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Tiivistelma

Tamén pro gradu -tutkielman aiheena on grafeenioksidin kiehtova maailma.
Tutkielman tavoitteena oli tehdd kattava kirjallisuuskatsaus grafeenioksidin
funktionalisoinnista. Tutkielmassa kdydadn ldpi grafeenioksidin tarkeimmaét
rakenteelliset piirteet, fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, kemialliset funk-
tionalisointimenetelmét seki sovelluskohteet bioteknologiassa ja muualla. Omi-
naisuuksien tarkastelussa on kiinnitetty erityistd huomiota hapetusasteen
merkitykseen sekd grafeenioksidin fluoresenssiin. Kemiallisten funktionali-
sointimenetelmien osiossa keskitytddn ldhinnd epoksidi- ja hydroksyyliryh-
mien funktionalisointireaktioihin. Karboksyylihapporyhmien reaktioista on
annettu myoés muutamia esimerkkeja. Sovelluskohteiden osiossa esitellddn
puolestaan grafeenioksidin ja metallinanopartikkelien hybridimateriaaleihin
perustuvia tunnistusalustoja sekd sensoreita. Viimeinen poikkitieteellisempi
osio keskittyy grafeenioksidin mielenkiintoisiin sovelluskohteisiin bioteknolo-

gian alalla.
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1 Johdanto

Hiilen yleisin allotrooppi grafiitti on kolmiulotteinen, jopa miljoonista gra-
feenikerroksista koostuva materiaali. Grafeenikerrosten hiiliatomit ovat jar-
jestdytyneet hunajakennoa muistuttaviksi tasorakenteiksi. Kun yksittdinen
atominohut grafeenikalvo altistetaan voimakkaasti hapettaville olosuhteille,
saadaan grafeenioksidia, uudeksi ihmeaineeksikin povattua materiaalia. [1]

Grafeenioksidin rakenne on esitetty kuvassa 1:

Kuva 1: DFT-laskennoissa kiytetty grafeenioksidin mallirakenne, josta
erottuvat grafeenilevyyn kiinnittyneet epoksidi- ja hydroksyyliryhmét
(merkitty magentalla ja syaanilla). |2]

Grafeenioksidin historia ulottuu vuoteen 1859, jolloin brittildinen kemisti
B.C. Brodie [3] suoritti tutkimuksiaan grafiitin rakenteesta. Erddissd reak-
tiivisuuskokeessa kiytetty kaliumkloraatin ja typpihapon yhdistelméa tuotti
uutta kiteistd materiaalia, joka koostui hiilestd, vedystd ja hapesta. Mate-
riaali dispersoitui puhtaaseen ja eméksiseen, mutta ei happamaan veteen.

Brodie kuvasi ainetta grafiittiseksi hapoksi. Kyseessd oli tiettavisti ensim-



méinen raportoitu menetelmé grafeenioksidin syntetisoimiseen. Synteesista
on julkaistu sittemmin kehittyneemmét Staudenmaierin [4] ja Hummerin |5

versiot, jotka ovat edelleen kiiytdssd erilaisine muunnelmineen. [6]

Grafeenioksidin syntetisoiminen on helppoa ja sen hydrofiilisyys mahdollis-
taa aineen dispersoitumisen useisiin eri liuottimiin. Se omaa lisdksi ainut-
laatuiset sdhkoiset ja optiset ominaisuudet. Grafeenioksidin kovalenttisesti
sitoutuneilla, happea sisiltavilla ryhmilld on voimakas vaikutus materiaalin

elektronisiin, mekaanisiin ja sihkokemiallisiin ominaisuuksiin. |7]

Grafeenioksidin ominaisuuksia pystytdan muokkaamaan edelleen kemiallisen
funktionalisoinnin avulla. Funktionalisointimenetelmien kehitys on tuottanut
laajan skaalan erilaisia grafeenijohdannaisia vaihtelevine ominaisuuksineen.
[1, 6] Ala on kuitenkin vield varsin nuori, joten tulevaisuuden syntetiikan ke-
hitys saattaa johtaa merkittiviin edistysaskeliin grafeenijohdannaisten ken-
talla. Funktionalisoinnin kautta saavutettavilla ennennakemattomilla erityis-

piirteilld on potentiaalia mitd mielikuvituksellisempiin sovelluksiin. [§]

