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Unter Silicat-Nanopartikel werden in dieser Arbeit SiO,-Teilchen, die mit Silanol- und/oder
Organosilan-Gruppen durchsetzt sein konnen, verstanden. Dies ist eine starke Vereinfachung,

denn ,,Silicate* sind definitionsgeméss Salze oder Ester der Ortho-Kieselsdure.

Literaturhinweise sind durch hochgestellte Zahlen in eckigen Klammern !’ gekennzeichnet.
Spektroskopische Daten, die nicht im Hauptteil aufgefiihrt sind, befinden sich im

Experimentalteil im Anschluss an die jeweilige Versuchsdurchfiihrung.
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1 EINLEITUNG

»Where Nature finishes producing its own species, man begins, using natural things and with
the help of this nature, to create an infinity of species®. Mit diesem Zitat von Leonardo da
Vinci gibt der Nobelpreistager Jean-Marie Lehn einen Ausblick auf die Perspektiven der

Supramolekularen Chemie.!"!

Diese beschéftigt sich einerseits mit den grundlegenden
Prinzipien, nach denen die Natur ihre komplexen und hochfunktionellen Molekiilensembles
erzeugt, und andererseits mit der Nutzung dieser Prinzipien fiir neuartige Funktionseinheiten
und Materialien, die in der Sensorik, Katalyse und anderen Bereichen der
Ingenieurwissenschaften sowie der biomedizinischen Forschung einsetzbar sind.** Enorme

Fortschritte auf dem Gebiet der Biowissenschaften fithren gegenwértig zu der groflen

Herausforderung, Materialwissenschaften und Biotechnologie zu verschmelzen (Abb.1.1).
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Abb. 1.1: Die Chemie als zentrale Wissenschaft fiir die Entwicklung anwendungsbezogener Disziplinen
wie Materialforschung und Biotechnologie.”
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Biotechnologie und Materialwissenschaften ndhern sich von verschiedenen Seiten auf
derselben Groflenskala aneinander an. Die bisher herrschende Liicke dazwischen kann durch

I Diese Systeme bestechen aus Partikeln mit

kolloidale Systeme geschlossen werden.”
Durchmessern im Bereich zwischen 1 nm und 500 nm. Typisch fiir solche Partikel ist, dass in
Losung die Brownsche Molekularbewegung die gravimetrische Sedimentation iiberwiegt, so
dass diese Partikel stabile Dispersionen ausbilden konnen. Kolloidale Partikel werden schon
seit langem fiir industrielle Erzeugnisse wie Farbpigmente, Pulverlacke, Klebstoffe,
Katalysatortriager, Adsorptionsmittel, Magnetpigmente, Verbundwerkstoffe, Zement, Bohr-
spiilfliissigkeiten, Thixotropiemittel, Tinten, Fiillstoffe, Emulgatoren, Dispersionshilfsmittel,
Emulsionen, Salben und Depotsysteme verwendet. Betrachtet man nun das
Anwendungspotential amorpher SiO,-Dispersionen, so findet man sie insbesondere eingesetzt
als Filterhilfsstoffe, Triger fiir Biozide, als Speicherstoffe, Katalysatortréiger[é'g], Fiillstoffe!,

[10-13]

tonerdhnliche Druckerfarben oder zur Immobilisierung bzw. Reinigung in der

Biotechnologie.['* *!

Anwendungen in der Biotechnologie gewinnen insbesondere in den letzten Jahren zunehmend
an Bedeutung.'®'" In einer Vielzahl diagnostischer Tests und Analyseverfahren werden
derzeit submikron-grofle, gleichformige Latexpartikel (=Polystyrol) oder Mikrokugeln als
Substrate oder zur Unterstlitzung fiir immunologisch basierende Reaktionen eingesetzt.
Hierzu gehdren die Partikel-Capture-Assays, Partikel-Immunoassays, die neuesten Sandwich-
Tests mit gefarbten Partikeln oder die Festphasen-Assays, welche SiO,- oder magnetische

(18221 Bevor diese Mikrokugeln iiberhaupt in einem Assay

Mikrokugeln implizieren.
verwendet werden konnen, miissen sie fiir die Anbindung des Analyten vorbereitet und mit
entsprechenden Liganden (meistens Proteinen und Antigenen) an ihrer Oberfliche modifiziert
werden. Ebenso muss die Wechselwirkung der Mikrokugeln mit anderen Testkomponenten,
wie z.B. mit Filtern, Membranen, Magneten etc., bei der Wahl des Testsystems und der Art
der verwendeten Partikel miteinbezogen werden. Hier liegt ein Ansatzpunkt fiir die
Verwendung von SiO,-Nanopartikeln. Die Hersteller derartiger Systeme miissen sich mit
diesen Anforderungen bereits sehr frith im Entwicklungsprozess auseinandersetzen, um die
geeigneten Methoden auszuwidhlen. Dazu gehoren maligeschneiderte Mikrokugeln mit
speziellen chemischen Eigenschaften, wie z.B. Partikel mit einer hoheren oder niedrigeren
Dichte und/oder einem hoéheren Brechungsindex als Polystyrol (z.B. Dimmer-Partikel fiir

turbidimetrische Assays). Bei der Adsorption von Proteinen sind hydrophobe

Wechselwirkungen als die am haufigsten auftretenden Bindemechanismen anzufiihren.
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Polystyroloberflachen (hydrophobes Polymer) weisen oft einen hohen Grad an unspezifischer
Proteinadsorption auf. Somit gehdren sie nicht zur ersten Wahl, wenn es darum geht, Partikel
einzusetzen, die relativ spezifisch Proteine adsorbieren sollen. Mikropartikel mit einer hohen
Konzentration an hydrophilen Monomeren an der Oberfliche, wie z.B. Acrylsdure oder
Acrylamide, neigen weniger zu unspezifischen Adsorptionen. SiO,-Mikro- oder Nanopartikel
sind von Natur aus hydrophil, so dass eine unspezifische Proteinanbindung nicht zu erwarten
ist, und nach der kovalenten Anbindung des Proteins nur die gewlinschte Antigen-Antikorper-
Reaktion stattfinden sollte. Weiterhin bewirken die unterschiedlichen Dichten der SiO,- und
Polystyrol-Partikel (1.96 g/cm’ bei SiO»; 1.05 g/em’ bei Polystyrol) eine deutliche Differenz
in der Sedimentationsgeschwindigkeit beider Feststoffe.

Vorteilhaft ist auch, dass SiO,-Partikel vor der Oberflichenmodifizierung keiner weiteren
Reinigungsschritte bediirfen. Latex-Partikel hingegen werden gewdhnlich nach einem
Emulsionsverfahren hergestellt. Die dabei verwendeten adsorbierten, oberflichenreaktiven
Reagenzien bzw. Emulsionsreagenzien miissen nach der Partikelsynthese in mehreren
Reinigungsschritten von der Teilchenoberfliche entfernt werden.

Latexpartikel, sowohl Mikro- als auch Nanopartikel, werden vor oder nach der
Polymerisation mit einer Vielzahl von Farbstoffen eingefarbt. Urspriinglich geschah dies zur
verbesserten Sichtbarkeit und Farbdiskriminierung, inzwischen werden sie auch zur
quantitativen Analyse auch mit Fluorophoren (fluoreszierende Farbstoffe mit spezifischen

spektralen Eigenschaften) eingesetzt.



2 PROBLEMSTELLUNG

Ziel dieser Arbeit, die im Rahmen eines vom BMBF geforderten Projektes
(Forderkennzeichen: 03C02899) durchgefiihrt wurde, war die Herstellung einer Gruppe von
funktionellen, anorganisch-organischen Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 50 bis
200 nm. Diese sollten als Detektorreagenzien in bioanalytischen, insbesondere in vitro
diagnostischen Tests eingesetzt werden.*”!

Detektorreagenzien sind Substanzen, die iiber spezifische Bindepartner (z.B. Antikdrper) an
komplementdre Gruppen auf Analytmolekiilen binden, welche spezifisch fiir ein
Krankheitsbild sind. Neben diesem Bindepartner trigt das Detektorpartikel eine
Signalgruppe, die eine Detektion mit einfachen analytischen Methoden (z.B. visuell,
fluorometrisch oder turbidimetrisch) erméglicht. Der Nachweis kann quantitativ oder
qualitativ erfolgen. Die Detektorpartikel (farbige bzw. fluoreszente Partikel) sollen in
immunochromatographischen Teststreifen eingesetzt werden. Eine zu untersuchende Probe
(z.B. Blut) wird dazu im Applikationsbereich aufgetragen und durchtriankt dabei die beiden
Konjugatvliese (s. Abb. 2.1). In diesen befinden sich die signalgebenden Antikdrper-Partikel
(Vlies 2, ,,Beads*) sowie ein biotinylierter Antikdrper (Vlies 1), der mit einem zweiten Epitop
des Analyten (z.B. TnT) reagiert. Ist der gesuchte Analyt vorhanden, so kommt es zur
Ausbildung des Sandwichkomplexes MAK1/Analyt/MAK?2. Aufgrund der Wechselwirkung
Streptavidin-Biotin kann der ,,Sandwich* am Resultatstrich binden und durch die gefiarbten
Beads einen farbigen Strich erzeugen. Am zweiten Strich, dem Kontrollstrich, ist ein
Epitoppeptid des gesuchten Analyten fixiert. Es bindet die {iberschiissigen Beads und erzeugt
einen zweiten farbigen Strich. Dieser dient als Funktionskontrolle und zeigt alleine das
ordnungsgeméle Verhalten der Partikelkonjugate an. Ist kein Analyt vorhanden, so kann kein
Sandwich ausgebildet und an der Resultatlinie kein farbiger Strich generiert werden (=
Kontrollstrich). In Gegenwart des Analyten sind somit zwei farbige Striche sichtbar, wihrend

ohne Analyt nur ein Strich zu sehen ist (s. Abb.2.1).
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Applikation Reaktion Detektion
Blut B
< O'< +a+
o<
MAK 1 MAK 2 —
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Konjugat- ylies 2 Abtrennvlies

vlies 1 MAK 2
MAK 1

Abb. 2.1: Funktionsprinzip eines Teststreifens, quantitative Bewertung der fluoreszierenden Silicat-
Nanopartikel auf Signal- und Kontrollstrich durch eine CCD-Kamera.
(Quelle: Roche Diagnostics)

Funktionell sollten die neuen Partikel in der Lage sein, klinisch relevante Konzentrationen der
Modell-Analyten Troponin T (Herzinfarkt-Marker), Digoxin (Herzmedikament) bzw. CRP
(C-reaktives Protein) zu messen. Dabei sollen wesentliche Funktionsmerkmale, wie z.B.
Sensitivitdt und nichtspezifische Bindung, mindestens vergleichbar, moglichst aber besser
sein als bei konventionellen kolloidalen Detektionssystemen (z.B. Goldpartikel,
herkdmmliche Latices). Zu Beginn der Arbeit lagen die unteren Nachweisgrenzen (UNG) der
verfiigbaren kommerziellen Tests bei 0.1 ng/ml Troponin T (= 3-107"> mol/I; Teststreifen-
Test), bei 0.25 ng/ml Digoxin (= 3-10™"° mol/l; turbidimetrischer Test) und bei 5 pg/ml CRP
(= 5-10° mol/l; turbidimetrischer Test).

Der hydrophile Charakter von SiO,-Partikeln verhindert, dass Proteine unspezifisch auf der
Partikeloberfliche adsorbieren. Mit ihrer einheitlichen und glatten Oberfliche sind
Silicatpartikel auch als Trager von spezifischen Bindepartnern (Enzyme, Antigene) in der
Diagnostik einsetzbar. Dies ist eine weitere essentielle Eigenschaft fiir die Anwendung in
Immunoassays. Als Herstellungsmethode fiir SiO,-Partikel bietet das Stober-Verfahren durch

die Gewdhrleistung hoher Monodispersitét eine Reihe wichtiger Vorteile. Ein Beispiel dafiir
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ist das einheitliche Verhalten der Partikel, das sie fiir einen Einsatz in chromatographischen
Systemen préadestiniert (z.B. diagnostische Teststreifen). Mikro- oder Nanopartikel haben
gegeniiber Festphasentridgern einen deutlichen Vorteil: sie lassen sich leicht aus einer
wilrigen Phasen separieren. Farblose SiO,-Partikel werden bereits fiir die Isolierung von
DNA- oder auch RNA-Fragmenten von HIV-Viren eingesetzt.!'"

Ziel der Arbeit war daher die reproduzierbare Darstellung farbstoffdotierter,
oberflachenmodifizierter SiO,-Partikel im Gréfenbereich von 50 bis 200 nm. Diese Partikel
sollten als stabile, wissrige Dispersion vorliegen. Ein einheitliches Verhalten der Partikel im
Detektionsprozess sollte durch eine enge GroBenverteilung sowie sphérische Morphologie
erzielt werden.

Zur Oberflachenfunktionalisierung sind prinzipiell alle reaktiven Gruppen geeignet. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden allerdings bevorzugt Carbonsidurefunktionen aufgebracht.
Hierzu war es notwendig, Methoden =zur quantitativen Charakterisierung der
Oberfldachenbelegung mit COOH-Gruppen zu evaluieren.

Der eingebaute Farbstoff hat die Funktion einer Signalgruppe, die die qualitative oder
quantitative Detektion des Detektorreagenzes mit einfachen analytischen Methoden
gewihrleistet. Die Option, das Detektorsystem zu variieren, setzt voraus, dass die Partikel mit
einer Vielzahl von Farbstoffen dotiert werden konnen. Hierzu sollte durch Hydrophobierung
von SiO,-Nanopartikeln ein Zugang zu neuartigen, fluoreszenten Signalgruppen ermoglicht

werden.

Zusammenfassend ldsst sich die Aufgabenstellung in vier Punkte gliedern:

» Reproduzierbare Darstellung farbstoffdotierter SiO,-Partikel

» Synthese neuartiger hydrophober Silicat-Nanopartikel

» Einbau von Signalgruppen mit besonderen Fluoreszenzeigenschaften in die neuartigen
Silicat-Nanopartikel

» Evaluierung eines Leitpartikeltyps, der im Teststreifen den Nachweis medizinisch

relevanter Konzentrationen erlaubt.



3 KENNTNISSTAND

3.1 SiO,-Partikelsynthesen

Silicatpartikel konnen auf unterschiedlichen Wegen synthetisiert werden. GrofBtechnisch
werden sie durch Flammenhydrolyse (z.B. Aerosil®) hergestellt.**! Dazu wird ein homogenes
Gasgemisch aus Siliciumtetrachlorid, Wasserstoff und Luft in einem gekiihlten
Verbrennungsraum umgesetzt.'*”! Eine Knallgasflamme liefert das zur Hydrolyse notwendige
Wasser. Die TeilchengroBen liegen zwischen 7 nm und 40 nm. Von grofitechnischer
Bedeutung ist ebenfalls die Darstellung kolloidaler SiO,-Dispersionen mittels Zugabe einer
Wasserglasldsung zu einer verdiinnten Siure bzw. durch deren Uberfiihrung in die protonierte
Form mittels Ionenaustauscher (z.B. Ludox®).[*%!

Im folgenden sind einige kommerziell erhéltliche kolloidale SiO,-Dispersionen aufgefiihrt:
Sicastar™ (micromod), 80-800 nm'*”

Kostrosol® (CWK-Bad Késtritz)

Snowtex® (Nissan Chem. Ind.), 10-100 nm**!

Ludox® (GRACE Davison) monodispers, 7-80 nm!**-**]
Aerosil® (Degussa), 7-40 nm®*"

Compol® (Fujimi)©*!

Nalcoag® (Nalco), 4-25 nm, stabilisiert mit Na,O'**
Nyacol® (Nyacol), 3-50 nm**!

Cab-0-Sil® (Cabot Corp.)"

In der Forschung wurden weiterhin diverse Emulsionstechniken eingesetzt, beispielsweise

]

Organosilicatpartikel ~ (Silicone) iiber Emulsions-Polymerisation,”” und die daraus

resultierenden Partikel auf GroBe und GroBenverteilung untersucht. Diese Partikel sind
normalerweise kleiner als 100 pm.?>*

Aus einem TEOS-Weinsdure-Cyclohexanol-Wasser-System konnen sphédrische, mesopordse
Si0,-Partikel im GroBenbereich von 0.3 mm - 1.0 mm hergestellt werden.[*'! Diese Partikel

entstehen aus kompakten SiO,-Primérpartikeln von etwa 20 nm Groe. Mesopordse SiO,-

Hohlkugeln sind nach einem modifizierten Stober-Prozess durch saure Hydrolyse von TEOS
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herstellbar.!*! Diese Partikel vom Typ M41S haben eine spezifische Oberfliche von 850-
950 m*/g und nach Kalzinieren bei 500°C, Mesoporen mit einem Durchmesser von
ca. 2 nm."**! Das Einsatzgebiet dieser Mikropartikel ist die Chromatographie. Eine weitere
Variante mesopordser SiO,-Partikel aus der M41S-Familie sind die Typen MCM41!%- 464
und MCM48.1! Diese Partikel sind iiber verschiedene Syntheserouten zuginglich, wobei der
grundlegende Unterschied im pH-Wert der Reaktionslosung sowie der verwendeten SiO,-
Quelle liegt. Mesopordse SiO,-Partikel wurden auch unter sauren Bedingungen nach der
oberflichenbasierenden supramolekularen Templatmethode hergestellt.*”) Hierbei wachsen in
7-10 Tagen bei 80°C kreiselformige Precursoren auf ca. 6 um grof3e, sphdrische, polydisperse
Partikel mit enger PorengrofSenverteilung an. Die Ausbildung der sphirischen Partikel ist
dabei stark von Temperatur und Aciditdt der Losung abhingig.

Mit Hilfe von Emulgatoren in einer wélrigen Losung aus Methyltrimethoxysilan sind
10-30 nm groBe sphirische Organosilicat-Mikronetzwerke hergestellt worden."*"! Die
Partikel haben eine dendritische Grundstruktur und konnen mit diversen funktionellen
Gruppen (Vinyl-, Mercaptogruppen, etc.) oberflichenmodifiziert werden.

Das wohl bekannteste Verfahren zur Herstellung von monodispersen, kugelférmigen
Silicatpartikeln wurde von Stober, Fink und Bohn vorgestellt.”®! Dieses Verfahren diente
auch in der vorliegenden Arbeit als Basis und soll deshalb im folgenden Kapitel ausfiihrlich
beschrieben werden. Die Stober-Methode ist nicht nur fiir die Darstellung reiner Si0,-Partikel
bekannt, sondern auch fiir die Synthese von BzOg-dotierten[53] oder Mischoxid-Partikeln aus
z.B. Si0,/ZrO,, SiOz/Ti02[54] oder SiOz/SHOz[SS] geeignet. Weiterhin konnten durch
Cokondensation auch organische Molekiile wie beispielsweise Farbstoffe!” *" in SiO,-

Partikel eingebaut werden.
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3.2  Der Stober-Prozess

3.2.1 Allgemeines

Schon 1955 beobachtete G. Kolbe bei der Hydrolyse von TEOS die Bildung kugeltérmiger
Si0,-Partikel.”® Stober et al. nahmen 1968 diesen Prozess wieder auf und untersuchten ihn
erstmals systematisch zur Darstellung monodisperser Partikel.” Die nach dem Stober-
Prozess erhaltenen kolloidalen Partikel sind laut Klassifizierung von Staudinger im Bereich
der Dispersionskolloide anzusiedeln.””

Das von Stober et al. entwickelte Verfahren basiert auf dem Sol-Gel Prozess.”®" Dieses
nasschemische Verfahren hat den Vorteil, dass es, verglichen mit anderen Partikelsynthesen,
bei milden Reaktionstemperaturen durchgefiihrt werden kann. Es ist somit attraktiv fiir
Dotierungen mit temperaturlabilen Verbindungen. Vorteilhaft ist auch der abgedeckte
Grofenbereich von Durchmessern zwischen 40 nm und 3.6 pm, mit reproduzierbar

15964 Die Herstellung stabiler Dispersionen

sphérischen und monodispersen SiO,-Partikeln.
wird durch diese gleichformigen Partikel erleichtert.!®”) Wihrend des Herstellungsprozesses
missen keine Tenside eingesetzt werden, so dass aufwendige Reinigungsschritte, wie sie
beispielsweise  bei  Latexpartikeln  nodtig  sind, entfallen. ~ Weitere = wichtige
Materialeigenschaften von SiO,-Partikel sind unter anderem die Inertheit gegeniiber den
meisten chemischen Systemen sowie Stabilitdt gegeniiber Reaktionstemperaturen von bis zu
1000°C.1°!

Die aus dem Stober-Prozess resultierenden monodispersen Silicat-Nanopartikel dienen in
vielen Studien als Modellsysteme. So konnen z.B. Partikel, die mit 1-Octadecanol
oberflichenmodifiziert wurden, fiir eine physiochemische Studie der Struktur und der
Dynamik konzentrierter Dispersionen eingesetzt werden.!®”! Auch bei

(68711 Rheologieuntersuchungen,!’>’  der Bildung geordneter

[57]

Lichtstreuungsstudien,

(75, 76]

Sedimente oder bei den Stabilitdtsuntersuchungen von Kolloiden'”" werden sie als

Modellsysteme verwendet.
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3.2.2 Synthesebedingungen und Partikeleigenschaften

Beim Stober-Prozess werden die SiO,-Partikel durch Hydrolyse und Kondensation eines
Siliciumalkoxides, meistens Tetraethoxysilan (TEOS), hergestellt. Die Reaktion findet in
einem Gemisch aus Wasser, Ammoniak und einem niederen Alkohol, oft Ethanol, statt. Die
Hauptreaktionen bei der Bildung der SiO,-Partikel (Schema 3.2.2.1) lassen sich wie folgt

beschreiben:*®

1) Hydrolyse

Si—OH + ROH

—Si—OR + H,0

2) Kondensation I

Si—OR + Si—OH —= Si—O Si— + ROH
3) Kondensation II
Si—OH + Si—OH —= Si—O Si + H,O
4) Gesamtreaktion
SiOR), + 2H,0 —HO . sio, + 4ROH

Schema 3.2.2.1: Wichtige Reaktionen beim Stéber-Prozess.!””

Bei der Synthese werden Alkohol, Wasser und Ammoniak vorgelegt und anschlieBend mit
TEOS versetzt. Je nach Synthesebedingungen tritt nach wenigen Sekunden bis Minuten eine
Opaleszenz der Losung ein. Diese Induktionsperiode nimmt mit abnehmender Partikelgrof3e

und Temperatur zu.”®

Die erhaltenen Partikel weisen beziiglich ihrer Grofle eine
Standardabweichung von 2-8 % auf. Der Alkohol dient wéhrend der Reaktion als Cosolvens
fiir das in Wasser unlosliche TEOS. Durch den Ammoniak werden sowohl die Hydrolyse- als
auch die Kondensationsreaktion katalysiert. Die Base deprotoniert die oberfldchlichen
Silanolgruppen der ausgebildeten Partikel. Die so erzeugten negativen Ladungen stabilisieren
das kolloidale System infolge elektrostatischer AbstoBung. So bleiben die Suspensionen iiber

mehrere Monate bis Jahre hinweg stabil. Gleichzeitig ermdglichen die vorhandenen

Silanolgruppen eine Funktionalisierung der Partikeloberfliche mit organofuktionellen Silanen
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(vgl. Kap. 4.1). In der Literatur sind hierzu bereits diverse Beispiele aufgefiihrt (z.B.
AMEOQ,'®* "™ ETEQ,®™ MEMO,®-*! MPTMO,!*” GLYMO,* GF20**)). Durch
geeignete Oberflichenmodifizierung kann die Dispergierbarkeit in verschiedenen
Losungsmitteln variiert werden.” %

Die Partikelgrofe ldsst sich durch die Ammoniak- und Wasserkonzentration, die
Reaktionstemperatur und das eingesetzte LoOsungsmittel steuern. Der Einfluss der
Reagenzkonzentrationen auf die PartikelgroBe ist in mehreren Publikationen untersucht

worden. %! Eine Berechnung des Partikeldurchmessers kann iiber empirische Formeln

erfolgen. In dieser Arbeit wurde die von Bogush et al. verwendet:*”)

d=A-[H,0F - Pmo)*
mit A =[TEOS}-(82 ~151-[NH,]+1200-[NH, ]’ - 366-[NH, ')

B=1.05+0.523-[NH,]-0.128-[NH, |’

Hierbei ist d der Partikeldurchmesser in Nanometern. Die Konzentrationen sind in mol/l
angegeben. Mit dieser Korrelation ldsst sich die Partikelgroe mit einer Genauigkeit von

10 % berechnen.

Folgende weitere Tendenzen sind zu erkennen:

1. Sowohl die Erhéhung der Ammoniak- als auch die der Wasserkonzentration beschleunigt
die Reaktion und lédsst die PartikelgroBBe steigen. Wird eine bestimmte Wassermenge
iiberschritten, wachsen die Partikel nicht mehr. Sie werden statt dessen wieder kleiner
und polydispers.”* " Der Wendepunkt wird bei einer Wasserkonzentration von 8 mol/l
beschrieben.!”®! Gleiche Beobachtungen machten van Helden et al.”” und Tan et al.[*’]

Eine Erh6hung der Reaktionstemperatur fithrt zu kleineren Partikeln.?% > ¢ 7¥

2. Mit steigender Kettenldnge des Alkohols und dessen Verzweigungsgrad nimmt die

[32.52.67.8487] ynd  die Monodispersitit ab.”” Bei Methanol als

PartikelgroBBe zu
Losungsmittel muss die Reaktionstemperatur unter 0°C liegen,®! da es sonst zur
Vergelung kommt. Tendenziell ldsst sich die Aussage treffen, dass die PartikelgroBe mit

der Polaritit des Alkohols steigt.*”!
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3. Die Partikelgrofe nimmt zu, je linger die Alkoxidreste des Silanes sind.”*! Die
Ionenstirke der Reaktionslosung (Salzeffekt) vermag ebenfalls die Partikelgrofe infolge
der Komprimierung der elektrostatischen Doppelschicht zu beeinflussen.”® **! Dazu gilt:
Je hoher die Salzmenge ist, desto groBer werden die Partikel. Wird eine bestimmte

Salzmenge tiberschritten, flockt die Dispersion aus.

4. Ubersteigt die TEOS-Konzentration 0.2 mol/l, werden die Partikel polydisperser und
weniger rund.””! Teilweise werden diese Effekte auch erst fiir Konzentrationen oberhalb
0.5 mol/I beschrieben.'®” Die Ammoniakkonzentration vermag die Partikelmorphologie

ebenfalls zu beeinflussen.?!

