REECIPOSTITA 19 OPIS PATENTOWY  9PL 11241213
a3 Bl

. (51) Int.Cl.
(21) Numer zgtoszenia: 428627 B82Y 40/00 (2011.01)

CO9K 11/06 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 21.01.2019
Rzeczypospolitej Polskiej

Sposoéb wytwarzania i kontroli wielkosci nanoobiektow krzemionkowych

(54) zawierajacych barwnik fluorescencyjny w swojej strukturze

(73) Uprawniony z patentu:

INSTYTUT CHEMII FIZYCZNEJ
POLSKIEJ AKADEMII NAUK, Warszawa, PL

(72) Tworca(y) wynalazku:
TOMASZ ANDRYSZEWSKI, Ciechocinek, PL
MICHALINA IWAN, Konstancin-Jeziorna, PL
KARINA KWAPISZEWSKA, Warszawa, PL
GRZEGORZ BUBAK, Katowice, PL
ROBERT HOLYST, Warszawa, PL
MARCIN FIJALKOWSKI, Warszawa, PL

MONIKA KSIEZOPOLSKA-GOCALSKA,
Warszawa, PL

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
27.07.2020 BUP 16/20

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
22.08.2022 WUP 34/22

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Krystian Zygadto

PL 241213 B1



2 PL 241 213 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb syntezy stabilnych, inertnych chemicznie i nietoksycznych
nanoobiektow krzemionkowych zawierajgcych w swojej strukturze barwnik fluorescencyjny, posiadajacy
grupe izotiocyjanianowa, taki jak fluoresceina i rodamina B, ktérych rozmiar (Srednice) mozna kontrolo-
wac w szerokim zakresie (20—100 nm) poprzez zmiane ilosci barwnika stosowanego w procesie syn-
tezy. W proponowanej metodzie przy zachowaniu jednakowego sktadu roztworu oraz temperatury pro-
wadzenia procesu powstajg nanoobiekty krzemionkowe o réznej $rednicy oraz réznej zawartosci barw-
nika fluorescencyjnego.

W literaturze znane sg publikacje, w ktérych z tetraalkoksysilanéw w obecnosci wody, amoniaku
i etanolu tworzone sg nanoobiekty krzemionkowe. Proces ten nosi nazwe metody Stober'a i jest obecnie
najczesciej stosowany w syntezie nanoczgstek krzemionkowych /Journal of American Science,
2010;6(11), 985-989/. W procesie tym jako mieszanine reakcyjng stosuje sie uktad sktadajgcy sie
z wody, etanolu oraz amoniaku. Dodatkowo do tak przygotowanej mieszaniny wprowadza sie tetraal-
koksysilany bedace prekursorami krzemionki, ktére w procesie hydrolizy generujg w pierwszym etapie
tetrahydoksykrzem, ktéry nastepnie w procesie kondensacji tworzy nanoobiekty krzemionkowe. Mecha-
nizm catego procesu opisa¢ mozna nastepujgcymi rownaniami reakcji: /Z Lu et al./Colloids and Surfaces
A: Physicochem. Eng. Aspects 317 (2018) 450-456/
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Jak czytamy w przytoczonej publikacji sam mechanizm tworzenia nanoobiektoéw krzemionkowych
polega na wytworzeniu w pierwszym etapie niewielkich, niestabilnych nanoobiektow, ktére w czasie
trwania procesu ulegajg aglomeracji tworzac wieksze stabilne nanoobiekty. Niestabilnos¢ powstatych
nanoobiektéw wynika z ich niewielkiego rozmiaru. Mechanizm procesu przedstawiono na Fig. 1.

