica SU u rangu reda veli¢ine
100 nm.

Na slikama 37. i 38. prikazane su pripravljene Cestice najmanjih dimenzija (Ciste silika
nanodestice i ¢estice 1). Cestice su relativno monodisperzne po veli&ini te su velike oko 200

nm.

Slika 39. prikazuje SEM-sliku nanocestica dopiranih rodaminom, uz koristen APTES kao
linker. Ovdje nije bilo moguce ustvrditi to¢nu veli¢inu nanocestica, posto se radi o ve¢em
aglomeratu Cestica. No, vidimo da se pri povrSini pojavljuju sitne jedinice, koje su uniformne

po veli¢ini.
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Silika nanocestice dopirane spojem 1 su veli¢ine priblizno 500 nm. Cestice su takoder

monodisperzne po veli¢ini, te se nalaze aglomerirane u vecoj strukturi (slika 40.).
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6. Zakljudak



Sinteza Cistih i fluorescentnih nanocestica modificiranom Stéberovom metodom
uspjesno je provedena. Ciste silika nanodestice su monodisperzne i uniformne te je moguéa

njihova daljnja primjena.

Uspjesno su pripravljene silika nanoCestice dopirane organskim fluorescencentim bojilom.
Pripravljene silika nanocestice dopirane rodaminom su takoder monodisperzne, no daljnju
uporabu kao pH senzor nije moguée predvidjeti zbog neprecizne UV-Vis
spektrofotometrijske i fluorimetrijske analize, odnosno bliskih valnih duljina pobude i
emisije. Unato¢ tome, bojilo se zadrzalo na ili unutar nanocestica te sama silika moze

posluziti kao dobar nosa¢ za organsko bojilo rodamin.

Silika nanocestice dopirane spojem 1 su uspjeSno pripraviljene, te su monodisperzne po
veli¢ini. Pokazuju izrazene i precizne signale u spektrima te je bojilo spoj 1 uspje$no
zadrzano unutar ili na nanoCesticama tijekom izvedbe mjerenja. Zakiseljavanjem vodene
otopine nanoCestica spoja 1 mijenja se boja ispitivane otopine jer se protoniranjem mijenja
struktura samog spoja 1. Zbog toga je moguce daljnje istrazivanje u svrhu koriStenja ovako

dobivenih nanocestica kao pH senzora.
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