Anhand von TEM-Aufnahmen wurde gezeigt, dass sich mit abnehmender PartikelgroBe die

32,79 . . ) N )
71 Bei kleinen Durchmessern, wie z.B. 70 nm, konnen die

Spihrizitit verschlechtert.!
Partikel nur noch als anndhernd rund bezeichnet werden. Die Oberfldche ist dann weniger
glatt und die Partikel sind nicht gleichmiBig geformt.

Ludox®- (9 nm) und Compol®-Partikel (50 nm), die nicht aus TEOS hergestellt sind, sind nur
geringfiigig runder und besitzen eine weniger rauhe Oberfliche als vergleichbare Stober-
Partikel. Die Polydispersitit dieser Partikel und die von Stober-Partikeln ist nahezu
identisch.”? Gleichférmige und monodisperse SiO,-Partikel, die kleiner sind als 40 nm,
kénnen z.B. aus Wasser-in-Ol-Mikroemulsionen hergestellt werden.™ Auch kommerziell
erhiltliche Ludox®-Teilchen kénnen als Keimpartikel genutzt werden und durch die Stober-
Methode weiter anwachsen.'® Nach dieser Methode hergestellte SiO,-Partikel lassen sich

durch die Keimpartikel-Wachstumsmethode (Seeded-Growth) ebenso vergroBern.! %70 7>

78.80.89.901 yorteilhaft ist dabei die Zunahme der Monodispersitit und Sphirizitit, bei

gleichzeitiger Verringerung von Oberfldchenrauhigkeiten der Partikel. Bei Teilchen, die
groBer sind als 170 nm fiihrt eine weitere Zugabe von TEOS zur Ausbildung neuer

Sekundirpartikel mit einem Radius von 10-15 nm.””
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Die resultierende PartikelgroBe und die jeweils bendtigten TEOS-Mengen fiir die zusétzliche

Schale lassen sich mit folgender Formel abschitzen:

d = endgiiltige PartikelgroBe; dy= PartikelgroBe der Keimpartikel
Vo= TEOS-Volumen zur Darstellung der Keimpartikel

V = Gesamtes TEOS-Volumen, welches zur Losung gegeben wurde (inklusive V)

Anders als Ludox®-Teilchen sind Stober-Partikel nicht vollkommen hydrolysiert. Sie

besitzten noch eine signifikante Anzahl an Ethoxygruppen,”"**

was Ergebnisse von Harris et
al.,’® %] Matsoukas und Gulari'®”*®! bestitigen. Beim Stober-Prozess wird die Hydrolyse bei
der Polymerisation als geschwindigkeitsbestimmender Schritt angenommen. Unter diesen
Bedingungen polymerisiert ein Teil der Monomere bevor die Hydrolyse aller Ethoxygruppen
am Silicium abgeschlossen ist. Erkennbar wird diese unvollstindige Polykondensation in
quantitativen *’Si-MAS-Einpuls-NMR-Messungen. Burneau et al.”®! und andere Arbeits-
gruppen'®*Y zeigten, dass Stdber-Partikel typischerweise etwa 60-65 % Q*, 30-35 % Q’ und
wenige Prozent Q*-Gruppen enthalten.

Nicht nur mittels NMR-Spektroskopie sondern auch in Elementaranalysen wird die
unvollstindige Hydrolyse und Kondensation nachgewiesen. Die Stober-Partikel besitzen noch
einen Anteil von ca. 2-2.5 % Kohlenstoff.®”) Dieser wird aber nicht nur durch die noch
vorhandenen Ethoxygruppen hervorgerufen, sondern auch durch verbliebene Losungsmittel-
molekiile (meist Ethanol). Weiterhin lasst sich auch Stickstoff nachweisen (< 1 %), was auf

einen Einschluss von Ammoniak zuriickzufiihren ist.[’® **]

In Partikeln, die nach der Stober-Methode hergestellt wurden, sind sowohl Mikroporen
(< 2 nm),™ 7% 7% als auch Ultramikroporen (<< 1 nm) gefunden worden.[> **7 Meso-
und Makroporen (2-50 nm bzw. > 50 nm) sind ebenfalls bekannt.!® " Letztere wurden auf
den Zwischenkornabstand der Partikel, d.h. die Liicken der lose gepackten Teilchen,
zuriickgefiihrt."”* °* Die iiber Stickstoffsorptions-Untersuchungen nach Brunauer, Emmet und
Teller (BET) gemessene spezifische Oberfliche Aggr der Stober-Partikel liegt deutlich iiber

der berechneten geometrischen spezifischen Oberfliche Ag. Bei durchschnittlich 42 nm
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groflen Partikeln wurde z.B. eine Aggr von 370 mz/g gefunden, fiir 100 nm und 139 nm
durchmessende Partikel 51 m?%g bzw. 22 m%/g.***® Dies ist ebenfalls ein Beleg fiir die
Porositidt. Die Poren der Stober-Partikel sind fiir ihre, verglichen mit kristallinem SiO,,
geringere Dichte verantwortlich. In Abhéngigkeit von den Syntheseparametern liegt sie

zwischen 1.98 g/em® und 2.10 g/cm’ [ 67173799691 Amorphes SiO, hat eine Dichte von

2.20 g/em’ 1'% wie sie beispielweise auch fiir Ludox®-Partikel ermittelt wurde.*®

Basierend auf TGA-Untersuchungen wurde angenommen, dass auf der Oberfldche kleiner
Stober-Partikel (42 nm) hauptsdchlich Ethoxygruppen gebunden sind, wihrend groBere
Partikel (139, 191,377 nm) primdr Si-OH Gruppen tragen.”® Die Anzahl der an der
Oberfliache befindlichen Silanolgruppen liegt fiir Partikel, die nach der Stober-Methode
hergestellt wurden, bei 4.5-4.9 SiOH/nm”.1*%°% 191921 Der Grofteil der Silanolgruppen
befindet sich jedoch innerhalb der Partikel und weist Wasserstoffbriickenbindungen auf.!'®*’
In ¥Si-MAS-NMR und TGA-Untersuchungen ergab sich fiir 730 nm grofe Teilchen ein
Gesamtsilanolgruppengehalt (Oberflache + Bulk) von 6.4 mmol/g Si0, (etwa
940 Molekiile/nm? bei 4.1 m*/g). Bei 10 nm groBen Teilchen sind dies 6.5 mmol/g SiO; (ca.
13 Molekiile/nm? bei 300 m%/g).l"*!

Aus den Anteilen der Q-Gruppen ldsst sich indirekt auf die Oberfliche von Stober-Partikel
schlieBen. Daraus ergibt sich gleichzeitig eine Grofe fiir die Primérteilchen, aus denen sich
die Stober-Partikel durch Aggregation bilden, von 2.5nm bis 4 nm.”*'™ Die von
Plueddeman angegebenen GréBen decken sich gut mit den Werten von Bogush und Zukoski,

die eine PrimérpartikelgréBe von 3-6 nm berechneten.!'? 1%

3.2.3 Wachstumsmodelle

Einige mit der Farbstoffdotierung und der Darstellung von Organosilicatpartikeln verkniipften
Effekte sind unter Beriicksichtigung der Entstehungs- und Wachstumsmechanismen besser zu
verstehen. Deshalb werden im Folgenden einige aus der Literatur bekannte
Wachstumsmodelle vorgestellt.

Das Wachstum monodisperser Partikel wird gewohnlich nach der Theorie von LaMer et al.
erklirt."'’”! Danach wird die Si0,-Keimbildung durch das Uberschreiten der kritischen
Kieselsdaurekonzentration Csat+ initiiert. Diese liegt oberhalb der Sattigungskonzentration

Csar. Die Keimbildung erfolgt sehr schnell und reduziert die Kieselsdurekonzentration
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unterhalb Cgat+. In Folge dessen findet keine zusétzliche Keimbildung mehr statt. Weiteres
Wachstum der Primirpartikel erfolgt durch diffusionskontrollierte Anbindung der
verbliecbenen monomeren Precursormolekiile auf die Partikeloberfliche. Da alle
Primérpartikel gleichzeitig gebildet werden und gleich schnell wachsen, werden
monodisperse Partikel gebildet. Mit dieser Theorie kann jedoch nicht die Porositit und die
damit verbundene geringere Dichte der Stober-Partikel erklart werden.

In den letzten Jahren wurden weitere Modelle vorgeschlagen. Sie lassen sich in
Aggregationsmodelle, Monomer-Additions-Modelle sowie einer Kombination aus beiden
unterteilen. In Analogie zum LaMer-Modell stehen die Monomer-Additions-Modelle, denen
eine eher chemische Beschreibung zugrunde liegt. Ansatzpunkte sind die Hydrolyse- und
Kondensationsgeschwindigkeit sowie die Loslichkeit der Kieselsdure. Bei den
Aggregationsmodellen sind die entscheidenden Parameter physikalischer Natur, wie
Kolloidstabilitit, Groe der Keime, Oberflichenladung, Diffusions- und Aggregations-

eigenschaften, Ionenstirke der Losung oder das verwendete Solvenz.

Anhand  von  Lichtstreuungsmessungen (A PartikelgroBe/Zeit), = TEM-Aufnahmen
(PartikelgroBe und -form) und ramanspektroskopischen Untersuchungen (Hydrolyse-
geschwindigkeit des TEOS) schlugen Matsoukas und Gulari ein Monomer-Additionsmodell
vor.167-86 1981 gie stellten den gesamten Keimbildungs- und Wachstumsprozess iiber eine
Reihe kinetischer Gleichungen dar. Dabei ist die Hydrolysereaktion von TEOS der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion und die Keimbildung das Resultat aus der
Kondensation hydrolysierter Monomere. Ein Wachstum findet nur durch die Addition von
Monomeren statt, wobei das Gleichgewicht zwischen Monomer-Addition und Keimbildung
die Polydispersitdit und die PartikelgroBe bestimmt. Bedingt durch die langsame
Hydrolysereaktion wird eine erneute Keimbildung reduziert und das Wachstum der
bestehenden Partikel beglinstigt. Dieses Modell kann die Monodispersitit der Partikel
erkldaren. Da ihr kinetisches Modell nur den Partikelkeimbildungsprozess beschreibt, vermag

es nicht die endgiiltige Partikelgrofle vorherzusagen.

Bogush und Zukoski legten ihren Uberlegungen TEM-Aufnahmen, *’Si-NMR-Spektren,
Konduktivititsmessungen, sowie die Bestimmung geringer Volumendnderungen im
Reaktionsmedium zugrunde.[®* 6% 105106 110121 Nja0h - Berechnung  der  Keimbildungsge-

schwindigkeit schlossen sie, dass es sich beim Stober-Prozess nicht um einfaches
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diffusionskontrolliertes Wachstum handelt und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die
Kondensationsreaktion der hydrolysierten TEOS-Molekiile ist.''* '"* Wihrend der gesamten
Reaktionszeit bilden sich langsam aber stetig Keime nach. Dies wiederum wiirde gemil der
Theorie von LaMer zu einer polydispersen Suspension fithren und widerspricht den
gefundenen Resultaten. Deshalb schlugen Bogush und Mitarbeiter ein kontrolliertes
Keimbildungs-Aggregationsmodell vor. Die Primérpartikel (1-3 nm) sind aufgrund ihrer
geringen Grofe kolloidal instabil und aggregieren zu groBeren Gebilden. Diese Einheiten
wachsen weiter, indem neu gebildete Primérpartikel und kleinere Aggregate an deren
Oberfliache gebunden werden. Da kleine Partikel weniger stabil sind als groe, wachsen die
kleineren infolge Aggregation untereinander schneller an. Grof3e Partikel agglomerieren nicht
mehr, da ihre elektrostatische AbstoBung weitreichend genug ist, um dies zu verhindern.
Somit wird die Monodispersitit der Partikel durch groBenabhiangige (kontrollierte)
Aggregations-geschwindigkeiten erreicht. Die endgiiltige Teilchengréfe und das Wachstum
werden in diesem Modell unter anderem von der Oberflichenladung sowie der GroBe der
Primérpartikel bestimmt. Thr vorgeschlagener Keimbildungs-Aggregationsmechanismus

I Der postulierte Aggregations-

dhnelt dem der Emulsionspolymerisation von Styrol.l'"
mechanismus sollte aufgrund der Zwischenrdume unter den Partikeln (< 10 nm) zu
hochporosen Partikeln fiihren. Die gefundenen geringen Porosititen bei Stober-Partikeln

sowie deren glatte Oberfliche stehen jedoch diesem Modell entgegen. [

Bailey et al.> 110!

schlugen einen aggregativen Mechanismus vor. Nach ihrer Theorie handelt
es sich bei den von Bogush und Zukoski beobachteten dichten und 1-3 nm groB3en
Primérpartikeln um Artefakte, die beim Trocknen der TEM-Proben entstanden sind. Deshalb
verwendeten sie eine spezielle CRYO-Préparationsmethode und zeigten, dass hydrolysierte
TEOS-Monomere zu Clustern polymerisieren, die so lange wachsen und sich quervernetzen,
bis sie unloslich werden und aggregieren (s. Abb. 3.2.3.1). Somit entstehen kolloidal stabile
Keimpartikel, die sich durch fortschreitende Vernetzung weiter verdichten. Die Keimpartikel
wachsen, indem hydrolysierte TEOS-Monomere und Cluster bzw. Polymere auf der
Partikeloberfliche aufkondensieren. Nach einiger Zeit werden keine zusdtzlichen
Keimpartikel mehr ausgebildet. Die sich neu bildenden Polymere werden von den
Keimpartikeln abgefangen, bevor sie grofl genug sind, selbst neue Partikel auszubilden. Im
Unterschied zur Theorie von Bogush und Zukoski sind hier die entstandenen Partikel

aufgrund ihrer Grofe und elektrischen Doppelschicht bereits von Anfang an stabil. Somit

wachsen diese Keimpartikel nicht durch Aggregation mit sich selbst, sondern nur durch die
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Kondensation hydrolysierter TEOS-Molekiile bzw. 16slicher Polymere auf der
Partikeloberflédche.

= ® .'
® ¢
'é*

Monomere —> i—* ®

®
;;,5% s o 8 . g

Mikrogel Kollaps der Cluster Anwachsen der Stabile
Cluster zu stabilen Keimpartikel Kolloide
Keimpartikeln

Abb. 3.2.3.1: Partikelentstehung und Wachstum nach Bailey et al.!''®

Zusammenfassend sprechen fiir die Aggregationsmodelle z.B. die im Vergleich zu amorphem

[6, 79, 96

Siliciumdioxid geringere Dichte der Stober-Partikel, I der Einschluss von Wasser und

[78, 95] [59.75.96.97) gg

Ammoniak in den Teilchen und das Vorhandensein von Mikroporen.
existieren jedoch zahlreiche Beobachtungen, die jeweils ein Wachstumsmodell ausschliefen.
Weder die Agglomerationsmodelle, noch die Monomer-Additionsmodelle kdnnen die in der
Literatur gefundenen Ergebnisse ausreichend erkldren. Deshalb werden auch Kombinationen
aus beiden vorgeschlagen, wie das von van Blaaderen et al.” und Giesche.!”®! Beide Modelle
nehmen die Hydrolyse des TEOS als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt an, was sich

67, 86 S
861 als auch mit vielen

sowohl mit dem Monomer-Additions-Modell von Matsoukas,[
weiterer Publikationen deckt.”* '] Dabei wird die Kondensation als zweiter
Reaktionsschritt, der bis zu drei mal schneller als die Hydrolyse ablduft, be-
schrieben.”* 119! Eg gibt jedoch einige Publikationen, die fiir die Polymerisation der

. ; . . . . . 28,118
Kieselsiure eine Reaktion zweiter, dritter oder sogar vierter Ordnung vorschlagen.** ''*]

8.8 sowie Schifer und

Weitere Modelle sind von Philipse et al.,'® " Harris et al.!
Keefer!'' 2% vorgestellt worden. Bei Philipse et al. handelt es sich um ein weiteres reines
Aggregationsmodell, das dem von Bogush und Zukoski dhnelt. Schifer und Keefer legen ein
von Eden entwickeltes Wachstumsmodell zugrunde. Harris et al. bauten ihre Theorie fiir eine

homogene Keimbildung sowie fiir Wachstum auf dem klassischen LaMer-Modell auf.



Kenntnisstand 18

Die Partikelbildungstheorie aus {ibersittigten Systemen ist ein Gebiet, in dem die

121]

Entwicklung rasch voranschreitet,''*'! wobei die kombinierten Modelle den Stober-Prozess

und die mit ihm verbundenen Phinomene am besten beschreiben.

3.3 Sphirische, homogen eingeférbte Silicat-Nanopartikel

Fiir sphérische Silicat-Partikel gibt es eine Reihe von etablierten technischen Anwendungen
(s. Kap. 3.1). So sind diese Nanopartikel auch fiir verschiedene optische Anwendungen von
Interesse und sind in den Mittelpunkt weiterer Wissenschaftsdisziplinen sowie technischer

Applikationen geriickt:™*”)

e In der Molekularbiologie zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren und Proteinen

e In der Zellbiologie fiir Phagozytose-Untersuchungen

e In der klinischen Chemie als Bestandteil von diagnostischen Assays

e In der Biochemie und Technischen Chemie als Festphasen fiir die Untersuchung von
Molecular Recognition-Phdnomenen

e In heterogen-katalytischen Prozessen

Im Life-Science-Bereich gibt es zahlreiche Partikelapplikationen, die auf eine Visualisierung
von (sub)mikroskopischen Zustinden und Vorgédngen hinauslaufen bzw. eine sichere
Partikeldetektion erfordern. Die {iber den Stober Prozess herstellbaren monodispersen
sphidrischen Polykieselsdure-Partikeln sind jedoch fiir eine nachtrégliche homogene Farbung
bzw. Fluoreszenzmarkierung nicht geeignet. Generell ist die Kombination von
Fluoreszenzfarbstoffen mit (a)sphérischen Silicat-Partikeln in Form von Mischungen als

1221 oder als Farbbeschichtung!'*! bekannt. Heterogene Mischungen aus

Farbpigmente!
Fluoreszenzfarbstoffen und Silicumdioxid-Partikeln"'>*' kénnen durch einfache chemische

oder physikalische Trennmethoden (Extraktion) in ithre Komponenten getrennt werden.

Die kovalente und homogene Einbindung von Fluoreszenzfarbstoffen in monodisperse

Silicatpartikel mit einstellbarer Grofle im Bereich von 50 nm bis 10 um wurde jiingst
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227 Dabei werden silanisierte Farbstoffe unter Stober-ahnlichen Bedingungen

beschrieben.!
mit TEOS zur Reaktion gebracht. Wie bereits erwdhnt kann unter anderem durch die Wahl
von Reaktionszeit und -temperatur Einfluss auf die PartikelgroBBe genommen werden (s. Kap.
3.2.2). In Schema 3.3.1 ist die Herstellung monodisperser, nanoskaliger und homogen
eingefarbter Silicatpartikel unter Stober-dhnlichen Bedingungen gezeigt. Dabei wird ein
zuvor mit einem Organotrialkoxysilan (z.B. AMEO) silanisierter Farbstoff mit TEOS zur
Reaktion gebracht. Durch die kovalente Einbindung des Farbstoffes in die Silicatpartikel wird
ein Ausbluten verhindert. Die erhaltenen Partikel lassen sich nach Aufreinigung und

Uberfiihrung in eine ethanolische Dispersion mit Organotrialkoxysilanen (z.B. GF20,

AMEO), bei einem pH-Wert von 7-8 an ihrer Oberfliche modifizieren.!***”]

1. TEOS

konstante Temperatur
(20°C bis 40°C)

EtOH + NH,OH + H,0O w farbstoffdotierte
(Stoberlosung)

Silicat-Nanopartikel

Reaktonszeit
(1 hbis 5 h)

2. silanisierter
Farbstoff

Schema 3.3.1:  Reaktionsbedingungen fiir die Synthese von monodispersen homogen eingefirbten Silicat-
Nanopartikeln. Bei gleichbleibenden Eduktkonzentrationen wird durch Temperatur und
Reaktionszeit Einfluss auf die Partikelgrofle genommen.
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3.3.1 Verwendung von Lumophoren als Signalgruppen

Informationen iiber Vorginge in Chemie und Biologie konnen uns bequem durch eigens dafiir
konstruierte Molekularsysteme (molecular devices) mittels Lichtemission {ibertragen
werden.!'*> %) Neben dieser sensorischen Rolle, haben solche Molekularsysteme auch
Potenzial fiir die Informationsverarbeitung, weil ihre Emission zwischen zwei
unterscheidbaren Energiezustinden durch externe Stimulation geschaltet werden kann.!'"!

Die Vorteile molekularer Fluoreszenz oder Lumineszenz konnen wie folgt zusammengefasst

128-130] «
,,d-aus

werden:!"**) Hohe Sensitivitit bis hin zur Detektion von einzelnen Molekﬁlen,[
Schaltbarkeit, Moglichkeit von Mensch-Molekiil-Kommunikation, rdumliche Auflésung im
Sub-Nanometer- mit Visualisierung im Sub-Mikrometer- und zeitlicher Auflésung im Sub-
Millisekunden-Bereich.!'*"" ¥ Zusitzlich wurden viele der strukturellen Eigenschaften, die

01 Torsion  von

die Fluoreszenzausbeute kontrollieren bzw. stéren, beschrieben:
Doppelbindungen, niedrige nit -Energieniveaus, ,,schwere® Atome, schwache Bindungen, und
Moglichkeiten zum photoinduzierten Elektronentransfer (PET) oder elektronischem
Elektronentransfer (EET). Die essenzielle Existenz von hochgradig delokalisierten
n-Systemen zur Kompensation dieser negativen Effekte wurde auBBerdem erkannt. Somit gibt
es viele Moglichkeiten, diese strukturellen Eigenschaften durch chemische oder physikalische
Manipulation auf molekularer Ebene zu modulieren.

Fluoreszenzmarker finden schon seit langer Zeit vielfdltige Anwendungen in der Biologie,
Biomedizin und der Analytik.!'*>"*¥ Einsatzgebiete sind die Fluoreszenzdetektion in der
HPLC nach Vorsiulen- oder Nachsiulenderivatisierung,'**! die Fluoreszenzmikroskopie,'*®
die DNA-Analytik und die Anwendung als Marker in Immunoassays.!'*”! Bei letzteren erfolgt
die Markierung meist iiber eine kovalente Bindung zwischen Markern und Zielsubstanz. In

Abbildung 3.3.1.1 sind einige hédufig verwendete Fluoreszenzmarker gezeigt, deren

spektroskopische Eigenschaften in Tab.3.3.1.1 néher beschrieben sind.
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Abb. 3.3.1.1: Ausgewihlte Fluoreszenzmarker A-F. Siche Tabelle 3.3.1.1

Tabelle 3.3.1.1: Spektrale Daten der ausgewédhlten Fluoreszenzmarker A-F:

21

Aabs/exc Aem € T 0
[nm] [nm] [l mol” cm™] [ns]

Fluoresceinisothiocyanat A 492 520 7 x 10* 4.5 0.85
Rhodamin-B-isothiocyanat
B (R=Ef) 550 585 [a] 3.0 0.7
Resorufinderivate C 575 590
Pyrenmaleimid D 340 375,392 3.8 x 10° 100
Europium-tris[2-naphthoyl- | = 545 | 599 613 3.6 10° 7x10° | 08
trifluoraceton] E
Phycocyanbilin, 614 643 5.8 % 10° 22 0.52"
proteingebunden F

[a] Unklare Literaturangaben: 12300 (13801, 103000 13!
" manche Phycocyanobiline liefern Quantenausbeuten () bis zu 0.98

Neben allgemeinen Anforderungen an Lumineszenzmarker sollten Fluoreszenzmarker fiir die

Anwendung in Immunoassays noch einige zusdtzliche Bedingungen erfiillen, die unmittelbar

aus dem Test- und Messprinzip ableitbar sind. So resultiert das Untergrundsignal

hauptsdchlich aus der Eigenfluoreszenz von Serumbestandteilen, die einen breiten

Wellenbereich tiberdeckt:

e Serumproteine werden bei 280 nm angeregt und emittieren zwischen 320 und 350 nm.
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e Bestandteile wie NADH und Bilirubin werden zwischen 330 nm und 360 nm bzw. 450-
465 nm angeregt und fluoreszieren im Bereich von 430 bis 470 nm bzw. bei ca. 515 nm.

e Die Nachweisgrenze fiir Immunkonjugate eines Fluoreszenzmarkers mit Rinderserum-
albumin oder Immunglobulin G (IgG) ist im Schnitt in Serum 10 bis 50 mal hoéher als in
Pufferlosungen.

e Viele Festphasenmaterialien wie Polystyrol tragen ebenfalls zum Leerwert bei.

e Die Lichtstreuung ist besonders bei Losungen, die Proteine oder kolloidal geloste
Substanzen enthalten, ein Problem: Neben der Rayleigh- und Tyndall-Streuung (gleiche
Frequenz wie der Anregungsstrahl) tritt auch Raman-Streuung mit einer meist um 50 nm
verschobenen Wellenlénge auf.

e Die Fluoreszenzloschung kann oft Folge geringster Anderungen in der Umgebung des
Fluorophors sein (pH-Wert, Polaritdt, Oxidationsstufe, Ndhe von Schweratomen oder
anderen absorbierenden Gruppen). Wird z.B. ein Protein mehrfach markiert, kdnnen sich
zwei Fluorophore so nahe kommen, dass es zur Selbstloschung der Signale kommt, wenn

sich Absoptions- und Emissionsspektren iiberlappen.

Grundsétzlich sind Fluoreszenzmessungen mit hdchster Empfindlichkeit moglich. In der
Praxis ist die Sensitivitdt von Fluoreszenzimmunoassays aber durch Untergrundfluoreszenz,
Streuung und Loscheffekte drastisch eingeschriankt. Um diese Einfliisse zu minimieren, sind

folgende Eigenschaften bei Fluoreszenzmarkern wiinschenswert:['*%!

o Moglichst langwellige Emission (500-700 nm)
e (Grofle Stokes’sche Verschiebung von > 50 nm

e Lange Fluoreszenzlebensdauer von T > 20 ns

Eine ausreichend lange Lebensdauer ist besonders fiir die Nutzung des Prinzips des
Fluoreszenzpolarisationstransfers von Bedeutung. Diese auch als Photoselektionsmethode
bekannte Eigenschaft beruht auf der Kasha-Regel, nach der die Fluoreszenz stets vom
niedrigsten angeregten Zustand erfolgt, gleichgiiltig welches der elektronisch angeregte
Zustand des Molekiils gewesen ist. Da bei vielen ungesittigten Molekiilen eine Anisotropie
der Lichtabsorption vorliegt, werden durch Variation der Wellenlinge des polarisiert
eigestrahlten Lichts (liber das Absorptionsspektrum) nur jene Molekiile angeregt, deren

[140a

Achsen parallel zur Ebene des polarisierten Lichtes liegen.!"*** Fluoreszenzlebensdauern von
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T> 100 ns ermdglichen eine deutliche Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses und
damit der Sensitivitét, da die Messungen erst nach dem Abklingen der Untergrundfluoreszenz
und der Lichtstreuung erfolgen konnen. Dieses Prinzip findet Anwendung bei zeitaufgeldsten

138a,b; 140c]

Fluoreszenzmessungen.| Das Prinzip des Detektionsmodus der zeitaufgelosten

Fluoreszenz ist in Abb.3.3.1.2 veranschaulicht.

gepulste
Anregung
langlebige
Lanthanoidenfluoreszenz
5 e
R7
=
2
§=
= .
9 kurzlebige
4 Fluoreszenz \_
S
=
= /
Zeit -~ .
(us) 0 Wartezeit 400 Integratlons- 800 1000  Neuer Messzyklus
zeltraum
Abb. 3.3.1.2: Prinzip des Detektionsmodus bei der zeitaufgelosten Fluoreszenz.