Ze wzgledu na unikatowe wtasciwosci krzemionki, takie jak transparentnos¢ czy nietoksycznose,
a takze w oparciu 0 mechanizm tworzenia nanoobiektéw krzemionkowych naukowcy postanowili wyko-
rzystac¢ proces Strober'a do ,zamykania” réznego rodzaju materiatdw w otoczce zbudowanej z czystej
krzemionki. Jednymi z takich przyktadéw sg reakcje zamykania fluorescencyjnych barwnikow. W reak-
cjach tych dokonuje sie modyfikacji struktury barwnikéw poprzez wprowadzenie grup trialkoksysilano-
wych. Ugrupowania te ze wzgledu na wysokie podobienstwo do prekursoréw krzemionki ulegajg proce-
sowi wspoétkondensaciji z tetraalkoksysilanami. Dzieki temu dochodzi do chemicznego zwigzania barw-
nika w strukturze tworzonego nanoobiektu. /G. Chen et al. / Dyes and Pigments 93 (2012) 1532-1537/
W takich procesach powstajg nanoobiekty, ktére z jednej strony wykazujg np. fluorescencje charakte-
rystyczng dla wykorzystanego barwnika, a z drugiej posiadajg wtasciwosci fizykochemiczne catkowicie
odmienne niz barwnik. W sytuacji, gdy po wprowadzeniu barwnika fluorescencyjnego do komorki zywej
mogtaby nastapic jego sorpcja do elementow komodrkowych, zamknigcie barwnika w inertnej, transpa-
rentnej oraz nietoksycznej otoczce krzemionkowej celem $ledzenia jego swobodnej dyfuzji jest dobrym
pomystem.

W oparciu 0 mechanizm tworzenia stabilnych nanoobiektéw krzemionkowych przedstawiony na
Fig. 1, czyli proces aglomeracji matych, niestabilnych nanoobiektow krzemionkowych celem wytworze-
nia wiekszych, stabilnych, zauwazono, iz po wprowadzeniu do takiego nieustabilizowanego uktadu in-
nych nanoobiektow np. Fez0O4 dochodzi do procesu pokrywania ich powierzchni poprzez ochronng war-
stwe krzemionki (Fig. 2).

Rozmiar, jaki osiggna stabilne nanoobiekty krzemionkowe syntetyzowane w mieszaninie reakcyj-
nej zalezny jest od kilku czynnikéw. Jednym z podstawowych szeroko opisywanym i przeanalizowanym
w literaturze jest sam sklad mieszaniny reakcyjnej, gtéwnie wzajemny stosunek etanolu oraz wody w tej
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mieszaninie. /Journal of Materials Science and Engineering A 3 (4) (2013) 237-242/. Zmiana tego sto-
sunku pozwala na generowanie nanoobiektow krzemionkowych o $rednicy w przedziale od kilku (roz-
twor, w ktérym dominuje woda lub roztwér, w ktérym dominuje etanol) do nawet 650 nm, przy czym
maksimum osiggane jest dla uktadu zawierajacego okoto 15% wody).

Kolejnym czynnikiem decydujacym o rozmiarze nanoobiektéw krzemionkowych, ktéry mozna
znalez¢ w literaturze jest temperatura prowadzenia procesu. / Eugene Mahon, Delyan R. Hristov, Ken-
neth A. Dawson, Chem. Commun., 2012, 48, 7970-7972 /. Przy zachowaniu jednakowego sktadu roz-
tworu ogélnym wnioskiem jaki mozna wyciggnaé, analizujgc wptyw temperatury na wielko$¢ tworzonych
nanoobiektow krzemionkowych jest to, ze wzrost temperatury prowadzenia procesu powoduje powsta-
wanie mniejszych nanoobiektow.

Analizujgc czynniki wptywajgce na wielkos¢ syntetyzowanych nanoobiektow krzemionkowych na-
lezy takze wskaza¢ na czas prowadzenia reakcji. W tym przypadku wydtuzenie czasu prowadzenia
procesu powoduje wzrost srednicy powstatych nanoobiektow. /Z. Lu et al./Colloids and Surfaces A:
Physicochem. Eng. Aspects 317 (2018) 45-456/. Z tego tez powodu w niektérych publikacjach znalez¢
mozna informacje, iz reakcje nalezy przerwaé na przykifad po 60 minutach prowadzenia procesu w celu
uzyskania jego powtarzalnos$ci. /Journal of Materials Science and Engineering A 3 (4) (2013) 237-242 /.