Grafeenioksidiin pohjautuvien nanomateriaalien erikoinen maailma tarjoaa
kiehtovia mahdollisuuksia poikkitieteelliselle tutkimustyolle. Esimerkkini mai-
nittakoon nanotieteen ja bioteknologian rajapinnalla tehty tutkimus, joka
on johtanut mekaanisten, optisten ja elektronisten laitteiden sekid biosenso-
rien syntyyn. |8] Grafeenijohdannaisista on saatu valmistettua toiminnallisia
biosysteemeiti, joihin on integroitu esimerkiksi nukleiinihappoja, peptideité,

proteiineja ja jopa soluja. 9]



2 Grafeenioksidin ominaisuudet

2.1 Rakenne

Grafeenioksidi (GO) sisdltdd useita reaktiivisia, happea sisiltdvid ryhmia,
jotka mahdollistavat sen muokkaamisen kemiallisen funktionalisoinnin kaut-
ta. GO:n tarkkaa kemiallista rakennetta ei tunneta sen monimutkaisuudesta
johtuen. Karakterisointi on osoittautunut vaikeaksi GO:n rakenteen amorfi-
suuden ja stoikiometrian vaihtelun seki riittavin tarkkojen analyysimenetel-

mien puutteen vuoksi. [6]

Vaikeuksista huolimatta GO:n rakennetta on kuitenkin opittu ymmértdmain
ja sille on esitetty lukuisia eri malleja lihinné alkuainekoostumuksen, reaktii-
visuuden ja rontgendiffraktiomééritysten perusteella. [6] Malleista tunnetuin
lienee Lerf-Klinowski -malli (kuva 2), joka on kehitetty pitkalti kiintedn ti-
lan NMR-mittausten perusteella. [10, 11| GO:m NMR-spektreissd ndhdain
tertiddrisen alkoholin, epoksirenkaan ja alkeenien seoksen piikit. Mittausda-
tasta nousevat esiin myds GO-levyjen vélinen, pinoutuneeseen rakenteeseen
johtava vetysitoutuminen ja veden hyvin voimakas sitoutuminen epoksidi- ja

hydroksyyliryhmiin. |6, 10-15]

Epoksidi- ja hydroksyyliryhmit sijaitsevat GO:n pinnalla. GO:n reunoilla on
lisiksi hyvin pienid maariad karboksyylihappo- ja ketoryhmii. Rakenteessa
saattaa olla myo0s erittdin pienid maariad reunoilla sijaitsevia 5- ja 6-renkaisia

laktoleita ja pinnalla esiintyvid estereité. |6]

GO:n hapetusaste vaihtelee kiytetyistd lahtomateriaaleista ja hapetusmene-

telmisté riippuen. Hapetusasteella on merkittiva vaikutus GO:n ominaisuuk-



siin. |[6] Osittainen hapettuminen niyttdd olevan termodynaamisesti suotui-
sampaa tehtyjen DFT-laskujen perusteella tiydelliseen hapettumiseen nih-

den. Epoksidien suhde alkoholeihin kasvaa hapetusasteen myo6té. [16]

Kuva 2: GO:n rakenne Lerf-Klinowski-mallin [10, 11| mukaan. GO:n
rakenne voidaan kuvailla yksittdiseksi grafeenimaiseksi kerrokseksi, jossa on
satunnaisesti aromaattisia alueita ja hapettuneita alifaattisia alueita.
Grafeenimaisen tason yli- ja alapuolella on hydroksyyli- ja epoksiryhmié ja
levyn reunoilla karboksyylihapporyhmii. [6]