Die Lebensdauer der unspezifischen Untergrundsignale betrdgt im allgemeinen weniger als
10 ns. Fiir eine storungsfreie Messung des spezifischen Signals werden Marker bendtigt,
deren Lebensdauer mindestens das Zehnfache der Abklingzeit des Untergrundssignals
betrdgt. Geeignete organische Fluorophore mit Lebensdauern T > 50 ns sind jedoch sehr rar.
Pyrenderivate wie D in Schema 3.3.1.1 zeigen zwar eine Lebensdauer von ca. 200 ns (vgl.
Tabelle 3.3.1.1), die sich jedoch als nicht ausreichend erwiesen hat. Wesentlich lénger ist die
Lebensdauer von Phosphoreszenzprozessen. Die prinzipielle Verwendbarkeit von
phosphoreszenten Markern wie Erythrosinderivaten in sauerstofffreier Losung konnte zwar
gezeigt werden, doch werden derzeit bei der Nutzung der Phosphoreszenz wegen sehr
geringer Quantenausbeute und hohen Aufwands keine Fortschritte erzielt. Erst die
Verwendung von Komplexen Seltener Erden, vornehmlich Europium(Ill), als Marker
eroffnete Aussichten auf eine drastische Verbesserung der Empfindlichkeit von

Fluoreszenzimmunoassays mit zeitaufgeloster Messtechnik. Damit einher ging auch die
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Moglichkeit zur Entwicklung von fluoreszenten Alternativen zu Radioimmunoassays
(RIA)!"**! mit hoherer Empfindlichkeit. Die Verwendung von Europiumtrisdiketonaten wurde
bereits 1978 von Wieder vorgeschlagen und von anderen Arbeitsgruppen
weiterentwickelt.'*”! Die Chelatkomplexe von Europium(III), Terbium(III), Samarium(III)
und Dysprosium(IIl) zeichnen sich durch einzigartige Fluoreszenzeigenschaften (vgl. E,
Schema 3.3.1.1 und Tabelle 3.3.1.1) aus. Neben den Vorteilen der extrem langen
Lebensdauern von ca. 1 us bis zu 1 ms, einer sehr grofen Stokes’schen Verschiebung
(>200nm) und scharfen Emissionslinien, konnen mit den Komplexen hohe
Nachweisempfindlichkeiten (< 10™* mol/l) erreicht werden. Der Grund fiir die beobachtete
Lebensdauer liegt im Anregungs-/Emissionsmechanismus, der in Schema 3.3.1.1 anhand

eines Energieniveauschemas gezeigt ist.

Triplettdonor
S Akzeptor
S, E}/ZOI/S{;
— Energietransfer
| —
N
N 5
g ——} DJ
5| 3
Q [}
<| |5 3 Eu’”
5 g ———=hv
& 2 Fluoreszenz
<
a9}
S —Y ’E, (A= 613 nm)

Ligand
7FJ-Niveaus von

+
Eu’

Schema 3.3.1.1: Vereinfachte Darstellung des Energieniveauschemas eines angeregten Chelatliganden, der iiber
ein geeignetes Triplettniveau zum intramolekularen Energietransfer in ein 4f-Energie-niveau,
beispielsweise eines Europiumatoms (Resonanzniveau), verfiigt und so die
Metallionenfluoreszenz stimuliert (nach Crosby).!"”"!

Nach Anregung des Liganden in den S;-Zustand und ISC in ein energetisch dquivalentes

Triplettniveau des Liganden, erfolgt ein Energietransfer in Resonanzniveaus des Metall-Ions
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(Antenneneffekt), aus denen dann die fiir Metall-Ionen typische scharfe Emission erfolgt. Die
Fluoreszenzeigenschaften der Chelate von Seltenen Erden alleine machen jedoch noch keinen
leisstungsfiahigen Marker fiir Immunoassays aus. Wesentlich ist eine, auch in wéssrigen
Pufferlosungen stabile Bindung an Antigene und Antikorper. Wegen ihrer hohen Stabilitét
und  Wasserloslichkeit  werden  fiir die meisten Anwendungen  Polyamino-
polycarboxylatchelate, meist Derivate der Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) oder
Diethylentriaminpentaessigsdure, eingesetzt. Gebrduchlich sind auch die 1,3-Diketone
B-Naphthoyl- und Picaloyltrifluoraceton.

Die Verwendung von Chelatkomplexen der dreiwertigen Lanthanoid-Ionen ermdglichte durch
Anwendung zeitaufgeloster Messtechnik nicht nur die Entwicklung hochempfindlicher
Immunoassays, sondern auch die Simultanbestimmung mehrerer Parameter, da die
verschiedenen Ln(III)-Komplexe bei deutlich unterschiedlichen Wellenzahlen und

Fluoreszenzlebensdauern emittieren.



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Farbstoffdotierte Silicat-Nanopartikel

Monodisperse Systeme besitzen gegeniiber polydispersen, neben der besseren Stabilitit, den
Vorteil eines einheitlichen physikalischen Verhaltens. Dies ist vor allem bei
chromatographischen Anwendungen wie z.B. diagnostischen Teststreifen notwendig, bei
denen die Partikel ein identisches Laufverhalten zeigen miissen. In vorangegangen Arbeiten
wurde ein Silicatpartikel-Typ mit homogenem, kovalentem Farbstoffeinbau und Oberflichen-
carboxylierung entwickelt.””) Bei Verwendung unterschiedlicher Farbstoffe zeigte die
Beladbarkeit mit den Antikdrpern von Dig und TnT deutliche Unterschiede. So lieBen sich
mit RB2-Si und FLUOS-Si dotierte und anschlieBend mit 2-(3-Triethoxy-silylpropyl)-
Bernsteinsdureanhydrid (GF20) oberflichenmodifizierte Partikel erfolgreich beladen. Die mit
dem silylierten Fluoreszenzfarbstoff JA133-Si eingefirbten und oberflichenmodifizierten
Partikel bereiteten jedoch Probleme. Hier war keine oder nur geringe Beladung zu

erreichen.*”

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als Ursache fiir die schlechte Konjugation die relativ
hydrophobe Natur des favorisierten Farbstoffes JA133-Si diskutiert, und angenommen, seine
oberflichennahe Anreicherung konnte zu einer Behinderung der Antikorper-Konjugation
(Beladung) fiihren. Durch Zentrifugation und Redispergierung intensivierte Waschvorgénge,
zur Minimierung von eventuell adsorptiv gebundenem Farbstoff, fiihrten zu keiner
Verbesserung. Deshalb wurde bei den anschlieBend hergestellten Partikeln vor der
Oberflachencarboxylierung eine zusétzliche silicatische Schale nach dem Seeded-Growth
Verfahren aufkondensiert (s. Kap. 3.2.2)."®! Ein Ziel dieser Arbeit war es einen Leitpartikel-
Typ, bei dem die wichtigsten Partikelparameter (PartikelgroBe, Fluorophorkonzentration,
Schalendicke, Oberflachenbelegung mit GF20) bestimmt werden sollten, zu synthetisieren.
Weiterhin sollte dieser Partikel-Typ bei Untersuchungen von Roche Diagnostics medizinisch
relevante Sensitivititen in diagnostischen Teststreifen erzielen. In Schema 4.1.1 ist die
allgemeine Syntheseroute, die zur Evaluierung des Leitpartikel-Typs KS-OFSN fiihrte,
gezeigt. In der ersten Reaktion (Reaktionsschrittschritt I) werden unter Stober-dhnlichen

Bedingungen Silicat-Nanopartikel mit kovalent eingebundenem JA133-Si erhalten (Partikel-
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Typ FSN). Die eingebundene Fluorophormenge wird durch UV-VIS-Spektroskopie der

Zetrifugationsiiberstinde ermittelt.

Partikel-Typ

1) JA133-Si
I 2) Si(OEY), JA133-dotierte
) EtOH + NH,OH + H,0 35°C. 5 h Silicat-Nanopartikel

f 4 J
SI(OE‘[)4 JA133-dotierte

1) EtOH + NH,OH + H,0 Silicatpartikel mit
35°C,5h Schale

CO,H

CO,H
O—Si\—OH
Sl(OEt)a JA133-dotierte \
Kern-Schale-Partikel
1IT) EtOH 25°C, 8 h, o mit COOH-Gruppen
pH=7-8 oberfldchenfunktionalisiert
c
JA133-dotierte
V) wissrige Antikorper- Kern-Schale-Partikel, das
Pufferlosung Konjugation iiber COOH-Funktion mit
Antikorper verbunden ist.
O—Si’O—OH

[0}

Antikorper—ni
COH

Schema 4.1.1:  Reaktionssequenz zur Darstellung von Silicat-Nanopartikel mit Kern-Schale-Aufbau, kovalent
eingebundenem Fluorophor JA133-Si und carboxylfunktionalisierter Partikeloberfliche
(Partikel-Typ KS-OFSN).

Nach Aufreinigung der Dispersion durch Zentrifugation und Redispergierung
(Reaktionsschritt a) werden die erhaltenen Partikel in der berechneter Menge (s. Kap. 3.2.2)
eines Ethanol/ Wasser-Gemisches redispergiert. AnschlieBend wird die ebenfalls berechnete
Menge (nach Formel Kap. 3.2.2) an Ammoniak und Tetraethoxysilan zugegeben

(Reaktionsschritt IT). Nach fiinf Stunden wird die Dispersion wieder aufgereinigt. Die nun
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erhaltenen Silicatpartikel haben einen farbigen (JA133-Si) Kern und eine Silicat-Schale
(Partikel-Typ KS-FSN). Zur Oberflichenmodifizierung werden die Kern-Schale-Partikel
zunéchst durch Zentrifugation und Redispergierung in Wasser aufgereinigt und abschlieBend
in Ethanol bei pH=7-8 redispergiert (Reaktionsschritt b). Um die Reaktionsgeschwindigkeit
der Oberflichencarboxylierung (Reaktionsschritt III) mit 2-(3-Triethoxysilylpropyl)-
Bernsteinsdureanhydrid (GF20) zu beschleunigen, erweist sich eine Aufkonzentration des
Feststoffgehaltes auf bis zu 6 % (w/w) als vorteilhaft. Die nach acht Stunden resultierenden
Silicat-Nanopartikel (Typ KS-OFSN) werden in Wasser redispergiert, und die
Oberflichenbeladung mit Carboxylgruppen durch konduktometrische Titration bestimmt
(Reaktionsschritt ). Die so hergestellten wéssrigen Partikeldispersionen wurden vom
Projektpartner RD mit Antikorpern konjugiert und bewertet (Reaktionsschritt IV). Die in
Schema 4.1.1 beschriebenen Reaktonsschritte I-IV ~ wurden unter Variation der
Partikelparameter (GroBe, Fluorophorkonzentration, Schalendicke, GF-Modifizierung) so
lange wiederholt, bis alle Kenndaten des Leitpartikels ermittelt waren.

Der vorgegebene Grofenbereich wird durch geeignete Wahl der Reagenzienkonzentration
eingestellt. In Tabelle 4.1.1 sind evaluierte Eduktkonzentrationen mit Angaben zur jeweiligen
Ausbeute an Partikeln und die erzielte GroB3e aufgefiihrt. Die Angaben beziehen sich auf eine

Reaktionszeit von fiinf Stunden mit einer Reaktionstemperatur von 35°C (s. Kap. 6.2.1).

Tabelle 4.1.1:  Im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Parameter zur Synthese von farbstoffdotierten
nanoskaligen Silicat-Partikeln (Partikel-Typ FSN).

Partikel- | Farbstoff | H,O NH,OH EtOH TEOS Partikel | Durchmesser
Typ [ml] [ml] [ml] [ml] [g] [nm]
FSN 56 | JA133-Si 12 17 445.6 254 5.82 116
FSN 62 | JA133-Si 11.5 16.3 428 24.3 5.71 130
FSN 63 | MR121-Si 2.4 34 89.2 5.0 1.38 130
FSN 64 | JA133-Si 151 9.9 297 21.6 5.18 169
FSN 71 | JA133-Si 168 11 330 24 5.62 130
FSN 72 | JA133-Si 168 11 330 24 5.12 133
FSN 73 | JA133-Si 84 5.5 165 12 2.73 114
FSN 74 | MR121-Si 84 5.5 165 12 3.45 111
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Die TeilchengroBBe der Silicat-Partikel wurde durch Photonenkorrelations-Spektroskopie
(PCS) bzw. dynamische Lichtstreuung (DLS) ermittelt!"*!! Die qualitative
Oberflachencharakterisierung der mit GF20 modifizierten SiO,-Partikel erfolgte iber DRIFT-
Spektroskopie. Zur Auswertung der Spektren wurden diese in Kubelka-Munk-Einheiten
dargestellt. Die Kubelka-Munk-Theorie beschreibt die lineare Beziechung zwischen spektraler
Intensitit und Probenkonzentration bei unendlicher Probenverdiinnung in einer

nichtabsorbierenden Matrix (KBr).!'*?

4.1.1 Evaluierung des Leitpartikels

Vom Projektpartner (RD) wurde eine neue Methode zur Funktionstest-unabhéngigen
Charakterisierung, basierend auf der Messung von Oberfldchenplasmonresonanzen (surface
plasmon resonance) und die dabei mogliche Verfolgung von Molekiilinteraktionen in
Echtzeit, entwickelt. Somit konnte die Immunreaktivitit der synthetisierten Silicat-Partikel
auf dem BIACORE®-Analysegerit durchgefiihrt werden (s. Abb. 4.1.1.1). Bei der Messung
wird eine konstante Konzentration von MAK<TnT>-Partikel Konjugaten mit variablen
Konzentrationen von TnT vorinkubiert. Nach einer gewissen Zeit werden diese Mischungen
auf einen Sensorchip gegeben, auf dem TnT fixiert ist. Je schlechter die Partikel das Antigen
wiahrend der Vorinkubation gebunden haben, desto schneller binden sie an den Sensor und
desto steiler ist der ,,Slope” (Kinetik der Partikelbindung an den Chip). Die TnT-
Konzentration ICsy, bei der der Slope halbmaximal ist, ist ein relativ gutes Mal} fiir die
Immunreaktivitit der Partikelkonjugate. Die Partikel wurden auf Basis des ICso-Wertes
miteinander verglichen, dabei korrelierten die erhaltenen Werte gut mit der Funktion im

Teststreifen.
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| Messung der Immunreaktivitat von MAK-Partikel Konjugaten (MAK-Lx) mit BIACORE |

P

1) Vorinkubation von MAK-Lx mit Antigen

°. @ 30 min RT

5) o @
% + oo
O

- 3) Sensorgramm |
TnT MAK-Lx, frei gebunden | ) 9
C =var. c = const.
. Slope hoch
2) Messung der Bindung von MAK-Lx*TnT an Sensorchip-TnT | Signal
Slope niedrig
0) /
30s -3 min ©
@ )
(@) Zeit (s)
. @)
Chip-TnT

* Der Slope héangt bei konstanter Partikelzahl nur von Belegungsdichte und Affinitat der freien MAK-Bindestellen auf dem
Lx-Partikel ab.

* Viele freie Bindungsstellen & hohe Trefferquote MAK — Chip % hoher Slope
Wenig freie Bindungsstellen % niedrige Trefferquote MAK — Chip % niedriger Slope

Abb. 4.1.1.1: Prinzip der BIACORE®-Messung der Immunreaktivitit von MAK-Partikeln.
(Quelle: Roche Diagnostics)

Als eine mogliche Ursache fiir die zuvor erwdhnte Diskrepanz in der Beladbarkeit wurden
unterschiedliche Synthesebedingungen (Eduktkonzentrationen und Reaktionstemperatur)
angenommen. So konnten Partikel (Typ KS-OFSN), die bereits frither iiber am ISCP
empirisch ermittelte Eduktkonzentrationen hergestellt wurden (s. Schema 4.1.1) gut beladen
werden, wihrend Partikel (Typ KS-OFSN), die nach einer von Bogush und Mitarbeitern
beschriebenen, empirisch abgeleiteten Formel fiir die Eduktkonzentrationen synthetisiert
wurden,®” schlechte Beladungen zeigten. Als Grund fiir die unterschiedliche Beladbarkeit der
Silicat-Partikel ist die eingesetzte Wassermenge anzusehen. Reproduktionsansitze beider
Synthesen lieferten entsprechend reproduzierbare Ergebnisse. So konnten KS-OFSN 55a und
KS-OFSN 64b2 (am ISC empirisch ermittelte Edunktkonzentrationen)'*! gut und KS-
OFSN 56 und KS-OFSN 62 (berechnete Eduktkonzentrationen nach Bogush und
Mitarbeitern) schlecht beladen werden. In Abbildung 4.1.1.2 sind die unterschiedlichen
Beladungen der Partikel anhand eines Balkendiagramms gezeigt. Hierbei sind auf der
Abszissen- die synthetisierten Partikel und auf der Ordinatenachse die bestimmten <Tn-T>-

Mengen (in pg/mg Partikel) aufgetragen.
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<Tn-T> [pg/mg Partikel]

KS-OFSN 55a KS-OFSN 64b2 (R) KS-OFSN 56 KS-OFSN 62 (R)

Abb. 4.1.1.2: KS-OFSN 64b2: Reproduktionsansatz von KS-OFSN 55a (empirisch am ISC, AT, grofer
Wasseriiberschuf3); KS-OFSN 62: Reprodruktionsansatz von KS-OFSN 56
(Syntheseparameter berechnet, rt, leichter Wasseriiberschuss).

Dabei sind die Partikel, die mit einem Wasseriiberschuss bei 35°C synthetisiert wurden (KS-
OFSN 55a und KS-OFSN 64b2) etwa hundertmal besser mit <TnT> beladbar, als die bei
Raumtemperatur mit Wasserunterschuss (bezogen auf eingesetztes TEOS) synthetisierten
Partikel (KS-OFSN 56 und KS-OFSN 62).

Als eine weitere Ursache fiir unterschiedliche Beladungen wurde die Stirke der silicatischen
Ummantelung und die Carboxylgruppendichte untersucht. Tendenziell lieBen sich Partikel
mit dickerer Schale und hoherer Oberflichenmodifizierung signifikant besser beladen. Die
optimale Schalendicke und Carboxylgruppendichte wurde anhand weiterer, nach dem Kern-
Schale-Prinzip aufgebauter, Silicat-Nanopartikel (KS-OFSN 71 und KS-OFSN 72) evaluiert.
Dazu wurden die Partikel mit der theoretisch maximalen Menge an GF20, die fiir die
Ausbildung eines Monolayers néotig ist, an der Oberflidche funktionalisiert (basierend auf der

28,58, 101, 102] und die

Annahme, dass durchschnittlich 4.5 SiIOH-Gruppen/nm® vorliegen)!
Schalendicke variiert. In Tabelle 4.1.1.1 sind einige ausgewihlte Kenndaten, die zur

Herstellung des Leitpartikels fiihrten, gezeigt.
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Tabelle 4.1.1.1: Kenndaten zur Evaluierung des Leitpartikel-Typs; nach der beschriebenen Reaktionsfithrung
in Schema 4.1.1; Bestimmung der GF20-Belegung mittels konduktometrischer Titration.

Partikel | Farb- Farbstoff- Monolayer mit Belegung mit %, Schalen-
Typ stoff dichte GF20 (theor.) GF20 (gef.) dicke
[umol/g Si0;] | [peq CO,H/g] [ueq COH/g] [nm] [nm]
KS-
OFSN | 1A133- 46 370 123 124 7
Si
56al
KS-
OFSN JAéiB' 4.6 370 62 124 7
56a2
KS-
OFSN JAéi”' 4.6 356 120 129 12
56b1
KS-
OFSN JAéiB' 4.6 356 68 129 12
56b2
KS-
OFSN | 1A133- 46 334 130 137 20
Si
56¢1
KS-
OFSN JAéiB' 4.6 334 72 137 20
56¢2
KS-
OFSN | 1A133- 7.8 312 303 147 8
Si
7la
KS-
OFSN JAéiB' 7.8 294 278 156 13
71b
KS-
OFSN | 1A133- 9.4 300 289 153 10
Si
T2a
KS-
OFSN JAéiB' 9.4 284 260 161 14
72b
KS- JA133-
OFSN 73 S 7.8 334 332 137 12

Die durch konduktometrische Titration bestimmten Beladungsergebnisse konnen direkt mit
der Schalendicke korreliert werden, da alle iibrigen Parameter gleich gehalten wurden. Damit
ist eine Mindestschalendicke von 12-13 nm erforderlich. Messungen von Roche Diagnostics
(s. auch Tab. 4.2.2.2) ergaben beziiglich der Farbstoffkonzentration, dass die Partikel mit
7.8 pmol/g SiO, die hdchste Fluoreszenzintensitit zeigen, wohingegen Partikel mit einer
JA133-Si Konzentration von 5.6 pmol/g SiO, bzw. 9.4 pmol/g SiO, eine geringere

Fluoreszenzintensitit aufwiesen. Ein Grund dafir sind die durch Fluoreszenz- und UV-VIS-
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Spektroskopie bei verschiedenen Feststoffkonzentrationen ermittelten Quenchingeffekte. Eine
Erklarung fiir diesen fluoreszenzmindernden Prozess steht aus.

Das Optimum an Fluoreszenz des Leitpartikels (KS-OFSN 71b) liegt bei einem
Feststoffgehalt von etwa 0.05% bzw. eine Fluorophorkonzentration von ca.

1-1.8 umol/g SiO, (Abbildung 4.1.1.3, magentafarbene und gelbe Linie).

4 9000 —
———FS$=0.24% /c=11.4 mol/l E ———FS=0.24% / c=11.04 pmol/l
FS=0.159% / ¢=7.54 umol/l 8000 ———FS$=0.159% / ¢=7.54 pmol/l
FS=0.106% / c=4.98 pmol/l FS=0.106% / c=4.98 pmol/l
FS=0.079% / ¢=3.07 pmol/l ] ‘ F$S=0.071% / ¢=3.07 pmol/l
3 ———FS=0.047% / ¢=1.84 umol/l 7000 ———FS$=0.047% / c=1.84 umol/l
F$=0.031% / ¢=1.02 umol/l 4/ F$=0.031% / ¢=1.02 pmol/l
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~ .
o =
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£ Z o]
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54 12 ]
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Abb. 4.1.1.3: Vergleich von UV-Vis-Spektren (links: A= 617 nm) und Fluoreszenzspektren
(rechts: A= 644 nm) der Leitpartikeldispersion (OFSN 71b) bei verschiedenen
Feststoffgehalten (FS) und entsprechenden JA133-Si-Konzentrationen (c).

Im folgenden sind die Charakteristika des Leitpartikels KS-OFSN 71b zusammengefasst:

¢ Ein Gesamtdurchmesser von ca. 140 nm, bei einer Schalendicke von 12 nm
e FEine JA133-Si-Konzentration von 7.8 pumol/g Si0O,

e Monolagenbelegung mit Carboxylgruppen (ca. 260-303 neq CO,H/g SiO;)
e QGutes chromatographisches Laufverhalten (s. Abb. 4.1.1.4)

Abbildung 4.1.1.4 demonstriert das Leistungsverhalten von Konjugaten des Leitpartikels im
Teststreifen-Assay. Mit einem 10 ng Standard wurde sowohl ein Signal an der Auffanglinie
(obere Linie), als auch am Resultatstrich (untere Linie) erzielt (vgl. auch Kap. 2). Dabei

betrug die unterste analytische Sensitivitét 1.5 ng/ml (KS-OFSN 71b).
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Abb.4.1.14 Teststreifen mit verschiedenen Konjugationen (Quelle: Roche Diagnostics):
1405: KS-OFSN 71b; 2mg MAK <Tn-T> im Angebot; keine EDC-Nachvernetzung
1407: KS-OFSN 71b; 0.5mg MAK <Tn-T> im Angebot; keine EDC-Nachvernetzung
1409: KS-OFSN 71b; 2mg MAK <Tn-T> im Angebot; 2mM EDC-Nachvernetzung
1410: KS-OFSN 71b; Img MAK <Tn-T> im Angebot; 2mM EDC-Nachvernetzung

Die Reproduktion des Leitpartikels war erfolgreich (KS-OFSN 73), wobei die nun von RD
semimaschinell gefertigten Teststreifen eine untere Nachweisgrenze von etwa 0.05 ng/ml TnT
zeigten. Laut Angaben des Projektpartners (RD) fiihrten Belastungen der mit EDC
nachvernetzten Konjugate liber eine Woche bei 35°C vor Auftrag auf den Priif-Teststreifen zu
keinem Aktivititsverlust. Weiterhin trete der negative Effekt des Eintrocknens der Konjugate

auf dem Priif-Teststreifen bei semimaschinell gefertigten Teststreifen nicht auf.

4.1.2 Carboxylgruppenbestimmung durch PLD

Die Oberflichenbelegung mit Carboxylgruppen der synthetisierten Silicat-Nanopartikel
(s. Kap. 4.1) wurde durch konduktometrische Titration bestimmt (vgl. Tabelle 4.1.1.1).*) Da
bei dieser Methode viel Substanz benotigt wird (0.5 g — 0.8 g), wurde eine alternative

Methode getestet. Durch den Einsatz eines Partikelladungsdetektors (PLD) (Abb. 4.1.2.1)
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sollte sich die bendtigte Substanzmenge auf etwa 0.01 g (ca. 2-3 %, verglichen mit der
konduktometrischen Titration) reduzieren lassen.