A zatem, w dziedzinie wcigz istnieje zapotrzebowanie na opracowanie takiego sposobu otrzymy-
wania nanoobiekéw krzemionkowych zawierajgcych w swojej strukturze barwnik fluorescencyjny, ktory
tatwo pozwoli na kontrolowanie ich wielkosci, zwtaszcza przy zachowaniu statego stosunku etanolu,
wody i amoniaku oraz statej temperatury prowadzenia procesu.

Tworcy niniejszego wynalazku przeprowadzili obszerne badania majgce na celu rozwigzanie po-
wyzszego problemu technicznego i opracowali sposéb syntezy stabilnych nanoobiektéw krzemionko-
wych zawierajgcych w swojej strukturze barwnik fluorescencyjny, ktérych srednice mozna kontrolowaé
poprzez zmiane ilosci prekursora barwnika stosowanego do syntezy nanoobiektow, przy zachowaniu
statego stosunku etanolu, wody i amoniaku oraz statej temperatury prowadzenia procesu.

Tak wiec, przedmiotem niniejszego wynalazku jest sposob wytwarzania nanoobiektéw krzemion-
kowych o wielkosci od 20 do 100 nm zawierajgcych w swojej strukturze barwnik fluorescencyjny obej-
mujacy etapy, w ktérych:

a) przygotowuije sie roztwor prekursora barwnika poprzez zmieszanie fluorescencyjnego barw-

nika zawierajgcego grupe izotiocyjanianowg, aminopropylotrietoksysilanu oraz etanolu
w temperaturze 25-28°C,

b) miesza sie etanol z roztworem amoniaku, po czym dodaje sie roztwdr prekursora barwnika

oraz tetraetoksysilan,

charakteryzujgcy sie tym, ze do mieszaniny etanolu, z wodg i amoniakiem w naczyniu reakcyjnym
dodaje sie roztwor prekursora barwnika, korzystnie dodaje sie roztwér prekursora barwnika w iloci od
55 mg do 334 mg, i dodaje sie tetraetoksysilan, przy czym stosunek wagowy tetraetoksysilanu do roz-
tworu prekursora barwnika wynosi 115,6:55,3 do 122:333,5 wagowo, przy czym zmiana stosunku ilosci
roztworu prekursora barwnika do ilosci tertraetoksysilanu powala na otrzymanie nanoobiektéw o $red-
nicach od 20 do 100 nm, i otrzymywanie nanoobiektéw prowadzi sie w temperaturze od 55°C do 60°C,
przy stosunku wagowym NHs/H2O/etanol wynoszgcym odpowiednio od 1/3,29/115 do 1/3,26/113, przy
czym proces wytwarzania nanoobiektow prowadzi sie w czasie szesciu dni, przy czym stosunek wagowy
mieszaniny etanolu, wody i amoniaku do ilosci roztworu prekursora barwnika wynosi od 2615,1 : 55,3
do 2569 : 333,5.,

przy czym stosunek wagowy mieszaniny etanolu, wody i amoniaku do ilosci tetraetoksysilanu
wynosi od 2814,9:123,3 do 2897,6:122 uwzgledniajgc etanol z prekursora,

przy czym wraz ze wzrostem stosunku wagowego tetraetoksysilanu do roztworu prekursora barw-
nika maleje srednica otrzymanych nanoobiektéw krzemionkowych.

Korzystnie, jako barwnik fluorescencyjny zawierajgcy grupe izotiocyjanianowg stosuje sie izotio-
cyjanian rodamine B albo izotiocyjanian fluoresceiny.