Yksittiaisen GO-levyn paksuus on AFM-tutkimusten perusteella noin 1 nm,
joka on huomattavasti suurempi kuin ideaalisen grafeenin paksuus. Taméa
johtuu happea sisiltivistd funktionaalisista ryhmisté ja rakenteen yli- seka
alapinnoille imeytyvéastd vedestd. Kuivattujen niaytteiden paksuus on diffrak-

tiotutkimusten perusteella noin 0,6 nm. [17, 18|



2.2 Fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

Grafeenioksidi on sihkéisesti eristivid materiaalia sp>-sitoutumisen aiheut-
tamien johtavuuden héairididen vuoksi. Koska sdhkénjohtavuus voidaan pa-
lauttaa palauttamalla 7-verkosto, GO:n tarkeimpiin reaktioihin kuuluu sen
pelkistdminen grafeenimaiseksi materiaaliksi (rGO). [6] Téaysin pelkistetyn
GO:n happipitoisuus on 7-8 %. Tamé johtuu erittdin stabiilien karbonyyli-
ja eetteriryhmien muodostumisesta. [18] GO on termisesti melko epéstabiilia
ja hajoaa kuumennettaessa vapauttaen hiakai ja hiilidioksidia. Niin ollen sité
voidaan pelkistdé paitsi kemiallisesti, myos termisesti. Hiilidioksidin vapau-
tuminen kuitenkin vaurioittaa GO:n rakennetta jiattden jilkeensd aukkoja ja

topologisia virheité. 6|
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L. methanol
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Kuva 3: GO:n liukoisuus eri liuottimiin. Ylemmaén rivin kuvat on otettu
tunnin sonikoinnin jilkeen. Ksyleenindytteen véri johtuu liuottimen vérista.
|6, 19]

GO:n kisittelylle ja johdannaisten valmistukselle térked liukoisuus (kuva 3)
riippuu sekd kiytetystd liuottimesta ettd GO:n hapetusasteesta. Mitd suu-
rempi GO:n pinnan polaarisuus on, sitd parempi myés liukoisuus on. Liukoi-
suus on yleensd suuruusluokkaa 1 4 mg/ml vedessi. Yhteen pakkautuneita

GO-levyji voidaan irrottaa toisistaan sonikoinnin avulla. |6]



2.3 Hapetusasteen vaikutus grafeenioksidin ominaisuuk-

siin

Grafeenioksidissa on kahdenlaisia hiilialueita, sp2- ja sp3-hybridisoituneita.
Kunkin alueen sisalld kulkee erilaisia varauksensiirtoreitteja. Fotolumine-
sessin emissio on riippuvainen sp2-matriisin 7-7*-siirtymisti. Luminesenssin
ominaisuudet riippuvat voimakkaasti myos sp2- ja sp>-alueiden keskiniisesti

suhteesta ja sp?-alueiden koosta. [20]

V. Gunasekaran et al. [20] ovat tutkineet hapetusasteen vaikutusta GO:n
ominaisuuksiin. Eri hapetusasteet omaavat ndytteet syntetisoitiin muokatulla
Hummerin menetelmalla. [5, 21 23] Néytteiden analysoinnit tehtiin Raman-,
FTIR-, XPS-, XRD- ja TEM-menetelmilld. Niytteistd mitattiin myds foto-
luminesenssit. Hapetusateen muutos vaikuttaa ensisijaisesti sp 2-klustereiden
kokoon. Niytteiden sp2-alueiden kokojen laskettiin olleen 15,96 nm, 12,53
nm, 16,09 nm ja 16,28 nm. [20]
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Kuva 4: Eri hapetusasteet omaavien GO-niytteiden Raman-spektrit.
Hapetusasteen kasvaminen johtaa D- ja G-piikkien siirtymiseen suuremmille
aaltoluvuille. [20]



Hapetusasteen muutos havaitaan kuvan 4 Raman-spektreissé D- ja G-piikki-
en siirtymiseni. D-piikki on seurausta tasossa olevien sp3-hiiliatomien hen-
gitysvirdhtelysti. G-piikki johtuu puolestaan GO-levyn sp2-hiiliatomien vé-
riahtelystd. Hapetusasteen kasvamista seuraava G- ja D-piikkien siirtyminen
(G: 1591 em™! — 1656 cm ™!, D: 1349 em™! — 1513 ¢cm™!) johtuu uusien

sp3-alueiden muodostumisesta. [20]