Die Messzelle des PLD besteht aus Teflon (PTFE); der Zylinder kann aus Teflon oder
Polypropylen gefertigt sein. Er wird durch einen kleinen Motor mit einer Frequenz von

einigen Hertz (meist 5 Hz) auf und ab bewegt.

chronmotor)

Verdringerkolben (Antrieb Syn- [ Abb. 4.1.2.1:

Messzelle mit vergrofertem Ausschnitt des Messspaltes
PTFE-MeBgefiB [zwischen GefdBwand und Verdriangerkolben
o (Abstand 0.15 mm)

Probe

Duch die Bewegung des Kolbens werden die Ionen der elektrischen Doppelschicht, die sich
iiber der Wand der Messzelle und des Kolbens ausbildet, abgeschert (s. Abb. 4.1.2.2). Der
dadurch erzeugte lonenfluss wird als Wechselstrom an den Elektroden gemessen. Das

Vorzeichen des erhaltenen Signals wird der Ladung der Wand entsprechend angezeigt.

Abb. 4.1.2.2:

Links: ruhender Verdriangerkolben, statistisch intakte
Doppelschicht

Rechts: Kolbenbewegung nach oben, Fliissigkeitsstromung
nach unten = Teilabriss und Verschiebung der
diffusen Schicht

Kolben
Kolben

Bei einer kolloidalen Dispersion enthilt das Signal die Beitrdge von der Wand, der Messzelle,
des Kolbens und des kolloidalen Materials, welches an der Wand festgehalten wird. Das
Signal von SiO,-Dispersionen liegt nahe bei dem der reinen Elektrolytlosung. Eine
Bedeckung der negativ geladenen Teflon- bzw. Polypropylenwand mit positiv geladenen

Teilchen (beispielsweise Al,O3) ist ausgeprigter und stabiler als mit negativ geladenen SiO,-
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Partikeln. Jedoch reicht deren zeitweiliges Verweilen an der GefdBwand aus, das Signal zu
beeinflussen.

Zur Bestimmung der Oberflichenladungsdichte von kolloidalen Teilchen wird ein
entgegengesetzt geladener Polyelektrolyt zutitriert. Nach bisherigen Erfahrungen kann iiber
dieses Verfahren die Oberflichenladung zuverldssig bestimmt werden, und zwar auch bei
negativ geladenen Teilchen.'"™ Voraussetzung ist die Verwendung von Polyelektrolyten
(s. Abb. 4.1.2.3) mit hoher Ladungsdichte, um eine Ladungsneutralisation zu erreichen. Fiir
positiv geladene Teilchen sind 0.001 M wiassrige Losungen von Natriumpolyethylensulfonat

(Formel I) bzw. Poly(diallyldimethylammonium)chlorid (Formel II) fiir negativ geladene

SOS I \@/

Na® N Cl@ -

Teilchen geeignet.

Abb. 4.1.2.3: Formeln von Polyelektrolyten, die in der PLD Verwendung finden;

Formel I: Natriumpolyethylensulfonat
Formel II: Poly(diallyldimethylammonium)chlorid

Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe von Partikel-Standards der Firma Bangs-Laboratories.
Diese lieferten zwar reproduzierbare Ergebnisse, lagen jedoch um ca. 30 % zu hoch, wie

Tabelle 4.1.2.1 belegt.

Tab. 4.1.2.1: Statische Titration eines Standardpartikels von Bangs-Labora-
tories mit 0.001 N Polyallyldimethylammoniumchlorid

Bangs-Standard Substanzmenge Verbrauchtes Belegung
Vol.
[32peq/g] (2] [ml] [ueq/g]
1. Messung 0.1 3.927 39
2. Messung 0.1 4.296 42
3. Messung 0.01 0.4337 43
4. Messung 0.3 1.328 44

AnschlieBend wurden die synthetisierten Partikel vom Typ KS-OFSN iiber die PLD-Methode
vermessen, wie in Tabelle 4.1.2.2 zu sehen ist. Dabei wurden neben den Silicatpartikeln vom

Typ KS-OFSN (mit JA133-Si) auch Partikel vom Typ OFSN (mit MR121-Si) vermessen.
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Bei letzteren wurde keine zusétzliche SiO,-Schale aufkondensiert, da der dort eingesetzte

Farbstoff MR121-Si polarer und kleiner als JA133-Si ist, und sich somit nicht an der

Partikeloberfldche anreichern sollte (vgl. Kap. 4.1).

Tabelle 4.1.2.2:  Statische Titration mit 0.001 N ,,Poly-Dadmac-Standard“ (Polyallyldimethylammonium-

chlorid).
Eingesetzte | Verbrauchtes | Verbrauchtes | Belegung | Belegung| Konjugation
Partikel- Partikel- Vol. Vol. 1. 2. mit MAK<TnT>
Typ menge 1. Messung 2. Messung | Messung | Messung | [ug gebundener
[mg] [ml] [ml] [neq/g] | [weq/g] | AK/mgPartikel]
KS-OFSN 14.50 0.596 0.600 41.1 413 1-2
62al
KS-OFSN 14.75 0.62 0.617 4.0 418 2.6
62a2
KS-OFSN 17.70 0.646 0.641 364 36.2 2.3
62b1
KS-OFSN
62b2 18.30 0.670 0.668 36.6 36.5 3-6
OFSN63a 10.50 0.389 0.391 37.0 37.2 0
OFSN63b 10.30 0.398 0.396 38.6 38.4 0
KS-OFSN 11.25 0.478 0.502 4.5 44.6 0
64al
KS-OFSN 10.45 0.466 0.457 44.6 437 0
64a2
KS-OFSN 16.80 0.507 0.499 30.2 29.7 511
64b1
OFSN 64b2 16.80 0.543 0.549 323 32.6 95-134

Die erhaltenen Ergebnisse fiir die Konjugation der Partikel mit MAK<TnT> korrelierten
weder mit berechneten noch mit den mittels PLD gefundenen Carboxylgruppendichten.

Somit konnte weder die beim Max-Planck-Institut fiir Kolloid und Grenzflichenforschung in
Golm (Projektpartner; Bestimmung von Carboxylgruppendichten auf Polystyrolpartikeln),
noch die in der Papierindustrie etablierte PLD-Methode auf die synthetisierten hybriden
Silicat-Nanopartikel vom Typ KS-OFSN und OFSN angewandt werden. Deshalb wurde die
PLD-Methode fiir die evaluierten Partikel nicht weiter verfolgt. Die Oberflichenbeladung der
Silicat-Nanopartikel wurde weiterhin nach der Methode der konduktometrischen Titration

bestimmt (vgl. Tabelle 4.1.1.1; s. Kap. 6.2.1).%*]
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4.1.3 Lyophilisations- und Redispergierungsfihigkeit der synthetisierten Silicat-
Nanopartikel

Dispersionen sind oft nicht lange stabil und nach einiger Zeit tritt Sedimentation bzw.
Agglomeration ein. Auch der bendtigte Raumbedarf zur Autbewahrung von Dispersionen ist
nachteilig. Somit wire es wiinschenswert, die synthetisierten Partikel (s. Kap. 4.1.1) und ihre
Eigenschaften so zu konservieren, dass sie je nach Bedarf zur Verfligung stehen. Aus diesem
Grund wurde ein Lyophilisationverfahren zur Probenpriparation getestet.'® Bei dieser
Methode wird das Solvens sehr schonend entfernt. Somit ist zu erwarten, dass die
verbleibenden Partikel nicht agglomerieren, wie das bei Entfernung des Solvens durch
Erhitzen der Fall ist.

Die iiber Lyophilisation (Gefriertrocknung) erhaltenen feinen Pulver (Lyophilisate) der
Partikel-Typen FSN, OFSN und KS-FSN bzw- KS-OFSN (s. Kap. 4.1) wurden auf ihre
physikalischen und spektroskopischen Eigenschaften hin untersucht (vgl. Kap. 6.2.2).
Besonders wichtig war das Verhalten des Fluorophors nach diesem Prozess. So wurde z.B.
die Fluoreszenz der Lyophilisate vermessen. In Abbildung 4.1.3.1 sind Fluoreszenzspektren
von MRI121-Si dotierten und gefriergetrockneten Silicat-Nanopartikeln vom Typ FSN
gezeigt.

—— OFS68, MR121-Si = 12.5 pmol/g SiO,
3200 —— OFS69, MR121-Si = 14.8 umol/g SiO,
3000 —— OFS70, MR121-Si = 3.7 umol/g SiO,
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Abb. 4.1.3.1: Fluoreszenzmessung (Aexe= 640 nm; A= 675 nm) an MR121-Si dotierten, lyophilisierten SiO,-

Partikeln (als Pulver) = Evaluierung der optimalen Fluorophorkonzentration (hier < 12.5 umol/g
Si0,)
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Fiir Fluoreszenzmessungen wurden die Pulverproben auf einem Objekttrager mit Tesafilm
fixiert und vermessen. Es wurde vor jeder Messung sichergestellt, dass weder Objektrager,
noch Tesafilm im zu detektierenden Wellenldngenbereich fluoreszieren. Es treten, wie in
Dispersion (vgl. Kap. 4.1.1), fluoreszenzmindernde Effekte aufgrund von Uberkonzentration
auf. Die thermische Stabilitdt der Fluorophore JA133-Si und MR121-Si in der Partikelmatrix
wurde durch DSC-Messungen untersucht. Hierzu wurden die Partikelpulver unter Luft- und
unter Stickstoffatmosphédre erhitzt (s. Tabelle 6.2.2.1). Weitere Untersuchungen der
Fluorophore fanden durch Schwingungsspektroskopie statt. Da jedoch weder in Transmission
(FT-IR-Spektroskopie) noch in diffuser Reflexion (DRIFT-Spektroskopie) zufriedenstellende
Ergebnisse erzielt werden konnten, wurde versucht, die Partikelpulver ramanspektroskopisch
zu vermessen. Dadurch wurden aussagekriftige Messergebnisse erhalten. Griinde dafiir
konnten in der Probenkonzentration (hoher bei Raman-Spektroskopie) sowie den
Auswabhlregeln der beiden Spektroskopiearten liegen. In Abb. 4.1.3.2 sind Ramanspektren
gefriergetrockneter Silicat-Nanopartikel, die JA133-Si- (KS-OFSN) bzw. MR121-Si-dotiert
(OFSN) und mit verschiedenen Mengen an GF20 oberflichenmodifiziert sind, gezeigt. Die
erhaltenen charakteristischen Signale sind ein weiteres Indiz, neben den Fluoreszenzen (vgl.

Abb. 4.1.3.1), dass die Fluorophore nach der Lyophilisation intakt bleiben.

—— MRI121-Si-dotierte OFNS
—— MRI121-Si-dotierte OFNS

—— JA133-Si-dotierte KS-OFNS o
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Abb. 4.1.3.2: Ramanspektren lypophilisierter Silicat-Nanopartikel vom Typ OFSN (MR121-Si-dotiert,
schwarz, blau) und KS-OFSN (JA133-Si-dotiert, rot); Oberflaichenmodifizierung mit
GF20: rot= 67, schwarz= 88, blau= 104; jeweils in umol CO,H/g Partikel.
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Pulver lyophilisierter und nicht oberflichenmodifizierter Partikel lieBen sich nach ldngerer
Ultraschallbehandlung (ca. 1h) agglomeratfrei in Wasser (pH~ 7.4) redispergieren wie iiber
TEM- und DLS-Aufnahmen bestéitigt wurde. Abbildung 4.1.3.3 zeigt TEM-Aufnahmen
gefriergetrockneter (links, trocken) und wieder redispergierter (rechts) Silicat-Partikel vom

Typ KS-FSN.

300nm

Abb. 4.1.3.3: TEM-Aufnahmen von JA133-Si-dotierten Silicat-Nanopartikeln vom Typ KS-FSN;
Lyophilisat (links, trocken), in Wasser redispergiert (rechts).

Mit GF20 oberflichenmodifizierte Partikel konnten nur sehr schlecht oder gar nicht
redispergiert werden. Griinde dafiir sind wohl in der Reaktivitit des Modifizierungsreagenzes
als auch in der Probenbereitung zu suchen. So kdnnte beispielsweise ein positiver Effekt

1831 auf die bei den untersuchten Proben

durch Zuhilfenahme von Dispergierungsreagenzien,
vollig verzichtet wurde, erzielt werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass die synthetisierten Partikel vor der
Oberflichenmodifizierung mit GF20 lyophilisierbar sind. Noch wichtiger ist, dass sie sich
anschlieBend wieder redispergieren und weiter verarbeiten lassen. Die gefundene
Einschriankung, das sich GF20 modifizierte gefriergetrocknete Partikel nicht Redispergieren
lassen, kann leicht umgangen werden. So konnten die Dispersionen lyophilisiert und erst bei
Bedarf redispergiert und oberflichenmodifiziert werden. Somit stellt die Lyophilisation eine

Moglichkeit zur langzeitigen Konservierung von komplex aufgebauten Silicat-Nanopartikel

dar.
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4.1.4 Porphyrinmetallkomplexe in Silicat-Nanopartikeln

Neben dem Einbau von organischen Fluorophoren (vgl. vorherige Kapitel), sollten auch
Porphyrine sowie ihre Komplexe mit Ubergangsmetallen, wie beispielsweise Mangan,
Palladium oder Zink, in Silicat-Nanopartikel eingebunden werden. Vor allem die bekannten
langlebigen Lumineszenzen dieser Komplexe machten sie interessant.'’? Die mogliche
Einbindung von Porphyrinen iiber den Sol-Gel-Prozess in hybride Silica-Matrizes wurde

bereits gezeigt,!'”

jedoch ist ihre Einbindung in Silicat-Nanopartikel nicht bekannt.
Aufgrund ihrer langen Fluoreszenzlebensdauern wurden die Porphyrinkomplexe 5,10,15,20-
Tetrakis(4-carboxy-phenyl)-porphyrin-Pd(II) (PdTPPC) und 5,10,15,20-Tetrakis(N-methyl-4-
pyridyl)-21,23H-porphyrin-Zn(Il)-tetrachlorid (ZnTMPyP) ausgewihlt, um sie in Silicat-
Nanopartikel einzubauen.

Versuche, den PATPPC-Komplex durch Zugabe zu einer Stober-dhnlichen Losung direkt in
die Silicatpartikel einzubauen (vgl. Schema 4.1.1, Reaktionsschritt I), scheiterten und die
gesamte Menge an eingesetztem Komplex konnte UV-VIS-spektroskopisch im
Zentrifungationsiiberstand nachgewiesen werden. Deshalb wurde PdTPPC mit AMEO

silanisiert, um anschlieBend durch Cokondensation kovalent in die Silicat-Nanopartikel

eingebunden zu werden (s. Schema 4.1.4.1).

N Si(OEt
CO,H cocCl o Si(OED,
SO,Cl,, CH,Cl, HzN\/\/Sl(OEt)3
> * HCL
3 h, 20°C Ar 20°C

1. H,0, NH,0H
EtOH, 35°C

2. TEOS, 13 h

\

Silicat-Nanopartikel
mit
kovalent eingebundenem
PdTPPC

Schema 4.1.4.1: Reaktionsfolge zur Synthese von Silicat-Nanopartikeln mit kovalent eingebautem
PATPPC-Komplex.
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Hierzu wurde PdTPPC in Dichlormethan unter Schutzgasatmosphére geldst und fiir 3 Stunden
mit Thionylchlorid umgesetzt. Nach Isolierung wird der erhaltene Feststoff in Dioxan gelost
und mit 3-Aminopropyltriethoxysilan umgesetzt. Abbildung 4.1.4.1 zeigt die um 80 cm™ zu
hoheren  Wellenzahlen  verschobene  charakteristische = Carbonylschwingung  des

Siurechlorids.!'**!

vAryl—(i()(Il

rel. Transmission (%)

V Aryl-cOOH

3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wellenzahlen (cm'l)

Abb. 4.1.4.1: Transmissions-IR-Spektren des PATPPC-Komplexes (schwarz) mit vcoop= 1690 cm’! und des
entsprechenden Saurechlorids (rot) mit veoe= 1770 cm™ (KBr-Presslinge).

Diese Reaktionsmischung wird anschlieend zu einer auf 35°C temperierten Losung aus
Wasser, Ammoniak und Ethanol gegeben. Nach Zutropfen von TEOS, wird die
Reaktionsmischung fiir weitere 13 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.

Das Sdurechlorid kann unter Argon aufbewahrt und bei Bedarf silanisiert und weiter
verarbeitet werden. Die erfolgreiche kovalente Einbindung von PdTPPC in Silicat-
Nanopartikel wurde mittels Festkorper-NMR-, UV-VIS- sowie IR-Spektroskopie belegt
(s. Kap. 6.2.3.2). Wie TEM- und REM-Aufnahmen zeigen sind die erhaltenen Partikel
polydispers mit einer nahezu bimodalen Verteilung (s. Abb. 4.1.4.2, links). Durch UV-VIS-
und Fluoreszenzspektroskopie der jeweiligen Zentrifugationsiiberstinde wurde die Einbaurate

von PdTPPC auf maximal 0.7 % (w/w) bestimmt.
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Aufgrund seiner kationischen Natur, lédsst sich der Komplex 5,10,15,20-Tetrakis(N-methyl-4-
pyridyl)-21,23H-porphyrin-Zn(II)-tetrachlorid (ZnTMPyP) wihrend der etablierten Synthese
(s. Schema 4.1.1) direkt durch Zugabe in die anionischen Silicat-Nanopartikel einbauen. Wie
Abbildung 4.1.4.2 (rechts) illustriert, haben die erhaltenen Partikel eine enge
GroBenverteilung. Weiterhin kdnnen sie einen ZnTMPyP-Gehalt bis zu 1 % (w/w) besitzen.
Die erfolgreiche FEinbindung in die Silicatpartikel wurde durch verschiedene

Spektroskopiemethoden gesichert (vgl. Kap. 6.2.3).

Pd2, 20.000x, plan

Abb. 4.1.4.2: REM-Aufnahme von PdTPPC-Si dotierten Silicatpartikeln (links), d = 200 - 300 nm,
(Pd2, Einbaurate ca. 0.56 % (w/w)); TEM-Aufnahme von ZnTMPyP dotierten Silicat-
Nanopartikeln (rechts), d = 140 - 150 nm (Zn1, Einbaurate ca. 0.83 % (w/w)).

Oberflachenbestimmungen (nach BET) der PdTPPC-Si- und ZnTMPyP-dotierten Silicat-
Nanopartikel lieferten nur geringfiigig hohere Oberfldchen als berechnet.

berechnet.

Dabei wurde die geometrische Oberflidche nach der Formel 7
p .

Die Skelettdichte (p) wurde durch Heliumpyknometrie der jeweiligen Partikel (Typ FSN)
ermittelt. Der Partikeldurchmesser d konnte nicht mittels dynamischer Lichtstreuung
gemessen werden, da die Emissionswellenlinge (Aen= 488 nm) des verwendeten Argon-
Lasers die Metall-Porphyrin-dotierten Silicat-Nanopartikel zur Fluoreszenz anregte und so die
Messergebnisse  verfdlschte. Deshalb wurde anhand von TEM-Bildern, unter
Berticksichtigung von mindestens 50 Partikeln, ein Mittelwert durch manuelles Ausmessen

gebildet.
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Die gefundenen mittleren Dichten von p = 2.08 g/cm’ fiir Pd-Si und p =2.11 g/cm’ fiir Zn-Si
sind nur etwas hoher als fiir reine Silicat-Nanopartikel (1.98 g/cm3). Wie
Zetapotenzialmessungen (Abb. 4.1.4.3) zeigen, weisen die Partikeldispersionen bei einem
pH-Wert von > 7.5 sehr gute Stabilititen auf (mit C-Potentialen von > + 50 mV, wird die

I;[174] l[143]

Stabilitdt einer Suspension als sehr gu mit C-Potentialen von > 30 mV, als gu

bezeichnet).

—&— PdSi
A ;
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Abb. 4.1.4.3: Zetapotenzialverlauf von Pd-Si (schwarz, {=-59.6 mV bei pH= 7.6) und Zn-Si (rot,
€=-50.3 mV bei pH= 7.4) als wissrige Dispersionen; IEPz, sy = 4.6 ; IEPpq.siy = 6.1.

Somit konnten Silicat-Nanopartikel {iber den Sol-Gel-Prozess mit den Porphyrinen PATPPC
und ZnTMPyP dotiert werden. Dabei musste PATPPC erst silanisiert werden, das kationische
ZnTMPyP lieB3 sich dagegen direkt in die Silicat-Nanopartikel einbauen. Somit kénnen nun
auch Porphyrine in Silicat-Nanopartikel eingebaut werden, was einen Einsatz dieser Teilchen
in beispielsweise Toner attraktiv macht. Messungen der Fluoreszenzlebenszeiten stehen noch
aus. Sollten jedoch die Porphyrin-Komplexe in den synthetisierten Teilchen eine dhnliche
Fluoreszenzabklingzeit besitzen wie in Losung, konnten sie als TRF-Label (nach dhnlicher

Verfahrensweise wie in Schema 4.1.1) im Bereich Life-Science eingesetzt werden.
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4.1.5 Ruthenium-Komplexe als Sensormolekiile in Silicat-Nanopartikel

Kationische Rutheniumkomplexe dienen als Modellverbindungen in supramolekularen

[175]

Systemen und als elektrochemolumineszierende Komplexe in speziellen anorganisch-

[176]

organischen Hybridpolymeren. Als Dioxoruthenium(VI)porphyrine sind sie wichtige

[177

Katalysatoren zur Synthese diverser organischer Verbindungen.!'””! Im Bereich Life Science

178] 179]

werden sie als Glukose-! oder Sauerstoffsensormolekiile! eingesetzt. Bei letzerer
Anwendung werden Rutheniumkomplexe meist in organische Polymere eingebunden. Durch
Sauerstoffkoordination am Ruthenium tritt Quenching der Fluoreszenz des Komplexes

[180, 181

auf. ] Damit dieser Effekt quantitativ genutzt werden kann, ist ein kontrollierter bzw.

gleichméaBiger Gasfluss in der jeweiligen Matrix erforderlich.

Die im Rahmen dieser Arbeit nasschemisch synthetisierten Silicat-Nanopartikel sollten
aufgrund ihrer hochpolaren anionischen Matrix eine sehr geringe bzw. gar keine
Sauerstoffpermeation aufweisen. Diese These sollte anhand der Einbindung von Tris-(1,10-
phenantrolin)ruthenium(II)-dichlorid (Ru-phen) iiberpriift werden.

Der Komplex konnte durch direkte Zugabe zum Stober-Prozess quantitativ mit einer
Konzentration von ca. 50 mg/g SiO; in Silicat-Nanopartikel eingebaut werden. In Abb.
4.1.5.1 sind die erhaltenen, im Mittel 200 nm durchmessenden, monodispersen Partikel in
einer TEM-Aufnahme (links) zu sehen. Das entsprechende Fluoreszenzspektrum dieser
Partikel zeigt Abb. 4.1.5.1 rechts. Das Fluoreszenzspektrum der wéssrigen Dispersion weist

auch die typische Emission des Komplexes bei 597 nm (Aexe= 446 nm) auf.
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Abb. 4.1.5.1: TEM-Aufnahme von Ru-phen-dotierten (= 50 mg/g SiO,) Silicatpartikeln (links);
Fluoreszenzspektrum (rechts) einer 5 %-igen (w/w) wissrigen Dispersion dieser Partikel
(Aexe= 446 nm; A= 597 nm).

Der blutungsstabile Einbau von bis zu 5 % (w/w) Ru-phen in Silicat-Nanopartikeln war
erfolgreich. In Abbildung 4.1.5.2 ist die Sauerstoffpermeabilitit (vermessen von Roche
Diagnostics) der Ruthenium-Komplex-dotierten Silicat-Nanopartikel veranschaulicht. Wie zu

erkennen, zeigen die Teilchen selbst bei hohem Gasdruck nur einen geringen Abfall der

Fluoreszenzintensitit, der auf geringe Sauerstoffpermeation hindeutet.

100 =

90 -

80 - T

Normierte Fluoreszenz
Intensitét

Nt 7
0 50 100 150 200 250 300 350

pO, [Torr]

Abb. 4.1.5.2: Ru-phen dotierte SiO,-Partikel (d = 200 nm) eingebettet in ein polyurethan-
basierendes Hydrogel. Die Normierung beruht auf einem nichtlinearen Stern-Volmer
Modell mit Kgy = 0.0063 (Stern-Volmer Konstante). (Quelle: Roche Diagnostics)
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Aufgrund der geringen Sauerstoffpermeation wiirden sich mit Ru-phen dotierte Silicat-
Nanopartikel zwar nicht als Detektionssensorsubstrat eignen, wohl aber als ebenso
notwendiger Referenzstandard. Mit C-Potentialen von < -50 mV zeigen die Dispersionen
schon bei pH 9 gute Stabilititen. Die ermittelte Skelettdichte liegt mit 2.05 g/cm’ - 2.10 g/cm’
etwas hoher als bei reinen Silicatpartikeln. Die bei BET-Untersuchungen an diesen Partikeln
gefundenen Porengroflen von ca. 15 nm (s. Kap. 6.2.3.3) konnten auch vom entsprechenden

Zwischenkornabstand (s. Kap. 3.2.2) stammen.

Durch eine zusétzliche Cokondensation von Organo- oder Fluoralkyltrialkoxysilanen konnten
diese Poren vergrofert und somit eine hohere Gaspermeation erzielt werden (s. Kap. 4.2).
Vorteilhaft auf die Gaspermeation konnte sich dann auch die erhéhte Hydrophobie der so
modifizierten Silicat-Nanopartikel auswirken. Im Idealfall wéren solche Ru-phen dotierten
Partikel somit auch als Sensorsubstrate fiir Sauerstoff einsetzbar. Im anschlieBenden Kapitel
werden weitere Vorteile von Silicatpartikeln gegeniiber organischen Polymerpartikeln

erlautert.
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4.2  Hydrophobe Silicatmatrizes

Bei neutralen, hydrophoben oder gar anionischen Fluorophoren gelingt die effiziente
Einbindung durch kovalente Anbindung in die Silicat-Matrix (s. Kap. 4.1).1**! Dies wiederum
wirkt sich storend auf die Partikelmorphologie aus, weswegen beispielsweise keine
monodispersen Silicat-Nanopartikel, die kleiner als 80 nm sind, synthetisiert werden konnten.
Auch kann sich bei einigen Fluorophoren die unmittelbare silicatische Umgebung negativ auf
die Lumineszenz auswirken. Diese Aspekte flihrten in jiingerer Zeit zu einem gesteigertem
Interesse an Hydrophobierungsmdglichkeiten von Silicatmatrizes, wie beispielsweise die

[145-147]

wasserfreie  Synthese oder Synthesen unter Zuhilfenahme von Emulsions-

11451991 Dje Moglichkeit des physikalischen Einbaus birgt oft Probleme, denn nicht

techniken.
kovalent eingebundene hydrophobe Molekiile bluten meist noch iiber mehrere Waschzyklen

hinweg aus. Ferner liegt die Einbaueffizienz meist unterhalb jener der chemischen Dotierung.