Korzystnie, w kolejnym etapie pokrywa sie powierzchnie nanoobiektéw krzemionkowych warstwg
ligandu HS-R albo (EtO)s-Si-R, w ktérych R oznacza tahcuch alifatyczny, takiego jak — Ci2Hzs, z uzy-
skaniem funkcjonalizacji powierzchni nanoobiektéw krzemionkowych.

Korzystnie, proces funkcjonalizacji powierzchni nanoobiektéw krzemionkowych z wykorzysta-
niem liganddw tiolowych prowadzi sie w temperaturze od 55 do 60°C przez kilka dni.
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Opis figur rysunku:

Fig. 1  przedstawia mechanizm tworzenia stabilnych nanoobiektéw krzemionkowych;

Fig. 2  przedstawia mechanizm pokrywania nanoobiektdw ochronng warstwg krzemionki;

Fig. 3  przedstawia wykresy DLS po objetosci dla nanoobiektéw krzemionkowych zawierajg-

cych rodaminowy rdzen fluorescencyjny uzyskanych po Etapie 2;

Fig. 4  przedstawia wykresy DLS po objetosci dla nanoobiektéw krzemionkowych zawierajg-

cych rodaminowy rdzen fluorescencyjny, funkcjonalizowanych ligandem HS-Ci2Hazs
uzyskanych po Etapie 3;

Fig. 5  przedstawia wykresy DLS po objetosci dla nanoobiektéw krzemionkowych zawierajg-

cych rodaminowy rdzeh fluorescencyjny, funkcjonalizowanych ligandem HS-Ci2H2s po
procesie oczyszczania uzyskanych po Etapie 4;

Fig. 6  przedstawia zmiang $rednicy nanoobiektéw krzemionkowych w zaleznosci od stezenia

barwnika w mieszaninie reakcyjnej dla obiektéw pokrytych ligandem HS-Ci2H2s.

Definicje

Aminopropylotrietoksysilan (APTES) — zwigzek o strukturze (C2Hs0)3Si-C3H7-NH2

Tetraetoksysilan (TEOS) — zwigzek o wzorze (C2Hs0)4Si

Tetraalkoksysilany — wzor ogolny (R-0)4Si, rodzina zwigzkéw organicznych bedacych pochod-
nymi alkoholi (alkoholany) powstate w wyniku reakciji alkoholi z czterochlorkiem krzemu (SiCls)

Istotng zaletg sposobu wedtug wynalazku jest tatwa dostepnos¢ surowcéw, a takze niewielki
koszt syntezy nanoobiektow krzemionkowych. Dodatkowo w oparciu o proponowang metode uzyskac
mozna serie nanoobiektéw krzemionkowych zawierajgcych w swojej strukturze barwnik fluorescen-
cyjny, réznigcych sie zaréwno rozmiarem (srednica), jak i iloscig chemicznie zwigzanego barwnika.

Sposdb wytwarzania nanoobiektow krzemionkowych z barwnikiem fluorescencyjnym w struktu-
rze obejmuje nastepujgce etapy:

1.

Przygotowanie prekursora barwnika fluorescencyjnego na drodze reakcji wytwarzania wigza-
nia pomiedzy grupg izotiocyjanianowa barwnika fluorescencyjnego np. rodaminy B lub fluo-
resceiny a grupg aminowg aminopropylotrietoksysilanu. Powstaty prekursor z uwagi na fakt,
iz posiada reaktywng grupe trietoksysilanowg (C2HsO)sSi- moze ulegac reakcji wspétkonden-
sacji z tetraetoksysilanem, dzieki czemu barwnik jest chemicznie wigzany w strukturze nano-
obiektu.

Proces tworzenia nanoobiektéw — w mieszaninie wody, etanolu i amoniaku tetraetoksysilan
oraz grupa trietoksysilanowa prekursora barwnika ulegajg hydrolizie, dzieki czemu stajg sie
zdolne do kondensacji. Kazdy z parametrow tego procesu moze byé dowolnie zmieniany,
niemniej sktad mieszaniny reakcyjnej oraz temperatura wptywajg na wielkos¢ powstatych na-
noobiektow.