Kuvassa 5 ndhdééin eri naytteiden IR-spektrit. Spektreissi havaitaan selvisti

erilaisten C-O-sidosten syntyminen hapetusasteen kasvun myoté. [20]
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Kuva 5: Eri hapetusasteet omaavien GO-néytteiden IR-spektrit. [20]

Grafeenioksidin XPS-spektrit on dekonvoluoitu gaussisella sovituksella nel-



jasta yksittdisestd piikistd koostuviksi (kuva 6). Piikkien tietyt sitoutumi-

senergiat vastaavat tiettyjd funktionaalisia ryhmiéd. Spektreistd havaitaan,

ettd eri funktionaaliset ryhmét muodostuvat asteittain hapetuksen etenemi-

sen myotd. Epoksidiryhmid ndyttda olevan vain kaikkein hapettuneimmassa

néytteessa. 20|
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Kuva 6: Eri hapetusasteet omaavien GO-néytteiden XPS-spektrit.

Matalimmalla hapetusasteella olevan S1-nédytteen spektri on seurausta
pelkistd C=O-ryhmistd. Korkeimmalla hapetusasteella olevan S4-néiytteen
spektri on puolestaan seurausta useiden eri ryhmien (C—C, C-OH, C-O,

C-O-C) yksittaisten spektrien yhteisvaikutuksesta. [20]

Fotoluminesenssispektrit mitattiin eksitaatioaallonpituudella 325 nm (kuva



7). Spektrin muoto muuttuu selkedisti hapettumisen my6ta ja luminesenssin
vari muuttuu lisdksi sinisestd punaiseksi. Laajat spektrit koostuvat useis-
ta komponenteista, jotka on selvitetty gaussisella dekonvoluoinnilla. Piik-
kien kohdat muuttuvat sp?-klusterien koon kasvaessa. Ilmi6 voi johtua joko
elektroni-aukko-rekombinaatioista sp2-alueilla tai varauksensiirtijien rekom-

binaatioista hapettumattomilla alueilla ja niiden reunoilla. [20]
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Kuva 7: Eri hapetusasteet omaavien GO-néytteiden fotoluminesenssin
spektrit. P1, P2, P3 ja P4 ovat yksittiisten komponenttien Gaussisia
sovituksia.|20]



2.4 Grafeenioksidin fluoresenssi

Grafeenioksidi on elektronisilta ominaisuuksiltaan hybridimateriaali, jossa
esiintyy sekd johtavia m-tiloja ettd sp2-hiiliii ja suuria sp3-sitoutuneiden hii-
lien o-tilojen villisiéi energia-aukkoja. Ideaali grafeeni koostuu pelkisti sp -
hybridisoituneista hiiliatomeista. Happea siséltdvien ryhmien epdyhtenédinen
leviiiminen grafeenin pinnalle johtaa pienien (2-3 nm), jirjestdytyneiden sp 2-
klusterien muodostumiseen. Klustereita ympérdi sp3-CO-matriisi. Pelkisty-
mistid voidaan kiyttiid sp?- ja sp®-alueiden suhteiden ja energia-aukkojen
muokkaamiseen. Eristdvd GO voidaan siis muuttaa joko kemiallisesti tai
termisesti puolijohteeksi ja edelleen metallimaiseksi grafeeniksi. Pelkistetyn
GO:n laatu on kuitenkin heikompi puhtaaseen grafeeniin nahden, silla se si-
saltdd edelleen hieman happiatomeita, Stone-Wales-virheita (eli pentagoni-

heksagoni-pareja) ja CO:n tai COy:n irtoamisen aiheuttamia reikié. [18]

Grafeenille ominainen energia-aukkojen puuttuminen johtaa siihen, ettei gra-
feeni ole fluoresoiva (paitsi fononien avustuksella). GO:n heterogeeninen,
energia-aukkoja sisdltava rakenne puolestaan mahdollistaa fluoresenssin NIR-
, Vis- ja UV-alueilla. GO:lle luontainen ja muokattava fluoresenssi voi avata
tien ennennidkeméttomiin optisiin sovelluksiin esimerkiksi ldikeaineiden kul-

jetuksen tai eldvien solujen kuvantamisen aloilla. [18]

