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Magnetni nanodelci (MND) predstavljajo obetavno podro¢je nanotehnologije, saj
nudijo Stevilne aplikativne moZnosti razvoja na podrocjih biotehnologije,
biomedicine, medicine farmacije in drugih. Magnetni delci (MD), ki jih danes
najdemo na trziScu in se Ze uporabljajo za nastete namene, spadajo glede na velikost
vec¢inoma v mikronsko podro¢je med 0,5 in 2 pum. Ker takSna velikost MD pogosto
ni ustrezna za navedene aplikacije, se podro¢je razvoja MD, njihove sinteze in
funkcionalizacije, seli v nano- podroc¢je (tj. pod 100 nm). Cilj in predmet tega
diplomskega dela sta bili sinteza in povrSinska funkcionalizacija Co-feritnih MND
za bioloske potrebe. Sintetizirali smo Co-feritne MND, velikosti 10 — 12 nm, jih
funkcionalizirali S tetraetoksisilanom (TEOS) in S 3-[2-(2-
aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilanom (DETA) ter na MND
funkcionalizirane z DETA vezali glutaraldehid. Znotraj eksperimentov
funkcionalizacije MND s TEOS, smo dolo¢ili debelino silikatne prevleke, ki se je
gibala v obmocju pod 20 nm. UspeSnost funkcionalizacije z DETA smo potrdili z
magnetnimi meritvami, rentgensko praskovno difrakcijo (XRD), rentgensko
fluorescencno spektrometrijo (XRF), presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) v
kombinaciji z energijsko disperzijsko analizo X-zarkov (EDS) ter termi¢nimi
analiznimi metodami: Diferencialna vrsti¢na kalorimetrija (DSO),
termogravimetrija (TG), diferencna termi¢na analiza (DTA) in analiza plinskih
produktov termi¢nega razpada (EGA). Omenjene analizne metode so potrdile
prisotnost DETA na povrS§ini MND, s termogravimetrijo (TG) pa smo dolo¢ili
masni deleZ vezane DETA, ki znaSa 4,5 ut. %. Rezultati vezave glutaraldehida na
funkcionalizirane MND z DETA pa so pokazali, da je ob ustreznih fizikalno —
kemijskih pogojih moZno doseci visoko stopnjo vezave glutaraldehid neposredno na
DETA v ozkem nevtralnem pH obmoc¢ju reakcijskega medija. Tako pripravljeni
MND predstavljajo dobro izhodis$¢e za nadaljnje aplikacije na omenjenih podrocjih
uporabe, saj DETA in glutaraldehid predstavljata u¢inkovito povezovalno molekulo
med MND in biomolekulami kot so nukleinske kisline, aminokisline in proteini.
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Magnetic nanoparticles represent an important part of nanotechnology as they open
several applicative opportunities of development in the field of biotechnology,
biomedicine, medicine, pharmacy etc. Magnetic particles present in the market and
already used for the above listed purposes belong mainly — concerning their size -
to the micron sphere between 0,5 and 2 wm. Because this size of magnetic particles
is usually not adequate for listed applications the area of development of magnetic
particles, their synthesis and functionalization belong to the nano-sphere i.e. sphere
under 100 nm. The goal and subject of this thesis were synthesis and
functionalization of Co-ferrite magnetic nanoparticles for biological purposes. 10 —
12 nm Co-ferrite magnetic nanoparticles (Kosak, Znidarsi¢, P-200700112) were
synthetized and functionalized with tetracthoxysilane (TEOS) and 3-[2-(2-
Aminoethylamino)ethylamino]propyl-trimethoxysilane (DETA). Magnetic
nanoparticles functionalized with DETA were also bound with glutaraldehyde.
During the experiment of functionalization of magnetic nanoparticles with TEOS
the thickness of silicate cover was measured, ranging between 0 and 20 nm. The
success of funtionalization with DETA was confirmed through magnetic
measurements, X-ray powder diffraction (XRD), X-ray fluorescence spectrometry
(XRF), transmission electron microscopy (TEM) in combination with energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS) and thermal analysis methods: differential
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), differential thermal analysis
(DTA) and exhaust gas analysis (EGA). Analysis methods mentioned above
confirmed presence of DETA on the magnetic nanoparticles surface and through
thermogravimetry the bound DETA mass proportion of 4,5% was calculated. The
results of binding glutaraldehyde onto DETA functionalized magnetic nanoparticles
showed that under relevant physical-chemical conditions the binding of
glutaraldehyde in a wide binding range is possible. Such magnetic nanoparticles
represent a good disposition for further applications in the mentioned fields.
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1 UVOD

Z razvojem nanotehnologije, predvsem z razvojem razli¢nih delcev in struktur nano
velikosti, se odpirajo nove moznosti in povsem nove poti na razli¢nih podroc¢jih znanosti.
V zadnjem cCasu potekajo Stevilne raziskave na podrocju sinteze in nadaljnje povrSinske
obdelave (funkcionalizacije) razli¢nih nanostrukturnih materialov, predvsem nanodelcev
bolj ali manj sferi¢nih oblik in nano-cevk (nano-tubes), ki so lahko izdelani iz razli¢nih
materialov, glede na nadaljnjo uporabo. Nanodelci so uporabni na Stevilnih podrocjih
znanosti kot so: biotehnologija, biomedicina, farmacija, elektronika, racunalniStvo,
avtomobilska industrija, brezzi¢ne telekomunikacije, itd. Posebno podrocje zavzemata
sinteza in funkcionalizacija magnetnih nanodelcev (MND). Zaradi svoje majhnosti lahko
MND potujejo po tkivu, hkrati pa so zaradi interakcije z magnetnim poljem sledljivi in
vodljivi pod vplivom zunanjega magnetnega polja. Ker imajo absorpcijske sposobnosti,
lahko sluzijo kot prenasalci ciljnih snovi na ciljna mesta v organizmu. Uporabnost MND

lahko razdelimo na stiri velika podroc¢ja uporabe:

» SluZzijo lahko kot vektorji za prenos razli¢nih zdravilnih u¢inkovin do Zelenih tkiv
ali organov.

» Uporabni so kot vektorji za izolacijo razli¢nih biomolekul in Zivih struktur (RNK,
DNK, proteini, virusi, bakterije, ...) iz medijev.

» Po transportu na Zeleno mesto v tkivu, jih lahko uporabimo kot kontrastna sredstva
pri slikanju z magnetno resonanco (MRI).

» Po transportu na Zeleno mesto so uporabni tudi za magnetno hipertermijo, kjer
izkoriS¢amo lastnost paramagnetnih materialov, da se segrejejo pod vplivom

magnetnega polja.

Ker MND lahko sluZijo kot nosilci, ki se preko protiteles veZejo na povrSino virusa, bi
lahko z uporabo MND ekstrahirali Zeleni virus iz tkivnega homogenata s pomocjo
magnetne sile permanentnega ali elektromagneta. Nekaterih virusov namre¢ $e ne znamo
izolirati iz njihovega naravnega okolja (npr. iz nekega organizma), ker so zelo obcutljivi na
klasi¢ne tehnike izolacije in kemikalije, ki se pri tem uporabljajo, znamo pa pridobiti

ustrezna protitelesa za njihovo izolacijo.
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Magnetni nosilci danes na trgu Ze obstajajo, vendar so njihove dimenzije prevelike za
ucinkovito in raznovrstno uporabo znotraj organizma (in-vivo). Obicajne dimenzije takSnih
nosilcev se gibljejo od 0,5 do 2,0 wm, kar je dosti preveliko za vse moZnosti, ki jih MND

ponujajo.

MND pridobijo svojo vrednost Sele takrat, ko so predhodno ustrezno povrSinsko obdelani,
ker Sele takrat lahko sluZijo v opisane namene. V procesu povrSinske obdelave ali
funkcionalizacije gre za vezavo ali sosledje vezav kemijskih substanc na povrSino
nanodelcev, da bi bili v zadnji stopnji vezave sposobni vezati Zeleno biomolekulo ali
zdravilno ucinkovino. To ni enostaven postopek, saj vezava vsake vezne kemijske
substance (posrednika ali povezovalca) zahteva svoje, dostikrat precej specificne pogoje.
Ker je za ucinkovito vezavo posrednika na nanodelce v vzorcu potrebno vzdrzevati fino
disperzijo (koloid) teh delcev, so mnogi pogoji vezave povezovalca neprimerni saj porusijo
koloidno stabilnost delcev. Tako je potrebno vseskozi vzdrzevati kompromis med koloidno
stabilnostjo nanodelcev v vzorcu (koloidno raztopino) in fizikalno-kemijskimi pogoji

vezave Zelenega povezovalca.

Namen in cilj tega diplomskega dela sta bili priprava in funkcionalizacija MND, ki
omogocajo vezavo razlicnih biomolekul in so zato kar najSirSe uporabni. Ker so na trgu
prisotni MND, ki jih uporabljajo za nosilce razli¢nih biomolekul in kemijskih u¢inkovin
preveliki za optimalno manipuliranje znotraj organizma, smo izdelali in povrSinsko
obdelali manjSe, okoli 10 nm velike MND. Za funkcionalizacijo smo izbrali tak$ne
povezovalce, ki omogocajo dober spoj organskih in anorganskih molekul in hkrati
omogocajo nadaljnje vezave drugih biomolekul ali kemijskih u¢inkovin. Zato smo v prvi
fazi uporabili druzino povezovalcev, ki jim s skupnim imenom pravimo silani. Ti so znani
po dobri vezavi na anorganske materiale, hkrati pa omogocajo nadaljnjo vezavo organskih
molekul. V drugi fazi pa smo na funkcionalizirane nanodelce s silanom vezali preprosto
organsko molekulo, ki omogoca nadaljnje vezave biomolekul. Pri tem pa s
funkcionalizacijskimi molekulami nismo porusili koloidne stabilnosti magnetnih

nanodelcev v disperziji.
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V diplomskem delu smo predpostavili, da je okoli 10 nm velike MND moZno uspe$no
povrsinsko obdelati z ustreznim silanom, ki omogoca nadaljnjo vezavo organske molekule,

in na ta nacin pripraviti MND za nadaljnje aplikacije v biologiji in medicini.
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2 PREGLED OBJAV

Nanotehnologije so danes trend razvoja v znanosti. Kljub temu, da so magnetne nanodelce
(MND) razvijali Ze pred vec¢ desetletji, jim je Sele danaSnji hitri razvoj preciznih tehnik

funkcionalizacije in karakterizacije omogocil prodor na razlicna podroc¢ja znanosti.

2.1 LASTNOSTI MAGNETNIH MATERIALOV IN TIPI MAGNETNIH
NANODELCEV

Rezultat hitrega razvoja nanomaterialov, Se posebej magnetnih nanodelcev (MND), je
veliko Stevilo razlicnih tipov le-teh. Med seboj se razlikujejo po magnetnih in drugih

lastnostih, velikosti in elementih, ki jih sestavljajo.

2.1.1 Kiristalna struktura magnetnih nanodelcev

Feriti, kovinski oksidi MeHO-Feszg ali MeHFeQIHO4, kjer Me predstavlja dvovalentni
kovinski ion (Mn**, Zn**, Ni**, Cd**, Co**, Fe**, Mg®") ali kombinacijo dvo- in tro-
valentnih kovinskih ionov, kristalizirajo v kubic¢ni, ploskovno centrirani spinelni strukturi.
Spinelna struktura je dobila ime po naravnem mineralu spinelu (MgAl,Os), ki jo je prvi

opisal Bragg leta 1915 (Kosak, 2006).

Slika 1 prikazuje osnovno celico spinela, ki je sestavljena iz osmih podcelic AB,O4 kar
ustreza formuli MggAl;603; pri spinelu. Vsaka podcelica vsebuje Stiri 0~ ione, ki tvorijo
Stiri oktaedricne (A) in osem tetraedri¢nih (B) intersticijskih mest. Ta mesta morajo
zapolniti trije kationi, eden dvovalenten (A™) in dva trivalentna (B>*). Kationi zasedejo v
vsaki podcelici dve oktaedri¢ni in eno tetraedricno mesto. Celotna celica tako vsebuje 32

0* ionov, 16 oktaedri¢no in 8 tetraedri¢no koordiniranih kationov.
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Oktaedri¢no intersticijsko mesto
(32 v OC)

@ Kisik
Tetraedricno intersticijsko mesto
@ Kation na oktaedri¢nem mestu (A) (64 v OC)

Kation na tetraedri¢nem mestu (B)

Slika 1: Osnovna celica spinela (Kosak, 2006: 2)
2.1.2 Magnetne lastnosti magnetnih materialov

Magnetne lastnosti materiala so posledica magnetnih momentov elektronov v atomih, ki
sestavljajo material. Elektroni, ki kroZijo okoli jedra atoma, povzro€ajo magnetni moment,
katerega vrednost predstavlja osnovno enoto magnetizma elektronov. Ce se magnetni
momenti elektronov v celoti medsebojno kompenzirajo (so si medsebojno nasprotni) je
magnetni moment atoma enak ni¢ — govorimo o diamagnetikih. Ce pa je kompenzacija
magnetnih momentov elektronov le delna, ima atom dolofen magnetni moment —
govorimo o paramagnetikih, feromagnetikih, antiferomagnetikih in ferimagnetikih.

Posebno podrocje zavzemajo superparamagnetne snovi (KoSak, 2006).

Magnetne lastnosti materialov opisuje susceptibilnost (y), ki predstavlja razmerje med
magnetizacijo magnetnega materiala (M) in zunanjim magnetnim poljem (H), ki nanj

vpliva. Materiali, ki posedujejo diamagnetne lastnosti imajo, magnetni moment usmerjen
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antiparalelno na magnetno polje, v katerem se nahajajo. To se odraza v negativni in precej
nizki susceptibilnosti reda velikosti -10° cm*mol. Po odstranitvi takega materiala iz
magnetnega polja ta ne poseduje nobenih magnetnih lastnosti ve¢. Primeri diamagnetnih
materialov so snovi, ki nimajo prostih elektronov, kot npr. Cu, Au in Ag (Sun s sod.,

2008).

Pri materialih s paramagnetnimi lastnostmi gre za paralelno usmerjen magnetni moment
materiala s silami magnetnega polja. Tu je susceptibilnost pozitivnho predznacena in
nekoliko visja, reda velikosti 10" cm’/mol. Tak material po odstranitvi zunanjega
magnetnega polja ohranja magnetizacijo. Primer takega materiala so magnetni delci
sestavljeni iz ve¢ magnetnih obmocij — domen. Atomi, ki jih sestavljajo, so lahko: Pt, Pd,
Al Sn, Cr, Mn, Mg, Ca ali W, lahko pa gre za razli¢ne soli (npr.: kloridi, sulfati, karbonati)
(Sun s sod., 2008).

Pri materialih s superparamagnetnimi lastnostmi gre za magnetne nanodelce, ki so
monodomenski. Magnetne lastnosti so enake kot pri paramagnetnih materialih, s to razliko,
da material po odstranitvi iz magnetnega polja ne poseduje nobenih magnetnih lastnosti

(Sun s sod., 2008).

Tako kot pri dia-, para- in superparamagnetikih je tudi pri feri-, fero- in antiferomagnetikih
kristalna snov zgrajena iz kristalnih zrn. Vsako kristalno zrno je pri fero- ali ferimagnetnih
snoveh razdeljeno na domene, kjer je usmerjenost magnetnih momentov istosmerna. V
vsaki od domen prevladuje nasiCena magnetizacija, ki nastane spontano, brez vpliva
zunanjega magnetnega polja. Primeri feromagnetnih materialov so Fe, Co, Ni in mnoge
njihove zlitine. Ko tako snov postavimo v zunanje magnetno polje, se postopno magneti
vsaka domena posebej, dokler nimajo vse domene magnetnega momenta usmerjenega v
smeri zunanjega magnetnega polja. Ferimagnetne snovi so v osnovi podobne
feromagnetnim s to razliko, da imajo celotno magnetizacijo nekoliko manjSo. Najbolj znan
ferimagneten material je magnetit (Fe;O4). Antiferomagnetne snovi so ravno tako
razdeljene na domene, vendar imajo te domene magnetne spine antiparalelno usmerjene
druga na drugo, tako da je celotna magnetizacija enaka ni¢ (usmerjenost magnetnih

momentov imenujemo zudi magnetni spin). Susceptibilnost pri takih materialih je nizka in
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temperaturno odvisna. Primeri antiferomagnetnih snovi so MnO, FeO, NiO in ZnFe,04

(Kosak, 2006).

Pri preucevanju magnetnih lastnosti magnetnega materiala ne moremo mimo histerezne
zanke. To je krivilja, ki kaze odvisnost magnetne poljske gostote (B), kar oznacujemo tudi
kot magnetizacija magnetnega materiala (M) od magnetne poljske jakosti (H) pri ciklicnem
magnetenju preudevanega magnetnega materiala (slika 2). Ce materialu v katerikoli fazi
magnetenja, posebej v fazi nasicenja, zmanjSamo zunanje polje, se razmagnetenje ne vraca
po magnetilni krivulji, pac pa po neki krivulji, ki opisuje zaostajanje magnetenja za poljem.
Ko opravimo pri magnetenju en cikel, porabimo energijo, ki je sorazmerna plos¢ini
histerezne zanke. Gostoto magnetnega polja, ki ostane v feromagnetni snovi, pri vrednosti
magnetne poljske jakosti ni¢, imenujemo remanentna magnetna poljska gostota (B;). Ce
ho€emo izni¢iti remanentno magnetno poljsko gostoto, moramo postaviti snov v magnetno
polje z nasprotno smerjo remanentnega polja. Magnetno poljsko jakost tega polja

imenujemo koercitivna magnetna poljska jakost (H.) (KoSak, 2006).

A
v

Slika 2: Histerezna zanka (Kosak, 2006: 15)
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2.1.3  Tipi magnetnih nanodelcev, ki v svoji strukturi vsebujejo Zelezo

2.1.3.1 Nanodelci iz Zelezovega oksida

Ko govorimo o nanodelcih iz Zelezovega oksida imamo v mislih nanodelce magnetita
(Fe304) ali maghemita (y—Fe,0s3), ki imata spinelno kristalno strukturo. Ti nanodelci so
najbolj raziskani MND za uporabo v biomedicini, saj imajo dobro biokompatibilnost, so
biorazgradljivi in jih je lahko sintetizirati. V metaboli¢nih procesih organizma ti nanodelci
razpadejo na Zelezove ione, ki jih organizem ponovno uporabi za lastne potrebe (npr. v

molekuli hemoglobina) (Weissleder s sod. 1989).

Nanodelce iz Zelezovega oksida je moZno sintetizirati na vec¢ razli¢nih na¢inov. Vecinoma
se za biomedicinske aplikacije uporablja nanodelce, sintetizirane s koprecipitacijo iz
vodnih raztopin Zelezovih oksidov (opisano v poglavju Sinteza magnetnih nanodelcev Co-
ferita), moZne pa so tudi drugane sinteze, kot sta laserska piroliza ali kemi¢na depozicija

par (Tartaj s sod., 2003, Gupta, 2005 in Willard s sod., 2004).

Specificna magnetizacija enako velikih, z razli¢nimi metodami sintetiziranih MND, lahko
zelo variira (Gupta, 2005). Magnetne lastnosti nanodelcev iz Zelezovega oksida je moZno
izboljsati z dopiranjem nekaterih kovinskih ionov drugih oksidov. Ti metal-feriti imajo
spinelno strukturo in sledijo osnovni sestavi MeO-Fe,0;, kjer Me predstavlja dvovalentni
kation Mn, Fe, Co ali Ni, in jih lahko sintetiziramo na ve¢ razli¢nih na¢inov (Willard s
sod., 2004). Pri poskusih in-vitro je Lee s sod. v svoji Studiji pokazal, da nanodelci
MnFe,O4 niso toksicni, obenem pa imajo boljSe magnetne lastnosti in so zato primerni za

medicinske aplikacije (Lee s sod., 2007).

Pred kratkim je bilo ugotovljeno, da je z izbiro razli¢nih izhodnih reagentov za sintezo
nanodelcev iz Zelezovega oksida in z variiranjem temperature reakcije mozno vplivati na
velikost, porazdelitev velikosti ter kristalini¢nosti nanodelcev (Sun s sod., 2004 in Lee s

sod., 2007).
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2.1.3.2 Kovinski nanodelci

Kovinski nanodelci Zeleza, kobalta ali niklja se zelo redko omenjajo, ko govorimo o
bioloskih aplikacijah, predvsem zaradi njihove kemic¢ne nestabilnosti. Obleceni v zlato ali
silikatno prevleko (SiO;) imajo ti nanodelci v primerjavi z nanodelci Zelezovega oksida
relativno visoko magnetizacijo in ohranjajo superparamagnetne lastnosti tudi pri vecjih

dimenzijah (Huber, 2005).

Te nanodelce je mozno obdati s kristalinicno prevleko iz Zelezovega oksida, tako da
dobimo kombiniran delec z robustno prevleko. Kljub temu pa so tak$ni kombinirani delci
lahko veliki manj kot 10 nm, obenem pa je njihova specificna magnetizacija kar 102,6

Am?/kg (Peng s sod., 2006).

2.1.3.3 Nanodelci zlitin

Tudi nanodelci zlitin imajo superparamagnetne lastnosti in so s primerno povrSinsko
obdelavo primerni za biomedicinske aplikacije. FePt nanodelci vsebujejo skoraj enako
molsko razmerje Fe in Pt, kar jim daje vecjo koloidno stabilnost, povrsinska kemija teh
delcev pa omogoca vezavo karboksilatnih in aminskih surfaktantov, kar lahko pripomore k

vecji koloidni stabilnosti teh nanodelcev v vodnih medijih (Sun, 2006).

MozZnosti za povrSinsko obdelavo teh delcev je veliko. Hong s sod. poro€a o povrSinski
obdelavi FePt nanodelcev s polietilenglikolom (PEG), ki poveca koloidno stabilnost v
pufrih, kot je PBS, in medijih, ki se pogosto uporabljajo za celi¢ne kulture v biomedicini in
biologiji Tako pripravljeni nanodelci lahko na svojo povrsino vezejo tudi DNK in proteine
(Hong s sod., 2005). FePt nanodelce je mozno obdati tudi z CoS, ali CdO prevleko, kar
omogoca multifunkcionalnost tem delcem, deluje citotoksicno na rakave celice in hkrati

kot fluorescencni marker (Gao s sod., 2007a in Gao s sod., 2007b).

FeCo nanodelci imajo visoko specificno magnetizacijo, vendar potrebujejo zaScitno

povrSinsko prevleko, ki prepre¢i oksidacijo in korozijo jedra (Reiss in Hutten, 2005).
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Bimetalni FeCo nanodelci z 10-20 nm premerom jedra in 1-3 nm debelim povrSinskim
nanosom zlata ali srebra imajo do trikrat vi§jo specificno magnetizacijo kot primerljivi
nanodelci iz Zelezovega oksida (Bai in Wang, 2005). Na povrS§ino FeCo nanodelcev je
mozno nanesti tudi sloj grafita s segrevanjem v vodiku in s pomocjo kemicne depozicije
par metana. Ti delci so lahko manj$i od 5 nm in imajo specificno magnetizacijo vi§jo od

160 Am*/kg (Seo s sod., 2006).

2.2 TIPI POVRSINSKIH PREVLEK MAGNETNIH NANODELCEV

Da bi dosegli Zelene lastnosti magnetnih nanodelcev (MND), imamo na razpolago razli¢ne
oblike povrsinske obdelave. Izbira povrSinske obdelave (funkcionalizacije) je odvisna od
sistema, v katerem bodo nanodelci uporabljeni, funkcionalnih molekul, ki jih Zelimo
pripeti in Zelenih fizikalno-kemijskih lastnosti funkcionaliziranih MND. Z razvojem
razliCnih tipov MND in podro¢ij njihove uporabe se nenehno razvijajo tudi metode

povrSinskih obdelav. Obstaja ve¢ osnovnih tipov povrSinskih obdelav MND (slika 3).