Pokrywanie powierzchni powstatych nanoobiektow poprzez ligandy — w mieszaninie reakcyj-
nej powierzchnia nanoobiektéw krzemionkowych pokryta jest przez grupy -OH. Grupy takie
nie sg jednak przytgczone w sposoéb trwaty. W zwigzku z powyzszym do mieszaniny reakcyj-
nej po procesie wzrostu nanoobiektdow wprowadzane sg ligandy zawierajgce grupy, ktére
mogg tworzy¢ trwate wigzania z atomami krzemu. Dodatkowo ligandy powierzchniowe deter-
minujg wiasciwosci fizykochemiczne powstatych nanoobiektow. Poprzez odpowiedni dobér
ligandéw mozna wytworzy¢ nanoczgstki rozpuszczalne w wodzie lub rozpuszczalne w roz-
puszczalnikach organicznych. Do procesu funkcjonalizacji powierzchni krzemionki mozna
stosowac ligandy HS-R albo (EtO)sSi-R, w ktérych R oznacza fancuch alifatyczny, takie jak
HS-Ci2Hzs.

Proces oczyszczania — wirowanie powstatych nanoobiektéw ma za zadanie oddzielenie ich
od zanieczyszczen, takich jak np. resztki niezwigzanego barwnika czy tez nadmiar ligandow.
Wykorzystywany jest takze do tego, aby przeprowadzi¢ nanoczastki do innego rozpuszczal-
nika.

Sposoéb wedtug wynalazku, nie ograniczajgc zakresu jego ochrony zostat blizej przedstawiony
w nizej podanym przyktadzie. Wykresy DLS rejestrowano na aparacie ZETASIZER Nano Series (Nano-ZS)
firmy Malvern wykorzystujgc kuwety kwarcowe.
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Przyktad 1

Sposéb wytwarzania i kontroli wielko$ci nanoobiektéw krzemionkowych poprzez zmiane iloSci
barwnika fluorescencyjnego zawartego w ich strukturze

Etap 1 — Przygotowanie roztworu prekursora barwnika

Do naczynia szklanego odwazono 4,06 mg (7,5735*10-¢ mola) izotiocyjanianu rodaminy B. W ko-
lejnym kroku dodano 2 ml (1,564979g) etanolu o czystosci 99,8% oraz 20 pl (19,36 mg) APTES-u (ami-
nopropylotrietoksysilanu). Przygotowang mieszanine szczelnie zamknieto, ostonieto od $wiatta, wsta-
wiono do tazni ultradzwiekowej i poddano dziataniu ultradzwiekéw przez 60 sekund. Nastepnie do roz-
tworu wprowadzono mieszadetko magnetyczne, umieszczono na stoliku mieszadta magnetycznego
i pozostawiono w temperaturze 25-28°C na 4 godziny. Trwato$¢ przygotowanego roztworu prekursora
przechowywanego w temperaturze do 4°C wynosi 36 godzin. llosci substratéw wykorzystane przy two-
rzeniu prekursora przedstawia Tabela 1.

Izotiocyjanian rodaminy B 4,06 mg {7,5735*%10° mol)
Etanol (99,8%) 2 ml (1,56497 g)
APTES 20 pl (19,36 mg)

Tabela 1 — llosci substratéw wykorzystywane przy tworzeniu prekursora barwnika

Etap 2 — Wytwarzanie nanoobiektow krzemionkowych zawierajgcych w swojej strukturze fluore-
scencyjny barwnik

Do szesciu szklanych fiolek wprowadzono odpowiednio 2,5190 g, 2,3636 g, 2,4804 g, 2,5014 g,
2,4710 g oraz 2,4640 g etanolu, o czystosci 99,8%. Nastepnie dodano kolejno 96,1 mg, 92,0 mg,
102,6 mg, 100,6 mg, 102,3 mg oraz 105,0 mg stezonego amoniaku, o stezeniu 23,4%. Do kazdej
z fiolek wprowadzono mieszadetko magnetyczne, szczelnie zamknieto i umieszczono w fazni olejowej
na stoliku mieszadta magnetycznego o temperaturze 55-60°C na 30 minut. Sktad przygotowanych roz-
tworow przedstawia Tabela 2.