GO:n fluoresenssi on seurausta lokalisoitujen elektronisten tilojen elektroni-
reikd-parien useista erilaisista konfiguraatioista. Fluoresenssin tarkkaa me-
kanismia ei kuitenkaan tunneta. GO:n rakenteen sp2-klusterien koko mii-
rittdd paikallisen energia-aukon suuruuden ja néin ollen myds emittoituvan
fluoresenssin aallonpituuden. Koska GO:ssa esiintyy useita erikokoisia sp2-

klustereita, sen emissiolla on vyoméinen rakenne. Alle 1 nm kokoiset klusterit

10



johtavat UV-Vis-alueen emissioon, kun taas suuremmat, yli 2 nm:n kokoiset

klusterit johtavat Vis-NIR-alueen emissioon. [18]

Fluoresenssia on havaittu hyvinkin eri kokoisista GO-levyistd. Nanokokoluo-
kan néytteistd on havaittu matalan energian (punaisen valon ja NIR-alueen)
fluoresenssia. Leveydeltdan 1 10 pm:n kokoisilla levyilld on havaittu myos
vastaavia ominaisuuksia eli levyn koko ei vaikuta kovinkaan paljoa GO:n
emissioenergiaan. Emissiopiikin on havaittu punasiirtyvin NIR-aluetta koh-
ti GO:n pelkistymisen ja siitd seuraavan intensiteetin vaimenemisen myd6ta.
Happiplasmakisitellyn grafeeniniiytteen laaja punaisen valon ja NIR-alueen

fluoresenssispektri on esitetty kuvassa 8a. 18]

GO omaa my6s heikon sinisen valon ja UV-alueen fluoresenssin (ohutkalvol-
la 390 nm ja liuoksessa 440 nm kohdalla), kun viritykseen kdytetddn UV-
sateilyd. Eri tyyppisten nédytteiden vélinen siirtymaé saattaa johtua matrii-
sien dielektristen ominaisuuksien eroista. GO:n fluoresenssin intensiteettii
voidaan parantaa lyhyelld hydratsiinialtistuksella (kuva 8b). Maksimaalinen
fluoresenssin intensiteetti saavutetaan, kun GO:n annetaan pelkistyd vain

hieman. [18]

Sinisen fluoresenssin on havaittu olevan pH-riippuvainen (kuva 8c). Fluore-
senssi voidaan havaita jopa paljaalla silmélla korkeassa pH:ssa. Matala pH
sammuttaa fluoresenssin ldhes téysin. [lmi6é johtunee GO:n emissiivisten koh-

tien protonoitumisesta/deprotonoitumisesta. [18]

Vaikka GO on itse fluoresoiva, se voi sammuttaa muiden molekyylien fluore-
senssin (kuva 9). Mité pelkistyneempi GO on, sitd tehokkaampaa fluoresens-
sin sammuminen on. Sammuminen johtuu FRET-ilmiosta (s. 62). Kyseista

ilmiota voidaan hyodyntdd FQM-kuvantamisessa ( Fluorescence Quenching
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Kuva 8: GO-néytteiden fluoresenssi. a) Happiplasmalla hapetetun
grafeenilevyn fluoresenssi. Kuvassa nihdaén aallonpituudella 473 nm
viritetyn néytteen konfokaalinen fluoresenssikuva. Spektrit on mitattu

kuvaan merkityistd kohdista. b) Hydratsiinihoyrylle altistetun
GO-ohutkalvon fluoresenssispektrit. Fluoresenssin intensiteetti kasvaa 3
minuuttiin asti ja alkaa sen jilkeen laskea pelkistyksen edetessi. )
Grafeenin kvanttipisteiden fotoluminesenssi on pH-riippuvainen (sinisesté
mustaan pH:n noustessa ja punaisesta siniseen pH:n laskiessa). d)
Nanokokoluokan GO:n liuoksen sininen fluoresenssi. 18]
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Kuva 9: GO pystyy sammuttamaan fluoroforien fluoresenssin hyvinkin
tehokkaasti. [18]