B D E

Slika 3: Shema nekaterih osnovnih tipov povrSinskih obdelav MND: Polimerna prevleka, pri kateri je
polimer vezan na povr§ino MND v eni tocki (A), polimerna prevleka, ki v slojih popolnoma obdaja MND,
(B), MND enkapsuliran v liposom (C), MND iz jedra in anorganskega ovoja (D) in heterodimerni MND (E)
(Sun s sod., 2008: 1256)

2.2.1 Polimerne prevleke

Zaradi majhnosti in posledi¢no visokega razmerja med povr§ino in volumnom MND so

povrsinske sile, ki silijo MND k aglomeraciji, precej velike. Temu se skuSamo izogniti z

elektrostatsko stabilizacijo MND na povrsini, vendar tudi to ni dovolj, ¢e Zelimo doseci

10
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koloidno stabilnost v fizioloskih sistemih, kjer so prisotne soli. Prav tako so MND brez
prevleke izpostavljeni hitremu izlocanju iz krvnega obtoka zaradi delovanja imunskega
sistema organizma (Berry in Curtis, 2003). V ta namen je potrebno MND povrSinsko
obdelati s polimernimi prevlekami, ki nato zagotavljajo primeren odboj delcev in njihovo
koloidno stabilnost. Najpogosteje uporabljana tovrstna polimera za in-vivo aplikacije sta
polisaharid dekstran in polietilenglikol (PEG). Te in druge uporabne polimere za tovrstne

aplikacije opisujejo nekateri pregledni clanki (Wissleder s sod., 1995 in Corot s sod, 2006).

2.2.2  Liposomi in micele

Razvoj tehnologije vnosa zdravilnih uc¢inkovin v telo s pomoc¢jo liposomov se postavlja na
sam zacetek zgodovine nanomedicine. Velikostni razred teh struktur je med 100 nm in 5
Wwm, uporabne pa so za vnos manjSih molekul, DNK, proteinov in kontrastnih sredstev za
MRI (Torchilin, 2005). Prednost uporabe liposomov je v njihovi biokompatibilnosti, saj jih
imunski sistem ne prepozna kot antigen, obenem pa v eno liposomsko strukturo lahko
zaobjamemo vecje Stevilo funkcionaliziranih MND, s cimer vplivamo na vecjo
koncentracijo funkcionaliziranih MND v tar¢nem tkivu. Podobno velja tudi za

multifunkcijske micele (Nasongkla s sod., 2006 in Lecommandoux s sod., 2006).

2.2.3 Magnetni nanodelci, sestavljeni iz jedra in anorganskega ovoja

Za koloidno stabilizacijo v fizioloSkih sistemih se pogosto uporabljajo tudi t.i. »core-shell«
delci, ki so zgrajeni iz magnetnega jedra in obdani z anorganskim, homogenim slojem iz
silikata (Si0;) (Lu s sod., 2002 in Stober s sod., 1968) ali zlata (Prime in Whitesides, 1991
in Bain s sod., 1989). Funkcija anorganskega sloja je predvsem zasCita jedra pred
kemi¢nimi vplivi iz okolja in izni¢enje potencialnih toksi¢nih vplivov jedra na okolico

MND.

2.2.4 Funkcionalni ligandi

V procesu funkcionalizacije na povr§ino MND veZemo razli¢ne funkcionalne ligande, ki

dajo MND funkcionalnost in uporabnost (slika 4). Ligandi so lahko: tar¢ne molekule,

11
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sredstva, ki omogocajo prehod nanodelca skozi membrano, opti¢na barvila in terapevtska
sredstva. Ker so po strukturi ligandi velikokrat proteinske molekule, so se razvile tehnike

za pripenjanje proteinov na povr§ine MND (Aslam in Dent, 1998 in Hermanson, 1996).

antigenska detekeia

fluorescentna
Y\ signalizacija

biokompatibilnost
taréno specifiéna
detelcya

Slika 4: Primeri povrSinske obdelave MND z razli¢nimi vrstami ligandov (Salata, 2004)

2.3 KOLOIDNI SISTEMI IN GELIRANJE V MREZE

2.3.1 Teorija silanov in sol-gel kemija

Silani so spojine s silicijem in so po tem elementu dobili tudi ime, pri ¢emer vse spojine, ki
vsebujejo silicij, niso silani. Silicij spada v isto skupino elementov kot ogljik in ravno tako
kot slednji v najbolj stabilnem stanju tvori vez s Stirimi drugimi atomi. Silicij je bolj
elektropozitiven kot ogljik, ne tvori stabilnih dvojnih vezi, lahko pa tvori specifi¢ne in
uporabne  kemijske reakcije. = Organosilane, kamor spada tudi  3-[2-(2-
aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilan (DETA), lahko zapiSemo s splo$no

formulo R;SiX4,, pri Cemer n zavzema vrednosti med O in 3, X pa lahko predstavlja klor

12
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(klorosilani), OEt, OMe (alkoksisilani), OAc (acetoksisilani) ali NMe, (aminosilani)
(Simuni&, 2007).

DETA je spojina, ki spada med alkoksisilane, ker pa v radikalu vsebuje ve¢ aminskih
skupin, jo uvr§¢amo tudi med aminosilane. Znotraj alkoksisilanov lahko DETA uvrstimo
med trialkoksisliane, saj ima na silicij poleg radikala vezane Se tri metoksi skupine. Njena
molekulska formula je: (CH30)3Si(CH,);NHCH,CH,NHCH,-CH,NH,, kemijsko strukturo
prikazuje spodnja slika (slika 5)(Gelest, 02Naming.pdf).

e W e U U b e
- e MNH

!
.

Slika 5: Kemijska struktura 3-[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilana (DETA)

V zadnjih tridesetih letih se je raziskovanje in uporaba sol-gel tehnike mocno razsirila. V
povezavi z nanomateriali omogocajo te tehnike moZnost priprave homogenih
veckomponentnih sistemov, kot so: nanosi tankih plasti in prevlek na nanodelce, sinteze
monodisperznih delcev, izdelave raznih membran, vlaken in kompozitov ter matriksov, v
katerih so lahko ujeti razli¢ni delci. Razvoj sol-gel kemije se je zacel sredi 19. stoletja, ko
so sintetizirali prve kovinske alkokside in ugotovili, da ob stiku z zrakom gelirajo. Ti
materiali so dobili prakti¢no uporabo Sele v tridesetih letih 20. stoletja, ko sta Geffcken in
Berger odkrila, da lahko s pomocjo alkoksidov pripravimo tanke oksidne filme. Ponovni
razcvet je sol-gel kemija dozivela v sedemdesetih letih 20. stoletja, ko so pri nizkih
temperaturah pripravili monolitne anorganske gele in jih pretvorili v steklo brez taljenja pri
visokih temperaturah. S tem postopkom se lahko pri sobni temperaturi pripravi homogene
anorganske oksidne materiale z Zeleno trdoto, opticno prepustnostjo, kemijsko

odpornostjo, poroznostjo in termi¢no obstojnostjo (Simuni¢, 2007).

Sol-gel proces predstavlja tvorbo anorganske mreZe preko koloidne suspenzije (sol) in
geliranja v mreZo (gel). Geliranje silanov poteka v dveh sklopljenih reakcijah. Prva je
hidroliza ali solvoliza silana, ki ji sledi delna ali popolna kondenzacija. Pri hidrolizi gre za

tvorbo silanolov (Si-OH), pri ¢emer je nujna prisotnost vode. Pri kondenzaciji pride do
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reakcije med dvema silanoloma, pri ¢emer se tvori siloksanska (Si-O-Si) vez, moZne pa so

tudi reakcije z vmesnimi produkti (slika 5) (Simunig, 2007).

Si-OR + H,O — Si-OH + ROH HIDROLIZA

Si-OH + Si-OR —* Si-O-Si + ROH KONDENZACIJA
Si-OH + Si-OH — Si-O-Si + H,O
Slika 6: Shemati¢ni prikaz sklopljenih reakcij hidrolize in kondenzacije, katerih rezultat je geliranje silanov

(Simunig, 2007: 8)

Hidroliza poteka hitreje kot kondenzacija, zato lahko z njo vplivamo na hitrost in preko
tvorbe vmesnih produktov tudi na nacin kondenzacije. Tudi z dodajanjem topil lahko

vplivamo na hitrost kondenzacije, lahko pa jo tudi ustavimo (Simuni¢, 2007).

Tetraalkoksisilani, kakrSen je tetraetoksisilan (TEOS) (slika 7), lahko tvorijo Stiri
siloksanske vezi, trialkoksisilani (kakrSen je DETA) pa tri. Iz tega sledi, da je zamreZenje
tetraalkoksisilanov ve¢je od zamreZenja trialkoksisilanov. Trialkoksisilani imajo tri alkoksi
skupine (-O-(CH,),-CH3), kar jim, tako kot tetraalkoksisilanom, pri kondenzaciji omogoca
tvorbo urejenih tridimenzionalnih struktur. Pri  kondenzaciji se namre¢ tvorijo
poliseskvioksani s splo$no formulo (R-SiOs,),, ki so znani Ze vec kot sto let in so bili
predmet intenzivnega proucevanja v sredini 20. stoletja. So del organosilanskih materialov
in se uporabljajo kot zaS¢itni premazi, sklopitveni dejavniki, enkapsulanti za encime ter
zive strukture. Struktura je lahko povsem amorfna, tvorijo pa tudi urejene, kristalinicne
strukture, pri cemer gre najveckrat za poliedre ali verige. Na strukture lahko vplivamo s
spreminjanjem fizikalno-kemijskih pogojev pri geliranju. Kisla hidroliza tako favorizira

nastanek poliedrov, baziéna pa veriznih struktur (Simuni¢, 2007).

H3C CHs
\_O'\(:-i’c'_/
/0" 0\

H,C CH,

Slika 7: Kemijska struktura tetraetoksisilana (TEOS)
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Ena izmed glavnih prednosti sol-gel procesa je zagotovo sposobnost sinteze hibridnih
organsko-anorganskih materialov, ki zdruZujejo lastnosti obeh komponent v enem
materialu. Da bi dobili materiale to¢no doloCenih lastnosti, kombiniramo organske in
anorganske materiale, pri ¢emer skuSamo izkoristiti ugodne lastnosti obeh (Simunié,

2007).
2.3.2  Lastnosti in uporaba funkcionalnega bilinkerja glutaraldehida

Glutaraldehid (slika 8) je spojina, ki jo uporabljamo na Stevilnih podrocjih, tako v znanosti,
medicini kot v industriji. Najpogosteje je v uporabi kot fiksativ za tkivne preparate Se
posebej za potrebe elektronske mikroskopije. Uporablja se pri tretiranju industrijskih voda,
mocno razredCen pa tudi kot dezinfekcijsko sredstvo v medicini, saj je toksien za
mikroorganizme. V medicini se uporablja Se pri fiksiranju rentgenskih posnetkov. V
biokemiji je uporaben kot bifunkcionalna vezna molekula, ki veZze aminoskupine (DHHS,

2001).

Zaradi vloge vezne molekule in afinitete do aminoskupine ga uporabljamo tudi v

diplomskem delu za vezavo na radikal molekule DETA.

O O

Slika 8: Kemijska struktura molekule glutaraldehida
2.3.3 Koloidni sistemi in njihova stabilnost

Zeta potencial je fizikalna lastnost delca v suspenziji, ki opredeljuje njeno stabilnost v
daljSem €asovnem obdobju. Zeta potencial je tesno povezan s pH, saj je pH vrednost, pri
kateri je zeta potencial blizu 0 (obicajno med +30 mV in —30 mV)), tista, pri kateri se bodo
delci aglomerirali in posedali zaradi pomanjkanja naboja na njihovi povrSini (Hunter,

1988).
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Kadar so majhni delci trdne snovi (najpogosteje med 1 nm in 100 nm) fino in stabilno
dispergirani v tekoCini, imamo koloidni sistem. Ko govorimo o nacinu razporejanja
netopnih delcev trdne snovi v tekoCem mediju, poznamo dva ekstrema: koloidne
suspenzije in kristalinicne suspenzije. Za kristalinicno suspenzijo je znacilno, da so delci
dovolj veliki (ponavadi vecji od 1 um), da se s€asoma posedejo in izloc¢ijo iz tekoCega
medija kot oborina, zaradi vpliva gravitacije. Za koloidne suspenzije pa je znacilno, da gre
za majhne delce (obicajno manjSe od 1 um), ki se ne posedajo, pa¢ pa ostanejo stabilno
dispergirani v suspenziji. Razen velikosti delcev vpliva na njihovo posedanje tudi
elektrokemijski naboj na povrsini delcev, ki ovira posedanje delcem z enakim nabojem na
povriini. Ce naboj na povriini delcev, manj$ih od 1 pm, ni prisoten, obstaja velika

verjetnost, da se bodo ti delci prav tako oborili iz suspenzije (Skoog s sod., 1996).

Ko govorimo o posedanju delcev, razlikujemo vec faz: fazo koagulacije, fazo flokulacije in
fazo sedimentacije. V fazi koagulacije se delci med seboj sprimejo, pri ¢emer gre za
ireverzibilen proces, medtem ko je flokulacija ali tvorba flokul ravno tako grupiranje
delcev, vendar se ti lahko naknadno deflokulirajo, saj med njimi ni prisotnih kovalentnih
vezi. V procesu sedimentacije (v oZjem pomenu) pa se delci posedejo in zberejo na dnu,

kjer tvorijo sediment (slika 9) (Shaw, 1992).
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koloidno stabilen sistem

9% 0%
.. gﬁ o @eg . .
flokulacija e @ sedimentacija

% oo

S sl P @ 'iiil_%
koagulacija 1 l flokulacija

L% | EETIER

sedimentacia ‘ | koagulacija

o

fazna razslojenost

Slika 9: Dinamika procesov flokulacije, koagulacije in sedimentacije, ki se dogajajo, ko sistem prehaja od

koloidno stabilnega h koloidno nestabilnemu (Malvern instruments)

Stabilnost koloidnih sistemov opisuje DVLO teorija, ki so jo okoli leta 1940 zasnovali
Derjaguin, Verwey, Landau in Overbeek. Ta teorija predvideva, da je stabilnost delca v
suspenziji odvisna od njegovega skupnega energetskega potenciala (Vr), ta pa je v

razmerju $e s tremi prispevnimi parametri, kot opisuje spodnja enacba (1):
Vr=Va+ Vr+ Vg .. (1)

V tej enacbi Vg predstavlja energetski potencial topila, ki obicajno le malo prispeva k
skupnemu energetskemu potencialu delca, saj vpliva le na krajSe (nanometrske) razdalje.
Veliko pomembnejSa sta Vo in Vg, ki predstavljata privlacni (attractive) in odbojni
(repulsive) prispevek in vplivata na veliko vecje razdalje. Potencial privlaka V opisuje

sledecCa enacba (2):

Va=-H/(12 D% - (2)

17



Novak P. Sinteza in funkcionalizacija superparamagnetnih nanodelcev za bioloske aplikacije.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

kjer je s H predstavljena Hamaker-jeva konstanta, 7 je permeabilnost topila in D je razdalja
med delci. Potencial odboja Vg je dosti bolj kompleksna zveza, ki jo predstavlja sledeca

enacba (3):
Ve =2meal exp(-kD) .. (3)

kjer je € dielektricnost, a polmer delca, T je permeabilnost topila, K je funkcija ionske
sestave in { je zeta potencial. Dielektri¢na konstanta € (tudi influen¢na konstanta) je
definirana kot razmerje med gostoto in jakostjo elektricnega polja v praznem prostoru, v
tem primeru pa govorimo o dielektricnosti (€;), ki se mocno razlikuje od snovi do snovi in
je karakteristi¢na za vsako snov (v preglednici 1 so prikazane dielektri¢nosti nekaterih

snovi) (Shaw, 1992).

Preglednica 1: Dielektri¢nost nekaterih snovi

Snov dielektri¢nost €. (20 °C)

N-metilformamid 190
voda 80
metanol 33
slana voda 32

25 % raztopina amoniaka | 31,6
30 % raztopina glukoze 30

aceton 21,5

2-propanol 18

etanol 16,2

ocetna kislina 6,2

olivno olje 3,1

askorbinska kislina 2,1

heksan 1,9

zrak 1,00059

vakuum 1,0 (po definiciji)

DVLO teorija predvideva, da je stabilnost koloidnega sistema odvisna od potenciala
privlaka (Va), ki ga opisujejo Van der Waalsove sile, in potenciala odboja (Vr), ki obstaja
med delci, ko se delci pribliZzujejo drug drugemu zaradi Brownovega gibanja (slika 10). Iz
tega sledi, da bo koloidni sistem stabilen, ¢e bodo delci, ki so suspendirani v njem, imeli

zadosti visok potencial odboja (V) in bodo kljubovali flokulaciji ali koagulaciji.
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Slika 10: Vpliv odbojnih (Vy) in privlacnih (V,) sil na celotno interakcijsko energijo v odvisnosti od razdalje

med delci (s). Ce privla¢ne sile med delci prevladujejo nad odbojnimi, se ti pribliZzujejo in zdruZujejo, kar ima

za posledico koloidno nestabilen sistem

Z drugimi besedami: Ce se zeta potencial pribliza vrednosti 0 mV (npr. ob visokih

koncentracijah soli), je mozno, da bo v doloceni fazi obstajala Sibka privlacnost med delci.

Ta lahko tvori flokule, ki jih sile Brownovega gibanja ne morejo razbiti, zunanje sile (kot

je mo¢no mesanje) pa. Ce torej Zelimo, da bo koloiden sistem tudi ostal stabilen, moramo

zagotoviti, da bo potencial odboja (Vgr) ostal dominanten nad potencialom privlaka (Va).

Obstajata dva osnovna mehanizma, s katerima lahko vplivamo na stabilnost koloidnih

disperzij:

» steriCna stabilizacija, pri kateri lahko na povrSino delcev vezemo polimere,

surfaktante ali disperzante, ki zagotovijo stericno oviro, da delci ne pridejo v

medsebojni kontakt (slika 11), in
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» elektrostatska stabilizacija, pri kateri lahko povr§ino delcev obdelamo na tak nacin,
da v disperzijo dodamo elektrostatsko nabite kemijske skupine, ki zagotavljajo
elektrostatski odboj med delci. To isto lahko doseZemo tudi z uravnavanjem pH

vrednosti (slika 12) (Shaw, 1992).

K @

Sliki 11 (levo) in 12 (desno): Stericno (na levi) in elektrostatsko stabilizirani delci (na desni)

2.4 UPORABA MAGNETNIH NANODELCEV V BIOLOGII IN BIOKEMIJI

Se preden se je uporaba magnetnih nano- in mikrodelcev razgirila na podro&je medicine in
njenih panog, so se magnetni delci (MD) uporabljali v bioloskih sistemih in-vitro. Tako so
nastale Stevilne metode za detekcijo, kvantifikacijo, separacijo in izolacijo bioloskih
objektov, kot so razne evkariontske celice, bakterije, virusi in najrazli¢nejSe biomolekule
(proteini, nukleinske kisline ...). Te metode nastajajo in se izpopolnjujejo Se danes.
Podrocje uporabe MD v biologiji (v SirSem pomenu) je postalo obsezno in obetajoce, saj

nudi nova znanja in uporabo v medicini (v SirSem pomenu).

Na svetovnem trgu je mogoce najti mnogo podjetij, kot na primer: Dynal Inc., Bangs
Laboratories, Promega, Advanced Magnetics Inc., CPG Inc., Cortex Biochem, Ferro Tec,
FeRx Inc., Veridex LLC, Miltenyi Biotec GmbH, Seradyn Inc., Spherotech Inc. in

Chemicell GmbH, ki se ukvarjajo s sintezo in funkcionalizacijo magnetnih nano- in

D%
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ali gensko terapijo. V svoji ponudbi imajo razlicno funkcionalizirane MD (nano- in
mikrometrske velikosti), s katerimi se lahko veZejo specificne evkariontske celice,
bakterije, virusi, proteini in nukleinske kisline. Nekatera med njimi ponujajo tudi
tehnologijo za separacijo, detekcijo in informacijsko obdelavo rezultatov uporabe

pripravljenih delcev.

MND so se izkazali kot uCinkovito orodje za izboljSanje transfekcije celic v celi¢nih
kulturah. Trenutno so na trziS¢u prisotni nanodelci Magnetofection™, ki so
funkcionalizirani tako, da lahko veZejo biomolekule, kot so plazmidna DNK,
oligonukleotidi, siRNA in virusi, in omogocajo transfekcijo v celi¢ne kulture (slika 13). V
primerjavi s standardnimi metodami povecajo stopnjo transfekcije, skrajSajo inkubacijske
case in zmanjSajo koli¢ine uporabljenih reagentov. Jedra teh nanodelcev predstavljajo

Zelezo-oksidni kristali, ki tvorijo feritne magnetne nanodelce velikosti med 50 in 200 nm

(Chemicell GmbH, Magnetofection).

nukleinslka kislina —
ali virus § 00%0 Magnetofaction™ . magnet
' 000\

magnetni nanodelci ™73

ke
=]

kompleks magnetnih nanodelcev
in nukleinske kisline

celitna kultura

l © magnetna ploiéta
- e
."."'

Slika 13: Shema poteka magnetofekcije, kjer s pomocjo funkcionaliziranih MND lahko vezemo biomolekule,

inkuhacija 15

kot so plazmidna DNK, oligonukleotidi, siRNK in virusi, ter omogoc¢imo transfekcijo v celi¢ne kulture

(Chemicell GmbH, Magnetofection)
Pomembno podrocje uporabe magnetnih nanodelcev je separacija bioloskih objektov in

raznih biomolekul. Separacija biomolekul s pomocjo magnetne sile ni tako nedavna

iznajdba. V zacetku so bili v uporabi MD mikrometrskih dimenzij, kasneje pa tudi MD
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nanometrskih dimenzij. Avtorji so v zacetku na MD vezali bakterije, evkariontske celice in
viruse posredno z vezavo specificnih protiteles, ta pa so bila neposredno vezana na
povrSino MD brez uporabe povezovalca ali kakrSnekoli druge vezne plasti (Giaver, 1976).
Pri kasnejsih avtorjih lahko zasledimo uporabo naravnega ali sinteticnega polimera, ki ima
afiniteto do primernega posrednika (npr. protein A — membranski protein, izoliran iz
bakterije Staphylococcus aureus), ki nato veZe Zeleni bioloski objekt (Senyei in Widder,
1980). Uporaba proteina A, kot posrednika pri vezavi raznih protiteles, je sploS$no
razSirjena, saj gre za majhen, trpeZen in zelo uporaben protein, ki usmerjeno veze
protitelesa, tako da slednja ostanejo aktivna in lahko neovirano veZejo antigen (Giaver,
1976, Kakita s sod., 1993). Poleg proteina A se za posrednika lahko uporablja tudi vrsta
drugih molekul, ki se veZejo direktno na povr§ino MD in delujejo kot povezovalec za

vezavo bioloskih objektov, kot na primer protein aneksin (Halbreich s sod., 1997).