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6

Etanol
2,5190 g 2,3636 g 2,4804 g 2,5014 g 2,4710 g 2,4640 g
99,8%

amoniak 96,1 mg 92,0 mg 102,6 mg 100,6 mg 102,3 mg 105,0 mg

Tabela 2 — Sktad roztworéw wykorzystanych do procesu wzrostu nanoobiektow

W kolejnym kroku w szesciu strzykawkach 1 ml odwazono odpowiednio 55,3 mg, 99,0 mg, 156,1 mg,
216,1 mg, 269 mg, 333,5 mg przygotowanego w etapie 1 roztworu prekursora barwnika. W kolejnych
szesciu strzykawkach odwazono odpowiednio 115,6 mg, 111,8 mg, 119,4 mg, 123,3 mg, 121,0 mg oraz
122,0 mg tetraetoksysilanu (TEOS). Nastepnie do kazdej z fiolek wprowadzono jako pierwszy odwa-
zong ilo$¢ prekursora barwnika, a nastepnie po minucie odwazong ilo§¢ TEOS-u. Do prébki 1 wprowa-
dzono odpowiednio 55,3 mg odwazonego prekursora barwnika oraz 115,6 mg TEOS-u. Dla prébki 2
byto to 99 mg prekursora barwnika oraz 111,8 mg TEOS-u. llosci dla poszczegdinych prébek przedsta-
wia Tabela 3.
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Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Probka 4 Prébka 5 Prébka 6

Prekursor
55,3 mg 99 mg 156,1 mg 216,1 mg 269 mg 333,5mg

barwnika
TEOS 115,6 mg 111,8 mg 119,4 mg 123,3 mg 121 mg 122 mg

Tabela 3- llosci prekursora barwnika oraz TEOS-u uzyte do wzrostu nanoobiektow

Zawartos¢ fiolek szczelnie zamknieto i pozostawiono na stoliku mieszadta magnetycznego,
w temperaturze 55— 60°C na 6 dni.

Po tym czasie dla kazdej z uzyskanych probek wykonano pomiar $rednicy przy uzyciu techniki
DLS. Pomiar wykonywano w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 1 cm. Do kuwety wprowadzano
1,3 ml etanolu oraz dodawano 200 ul probki. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabeli 5 oraz na Fig. 3.
Zmiane srednicy nanoobiektéw krzemionkowych bez powierzchniowego ligandu w zaleznosci od steze-
nia prekursora barwnika w mieszaninie reakcyjnej przedstawiono na Fig. 6.

W Tabeli 4 umieszczono informacje na temat sktadu mieszanin reakcyjnych dla probek 1-6.

Probka 1l | Probka2 | Prébka 3 | Probka4 | Probka 5 | Probka 6
Etanol 99,8% 2,5190g | 2,3636g | 2,4804g | 2,5014g | 2,4710¢g | 2,4640¢g
Etanol z
0,0545g | 0,0975g | 0,1538g | 0,2129g | 0,2650¢g | 0,3286¢g
prekursora
Woda 0,0736g | 0,0705g | 0,0786g | 0,0771g | 0,0784¢g | 0,0804 g
amoniak 0,0224g | 0,0215g | 0,0240g | 0,0235g | 0,0239g | 0,0246 ¢
TEOS 0,1156g | 0,1118g | 0,1194g | 0,1233g | 0,1210¢g | 0,1220¢
Stosunek wagowy
1:329:|1:328: | 1:3,28: | 1:3,28: | 1:3,28: | 1:3,26:
(NH3: H20:
115 114 119 115 115 113
Etanol)