Microscopy), jossa GO muodostaa tumman kontrastin verrattuna fluoresoi-
vaan ympdaristoon. Menetelmilld voidaankin tutkia yksittdisten GO-levyjen
morfologisia ominaisuuksia. Kuvassa 9 nihdédén, miten GO pystyy sammut-
tamaan erilaisten viriaineiden fluoresenssin. Puhdas grafeeni voi sammuttaa

fluoresenssin noin 30 nm:n padsta. [18|

13



3 Kemiallinen funktionalisointi

Grafeenioksidin pintaan voidaan kiinnittda lukuisia funktionaalisia ryhmii
sekd kovalenttisesti etta ei-kovalenttisesti. Kovalenttisessa funktionalisoinnis-
sa voidaan hyédyntdd GO:n karboksyylihappo-, epoksi- ja hydroksyyliryh-
mid. Tietty reagenssi voi reagoida useiden eri ryhmien kanssa. Reaktioiden
selektiivisyyden osoittaminen voi olla hankalaa grafeenioksidin monimutkai-

sen rakenteen karakterisoinnin vaikeuden vuoksi. [6]

Rakenteensa ja hydrofiilisten ryhmiensi ansiosta GO on erinomainen isanta-
matriisi pitkidketjuisille, alifaattisille hiilivedyille, siirtymametalleille, hydro-
fiilisille molekyyleille ja polymeereille. Silli on potentiaalia my6s ohuiden,

alykkéiden kalvojen valmistamisessa. [24]

Funktionalisoinnissa kannattaa yleensd vilttda voimakkaasti eméksisia olo-
suhteita, silld ne kdynnistaviat GO:n pelkistymisen. Voimakkaasti emiksiset
karbanioninukleofiilit, organolitium- ja organokupraattireagenssit eivit siis
toimi funktionalisoinnissa. Pelkistavit sivureaktiot johtunevat GO:iin imey-
tyneen veden ja sen pinnan tertidaristen alkoholien aiheuttamasta reagenssin
hydrolyysisté, jota seuraa hydroksidipohjainen GO:n pelkistyminen. Epésuo-
tuisa sivureaktio tapahtuu jopa, kun GO:n hydroksyyliryhmét asetyloidaan
ja se kuivataan mahdollisimman hyvin. GO:n kosteutta ei oletettavasti voi-
da poistaa taysin, joten emiksiset karbanionit reagoivat veden kanssa ennen

kuin ne pédsevit reagoimaan GO:n epoksidirenkaiden kanssa. [25]

GO on suuren pinta-alansa ja erikoisten sdhkoisten ominaisuuksiensa an-
siosta mielenkiintoinen matriisi my6s metallinanopartikkeleille (Au, Ag, Pd,

Pt, Ni, Cu). Toiminnalliset nanopartikkelit voivat toimia muun muassa joh-
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teina, fluoroforeina, magneetteina tai katalyytteinéd. [26] Nanopartikkelien
ongelmana on yleensi niiden epéstabiilisuus, joka johtuu niiden suuresta
pintaenergiasta. Luonnon pyrkimys energian minimoimiseen johtaa partik-
kelien spontaaniin aggregoitumiseen, mikd puolestaan johtaa partikkelien
ominaisuuksien heikentymiseen tai katoamiseen tyystin. Ongelma voidaan
ratkaista kiinnittdmaélld partikkelit niitd tukevaan matriisiin. Partikkelien
voidaan my0s antaa kasvaa suoraan sopivalle pinnalle. [26] Grafeenioksidi-
metallinanopartikkeli-hybrideilld on potentiaalia biolddketieteen, SERS-spekt-
roskopian, energianvarastoinnin, sihkdkemiallisen tunnistuksen ja katalyysin

aloilla. [27|

3.1 Epoksidien reaktiot

Grafeenioksidin epoksideja voidaan hyodyntaé elektrofiileini ja muokata hel-
posti renkaanavausreaktioiden kautta. Todennikéisin reaktiomekanismi on
nukleofiilin liittyminen a-hiileen. Renkaanavausreaktion luonteesta johtuen
kiinnityneen funktionaalisen ryhmén viereen jaéd aina hydroksyyliryhmé. Ta-
vallisimmin kiytetyt reagenssit ovat amiineja, jotka voivat reagoida paitsi
epoksidien, my6s karboksyylihappojen kanssa. |6] Epoksidien renkaanavaus-
reaktioita voidaan katalysoida hapoilla tai eméksilla. [28| Hiili-typpi-sidoksen
labiilisuuden vuoksi funktionaaliset ryhmaét irtoavat kuumennettaessa suh-

teellisen matalissa limpdtiloissa. [25]