Nedavne Studije kaZejo na to, da je za loCevanje biomolekul mozZno uporabiti mikrosfere,
ki imajo jedro iz naravnega ali sintetiCnega polimera, proteina, stekla, keramike ali
keramicnega oksida. Sledita funkcionalni sloj in zas€itni sloj iz oksidov aluminija, titana,
silicija, magnezija ali cirkonija. Te mikrosfere je moZno tudi barvno ali radioaktivno
oznaciti z uporabo razli¢nih barvil ali radioaktivnih izotopov, ki se veZejo neposredno na
jedro mikrosfere. Na ta nacin pripravljene mikrosfere so uporabne tudi za in-vivo

aplikacije (Oldfield s sod., 2006).

Za izolacijo biomolekul lahko sluZijo tudi agregati MND (Perez s sod., 2002). Na ta nacin
lahko ugotavljamo prisotnost na primer proteinaz in peroksidaz v bioloskih vzorcih. Pri
tem je na MND vezan substrat, ki ob prisotnosti encimov (proteinaze in peroksidaze)
spremeni strukturo in povzroc€i aglomeriranje in posedanje MND v suspenziji (Josephson s

sod., 2005).

Za separacijo in kvantifikacijo biomolekul lahko sluzijo tudi razne oblike gelov, katerih
sestavni del so MD. V vecini primerov se za takSne aplikacije uporabljajo MD mikronske

velikosti (Avrameas in Guesdon, 1980 in Gombinski 2001).

22



Novak P. Sinteza in funkcionalizacija superparamagnetnih nanodelcev za bioloske aplikacije.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

2.5 UPORABA MAGNETNIH NANODELCEV V MEDICINI

V najpreprostejSi obliki so MND, ki se uporabljajo v biomedicini, sestavljeni iz
anorganskega jedra in biokompatibilne prevleke, njihova nadaljnja povrSinska obdelava pa
omogoca interakcije s specificnimi ligandi. TakSna sestava omogoca simultano
multifunkcijsko delovanje nanodelcev. MND omogocajo revolucionarne spremembe na
podro¢ju klinicne diagnostike in metod zdravljenja. Podroc¢je uporabe MND, ki najvec
obljublja, je razvoj kontrastnih sredstev za slikanje z magnetno resonanco (MRI), za kar so
najbolj uporabni superparamagnetni nanodelci iz Zelezovih oksidov, ki se na tem podrocju
uporabljajo in razvijajo Ze ve¢ kot 20 let. Danes so na trziscu Stevilna MRI kontrastna

sredstva na osnovi nanodelcev, ki se veZejo na specifi¢na tkiva v telesu in med drugim

omogocajo vizualizacijo tar¢nega tkiva (Sun s sod., 2008).

V nasprotju s klasi¢nimi citostatiki se MND lahko sistemsko razporejajo po telesu. Z
uporabo magnetnega polja in specificnih tarénih biomarkerjevn MND predstavljajo
dragoceno orodje, ki ga lahko upravljamo na daljavo, obenem pa omogocajo lokalizirano

delovanje v majhnih koli¢inah, kar bistveno zmanj$a stranske u¢inke (Sun s sod., 2008).

Eden izmed problemov uporabe MND in-vivo je povezan z aktivnostjo
retikuloendotelialnega sistema (RES), ki je del imunskega sistema in prepozna MND kot
tujek v organizmu ter ga zato odstrani, Se preden ta doseze svoj cilj. Drugi problem je
prehajanje skozi membrane in tkiva na meji med krvnim obtokom in tar¢nim tkivom (to Se
posebej velja za moZgane). RazseZnost obeh problemov je predvsem povezana z

velikostjo, obliko, nabojem na povrsini in povrSinsko kemijo MND (Sun s sod., 2008).

Ker so MND pogosto tar¢a retikuloendotelialnega sistema, mnogo kontrastnih sredstev na
bazi MND ne doseZe Zelenega cilja. Da bi podaljSali ¢as prisotnosti tovrstnih kontrastnih
sredstev v krvnem obtoku, je moZzno MND zaobjeti z lipidnim ovojem, s ¢imer dobimo t.i.

feroliposom (Kirpotin s sod., 1995).
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MND nove generacije, ki so namenjeni uporabi za MRI ali kot prenasalci terapevtskih
ucinkovin, vsebujejo izboljSana nanokristalini¢na jedra, povrSinske prevleke in

funkcionalne ligande za boljSo detekcijo, obstojnost in taréno delovanje (Sun s sod., 2008).

2.5.1 Uporaba magnetnih nanodelcev v diagnosti¢cne namene

MND je mozno funkcionalizirati tudi tako, da so kot kontrastna sredstva uporabni za
razlicne diagnosticne postopke, kot so rentgen (X-Zarki), MRI in ultrazvok, tovrstna

kontrastna sredstva pa so uporabna tudi v nuklearni medicini (Klaveness s sod., 2000).

MND se v medicini lahko uporabljajo kot kontrastna sredstva pri MRI rakavega tkiva,
obolelega tkiva pri kardiovaskularnih boleznih in detekciji raznih struktur na molekularni
ravni (slika 14). Obstaja veliko Stevilo metod za funkcionalizacijo MND za MRI. Za ta
namen je mozno na povrsino MND preko povezovalca vezati razlicne biomolekule, kot so:
polisaharidi, oligosaharidi ali njihovi derivati (dekstran, $krob, celuloza), proteini ali
njihovi derivati (albumin), sinteti¢ni polimeri (polivinilpirolidon) ali bifunkcionalna
ogljikova kislina (Akhtari in Engel, 2006). Funkcionalizacijske metode za uporabo pri
MRI veljajo tudi za MND s silikatno prevleko (SiO»), ki imajo pred neprevlecenimi MND
nekaj pomembnih prednosti. Ovoj iz SiO, namre¢ podaljSa Zivljenjsko dobo magnetnim
nanodelcem, saj prepreCuje kemijsko razpadanje jedra, dodatno preprecuje aglomeracijo
delcev, ustvarja inertnost delca do okolja, je biokompatibilen, saj je po strukturi najbolj
podoben steklu, obenem pa predstavlja ucinkovit posrednik za vezavo mnogih

funkcionalnih molekul (Tan s sod., 2003).
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Slika 14: Instrument za magnetno resonanc¢no slikanje (Good Shepherd)

Danes so v znanosti zelo popularne raziskave uporabnosti razlicnih MND na podrocju
odkrivanja, diagnosticiranja in zdravljenja razli¢nih oblik tumorjev. Velik napredek je bil
storjen pri odkrivanju raka jeter (sliki 15 in 16), kjer lahko zaznamo Ze 2-3 mm velike
rakave tvorbe (Semelka in Helmberger, 2001). Prav tako lahko z MND v kombinaciji z
MRI odkrijemo 5-10 mm velike metastaze v limfnih vozlih (Harisinghani s sod., 2003).
Na ta nacin se je poveCala moZnost za odkrivanje raka prostate, prsi in debelega Crevesa,
katerih zasevke, v eni izmed razvojnih faz, najdemo v limfnem sistemu (Harisinghani in
Weissleder, 2004). Nadalje so MND uporabni za odkrivanje in oceno volumna moZganskih

tumorjev (Enochs s sod., 1999 in Neuwelt s sod., 2004).
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Sliki 15 in 16: Primer uporabe MND za odkrivanje zgodnjih stadijev raka jeter. S pus¢icami so oznacene
zgo$¢ine MND, ki vezani na tumorsko tkivo sluZijo kot kontrastna sredstva za MRI (Semelka in Helmberger,

2001: 31)

Vse bolj se kazejo moznosti za uporabo MND na podro¢ju MRI za odkrivanje poskodb
miokardija, ateroskleroze in drugih vaskularnih obolenj (Sosnovik s sod., 2007 in Wickline
s sod., 2007). Nedavna Studija je razkrila obstoj 30-ih novih druzin peptidov, ki se dobro
vezejo na poskodovano tkivo zaradi delovanja ateroskleroze in bi v kombinaciji z MND

lahko predstavljali pomemben napredek na podro¢ju MRI (Kelly s sod., 2006).

Pri MRI na molekularni ravni gre za obcutljiv in specifi¢ni monitoring kljuénih tar¢nih
molekul in odziva gostiteljske celice nanje. Na ta nacin lahko proucujemo zgodnje
dogodke pri karcinogenezi, opazujemo celi¢ni transport, encimsko aktivnost in sosledje
dogodkov pri programirani celicni smrti. S kombiniranjem novih MRI tehnik, ki temeljijo
na uporabi MND in molekularne ter celicne biologije, je mozno hitrejSe odkrivanje raznih
bolezni, individualno zdravljenje in razvoj novih zdravil (Weissleder in Mahmood, 2001 in

Weissleder, 2006).

Uporaba MND je mozna tudi pri oznaCevanju in koncentriranju Zelenih krvnih celic in
drugih elementov krvi, pri cemer je prav tako moZna uporaba magnetnih delcev mikronske
velikosti. V krvnih bankah je pred shranjevanjem krvi potrebno opraviti Stevilne teste,
katere bi bilo moZno nadomestiti s primerno funkcionaliziranimi magnetnimi nano- in

mikrodelci (Graham s sod., 2007).
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2.5.2 Uporaba magnetnih nanodelcev v terapevtske namene

Glavni problem vecine kemoterapevtskih sredstev je njihova relativna nespecifi¢nost in
posledi¢ni stranski u¢inki na zdravem tkivu. Enako velja za obsevanje z y-Zarki, saj se ta
oblika zdravljenja uporablja zgolj zato, ker ima mocno negativen vpliv predvsem na hitro
delece se celice, kakrSne so tumorske celice. Da bi zaobsli ta problem, pri uporabi MND
lokaliziramo njihovo prisotnost v dolo¢enem delu teles s pomoc¢jo zunanjega magnetnega
polja. Ko na povrS§ino MND veZemo terapevtsko u€inkovino, lahko ti nanodelci sluzijo za
prenos te ucinkovine do obolelega tkiva. Ker je razmerje med povrS§ino in volumnom
sferi¢nih delcev nanometrske velikosti v prid povrsini, lahko na posamezni MND veZemo
veliko Stevilo molekul terapevtskega sredstva. Zaradi magnetnih lastnosti, ki jih ti delci
posedujejo, lahko spremljamo potovanje terapevtske ucinkovine do tar¢nega mesta s
pomoc¢jo MRI (Kohler s sod., 2005). V sploSnem to pomeni intravenozni vnos MND z
vezano citotoksi¢no ucinkovino in koncentriranje MND v okolici obolelega tkiva s
pomocjo zunanjega magnetnega polja. Ta sploSna metoda pa v mnogih primerih naleti na
oviro, ki je povezana s fizikalno-kemicnimi parametri MND, jakostjo magnetnega polja,
globino, na kateri se nahaja taréno tkivo v telesu, pretokom krvi in koli¢ino MND v
krvnem obtoku (Dobson, 2006b in Neuberger s sod., 2005). Kljub omenjenim oviram
novejSa Studija na zajcih, ki jo je izvedel Alexiou s sodelavci z nekoliko modificiranim
pristopom, kaZe na to, da je uporaba MND kljub vsemu upravicena, saj je tumor na zadnjih
okoncinah zajcev iz te Studije izginil po 35-ih dneh od zacetka zdravljenja (Alexiou s sod.,

2006).

Na povrS§ino MND je moZno vezati Stevilna tradicionalna terapevtska sredstva, kot so
etoposid, doksorubicin, metotreksat, cisplatin in gemcitabin za zdravljenje raznih obolenj,
od revmatoidnega artritisa do malignih oblik tumorjev prostate in prsi (Schulze s sod.,

2005, Jain s sod., 2005 in Kohler s sod., 2005).

S pomocjo MND je moZno v organizem vnasati tudi razlicne molekule DNK in RNK za
gensko terapijo (slika 17), vendar so se tu v zaCetku pojavili Stevilni problemi zaradi
kratkoZivosti tako funkcionaliziranih MND v krvnem obtoku, nespecificnosti delovanja in

slabega prenosa preko bioloskih membran (Brigger s sod., 2002 in Juliano s sod., 1999). V
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kasnejsih Studijah so mnogi te probleme uspesno resili in razvili posebno tehniko prenosa

dednega materiala s pomoc¢jo MND, imenovano magnetofekcija (Dobson, 2006a).

y

Slika 17: Slikovno vodeno vstavljanje vektorja z vezanim p53 genom za gensko terapijo pri zdravljenju
pljucnega raka. Puscica kaze na obolelo tkivo, kamor so s pomocjo igle vstavili MND z vezanim p53 genom

(Weissledeer in Mahmood, 2001: 321)

V smislu tar¢nega vnosa se lahko kot terapevtska ucinkovina uporabljajo tudi razni

proteini, kot je Herceptin™ (znan tudi kot trastuzumab) (Huh s sod., 2005).

Med nove metode na podro¢ju zdravljenja raka s pomocjo MND lahko Stejemo tudi
metode z magnetno hipertermijo, kjer izkori§¢amo lastnost paramagnetnih materialov, da
se segrejejo pod vplivom zunanjega magnetnega polja. Kirpotin s sodelavci je pripravil
kombinirane magnetne nanodelce povpre¢ne velikosti med 15 in 30 nm, sestavljene iz
maghemita (y-Fe,O3) in polimera dekstrana, ki jih je funkcionaliziral z vezavo kemijskih
sredstev za zdravljenje raka. Tako pripravljene nanodelce so oblekli z lipidnim ovojem, da
je nastal feroliposom. Na povr$ino feroliposomov so vezali protitelesa, ki so omogocala
koncentriranje feroliposomov v bliZini tumorskega tkiva. Zaradi daljSe obstojnosti
feroliposomov v krvnem obtoku je obstajala vecja verjetnost, da se bo v bliZini tumorskega

tkiva skoncentriralo vecje Stevilo funkcionaliziranih MND. Ob indukciji hipertermije z

28



Novak P. Sinteza in funkcionalizacija superparamagnetnih nanodelcev za bioloske aplikacije.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

zunanjim magnetnim poljem so se MND segreli, s ¢imer se je zaradi poviSane temperature
porusila struktura liposoma. Ob tem so se funkcionalizirani MND sprostili, specifi¢no

vezali na tumorske celice in jih zaradi termi¢nega vpliva unicili (Kirpotin s sod., 1995).

2.6 ANALIZNI INSTRUMENTI IN METODE
2.6.1 Merjenje magnetnih lastnosti materialov

Princip delovanja magnetometra je shematsko prikazan na sliki 18. Poglavitni namen teh
meritev je bil primerjati magnetne lastnosti vzorcev z razliénim nanosom silanov, saj je

znano, da z ve¢anjem debeline nanosa (npr. silikata) upada magnetizacija nanodelcev.

Rodno popravljan)e poloZaja

| vZOREC | 4———— |Elekiromagnet

Hallowva Cptitm

sonda SENZOr Mferilnile I

Bipolarni encsmerni

[ Mlilr oradunalnile I —- tolown vir

(0 do £ 210 A)

Slika 18: Shematski prikaz delovanja magnetometra DSM-10 VOLTREG 1,4 (Kosak, 2006: 66)
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Magnetometer sestavljajo naslednji elementi:

mehanski del oziroma merilna glava (Drusch),
kontrolna enota, ki sestoji iz racunalnika in vmesne enote (Manics),
merilec magnetne gostote s Hall-ovo sondo (Bruker),

kriostat (TBT) s kontrolerjem (Oxford),

YV V V V V

pec (Manics) s kontrolerjem (Eurotherm).

Sistem je zasnovan tako, da lahko meritve opravimo v vakuumu ali ob pretoku razlicnih
plinov v Sirokem temperaturnem obmocju (1,5-1050 K). Meritev temelji na principu
nicelne pozicije vzorca, meri se torej odmik od zacetne lege. Vzorec v kvar¢nem ali
teflonskem lon¢ku (V ~ 0,6 cm’) je pritrjen na konec toge steklene palice dolzine 1 m, ki je
izpostavljena nehomogenemu magnetnemu polju. Gradient tega polja je pravokoten na os
nosilca vzorca, tako da si sila magnetnega polja prizadeva potisniti vzorec stran od zacetne
lege. Odvisno od narave vzorca (feromagnetna, paramagnetna ali diamagnetna), vrste
vzorca (maghemit, magnetit, Co-ferit, ...) in koli¢ine samega vzorca v loncku je ta odmik
v smeri zunanje magnetne sile lahko razlicno velik. Merjeni signal je premosorazmeren
kompenzacijski sili, ki vzdrzuje drog z nosilcem v nicelni legi in je nasprotno enaka sili, ki
povzroca odmik od nicelne lege, to je magnetizaciji vzorca. V procesu meritve aparatura
povecuje nehomogeno magnetno polje v merilnem obmocju vzorca, tako da se ta
namagneti in odmakne od nicelne lege. Nato postopek ponovi z zmanjSevanjem tega polja,
dokler vzorec (Ce gre za paramagnetne nanodelce) ne kaZze nobenih magnetnih lastnosti,
kar sovpada z nicelno lego vzorca. Maksimalni odmik ozancujemo z M; in ustreza
specifi¢ni magnetizaciji vzorca, ki smo jo v nasem primeru smatrali kar za magnetizacijo
merjenih vzorcev. Med meritvijo pa lahko izmerimo Se koercitivnost in remanenco za
merjeni vzorec. Vzorec za merjenje magnetnih lastnosti obicajno tehta le nekaj mg in je

lahko v teko¢i ali trdni obliki (KoSak, 2006).
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2.6.2 Rentgenska praskovna difrakcija (XRD)

Ta metoda je namenjena karakterizaciji materialov in je pogosto v uporabi v geologiji za
rutinsko identifikacijo mineralov. S to metodo lahko dolo¢imo: osnovno fazno sestavo

minerala, stopnjo kristalini¢nosti in stopnjo hidratacije (Flohr, 1997).

Amorfnih materialov s tem instrumentom ne moremo meriti. Kristalini¢ni materiali imajo
specificno urejeno ponavljajoco 3D-strukturo, ki jo definirajo enakomerno razporejeni
atomi v vseh treh prostorskih ravninah kristalne reSetke. Kristalna resetka je osnovna celica
kristala in je definirana z razporedom atomov ali skupin atomov (kristalnih vozliS¢) v
prostorskem koordinatnem sistemu. Tako razporeditev atomov imajo vsi minerali, na enak
nacin pa je urejeno tudi jedro magnetnih nanodelcev, ki smo jih uporabljali. Po obliki
kristalne reSetke le-te lahko razdelimo v 14 Bravaisovih ali prostorskih mreZz, ki jih lahko

zdruzimo v 7 natan¢no definiranih skupin (slika 19) (Flohr, 1997).

a # 90°
af,y#90° B,y=90° ,ipe.
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Slika 19: 7 skupin Bravaisovih kristalnih reSetk, ki se med seboj razlikujejo po poloZaju oglis¢, kar zajema

v
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Instrument uporablja natan¢no fokusirano rentgensko (X) Zarcenje. Ko rentgenski Zarek
interagira z ravninami atomov Bravaisove kristalne reSetke, se del Zarka absorbira na
vzorcu, del se odbije in razprsi, del pa se specificno ukloni odvisno od elementarne
strukture in oblike kristalne reSetke. Instrument za rentgensko praskovno difrakcijo vsebuje
dobro zatesnjeno vakuumsko cev, v kateri se generira rentgenski Zarek. Vedji, kot je tok, ki
teCe skozi filament v cevi, vecje je Stevilo emitiranih elektronov, ki potujejo do bakrenega
filtra (lahko tudi nikljev filter), ki nato producira rentgenske Zarke. V ta namen se
uporabljajo veliki tokovi od 15 do 60 kV. Rentgenski Zarek je nato usmerjen na
preiskovani vzorec, ki ga je predhodno potrebno zmleti na delce, manjSe od 10 pum.
Detektor nato zazna uklonjene Zarke z vzorca in signal s pomocjo mikroprocesorja pretvori
v Stevno vrednost. S spreminjanjem kota med izvorom rentgenskih Zarkov, preiskovanim
vzorcem in detektorjem dobimo spekter, ki ustreza preiskovanemu vzorcu. Ko rentgenski
zarek zadane preiskovani vzorec in se specifi€no ukloni, lahko iz uklonskega kota z
uporabo Braggovega zakona (enaCba 4) izraCunamo razdaljo med ravninami kristalne

resetke (d) (Flohr, 1997).

ni=2dsin 0 . (@)

V tej enacbi n (ki je celo Stevilo) predstavlja urejenost uklonskega Zarka, A je valovna
dolzina vpadnega rentgenskega Zarka, d je mreZna konstanta kristala, ki predstavlja
razdaljo med ravninami atomov v kristalni reSetki, in 4 je kot, pod katerim vpadni

rentgenski Zarek pada na preucevani vzorec.

Glede na to, da poznamo valovno dolZino vpadnega rentgenskega Zarka (4) in lahko
izmerimo kot, pod katerim vpadni rentgenski Zarek pada na preucevani vzorec (), lahko
izratunamo razdaljo med ravninami atomov v kristalni reSetki (d). Vsak kristal ima
specifien d (mreZno konstanto) pri natan¢no definiranem rentgenskem Zarku (4 in 6), kar

omogoca meritev tega instrumenta (Flohr, 1997).
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2.6.3 Rentgenska fluorescencna spektrometrija (XRF)

Rentgenska spektrometrija temelji na vzbujanju atoma s hitrimi elektroni ali z
rentgenskimi Zarki ter na nastanku novega karakteristicnega ZarcCenja. Pri rentgenski
fluorescencni spektrometriji obsevamo preiskovani vzorec s primarnim rentgenskim
Zarkom iz rentgenske cevi ter merimo valovno dolZino in intenziteto sekundarnega

sevanja, ki je znacilno za element v vzorcu (Veber, zapiski).

Rentgenski 7arki so del elektromagnetskega spektra med 0,1 in 100 A, v rentgenski
fluorescenci delamo predvsem z zarki dolzine 0,1-15 A. Ce obsevamo atome elementa s
pospeSenimi elektroni, ¢-delci ali fotoni, lahko vzbudimo elektrone notranjih elektronskih
orbital. Praznina na teh orbitalah se nemudoma zapolni s prehodom elektronov z
energetsko visjih nivojev. Posledica teh prehodov je emisija karakteristicne rentgenske
svetlobe, katere energija ustreza energetskim razlikam posameznih elektronskih stanj

(Veber, zapiski).

Sevanje pri tej tehniki izvira v rentgenski cevi, ki sestoji iz katode (obicajno volframova
Zica), anode (navadno iz kroma, molibdena, volframa, zlata ali srebra) in okna, kjer nastali
rentgenski Zarki izstopajo (slika 20). Katodo segrevamo z elektricnim tokom, nastale
elektrone, ki izstopajo iz Zice, pa pospeSimo vzdolZ cevi z napetostno razliko med Zico in

anodo (Veber, zapiski).
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Slika 20: Shema rentgenske cevi, kakrSno uporabljamo pri rentgenski fluorescencni spektrometriji. X-zarki

potujejo od katode, proti anodi in nato skozi okno rentgenske cevi proti vzorcu (Veber, zapiski: 4)

Opti¢no ureditev spektrometra za rentgensko fluorescenco kaze slika 21. Kontinuirano
rentgensko sevanje iz rentgenske cevi pada na vzorec (pod kotom 60°), v katerem vzbudi
sekundarno rentgensko sevanje. To polikromatsko fluorescencno sevanje se razsirja v vseh
smereh, del tega sevanja (kot = 30°) prehaja kolimator in pada na analizatorski kristal, ki
lo¢i doloceno valovno dolzino. Z detektorjem merimo intenziteto monokromatskega
sevanja. Lego detektorja doloimo s pomocjo preciznega goniometra, ki je usmerjen v
difrakcijskih kotih 0. Difrakcijski kot 0 je merilo za valovno dolZino karakteristi¢ne Crte,
t.j. valovno dolZino, ki je posledica elektronskih vzbujanj. Elektri¢ni signal iz detektorja
ojacamo z ustrezno elektroniko. Opti¢na pot spektrometra mora biti pri doloCevanju lahkih

elementov (z manj kot 20 elektroni na orbitalah) v vakuumu (Veber, zapiski).
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Slika 21: Geometrija rentgenskega spektrometra z ravnim kristalom (Veber, zapiski: 7)

Rentgensko sevanje analiziramo s pomocjo uklona na kristalu. Iz Braggovega zakona
(enacba 4) sledi, da je teoreti¢na vrednost valovne dolZine, ki jo Se lahko zajamemo s
kristalom, dolo¢ena z mreZzno konstanto kristala (d)in znaSa 2d (v praksi 1,9d). Za
merjenje sekundarnega sevanja lahkih elementov rabimo zato kristale z dobro locljivostjo,
torej majhnimi d. Izbirati moramo tudi med kristali razlicnih refleksijskih lastnosti.