Da in dieser Arbeit chromophore Molekiile in Silicat-Nanopartikel eingebaut werden sollten,
mussten auch die spektroskopischen Eigenschaften beriicksichtigt werden. Diese werden bei
organischen Farbstoffen entscheidend durch konjugierte m-Systeme beeinflusst. So besitzen
alle organischen Farbstoffe ausgedehnte chromophore Systeme mit einer unterschiedlichen
Anzahl annellierter bzw. konjugierter Ringsysteme und/oder Doppelbindungen, welche hohe
Hydrophobie besitzen. Wie von S. Shibata et al. beschriecben, kann durch die
Hydrophobierung der Partikelmatrix die Affinitdt zu organischen Farbstoffen verbessert

P00 Auf diesem Wege ldsst sich z.B. der Einbau von Rhodamin 6G erhdhen.

werden.!
S. Shibata et al. synthetisierten ihre hybriden Partikel iiber das Sol-Gel-Verfahren, wobei sie
von vorhydrolysiertem Phenyltriethoxysilan (PhTEO) ausgingen, jedoch kein TEOS
verwendeten. Die so hergestellten Partikel sind zwar sphérisch aber sehr polydispers mit
GrofBlen bis in den Mikrometerbereich.

Ein auf van Blaaderen zuriickgehendes Verfahren zur Synthese von Organosilicatpartikel
basiert auf einem modifizierten Stober-Prozess unter Verwendung von AMEO und
TEOS.P* 71! Die 50 erhaltenen Teilchen sind pordser als die nach der eigentlichen Stober-

Methode hergestellten SiO,-Partikel, haben jedoch eine hoéhere Monodispersitit, besser

ausgeprigte kugelformige Gestalt und sind mit organischen Gruppen durchsetzt. Daher wurde
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versucht mit Organotrialkoxysilanen (z.B. EtSi(OEt);) stoberdhnliche, hydrophobe Silicat-

Partikel darzustellen.!?!

Wie bereits erwihnt, basiert die Synthese von Organosilicatpartikeln auf dem Stober-Prozess
und impliziert eine simultane bzw. kombinierte Hydrolyse und Kondensation von
Tetracthoxysilan mit einem Alkyl-/Aryl- bzw. Fluoralkylalkoxysilan. Um zu diskreten
Partikeln zu gelangen, sind z.T. besondere Bedingungen notwendig. Im Speziellen wurde
zunichst untersucht, ob sich durch die Abwandlung des Stober-Prozesses monodisperse,
sphirische Partikel darstellen lassen. Ebenso wurde auch gepriift, welche Silane fiir die
Synthese geeignet sind und in welchem MalBle die organischen Gruppen eingebaut werden
konnen. Zur Darstellung der hybriden Partikel waren geeignete Syntheserouten zu finden. Ist
dieses Teilziel erfolgreich abgeschlossen, konnen die Organosilicatpartikel beziiglich der
zuvor aufgefiihrten Eigenschaften (z.B. mittels Porosimetrie, Migrationstests, BET-
Messungen) charakterisiert werden. Die Parameter, die bei dieser Variante eingehalten

werden miissen, sowie die Charakterisierung dieser Systeme werden nachfolgend erlautert.

4.2.1 Arylmodifizierte Silicat-Nanopartikel

Wie zu Beginn dieses Kapitels erwéhnt, sollte durch Hydrophobierung mit aromatischen
Gruppen eine attraktive nn -Wechselwirkung von Matrix und Chromophor erzielt werden.
Die auftretenden @ HOMO-LUMO-Wechselwirkungen  lassen  sich  durch  die
Molekiilorbitaltheorie beschreiben."! Bei der Hydrophobierung von Silicat-Partikeln durch
Cokondensation mit Bis(trimethoxysilylethyl)benzol (gemischte m-, p-Isomere) ist die
Reaktionsfolge sowie -filhrung entscheidend. Dies ist verstdndlich, zieht man die
verschiedenen Reaktionskinetiken sowie Partikelbildungsmechanismen in Betracht
(s. Kap. 3.2.3). Kriterien wie Zugabegeschwindigkeit von Reaktanden und Reaktionszeiten
sind genau einzuhalten, da sonst eine erfolgreiche Synthese scheitert. Das Fluorophor
Lumogen Rot F300°® (LFR300) konnte in Silicat-Nanopartikel physikalisch eingebaut
werden, die durch Bis(trimethoxysilylethyl)benzol hydrophobiert waren (Schema 4.2.1.1).
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MeO\
~OMe

MeO—S1
+ Si(OEt), + EtOH  aryimodifizierte
NH,OH o Silicatpartikel

MeO
\/Si\OM
MeO ©

Bis(trimethoxysilylethyl)benzol
m, p-Isomere

LFR300

Schema 4.2.1.1: Reaktion von (m-, p-) Bis(trimethoxysilylethyl)benzol mit TEOS bei Raumtemperatur zum
physikalischen Einbau von LFR300 in Silicat-Nanopartikel (s. Abb. 4.2.1.3).

Dazu wurde das Fluorophor in Dichlormethan gelost und zu einem Ethanol-Wassergemisch
gegeben. Nach Zugabe von Ammoniaklésung wurden Tetraethoxysilan und
Bis(trimethoxysilylethyl)benzol simultan innerhalb von 15 Minuten zugegeben. Die Partikel
wurden durch Zentrifugieren und Redispergieren in Wasser aufgereinigt und isoliert. Dabei
wurde der jeweilige Uberstand UV-VIS- und fluoreszenzspektroskopisch auf Anteile von
LFR untersucht. Dadurch konnte ein blutungsstabiecler Einbau von bis zu
2.2 pmol LFR300/g SiO, nachgewiesen werden. Die erhaltenen Teilchen hatten laut DLS-
und TEM-Messungen eine Grofle von ca. 50 nm mit einer engen GroBenverteilung (s. Abb.

42.1.1).
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—

100nm

Abb. 4.2.1.1: TEM-Aufnahme ca. 50 nm grof3er Silicat-Nanopartikel, die mit BTMSIiEB hydrophobiert und
physikalisch mit 2.2 pmol LFR300%/g SiO, dotiert sind.

Der erfolgreiche Einbau von LFR300 und Bis(trimethoxysilylethyl)benzol ist durch
Festkorper-NMR-Spektroskopie gesichert. Abbildung 4.2.1.2 zeigt im 29Si-NMR—Spektrum
(VACP/MAS) bei -66.3 ppm die typische Verschiebung von Alkyltrialkoxysilanen
(T*-Gruppe) und im *C-NMR-Spektrum (VACP/MAS) ein typisches Signal von Arylen bei
127 ppm sowie 142 ppm.
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Abb. 4.2.1.2: Festkorper-NMR-Spektren von mit (m-, p-) Bis(trimethoxysilylethyl)benzol und LFR300
modifizierten Silicat-Nanopartikeln (v,= 5000 Hz)
links: *C-NMR-Spektrum VACP/MAS): 8= 14.05 (Si-CH,), 27.6 (Si-CH,CH,), 43.72
(CH3-0), 60.75 (CH,-0), 127.19, 142.94 (Cay); rechts: »Si-NMR-Spektrum (VACP/MAS):

8a=-66.3 (T°), 8p=-92.5 (Q?), 8¢=-101 (Q%), 4= -111 (Q*); "Seitenrotationsbanden

Eine schematische Darstellung der physikalischen Einbindung von Lumogen Rot in Silicat-
Nanopartikel, sowie eine mogliche Orientierung fiir eine attraktive mm -Wechselwirkung
zwischen den Arylgruppen des Bistrialkoxysilans in der Matrix und den Arylgruppen des
Fluorophors ist in Abbildung 4.2.1.3 prinzipiell skizziert (eingekreister Bereich).

Abb. 4.2.1.3: Mit Bis(trimethoxysilylethyl)benzol
BET-Messungen ergeben eine spezifische Oberfliche von 302 Partikel; Ausschnitt der méglichen /

. . .. . n-Systeme.
Oberfliche 60 m*/g betrigt. Die groBe Partikeloberfliche, mit durcnschnittiichen Forengrolsen
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von 15 nm, ist ein weiterer Hinweis fiir den Einbau von Bis(trimethoxysilylethyl)benzol in
die Silicat-Nanopartikel.

Diese hier erstmals synthetisierten etwa 50 nm durchmessenden Partikel stehen im
Widerspruch zu den bisher veroffentlichten Ergebnissen fiir Organosilicatpartikel, die nur als
grof3e Partikel (>200 nm) mit uneinheitlicher Verteilung und Morphologie erhalten werden
konnten.> " °% Eine Erkldrung dafiir, ist wohl im verwendeten bifunktionellen
Arylalkoxysilan zu finden. Dieses kann iiber zwei Alkoxysilylgruppen mit TEOS reagieren
und vernetzen. Somit ist der Benzolring in seiner Beweglichkeit eingeschriankt und behindert
eine weitere Kondensationsreaktion in seiner Umgebung moglicherweise nicht so stark, wie
eine monosubstituierte Phenylgruppe. Diese Hypothese ldsst sich durch die homogene
Groflenverteilung der synthetisierten Silicat-Nanopartikel untermauern. Weiterhin konnte die
festere Einbindung des Hydrophobierungsreagenzes in die Partikel-Matrix eine glinstigere
Orientierung der beiden n-Systeme (Matrix<>Chromophor) zueinander ermoglichen, was mit
einer besseren Wechselwirkung einhergeht (vgl. Abb. 4.2.1.3). Diese Vermutung wird durch
das blutungsstabile Verhalten und die Sphérizitit der synthetisierten Silicat-Nanoteilchen

gestutzt.

4.2.2 Fluoralkylalkoxysilan hydrophobierte Silicatpartikel mit eingebundenem
JA133-Si

Latexpartikel sind hydrophob und deshalb als Wirt (Host) fiir hydrophobe Molekiile sehr
geeignet und im Einsatz.!"* Silicatpartikel sind naturgemé$ hydrophil und eignen sich daher
nicht fiir die Aufnahme von hydrophoben Molekiilen (vgl. Kap. 4.2.1).

Organofluorverbindungen besitzen besondere Eigenschaften (z.B. Teflon® von DuPont),

154]

unter anderem ausgeprigte Superphobie.! Um diese zu nutzen werden sie in der

Medizin,!'>> % der Katalyse,!'”" " in  Latexpartikeln,!'*” und Beschichtungen

t.19% 15 Jedoch sind noch keine mit Fluororganosilanen modifizierten Silicat-

eingesetz
Nanopartikel auf nasschemischem Weg synthetisiert worden. Dies wére jedoch aus den oben
erwdhnten Griinden wiinschenswert.

Somit war es Ziel, eine starke Hydrophobierung von Silicat-Nanopartikeln durch

Fluororganylalkoxysilane zu erreichen. Die so modifizierten Teilchen sollten anschlieend
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mit Komplexen oder organischen Farbstoffen, die in hydrophober Umgebung besondere
Eigenschaften besitzen (z.B. fluoreszente) dotiert werden konnen, ohne die gewiinschten
Eigenschaften zu storen. Dies konnte beispielsweise fiir medizinische, biochemische oder

optische Anwendungen sehr vorteilhaft sein.

In Schema 4.2.2.1 ist die Herstellung Fluoralkysilan hydrophobierter und JA133-Si
eingefarbter Silicat-Nanopartikel gezeigt.

1. JA133-Si, TEOS

2. F4C
\/\Si(OMe)3

Mit Fluoralkylsilan
EtOH + NH 4OH 3. TEOS -~ hydrophobierte und
+H,0 35°C, 8 h mit JA133-Si eingefirbte

Silicat-Nanopartikel

Schema 4.2.2.1:  Reaktionsbedingungen fiir die Synthese von mit 3,3,3-Trifluorpropyltrimethoxysilan
hydrophobierten und mit JA133-Si eingefarbten Silicat-Nanopartikel.

Dabei wurde zu einer temperierten Losung aus Ethanol, Wasser und Ammoniak sukzessive
JA133-Si, TEOS und 3,3,3-Trifluorpropyltrimethoxysilan (TFPTMSi) gegeben. Nach kurzem
Rithren wird noch einmal Tetraethoxysilan zur Reaktionsmischung gegeben. Nach einer
Reaktionszeit von acht Stunden wird die Dispersion durch Zentrifugieren und Redispergieren
aufgereinigt. Tabelle 4.2.2.1 zeigt eingesetzte Eduktmengen sowie erzielte PartikelgroBen.
Hierbei fallt auf, dass Partikel erst ab einer TFPTMSi-Konzentration kleiner 0.4 % (w/w)

erhalten wurden.
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Tabelle. 4.2.2.1: Verwendete Eduktmengen fiir die Synthese von Fluoralkylsilan hydrophobierten und

JA133-Si eingefarbten Silicat-Nanopartikeln

Feststoft- H,O | NH,OH EtOH TEOS | TFPTMSi d
Typ gehalt | Farbstoff

[g] [mi] [mi] [mi] [mi] [umol] | [nm]
FSN75 y JA133-Si 84 5.5 165 12.0 517 :
FSN76 3.02 JA133-Si 84 5.5 165 12.0 155 33-65
OFSN77 2.71 JA133-Si 31 7.0 20.0 10.0 23 63-95
KS-OFSN78 2.70 JA133-Si | 31 7.0 32.0 10.0 20 130

“keine Partikelbildung

Eine Bewertung der Fluoreszenzeigenschaften sowie der Beladbarkeit mit Antikérpern wurde

von Roche Diagnostics durchgefiihrt. So konnte mit dem Silicat-Nanopartikeln KS-OFSN78

auf Anhieb eine untere Nachweisgrenze von < 0.1 ng/ml TnT im BIACORE® (s. Kap. 4.1.1)

erzielt werden. Um einen fluoreszenzspektroskopischen Vergleich von Fluoralkylsilan-

modifizierten und -unmodifizierten Partikeln (Tabelle 4.2.2.2) durchzufiihren, wurden die

Fluoreszenzintensitdten normiert (gelb unterlegt). Wie in Tabelle 4.2.2.2 zu erkennen, wirkt

sich die Hydrophobierung positiv auf die Absorption und Fluoreszenz der Silicat-

Nanopartikel aus.

Tab. 4.2.2.2:

UV-VIS- und fluoreszenzspektroskopischer-Vergleich von JA133-Si eingefarbten Partikeln,
mit hydrophobierten (3,3,3,-Trifluorpropyltrimethoxysilan) und nicht hydrophobierten Kern.
Quelle: Roche Diagnostics
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Partikelbezeichnung = [ ) < << £ z&| @ |as]| 2 SE|2E| < 2 7
KS-OFSN71a 7,80 | kein [ 147 ] 620 [ 0,1892]0,1440 | 1,39 | 638 | 68,6 | 953 ]100,2 | 90,6 [3,50 4,60 [76,1%
KS-OFSN71b 7,80 | kein | 156 ] 620 [ 0,1749]0,1236 | 1,62 | 638 | 62,8 [ 101,6 [ 1059 | 97,5 | 4,10 5,80 |70,7%
KS-OFSN73 7,86 | kein [ 137] 619 [0,1263 ] 0,0956 | 2,09 | 637 | 58,3 | 121,9 | 130,3 | 114,1 [ 2,65 3,50 [75.7%
KS-OFSN76 6,68 | 0,3% | 43 | 619 [0,2145]0,1998 | 1,00 | 638 |153,6]| 153,7 | 162,7 | 145,3 [ 3,40 [ 3,65 [93.2%
KS-OFSN77 6,68 | 02% [ 72 | 619 [0,0329 ] 0,0094 | 21,28 | 636 | 8,6 | 183,0 | 206,5 | 1634 [ 1,10 [ 3,85 [28,6%
LF111001SA 018 8,80 | kein [ 123] 628 [0,0520 ] 0,0331 | 6,04 | 640 | 51,9 | 313,7 | 327.4 | 300,7 [ 3,85 6,05 [63.,6%

korrigierte Absorption: (Abs @ 0,01% solids) x (Signalanteil Farbstoff)
Normierungsfaktor: 0,2 / (korrigierte Absorption)
Normierte Fluoreszenz: (em @ 0,01% solids) x Normierungsfaktor

"LF111001SA018 = Referenzpartikel von RD
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Die hydrophobierten Silicat-Nanopartikel wurden nach den Vorgaben des Leitpartikel-Typs
(vgl. Kap.4.1.1) synthetisiert. Die Cokondensation von 3,3,3-Trifluorpropyltrimethoxysilan
zeigte mehrere Effekte (s. Tabelle 4.2.2.2):

1. Erhohung des Farbstoftbeitrags zur Absorption auf > 90 %, bei Verwendung von 0.3 %
(w/w) TFPTMSi (KS-OFSN76).
2. 0.2 % (w/w) TFPTMSi (KS-OFSN77) flihrt zur hochsten, verglichen mit den anderen

Silicat-Nanopartikeln, normierten Fluoreszenzintensitét.

AbschlieBend soll erwdhnt werden, dass ein FEinfluB der PartikelgroBe auf das
Fluoreszenz(quenching)-Verhalten nicht ausgeschlossen werden kann. Die gelungene
Synthese dieser neuartigen hydrophoben Silicat-Nanopartikel (SN), zeigt dass das
Absorptionsvermogen sowie die Fluoreszenzintensititen von Fluorophoren in SN durch den
Einsatz von Fluororganosilanen erheblich erhoht werden kann. Dieser Partikel-Typ konnte
eine Alternative zu den bisher bekannten Teilchen sein, da er die positiven Eigenschaften von
Latex- und Silicat-Partikeln vereint (vgl. Kap. 4.2). So ist sehr wahrscheinlich, dass sich
Molekiile, die aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften nicht in polare Silicatpartikel
einbaubar waren, nun eingebunden werden konnten. Untersuchungen dazu sowie weiterer
Eigenschaften und Anwendungsgebiete dieser neuartigen SN stellen somit eine spannende

Aufgabe dar.

4.2.3 Lanthanoidkomplexe mit 4,4,4-Trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion als
Liganden

Fluoreszenzlebensdauern von 1> 100 ns ermdglichen die zeitliche Diskriminierung des
Rauschens und damit eine Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses und Erhéhung der
Sensitivitdt. Dieses Prinzip findet Anwendung bei der czeitaufgelosten Fluoreszenz
Spektroskopie (TRF=Time Resolved Fluorescence). Fiir eine langlebige Fluoreszenz von
Lanthanoidkomplexen ist ein erfolgreicher Energietransfer vom 'T-Niveau des Liganden in

das 'T-Niveau des Lanthanoidions (Antenneneffekt) erforderlich (vgl. Kap. 3.3.1). Dieser



Ergebnisse und Diskussion 57

verlduft um so effektiver, je mehr sich die Lagen der Energieniveaus dhneln. Aus diesem
Grund konnen geeignete Liganden je nach Lanthanoid verschieden sein.!'?”- 6116

Viele Liganden, darunter auch Kryptanden sind fiir Eu(Ill), Tb(III) und Sm(III) getestet
worden.!"*"! Es wurde auch versucht, einige Komplexe in Sol-Gel Materialien einzubauen, um
so neuartige optische Werkstoffen zu erhalten.!'®>7!]

Der Ligand 4,4,4-trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion (TNB) ist bisher in Verbindung mit
Europium bekannt (s. Abb. 3.3.1.1, Verbindung E). Die Lebenszeit des Europium-TNB-
Komplexes von ca. 1 ms erfiillt die Kriterien fir die TRF. Um einen Vergleich der
Energieiibertragungseffizienz des Liganden mit anderen Lanthanoiden zu testen, wurden
zunédchst die entsprechenden Eu(Ill)-, Tb(IIl)-, Gd(III) sowie Er(IIl)-tris-4,4,4-trifluoro-
(1-naphthoyl)-1,3-butandion-Komplexe synthetisiert. Da das spitere Ziel im Einbau der
Komplexe in hydrophobierte Nanopartikel bestand (s. Kap. 4.2.2), wurden sie als Hydrate
synthetisiert und  spektroskopisch  charakterisiert. = Dadurch  sollte  eventuellen
fluoreszenzmindernden Effekten durch koordinierte Wassermolekiile, gleich vorgebeugt

164

werden.!'®¥ Ein weiterer Grund fiir die Wahl des Liganden sind seine Fluoratome, welche die

strahlungslose Deaktivierung durch aliphatische C-H-Schwingungen verhindern und sich so
positiv auf die Fluoreszenzlebenszeit auswirken.!'"

Auf eine wasserfreie Synthese wurde bewusst verzichtet, da die Komplexe, bei entsprechend
guten Fluoreszenzeigenschaften, wahrend der spiteren Partikelsynthese Wasser ausgesetzt
sind. Zur Synthese der Lanthanoid-TNB-Komplexe (Schema 4.2.3.1) wird der Ligand in
Ethanol gelost und mit einer NaOH-Losung deprotoniert. Das jeweilige Ln-Salz wird als

wassrige Losung zugetropft. Anschlieend wird Wasser zur Reaktionsmischung gegeben und

diese fiir eine Stunde bei 60°C geriihrt. Das Produkt féllt als blassgelber Feststoff aus.
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(TNB) - -
CF,
O
1. LnX, + H,0
EtOH + 3 NaOH + H,0 | ———=—— Lp*" 9 *n H,0
2. H,0, 60°C o

[CORa O
- -3

Schema 4.2.3.1: Synthese von Ln(TNB);-Hydrato-Komplexen; Ln= Er, Tb, Dy und Gd; X= CI’, NO5".

Nach Aufreinigung bestitigen Elementar-, TGA- sowie massenspektroskopische Analysen
der Produkte die erfolgreiche Synthese. Ebenso zeigen Fluoreszenzmessungen der in
Dichlormethan geldsten Komplexe die jeweiligen lanthanoidspezifischen Emissionen (s. Kap.
6.2.5). In Abbildung 4.2.3.1 ist das UV-VIS- (links) und Fluoreszenzspektrum (rechts) des
synthetisierten und in Dichlormethan gelosten Tb(TNB);-Komplexes gezeigt. Die

Anregungswellenldnge entspricht mit 333 nm dem Absorptionsmaximum des Liganden.
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Abb.4.2.3.1: UV-VIS-Spektrum (in CH,Cl,, links) mit den Absorptionen von Tb(TNB);*3 H,O
Aabs=333,412 nm und die Fluoreszenzspektren (rechts) mit den Emissionen A, =455,
522 nm (bei Aex =335 nm, schwarz) bzw. A.,=467, 495, 544, 611 nm (bei A =412 nm, rot).
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Fiir zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen wurden die synthetisierten Lanthanoid-Komplexe
aus technischen Griinden mit einer Wellenléinge von 266 nm angeregt und ihre Lebenszeit
detektiert. Die Annahme, dass die Einstrahlung mit dieser Wellenldnge zum gewiinschten
Antenneneffekt fuhrt, bestitigte sich allerdings nicht. Selbst der bereits mit einer
Anregungswellenldnge von 333 nm vermessene Eu(TNB);-Komplex zeigte Lebenszeiten von
nur etwa 50ns (mit Aee=266 nm). Somit werden moglicherweise andere Energie-
tibertragungsprozesse (Ligand<>Lanthanoid, vgl. Schema 3.3.1.1) bei einer energiereicheren

Anregungswellenliinge beschritten. Eine Uberpriifung dieser These steht noch aus.

4.2.4 Synthese neuartig hydrophobierter und Lanthanoid-Kompelx dotierter
Silicat-Nanopartikel

Wie bei den mit Bis(trimethoxysilylethyl)benzol hydrophobierten Silicat-Nanopartikeln
(s. Kap. 4.2.1) sind auch bei der Synthese von Alkylfluorsilanpartikeln die Synthese-
bedingungen essenziell fiir das Gelingen der Synthese. Durch die starke Vergelungsneigung
unter stoberdhnlichen Bedingungen ist zusidtzlich auch die eingesetzte Menge an
Fluoralkylalkoxysilan entscheidend. Schon geringe Mengen des Fluoralkylsilans sind
ausreichend, um einen Einbau des hydrophoben Europiumkomplexes zu ermdglichen. So
konnte parallel zu der Synthese der erwédhnten Ln-Komplexe der von Roche Diagnostics
bereitgestellte Eu(TNB);-Komplex erfolgreich physikalisch in mit 3,3,3-Trifluoropropyl-
trimethoxysilan hydrophobierte Silicat-Nanopartikel eingebaut werden (Schema 4.2.4.1).
Dazu wurde ein Ethanol-Wasser-Gemisch auf 30°C temperiert und anschlieend

Ammoniaklosung sowie die Hilfte der einzusetzenden TEOS-Menge zugegeben.
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1. Eu(TNB), + CF,(CH,),Si(OMe), + CH,Cl, hydrophobe
EtOH + H,O 2. Si(OEY), Silicat-Nanopartikel mit
NH,OH + Si(OEt), > | physikalisch eingebautem
a) 30°C, 4 h; b) 20°C, 10 h Eu(TNB),-Komplex

Schema.4.2.4.1: Reaktionsfolge zur Darstellung von neuartigen mit 3,3,3-Trifluoropropyltrimethoxysilan
hydrophobierten und dem Eu(TNB);-Komplex dotierten Silicat-Nanopartikeln; darunter
schematische Darstellung des eingebauten Komplexes in der hydrophobierten SiO,-Matrix.

Parallel wurde der Eu(TNB);-Komplex in wenig Dichlormethan geldst und im Ultraschallbad
mit 3,3,3-Trifluoropropyltrimethoxysilan (TFPTMSi) einige Minuten behandelt. Nach
Zugabe dieser Losung wurde die restliche TEOS-Menge zur Reaktionsmischung gegeben und
bei 30°C zur Reaktion gebracht. Die so erhaltenen Partikel sind sphérisch und besitzen eine
enge GrofBenverteilung von 130 nm bis 158 nm. In TEM-Aufnahmen sind helle Punkte (Hot
Spots) erkennbar, die auf eine erhohte Reflexion des Elektronenstrahls wéahrend der
Abbildung zurilickzufiihren sind. Da dieser Effekt fiir nicht dotierte Silicat-Nanopartikel nicht
bekannt ist und auch bei den anderen synthetisierten Farbstoff- bzw. Metall-Komplex-
dotierten Teilchen nicht beobachtet wurde (vgl. Kap. 4.1), konnten die Hot Spots
Anreicherungsorte des Eu(TNB);-Komplexes darstellen (s. Abb. 4.2.4.2).
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Hot Spots

‘o

200 nm

Abb. 4.2.4.2: Links: TEM-Aufnahme der Eu(TNB);/SiO,-Partikel (d = 130-158 nm), Vergréferung =
63000. Rechts: VergroBerter Teilbereich (links weifl umrandet) mit markierten hydrophoben
Domiénend ~ 11 nm.