Tabela 4 — Skiad mieszanin reakcyjnych dla syntezowanych probek 1-6
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Nanoobiekty po procesie | Nanoobiekty po procesie Nanoobiekty po procesie

syntezy (Etap 2) funkcjonalizacji (Etap 3) oczyszczania (Etap 4)
$redni- [Odchyle- $redni- [Odchyle- $redni- |Odchyle-
ca nie Stopien ca nie Stopien ca nie Stopien
nano- | standa-| polidys-| nano- | standa- | polidys- | nano- | standa-| polidys-
obiektu| "dowe | persji [obiektu| rdowe | persji | obiektu| rdowe | persji
[nm] | [nm] [nm] | [nm] [nm] | [Am]
Prébka
22,73 8,048 0,107 26,53 8,975 0,112 27,21 8,849 0,100
1
Probka
28,46 | 10,03 0,108 30,70 10,43 0,098 30,63 10,68 0,117
2
Probka
39,17 | 13,16 0,098 39,68 13,27 0,087 39,38 13,79 0,108
3
Probka
49,33 | 18,47 0,115 51,34 18,93 0,102 50,49 20,52 0,124
4
Probka
66,79 | 26,09 0,103 | 69,50 27,98 0,114 | 72,49 27,53 0,108
5
Probka
9584 | 42,13 | 0,113 | 101,9 | 40,72 | 0,095 | 1052 | 42,57 | 0,09
6

Tabela 5 — Srednica nanoobiektéw zawierajgcych rodaminowy fluorescencyjny rdzen zmierzona
za pomoca techniki DLS

Etap 3 — Pokrywanie powierzchni nanoobiektow krzemionkowych przez warstwe ligandu
HS-C12H2s (funkcjonalizacja powierzchni nanoobiektéw krzemionkowych)

Do szesciu szklanych fiolek wprowadzono po 2 ml etanolu, o czystosci 99,8% oraz 0,4 ml ligandu
HS-Ci12H2s. Do kazdej z fiolek wprowadzono mieszadetko magnetyczne, szczelnie zamknigto i umiesz-
czono w tazni olejowej na stoliku mieszadta magnetycznego o temperaturze 55—60°C celem ogrzania.
Nastepnie do fiolek wprowadzano po 2 ml prébek od 1 do 6 uzyskanych w etapie 2. Fiolki szczelnie
zamknieto i intensywnie mieszajgc pozostawiono w tazni olejowej o temperaturze 55-60°C na 4 dni.

Dla kazdej z uzyskanych prébek ponownie wykonano pomiar DLS w sposéb analogiczny jak
w etapie 2 (Tabela 5, Fig. 4).

Zmiane srednicy nanoobiektéw krzemionkowych pokrytych ligandem HS-Ci2H2s w zalezno$ci od
stezenia prekursora barwnika w mieszaninie reakcyjnej przedstawiono na Fig. 6.
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Etap 4 — Wydzielanie oraz oczyszczanie uzyskanych nanoobiektéw

Zawartos$c¢ kazdej z fiolek / probek uzyskanych po etapie 3 przeniesiono do falkonu wirdbwkowego
wykonanego korzystnie z polipropylenu o objetosci 15 ml. Nastepnie do kazdego falkonu dodano 11 ml
n-heksanu. Cato$¢ zamieszano i poddano wirowaniu z szybkoscig 9000 rpm przez 45 minut celem zwi-
rowania nanoobiektow krzemionkowych. W kolejnym kroku z falkonéw usunieto supernatant, do kaz-
dego dodano po 3 ml etanolu, a nastepnie uzyskane osady rozproszono w tazni ultradzwiekowej. Do
kazdego z falkonéw ponownie dodano 11 ml n-heksanu, cato$¢ zamieszano i ponownie poddano wiro-
waniu z szybkoscig 9000 rpm przez 45 minut. Proces wirowania, dekantacji oraz rozpraszania osadu
w czystym etanolu powtérzono pieciokrotnie. W ostatnim kroku po usunieciu supernatantow, kazdy
z uzyskanych osadow rozproszono z wykorzystaniem ultradzwiekéw w 3 ml etanolu.