Spektrometri imajo zato 1-5 kristalov (Veber, zapiski).

Razen instrumentov, pri katerih analiziramo rentgensko sevanje spomocjo kristalov,
uporabljamo tudi energijsko disperzijske rentgenske spektrometre, pri katerih lo¢ujemo
razlicne valovne dolZine sekundarnih X-Zarkov s pomocjo detektorja in ustrezne
elektronike. Geometrija le-teh je preprostejSa, sajne vkljucujejo goniometrskega dela.
Zaradi krajSe poti doseze vzorec tudi do 100-krat ve¢ primarnega sevanja, zato pri teh
instrumentih lahko kot izvor uporabimo S$ibkejSe izvore X-Zarkov (niZje energetska
rentgenska cev ali radioaktivni izotopi). Shema takega instrumenta je prikazana na sliki 22

(Veber, zapiski).
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Slika 22: Shema energijsko disperzijskega spektrometra (Veber, zapiski: 9)

2.6.4 Presevna elektronska mikroskopija (TEM)

Razlog za uporabo elektronske mikroskopije leZi v omejitvah, ki jih ima svetlobni
mikroskop. Valovna dolZina vidne svetlobe namre¢ doloca manjSo locljivost, kot jo
omogoca elektronski mikroskop, ki ima razli¢no mocan snop elektronov za vir sevanja. Vir
teh elektronov je filament, ki oddaja elektrone medtem, ko skozenj teCe tok z visoko
napetostjo. Energija elektronskega Zarka se pri danaSnjih elektronskih mikroskopih v
povprecju giblje med 100 000 in 400 000 eV. Ta Zarek nato potuje skozi vakuum v kolono
elektronskega mikroskopa, kjer ga zbere sistem le¢. Za razliko od steklenih le¢ pri
svetlobnem mikroskopu se pri elektronskem uporabljajo elektromagnetne lece, ki zberejo
elektrone v izredno tanek snop. Ta nato potuje skozi preucevani vzorec, ki ga nanesemo na
posebno mrezico, vpeto v nosilec. Elektroni, ki uspejo priti skozi vzorec ali prostor okoli
vzorca, zadanejo flourescenten zaslon na skrajnem spodnjem delu elektronskega
mikroskopa in na njem proizvedejo sliko. Temni deli slike (sence) so gostej$i deli vzorca,
saj ti prepustijo manj elektronov Zarka skozi vzorec. Bolj natan¢no, gre za razlike v
elektronski gostoti vzorca, ki je odvisna od vsebnosti elementov z ve¢jim Stevilom
elektronov (vec¢je atomsko Stevilo). Elektronsko bolj gosti deli vzorca puscajo na

fluorescentnem zaslonu temnejSe sence. Usoda elektronov Zarka pa ni le absorpcija v
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vzorcu in prehod skozi vzorec ter absorpcija na fluorescentnem zaslonu. Veliko Stevilo
elektronov se od vzorca tudi odbije ali pretvori v drugo obliko energije in izseva s povrsine
vzorca v obliki sekundarnih elektronov, karakteristicnih X-Zarkov, vidne svetlobe,
razprSenih elektronov (BSE) in Auger elektronov. Tudi vsi elektroni, ki pridejo skozi
vzorec, ne doseZejo fluorescentnega zaslona, pa¢ pa se razprSijo v obliki elasti¢no in
neelasti¢no razprSenih elektronov ter zavornega sevanja X-zarkov. Za produkcijo slike pa
s0, kot Ze receno, pomembni le elektroni, ki pridejo skozi vzorec in se pri tem ne razprsijo

(Williams in Carter, 1996a).

Na presevni elektronski mikroskop je moZzno prikljuciti tudi nekaj pomembnih
instrumentov za slikanje in karakterizacijo vzorca na mreZici. Za prevod v elektronsko
obliko slike se pogosto uporablja CCD kamera, katero lahko vstavimo pred fluorescentni
zaslon. Za karakterizacijo vzorca pa se uporabljajo razli¢ne oblike spektrometrije, kot sta

EDS in spektrometer za merjenje X-zarkov (Williams in Carter, 1996a).

2.6.5 Energijska disperzijska analiza X-Zarkov (EDS)

Energijski disperzijski analizator Zarkov X (EDS) je instrument, ki deluje v tesni povezavi
z elektronskim mikroskopom. Rezultat meritve s tem instrumentom je spekter, ki prikazuje
odvisnost med Steviléno distribucijo X-Zarkov (pogosto poenostavljeno kot intenziteta X-
zarkov) in energijo le-teh. Obstajata dva tipa X-Zarkov. Prvi so karakteristi¢ni X-Zarki, ki
nastanejo, ko elektroni ionizirajo atome v vzorcu in ti izsevajo energijo v obliki X-zZarkov,
ki je karakteristicna za natanko doloCen atom. Drugi pa so X-Zarki zavornega sevanja, ki
nastanejo, ko jedra atomov v vzorcu upocasnijo elektrone v elektronskem snopu. Prej

omenjeni spekter je rezultat obeh tipov X-Zarkov (Williams in Carter, 1996b).

EDS analizator je sestavljen iz treh pomembnih delov: detektorja, procesne elektronike in
predvajalnika. Detektor zaznava X-Zarke in jih pretvarja v signal v obliki napetosti,
procesna elektronika najprej ojaca te signale in jih nato analizira, MCA predvajalnik pa te

ojacane in analizirane signale vizualizira na zaslonu (Williams in Carter, 1996b).
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2.6.6 Merjenje specifi¢ne povrSine vzorcev po metodi BET

Dolocevanje specificne povrSine z metodo BET je osnovano na fizikalni adsorpciji in
kapilarni kondenzaciji inertnega plina na povrsSino vzorca. Specificna povrsina je povrsina
delcev na enoto mase ali prostornine materiala, zato je izraZena v m2/g ali m*cm’. Meritev
poteka tako, da v bucko natan¢no natehtamo vzorec in jo vpnemo Vv instrument. Instrument
zatem avtomatsko potopi vse vpete buCke (pri nasem instrumentu so tri) v posodo s
teko¢im dusSikom, da se prostornina bucke skupaj z vzorcem ohladi na kriogeno
temperaturo, in pri¢ne z meritvijo. Instrument nato v bucko dovaja natancno doloc¢eno
koli¢ino inertnega plina, ki se nato adsorbira na povrsino vzorca. Dodatek plina je vedno
vecji, pri cemer je tlak natan¢no izmerjen, na povrsini vzorca pa se adsorbira vedno vec
molekul plina. Izmerjeni tlak ob ravnoteZju se nato primerja s tlakom ob nasicenju, njuno
relativno razmerje pa se beleZzi v odvisnosti od adsorbiranega plina na vzorcu. Med
procesom adsorpcije se veca debelina adsorbiranega filma. Najprej se zapolnijo najmanjse
pore na povrSini materiala, nato se popolnoma prekrije vsa povrSina vzorca in na koncu se
zapolnijo Se najvecje pore v procesu kapilarne kondenzacije. Ko instrument doseze
maksimalen tlak in so vse povrSine vzorca prekrite z molekulami plina, se postopek ponovi
v obratnem vrstnem redu, pri ¢emer gre za zniZevanje tlaka inertnega plina in desorpcijo
plina s povrSine vzorca. Krivulji, ki jih dobimo na ta nacin, opisujejo adsorpcijsko-
desorpcijske izoterme, katerih analiza nam daje informacije o povrSini in poroznosti

vzor¢nega materiala. Podlaga meritev je enacba metode BET:

P 1 +(P/PS)(C—1)
V.(P-P) V.C V.C

. (5)

V tej enacbi je V, volumen adsorbiranega plina, V,, volumen monoplasti adsorbiranega
plina, P parcialni tlak adsorbata, Ps nasiceni parni tlak adsorbata pri eksperimentalni

temperaturi in C je konstanta, katere pribliZzek lahko izraCcunamo s slede€im izrazom:

AH, - AHp ]

C = exp [
RT . (6)
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kjer sta AH4 toplota adsorpcije monoplasti inertnega plina na povrsino delcev in AHL
toplota kondenzacije plina vsake naslednje adsorbirane plasti.

IzraCun specificne povrSine materiala v vzorcu pa poteka po sledeci enacbi:

NanAm
S="tamm .. (7
anlmS

V tej enacbi je N, Avogadrovo Stevilo (6 x 10> at/mol), An, povrsina adsorbirane molekule
(16,2 x 10 m? za N3), Vol volumen mola plina pri normalnih pogojih (22,4 1/mol) in mj

masa vzorca (Kosak, 2006).

Ker nas v primeru meritev na MND pogosto zanima podatek o velikosti nanodelcev v
vzorcu, lahko iz podatka o specifi¢ni povrSini vzorca (S) izraCunamo povprecno velikost
nanodelcev v vzorcu (dggr). Poleg znanih podatkov potrebujemo le Se podatek o gostoti

materiala, ki ga merimo, v tem primeru gostota MND, da lahko predpostavimo:

dggT = 6/ pS (8)

kjer je p gostota merjenega materiala in S specifi¢na povrSina tega materiala, izmerjena po

metodi BET.

TriStar 3000 analizator je optimiziran za uporabo duSika, v sploSnem pa je moZno
uporabljati tudi druge inertne pline (argon, kripton). Pred vsako meritvijo je treba vzorec v
bucki posusiti, da se odstrani vsa vlaga, s pomocjo instrumenta FlowPrep 060 — Sample
Degas System (slika 23), ki omogoca istoCasno segrevanje in prepihovanje vzorca z

dusikom ali drugim inertnim plinom (Kosak, 2006).
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Slika 23: FlowPrep 060 — Sample Degas System, ki omogoca istocasno segrevanje in prepihovanje vzorca z

dusikom ali drugim inertnim plinom. S tem instrumentom vzorec pripravimo za meritve specificne povr§ine

2.6.7 Diferencialna vrsticna kalorimerija (DSC)

Ta metoda spada med kalorimetricne metode, ki omogocajo spremljanje entalpijskih
sprememb preucevanega vzorca, ki nastanejo kot posledica fizikalno-kemijskih sprememb
vzorca med njegovim segrevanjem ali ohlajanjem. Po principu delovanja v grobem lo¢imo
dva tipa tovrstnih instrumentov, ki ju pogosto imenujemo kar DSC. Kljuc¢ni del prvega
instrumenta je grelna enota, sestavljena iz dveh loc¢enih grelcev. Na enega poloZzimo loncek
z vzorcem, na drugega pa referencni loncek (obicajno prazen). Nato grelna enota istocasno
segreva in meri temperaturo obeh lonckov, tako da med njima ni nobene temperaturne
razlike. Instrument medtem preraCunava razlike v dovedeni elektri¢ni energiji, katere
zagotavljajo enako temperaturo obeh lon¢kov. Tako lahko pridobimo nekaj informacij o

preuc¢evanem vzorcu, kot so:

» temperatura vreli§¢a vzorca ali njegovih komponent,

» temperatura taliS¢a vzorca ali njegovih komponent,
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» vrednost kalorimetri¢ne entalpije v faznem prehodu in

» entropijo v faznem prehodu (Brown, 1998).

Drugi instrument pa ima samo en grelec, na katerega sta postavljena oba loncka (vzorec in
referenca). Instrument nato med segrevanjem meri neposredno temperaturo v obeh lonckih
in preracunava temperaturne razlike med obema (slika 24). To metodo bolj strokovno

imenujemo DTA, kar pomeni diferencialna termic¢na analiza (Brown, 1998).

merilni lonéek
Z VEDrcem

referenini lonéek

loena temperaturna
senzorja

L fa, Te
e A ] M tn—aliee

Slika 24. Posnetek grelno-senzori¢ne plosée diferencialno vrsticnega kalorimetra DSC823°¢ (premer 3 cm) zg.

in shemati¢ni prerez skozi to plosco sp.

2.6.8 Termogravimetrija (TG)

Termogravimetrija (TG) je kvantitativna analizna metoda, s katero dolo¢imo spremembo
mase vzorca v odvisnosti od temperature in/ali Casa. To storimo tako, da vzorec
podvrZzemo dolo¢enemu temperaturnemu programu v vnaprej izbrani atmosferi. Obcutljiva

termotehtnica nam omogoca kontinuirano tehtanje vzorcev kot funkcijo temperature in/ali
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¢asa. Vzorec lahko segrevamo ali ohlajamo z izbrano hitrostjo ali pa ga vzdrZzujemo pri
konstantni temperaturi. Pri meritvah je pomembno, da podamo hitrost segrevanja ali
ohlajanja, ki je obi¢ajno med 5 in 10 K/min. Dobljene podatke prikazujemo v obliki TG
krivulj (Cilensek, 2002).

Na potek meritev ter natan¢nost rezultatov vplivajo instrumentalni faktorji in znacilnosti
vzorca. Med instrumentalne faktorje priStevamo: vpliv atmosfere v peci, temperaturni
program (segrevanje, ohlajanje in izoterme), oblika in velikost peci, maeterial, iz katerega
so vzor¢ni loncki, geometrija vzorcnih lonckov, poloZaj termoclena glede na vzorec,
obcutljivost termotehtnice. Znacilnosti vzorca, ki vplivajo na potek termi¢nega razkroja so:
masa, velikost delcev in nasutje vzorca ter vpliv reakcijske toplote na TG krivuljo

(Cilensek, 2002).

2.6.9 Diferencna termic¢na analiza (DTA)

Diferencialna termic¢na analiza (DTA) je dinami¢na metoda, s katero zasledujemo toplotne
efekte pri segrevanju ali ohlajanju vzorcev. Pri tej metodi merimo razliko med temperaturo
vzorca in temperaturo termicno inertnega materiala — reference (obicajno a-Al,Os3), kot
funkcijo temperature ali Casa. Razliko v temperaturi vzorca in referencnega materiala
merimo na podlagi razlike v napetosti termoclena, izraZzene v mV. PovrSina pod DTA

krivuljo je sorazmerna koli¢ini sproS¢ene oziroma porabljene toplote (Cilensek, 2002).

Fizikalne spremembe, ki jih zaznamo z DTA, so: fazni prehodi, spremembe strukture,
absorbcija in desorbcija. Med kemijske spremembe, ki jih z instrumentom zasledujemo
sodijo: oksidacija, redukcija, dehidracija, kemisorbcija, razkroj, reakcije v trdnem, reakcije

v talini in reakcije s plinsko fazo (Cilensek, 2002).

42



Novak P. Sinteza in funkcionalizacija superparamagnetnih nanodelcev za bioloske aplikacije.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

2.6.10 Analiza plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA)

Razpadne plinske produkte lahko analiziramo z ve¢ metodami, npr. z infrardeco
spektroskopijo, z masno spektroskopijo, z merjenjem volumna plinov in z merjenjem
prevodnosti plinov. Od nastetih je masna spektroskopija najbolj univerzalna metoda za

analizo razpadnih plinskih produktov (Cilensek, 2002).

Masni spektrometer je instrument, ki loCuje ione v plinski fazi in meri razmerje med maso
iona (m) in njegovim nabojem (e). Vsak masni spektrometer vsebuje Stiri funkcionalne
elemente: izvor ionov (ionizator), masni analizator za loCevanje ionov, detektor in
vakuumski sistem. Slednji zagotavlja visok vakuum, ki omogoc€a potovanje ionov od
njihovega izvora do detektorja brez trkov z drugimi ioni ali molekulami. Najpomembne;jsi
parameter masnega spektrometra je resolucija ali mo¢ razdvajanja. Teoreti¢na resolucija
masnega spektrometra je definirana kot najmanjSa razlika mas, ki jih instrument Se

razdvaja (Cilensek, 2002).

Rezultat meritev z masnim spektrometrom je masni spekter. Na ordinati je predstavljena
intenziteta posameznih ionov v odvisnosti od m/e na abscisi. Pri opazovanju masnega
spektra lahko vidimo vecje Stevilo vrhov, ki vsak zase ustreza doloCeni vrsti ionov iz
vzorca. Stevilnost vrhov je posledica velikega preseZka notranje energije, ki se spro$¢a pri
ionizaciji molekul in povzroCa fragmentacijo, preureditev ionov in podobno (Cilensek,

2002).
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3 MATERIALI IN METODE

Pri eksperimentalnem delu smo magnetne nanodelce (MND) pripravljali sami vsaki¢ znova

ter jih okarakterizirali z analiznimi metodami.

3.1 SINTEZA Z METODO SOOBARJANJA V VODNIH RAZTOPINAH IN
LASTNOSTI MAGNETNIH NANODELCEV CoFe,04

MND Co-ferita smo sintetizirali po postopku, ki je last Kolektor Nanotesla Instituta
(KoSak in Znidar§i¢, 2007a). Postopek obsega 2 koraka. V prvem se sintetizirajo sami
delci, v drugem pa se ti delci hidrostatsko stabilizirajo. Namen drugega koraka je ustvariti
naboj na povrSini delcev, ki preprecuje njihovo spontano aglomeracijo in posledi¢no

posedanje.

MND Co-ferita, pripravljeni po tej metodi, tvorijo v vodi stabilno koloidno suspenzijo. Pri
koncentrirani magnetni teko€ini opazimo posebnost in to je tvorba bodic, ki se orientirajo v
smeri magnetnega polja, ko magnetni teko€ini pribliZamo permanenten magnet. Omenjeni
magnetni nanodelci imajo namre¢ paramagnetne lastnosti, kar pomeni, da sami po sebi
nimajo magnetnih lastnosti, jih pa privzamejo, ¢e jim pribliZamo nek permanenten magnet.
Pri nekaterih drugih magnetnih tekoCinah je ta pojav Se bolj izrazit, veliko pa je odvisno

tudi od medija, v katerem poteka njegova sinteza (Kosak, 2006).

Magnetizacija koncentrirane kobalt-feritne magnetne tekocine znasa med 60 in 65 emu/g
(1 emu/g =1 Amzlkg, slednja je SI enota) (KoSak, 2006). Velikostni razred na ta nacin
sintetiziranih delcev je med 10 in 12 nm, preracunano iz podatka o povprecni specifi¢ni

povrsini delcev v vzorcu, izmerjeni po metodi BET (KoSak, 2006).
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3.1.1 Sinteza magnetnih nanodelcev Co-ferita

MND Co-ferita smo sintetizirali z metodo obarjanja 1 M vodne raztopine Zelezovega (III)
klorida (FeCl3) in 1 M vodne raztopine kobaltovega (II) klorida (CoCly) v volumskem

razmerju Fe**/Co*" =2/ 1, kar ustreza stehiometriji kon¢nega produkta, CoFe,Oy.

V steklenih posodah smo lo&eno pripravili 1 M vodno raztopino Co** in Fe** ionov iz
vhodnih surovin CoClyx6H,0 in FeCl;x6H,0. V stekleno ¢aso smo odmerili 75 ml tako
pripravljene vodne raztopine Co** in Fe** ionov v volumskem razmerju Co”*:Fe** = 1:2.
Vsebino ¢ase smo med meSanjem segreli in termostatirali 30 minut pri temperaturi 40 + 2

°C.

V reaktorsko posodo smo odmerili 400 ml 1 M vodne raztopine NaOH, ki je sluzila kot
obarjalni reagent. Raztopino NaOH smo med meSanjem segreli ter termostatirali 30 minut
pri temperaturi 85 £ 2 °C. Po 30-ih minutah termostatiranja smo dodali v reaktorsko
posodo 75 ml predhodno pripravljene vodne raztopine Co>* in Fe’*. Reakcijo smo
vzdrzevali 1 h pri temperaturi 85 = 2 °C. Reakcija je potekala dvostopenjsko. V prvi
stopnji je priSlo do obarjanja Co™*/Fe** hidroksidov, v drugi stopnji pa do oksidacije

oborjenih kovinskih (II) hidroksidov ter nastanka magnetne spinelne faze CoFe;Os.

Po koncani reakciji smo MND CoFe,0O4 magnetno locili od tekoce faze in veckrat sprali z

destilirano vodo (Kosak in Znidarsic, 2007a).

3.1.2  Elektrostatska stabilizacija Co-feritnih magnetnih nanodelcev in priprava

stabilnih magnetnih koloidov na vodni osnovi

Ker pripravljenih MND po sintezi nismo mogli neposredno dispergirati v ustreznem
disperznem mediju, smo povrS§ino MND fizikalno-kemijsko modificirali tako, da smo na
povrSini MND zagotovili ustrezno elektrostatsko bariero, ki je v disperznem mediju

preprecevala neposreden kontakt med nanodelci. Ti bi se sicer zaradi mo¢nih medsebojnih
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privlacnih sil agregirali v skupke (aglomerate) in posedali. Isto¢asno pa smo na ta nacin

zagotovili tudi visoko koloidno stabilnost.

Pripravljene MND CoFe,04 smo prenesli v 100 ml bucko z ravnim dnom. Dolili smo 50
ml predhodno pripravljene 2 M vodne raztopine HNOj3 in mesali 1 h pri sobni temperaturi.
Po 1 h smo MND magnetno locili od bistro-rumene zgornje faze, nanodelcem dodali 75 ml
vodne raztopine Co2+/Fe3+ v volumskem razmerju 1/2 in mesali 1 h pri 85 °C.
Reakcijsko meSanico smo ohladili na sobno temperaturo in MND ponovno magnetno lo¢ili
od bistre zgornje faze. Locene MND smo dvakrat sprali z 1 M HNOs in zatem Se z
acetonom. Sprane nanodelce smo prenesli v 50 ml plasti¢no centrifugirko, v presledkih
dodali 3 ml destilirane vode in s stresanjem centrifugirke delce dispergirali v vodnem
mediju. Dobljenemu vodnemu magnetnemu koloidu smo prilagodili vsebnost trdne

magnetne faze na 0,065-0,070 g suhe snovi/ml (Kogak in Znidarsi¢, 2007a).

3.2 FUNKCIONALIZACIJA KOBALT-FERITNIH MAGNETNIH NANODELCEV
S TEOS

Za tvorbo silikatne prevleke smo uporabili tetractoksisilan (TEOS), ki smo ga na Co-
feritne MND nanesli tako, da je v prvi reakciji potekala hidroliza, pri ¢emer so se ob
prisotnosti vode odcepile metilne skupine in se je tvoril metanol kot stranski produkt. V
drugi fazi je potekala kondenzacija oligomerov, ko se je nekaj takih enot povezalo med
seboj. V tretji fazi pa je potekala vezava oligomerov na povr§ino MND, za kar je bil
potreben negativen naboj na povrSini, oz. da so bile na povrSini proste —OH skupine.
Slednje smo dosegli z bazicnim medijem, v katerem je potekala reakcija (KoSak in
Znidarsi¢, 2007b).