Die Inhomogenitit konnte auf das verwendete Fluoralkylalkoxysilan zuriickzufiihren sein. Da
dieses nur iiber eine Trialkoxysilylgruppe verfiigt, wird es nicht so stark wie
Bis(trimethoxysilylethyl)benzol in die Partikelmatrix eingebunden (vgl. Kap. 4.2.1). Der
organische Rest des Fluorsilans wird sich dann widhrend der Partikelbildungsreaktion so
orientieren, dass er eine attraktive van-der-Waals-Wechselwirkung erfahrt. Diese ist durch
Anndherung an andere Fluoralkygruppen oder an den Liganden des Europium-Komplexes
moglich.

Weitere Untersuchungen zur GroBle der Hot Spots mittels Rontgenkleinwinkelstreuung
(SAXS) lieferten einen Wert von ca. 11 nm fiir den Durchmesser, welcher sich gut mit dem
durch TEM-Messungen bestimmten Wert deckt. Heliumpyknometrische Untersuchungen der
Partikel liefern eine mittlere Skelettdichte von p = 2.09 g/cm’, was fiir Silicat-Nanopartikel

14-16, 18, 37, 56, 57, 59, 66 -
 [14-16. 18.37.56.57.39. 66] BET_Messungen lieferten

(1.98 bis 2.10 g/cm’) im oberen Bereich lieg
einen Wert von 38 m*/g, der um 77 % groBer als die geometrische Oberfliche (21.3 m*/g) ist
und auf die rauhe Oberfliche zuriickgefiihrt werden kann. Die bei diesen Messungen
gefundenen Porengroflen von 36 nm konnten vom entsprechenden Zwischenkornabstand

riihren. Die Konzentration an Eu(TNB);-Komplex in den Partikeln konnte durch RFA auf
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4.9 umol/g SiO, bestimmt werden. Eine wdssrige Dispersion der Partikel ist laut
Zetapotentialbestimmungen ab pH > 8.3 stabil. Der Einbau des Komplexes konnte weiterhin
iiber Festkorper MAS-NMR- (Abb. 4.2.4.3), IR- sowie Raman-Spektroskopie (Kap.6.2.6)

gesichert werden.

T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30

(ppm)

Abb.4.2.43:  C- Festkorper-NMR-Spektrum (VACP/MAS) von mit TFPTMSi hydrophobierten und mit
Eu(TNB); dotierten Silicatpartikeln. Chemische Verschiebungen: a) 6= 129.4 / 126.7,
arom. C-H; b) 6= 61.2, CH,-O; ¢) 6= 27.6, CH,-CH,-CF3; d) 6= 17.4, CH;-CH,-O;

e) 6= 4.5 Si- gHz-CHQ-CF3

Die Fluoreszenz des eingebauten Komplexes konnte anhand einer Feststoffprobe der Partikel
erfolgreich nachgewiesen werden (Abb. 4.2.4.4). Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit einer
Xenonlampe (s. Kap. 6.1.1) bei 333 nm (Abb. 4.2.4.4 links). Die detektierte Fluoreszenz bei
577 nm und 612 nm (Abb. 4.2.4.4 rechts, Anregung mit Nd-YAG-Laser, Aexe= 355 nm)

entspricht den spezifischen Ubergingen *Dy—'Fy und *Dy—F, von Eu(III)-Komplexen.!'®"!
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Abb. 4.2.4.4: links: Fluoreszenzspektrum von Fluororganosilan modifizierten und mit Eu(TNB);

dotierten Nanopartikel; A= 333 nm (Xenonlampe); A= 577 nm (I); Aepy= 612 nm (II);
rechts: TRF-Signal der Fluoreszenz bei Ao, = 612 nm (II) mit T = 300 ps (Halbwertzeit)

Um die gewlinschte Eigenschaft der langlebigen Fluoreszenz zu messen, wurde die Probe mit
einem gepulsten, durchstimmbaren Nd-Y AG-Laser angeregt (Aufbau siche Kap. 6.1.1). Erste
Messungen des reinen Eu(TNB);-Komplexes in Losung (CH,Cly) lieferten
Fluoreszenzlebensdauern bis zu 1 ms.

Abbildung 4.2.4.5 zeigt die konzentrationsabhingigen Fluoreszenzen des gelosten Komplexes
bei einer Anregung mit 333 nm (Xenonlampe). Wie zu erkennen tritt Quenching aufgrund
von Uberkonzentration auf. Um diesen Effekt mdglichst zu unterbinden sollten Konzentration

von < 10 umol/l eingestellt werden.
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Abb. 4.2.4.5: Fluoreszenzspektren von Eu(TNB); bei verschiedenen Konzentrationen in CH,Cl, bei einer

Anregung mit Aee= 333 nm. Emissionen: A= 578 nm (*Dy—'Fy); 590 nm ("Dy—F);

612 nm (5D0—>7F2); 651 nm (5D0—>7F3); 699 nm (5D0—>7F4); Zuornung der Ubergéinge nach R.
Reisfeld et al.["®"
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AnschlieBende Messungen der mit 3,3,3-Trifluorpropyltrimethoxysilan hydrophobierten und
mit 4.9 pmol Eu(TNB)s/g SiO; dotierten Silicat-Nanopartikel zeigten die ldngste Abklingzeit
mit 340 ps bei A= 612 nm (s. Abb. 4.2.4.4). Wie in Abb. 4.2.4.6 veranschaulicht, wurden
auch die anderen Emissionen bei A= 578, 590, 651, 691 nm detektiert. Diese zeigten jedoch
kiirzere Abklingzeiten zwischen 200-280 ps. Aus diesem Grund erschien die Emission bei
612 nm als geeignet zur Untersuchung moglicher Loschprozesse aufgrund von
Uberkonzentration. Diese fluoreszenzmindernden Prozesse sind mit + 20 ps bestimmt worden
(Abb. 4.2.4.6, Eu01 und Eu02). Das Vermessen der Probe als Feststoff fiihrte zu einer
geringen Verlidngerung der Abklingzeit (gegeniiber der entsprechenden Dispersion in Wasser)
um 30 ps auf 370 ps (Abb. 4.2.4.6, Eu05).

Somit lésst sich der Eu(TNB);-Komplex physikalisch in die, mit TFPTMSi hydrophobierte
Silicat-Nanopartikel, einbauen. Durch UV-VIS- sowie Fluoreszenz-Messungen der
Zentrifungationsiiberstinde (mehrmals redispergiert und erneut zentrifugiert) konnte der
blutungsstabile Einbau des Komplexes gezeigt werden.

Ein signifikanter Einbau des Komplexes konnte nur durch die Hydrophobierung mit
TFPTMS:i erreicht werden. Entsprechende Versuche mit Aryl- (BTMSIEB, PhTEO, PhTMO)
bzw. Alkylalkoxysilanen (ETEO, ETMO) als Hydrophobierungsreagenzien in Partikeln
schlugen fehl; hier fanden sich Komplex bzw. Ligand nahezu komplett im ersten
Zentrifugationsiiberstand, was sich UV-VIS- und fluoreszenzspektroskopisch detektieren lieB3.
TRF-Messungen an erhaltenen Silicat-Nanopartikel zeigten Fluoreszenzabklingzeiten von ca.
340 ps und sind damit prinzipiell fiir Anwendungen, bei denen langlebige Fluoreszenzen

bendtigt werden, geeignet (s. Kap. 3.3.1).
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Abb. 4.2.4.6: Fluoreszenzlebensdauern bei verschiedenen Emissionen (Eu01-07) von

Trifluororganotrialkoxysilan modifizierten und mit 4.9 pmol/g SiO, Eu(TNB); dotierten
Silicatpartikeln (dg = 144 nm); langlebigste Emission bei Ao, = 612 nm (rot) mit t~ 340 ps;
kurzlebigste bei A= 590 nm (blau) mit T~ 200 ps.

Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen wurden auch an den bereits erwdhnten Ln(TNB)s3-
Komplexen durchgefiihrt. Die Anregungswellenldnge des eingesetzten Nd-YAG-Lasers
betrug 256 nm. Die ermittelten Lebenszeiten lagen sowohl fiir die reinen Komplexe (geldst in
CH,ClI, oder EtOH) als auch fiir die mit Eu(TNB); dotierten und TFPTMSi hydrophobierten
Partikel bei ca. 50ns. Da dies genau der Fluoreszenzlebensdauer der eingesetzten
Lanthanoidionen entspricht, kann davon ausgegangen werden, dass der Ligand nicht zur

Verlangerung der Fluoreszenzlebensdauer beigetragen hat (zum Mechanismus s. Kap. 3.3.1).

Verbindungen mit langen Fluoreszenzlebenszeiten sind fiir die Bioanalytik sehr vorteilhaft
(s. Kap. 3.3.1). Nach Wahl von 4,4,4-Trifluoro-(1-naphtoyl)-1,3-butandion (TNB) als
Liganden (ein Vorteil: keine strahlungslose Deaktivierung durch C-H-Schwingungen) wurden
Lanthanoid-Komplexe mit diesem synthetisiert und charakterisiert. In Losung zeigte der von
RD bereitgestellte Eu(TNB);-Komplex die ldngsten Fluoreszenzabklingzeiten (ca. 1 ms).
Deshalb wurde er physikalisch in die neuartigen, mit Fluoralkylsilan hydrophobierten, Silicat-

Nanopartikel (s. Schema 4.2.4.1) eingebaut und anschlieBend charakterisiert. Erste
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zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen der synthetisierten Teilchen zeigten Abklingzeiten von
bis zu 340 ps. Somit stellt dieser neuartige Partikel-Typ eine Alternative zu herkdmmlichen
»Label“ im Bereich Life Science dar. Die mogliche Einbindung von anderen fluorierten
Verbindung in diesen neuartigen Partikel-Typ ist naheliegend. Somit konnten beispielsweise
auch perfluorierte Insektizide, Katalysatoren oder Anti-Tumor-Mittel eingebettet und auf ihre

Eigenschaften hin getestet werden.[>%"*"



5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines vom BMBF geforderten Verbundprojektes in
Kooperation mit Roche Diagnostics GmbH (RD) und dem Max-Planck-Institut (MPI) fiir
Grenzflachen- und Kolloidchemie erstellt. Das Projekt hatte die Entwicklung monodisperser
Detektorreagenzien auf der Basis von Silicat-Nanopartikeln zum Ziel. Als Einsatzgebiet war
die medizinisch-technische Diagnostik anvisiert worden. Es wurde ein Leitpartikeltyp mit
hoher Fluoreszenz sowie einem Absorptionsbereich oberhalb von 600 nm evaluiert. Zur
Anbindung der hochspezifisch wirkenden Antikorper wurde die Teilchenoberfliche mit
Carboxylgruppen funktionalisiert. Die Darstellung dieser sphérischen, komplex aufgebauten

Partikel (Abb. 5.1) erfolgte iiber eine nasschemische Synthese.

130 nm - 150 nm

Abb. 5.1: Schematischer Aufbau des evaluierten SiO,-Leitpartikel-Typs: 1. Mit JA133-Si geféarbter
Kern; 2. Einstellbare Schalendicke; 3. Durch Seeded-Growth aufgebrachte SiO,-Schale; 4.
SiOH-Gruppen (ca. 4.5/nm’) iiber die weitere Oberflichenmodifizierung erfolgten; 5.
Aufgebrachte Carboxylgruppen (GF20) zur Konjugation mit Antikdrpern.
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Durch geeignete Wahl der Eduktkonzentrationen von Ammoniak, Wasser, Ethanol und
Tetracthoxysilan konnten die synthetisierten Partikel den gewiinschten Anforderungen - wie
hohe Fluoreszenzintensitét, gutes Chromatographierverhalten und spezifische Beladbarkeit
mit monoklonalen Antikoérpern (z.B. Troponin T) auf einer mit Carboxylgruppen
modifizierten Partikeloberflidche - angepasst werden.

Auf die Partikel mit dem favorisierten Fluorophor JA133-Si musste erst eine zusétzliche
Silicathiille aufkondensiert werden, damit diese im Anschluss erfolgreich mit Antikdrpern
beladen werden konnte. Die erhaltenen partikuldren Systeme wurden sowohl qualitativ als
auch quantitativ charakterisiert. Die Fluoreszenzintensitit der JA133-Si dotierten Kern-
Schale-Partikel konnte soweit optimiert werden, dass sich klinisch relevante (1 ng/ml TnT)
und noch hohere Sensitivititen in Priifteststreifen mit einer unteren Nachweisgrenze (UNG)
von 0.05 ng/ml TnT (bei semimaschinell getrankten Teststreifen) detektieren lieBen.

Im folgenden sind die Charakteristika des Leitpartikels vom Typ KS-OFSN

zusammengefasst:

» Ein Gesamtdurchmesser von ca. 140 nm, bei einer Schalendicke von 12 nm

» Eine JA133-Si-Konzentration von 7.8 pmol/g SiO,

» Monolagenbelegung mit 2-(3-Triethoxysilylpropyl)-Bernsteinsdureanhydrid
(ca.260-303 peq CO,H/g Si10,)

» Gutes chromatographisches Laufverhalten

Abbildung 5.2 zeigt Teststreifen, die mit einer TnT-Konzentration von 10 ng TnT/ml versetzt
wurden (mit Probenauftrag von 100 pug  Antikorper-Partikel-Konjugat).  Dabei
chromatographieren die Silicat-Nanopartikel gut und liefern keinen erhdhten Fluoreszenz-
Untergrund. Mit dem ebenso getesteten Fluorophor MR121-Si eingefarbte Partikelkonjugate
zeigen ein ebenfalls gutes Laufverhalten, erreichten jedoch nur eine untere Nachweisgrenze

von etwa 0.5 ng/ml TnT.
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Abb. 5.2: Teststreifen mit verschiedenen Konjugationen (Quelle: Roche Diagnostics):
1405: KS-OFSN 71b; 2mg MAK <Tn-T> im Angebot; keine EDC-Nachvernetzung
1407: KS-OFSN 71b; 0.5mg MAK <Tn-T> im Angebot; keine EDC-Nachvernetzung
1409: KS-OFSN 71b; 2mg MAK <Tn-T> im Angebot; 2mM EDC-Nachvernetzung
1410: KS-OFSN 71b; 1mg MAK <Tn-T> im Angebot; 2mM EDC-Nachvernetzung

Weiterhin wurden neuartige Fluoralkylsilan und JA133-Si codotierte Silicat-Nanopartikel
synthetisiert, die auf Anhieb eine untere Nachweisgrenze (BIACORE®) im Bereich von
<0.1 ng/ml TnT erzielten. Durch UV-VIS- und Fluoreszenz-Untersuchungen sowie
Konjugations- und Priifteststreifen-Versuche konnte von Roche Diagnostics GmbH gezeigt
werden, dass die Cokondensation des Fluoralkylsilans in einer Erh6hung von Absorption und
Fluoreszenz der Partikel resultiert. In Abbildung 5.3 sind zwei lyophilisierte Partikelproben
mit unterschiedlichem TFPTMSi-Gehalt bei gleicher JA133-Si Konzentration zu sehen.
Dabei hat die Probe links einen TFPTMSi-Gehalt von 0.3 % (w/w) bzw. die rechte einen von
0.2 % (w/w).
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Abb. 5.3: Silicat-Nanopartikel mit TFPTMSi-Gehalt = 0.3 % (w/w), JA133-Si = 6.68 umol/g SiO,,
@ ~ 43 nm (links); Silicat-Nanopartikel mit TFPTMSi-Gehalt = 0.2 % (w/w),
JA133-Si = 6.53 umol/g SiO,, & =~ 72 nm (rechts).

Weitere Untersuchungen von RD zeigten, dass eine zusitzliche Oberflichenmodifizierung
mit Fluoralkylsilan zu einer signifikanten Verschlechterung der Konjugationseigenschaften

mit Antikorpern fiihrt.

Alternative Detekorreagenzien und -methoden wurden ebenfalls untersucht. So konnte der
kationische Komplex Tris-(1,10-phenantrolin)ruthenium(Il)-dichlorid (Ru-phen) mit einer
Konzentration von 50 mg/g SiO, erfolgreich in monodisperse Silicat-Partikel, welche in

Abbildung 5.4 gezeigt sind, eingebaut werden.
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Ru 2 (40.000% eidl) —— 600 nm ——

Abb. 5.4: REM-Aufnahme von Ru-phen dotierten Silicat-Nanopartikeln (d = 640 nm).

Aufgrund ihrer geringen Sauerstoffpermeabilitdt sind sie als impermeabler Referenzstandard
in Oz-Sensoren geeignet. Sowohl die erforderliche Einbaumenge als auch die erwiinschte

geringe Permeabilitdt konnten mit Erfolg gezeigt werden.

Eine andere untersuchte Detektionsmethode basiert auf zeitaufgeloster Fluoreszenz (TRF).
Hierbei werden hauptsidchlich Lanthanoid-Komplexe eingesetzt. Am besten untersucht sind
Europium-Komplexe, welche meistens Diketone als Liganden besitzen. Bislang konnten diese
neutralen Komplexe jedoch nicht in polare Silicatpartikel-Matrizes eingebaut werden. Durch
Einsatz von 3,3,3-Trifluoropropyltrimethoxysilan (TFPTMSi) gelang es erstmalig, einen
Europium(III)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion-Komplex ~ (Eu(TNB);) in
hydrophobierte Silicat-Nanopartikeln physikalisch einzubauen. Die Einbindung in die ca.
140 nm durchmessenden Nanopartikel wurde quantitativ (RFA) und qualitativ (TEM,
Festkorper-NMR-Spektroskopie) belegt. In Abbildung 5.5 ist eine AFM-Aufnahme einer

wiassrigen Dispersion dieser Partikel zu sehen.
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1600.00 nm

Abb. 5.5: AFM-Messung (in wéssriger Dispersion) von neuartigen mit TFPTMSi hydrophobierten und
mit Eu(TNB); dotierten Silicat-Nanopartikeln (d~ 140 nm).

TRF-Messungen zeigten Abklingzeiten von ca. 300 ps. In diesem bislang nicht verfligbaren
Partikel-Typ konnten positive Eigenschaften von Latex- (hydrophober Kern) und
Silicatpartikeln  (nasschemisch zugénglich, diverse und leichte Oberflaichenmodi-

fizierungsmoglichkeiten) kombiniert werden.

Auch einige Porphyrinkomplexe mit langen Fluoreszenzlebensdauern sind in Silicat-
Nanopartikel —eingebaut worden. Der neutrale Komplex 5,10,15,20-Tetrakis(4-
carboxyphenyl)-porphyrin-Pd(Il) (PdTPPC) konnte nur durch vorhergehende Silanisierung
mit AMEO erfolgreich eingebunden werden. Die erhaltenen sphérischen Partikel weisen laut
TEM-Messungen eine GrofBenverteilung von 200-300 nm auf. Ein weiteres, kationisches
Porphyrin (5,10,15,20-Tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21,23H-porphyrin-Zn(Il)) (ZnTMPyP)

konnte ebenfalls erfolgreich in etwa 140 nm grofle, monodisperse Silicat-Nanopartikel
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blutungsstabil eingebaut werden. Diese beiden Komplexe haben literaturbekannte
Abklingzeiten,!'”*! die jedoch in den Silicatpartikeln nicht bestimmt wurden.

In der Partikel-Matrix zeigt der PdTPPC-Komplex Lebenszeiten von t~ 50 ns und der
ZnTMPyP-Komplex 1t~ 80 ns. Sowohl die langere Fluoreszenz, als auch der nahezu
vollstdndige und blutungsstabile Einbau des tetrakationischen Porphyrinliganden des Zn(II)-
Komplexes in Silicat-Nanopartikel ~weisen eine vielversprechende Route zu

porphyrindotierten Partikeln auf.



5 SUMMARY

This doctoral thesis has been worked out within the frame of a project cooperation between
Roche Diagnostics GmbH (RD) and the Max-Planck-Institut (MPI) of Colloids and Interfaces
and was funded by the BMBF. The aim of the project was to develop monodisperse detector
reagents based on nanoparticles, that can be used as biosensors for medical diagnostics and
other bioanalytical applications. A particle-type with a high fluorescence intensity and an
absorption range around or above 600 nm was evaluated. The particle surface was
functionalized with carboxyl groups to allow for covalent attachment of specific antibodies
through which the particles can bind to target molecules. The synthesis of these complex
spherical particles (Fig. 5.1) was done following the wet-chemical Sol-Gel-Process. By
modifying the parameters of synthesis, for example variation of the ammonia, water or
tetracthoxysilane concentration, the particles could be adjusted to the desired requirements:
high fluorescence quantum yields, good chromatographic behaviour , efficient conjugation of

antibodies (e.g. Troponin T) to a carboxyl modified particle surface.

130 nm - 150 nm

Fig. 5.1: Scheme of the synthesized SiO,-particle-type: 1. JA133-Si doped core; 2. Adjustable thickness
of the shell; 3. SiO,-shell by Seeded-Growth-method; 4. SIOH-groups on the surface
(ca. 4.5/nm’) for further modification; 5. Carboxyl groups (GF20) for conjugation with an
antibody.
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resulting particles have been characterized qualitatively as well as quantitatively. The
fluorescence intensity of the JA133-Si doped core-shell-particles could be optimized in a way
that clinically relevant analyte concentrations could be detected in a chromatographic test
strip format with a lower limit of detection (UNG) of 0.05 ng/ml TnT. The characteristics of
the optimized particle-type KS-OFSN are as follows:

» Mean diameter of ca. 140 nm, with a shell-thickness of 12 nm

» JA133-Si concentration of 7.8 pmol/g SiO,

» Monolayer with 2-(3-Triethoxysilylpropyl)-Succinicanhydride
(ca.260-303 peq CO,H/g Si10,)

» Good chromatographic performance, i.e. only little background fluorescence.

Figure 5.2 shows test strip biosensors which were run with a TnT concentration of

10 ng TnT/ml; 100 pg antibody-particle-conjugate were used.

Fig. 5.2: Test strips with different conjugations (source: Roche Diagnostics):

1405: KS-OFSN 71b; 2mg MAK <Tn-T> offered

1407: KS-OFSN 71b; 0.5mg MAK <Tn-T> offered

1409: KS-OFSN 71b; 2mg MAK <Tn-T> offered; with additional antibodycrosslinking
1410: KS-OFSN 71b; Img MAK <Tn-T> offered; with additional antibodycrosslinking

Conjugates of MR121-Si coloured particles chromatographed well, too, but only reached an
UNG of approximately 0.5 ng/ml TnT.
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Furthermore, novel silica nanoparticles have been synthesized by cocondensation of a
fluoroalkylsilane, e.g. TFPTMSIi, and JA133-Si. From the very beginning, they achieved an
UNG within the range of < 0.1 ng/ml TnT in BIACORE® measurements. UV-VIS- and
fluorescence spectroscopy as well as conjugational and biosensor tests at RD showed that the
cocondensation has positive effects on the absorption and on the fluorescence of the particles.
Fig. 5.3 displays two samples of particles (freeze-dryed) with different concentrations of
TFPTMSI and an identical concentration of JA133-Si.

Fig. 5.3: Silica-nanoparticle with a value of TFPTMSi = 0.3 % (w/w), JA133-Si = 6.68 umol/g SiO,,
& =~ 43 nm (left); silica-nanoparticle with a value of TFPTMSi = 0.2 % (w/w),
JA133-Si = 6.53 umol/g SiO,, & =~ 72 nm (right).

The sample on the left possesses a TFPTMSi concentration of 0.3% (w/w) and the sample on
the right of 0.2 % (w/w). However, an additional surface modification with alkylfluorsilane

leads to a significant decrease of the conjugationability with antibodies.

Alternative detection reagents and methods have also been investigated. Thus, the cationic
complex Tris-(1,10-phenantrolin)ruthenium(Il)-dichloride with a concentration of 50 mg/g

Si0O; could successfully be integrated into monodisperse silica particles (Fig. 5.4).
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Ru 2 (40.000x gid & —— 600 nm —

Fig. 5.4 SEM picture of Ru-phen doped silica-nanoparticles (d # 640 nm).

These particles are suitable as a standard substrate in O,-sensors because of their low oxygen
permeability. The required physical entrapment quantity of the complex as well as the desired

low permeability could be demonstrated successfully.

Time resolved flourescence (TRF) was applied as an additional detection method. Mainly
lanthanoid complexes are used within this method. Most commonly used are Eu(III)-B-
diketonate complexes. Up to now, these neutral complexes could not be integrated into the
polar silica particle matrix. For the first time, an Europium(Ill)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-
naphthoyl)-1,3-butandion-complex (Eu(TNB); could be embedded into silica particles
hydrophobized with 3,3,3-Trifluoropropyltrimethoxysilane (TFPTMSi). The embedment into
the 140 nm diameter nanoparticles has been proved quantitatively (by RFA) as well as
qualitatively (by TEM, solid state MAS-NMR-spectroscopy). Fig. 5.5 shows an AFM picture

of an aqueous dispersion of these particles.
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1600.00 nm

Fig. 5.5: AFM picture (aqueous dispersion) of the hydrophobized (with TFPTMSi) and Eu(TNB);
doped silica-nanoparticles (d~ 140 nm).

TRF measurements detected a fluorescence lifetime of approximately 300 ps. In this - up to
now- unique particle type the positive properties of latex particles (hydrophobic nucleus) and
silica particles (wet-chemically available, easy accessibility of a wide range of surface
modifiactions) could be combined. Further lanthanoid complexes with the TNB-ligand were

synthesized and tested for their suitability as “labels”.

Some porphyrin complexes possess long fluorescence lifetimes and, therefore, have been
investigated. The neutral 5,10,15,20-Tetrakis(4-carboxyphenyl)-porphyrin-Pd(II) (PdTPPC)
complex could only be integrated successfully into silica nanoparticles after having been
silanized with AMEO. The resulting spheric particles have a particle size distribution of 200-
300 nm according to TEM measurements. Another cationic porphyrin (5,10,15,20-
Tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)-21,23H-porphyrin-Zn(Il)) (ZnTMPyP) could also be integrated

successfully and without bleeding into 140 nm sized monodisperse silica particles.
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The fluorescence lifetimes of both of these complexes are known from the literature!'’* but
had not been determined for silica particles so far. Here the PATPPC complex has a lifetime
of T = 50 ns and the ZnTMPyP complex of t = 80 ns. The tetra-kationic porphyrin ligand of
the Zn(Il)-complex was physically entrapped into silica particles nearly completely and
without bleeding. This characteristic and its long fluorescence lifetime point to a novel,

promising route to porphyrin doped silica nanoparticles.