3.1.1 Esimerkkeji epoksidien reaktioista [29]

Epoksidit reagoivat atsidien kanssa muodostaen hydroksiatsidin (1), joka

voidaan pelkistdd edelleen priméériseksi amiiniksi trifenyylifosfiinilla (2):
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Epoksidit reagoivat Spy2-reaktiolla amiinien kanssa muodostaen aminoalko-

holeja (3):

® nopea
(Q S\2 HY:n siirto
../\Z \ N » RZN_)/\ » R N/\/OH (3)
H O 2
RoNH, O

Epoksidirengas voidaan avata myos halideilla (4) tai alkoholeilla (5):

t-Buy 1.PhgP, X, t-Bu
CH,Cl,
- X=Cl, Brtail (4)
2. H,0
(0]
O
o L OH

Y\/OH > Y\/O — I OJ\Ph ®)

GO:n epoksidiryhmien funktionalisoinnissa on kéytetty yksittédistapauksissa
hiilinukleofiilia [25], atsidia [30] ja tioasetaattia [31]. GO:n epoksidiryhmien

avauksessa kiytetyt reagenssit ovat kuitenkin olleet padsdéntoisesti erilaisia

Reaktiot ovat kirjasta Organic Chemistry [29].
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amiineita. Amiinien kautta on saatu kiinnitettyd pitkia hiilivetyketjuja |32,
33|, tietty ionineste |28], silaaniryhmié |6, 34| ja polymeereji [35, 36]. GO:iin

on kiinnitetty myos pienid priméaérisid amiineita sekd aminohappoja [24].

3.1.2 Malononitriili-hiilinukleofiili

Grafeenioksidin epoksidiryhmén funktionalisointireagenssina voidaan kiyt-
tad veden kanssa yhteensopivaa, anionista nukleofiili&, malononitriilid (kuva
10). Malonitriilin etuja ovat sen pK, = 11.1 (pienempi kuin veden), nitriili-
ryhmén helposti erottuva FTIR-venytys sekd mahdollisuus reaktion kvanti-

tatiiviseen arviointiin XPS:n avulla typen kiinnittymisen ansiosta. [25]

0 > HO
%/ (NC),CH- Na* /}%/
_ T
THF, 60 °C, " —CN

// 24 h ~  NC

Graphite Oxide| Graphene Derivative

Kuva 10: Malononitriilianionin additio GO:n epoksidirenkaaseen. [25]

Synteesi suoritetaan sekoittamalla GO:a malononitriilin Na-suolan kanssa (1
eq GO:n jokaista hiilta kohti) THF:ssa. Ruskea ldpinidkyva liuos muuttuu no-
peasti lapikuultavan mustaksi dispersioksi. Reaktioseos jadhdytetddn ja tuote
(G1) puhdistetaan sentrifugointien ja pesujen avulla. IR- ja XPS-analyysien
perusteella malononitriilejd kiinnittyy yksi GO:n 46 hiilta kohti. |25|

Saadun Gl-tuotteen liukoisuuutta voidaan parantaa malononitriiliryhmien
alkyloinnilla. Anionisena alkylointireagenssina voidaan kiayttda joko 1-jodi-

heksaania tai 1,3-propaanisultonia. G1:n DMF-liuos deprotonoidaan NaH:lla
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ja kasitellddn 1-jodiheksaanilla tai 1,3-propaanisultonilla. Reaktion annetaan
edetd 16 tuntia huoneenlimpotilassa, jonka jilkeen se sammutetaan ja GO-

derivaatat G2 (heksadekaani) ja G3 (sulfonaatti) voidaan eristdd. [25]