Povrsinska obdelava stabilno koloidno dispergiranih CoFe,O4 nanodelcev s plastjo SiO; je
potekala v 2-propanolu, kot nosilnem mediju, ob prisotnosti prebitka vode, ki je nujen za
izvedbo hidrolize TEOS. V bucki z ravnim dnom smo zmesali 66,6 ml 2-propanola, 13,3
ml destilirane vode in 1 ml koloidno dispergiranih Co-feritnih MND v vodi z vsebnostjo

0,071 g suhe snovi/ml. Da bi zagotovili alkalni medij in katalizacijo reakcije, smo dodali Se
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1,7 ml 25 % vodne raztopine amoniaka. TEOS smo dodali postopoma s tremi dodatki po
111 pl v 30 min intervalih. Reakcijo smo pustili te¢i 5 ur od prvega dodatka TEOS (KoSak
in Znidar$i¢, 2007b).

Da bi preucili vpliv koncentracije TEOS na debelino silikatne prevleke, smo variirali
koncentracijo TEOS v reakcijskem mediju. Serijo razlicnih eksperimentov

funkcionalizacije MND Co-ferita s TEOS prikazuje preglednica 2.

Preglednica 2: Eksperimenti funkcionalizacije MND Co-ferita s TEOS, pri ¢emer se spreminja koncentracija

TEOS v reakcijskem mediju

oznaka vzorca  Vygos/Mgeicey [MI/E] | Mgercey [Mg]  temperatura in cas reakcije

CF/Si0,-19 1,014 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-5 2,338 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-4 3,521 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-3 4,690 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-11 5,282 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-10 5,831 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-9 7,014 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-18 8,028 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h
CF/Si0,-8 9,380 ml/g 71 sobna T (~23 °C), 5h

Po koncani reakciji smo vzorec v bucki z ravnim dnom posedli s pomoc¢jo magneta in ga
trikrat sprali z 20 ml 96 % etanola z vmesnim posedanjem na magnetu. Po zadnjem
spiranju smo MND, funkcionalizirane s TEOS (usedlino), redispergirali v 10 ml 96 %
etanola, jih prenesli v petrijevko in susili 3 h v suSilniku pri 100 °C. Po koncu susenja smo

suh vzorec s spatulo prenesli v oznaceno prahovko in ga shranili za kasnejSe analize.
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3.3 FUNKCIONALIZACIJA KOBALT-FERITNIH MAGNETNIH NANODELCEV
Z DETA

Aminosilan, kot je DETA, lahko sluZzi kot posrednik, saj je primeren za obdelavo
anorganskih povrSin, na katere Zelimo vezati biomolekule. Za optimizacijo pogojev
funkcionalizacije MND z DETA smo izvedli serijo eksperimentov, pri katerih smo
spreminjali: pH, temperaturo reakcije, trajanje eksperimenta in koli¢ino dodanega DETA

ter vlogo amoniaka v reakciji.

Za vsak nadaljnji eksperiment smo se odlocCili na osnovi vizualnih opazanj med samo
reakcijo in rezultatov analiznih metod (BET, XRF, TEM, EDS in merjenje magnetnih
lastnosti vzorca). Vizualna opaZanja so nam dala podatek o aglomeraciji MND, analizne
metode pa so nam dale podatke o povprec¢ni velikosti MND (BET), velikosti in morfologiji
MND (TEM), vsebnosti Si v vzorcu (XRF) in na povrsini posameznega MND (EDS) ter o

magnetnih lastnostih vzorca.

Reakcijski medij za funkcionalizacijo Co-feritnih MND z DETA je predstavljala meSanica
2-propanola in destilirane vode, po zgledu funkcionalizacije s TEOS. V reakcijski medij
smo dodali vedno enako koli¢ino razredCene magnetne tekocine Co-ferita ter kislino ali
bazo, s katerima smo uravnali zacetno pH vrednost. Sledilo je postopno dodajanje DETA v
5-ih enakih odmerkih in 10 min intervalih, s ¢imer smo Zeleli doseci ¢imbolj enakomeren
nanos DETA na posamezen MND v reakcijski meSanici. Ker se pH vrednost ¢istega DETA
giblje okoli 11, smo po vsakem dodatku v ve€ini primerov morali uravnati Se pH
reakcijske meSanice z uporabo kisline ali baze. V spodnjih preglednicah je navedena
skupna poraba kisline ali baze za uravnanje pH vrednosti. Reakcija je potekala v bucki z
ravnim dnom med enakomernim meSanjem na magnetnem meSalu pri zastavljenih pogojih.
Po preteku reakcijskega Casa smo izmerili koncno pH vrednost in vsebino iz bucke z
ravnim dnom prelili v 50 ml centrifugirke. Slednje smo centrifugirali trikrat, vsaki¢ pri
sobni temperaturi, po 3 min in pri 5000 obratih/min, z vmesnim spiranjem z 2-propanolom.
Po zadnjem centrifugiranju smo supernatant zavrgli in usedlini dodali 10 ml destilirane
vode, v kateri smo vzorec ponovno redispergirali z uporabo ultrasoni¢ne kopeli (10 min).

Nato smo vzorec prenesli v petrijevko in ga 5 h susili v suSilniku pri 100 °C. Po koncu
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suSenja smo suh vzorec s spatulo prenesli v ozna¢eno prahovko in ga shranili za kasnejSe

analize.

3.3.1 Vpliv pH na funkcionaliziranost Co-feritnih magnetnih nanodelcev z DETA

Ker je pH vrednost eden klju¢nih parametrov, ki vpliva na vezavo neke molekule na
povrsino, smo temu sklopu eksperimentov posvetili najve¢ pozornosti. Z dodatkom kisline
smo znizali pH reakcijskega medija in obenem inducirali pozitiven naboj (H"), medtem ko
smo 7z dodatkom baze zvisali pH reakcijskega medija in inducirali negativen naboj (OH")
na povr§ini MN. Ce so povr§ine delcev nabite, se ti medsebojno odbijajo in je tako
disperzija takih delcev stabilna, ob predpogoju, da so delci dovolj majhni. Tako stanje
imamo levo in desno od izoelektricne tocke. Pri eksperimentih oblaenja magnetnih
nanodelcev z DETA smo za uravnavanje pH vrednosti uporabljali amoniak in duSikovo
kislino (HNQOj3). Ta par smo izbrali zato, ker sta Sibka baza in Sibka kislina. MND v
uporabljeni magnetni tekocini so bili Ze elektrostatsko stabilizirani v postopku priprave in
stabilizacije samih nanodelcev, ta stabilizacija pa v neugodnem pH obmocju v in okoli
izoelektri¢ne tocke (-30 mV < & < + 30 mV) ne zadostuje, da se nanodelci ne bi spontano
aglomerirali in posedali. Zato je iskanje ugodnega pH obmocja pri funkcionalizaciji
magnetnih delcev z DETA izrednega pomena za nadaljnje delo. V preglednici 3 so zbrani

parametri pomembnejSih eksperimentov tega sklopa.
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Preglednica 3: Eksperimenti, ki zajemajo razli¢ne pH vrednosti med funkcionalizacijo Co-feritnih MND z

DETA

Oznaka Vsebnost komponent Reakcijski pogoji

S2-¢ 35 0 0,25 150 23 12,0 | 12,0
S2-d 10,7 0 0,25 150 23 11,0 | 11,1
S2-¢ 0,2 0,015 0,25 150 23 10,0 | 10,0
S2-f 0,044 0,183 0,25 150 23 9,0 8,9
S2-h 0,02 0,433 0,25 150 23 8,0 8,0
S2-n 0,01 0,531 0,25 150 23 7,5 7,0
S2-i 0,031 0,572 0,25 150 23 6,0 6,0
S2-j 0,005 0,625 0,25 150 23 5.1 5.1
S2-k 0 0,641 0,25 150 23 4,0 3,9
S2-0 0 0,752 0,25 150 23 3,0 3,0
S2-p 0 2,235 0,25 150 23 2,0 2,0

3.3.2  Vpliv temperature na funkcionaliziranost Co-feritnih magnetnih nanodelcev
zDETA

Reakcijska temperatura ima pri mnogih kemijskih reakcijah pomemben vpliv na potek
same reakcije, saj med drugim dovede potrebno aktivacijsko energijo, da reakcija lahko
steCe. Ker je temperaturni profil reakcije navzgor omejen s temperaturo vreli§ca 2-
propanola, ki znasa ~ 81 °C, smo eksperimente izvajali pri najve¢ 60 °C. V preglednici 4

so zbrani parametri pomembnejSih eksperimentov tega sklopa.
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Preglednica 4: Eksperimenti, ki zajemajo razli¢ne temperaturne vrednosti med funkcionalizacijo Co-feritnih

MND z DETA

Vsebnost komponent Reakcijski pogoji

Genaka NH325% | HNO;3 13 % | DETA C
3 © 3 o cas
. T/[°C]| pH pH
vzorca
[ml] [ml] [ml] [min] @a&) | (koné)
S2-j 0,005 0,625 0,25 150 23 5,1 5,1
S2-j/T4 | 0,005 0,626 0,25 150 40 5,1 5,1
S2-j/T¢p | 0,01 0,61 0,25 150 60 5,0 5,0
3.3.3 Vpliv trajanja reakcije na funkcionaliziranost Co-feritnih magnetnih

nanodelcev z DETA

Ker vemo, da razlicne kemijske reakcije potekajo razlicno hitro, smo v tem sklopu

eksperimentov variirali trajanje reakcije. V preglednici 5 so zbrani parametri

pomembnejsih eksperimentov tega sklopa.

Preglednica 5: Eksperimenti, ki zajemajo razlicno dolg ¢as reakcije glede na funkcionaliziranost Co-feritnih

MND z DETA

Oznaka - Vebnment — Reakcijski pogoji

3 © 3 o cas
. T[°C] | pH pH
vzorca
[ml] [ml] [ml] | [min] (zaé.) | (oné)

S2-j/tso 0,004 0,582 0,25 60 23 5,1 4,9
S2-j 0,005 0,625 0,25 150 23 5,1 5,1
S2-j/tzpe | 0,006 0,595 0,25 300 23 5,2 5,1
S2-j/t1200 | 0,002 0,595 0,25 1200 |23 4,9 4,5
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3.3.4 Vpliv koncentracije DETA med reakcijo na funkcionalizacijo magnetnih

nanodelcev z DETA

Ker smo predpostavili, da se DETA veZe na povr§ino magnetnih nanodelcev v obliki
monoplasti, smo temu sklopu eksperimentov posvetili najmanj pozornosti. V preglednici 6

so zbrani parametri pomembnejSih eksperimentov tega sklopa.

Preglednica 6: Eksperimenti, ki zajemajo razlicno koncentracijo DETA med reakcijo na funkcionalizacijo

Co-feritnih MND z DETA

Oznaka Vsebnost komponent Reakcijski pogoji

NH;25% | HNOs13% | DETA | &as | 1 ocr | o pH

pacic [ml] [ml] [ml] | [min] (zaé) | (koné)
S2-j/D1 | 0,008 0,260 0,10 150 23 5,0 5,1
S2-j 0,005 0,625 0,25 150 23 5,1 5,1
S2-j/D2 | 0,007 1,209 0,50 150 23 5,1 5,2
S2-i/D3 | 0,006 2,124 0,75 150 23 5,0 4.9

34 VEZAVA GLUTARALDEHIDA NA FUNKCIONALIZIRANE KOBALT-
FERITNE MAGNETNE NANODELCE Z DETA

Glutaraldehid smo vezali na MND, funkcionalizirane z DETA, kot posrednik za vezavo

biomolekul na MND.

3.4.1 Reakcijski medij in njegov pH za vezavo glutaraldehida na povrsino Co-

feritnih magnetnih nanodelcev, funkcionaliziranih z DETA

Pri izbiri reakcijskega medija te reakcije smo izbirali med 2-propanolom in destilirano
vodo. Po zgledu funkcionalizacije s TEOS in DETA bi tudi to reakcijo bilo moZno izvajati
v 2-propanolu, vendar tudi v destilirani vodi, saj izhajamo iz magnetnih nanodelcev v

prejSnjem segmentu, funkcionaliziranih z DETA, ki so dispergirani v slednjem mediju.
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Glede na kon¢no uporabnost teh delcev (vezava biomolekul) pa bi bil primernejs$i vodni
medij. Zato smo za ta segment raziskave najprej zastavili manjsi sklop eksperimetnov, s
katerimi smo ugotovili primeren reakcijski medij in pH obmoc¢je za ugodno vezavo
glutaraldehida. Primeren medij in pH obmocje smo ugotovili z vizualnim opazovanjem
med samo reakcijo (ugotavljanje aglomeracije delcev) in hitrostjo posedanja delcev v

posameznem eksperimentu.

Vsi eksperimenti tega segmenta so potekali v bucki z ravnim dnom, kamor smo odmerili
20 ml 2-propanola ali 20 ml destilirane vode (odvisno od eksperimenta) in 5 ml
razredCenega vzorca S2-j (funkcionalizirani MND z DETA) z vsebnostjo suhe snovi 2,6
mg/ml. Nato smo z dodatkom 25 % raztopine amoniaka ali 13 % razredCine duSikove V
kisline (odvisno od eksperimenta) uravnali Zeljeno zaCetno pH vrednost (pH(zac.)) in
dodali 100 pl 25 % raztopine glutaraldehida. Vsi eksperimenti so potekali 2 h, ob
enakomernem meSanju na magnetnem mesSalu, pri sobni temperaturi. Po preteku
reakcijskega €asa smo izmerili kon¢no pH vrednost (pH(kon¢.)), vsebino bucke prelili v 50
ml centrifugirke in centrifugirali pri taks$nih obratih, da so se delci posedli. Koloidno bolj
stabilne vzorce smo centrifugirali 15 min pri 7000 obratih/min, za koloidno manj stabilne
vzorce pa je zadoS¢alo 4-minutno centrifugiranje pri 4000 obratih/min. Vzorce smo vedno
centrifugirali pri sobni temperaturi. Parametri nekaterih pomembnejsih eksperimentov so

zbrani v spodnji preglednici (preglednica 7).

Po zadnjem centrifugiranju smo supernatant oddekantirali in shranili za dolocitev koliine
nevezanega glutaraldehida, funkcionalizirane MND v sedimentu pa smo redispergirali v 10
ml destilirane vode. Vzorec smo nato prenesli v petrijevko in ga 5 h su$ili v suSilniku pri
100 °C. Po koncu suSenja smo suh vzorec s spatulo prenesli v ozna¢eno prahovko in ga

shranili za kasnejSe analize.
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Preglednica 7: Parametri nekaterih pomembnejSih eksperimentov vezave glutaraldehida na MND,

funkcionalizirane z DETA

Vsebnost komponent Reakcijski pogoji

LR ) prop. | d. H20 | masa 21\;[{72 IZV% GA | pH
vzorca [ml] [ml] Z;ﬁVD (4] (4] [ml] ety | )
gl

G5-a 20 0 13 20 0 0,1 8,2 8,6
G5-b 0 20 13 6 0 0,1 8,6 8,7
G8-a 20 0 13 1 0 0,1 6,2 6,0
G8-b 0 20 13 1 0 0,1 7,0 6,6
G7-a 20 0 13 0 0 0,1 5,6 4,8
G7-b 0 20 13 0 0 0,1 59 53
Go6-a 20 0 13 0 4 0,1 3,6 3,6
G6-b 0 20 13 0 4 0,1 3,5 3,5

3.4.2 Titracijska metoda za kvantifikacijo vezanega glutaraldehida

Ker je glutaraldehid precej majhna molekula, sestavljena le iz ogljika, vodika in kisika, ki
so vsi lahki elementi z majhnim S$tevilom elektronov, predstavlja precejSen problem za
detekcijo. Metode, s katerimi smo prej karakterizirali funkcionalizirane magnetne
nanodelce, so v tem primeru neuporabne. Zato smo se zatekli k posrednemu dolo¢evanju
glutaraldehida s pomocjo titracije. Ta metoda ni primerna za doloCanje vezanega
glutaraldehida na nanodelcih, lahko pa dolo¢imo preostanek le-tega v reakcijskem mediju

po preteku reakcijskega Casa.

Pred titracijo smo v filtrat reakcijskega medija dodali natrijev sulfit (Na,SOs3), ki z
glutaraldehidom tvori komplekse (slika 25), ki sodelujejo v titraciji (sam glutaraldehid ne
sodeluje neposredno pri titraciji). Uporabili smo dva volumska deleza 0,1 M Na,SOs in en
volumski delez filtrata s prostim glutaraldehidom, da smo zagotovili zadostno koli¢ino
Na,S0s;. Nato smo dodali 4 kapljice barvnega indikatorja timolftaleina (0,1 M raztopina v

etanolu), ki je reagiral s prostim natrijevim lugom (NaOH). Ta je nastajal, ko je OH" ion,
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prisoten v vodi, reagiral z izstopajo¢&im Na® ionom, ki se sprosti po vezavi molekule
Na,SO; na vsaki strani kompleksa. Timolftalein se je ob prisotnosti NaOH obarval sinje
modro in predstavljal vizualno podlago za titriranje. Sledila je titracija z 0,1 N HCI, pri
cemer kislina nevtralizira bazo in obarvanost izginja. Iz porabe titra (0,1 N HCI) smo
izracunali maso glutaraldehida, ki je sodeloval pri titraciji po sledeci formuli (enacba 9)

(OSHA, method 64).

Slika 25: Kemijska struktura bisulfitnega kompleksa z glutaraldehidom

mGA = VHCI x CHCI x 50.06 .9

Maso glutaraldehida (v enacbi oznacen z GA) po tej formuli izraunamo iz produkta

volumna in koncentracije titra ter polovice molekulske mase glutaraldehida.

Maso na MND vezanega glutaraldehida (GA,) pa lahko dolo¢imo iz razlike med maso
GA, dolocenega s titracijo enakega volumna 25 % GA, kot nastopa v posameznem vzorcu

(referenca), in maso GA, prisotnega v reakcijski meSanici po reakciji (preostanek) (enacba

10).

mGA, = mGA, - mGA,
mGA, = (VHCI x CHCI x 50.06), — (VHCI x CHCI x 50.06), ... (10)

kjer je GA, vezani glutaraldehid, GA, referen¢ni glutaraldehid in GA, preostanek

nevezanega glutaraldehida.
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3.5 KOLOIDNA STABILNOST SINTETIZIRANIH MAGNETNIH
NANODELCEV V FOSFATNEM PUFRU IN DESTILIRANI VODI

Vecina biokemijskih reakcij, ki zadevajo biomolekule, poteka v bolj ali manj nevtralnem
mediju ob prisotnosti manjsih koli¢in soli. Najpogosteje so zato v uporabi razli¢ni pufri z
vnaprej dolocenim pH. Soli v pufru lahko stabilizirajo nekatere bioloske strukture,
omogocajo razlicne vezave biomolekul med seboj in zagotavljajo primerno izotoni¢no
okolje za mikroorganizme, obenem pa nekoliko ohranjajo in stabilizirajo nastavljeno pH
vrednost. Da bi bila nadaljnja uporaba sintetiziranih magnetnih nanodelcev ¢imbolj
enostavna, smo Zeleli preveriti stabilnost teh delcev v enem izmed pogosto uporabljenih

pufrov, t.j. fosfatni pufer (PB).

3.5.1 Koloidna stabilnost Co-feritnih magnetnih nanodelcev, funkcionaliziranih z

DETA v PB in destilirani vodi

Da bi preverili koloidno stabilnost Co-feritnih MND, funkcionaliziranih z DETA v PB in
destilirani vodi, smo zastavili veC serij eksperimentov. V njih smo preucili stabilnost
MND, funkcionaliziranih z DETA v vodnem mediju z razli¢nimi pH vrednostmi, v PB z
razlicnimi pH vrednostmi, v PB z razlicnimi koncentracijami soli in v PB z razli¢nimi
koncentracijami nanodelcev. Za spreminjanje pH vrednosti smo uporabljali HNO; in
tetrametil amonijev hidroksid (TMAH). Eksperimenti so bili izvedeni v steklenih
epruvetah in z enakimi volumni posameznih komponent, tako da so bili ¢imbolj primerljivi
med seboj. Stabilnost nanodelcev smo ocenili z opazovanjem in primerjanjem razli¢nih
eksperimentov med seboj. Zanimala nas je hitrost in nac¢in posedanja nanodelcev na dnu
epruvete ter obarvanost neposedene faze nad usedlino. V spodnjih preglednicah so zbrani

pomembne;jsi parametri zastavljenih eksperimentov (preglednice 8, 9, 10in 11).
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Preglednica 8: Parametri pomembnejSih eksperimentov ugotavljanja stabilnosti Co-feritnih MND,

funkcionaliziranih z DETA v destilirani vodi ob spreminjanju pH vrednosti

pH (zac.) pH (konc.)

vol. medija delci-vzorec vol. vzorca = masa delcev

H,0 H,0
3 33 5 ml S2-j 500 ul 3 mg
4 4,7 5 ml S2-j 500 ul 3 mg
4,5 6,0 5ml S2-j 500 ul 3 mg
5 6,3 5ml S2-j 500 ul 3 mg
5,5 6,5 5 ml S2-j 500 ul 3 mg
6 6,5 5ml S2-j 500 ul 3 mg
6,5 6,4 5ml S2-j 500 ul 3 mg
7 6,5 5 ml S2-j 500 ul 3 mg
8 6,7 5ml S2-j 500 ul 3 mg
9 6,9 5 ml S2-j 500 ul 3 mg
9,5 7,4 5 ml S2-j 500 ul 3 mg
10 9,5 5 ml S2-j 500 ul 3 mg

Preglednica 9: Parametri pomembnejSih eksperimentov ugotavljanja stabilnosti Co-feritnih MND,

funkcionaliziranih z DETA v 0,02 M PB ob spreminjanju pH vrednosti
pH (zac.) pH (konc.)

vol. medija delci-vzorec vol. vzorca masa delcev

PB PB
2,9 3,1 Sml S2-j 500 pl 3mg
39 4,9 S ml S2-j 500 ul 3 mg
4,5 53 5 ml S2-j 500 pl 3 mg
5 5.5 Sml S2-j 500 pl 3 mg
5,5 5.8 5ml S2-j 500 pl 3 mg
6 6,2 5ml S2-j 500 pl 3 mg
6,5 6,6 5ml S2-j 500 pl 3 mg
7,1 7,2 5 ml S2-j 500 pl 3 mg
8 7,8 5 ml S2-j 500 pl 3 mg
9 8,2 5 ml S2-j 500 pl 3 mg
9,5 8,8 Sml S2-j 500 pl 3 mg
10 9,5 S5ml S2-j 500 pl 3 mg
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Preglednica 10: Parametri pomembnejSih eksperimentov ugotavljanja stabilnosti Co-feritnih MND,

funkcionaliziranih z DETA v 0,02 M PB (pH = 6,8) pri razli¢nih koncentracijah MND

vol. medija delci-vzorec @ vol. vzorca masa delcev

5 ml S2-j 400 pl 2,4 mg
5 ml S2-j 600 pl 3,6 mg
5 ml S2-j 800 ul 4,8 mg
5 ml S2-j 1,5 ml 9 mg

Preglednica 11: Parametri pomembnejSih eksperimentov ugotavljanja stabilnosti Co-feritnih MND,

funkcionaliziranih z DETA v PB (pH = 6,8) pri razli¢nih koncentracijah pufra

konc. medija vol. medija delci-vzorec vol. vzorca masa delcev

2M 5ml S2-j 500 pl 3 mg
15M Sml S2-j 500 pl 3 mg
1M 5ml S2-j 500 pl 3 mg
0,5 M 5ml S2-j 500 pl 3 mg
0,25 M 5ml S2j 500 pl 3 mg
0,1 M 5ml S2j 500 pl 3 mg
0,075 M 5ml S2j 500 pl 3 mg
0,05 M 5ml S2- 500 pl 3 mg
0,02M 5ml S2-j 500 pl 3 mg
0,0l M 5ml S2-j 500 pl 3 mg
0,0075 M 5ml S2-j 500 pl 3 mg
0,005 M 5ml S2j 500 pl 3 mg
0,002 M 5ml S2-j 500 pl 3 mg

3.6 ANALIZNE METODE

Pri analizi pripravljenih vzorcev smo si pomagali s Stevilnimi analiznimi metodami, da bi
ugotovili uspesnost funkcionalizacije MND ter njihove strukturne lastnosti. Ker delci, ki
smo jih uporabljali v tej raziskavi, spadajo v nanometrski velikostni razred (t.j. pod 100
nm), smo morali za analizo pridobljenih delcev uporabljati temu primerne analizne
metode. Ker je uspeSnost vezave funkcionalnih skupin na povrS§ino MND izredno tezko
potrditi, smo si morali pomagati s ¢imvec¢jim Stevilom analiznih metod, da bi bili lahko
prepricani v rezultat. V celotni raziskavi smo si poleg osnovnih analiznih instrumentov, s

katerimi smo spremljali potek in u€inkovitost reakcije in jih pogosto najdemo v kemijskem
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ali biokemijskem laboratoriju, pomagali tudi z nekoliko redkeje uporabljenimi analiznimi

metodami, s katerimi smo potrdili rezultate povrSinske obdelave MND.