6 EXPERIMENTALTEIL

6.1 Methoden und Materialien

6.1.1 Spektroskopische Methoden

IR-Spektren wurden an einem Fourier-Transformations-Einstrahl-Spektrometer Magna 750
der Firma Nicolet in einem Messbereich von 4000-400 cm™ aufgenommen. Die spektrale
Auflésung betrug 4 cm™. Die Vermessung der Substanzen erfolgte als KBr-Pressling. Die
Lage der Absorptionsbanden wird in cm™ angegeben. Falls nicht gesondert erwihnt handelt
es sich um IR-Transmissionsspektren. Zur Detektion der diffusen Reflexion (DRIFT) wurde
ein entsprechender Kollektor der Firma Spectra-Tech Corporation verwendet. Das SiO, (ca. 5
% Massenanteil) wurde hierzu mit KBr zermahlen. Die DRIFT-Spektren werden in Kubelka-
Munk-Einheiten angegeben. Vor Beginn der Messung von Hintergrund- oder Probenspektrum
liel man einen Zeitraum von 20 Minuten verstreichen, damit sich eine konstante Atmosphére
in der Probenkammer einstellt. Wihrend dieses Zeitraums wurde die Probenkammer mit
vorgetrockneter Luft gespiilt. Die Anzahl der Einzelmessungen (Scans) betrug jeweils 200.

Dies war ausreichend, um ein gutes Signal-zu-Rausch Verhéltnis zu erhalten.

Raman-Spektren wurden an einem FT-Raman-Spektrometer Typ RFS 100 der Firma Bruker

gemessen. Die Raman-Streuung wurde 180° vom einfallenden Strahl detektiert. Zur
Anregung der Proben diente ein Nd-YAG-Laser der Firma Coherent mit einer
Emissionswellenlinge von 1064 nm. Je nach Probe musste die Strahlstirke, die
Integrationszeit sowie die Messzeit entsprechend angepasst werden. Silicat-Nanopartikel

wurden als Feststoffe mit einer Laserausgangsleistung von 500 mW vermessen.

Fluoreszenzspektren von Losungen sowie wissrigen Partikel-Dispersionen wurden mit einem

Hitachi Fluoreszenz-Spektrophotometer F-4500 in einer 90°-Geometrie aufgenommen.
Partikelpulver wurden mit einer Probenhalterung fiir Feststoffe in einer 45°-Geometrie

vermessen.
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UV-VIS-Spektren wurden an einem Zweistrahl-Spektrophotometer, Typ UV 2501 PC der

Firma Shimadzu aufgenommen. Die Probenkonzentrationen fiir geloste Substanzen betrugen

10" bis 107> mol/L.

Kernresonanzspektroskopie erfolgte fiir fliissige Proben an AMX 400 und DRX 300 NMR-
Spektrometern der Firma Bruker.

MAS-NMR Festkorperuntersuchungen wurden am Institut fiir Anorganische Chemie der
Universitit Wiirzburg an einem DSX 400 Gerdt der Firma Bruker durchgefiihrt. Die
Messtemperatur betrug 298 K. Alle im Folgenden aufgefiihrten *C-NMR-Daten sind
Breitband-entkoppelt. Die Angaben der chemischen Verschiebungen o erfolgen in ppm und
beziehen sich auf TMS ('H, °C) als externen Standard.

Zur Beschreibung der Signalformen werden folgende Abkiirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, ¢ = Quartett, m = Multiplett

Massenspektroskopische Untersuchungen (EI-MS, FAB-MS) wurden an einem Finnigan 90
MAT Massenspektrometer (EI-MS: Elektronenenergie 70 eV; FAB-MS: FAB-Gas Xenon)
am Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt. Die angegebenen
m/z-Werte beziehen sich immer auf die Isotope mit der groBten natiirlichen Haufigkeit. Das
Isotopenmuster der angegebenen charakteristischen Signale steht im Einklang mit deren
natiirlicher Isotopenverteilung, die tiber das Simulationsprogramm PC 8086 von Finnigan
berechnet wurde.

Elektronenspray-lonisierung (ESI) wurde am Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie, HPLC-MS-

Abteilung an einem Finnigan TSQ 7000 Triple Stage Quadrupol-Massenspektrometer mit
Finnigan Elektrospray lonisation-Interface durchgefiihrt. Alle relativen Intensititen (I;) der

Molekiilfragment-lonen werden in Prozenten angegeben.

Zeitaufeeloste Fluoreszenzmessungen wurden am Lehrstuhl fir Silicatchemie der Universitat

Wiirzburg durchgefiihrt. Zur Anregung diente ein gepulster Nd-YAG-Laser von LaVision
(Repititionsrate: 10 Hz, Pulsbreite: 5 ns, Energie: 7-15 mJ nach OPO) mit nachgeschaltetem
OPO-System, das Anregungswellenldngen zwischen 355 nm und 1600 nm erlaubte (s. Abb.
6.1.1.1). Bei Proben, die mit 355 nm angeregt wurden, wurde der Laserstrahl iiber vier
dielektrische Spiegel direkt auf die Probe geleitet. Im Detektionsbereich zwischen 500 nm

und 900 nm wurde ein ungekiihlter InGaAs-Detektor bzw. eine CCD-Kamera verwendet. In
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typischen Experimenten wurde vor dem Emissionsspalt ein Lang-Pass Kantenfilter der Firma
Schott Glas angebracht. Weitere Messungen wurden am Fraunhofer-Institut fiir

Lasertechnologie (ILT) in Aachen durchgefiihrt.
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Abb. 6.1.1.1: Schematischer Aufbau der eingesetzten Fluoreszenzspektroskopie-Anlage; P: Probe, F: Filter,
L: Linse, G: Gitter, D: InGaAs-Detektor, CCD-Kamera fiir UV/VIS-Bereich.

Photonenkorrelationsspektroskopie  (Lichtstreuungsmessungen) zur  PartikelgroBenbe-

stimmung wurden mit einem “sub micron particle analyser” der Firma Malvern, Typ 4700c
durchgefiihrt. In  sdmtlichen Messungen wurde ein  Argon-Laser mit einer
Emissionswellenldnge von 488 nm eingesetzt. Die Lichtstreuung wurde in einem Winkel von

90° detektiert. Alle Messungen wurden bei 25°C an verdiinnten Dispersionen durchgefiihrt.
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6.1.2 Sonstige Analytische Methoden

Stickstoff-Adsorptions-Isothermen (BET) wurden mit dem Sorptomat ASAP 2400 von

Micromeritics ermittelt. Die Proben wurden zuerst ca. 8 h bei 110°C im Olpumpenvakuum
getrocknet. AnschlieBend wurde bei 77.15K die Stickstoffsorption untersucht. Die
spezifische Oberfliche Aggr und das Porenvolumen sind entsprechend der Methode von
Brunauer, Emmet und Teller berechnet worden.!'"®* ! Die Adsorptionsisothermen wurden
gemiB der BDDT-Klassifizierung zugeordnet.!'®) Als Wert fiir die spezifische Oberfliche des

t’[186]

Stickstoffmolekiils wurden 0.162 nm® vorausgesetz wobei sich die spezifische

Oberflache auf die Masse der getrockneten Probe bezieht. Die Analyse der Porengrof3e wurde

nach Barrett, Joyner und Halenda (BJH) berechnet.!'®”!

Skelett-Dichten wurden durch Heliumpyknometrie an einem AccuPyc 1330™ Pycnometer im

ISC bestimmt. Jede Probe wurde vor der Analyse mindestens 24 Stunden bei 110°C
getrocknet und anschliefend insgesamt fiinfmal vermessen. AbschlieBend wurde aus den

Ergebnissen der arithmetische Mittelwert gebildet.

Rontgenfluoreszenzmessungen (RFA) wurden an einem Sequenz-Rontgenspektrometer

SRS 3000 der Firma Siemens durchgefiihrt.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) erfolgte bei 80 kV an einem Zeiss EM 10

Elektronenmikroskop. Die Methode wurde zur Bestimmung von PartikelgroBen und
-Morphologien verwendet. Zur Probenprédparation wurde eine ca. 0.5 %ige ethanolische
Dispersion auf ein mit einem Kohlenstofffilm beschichtetes Kupfernetz (100 mesh) getropft
und anschliefend getrocknet. Wie bereits von Van Helden et al.”®! und Van Blaaderen et
al.l'"®”% peobachtet, schrumpfen die SiO,-Kugeln aufgrund der intensiven Bestrahlung um
ca. 5% des urspriinglichen Radius. Die Bestimmung der PartikelgroBen erfolgte durch

manuelles Ausmessen von mindestens 20 Partikeln. Anschliefend wurde der arithmetische

Mittelwert gebildet und der jeweilige VergroBerungsfaktor beriicksichtigt.

Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde an einem Scanning Electron Microscope S800

von Hitachi durchgefiihrt. Die auf den Probenhalter aufgebrachten Feststoffe wurden mit
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Gold beschichtet und mit einer Beschleunigungs-Spannung von 25 kV vermessen. Die

Bestimmung der PartikelgroBen erfolgte analog zur Transmissionselektronenmikroskopie.

AFM (Raster-Kraftmikroskopie) wurde in Freiburg am Institut fiir Mikrosystemtechnik
IMTEK (Abteilung: Chemistry and Physics of Interfaces) mit einem Nanoscope III (Digital
Instruments, Santa-Barbara), das im Stichprobenmodus mit einer Resonanzfrequenz von ca.
360 kHz mit einem Cantilever (Federkonstante ca. 50 N/m) arbeitet, durchgefiihrt. Die Proben
fiir die AFM-Experimente wurden durch Spin-Coating der wissrigen Dispersionen (konz. ca.

0.08 mg/ml) bei 2000 U/min auf ein Glimmer Substrat hergestellt.

Zetapotentiale der kolloidalen Losungen wurden mit einem Malvern Zetamaster Particle
Electrophoresis Analyser ermittelt. Der pH-Bereich wurde automatisch mit einem Mettler
DL21 Titrator abgescannt. Als Basislosung diente fiir simtliche Proben eine wéssrige,

10~ molare KCI-L3sung. Die MeBtemperatur betrug 20°C.

Konduktometrische Titrationen zur Bestimmung des Carboxyl-Belegungsgrades der Partikel

wurden mit einem Microprocessor Conductivity Meter LF 535 von WTW (Wissenschaftlich
Technische Werkstitten) durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der angesduerten wéssrigen
Dispersionen wurde durch eine Riihrzelle vom Typ SC 75 der Firma Schleicher und Schuell

mittels einer Ultrafiltrationsmembran (Ultran RC/100 kD) durchgefiihrt.

Elementaranalysen wurden sowohl am Mikroanalytischen Labor des Instituts fiir

Anorganische Chemie der Universitidt Wiirzburg durch Verbrennungsanalyse (C, H, N, S) an
einem Gerit der Firma Carlo Erba Instrumentation (Elementar Analyzer 1106) als auch am
Mikroanalytischen Labor Beller in Gottingen bestimmt. Die analytischen Daten der Elemente

einer Verbindung werden in Gewichtsprozent angegeben.

Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte wurden durch Differential-Thermoanalyse (DTA) am

Mikroanalytischen Labor des Instituts fiir Anorganische Chemie der Universitdt Wiirzburg an

einem Thermoanalyser Du Pont 9000 bestimmt.

Zur Partikelabtrennung wihrend der Waschzyklen wurde eine Ultrazentrifuge von Hermle,

Typ Z 320 K verwendet.
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Die Redispergierung der Nanopartikel erfolgte mit einem Ultraschallbad der Firma Bandelin
vom Typ Sonorex Super RK 103 H.

Die Bestimmung von pH-Werten erfolgte mit einer Glaselektrode, InLab408 von Mettler-
Toledo.

6.1.3 Ausgangsverbindungen

Die verwendeten Ausgangsprodukte waren Handelsprodukte der Firmen ABCR, Acros,

Aldrich, BASF, Fluka, Merck, Porphyrin Systems, Strem und Wacker.

Falls notig wurden die Losungsmittel vorher nach Standardmethoden absolutiert und unter
Schutzgasatmosphire aufbewahrt.!!’®!'”] Alle anderen Ausgangsverbindungen wurden ohne
weitere Reinigungsschritte eingesetzt.

Die Fluorophore JA 133-NHS, MRI121-NHS, Eu(TNB)3;, wurden von Roche Diagnostics
GmbH zur Verfligung gestellt.

6.1.4 Vorgehensweise

Die Konzentrationen der Reagenzien wurde unter der Annahme berechnet, dass sich alle
gemischten Fliissigkeitsvolumina additiv verhalten; Gemische aus Ethanol und Wasser zeigen
jedoch in der Realitdt beim Mischen eine Volumenkontraktion. Die Annahme des additiven
Verhaltens von Fliissigkeitsvolumina ist ein géingiges Verfahren in der Literatur. Die
berechneten Konzentrationen konnen nur mit Literaturdaten verglichen werden, welche auf

die gleiche Weise berechnet wurden.>> 7 1%7]

Zur Verbesserung der Monodispersitit der Kolloide ist es sinnvoll, Glasgerdte mit einer
keimpartikelfreien Oberfliche zu verwenden. Die Glasgerite wurden daher vor der Synthese
mit einer 2 %-igen Flusssdurelosung behandelt und anschlieBend mehrfach mit frischem

Ethanol nachgespiilt.[”®
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Migrationsuntersuchungen bzw. Bestimmungen zum Farbstoffgehalt der Partikel wurden in
Wasser oder Ethanol durchgefiihrt. Entscheidend war die Loslichkeit des Farbstoffes im
jeweiligen Milieu. Um die Anzahl der zeitintensiven Waschzyklen mdoglichst niedrig zu
halten, wurde stets das Losungsmittel gewédhlt, in dem die Ldslichkeit des Farbstoffes am

hochsten war.

Die UV-spektroskopischen Konzentrationsuntersuchungen wurden an gepufferten Losungen

durchgefiihrt. Dies war notwendig, da die Absorptionsintensitit pH-abhéngig ist.

Zur Separation der Partikel vom Losungsmittel wurden die Partikel abzentrifugiert. Die
Suspensionen wurden bei maximal 3500 U/min zentrifugiert, um einer Partikelagglomeration
vorzubeugen. Je groBer die Partikel sind, desto hoher kann die Umdrehungszahl gewdhlt
werden. Groflere Partikel sind durch die weiterreichende elektrostatische Doppelschicht

stabiler gegeniiber Agglomeration.!'®"

Zur Beschleunigung der Oberflichenmodifizierungsreaktion und zur Verbesserung des
Modifizierungsgrades kann die Umsetzung der Partikel in aufkonzentrierten Suspensionen

durchgefiihrt werden (Feststoffgehalt 6-7 %).

6.2  Versuchsdurchfiihrung

6.2.1 Anwendungsrelevante Eigenschaften des Partikel-Typs KS-OFSN

Die Vorgehensweise fiir den chemischen Einbau des Fluorophors JA133-Si ist bereits in
friiheren Arbeiten beschrieben.”?! Der Einbau des Flurophors MR121-Si wurde analog
durchgefiihrt und so der Partikel-Typ FSN erhalten.

Das Aufbringen der zusitzlichen Schale auf die fluorophordotierten Silicatpartikel (FSN)
fand nach der Seeded Growth Methode statt (s. Kap. 3.2.2). Die erhaltenen Partikel von Kern-
Schale-Typ KS-FSN wurden dann mit GF20 oberflichenmodifiziert. Diese finalen Partikel
vom Kern-Schale Typ mit zusétzlicher Oberflichenfunktionalitit KS-OFSN galt es zu
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optimieren (vgl. Kap. 4.1). Die dabei evaluierten Synthesebedingungen sind in Tabelle 6.2.1.1

zusammengestellt.

Tabelle 6.2.1.1: Zusammenstellung der evaluierten Kenndaten zur Darstellung Fluorophor-dotierter
Silicatpartikel mit Kern-Schale Aufbau und Oberflachenfunktionanlisierung (KS-OFSN).

Bezeichnung | Farbstoff | Farbstoffeinbau | Oberflichen- %) Schalendicke
modifizierung
[umol/g SiO;] | [neq CO,H/g] [nm] [nm]
KS-OFSN56al JA133-Si 4.6 123 124 7
KS-OFSN56a2 JA133-Si 4.6 62 124 7
KS-OFSN56b1 JA133-Si 4.6 120 129 12
KS-OFSN56b2 JA133-Si 4.6 68 129 12
KS-OFSN56¢1 JA133-Si 4.6 130 137 20
KS-OFSN56¢2 JA133-Si 4.6 72 137 20
KS-OFSN71a JA133-Si 7.8 303 147 8
KS-OFSN71b JA133-Si 7.8 278 156 13
KS-OFSN72a JA133-Si 94 289 153 10
KS-OFSN72b JA133-Si 9.4 260 161 14
KS-OFSN73 | jA133si 7.8 332 137 12
OFSN74 MR121-Si 3.9 403 11 -

PLD-Methode war nicht erfolgreich, siche auch Kap.4.1.2

Durch UV-VIS- und fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen der in Tabelle 6.2.1.1
beschriebenen Partikel konnte eine optimale Farbstoffkonzentration fiir JA133-Si dotierte
Silicatpartikel in Abhdngigkeit des Feststoffgehaltes der Partikeldispersion gefunden werden
(Abbildung 6.2.1.1).
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UV-VIS

Charge (O)FS71B —— FS=0.047% / PF=15.246 / ¢=1.84 pmol/l FS=0.031%/ ¢=1.02 pmol/l

Si0,-JA133-Partikel in EtOH-H,0 —— FS=0.071% / PF=22.779 / ¢=3.07 pmol/l —— FS=0.047% / ¢=1.84 pmol/l
45 FS=0.106% / PF=34.466 / ¢=4.98 pmol/l 9000 —

—— FS$=0.071%/ ¢=3.07 pmol/l

FS=0.106% / ¢=4.98 umol/l
—— FS=0.159% / ¢=7.54 pmol/l
——FS$=0.24% / c=11.4 pmol/l

—— FS$=0.159% / PF=50.179 / ¢=7.54 pumol/l
—— FS=0.24% / PF=73.877 / c=11.4 pumol/l
FS=0.031% / PF=10.178 / ¢=1.02 pmol/I

8000

7000 Fluoreszenz von OFS71b
1 8iO,-Partikel in EtOH-H,0
6000 1, =621nm; 700mV; EX/EM=5/5, Shutter=0
1 2,=640nm - 650nm
5000 -

Extinktion
1
Intensitit (w.E.)

0

R B o o B B B e R R R R R Es e na ]

T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750

Wellenlidnge (nm) Wellenldnge (nm)

Abb. 6.2.1.1: (links) UV-VIS-Spektren von KS-OFSN71b bei Feststoffgehalten (FSN) der Partikel-
dispersionen(in H,O) zwischen 0.031% bis 0.24% (w/w), mit den typischen Absorptionen von
JA133-Si (Ays=577, 621 nm); (rechts) Fluoreszenz-Spektren der UV-VIS-spektroskopisch
vermessenen Dispersionen (Ae=621 nm, A, =646 nm)

6.2.2 Lyophilisation von Silicat-Nanopartikel

Zur Gefriertrocknung (Lyophilisation) wurden die Proben als wéssrige Dispersionen mit
einem Feststoffgehalt von ca. 0.5 % (w/w) erst bei -18°C eingefroren und anschlielend
gefriergetrocknet. Das erhaltene Pulver wurde fluoreszenzspektroskopisch untersucht. In

Abbildung 6.2.2.1 sind die Fluoreszenzen von unterschiedlich dotierten (MR121-Si) Silicat-
Nanopartikeln gezeigt.
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Huoreszenzmessung
gefriergetrocknete Sberpartikel

——— OFS68, MR121 = 12,5 pmol/g)
3200 ——— OFS69, MR121 = 14,8 pmol/g)
——— OFS70, MR121 = 3,7 pmol/g
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Intensitéit (W.E.)

Wellenldnge (nm)

Abb. 6.2.2.1: Fluoreszenzen (A= 650 nm, A= 676 nm) lyophilisierter Silicat-Nanopartikel vom Typ
OFSN, mit verschiedenen MR 121-Si-Konzentrationen.

FT-Raman (gefriergetrocknete Partikel)

FSN60: vens,cr= 2950 cm™, 2923 cm™, 2904 cm™, 2881 cm™, 2839 cm™, vn.cmp= 2723 ecm™,
ve-o= 1737 em’, Scuscmo= 1458 cm™, Scp= 1329 cm’, Vuom ring= 1219 cm’

2

vsiosi= 1151 em™, 1116 em™, Veiperazining= 841cm™, 808 cm’™.

FSN68: ve_c= 1655 cm™, 1616, Vring.coc= 1516 em™, Scpa.cm= 1431 cm™, pep—= 1348 cm™,

_ 1 _ 1 _ 1 _ 1
vsi.o-si= 1149 ecm™, VaromRing= 972 cm™, vsio-si= 789 cm™, vcsios= 582 cm.

FSN69: ve—c= 1656 cm™, Vringcoc= 1518 ecm™, Scmp.crz= 1438 em™, pep—= 1348 cm™’, vgio.si

=1086 cm™, vesios= 584 em™.

FSN70: ve_c= 1656 cm™, 1616, Vring.coc= 1516 em™, Scpa.cm= 1431 cm™, pep—= 1348 cm™,

_ 1 _ 1 _ 1 _ 1
vsi.o-si= 1147 em™, VaromRing= 972 cm™, vsio-si= 793 cm™, vcsios= 582 cm.

Um die Stabilitdt der Farbstoffe JA133-Si und MR121-Si in der Silicatmatrix zu untersuchen
wurden DSC-Messungen durchgefiihrt. Dabei wurden die jeweiligen Partikel (FSN) unter
Luft und unter Stickstoff erhitzt. In Tabelle 6.2.2.1 ist eine Zusammenstellung der Ergebnisse.

Dabei ist S9 ein Standardsilicatpartikel, das keine Farbstoffdotierung besitzt.
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Tabelle 6.2.2.1: Zusammenstellung der Ergebnisse zur Untersuchung der Farbstoffstabilitit in Silicat-
Nanopartikeln.
Farbstoff DSC-Messung DSC-Messung
Probe unter Luft unter N,
[Farbe] [°C] [°C]
kein Farbstoff bis 300
SN9 wei} 22 (endo) keine Anderung
JA133-Si 20 (endo) 160 (exo0)
FSN60 blau (blau) (blau)
FSN61 MR121-Si 24 (endo) 100 (endo)
blau (grau) (grau)
FSN68 MR121-Si 24 (endo) 145 (endo)
blau (grau) (grau)
MR121-Si 28 (endo) 146 (endo)
FSN69 blau (blau) (grau)
FSN70 MR121-Si 33 (endo) 147 (endo)
blau (grau) (grau)

Die Elementaranalyse sollte als eine weitere Moglichkeit zur Quantifizierung der eingebauten
Farbstoffmenge untersucht werden. In Tabelle 6.2.2.2 sind die durch Doppelbestimmung

erhaltenen Werte gezeigt.

Tabelle 6.2.2.2: CHN-Doppelbestimmung von farbstoffdotierten Silicat-Nanopartikeln (FSN).

Probe C H N

[%0] [%0] [Yo]
SN9 0o 36 039
FSN60 09 51 017
FSNol ¥ i 0%
FSN6S 0es 70 0D
FSN69 0 73 012
FSNT0 056 1% 010

Aufgrund des geringen Anteils an organischer Materie in den Proben kann diese Methode
nicht fiir die quantitative Analyse des Farbstoffgehaltes verwendet werden. Bei Farbstoffen
mit anderen Elementen, wie beispielsweise Schwefel, sollte es aber moglich sein, eine

quantitative Aussage zu treffen.

Festkorper-NMR-Messungen von gefriergetrockneten Partikeln:
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SN9
BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 5000 Hz):
8 = 17.24 (CH;CH,0), 59.03 (CH,-O).
PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-101.01 (Q%), -111.01 (Q%).

FSN60

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 7000 Hz):

8 = 17.2 (CH;CH,0), 29.5 (N-CH,CH),), 32.1 (CH3R,), 42.0 (N-CH,), 61.4 (CH»-0), 99.2
(CH=C), 106.5, 124.3, 128.7, 133.1 (Cary), 162.9 (R,C=N).

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):

§=-92.06 (Q%), -101.57 (Q%), -110.04 (Q*).

FSN61
PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-92.4(Q%, -101.38 (Q%), -110.71 (Q%.

FSN68

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 7000 Hz):

8 = 6.4, 10.1 (Si-CH,), 17.2 (CH;CH,0), 21.7 (N-CH,CH,), 31.1 (CH,R)), 43.1, 50.2, 59.6
(N-CH,), 82.4 (CH=C), 118.0, 120.6, 122.5, 124.0, 134.1 (Cary1), 145.7, 149.2 (C=C-N).
»Si-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):

8 =-65.53 (T°), -91.36 (Q%), -100.81 (Q%), -110.13 (Q%).

FSN69

BC-NMR (VACP/MAS, V;o= 7000 Hz):

& =17.3, 10.6 (Si-CH,), 17.7 (CH3;CH,0), 21.5 (N-CH,CH,), 29.14 (CH3R,), 43.0, 59.2, 61.3
(N-CHy), 99.5 (CH=C), 112.2, 119.1, 121.2, 128.1, 135.2 (Car), 148.9, 152.1 (C=C-N).
PSi-NMR (VACP/MAS, vo= 7000 Hz):

§=-68.11 (T?), -90.9 (Q?), -101.02 (Q*), -110.46 (Q™).

FSN70
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BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 7000 Hz):
8 =19.7, 11.3 (Si-CH,), 17.7 (CH;CH,0), 21.0 (N-CH,CH,), 29.2, 34.6 (CH,R5), 43.0, 50.1,
59.8 (N-CHy), 117.1, 130.7, 136.9 (Cary), 153.7 (C=C-N).
»Gi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-65.2 (T°), -91.5 (Q?), -100.7 (Q%), -110.8 (Q™).

Oberflichenbestimmung nach BET:

Probe Oberflache BET BJH- BJH- BJH-
(theoretisch) | (gemessen) | Desorption Desorption Desorption
z:Porenoberﬂéiche QPorenduchmesser z:Porenvolumen
) , 1.7 =300 nm 1.7 — 300 nm
[m™/g] [m™/g] [m®/g] [nm] [cm¥/g]
SN9 34.9 35 37 31 0.28
OFSN73 222 4 38 29 0.27
OFSN74 277 28 33 33 0.27
Heliumpyknometrie:
Proben- Skelett- Standard-
bezeichnung Dichte abweichung
[g/cm’] [g/cm’]
SN9 2.05 0.0026
OFSN73 2.10 0.0009
OFSN74 2.06 0.0062

6.2.3 Synthese von Organometall-Komplex dotierten Silicatpartikeln
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6.2.3.1 Darstellung von ZnTMPyP-dotierten Silicatpartikeln

In einem 500 ml Rundkolben werden 46.75 mg (52.8 umol) 5,10,15,20-Tetrakis(N-methyl-4-
pyridyl)-21,23H-porphyrin-Zn(II)-tetrachlorid eingewogen und in 150 ml Wasser geldst. Zu
dieser Losung werden unter starkem Riihren 300 ml Ethanol und 10 ml Ammoniaklésung
gegeben. Nach 10 Minuten werden 10 ml TEOS zur Reaktion gegeben und fiir 20 Minuten
geriihrt. Anschlieend werden weitere 11 ml TEOS zugegeben und die Reaktionsmischung
flir 17 Stunden bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Zur Reinigung wird die
Reaktionsmischung viermal zentrifugiert und der erhaltene Feststoff mehrmals in Wasser
redispergiert. Dabei wird der Uberstand UV-spektroskopisch vermessen, um den Anteil an

nicht eingebautem Porphyrin zu ermitteln.