Dla kazdej z uzyskanych prébek ponownie wykonano pomiar DLS w sposéb analogiczny jak
w etapie 2 (Tabela 5, Fig. 5).

Zmiane $rednicy nanoobiektéw krzemionkowych pokrytych ligandem HS-Ci2H2s uzyskanych po
procesie oczyszczania w zaleznosci od stezenia w mieszaninie reakcyjnej prekursora barwnika przed-
stawiono na Fig. 6.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb wytwarzania nanoobiektow krzemionkowych o wielkosci od 20 do 100 nm zawieraja-
cych w swojej strukturze barwnik fluorescencyjny obejmujacy etapy, w ktérych:

a) przygotowuje sie roztwor prekursora barwnika poprzez zmieszanie fluorescencyjnego
barwnika zawierajgcego grupe izotiocyjanianowg, aminopropylotrietoksysilanu oraz eta-
nolu w temperaturze 25-28°C,

b) miesza sie etanol z roztworem amoniaku, po czym dodaje sie roztwér prekursora barwnika
oraz tetraetoksysilan,

Znamienny tym, ze do mieszaniny etanolu, z wodg i amoniakiem w naczyniu reakcyjnym

dodaje sie roztwér prekursora barwnika, korzystnie dodaje sie roztwor prekursora barwnika

w ilosci od 55 mg do 334 mg, i dodaje sie tetraetoksysilan, przy czym:

stosunek wagowy tetraetoksysilanu do roztworu prekursora barwnika wynosi 115,6:55,3 do
122:333,5 wagowo,

zmiana stosunku ilosci roztworu prekursora barwnika do ilosci tetraetoksysilanu pozwala na
otrzymanie nanoobiektéw o srednicach od 20 do 100 nm, i otrzymywanie nanoobiektéw pro-
wadzi sie w temperaturze od 55°C do 60°C, przy stosunku wagowym NHs/H20/etanol wyno-
szgcym odpowiednio od 1/3,29/115 do 1/3,26/113,

proces wytwarzania nanoobiektéw prowadzi sie w czasie szesciu dni,

stosunek wagowy mieszaniny etanolu, wody i amoniaku do ilosci roztworu prekursora barw-
nika wynosi od 2615,1 : 55,3 do 2569 : 333,5,

stosunek wagowy mieszaniny etanolu, wody i amoniaku do ilosci tetraetoksysilanu wynosi od
2814,9:123,3 do 2897,6:122 uwzgledniajgc etanol z prekursora,

wraz ze wzrostem stosunku wagowego tetraetoksysilanu do roztworu prekursora barwnika
maleje Srednica otrzymanych nanoobiektéw krzemionkowych.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako barwnik fluorescencyjny zawierajgcy grupe
izotiocyjanianowg stosuje sie izotiocyjanian rodamine B albo izotiocyjanian fluoresceiny.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, Zze pokrywa sie powierzchnie nanoobiektéw
krzemionkowych warstwg ligandu HS-R albo EtOs-Si-R, w ktérych R oznacza tancuch alifa-
tyczny -Ci2Hzs w celu funkcjonalizacji powierzchni nanoobiektéw krzemionkowych.

4. Sposob wedilug zastrzezenia 3, znamienny tym, Zze proces funkcjonalizacji powierzchni na-
noobiektow krzemionkowych z wykorzystaniem ligandéw tiolowych prowadzi sie w tempera-
turze od 55 do 60°C w czasie czterech dni.
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