3.6.1 Merjenje magnetnih lastnosti materialov

Specificno magnetizacijo vzorcev smo merili z magnetometrom DSM-10 DRUSCH & CIE
VOLTREG 1,4 (Manics) v enosmernem magnetnem polju z gostoto magnetnega pretoka

med -1,5 Tin 1,5 T (slika 26).

Vsakemu  uspeSno  pripravljenemu  vzorcu  MND  (funkcionaliziranih  ali
nefunkcionaliziranih) smo izmerili specificno magnetizacijo (M), ki je predstavljala eno
izmed osnovnih informacij o vzorcu. Iz razlike v Mg med vzorci funkcionaliziranih MND

in nefunkcionaliziranih MND smo sklepali na uspe$nost funkcionalizacije.

Od vsakega vzorca smo zatehtali 4-5 mg MND v teflonski lon¢ek za magnetne meritve ter
zapisali natan¢no maso zatehte na 0,01 mg natan¢no. Lonc¢ek smo z zgornje strani zamasili
s priblizno 12 mg vate ter ga privijacili na drog, katerega smo vstavili v magnetometer. V
program instrumenta smo vnesli natanéno maso zatehtanega vzorca ter pognali program
meritve, ki je nato beleZil magnetizacijo vzorca (magnetno poljsko gostoto) ob

spreminjanju magnetne poljske jakosti.
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Slika 26: Magnetometer DSM-10 DRUSCH & CIE VOLTREG 1,4

3.6.2 Rentgenska praskovna difrakcija (XRD)

Vzorce smo analizirali na PANalytical X'Pert PRO difraktometru (sliki 27 in 28) z Ni

filtriranim CuKo sevanjem, z valovno dolZino A = 1,5406 A v obmocju 26 = 20-70°.

S pomocjo tega instrumenta smo analizirali le nefunkcionalizirane MND in MND,
funkcionalizirane z DETA (vzorec S2-j). Tako kot pri meritvah specificne magnetizacije
smo tudi pri tej metodi uporabili suhe oblike vzorcev. Ker do instrumenta nismo imeli
neposrednega dostopa, smo oba vzorca poslali na Kemijski inStitut Ljubljana, kjer jih je z

omenjenim instrumentom analiziral Edi Kranjc.
Rezultat meritve rentgenske praskovne difrakcije je spekter, kjer sta v funkcijski odvisnosti

vpadni kot, ki je odvisen od kristalne strukture preu¢evanega materiala, in intenziteta (t.j.

jakost signala).
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Sliki 27 in 28: Rentgenski praskovni difraktometer PANalytical X'Pert PRO (Kemijski institut Ljubljana)

3.6.3 Rentgenska fluorescencna spektrometrija (XRF)

Meritve smo opravljali na rentgenskem fluorescencnem spektrometru OXFORD ED* ¢

berilijevo sondo (sliki 29 in 30), da smo ugotovili elementarno sestavo vzorca. Vzorec (v
prasni obliki) smo iz prahovke, kjer je bil shranjen, pretresli v merilni lon¢ek, opremljen s
prozorno folijo na dnu, ki omogoca prehajanje rentgenskega Zarka v vzorec. LonCek smo
pokrili s pokrov€kom in ga postavili v merilno komoro (slika 30). Ko so bili vsi loncki,
skupaj s preiskovanimi vzorci, v merilni komori, smo le—to zaprli ter v njej vzpostavili

vakuum. Nato smo zagnali program, ki je belezil analize vsakega od vzorcev.

S to metodo smo analizirali vzorce MND, funkcionaliziranih z DETA, pri razlicnih pH

vrednostih.
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Slika 29 (levo) in 30 (desno): Rentgenski fluorescencni spektrometer OXFORD ED?™: instrument v celoti

(levo) in detajl — prostor za vzorce (desno)

3.6.4 Presevna elektronska mikroskopija (TEM)

S presevno elektronsko mikroskopijo (JEOL 2000FX, JEOL 2010FX in PHILIPS CM-
100) smo proucevali morfologijo sintetiziranih nanodelcev (slika 31). Iz pregleda vzorcev
smo dobili informacijo o aglomeraciji, obliki in velikosti MND, njihovi stopnji
kristalinicnosti in povrSinski funkcionalizaciji (npr. homogenost in debelina silikatne

prevleke).

Od vzorcev, ki smo jih zeleli pregledati s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM),
smo pred prenosom vzorca v petrijevko in suSenjem odpipetirali 20 Wl v vodi dispergiranih
MND v 2 ml eppendorf mikrocentrifugirko ter jim dodali 1,5 ml destilirane vode. Tako
dobljeni podvzorec smo premesali z obracanjem mikrocentrifugirke. Nato smo na
papirnato brisaco polozili z ogljikom prevleCeno mrezico za elektronsko mikroskopijo in s

pomocjo pipete nanjo spustili 3—4 kaplice podvzorca, da je ta spolzel preko in skozi
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odprtin mreZice v papirnato brisa¢o. MreZico z vzorcem smo pustili priblizno 10 min, da se

je na zraku posusila in jo do pregleda pod mikroskopom vstavili v Skatlico za mreZice.

Vecino vzorcev nefunkcionaliziranih MND, MND, funkcionaliziranih z DETA in TEOS,
ter MND, funkcionaliziranih z DETA, na katere smo vezali glutaraldehid, smo lastnoro¢no
pregledovali na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete v Ljubljani (PHILIPS CM-100)
in na Institutu Jozef Stefan (JEOL 2000FX) s povecavami do 200 000-krat. Za vecje
povecave smo se obrnili na dr. Majo Remskar z Instituta Jozef Stefan, ki je izvedla pregled

vzorca S2-j pri povecavah od 800 000-krat do 1 200 000-krat (JEOL 2010FX).

Slika 31: Presevni elektronski mikroskop PHILIPS CM-100 s CCD kamero za slikanje opazovanih vzorcev v
digitalni obliki
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3.6.5 Energijska disperzijska analiza X-Zarkov (EDS)

Za potrebe te diplomske naloge smo uporabili energijski disperzijski analizator X-Zarkov v
povezavi z elektronskim mikroskopom JEOL 2010FX in pridobili podatke o elementarni
sestavi vzorca S2-j na obmocju enega samega funkcionaliziranega MND Co-ferita.

Analizo je skupaj s pregledom vzorca izvedla dr. Maja Remskar z Instituta JoZef Stefan.

Analiza se je izvedla na delu mreZice z vzorcem, med opazovanjem s presevnim

elektronskim mikroskopom.

3.6.6 Merjenje specificne povrsine vzorcev po metodi BET

Analizo specificnih povrSin nefunkcionaliziranih MND in MND, funkcionaliziranih z
DETA in TEOS, smo izvedli z instrumentom TriStar 3000 (Micrometrics) (sliki 32 in 33).
Instrument med drugim omogoca merjenje specificnih povrsin praskastih vzorcev po

metodi Brunnauer — Emmett — Teller (BET).

Vzorec MND smo iz prahovke preko lija prenesli v bucko z dolgim vratom znane mase ter
dolocili maso vzorca na 0,01 mg natan¢no. Ker instrument lahko meri 3 vzorce naenkrat,
smo v bucke na isti nain zatehtali 3 vzorce in bucke vpeli v instrument. V posodo za

tekoc¢i dusik smo po potrebi dolili teko¢i duSik do oznake ter pognali program za meritev.
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Slika 32 (levo) in 33 (desno): Merilec specifi¢ne povrsine in poroznost praskastih materialov — TriStar 3000,

celoten instrument (levo) in detajl — merilni prostor z vpetimi bu¢kami in posodo s teko¢im dusSikom (desno)

3.6.7 Diferencialna vrsticna kalorimetrija (DSC)

Pri diplomskem delu smo to metodo uporabili za pomo¢ pri analizi in primerjavi med
nefunkcionaliziranimi MND in MND, funkcionaliziranimi z DETA (vzorec S2-j). Meritve

smo izvajali z diferencialnim vrsti¢nim kalorimetrom DSC823° (Mettler Toledo) (slika 34).

V aluminijaste loncke za DSC smo natancno zatehtali majhen deleZ vzorcev
(nefunkcionalizirani MND, vzorec S2-j in Cista DETA), loncke pokrili s pripadajocimi
aluminijastimi pokrovcki, ki smo jih predhodno prebodli z iglo in pokrovcke zapreSali na
lonc¢ke z ro¢no namizno preso za tovrstno uporabo. Nato smo loncke z vzorci vsakega
posebej vstavili v instrument na merilno mesto in vpisali maso vzorca ter temperaturni
obseg segrevanja v program. Dolocili smo tudi korak (hitrost) segrevanja in pognali

program za meritev.
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Slika 34: Diferencialni vrsti¢ni kalorimeter DSC823°

3.6.8 Meritve termogravimetrije (TG), diferencne termi¢ne analize (DTA) in

analize plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA)

Meritve termogravimetrije (TG), diferencne termi¢ne analize (DTA) in analize plinskih
produktov termi¢nega razpada (EGA) smo opravili z instrumentom NETZSCH STA 409
C/CD. Meritve smo opravili na vzorcu nefunkcionaliziranih MND in MND,
funkcionaliziranih z DETA (S2-j). Ker do instrumenta nismo imeli neposrednega dostopa,
smo oba vzorca (v prasni obliki) poslali na Kemijski inStitut Ljubljana, kjer jih je z

omenjenim instrumentom analiziral Jana CilenSek.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI FUNKCIONALIZACIJE KOBALT-FERITNIH MAGNETNIH
NANODELCEV S TEOS

Rezultati funkcionalizacije Co-feritnih magnetnih nanodelcev (MND) s tetraetoksisilanom
(TEOS) so pokazali, da z veCanjem koncentracije TEOS v reakcijskem mediju raste
debelina silikatne prevleke (SiO,), s ¢imer raste skupna velikost delcev (dggr) in upada
specificna magnetizacija (Ms) (slika 35). Podatki o rezultatih posameznega eksperimenta
so zbrani v preglednici 12, poteki delnih histereznih krivulj pa so ilustrativno prikazani na

sliki 36.

Preglednica 12: Rezultati meritev velikosti Co-feritnih MND in njihove specificne magnetizacije po

funkcionalizaciji s TEOS, ob spreminjanju koncentracije TEOS v reakcijskem mediju

d Si0;

oznaka vzorca Vreos/mynp [ml/g] dger [nm] ) M, [Amz/kg]

CF/FF-4 0 11,9 0 63,4
CF/SiO,-19 1,014 14,6 2,7 45,2
CF/Si0O,-5 2,338 12,0 0,1 36,8
CF/SiO,-4 3,521 12,9 1,0 31,5
CF/Si0O,-3 4,690 22,1 10,2 24.8
CF/SiO,-11 5,282 21,1 9,2 23,1
CF/Si0O,-10 5,831 23,3 11,4 22,3
CF/Si0,-9 7,014 21,9 10,0 19,2
CF/SiO,-18 8,028 23,6 11,7 17,2
CF/SiO,-8 9,380 32,3 20,4 16,6

67



Novak P. Sinteza in funkcionalizacija superparamagnetnih nanodelcev za bioloske aplikacije.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

N
o
Velikost nanodelcev [nm]

Specifi¢na magnetizacija [Am’/kg]

I I I I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

Dodatek TEOS [ml/g nanodelcev]

Slika 35: Odvisnost velikosti MND, funkcionaliziranih s TEOS, in njihove specificne magnetizacije od

koncentracije TEOS v reakcijskem mediju.
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Slika 36: Primerjava potekov delnih histereznih krivulj neoble¢enih MND (t.j. nefunkcionaliziranih MND) in
MND z razli¢no debelino silikatne prevleke. Vsaka tocka prikazuje vrednost magnetizacije vzorca (M) pri

doloceni magnetni poljski jakosti (H)
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4.2 REZULTATI FUNKCIONALIZACIJE KOBALT-FERITNIH MAGNETNIH
NANODELCEV Z DETA

Na osnovi rezultatov analiznih metod se je pokazalo, da je vzorec Co-feritnih MND,
funkcionaliziranih s 3-[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilanom (DETA), z
oznako S2-j, tisti, ki ima na povr§ini MND najve¢ vezane DETA in je najprimernejsi za

nadaljnjo uporabo.

4.2.1 Rezultati vpliva pH na funkcionalizacijo Co-feritnih magnetnih nanodelcev z
DETA

Iz rezultatov vpliva pH reakcijskega medija na stopnjo funkcionalizacije Co-feritnih MND
z DETA je razvidno, da je funkcionalizacija z DETA najbolje potekala v nevtralnem do
kislem pH obmocju reakcijskega medija, saj je bila v tem pH obmocju zabeleZena najnizja
magnetizacija (preglednica 13). Podobno velja za opazovanja zaCetne aglomeracije, pri
¢emer je ta interval Se nekoliko oZji (med pH 6 in pH 3) (slika 37). Kot najboljsi vzorec
smo zato izbrali vzorec z oznako S2-j, s katerim smo nato vstopali v reakcije, kjer smo
iskali vpliv temperature na funkcionalizacijo z DETA. Ta ima od vseh vzorcev te serije

eksperimentov najnizjo specificno magnetizacijo (M) (slika 38).
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Preglednica 13: Rezultati vpliva pH reakcije na stopnjo funkcionalizacije MND z DETA, ki zajemajo

podatke o zacetni aglomeraciji vzorca, specifi¢ni povrSini (BET) in specifi¢ni magnetizaciji vzorca (Ms) ter

delezu Si v vzorcu

oznaka vzorca zaé aglomeracija | BET [m’/g] | M, [Am*/kg] | delez Si
CF/FF4 / / 79,42 63,4 0,0
S2-c 12,0 da 92,10 63,4 0,4
S2-d 11,1 da 74,92 62,8 0,4
S2-e 10,0 da 73,64 59,7 0,5
S2-f 8,9 da 66,80 62,4 0,5
S2-h 8,0 opazno kasneje 63,22 62,2 0,3
S2-n 7,0 opazno kasneje 52,57 64,2 0,5
S2-i 6,0 ne 59,60 61,8 0,4
S2-j 5,1 ne 52,88 50,7 0,4
S2-k 39 ne 64,97 60,7 0,4
S2-0 3,0 ne 49,28 55,4 0,3
S2-p 2,0 da 34,80 59,7 0,4
40
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Slika 37: Odvisnost velikosti z DETA funkcionaliziranih MND od pH reakcijskega medija
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Slika 38: Odvisnost specificne magnetizacije od pH reakcijskega medija pri funkcionalizaciji MND z DETA

—izsek iz koloidno stabilnega podrocja

4.2.2  Rezultati vpliva temperature na funkcionalizacijo Co-feritnih magnetnih
nanodelcev z DETA

Iz rezultatov lahko vidimo, da temperatura v obsegu teh eksperimentov nima znacilnega
vpliva na stopnjo funkcionalizacije Co-feritnih MND z DETA (preglednica 14). S2-j
vzorec, funkcionaliziran pri sobni temperaturi, ima tudi v tej seriji eksperimentov najnizjo

specifi¢no magnetizacijo (M) (slika 39).

Preglednica 14: Rezultati meritev specifi¢ne povrSine vzorca (BET) in specificne magnetizacije vzorca (M)

pri eksperimentih, ki so potekali pri razlicnih temperaturah funkcionalizacije MND z DETA

oznaka vzorca | temperatura [°C] | BET [mz/g] M; [Amz/kg]

S2-j 23 52,88 50,7
S2-j/T40 40 51,19 60,6
S2-j/Teo 60 51,20 57,6
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Slika 39: Odvisnost specificne povrS§ine MND in njihove specificne magnetizacije od temperature

funkcionalizacije MND z DETA

4.2.3 Rezultati vpliva trajanja reakcije na funkcionalizacijo Co-feritnih magnetnih

nanodelcev z DETA

Pri spreminjanju trajanja reakcije ni opazne korelacije med podaljSevanjem trajanja
reakcije in visji stopnji funkcionalizacije Co-feritnih MND z DETA (preglednica 15).
Edini opazni rezultat daljSega Casa reakcije je slabSe redispergiranje vzorca v kon¢nem,
vodnem mediju. V nasprotju s tem pa lahko opazimo niZjo maksimalno magnetizacijo

vzorca S2-j, kar potrjuje, da je 150 min optimalno trajanje reakcije (slika 40).
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Preglednica 15: Rezultati meritev specifi¢ne povrSine vzorca (BET) in specificne magnetizacije vzorca (M)

pri eksperimentih, pri katerih smo spreminjali trajanje funkcionalizacije MND z DETA

oznaka vzorca | trajanje reakcije [min] | BET [mz/g] M; [Amz/kg]
S2-j/teo 60 48,10 61,1
S2-j 150 52,88 50,7
S2-j/t300 300 78,92 59,7
S2-j/t1200 1200 52,27 60,8
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Slika 40: Odvisnost maksimalne magnetizacije MND od trajanja funkcionalizacije MND z DETA
4.2.4  Rezultati vpliva koncentracije DETA na funkcionalizacijo Co-feritnih

magnetnih nanodelcev z DETA

Enako kot pri trajanju reakcije ima tudi vecja koncentracija DETA v vzorcu vpliv na slabse
redispergiranje vzorca v kon¢nem, vodnem mediju. Iz rezultatov je razvidno, da vecja
koncentracija DETA v reakcijskem mediju nima znacilnega vpliva na stopnjo
funkcionalizacije MND z DETA poleg omenjene aglomeracije (preglednica 16). Vzorec z

najnizjo specifi¢no magnetizacijo tudi v tem primeru ostaja S2-j (slika 41).
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Preglednica 16: Rezultati vpliva koncentracije DETA v reakcijskem mediju na stopnjo funkcionalizacije

MND z DETA

oznaka vzorca Vpera/vzorec [ml] kon[cl,".lggTA BET [my/g] M [Amz/kg]
S2-j/D1 0,10 1,012 75,53 57,9
S2-j 0,25 2,530 52,88 50,7
S2-j/D2 0,50 5,061 44,72 56,8
S2-j/D3 0,75 7,591 67,98 57,1
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Slika 41: Odvisnost velikosti MND in njihove maksimalne magnetizacije od volumna dodanega DETA v

VZorcu

4.2.5 Rezultati opazovanja s transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM)

Pri opazovanju nefunkcionaliziranih in z DETA funkcionaliziranih Co-feritnih MND smo
opazili veliko razliko v razporeditvi delcev v obeh vzorcih. Nefunkcionalizirani MND so
se v procesu susenja na mrezici za elektronsko mikroskopijo povsem skepili, medtem ko so

ostali z DETA funkcionalizirani MND tudi med suSenjem na mreZici toliko stran drug od
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drugega, da se niso prekrivali. To je dalo slednjemu vzorcu znacilen mrezast videz (sliki 42

in 43).