Ausbeute: 5.12 g (SiO,-Partikel)
Einbaurate: 10.2 pmol/g S10,

UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 436 nm / 563 nm (0.5% Dispersion in EtOH)
Fluoreszenz-Spektroskopie: Aem= 654 nm (0.5% Dispersion in EtOH)

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vo.y= 3420 cm™, vscon= 1640 cm™, vsio.5= 1100 cm™,
947 cm™', 802 cm™.

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 6500 Hz):
§ = 17.03 (CH3CH,0), 29.42, 48.80 (N-CH3), 59.48 (CH;CH,OH), 105.26, 116.7, 121.3,
131.5, 132.9, 143.8, 149.3, 158.1 (Caryl, Cpyrrol)-

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-91.86 (Q%), -101.46 (Q%), -110.94 (Q*).

Partikelgrof3e:
TEM = 145 nm
REM = 141 nm
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Oberflichenbestimmung nach BET
Probe Oberflache BET BJH- BJH- BJH-
(theoretisch) | (gemessen) | Desorption Desorption Desorption
ZPorenoberﬂ%iche ®P0renduchmesser ZPorenvolumen
1.7 - 300 nm 1.7 - 300 nm
[m’/g] [m®/g] [m’/g] [nm] [em¥/g]
Znl 21 28 25 44 0.27
~145 nm
Heliumpyknometrie:
Probenbe- Skelett- Standardab-
zeichnung Dichte weichung
[g/cm3 ] [g/cm3 ]
Znl 2.11 0.0010
Zetapotential:

€=-50.3 mV bei pH="7.4.

6.2.3.2 Darstellung von PATPPC dotierten Silicatpartikeln

In einem 10 ml Rundkolben werden 50 mg (55.85 umol) 5,10,15,20-Tetrakis(4-carboxy-
phenyl)-porphyrin-Pd(Il) in 5 ml Dichlormethan unter Schutzgas gelost. Die Losung wird fiir
3 Stunden mit 1 ml Thionylchlorid zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wird das

Losungsmittel im Olpumpenvakuum abgezogen.

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vani.coci= 1770 cm.

BC-NMR (100.6 MHz, DMSO):
8 =167.3 (Aryl-COCI).
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Der Feststoff wird ohne weitere Aufreinigung in 3 ml Dioxan geldst und mit 0.1 ml AMEO
fiir eine Stunde zur Reaktion gebracht. Diese Reaktionsmischung wird dann zu einer auf 35°C
temperierten Losung aus 61 ml Wasser, 14 ml Ammoniaklésung und 60 ml Ethanol gegeben.
AnschlieBend werden innerhalb von 15 Minuten 18 ml TEOS zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird fiir 13 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Aufreinigung

erfolgt tiber mehrere Waschzyklen mit Ethanol und Wasser.

Ausbeute: 4.23 g
Einbaurate: 4.09 umol/g SiO,

UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 412 nm / 521 nm (0.4% Dispersion in EtOH)

Fluoreszenz-Spektroskopie: Aem= nicht detektierbar

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vop= 3430 cm'l, Vsek Amide= 1640 cm'l, vsi.o-si= 1080 cm'l,
951 cm™, 800 cm™.

BC-NMR (VACP/MAS, V;o= 6500 Hz):
& = 8.89 (Si-CH,), 17.27 (CH3CH,0H), 21.43 (Si-CH,CH,CH,-N), 42.94 (Si-CH,CH,CH,-
N), 58.97 (CH;CH,0), 106.7, 113.3, 121.3, 127.4, 132.8, 141.8, 145.3, 147.8 (Cary1, Cpymol)-

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
=-67.78 (T%), -91.78 (Q%), -101.73 (Q%), -110.74 (Q%).

Partikelgrof3e:

TEM =~ 185 nm — 259 nm und 370 nm
REM = 191 nm — 263 nm und 370 nm

Oberflichenbestimmung nach BET

| Probe | Oberfliche | BET | BJH- | BJH- | BIH- |
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(theoretisch) | (gemessen) | Desorption Desorption Desorption
ZPorenoberﬂ%iche ®P0renduchmesser ZPorenvolumen
1.7—-300 nm 1.7—-300 nm
[m*/g] [m*/g] [m*/g] [nm] [em’/g]
Pd2 12.3 13 9 22 0.05
=280 nm
Heliumpyknometrie
Probenbe- Skelett- Standardab-
zeichnung Dichte weichung
[g/em’] [g/em’]
Pd2 2.08 0.0017
Zetapotential:

€=-59.6 mV bei pH="7.6.

6.2.3.3. Darstellung von Tris-(1,10-phenantrolin)-ruthenium(1l) dotierten Silicatpartikeln

In einem 100 ml Rundkolben werden 50.1 mg (70.3 pmol) Tris-(1,10-phenantrolin)-

ruthenium(II)-chlorid Dihydrat in 69 ml Ethanol und 35 ml Wasser gelost. Anschlie3end

werden 2.3 ml Ammoniakldsung (20%) zugegeben. Zu dieser Reaktionslosung werden 5 ml

TEOS gegeben und fiir 8 Stunden zur Reaktion gebracht. Dann wird die Reaktionsmischung

drei Waschzyklen in Wasser unterzogen. Der jeweilige Uberstand wird UV-VIS-absorptions-

spektroskopisch vermessen.

Ausbeute: 1.41 g (SiO,-Partikel)
Einbaurate: 49.9 umol/g SiO,

UV/VIS-Spektroskopie:

Fluoreszenz-Spektroskopie:

Partikelgrofie:
REM =~ 200 nm

Aabs= 446 nm (0.5% Dispersion in H,O)
Aem= 597 nm (0.5% Dispersion in H,O)
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Sauerstoffpermeation*:

pO; [Torr] Normalisierte
(getrocknetes Gas) | Fluoreszenzintensitit

0.0 100.0

52.2 89.4

104.5 86.2

156.7 83.6
209 82

312.7 78.1

*Vermessen von Roche Diagnostics GmbH in Mannheim

6.2.3.4 Darstellung groferer Ru-dotierter Silicatpartikel

In einem 100 ml Rundkolben werden 104.6 mg (146.7 pumol) Tris-(1,10-phenantrolin)-
ruthenium(II)-chlorid Dihydrat in 30 ml Ethanol und 31 ml Wasser geldst und auf 30°C
temperiert. AnschlieBend werden 7 ml Ammoniaklosung zugegeben. Zu dieser
Reaktionslésung werden innerhalb von 10 Minuten 10 ml TEOS gegeben und fiir 18 Stunden
zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung drei Waschzyklen in

Wasser unterzogen. Der jeweilige Uberstand wird absorptionsspektroskopisch vermessen.

Ausbeute: 2.98 g (SiO,-Partikel)
Einbaurate: 19.1 pumol/g SiO,

UV/VIS-Spektroskopie: Aabs— 446 nm (0.4% Dispersion in H,0)
Fluoreszenz-Spektroskopie: hem= 597 nm (0.4% Dispersion in H,O)

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vop= 3420 cm'l, vsi-o-si= 1080 cm’l, 947 cm'l, 802 cm™.
FT-Raman (Feststoff): vom ci= 3079 cm™, 3049 cm™, veen= 1630 cm™, ve—c= 1599 cm™

1579 em™, 1512 cm™, Varom, ring= 1448 cm™', 1429 em™, Syrom, cu= 1342 cm’,

Var()m_ Rlng: 1057 Cm_l’ Varom_ CH™ 916 Cm_l, 877 Cm_l.

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 6500 Hz):
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o = 16.63 (CH;CH,0), 58.99 (CH3CH,0), 115.6, 126.9, 131.6, 136.5, 148.4 (Carm1), 151.8,
153.6 (-C=N).

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-91.28 (Q%), -101.3 (Q%), -111.53 (Q%.

Partikelgrofle:
REM = 640 nm

TEM =~ 640 nm

Oberflichenbestimmung nach BET

Probe Oberflache BET BJH- BJH- BJH-
(theoretisch) | (gemessen) | Desorption Desorption Desorption
Z:Porenoberﬂéiche @Porenduchmesser Z:Porenvolumen
1.7 — 300 nm 1.7 —300 nm
[m®/g] [m®/g] [m’/g] [nm] [em¥/g]
Rul
15.3 14 12 15 0.05
B~ 200 nm
Ru2
4.8 5 2 24 0.01
O~ 640 nm
Heliumpyknometrie
Proben- Skelett- Standard-
bezeichnung Dichte abweichung
[g/cm3] [g/cm3]
Rul 2.10 0.0024
Ru2 2.05 0.0009
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6.2.4 Farbstoffdotierte und organisch-modifizierte Silicatpartikel

6.2.4.1 Mit Bis(trimethoxysilylethyl)benzol modifizierte und mit Lumogen F Rot® dotierte

Silicatpartikel

In einem 100 ml Rundkolben werden 8.7 mg (8.06 umol) Lumogen Rot in 6 ml Wasser und
89 ml Ethanol geldst. Nach Zugabe von 3 ml Ammoniaklosung werden synchron 5 ml TEOS
und 0.1 ml m,p-Bis(trimethoxysilylethyl)benzol zugetropft. Nach einer Stunde Reaktionszeit
werden weitere 20 ml Ethanol zugegeben und die Reaktionsmischung fiir 13 Stunden

weitergeriihrt.

Ausbeute: 2.02 g (SiO,-Partikel)
Einbaurate LFR: 2.2 pmol/g SiO,

UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 577 nm (0.4% Dispersion in Wasser)

Fluoreszenz-Spektroskopie: Aem= 607 nm (0.4% Dispersion in Wasser)

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vop= 3450 cm'l, VN-c=0= 1965 cm'l, VN-c=0= 1868 cm'l,

vsiosi= 1100 cm™, 946 cm™, 800 cm™.

FT-Raman (Feststoff): Varomcu= 3057 ¢cm™, Vaipn.crz.ciz= 2933 em™, 2896 cm™, ve_c= 1606
em™, 1552 em™, Scpa.crs= 1454 ecm™, Scp= 1354 cm’™, Varom, Ring= 1234 cm™, vsi.0.5=1090 cm’

1974 em™, Varom, Ring= 999 em™, 8prom cn= 816 cm™.

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 5000 Hz):
§ = 14.05 (Si-CH,), 27.6 (Si-CH,CH,), 43.72 (CH;-0), 60.75 (CH»-O), 127.19, 142.94
(Car).

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
8 =-66.3 (T%), -92.5 (Q%), -101.85 (Q*), -111.08 (Q*).
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»Si-NMR (MAS/quantitativ, vio= 5000 Hz):
§=-92.49 (Q? 0.98%), -102.54 (Q°, 32.78%), -110.83 (Q*, 66.21%).

Partikelgrof3e:
TEM =~ 50 nm

Oberflichenbestimmung nach BET

Probe Oberflache BET BJH- BJH- BJH-

(theoretisch) | (gemessen) | Desorption Desorption Desorption
ZPorenoberﬂ’{iche ®P0renduchmesser ZPorenvolumen
1.7 - 300 nm 1.7 - 300 nm

[m’/g] [m’/g] [m’/g] [nm] [em¥/g]
FSNF12a 60 303 103 15 0.38
J~50 nm
Zetapotential:

C=-41.7 mV bei pH=9.2.

6.2.4.2 Darstellung Fluoralkylsilan- und JA 133-modifizierter Silicat-Nanopartikel

Hydrophobierte Partikel vom Typ OFSN (76):

Zu einer auf 35°C temperierten Losung aus 165 ml EtOH, 84 ml H,O und 5.5 ml NH4,OH
werden 23.8 pmol JA133-Si (Silanisierung nach'*)), dann 6 ml TEOS und 30 pl (155 pmol)
3,3,3-Trifluorpropyltrimethoxysilan gegeben. Nach 5 miniitigem Riithren werden die
restlichen 6 ml TEOS zur Reaktionsmischung gegeben. Die Reaktion wird nach 8 h
abgebrochen, die Partikel durch Zentrifugation abgetrennt und aufgereinigt (mehrmaliges

Redispergieren in H,O).

Eingesetztes Verhdltnis von JA133-Si / Fluoralkylsilan=1: 7
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Hydrophobierte Partikel vom Typ OFSN (77):

Zu einer auf 30 °C temperierten Losung aus 31 ml EtOH, 20 ml H,O und 7 ml NH,OH
werden 23.3 umol JA133-Si (Silanisierung nach®), dann 5 ml TEOS und 20 ul (119 pmol)
3,3,3-Trifluorpropyltrimethoxysilan gegeben. Nach 5 miniitigem Riithren werden die
restlichen 5 ml TEOS zur Reaktionsmischung gegeben. Die Reaktion wird nach 8 h
abgebrochen, die Partikel durch Zentrifugation abgetrennt und aufgereinigt (mehrmaliges
Redispergieren in H,O). Eingesetztes Verhiltnis von JA133-Si / Fluoralkylsilan=1: 5

In Tabelle 6.2.4.2.1 sind verwendete Eduktkonzentrationen sowie erhaltene Partikelgrof3en

zusammengefasst.

Tabelle 6.2.4.2.1:Eduktkonzentrationen zur Synthese von hydrophobierten und farbstoffdotierten Silicat-

Nanopartikeln.
Feststoft- H,O | NH,OH | EtOH TEOS | TFPTMSi d

Charge | gehalt | Farbstoff

[g] [ml] | [ml] [ml] [ml] [umol] | [nm]
FSN75 — JAI33-Si | 84.0 55 165.0 12.0 517 —
FSN76 3.02 JA133-Si | 84.0 5.5 165.0 12.0 155 33-65
OFSN77 2.71 JAI33-Si | 31.0 7.0 20.0 10.0 23 63-95
OFSN78 2.70 JA133-Si | 31.0 7.0 32.0 10.0 20 130
Zetapotentiale:

OFSN 77:  {=-51.2 mV bei pH=8.9.
OFSN 78:  (=-56.2 mV bei pH=7.8.

Spektroskopische Daten fiir FSN 76:

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 5000 Hz):

0 =4.2 (Si-CHy), 8.1 (Si-CH,CH,), 16.4 (CH3;CH,0), 20.9, 26.7 (CH3-Ar), 41.9 (N-CH,CH,),
60.3 (CH;CH,0), 95.4, 103.6, 110.2 (Car), 115.3 (CF;CH,), 125.8, 128.5 (Car), 142.1,
144.3 (Car-N), 153.1, 157.7, 163.2 (-C=N), 174.3 (OC-NHR).

»Si-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-68.7 (T°), -92.7 (Q?), -102.1 (Q%), -110.9 (Q*).
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Spektroskopische Daten fiir FSN 77:

BC-NMR (VACP/MAS, V;o= 5000 Hz):

0 = 3.5 (Si-CH»), 8.5 (Si-CH,CH»), 15.8 (CH3CH,0), 20.2, 26.5 (CH3-Ar), 41.8 (N-CH,CH»),
58.2 (CH;CH,0), 94.9, 101.1, 108.3, 113.1 (Cam), 118.4 (CF3CH,), 125.4, 128.2, 139.0
(Cam1), 150.6, 152.2, 155.7 (-C=N).

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-66.7 (T°), -92.3 (Q?), -102.3 (Q%), -111.4 (Q™).

6.2.5 Lanthanoid-Komplexe mit 4,4,4-Trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion

6.2.5.1 Darstellung von Terbium(Ill)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion

In 15 ml Ethanol werden 800 mg (3 mmol) 4,4,4-Trifluoro-(1-naphtoyl)-1,3-butandion geldst
und anschlieBend 3 ml einer 1 M NaOH-Ldsung hinzugegeben. In einem Tropftrichter
werden 265 mg (1 mmol) TbCl3*6 H,O in 5 ml Wasser gelost und dann langsam zur
Reaktionsldsung zugetropft. Danach werden weitere 100 ml Wasser zur Reaktionsmischung
gegeben und diese fiir eine Stunde bei 65°C geriihrt. Das Produkt wird als blassgelber
Feststoff abfiltriert und dreimal mit je 5 ml Wasser und Ethanol gewaschen. Anschliefend

wird es fiir 3 Stunden bei 120°C getrocknet.

Ausbeute: 0.471 g (0.467 mmol; 46.7 %)
Schmelzpunkt: 48°C (endo.); 140°C (exo0.)

Elementaranalyse (C4,H,4F9O¢Tb * 3 H,O, 1008.5 g mol'l):
C H

berechnet: 50.02 3.00
gefunden: 50.49 2.97
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TGA
H,O
berechnet: 53%
gefunden: 52%
UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 335 nm / 412 nm (CH,Cl,)
Fluoreszenz-Spektroskopie: hem= 455, 522 nm / 467, 495, 544, 611 nm (CH,Cl,)

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vop=3629 cm'l, Varom.ca= 3058 cm'l, vc-o (enolisierte 1,3-
Diketone) = 1675, 1616 cm™, veg= 1301, 1197, 1137 cm’™.

MS (EI, 70 eV): m/z (I,) = 954 (70), M".

6.2.5.2 Darstellung von Gadolinium(Ill)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-naphthoyl)- 1, 3-butandion

In 15 ml Ethanol werden 800 mg (3 mmol) 4,4,4-Trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion
geldst und anschlieBend 3 ml einer 1 M NaOH-L6sung hinzugegeben. In einem Tropftrichter
werden 244 mg (1 mmol) GdCl; in 5 ml Wasser gelost und anschlieBend langsam zur
Reaktionslosung zugetropft. Danach werden weitere 100 ml Wasser zur Reaktionsmischung
gegeben und diese fiir eine Stunde bei 60°C geriihrt. Das Produkt wird als blassgelber
Feststoff abfiltriert und dreimal mit je 5 ml Wasser und Ethanol gewaschen. Anschlie3end

wird es flir 3 Stunden bei 120°C getrocknet.

Ausbeute: 0.478 g (0.492 mmol; 49.2 %)
Schmelzpunkt: 44°C (endo.); 133°C (exo.)

Elementaranalyse (C4,H,4F9OcGd * H,0, 970.8 g mol'l):

C H
berechnet: 51.96 2.77
gefunden: 52.43 2.70

TGA
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H,O
berechnet: 1.8 %
gefunden: 1.6 %

UV/VIS-Spektroskopie:

Fluoreszenz-Spektroskopie:

FT-IR-Spetroskopie (KBr):

Aabs= 333 nm / 420 nm (CH,Cl,)
Aem= 456 nm / 501 nm (CH,Cl,)
Vo.u= 3627 cm'l, Varom.ca= 3058 cm'l, vc=o (enolisierte 1,3-

Diketone) = 1675, 1614 cm™, ver= 1299, 1197, 1137 cm™.

MS (EI 70 eV): m/z (I,) = 951 (12), M".

6.2.5.3 Darstellung von Dysprosium(I1l)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-naphthoyl)- 1,3-butandion

In 15 ml Ethanol werden 800 mg (3 mmol) 4,4,4-Trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion

gelost und anschliefend 3 ml einer 1 M NaOH-Losung hinzugegeben. In einem Tropftrichter

werden 377 mg (1 mmol) DyCl3*6 H,O in 5 ml Wasser geldst und anschlieBend langsam zur

Reaktionsldsung zugetropft. Danach werden weitere 100 ml Wasser zur Reaktionsmischung

gegeben und diese fiir eine Stunde bei 60°C geriihrt. Das Produkt wird als blassgelber

Feststoff abfiltriert und dreimal mit je 5 ml Wasser und Ethanol gewaschen. Anschliefend

wird es fiir 3 Stunden bei 120°C getrocknet.

Ausbeute: 0.682 g (0.673 mmol; 67.3 %)

Schmelzpunkt: 144°C (exo.)

Elementaranalyse (C4,H24FoO¢Dy * 3 H,0, 1012.1 g mol'l):

C
berechnet: 49.84
gefunden: 49.57

TGA
H,O

H
2.99
2.78
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berechnet: 53%

gefunden: 23 %

UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 325 nm / 436 nm (CH,Cl,)
Fluoreszenz-Spektroskopie: Aem= 450 nm / 501, 604 nm (CH,Cl,)

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vop=3627 cm'l, Varom.ca= 3058 cm'l, Ve—o= 1616 cm'l,
ver= 1301, 1199, 1137 cm™.

MS (EI, 70 eV): m/z (I,) = 957 (8), M.

6.2.5.4 Darstellung von Erbium(I1l)-tris-4,4,4-trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion

In 15 ml Ethanol werden 800 mg (3 mmol) 4,4,4-Trifluoro-(1-naphthoyl)-1,3-butandion
gelost und anschliefend 3 ml einer 1 M NaOH-Losung zugegeben. In einem Tropftrichter
werden 355 mg (1 mmol) Er(NO3);*6H,0 in 5 ml Wasser gelost und anschlieBend langsam
zur Reaktionslosung zugetropft. Danach werden weitere 100 ml Wasser zur
Reaktionsmischung gegeben und diese fiir eine Stunde bei 60°C geriihrt. Das Produkt wird als
blassgelber Feststoff abfiltriert und dreimal mit je 5 ml Wasser und Ethanol gewaschen.

AnschlieBend wird es fiir 3 Stunden bei 120°C getrocknet.

Ausbeute: 0.433 g (0.433 mmol; 43.3 %)
Schmelzpunkt: 225°C (exo.)

Elementaranalyse (C4,H24F9O¢Er * 2 H,O, 998.9 g mol'l):

C H
berechnet: 50.05 2.83
gefunden: 50.47 2.76
TGA
H,O

berechnet: 3.6%
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gefunden: 3.9%
UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 230nm /333 nm/ 519 nm (CH,Cl,)
Fluoreszenz-Spektroskopie: Aem= 439,464,492, 544, 616, 647, 823 nm / 427,

452,467,481, 492, 521 nm, - (CH,Cl,)

FT-IR-Spetroskopie (KBr): vop=3629 cm'l, Varom.ca= 3058 cm'l, Ve—o= 1616 cm'l,
ver= 1301, 1197, 1135 cm™.

MS (EI, 70 eV): m/z (I,) = 962 (49), M".

6.2.6 Darstellung von Eu(Ill)-tris-4,4,4-trifluoro-1-(2-naphthoyl)-1,3-butandion

dotierten Silicatpartikeln

In einem 250 ml Rundkolben werden 61 ml Wasser und 40 ml Ethanol auf 30°C temperiert.

Dann werden 14 ml Ammoniakldsung und 10 ml TEOS zugegeben. Parallel dazu 16st man

19.4 mg (20.4 pmol) Tris-[4,4,4-Trifluoro-1-(2-naphthoyl)-1,3-butandion]-Eu(Ill) in 1 ml

Dichlormethan und versetzt die Losung im Ultraschallbad mit 250 ul 3,3,3-Trifluoro-

propyltrimethoxysilan. Nach 5 Minuten wird die Losung zum Ansatz getropft und fiir weitere

5 Minuten geriihrt. Anschliefend werden nochmals 10 ml TEOS zugegeben und die

Reaktionsmischung fiir 4 Stunden bei 30°C und fiir weitere 10 Stunden bei Raumtemperatur

geriihrt. Die Aufreinigung findet {iber mehrere Waschzyklen mit Ethanol und Wasser statt.

Ausbeute: 3.96 g (SiO,-Partikel)
Einbaurate: 4.9 umol/g SiO,

UV/VIS-Spektroskopie: Aabs= 333 nm (0.3% Dispersion in EtOH).
Fluoreszenz-Spektroskopie: Aem (als Feststoff)= 577 nm (*Do—'Fy),
590 nm ("Dy—'F)), 613 nm (*Dy—>'F>).
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FT-IR-Spetroskopie (KBr): vou= 3430 cm™, vgi.o.si= 1100 cm™, 950 cm™, 800 cm™.

Mikro-Raman (Feststoff): vy co= 2942 cm™, 2880 cm’, Vemorocc= 1607 cm’,
vee= 1581 em™, Scmp= 1451 em™, Vaom, ring= 1428 cm™, 1404 cm™, Syom. cu= 1352 cm’™,
vers= 1306 cm'l, ocy= 1271 cm'l, Varom. Ring= 1221 cm'l, vsi.osi= 1075 cm'l,

Varom. ci= 839 cm™, 790 cm™.

RFA
berechnet Eu [%] gefunden Eu [%]
0.07 0.05

BC-NMR (VACP/MAS, V,o= 5000 Hz):
§ = 4.03 (SiCH,), 16.93 (CH;CH,0), 27.08 (CH,CH,CF3), 58.78 (CH;CH,0), 98.56
(COCF3), 113.98, 118.29, 123.97, 125.94, 128.72, 139.78, 143.2, 144.8 (Cary).

YF-NMR (v;o= 35100 Hz):

8 =-67.81 (CH,CF;), -72.12 (COCE3).
gefundenes Verhiltnis (CH,CF3):(COCE3)=4:1
eingesetztes Verhiltnis (CH,CF3):(COCFs)=21:1

PSi-NMR (VACP/MAS, vio= 5000 Hz):
§=-68.21 (T?), -92.31 (Q?), -101.98 (Q?), -111.85 (Q%.

»Si-NMR (MAS/quantitativ, vi= 5000 Hz):
§=-90.99 (Q?, 2.21%), -101.05 (Q°, 27.24%), -110.68 (Q*, 70.54%).

Partikelgrofle:
TEM = 130 nm - 158 nm
Oberflichenbestimmung nach BET

PI'Obe Ageometﬁsch ABET BJH' BJH' BJH'
Desorption Desorption Desorption




Experimentalteil

108

2Porenoberﬂéiche ®Porenduchmesser 2Porenvolumen
1.7 — 300 nm 1.7 - 300 nm
[m”/g] [m”/g] [m”/g] [nm] [cm’/g]
Eu3 213 38 37 36 0.33
~144 nm
Heliumpyknometrie
Proben- Skelett- Standard-
bezeichnung Dichte abweichung
[g/em’] [g/em’]
Eu3 2.09 0.0012
Zetapotential:

€=-50.8 mV bei pH=8.3.
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