Sliki 42 (L) in 43 (D): Posnetek vzorca nefunkcionaliziranih Co-feritnih MND - vzorec z oznako CF-FF 4
(L) in z DETA funkcionaliziranih Co-feritnih MND — vzorec z oznako S2-j (D)

MND, funkcionalizirani s TEOS, so bili na videz precej podobni MND, funkcionaliziranim

z DETA, vendar je bila silikatna prevleka precej bolj enakomerno naneSena in bolj

kompaktna, kot je bilo to v primeru DETA (sliki 44 in 45).
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10 nm
e e——

Sliki 44 (L) in 45 (D): Posnetek vzorca S2-j s presevnim elektronskim mikroskopom pri 800 000-kratni

povecavi. PusCica oznacuje amorfni sloj, ki ga sestavljajo molekule DETA (L). Posnetek Co-feritnih MND,

prevlecenih z 8 nm debelo silikatno prevleko, pri 240 000-kratni povecavi (D)

4.2.6 Rezultati meritev energijske disperzijske analize X-Zarkov (EDS)
Na oznacenem MND, ki ga vidimo na sliki 44, je bil posnet EDS spekter, prikazan na sliki

46. Analiza je pokazala prisotnost slede¢ih elementov: O, C, Cu, Fe, Co in Si, s Cimer je

potrjena prisotnost Si na povrSini MND.
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Slika 46: EDS spekter, posnet na MND vzorca S2-j. Pus¢ica kaZe na vrh, ki potrjuje prisotnost Si v vzorcu

4.2.7 Primerjava vodne suspenzije nefunkcionaliziranih in z DETA

funkcionaliziranih MND pri razli¢nih pH vrednostih

S primerjavo vodne suspenzije nefunkcionaliziranih in z DETA funkcionaliziranih MND
pri razliénih pH vrednostih lahko ugotovimo podro¢je koloidne nestabilnosti za obe
suspenziji. Vodna suspenzija nefunkcionaliziranih MND (CF/FF8) ni koloidno stabilna v
pH obmocdju okoli 7, medtem ko je vodna suspenzija z DETA funkcionaliziranih MND
(S2-j) koloidno stabilna ravno v pH obmocju okoli 7 (slike 47, 48 in 49). Ker se v nasem
primeru podrocje koloidne nestabilnosti pri obeh suspenzijah razlikuje, lahko sklepamo na
premik izoelektricne tocke pri funkcionaliziranih MND v  primerjavi z

nefunkcionaliziranimi.
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S2-j, pH=2,0  CF/FF8, pH=2.0

Slika 47: Koloidna stabilnost nefunkcionaliziranih MND (desno) in z DETA funkcionaliziranih MND (levo)

pri pH 2, pri ¢emer je desna suspenzija koloidno stabilna, leva pa ne

S2-j, pH=7,0 CF/FFS, pH=7,0

Slika 48: Koloidna stabilnost nefunkcionaliziranih MND (desno) in z DETA funkcionaliziranih MND (levo)

pri pH 7, pri ¢emer je leva suspenzija koloidno stabilna, desna pa ne
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S2-j, pH=9,5  CF/FFS, pH=9,5

Slika 49: Koloidna stabilnost nefunkcionaliziranih MND (desno) in z DETA funkcionaliziranih MND (levo)

pri pH 9,5, pri ¢emer je desna suspenzija koloidno stabilna, leva pa ne

4.2.8 Rezultati meritev rentgenske praskovne difrakcije (XRD)

Rezultati meritev rentgenske praskovne difrakcije (XRD) so pokazali, da sintetizirani
MND (nefunkcionalizirani in z DETA funkcionalizirani) po kristalni strukturi ustrezajo
spinelu, na kar kaZejo karakteristi¢ni vrhovi XRD spektra. Ker sta oba spektra povsem
identi¢na, pomeni da v kristalni strukturi ni nobene razlike med nefunkcionaliziranimi in z

DETA funkcionaliziranimi MND (slika 50).
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Slika 50: Spekter rentgenske praskovne difrakcije, kjer karakteristi¢ni vrhovi obeh vzorcev sovpadajo in

ustrezajo kristalni strukturi spinela

4.2.9 Rezultati termogravimetrije (TG), diferencialno termi¢ne analize (DTA) in

analize plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA)

Rezultati termogravimetrije (TG) v kombinaciji z diferencialno termi¢no analizo (DTA) so
pokazali, da je skupna izguba mase pri MND, funkcionaliziranih z DETA (vzorec S2-j),
vec¢ kot dvakrat vecja kot pri vzorcu z nefunkcionaliziranimi MND (sliki 51 in 52). Poleg
tega lahko na DTA krivulji vzorca S2-j opazimo veliko entalpijsko spremembo z
eksotermnim vrhom pri 265 °C. Zadnji od dveh eksotermnih vrhov ustreza izgubi DETA,

kar se na TG krivulji odraZa v spremembi mase, ki znasa 4,44 ut. %.
S temi rezultati se ujemajo tudi analize plinskih produktov termicnega razpada (EGA), kjer

najvecjo koli¢ino plinskih produktov zasledimo pri S2-j vzorcu, pri temperaturi od 250 do

270 °C (slika 53). Ta vrh je pri vzorcu z nefunkcionaliziranimi MND odsoten (slika 54).
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Slika 51: Rezultati meritev TG in DTA nefunkcionaliziranih Co-feritnih MND
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Slika 52: Rezultati meritev TG in DTA funkcionaliziranih Co-feritnih MND z DETA — vzorec S2-j
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Slika 53: Rezultati meritev analize plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA) nefunkcionaliziranih Co-
feritnih MND
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Slika 54: Rezultati meritev analize plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA) funkcionaliziranih Co-

feritnih MND z DETA - vzorec S2-j

4.2.10 Rezultati diferencialne vrsti¢ne kalorimetrije (DSC)

Rezultati, pridobljeni z uporabo diferencialne vrsticne kalorimetrije (DSC), kaZejo na
razliko med nefunkcionaliziranimi MND, ¢istim DETA in funkcionaliziranimi MND z
DETA (vzorec S2-j) (slika 55). Pri ¢istem DETA vidimo prvi eksotermni vrh pri 250 °C.
Tega jasno zasledimo tudi pri MND, funkcionaliziranimi z DETA, le da je zaradi vezave
DETA na nanodelce zamaknjen za 50 °C. Nefunkcionalizirani MND po drugi strani ne

kaZejo nobene entalpijske spremembe.
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Slika 55: Rezultati diferencialne vrsti¢ne kalorimetrije ob primerjavi nefunkcionaliziranih MND (CF FF8),

referencnega spektra Cistega DETA in funkcionaliziranih MND z DETA (S2-j)

4.3 REZULTATI NADALJNJE FUNKCIONALIZACIJE Z GLUTARALDEHIDOM

MND, ki smo jih predhodno funkcionalizirali z DETA (vzorec S2-j), smo v nadaljevanju
funkcionalizirali Se z glutaraldehidom. Pri tem smo iskali optimalen reakcijski medij in pH
obmocje ter posredno doloc€ili vsebnost glutaraldehida v vzorcu s titracijsko metodo. 1z
rezultatov je razvidno, da je za vezavo glutaraldehida na MND, funkcionalizirane z DETA,
vecinoma bolj ugoden reakcijski medij z veCinskim deleZem 2-propanola, vendar sta v pH
obmocju med 6 in 7 oba medija primerna za vezavo glutaraldehida (preglednica 16 ter sliki

57 in 58).

Da bi preverili natanCnost te titracijske metode, smo titrirali nekaj znanih volumnov GA in
izracunali maso GA po zgornji enacbi ter te rezultate primerjali s teoreticno izraCunanimi
vrednostmi mase GA v vsakem od titriranih volumnov. Rezultati teh titracij so prikazani na

spodnji sliki (slika 56). Opazimo lahko, da eksperimentalni podatki dobro sledijo
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teoreticnemu izracunu, e posebej v obmocju pod 0,3 ml, kar je tudi obmocje, v katerem so

potekale naSe titracije.
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Slika 56: Preizkus natancnosti titracijske metode za dolocanje glutaraldehida (GA) s pomocjo timolftaleina.
Primerjava med eksperimentalno dolo¢eno maso GA v posameznem volumnu 25 % GA (titracija) in

teoreti¢nim izra¢unom mase GA v enakem voumnu 25 % GA
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Preglednica 16: Rezultati vezave glutaraldehida na funkcionalizirane MND z DETA, pri dveh razli¢nih

reakcijskih medijih in razli¢nih pH vrednostih

oznaka reakcijski aclomeraciia m GA v M
vzorca medij g J vzorcu [mg] | [Am’/kg]
GA 100 ul / / / 21,23 /
G5-a 2-propanol 8,6 rahla 13,92 55,0
G5-b destilirana voda 8,7 rahla 5,81 57,0
G8-a 2-propanol 6,0 mocna 19,17 56,0
G8-b destilirana voda 6,6 mocna 21,23 56,7
G7-a 2-propanol 4,8 rahla 5,91 57,3
G7-b destilirana voda 5,3 rahla 0,3 60,0
G6-a 2-propanol 3,6 jeni 6,71 59,0
G6-b destilirana voda 3,5 jeni 0,6 54,3
25
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Slika 57: Rezultati mase na MND vezanega glutaraldehida in specifiéne magnetizacije v odvisnosti od pH

reakcijskega medija, z vecinskim delezem destilirane vode
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Slika 58: Rezultati mase na MND vezanega glutaraldehida in specifiéne magnetizacije v odvisnosti od pH

reakcijskega medija, z ve¢inskim deleZem 2-propanola

4.4 REZULTATI ISKANJA OBMOCJA KOLOIDNE STABILNOSTI
SINTETIZIRANIH MAGNETNIH NANODELCEV V FOSFATNEM PUFRU

IN DESTILIRANI VODI

Splosno opaZanje je, da funkcionalizirani MND niso kazali koloidne stabilnosti v
fosfatnem pufru (PB), medtem ko so bile njihove vodne suspenzije vecinoma koloidne.

Masa MND v vsakem od vzorcev je znaSala 3 mg, razen v primerih, ko je to drugace

doloc¢eno.

4.4.1 Rezultati iskanja obmocja koloidne stabilnosti Co-feritnih magnetnih

nanodelcev, funkcionaliziranih z DETA, v PB in destilirani vodi
Pri iskanju koloidne stabilnosti MND, funkcionaliziranih z DETA, v destilirani vodi smo
ugotovili, da obstaja Siroko pH obmocje koloidne stabilnosti, ki sega od pH vrednosti 3 do

najmanj pH 7. Ob tem pa je opazno precej$nje razhajanje med zaCetnimi (nastavljenimi)
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pH vrednostmi in kon¢nimi pH vrednostmi, izmerjenimi po 24 h (preglednica 17).
Kolodno stabilnost S2-j vzorca v destilirani vodi ob spreminjanju pH vrednosti prikazuje

slika 59.

Preglednica 17: Rezultati iskanja obmocja koloidne stabilnosti vzorca S2-j v destilirani vodi ob spreminjanju

pH vrednosti destilirane vode

pH (zac.) H,O | pH (kon¢.) HO | koloidna stabilnost
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Slika 59: Rezultati iskanja obmocja koloidne stabilnosti vzorca S2-j v destilirani vodi ob spreminjanju pH
vrednosti destilirane vode. Od leve proti desni si sledijo naslednje pH vrednosti: pH 3,0, pH 4,0, pH 4,5, pH
5,0, pH 5,5, pH 6,0, pH 6,5, pH 7,0, pH 8,0, pH 9,0, pH 9,5 in pH 10,0

Pri iskanju koloidne stabilnosti MND, funkcionaliziranih z DETA, v 0,02 M PB ob
spreminjanju pH vrednosti smo ugotovili, da v tem mediju vzorec S2-j ni stabilen v
nobenem pH obmocju (preglednica 17). Kolodno stabilnost S2-j vzorca v 0,02 M PB ob

spreminjanju pH vrednosti prikazuje slika 60.
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Preglednica 17: Rezultati iskanja obmocja koloidne stabilnosti vzorca S2-j v 0,02 M PB ob spreminjanju pH

vrednosti pufra

pH (zac.) PB | pH (kon¢.) PB | koloidna stabilnost
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Slika 60: Rezultati iskanja obmocja koloidne stabilnosti vzorca S2-j v 0,02 M PB, ob spreminjanju pH
vrednosti pufra. Od leve proti desni si sledijo naslednje pH vrednosti: pH 2,9, pH 3,9, pH 4,5, pH 5,0, pH 5,5,
pH 6,0, pH 6,5, pH 7,1, pH 8,0, pH 9,0, pH 9,5 in pH 10,0
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Pri iskanju koloidne stabilnosti MND, funkcionaliziranih z DETA, v 0,02 M PB ob
spreminjanju koncentracije MND v vzorcu smo ugotovili, da v tem mediju vzorec S2-j ni

stabilen (preglednica 18). Kolodno stabilnost S2-j vzorca v 0,02 M PB pri razli¢nih
koncentracijah MND prikazuje slika 61.

Preglednica 18: Rezultati vpliva koncentracije nanodelcev na koloidno stabilnost vzorca S2-j v 0,02 M PB

vol. vzorca masa delcev | koloidna stabilnost

400 wl 2,4 mg NE
600 wl 3,6 mg NE
800 w1 4,8 mg NE
1,5 ml 9 mg NE

600 ul S2-j pB 0,02 M
800 ul S2-j PB 0,02 M
1.5 ml $2-j PB 0,02M
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Slika 61: Rezultati vpliva koncentracije nanodelcev na koloidno stabilnost vzorca S2-j v 0,02 M PB

Pri iskanju koloidne stabilnosti MND, funkcionaliziranih z DETA, v PB ob spreminjanju
koncentracije pufra v vzorcu smo ugotovili, da v tem mediju vzorec S2-j ve¢inoma ni
stabilen, le pri visokih koncentracijah pufra kaZe na delno stabilnost (preglednica 19).

Kolodno stabilnost S2-j vzorca v PB pri koncentracijah pufra prikazuje slika 62.
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Preglednica 19: Rezultati vpliva koncentracije pufra na koloidno stabilnost vzorca S2-j v PB

konc. medija | koloidna stabilnost

2M DELNA

I,5M DELNA

1M DELNA
0,5M NE
0,25M NE
0.1M NE
0,075 M NE
0,05 M NE
0,02M NE
0,01 M NE
0,0075 M NE
0,005 M NE
0,002 M NE
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Slika 62: Rezultati vpliva koncentracije pufra na koloidno stabilnost vzorca S2-j v PB. Od leve proti desni si
sledijo naslednje koncentracije fosfatnega pufra: 2 M, 1,5 M, 1 M, 0,5 M, 0,25 M, 0,1 M, 0,075 M, 0,05 M,
0,01 M, 0,0075 M, 0,005 M in 0,002 M
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5 RAZPRAVA

Pred vrednotenjem rezultatov po posameznih segmentih raziskave si je potrebno ogledati
splosne lastnosti in razlike med analiznimi metodami, ki pripeljejo do rezultata. V
nadaljevanju pa sledita vrednotenje rezultatov in razprava glede funkcionalizacije Co-
feritnih magnetnih nanodelcev (MND) s tetraetoksisilanom (TEOS), s 3-[2-(2-
aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilanom (DETA), z glutaraldehidom (GA) ter
uvod v moZzno nadaljevanje raziskave s preucevanjem koloidne stabilnosti

funkcionaliziranih MND v vodnih raztopinah.

Ko vrednotimo rezultate analiznih metod, lahko hitro zaidemo v slepo ulico, ¢e ne
upostevamo velikosti podvzorca, na katerem je analiza opravljena, saj ne moremo biti
prepricani, da je celoten vzorec (ki predstavlja rezultat nekega eksperimenta) povsem
homogen in da se posamezni podvzorci istega vzorca ne razlikujejo med seboj. Analizo na
posameznem MND lahko izvedemo le s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) in
energijsko disperzijsko analizo X-Zarkov (EDS), vse ostale uporabljene analizne metode
obravnavajo bolj ali manj velik podvzorec z velikim Stevilom MND. Prednost analiznih
metod, ki se lahko osredotoc€ijo le na en sam MND, je v tem, da lahko npr. opazujemo in
izmerimo debelino anorganske prevleke na izbranem delcu, kar predstavlja konkretni
podatek. Ostale analizne metode, ki obravnavajo razli¢no velik podvzorec, pa omogocajo
izracun neke povprecne vrednosti debeline anorganske prevleke, pri Cemer je ta rezultat
lahko precej zavajujoC. Z osredotocanjem na posamezen MND se izognemo Stevilnim
motnjam, ki se v vzorcu lahko pojavljajo (npr. aglomeracija MND ali necistoce v vzorcu)
in vplivajo na interpretacijo rezultata analize. Po drugi strani pa, manjsi, kot je podvzorec
(v skrajnosti en sam MND), slabSo imamo predstavo o celotnem vzorcu, saj ni nujno, da
bomo z naklju¢no izbiro zajeli ravno reprezentativen MND, zato je npr. pri presevni

elektronski mikroskopiji potrebno pregledati ¢im vecji del mreZice z vzorcem.

Za ilustracijo tega lahko vzamemo primer meritve velikosti MND. Po metodi BET je
mozno izracunati povprecno velikost delcev v vzorcu, meritev sama pa ne more razlikovati
med velikim magnetnim delcem (MD) in aglomeratom MND. V obeh primerih bi meritev

specifi¢ne povrsSine pokazala nizko vrednost, medtem ko lahko s TEM z ustrezno povecavo
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natan¢no dolo¢imo velikost posameznega MND. Iz primera je razvidno, da je do
zanesljivejsih rezultatov in njihove prave interpretacije mozno priti s kombiniranjem vec
razli¢cnih analitskih metod za isti vzorec ter v naSem primeru s primerjavo med

funkcionaliziranimi in nefunkcionaliziranimi MND.

5.1 VREDNOTENIJE REZULTATOV FUNKCIONALIZACIJE KOBALT-
FERITNIH MAGNETNIH NANODELCEV S TEOS

Funkcionalizacija Co-feritnih magnetnih nanodelcev (MND) s tetraetoksisilanom (TEOS)
je znan postopek (KoSak in Znidarsi¢, 2007b). Za izvedbo eksperimentov s patentiranim
postopkom smo se odlocili iz ve¢ razlogov. Prvi razlog je strukturna podobnost TEOS-a
silanu, ki je predmet te raziskave - 3-[2-(2-eminoetilamino)etilamino] propil-
trimetoksisilan (DETA). Obe molekuli uvr§¢amo med silane, za katere je znacilno, da so
pogosto vezni posredniki med povr§ino anorganskega materiala in organskimi
komponentami, ki jih Zelimo vezati nanjo. Na povr§ino anorganskih materialov se vezZejo v
procesih hidrolize in kondenzacije, ki so opisani v poglavju 2 (Pregled objav). Drugi razlog
je v spoznavanju funkcionalizacije MND z znano komponento (TEOS) in v smeri
raziskave, od znanega proti neznanemu. Tretji razlog pa izvira v literaturi, kjer lahko
zasledimo, da je DETA moZno vezati neposredno na silikatno prevleko (Qhobosheane s

sod., 2001) ali na druge anorganske povrsine (Tan in Liu, 1999).

Rezultati eksperimentov spreminjanja debeline silikatne prevleke na Co-feritnih MND v
odvisnosti od dodatka TEOS med procesom funkcionalizacije sovpadajo z naSimi
pricakovanji. DebelejSa, kot je silikatna prevleka na povrSini MND, manjsa je specifi¢na
magnetizacija in vecja je velikost nanodelcev (dggr izracunamo iz specificne povrSine
delcev, izmerjene po metodi BET), oboje je lepo vidno na sliki 35. Razlog v zmanjSevanju
specificne magnetizacije (M) ob ve€anju debeline nemagnetne prevleke na delcih je
povsem fizikalen. Vecja, kot je razdalja med MND, ki nastane z veCanjem debeline
silikatne prevleke, manjSe so magnetne interakcije med nanodelci, kar vodi v zmanjS$anje

specificne magnetizacije vzorca. ZmanjSanje specificne magnetizacije je lahko precej
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veliko, od 65 Amzlkg za nefunkcionalizirane MND do 18 Amz/kg za MND z 10 nm debelo
silikatno prevleko (KoSak in Znidarsi¢, 2006).

5.2 VREDNOTENIJE REZULTATOV FUNKCIONALIZACIJE KOBALT-
FERITNIH MAGNETNIH NANODELCEV Z DETA

Ceprav sta si DETA in TEOS v strukturi podobna, se na povrsini magnetnih nanodelcev
(MND) odrazata precej drugace. TEOS v procesih hidrolize in kondenzacije ustvarja
homogen in amorfen silikatni sloj, katerega debelino uravnavamo s koli¢ino dodanega
TEOS. DETA na drugi strani verjetno ustvarja le monosloj, katerega dolgi radikali (3-[2-
(2-eminoetilamino)etilamino]propil-) Strlijo stran od povrSine MND (slika 63) (Liu in Tan,
1999). Razlog za razliko v vezavi se skriva v strukturi obeh molekul. TEOS je
tetraalkoksisilan, kar pomeni, da se Si atom lahko preko Stirih alkilnih skupin povezuje s
svojo okolico, DETA pa trialkoksisilan, kar rezultira v treh moZnih povezavah z okolico. Iz
tega sledi, da se tetraalkoksisilan lahko dosti bolj zamreZi kot trialkoksisilan (Simunig,

2007).

1
L 08/ A/ NI A
Fiber — OH —J--DETA Fiber o o

L O—SfN\ m{/\/’NH\/\N“2

Slika 63: Mehanizem vezave DETA na anorgansko povrsino preko kisikovih atomov (Liu in Tan, 1999)

Nacin vezave DETA na anorgansko povrSino MND v literaturi $e ni povsem opisan, prav
tako tudi ni razjasnjena obstojnost te vezave in moZne interakcije med radikali in povrSino
MND. Mozno je, da se verige radikala v neustreznem pH obmocju poleZejo na povrsino
MND in ne $trlijo ve¢ s povr§ine MND. Prav tako je mozno, da DETA v neugodnem pH
obmocju, ob prisotnosti visoke koncentracije soli, ob daljSem trajanju reakcije, ob povisani
reakcijski temperaturi ali ob prisotnosti ve¢jih koncentracijah DETA v reakcijski meSanici
deadsorbira s povrSine MN v celoti ali delno. V teh primerih pa lahko prihaja tudi do
zdruZevanja molekul DETA v agregacijske strukture. Na nekatere izmed naStetih moZnosti

lahko sklepamo iz te raziskave, nekatere pa lahko le predpostavimo.
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Eden izmed fizikalno-kemijskih parametrov, ki vpliva na uspeSnost vezave DETA na
povrSino MND, je pH reakcijskega medija. 1z rezultatov (preglednica 13 in slika 37) so
razvidna tri pH obmocja, ki vplivajo na uc€inkovitost vezave DETA na povr§ino MND.
Vizualna opazanja ter meritve specifi¢ne povrsine po metodi BET so v obmocju z izrazito
kislim pH (pH < 3) pokazala popolno koloidno nestabilnost MND, funkcionaliziranih z
DETA. Razlog za to je iskati v visoki stopnji aglomeracije nanodelcev, najverjetneje zaradi
kemijske neobstojnosti in posledicno nekontrolirane desorpcije povrSinsko vezanih
molekul DETA. V kislem pH obmocju so kon¢ne aminoskupine, kakr$ne najdemo tudi v
strukturi DETA, lahko v celoti ali delno protonirane in omogoc¢ajo vezavo s preostalimi
molekulami DETA preko alkoksi skupine v mo¢no zamreZene strukture. Podobno je bilo
visoko stopnjo koloidne nestabilnosti opaziti v izrazito alkalnem pH obmocju (pH > 8), ki
je zaradi visoke pH vrednosti in posledi¢no visokega negativnega potenciala (povrSinskega
naboja) na povrSini MND skrajno neugodno za vezavo DETA ali pa je vezava nepopolna,
po drugi strani pa na ta racun favorizira visoko stopnjo aglomeracije in posedanje MND. V
sploSnem gre pri vezavi DETA na povr§Sino MND za kompleksen in dinamicen
adsorpcijski mehanizem, ki primarno poteka z ionsko izmenjavo med ioni, ki so prisotni ob
povrSini MND zaradi elektrostatske stabilizacije in so v termodinamskem ravnoteZju z ioni
v raztopini ter vezanimi molekulami silana (KoSak s sod., 2005). Nova vez, ki se tvori
neposredno med povrSino MND, rezultira v zmanjSanju celotnega povrSinskega naboja in
povecanju stopnje adsorpcije zaradi medsebojnih ucinkov elektrostatskega privlaka in
stranskih interakcij med hidrofobnimi skupinami (radikali) adsorbiranih molekul DETA
vsled povecevanja povrSinske koncentracije vezanih molekul. Na ta nacin se vsled vezave
DETA s povrsine MND odstranjuje naboj, ki je bil prisoten zaradi elektrostatske
stabilizacije. Ko adsorpcijski proces doseZze stopnjo popolne nevtralizacije izvornega
povrSinskega naboja z vezanimi molekulami DETA, preide sistem svojo izoelektri¢no
tocko. Stranske interakcije med sosednjimi hidrofobnimi skupinami (radikali) postanejo

prevladujoce, kar vodi celoten sistem k agregiranju in koloidni nestabilnosti.

Posebno obmocje, ki zagotavlja visoko stopnjo ucinkovitosti vezave DETA na povrSino
MND in doseganje visoke koloidne stabilnosti sistema, ko vzorec dispergiramo v
ustreznem mediju, je obmocje pH vrednosti med 3 in 7 (slika 37), kar se posebej odraza na

meritvah specificne magnetizacije (slika 38).
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Pri iskanju ustrezne pH vrednosti medija med potekom povrSinske funkcionalizacije z
DETA smo na osnovi meritev specificne magnetizacije in analize povrSine MND s
presevnim elektronskim mikroskopom (TEM) ter v kombinaciji z energijsko disperzijsko
spektroskopijo (EDS) ugotovili, da je vezava DETA na povrsino MND najucinkovitejsa v
vodnem mediju (z ve€inskim volumskim delezem 2-propanola) s pH vrednostjo v obmocju
med 5,0 in 5,5. Vodni medij s pH vrednostjo v tem obmocju je sluzil za pripravo vzorcev, s
katerimi smo v nadaljevanju izvajali eksperimente, kjer smo iskali optimalno reakcijsko
temperaturo, optimalno trajanje reakcije in optimalno koncentracijo DETA. Rezultati
meritev specificne magnetizacije in specificne povr§ine MND po metodi BET niso pri
slednjih eksperimentih pokazali na nikakr$no izboljSanje vzorca S2-j, ki je bil sintetiziran
pri pH vrednosti 5, s trajanjem reakcije 150 min, pri sobni temperaturi in s koncentracijo
DETA 2,530 ml/g MND v prvi seriji eksperimentov. Slednji vzorec (S2-j) je glede na vse
izvedene meritve predstavljal odli¢no izhodiS¢e za naslednji segment raziskovanja, t.j.

funkcionalizacija z glutaraldehidom.

Pri preu€evanju vpliva poviSane temperature reakcije na funkcionalizacijo MND z DETA
(ob nespremenjenih ostalih reakcijskih pogojih za pripravo vzorca S2-j) smo ugotovili, da
vsakr$no poviSevanje temperature reakcije vodi le v viSanje stopnje aglomeracije. To se
zgodi zaradi zmanjSanja stopnje vezave, ki je najverjetneje posledica termodinamske

neugodnosti kemijske vezave in strukturne nestabilnosti molekule DETA.

Pri preucCevanju trajanja reakcije (ob nespremenjenih ostalih reakcijskih pogojih za
pripravo vzorca S2-j) lahko na osnovi magnetnih meritev zaklju¢imo, da je 60 min
prekratek Cas za optimalno vezavo DETA na povrSino MND. Daljsi ¢as (300 in ve¢ min)
pa verjetno preko intenzitete vpliva reakcijskega medija povzro€a spremembe v prostorski
orientaciji molekul DETA na povrSini MND. Kot sem Ze omenil, se radikali organo-
silanov lahko tudi poleZejo na povrSino MND in zaradi vpliva reakcijskega medija
medsebojno poveZejo. Posledica je manj$a medsebojna razdalja med MND, kar se odraza v

vi§jih vrednostih specifi¢ne magnetizacije.

Pri ugotavljanju optimalne koncentracije DETA v reakcijskem mediju (ob nespremenjenih

ostalih reakcijskih pogojih za pripravo vzorca S2-j) smo na osnovi vrednosti specifi¢ne
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magnetizacije vzorcev ugotovili, da je koncentracija 1,012 ml/g MND prenizka za
funkcionalizacijo vseh MND v vzorcu. Vis$je koncentracije od 2,530 ml/g MND pa kaZejo
na viSek DETA v vzorcu, kar se odraZza v pojavu rahle aglomeracije in nekoliko vi§ji

specifi¢ni magnetizaciji.

Skozi celoten proces optimizacije vezave DETA na povr§ino MND smo ugotovili, da
merjenje specificne povrSine ni povsem ustrezna metoda za karakterizacijo
funkcionaliziranih MND z DETA. Ta metoda deluje namre¢ na principu adsorpcije
inertnega plina na povrSino MND in ni najbolj primerna za karakterizacijo MND,
funkcionaliziranih z organo-silani. Nacin vezave le-teh na povrSino MND, njihova
obstojnost in prostorska organizacija postavljajo Stevilna vpraSanja o nacinu adsorpcije
plina na in med dolge radikale organo-silanov. Zato je interpretacija rezultatov,
pridobljenih z omenjeno metodo, dostikrat zapletena. Vecjo teZo pri karakterizaciji
omenjenih vzorcev nosijo magnetne meritve (zaradi zniZanja specificne magnetizacije ob
prisotnosti nemagnetne prevleke na povr§ini MND), opazovanje s presevnim elektronskim
mikroskopom (TEM) v kombinaciji z energijsko disperzijsko analizo X-zZarkov (EDS) in
termi¢na analiza, v katero spadajo: diferencialna vrsticna kalorimetrija (DSC),
termogravimetrija (TG), diferencialna termi¢na analiza (DTA) in analiza plinskih

produktov termi¢nega razpada (EGA).
Energijska disperzijska analiza X-Zarkov (EDS) neizpodbitno dokazuje prisotnost Si na

povrsini posameznih MND vzorca S2-j in ne le v vzorcu. Izvor ostalih elementov, ki smo

jih dolod¢ili s to analizno metodo, prikazuje spodnja preglednica (preglednica 20).
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Preglednica 20: Izvor elementov (razen Si), ki smo jih dolo¢ili z EDS analizno metodo na MND vzorca S2-j

kemijski element izvor

Fe zgradba uporabljenih Co-feritnih MN

Co zgradba uporabljenih Co-feritnih MN

0) zgradba uporabljenih Co-feritnih MN in del strukture molekule DETA

C prevleka povrSine mreZic za elektronsko mikroskopijo in del strukture
molekule DETA

Cu material, iz katerega je izdelana mreZica za elektronsko mikroskopijo

S primerjavo koloidne stabilnosti vodnih suspenzij nefunkcionaliziranih in z DETA
funkcionaliziranih MND pri razliénih pH vrednostih (slike 47, 48 in 49) smo Zeleli
pokazati na pojava stopnje aglomeracije in koloidne nestabilnosti, kot posledice prehoda
sistema preko izoelektricne tocke iz nevtralnega obmocja pri pH 7, kjer je izoelektri¢na
to¢ka nefunkcionaliziranih MND (Campelj s sod., 2007), v bazi¢no podro¢je pri pH 9, kjer
je najverjetneje izoelektricna toCka funkcionaliziranih MND z DETA. To se ne more
zgoditi brez spremembe strukture MND ali brez uspeSne povrSinske funkcionalizacije

MND.

Rezultati meritev diferencialne vrsticne kalorimetrije (DSC) kaZejo na pri¢akovano razliko
med vzorcem nefunkcionaliziranih MND, ¢istim DETA in funkcionaliziranimi MND 2z
DETA (vzorec S2-j) (slika 55). Cisti DETA ima zna¢ilni eksotermni vrh pri 250 °C, vendar
pri tej temperaturi ne razpade celotna molekula, o ¢emer pricajo Stevilni eksotermni vrhovi
nad 400 °C. Kot dokaz, da je na vzorcu S2-j prisoten DETA, lahko pri DSC krivulji, ki
predstavlja vzorec S2-j, opazimo podoben eksotermen vrh kot pri ¢istem DETA, le da je za
50 °C zamaknjen. To je pogost pojav, saj molekula ob vezavi z drugimi molekulami
nekoliko spremeni svoje fizikalno-kemijske lastnosti in s tem tudi tocko termicnega
razpada. Da eksotermni vrh pri 300 °C pri vzorcu S2-j res predstavlja izgubo DETA, kaze
tudi DSC krivulja nefunkcionaliziranih MND, ki ne kazejo entalpijskih sprememb.

Na osnovi rezultatov termogravimetricne (TGA) in diferencialne termi¢ne analize (DTA) v
kombinaciji z analizo plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA) smo dobili vpogled v
ucinkovitost vezave in vsebnosti vezane DETA na povrS§ino MND. Slika 51 kaze TGA in
DTA krivulji nefunkcionaliziranih Co-feritnih MND pri segrevanju 10 °C/min od sobne

temperature do 650 °C. TGA krivulja prikazuje izgubo mase le na racun vode in acetona,
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ki sta v majhnih koli¢inah prisotna v vzorcu zaradi predhodne elektrostatske stabilizacije,
na kar lahko sklepamo tudi iz krivulj EGA analize (slika 53). Slika 52 po drugi strani
prikazuje precej druga¢ni TGA in DTA krivulji, v primerjavi s sliko 51. Gre namre¢ za
analizo funkcionaliziranih Co-feritnih MND z DETA, kjer izguba mase (TGA krivulja) v
obmocju drugega eksotermnega vrha (DTA krivulja) predstavlja koli¢ino vezane DETA v
vzorcu S2-j. To podpirajo tudi krivulje EGA analize, kjer imamo ravno tako dva vrhova,
prvi predstavlja izgubo ostankov topila (reakcijskega medija), medtem ko drugi predstavlja

izgubo DETA (slika 54).

Na osnovi analize plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA) lahko opazimo precejSnjo
razliko v ionskih tokovih, ki ustrezajo molekulam H,O, CO, in NO,, ki lahko izvirajo
izkljuéno iz molekule DETA. Majhne koncentracije omenjenih plinov v
nefunkcionaliziranem vzorcu so posledica uporabljenih kemikalij (npr. aceton, duSikova
kislina in amoniak) pri pripravi in elektrostatski stabilizaciji magnetne tekoCine iz katere ti
delci izvirajo. Gre za majhne koli¢ine omenjenih kemikalij, ki so kljub spiranju in red€enju

nanodelcev v magnetni tekocini ostali v vzorcu.

Slika 50 prikazuje rentgenski praskovni difraktogram funkcionaliziranega in
nefunkcionaliziranega vzorca Co-ferita. XRD nefunkcionaliziranih MND kaZe zelo Siroke,
difuzne vrhove, ki ustrezajo majhni velikosti delcev okoli 11 nm in so karakteristini za
spinelno fazo. Kot je razvidno iz omenjene slike, rezultati rentgenske praskovne difrakcije
(XRD) ne kaZejo nobene razlike med nefunkcionaliziranimi MN in funkcionaliziranimi
MN z DETA, kar je v skladu s pricakovanji, zaradi amorfne (nekristalinicne) narave

strukture DETA, katere dolge radikalske verige ne tvorijo urejenih kristalnih oblik.

5.3 VREDNOTENIJE REZULTATOV FUNKCIONALIZACIJE KOBALT-
FERITNIH MAGNETNIH NANODELCEV Z GLUTARALDEHIDOM

Problem, ki se pojavi pri vrednotenju rezultatov funkcionalizacije z glutaraldehidom (GA),

je njegova detekcija, saj gre za majhno organsko molekulo, na prisotnost katere lahko

sklepamo le iz rezultatov termi¢nih analiznih metod ter posredno s pomocjo titracijske
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metode. V naSem primeru smo izbrali posredno metodo dolo¢anja GA v reakcijskem
mediju po poteku reakcije — torej nevezanega GA. Razlog za tak$no izbiro je v preprosti
izvedbi titracijske metode, ki jo lahko izvajamo brez uporabe dragih in zahtevnih
instrumentov, kot je to v primeru termicnih analiznih metod. Kljub preprosti izvedbi
titracijske metode pa umeritvena krivulja (slika 56) kaZe na natan¢nost te metode, saj
eksperimentalno doloc¢eni podatki zelo dobro sledijo teoreticno izraCunanim. To Se posebej

velja za koli¢ine GA, ki smo jih uporabili v nasih eksperimentih (t.j. pod 300 ul).

O nacinu vezave GA na molekulo 3-[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propil-
trimetoksisilana (DETA) lahko sklepamo iz literaturnih virov, kjer izvemo, da se GA veZe
na DETA preko terminalne aminoskupine na slednji molekuli (slika 64) (Liu in Tan,

1999).

—_ I
L o—si” VN A NH
OHC\ N\ /CHO Fiber o % NH V\N=CHIV\CH()
. L o=si”V\__ AV NH
clutaraldehid o [FORY \An=cif Vero

Slika 64: Shema vezave molekule glutaraldehida na molekulo DETA

Pri vezavi GA na MND, predhodno funkcionalizirane z DETA, smo ugotovili, da imata
velik pomen pri vezavi reakcijski medij in njegova pH vrednost (preglednica 16). Pri
primerjavi ustreznosti reakcijskega medija smo ugotovili, da je za omenjeno vezavo
bistveno boljsi reakcijski medij z ve€inskim delezem 2-propanola. Ob spreminjanju pH
vrednosti reakcijskega medija pa smo ugotovili, da se najvecji deleZ razpoloZjivega GA
veze na MND, funkcionalizirane z DETA, v nevtralnem do rahlo bazicnem pH obmocju s
pH vrednostmi med 6 in 8. Skupaj z ucinkovitostjo vezave GA na MND, funkcionalizirane
z DETA, pa raste tudi stopnja aglomeracije MND. To je razumljivo, saj se GA pogosto
uporablja kot sredstvo za fiksiranje mikroskopskih preparatov, pri cemer se izkorisca
lastnost GA, da zamreZi preparat. Pri tem se molekule GA poveZzejo s strukturami
preparata in med seboj, kar smo dosegli na primeru MND, funkcionaliziranih z DETA, tudi
mi, ko smo nasli ustrezen reakcijski medij in njegovo pH vrednost. Ta rezultat kaZe na to,
da bi v nadaljevanju te raziskave bilo potrebno izbrati kompromisno tocko med maso

vezanega GA in aglomeriranostjo vzorca v skladu s kon¢no uporabo na ta nacin
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funkcionaliziranih MND, saj aglomeriranost vzorca ni zaZeljena. To je moZno doseci z
izbiro suboptimalnega pH obmocja ali z zmanjSevanjem koncentracije GA v reakcijskem

mediju.

54 VIZUALNO VREDNOTENIJE REZULTATOV KOLOIDNE STABILNOSTI
FUNKCIONALIZIRANIH MAGNETNIH NANODELCEYV, V FOSFATNEM
PUFRU IN DESTILIRANI VODI

Ker vecina bioloskih aplikacij temelji na uporabi vode ali ustreznih pufrov, smo
funkcionalizirane magnetne nanodelce (MND) s 3-[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propil-
trimetoksisilanom (DETA) in glutaraldehidom (GA) poizkusali koloidno dispergirati v
fosfatnem pufru (PB) s pH vrednostmi med 3 in 10 ter v destilirani vodi z enakim

razponom pH vrednosti.

Ker se vzorci MND, funkcionaliziranih z DETA in nato Se z GA, posedajo Ze med
funkcionalizacijo z GA, smo v tem delu raziskav uporabljali vzorce MND,
funkcionaliziranih le z DETA, katerih vodna suspenzija po funkcionalizaciji ostaja
koloidno stabilna. Opazili smo, da se MND, funkcionalizirani z DETA, zaradi prisotnih
soli v fosfatnem pufru (PB) spontano sedimentirajo. Izjema so visoke koncentracije PB,
nad 0,1 M PB, kjer se z vecCanjem koncentracije PB zmanjSuje deleZ sedimentiranih
nanodelcev. Razlog za to je v sproS¢anju DETA z MND v prisotnosti visoke koncentracije

soli.

Za razliko od opazovanja koloidne stabilnosti MND, funkcionaliziranih z DETA v PB,
dejanske koloidne stabilnosti teh MND v destilirani vodi ne moremo zlahka dolociti, saj se
pH vrednosti s ¢asom spreminjajo zaradi nizke pufrske kapacitete, ki jo ima destilirana
voda. Meritve pH vrednosti te serije eksperimentov so namre¢ po 24 urah pokazale velika
odstopanja od nastavljenih pH vrednosti. Kljub temu lahko okvirno dolo¢imo pH obmocje,
v katerem so MND, funkcionalizirani z DETA, koloidno stabilno dispergirani v destilirani
vodi. To je obmocje pH vrednosti od 3 do 7, pri ¢emer je omenjena zgornja meja

vprasljiva, ravno zaradi odstopanj kon¢nih meritev pH vrednosti od nastavljene pH
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vrednosti. MoZno je namrec¢, da je pH vrednost 9,5 taksna, da povzro¢i aglomeracijo MND,
funkcionaliziranih z DETA, kljub temu, da se pH vrednost naknadno spremeni. Natancne
pH vrednosti, ki omogocajo koloidno suspenzijo MND, funkcionaliziranih z DETA, bi

lahko dolocili z meritvami zeta potenciala in dolocitve izoelektricne tocke.

5.5 POGLED V PRIHODNOST IN MOZNOSTI ZA NADALJNJE RAZISKAVE
NA TEM PODROCJU

Moznosti za nadaljevanje tega diplomskega dela je veliko, za laZji pregled nad delom si
lahko pomagamo s sliko 65. Pri funkcionalizaciji MND s TEOS in DETA bi lahko preucili
kombiniranje obeh silanov v reakcijskem mediju med funkcionalizacijo. Pri vezavi
glutaraldehida na MND, funkcionalizirane z DETA, bi bilo potrebno optimizirati vezavo in
s spreminjanjem koncentracije glutaraldehida in pH vrednosti najti ustrezen kompromis

med maso vezanega glutaraldehida in stopnjo aglomeracije vzorca.

Rezultat tega diplomskega dela pa je Ze sam po sebi dovolj obetaven, saj ponuja majhne
MND (pod 20 nm), na katere je moZno vezati dve razli¢ni in zelo uporabni vezni molekuli
— DETA in glutaraldehid. Ker obe ponujata Stevilne moZnosti za vezavo raznih
biomolekul, bi se tako pripravljeni MND lahko uporabljali na $tevilnih podro¢jih znanosti,

predvsem tam, kjer se magnetni delci mikrometrskih velikosti ne morejo uveljaviti.
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sinteza Co-feritnih MND
po opisanem postopku
(Kogak in Znidar$i¢,
2007a)

redcenje,
ss = 0,071 g/ml

posedanje z
magnetom,

posedanje z magnetom,
dispergiranje v H,O
e ————
redcenje,

ss = 0,026 g/ml

dispergiranje v H,O

funkcionalizacija MND s
TEOS po opisanem
postopku (Kosak in
Znidarsig, 2007b) v
reakcijskem mediju 1

funkcionalizacija MND z DETA —
optimalni reakcijski pogoji:
» pH vrednost medija =5
» trajanje reakcije = 150 min
» temperatura reakcije = sobna
» koncentracija DETA = 2,530
ml/g MND
v reakcijskem mediju 2

redcenje,

ss = 0,003 g/ml

posedanje s
centrifugiranjem,
dispergiranje v H,O

vezava glutaraldehida —
optimalno v pH obmocju
med 6in &, v
reakcijskem mediju 3

Slika 65: Shema sosledja preiskovanih faz sinteze in funkcionalizacije magnetnih nanodelcev (MND) z

opisom kljucnih rezultatov. Medij 1 sestavljajo 2-propanol, dH,O in vodna koloidna disperzija MND (z

delezem suhe snovi 0,071 g/ml) v razmerju 66,6 : 13,3 : 1. Medij 2 sestavljajo 2-propanol, dH,O in vodna

koloidna disperzija MND (z delezem suhe snovi 0,026 g/ml) v razmerju 65,8 : 13,2 : 1. Medij 3 sestavljata 2-

propanol, vodna koloidna disperzija MND (z deleZzem suhe snovi 0,003 g/ml) in 25% raztopina

glutaraldehida v razmerju 4 : 1 : 0,02
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Rezultati diplomskega dela so pokazali, da je moZno sintetizirati in funkcionalizirati
magnetne nanodelce (MND) z velikostjo pod 20 nm, ki so primerni za aplikacije v

biotehnologiji, biomedicini, medicini in farmaciji.

Sintetizirali smo Co-feritne MND velikosti 10—12 nm s specificno magnetizacijo (Ms) 63
Amzlkg in jih uspes$no povrSinsko funkcionalizirali s tetraetoksisilanom (TEOS) ter s 3-[2-
(2-aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilanom  (DETA). Debelina silikatne
prevleke na MND po funkcionalizaciji s TEOS se je gibala v obmoc¢ju pod 20 nm, odvisno
od koncentracije TEOS. Pri povrSinski funkcionalizaciji MND z DETA smo tekom
optimiranja reakcije pripravili vzorec z optimalno koli¢ino vezane DETA v reakcijskem
mediju s pH vrednostjo 5, reakcija je potekala pri sobni temperaturi, reakcijski Cas je bil
150 min, koncentracija DETA v reakcijski meSanici pa je bila 2,53 ml/g MND. Ob
dispergiranju tega vzorca v destilirani vodi smo ugotovili, da je koloidno stabilen, kar

odpira nadaljnje moZnosti za delo na tem podrocju.

Vzorec z optimalno koli¢ino vezane DETA smo analizirali z naslednjimi analiznimi
metodami: magnetne meritve, rentgenska praskovna difrakcija (XRD), rentgenska
fluorescencna spektrometrija (XRF), presevna elektronska mikroskopija (TEM) v
kombinaciji z energijsko disperzijsko analizo X-zarkov (EDS) ter termicne analizne
metode: diferencialna vrstiéna kalorimetrija (DSC), termogravimetrija (TG), diferen¢na
termicna analilza (DTA) in analiza plinskih produktov termi¢nega razpada (EGA). Vsi
rezultati omenjenih analiz so kazali na uspesno vezavo DETA na povr§ino MND, rezultat

termogravimetrije (TG) pa je pokazal, da je masni delez vezane DETA 4,5 ut. %.
Eksperimenti nadaljnje vezave glutaraldehida na MND, funkcionalizirane z DETA, so

pokazali, da je stopnja te vezave mocno odvisna od vrste in pH vrednosti reakcijskega

medija. Pri tem smo ugotovili, da je najucinkovitejSa vezava glutaraldehida na MND,
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funkcionalizirane z DETA, doseZena v reakcijskem mediju z vecinskim delezem 2-
propanola in pH vrednostjo med 6 in 7. Slednji rezultat smo pridobili z uporabo titracijske

metode, s pomoc¢jo Na,SO3, za barvni indikator pa smo uporabili timolftalein.

Sintetizirani in funkcionalizirani MND z DETA, kot tudi MND, funkcionalizirani z DETA
in z vezanim glutaraldehidom, omogocajo Stevilne nadaljnje aplikacije v biotehnologiji,
biomedicini, medicini in farmaciji. Posrednika, tako DETA kot tudi glutaraldehid,
omogocata Stevilne moznosti nadaljnje vezave Zeljenih biomolekul, obenem pa majhnost
MND omogoca nekatere moznosti uporabe, za katere magnetni delci mikronske velikosti

niso primerni.

6.2 SUMMARY

Thesis results show that magnetic nanoparticles (under 20 nm), which are appropriate for
applications in biotechnology, biomedicine, medicine and pharmacy, can be synthetized
and functionalized. Co-ferrite magnetic nanoparticles with specific magnetization (Ms) 63
Amzlkg were synthetized and successfully functionalized with tetraecthoxysilane (TEOS)
and 3-[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propil-trimetoksisilanom (DETA). Thickness of the
magnetic nanoparticles silicate cover after the functionalization with TEOS was ranging
between 0 and 20 nm depending on concentration of TEOS. While functionalizing
magnetic nanoparticles with DETA the sample with optimal quantity of bound DETA at
pH reaction medium of range 5 was gained. The reaction was carried out at room
temperature, the reaction time was 150 min and DETA concentration in reaction mixture
was 3,53 ml/g of magnetic nanoparticles. While dispersing this sample in destilated water
it has been found out that it is collide stable, what creates new opportunities for further
researches in this field. The sample with optimal quantity of bound DETA was analysed
with the following analysis methods: magnetic meassurments, X-ray powder diffraction
(XRD), X-ray fluorescence spectrometry (XRF), transmission electron microscopy (TEM)
in combination with energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) and thermal analysis
methods: differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), differential

thermal analysis (DTA) and exhaust gas analysis (EGA). All results of the above-
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mentioned analyses showed a successful DETA binding onto magnetic nanoparticles
surface. And the result of thermogravimetry (TG) shows the mass proportion of bound
DETA of 4,5%. Other experiments of binding glutaraldehyde onto magnetic nanoparticles
functionalized with DETA showed that the level of this binding depends on pH reaction
medium. It has been also discovered that the best result of binding glutaraldehyde onto
magnetic nanoparticles functionalized with DETA is achieved in reaction medium with
major proportion of 2-propanol at pH range between 6 and 7. This result has been gained
through titration with help of Na,SO; and as colour indicator thymol phtalein was used.
With DETA synthetized and functionalized magnetic nanoparticles just as magnetic
nanoparticles functionalized with DETA and bound with glutaraldehyde enable several
further application in biotechnology, biomedicine, medicine and pharmacy. DETA and
glutaraldehyde as agents enable further opportunities for bonds of biomolecules, as well as
small size of magnetic nanoparticles opens a possibility of their usage in those processes

where magnetic particles of micron size can not be used.
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