G2 voidaan dispersoida helposti useisiin eri poolittomiin ja poolisiin orgaani-
siin liuottimiin. G3 muodostaa puolestaan stabiilin dispersion vedesséi. Veden

ja orgaanisen faasin muodostamassa systeemissid G2 liukeneekin orgaaniseen

kerrokseen. G3 liukenee vesikerrokseen (kuva 11). [25]

H,0/DCB § H,0/DCB

e

Kuva 11: G2:n ja G3:n liukoisuudet diklooribentseenin ja veden
kaksoisfaasisysteemissi. |25

3.1.3 Atsidifunktionalisointi

Epoksidirengas voidaan avata my6s natriumatsidilla, joka saadaan edelleen
pelkistettya amiiniksi (kuva 12). Amiinifunktionalisoitu pinta muuttaa mate-
riaalin johtavaksi. Resistiivisyys on silti seitsemén kertaa korkeampi kuin k-
sittelemittomilld grafeenilla. Konjugoitunut sp2-verkosto palautuu siis vain
enimmilta osin pelkistyksen jilkeen. Amiiniryhmét voivat reagoida edelleen

komplementaaristen ryhmien, kuten erilaisten elektrofiilien kanssa. Atsidi-
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kisitelty GO voidaan funktionalisoida myos pitkilla alkyyliketjuilla click-

kemian kautta. [30]

Atsidin lisdys suoritetaan refluksoimalla GO:n ja natriumatsidin 1 : 1 vesi-
asetonitriili-liuosta viikon ajan. N3-GO:n pelkistys tehdéén lisiamalla LiATH 4
:n vedetontd TFH-liuosta. Pelkistyksen jidlkeen rakenteessa on yksi typpiato-
mi 14 hiilirengasta kohden. Kaikki atsidit pelkistyvéit priméarisiksi amiineik-

si. Lopullinen rakenne on esitetty kuvassa 12. |30]

Kuva 12: GO:n késittely NaNgj:1la ja LiATH,:114. [30]

Saatu pelkistetty amiinirakenne on saatu kiinnitettyd kovalenttisesti SiO o-
pintaan. GO-NHy:n DMF-dispersio kiinnitettiin kuvioidulle (5x3 mm, rai-
toja) poly(di-metyylisiloksaani)-merkille (stamp). Merkilld olleet partikkelit
siirrettiin SiOq-kerroksen péalla olleen isotiosyanaattiyksoiskerroksen paélle
konformationaalisen kontaktin avulla. Isotiosyanaattiryhmit reagoivat tun-
netusti primééristen amiinien kanssa muodostaen tiourea-johdannaisia (kuva

13).
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Kuva 13: SiOs-substraatin paalla olevan isotiosyanaattikerroksen
kiinnittyminen GO-NHa-levyyn. |30|

AFM-kuvassa nakyi alueita, joihin yksittdisid 1 nm:n paksuisia levyjad on
kiinnittynyt. Kontrollikokeet suoritettiin printtaamalla SiOo-pinnalla ollut-
ta funktionalisoimatonta GO:a isotiosyanaattipinnalle ja GO-NH y:a pelkélle
SiOs-pinnalle. Kummassakaan tapauksessa ei tapahtunut kovalenttista sitou-
tumista. Muodostunutta rakennetta voidaan kenties hycdyntaa sdhkoisissa

laitteissa, kuten edullisissa ohutkalvotransistoreissa. |30]

Pelkistaméttoméan N3-GO:n atsidiryhmié voidaan hy6dyntéa erilaisissa click-
kemian reaktioissa. N3-GO:iin voidaan kiinnittda esimerkiksi 1-oktadekyyni
(kuva 14). Reaktio suoritetaan click-kemialle tyypillisissi olosuhteissa vesi-
tert-butanoli-liuoksessa. Katalyytteinid toimivat natriumaskorbaatti ja kupa-

risulfaatti. [30]
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C15H31 C15H31

Kuva 14: GO-Cig-levyn rakenne. |30]

3.1.4 Tiolifunktionalisointi

H.R. Thomas et al. |31] toivat ensimmaistd kertaa esille mahdollisuuden rik-
kinukleofiilien kiyttoon GO:n epoksidirenkaiden avaamisessa. GO:n pintaan
kiinnitettyja tioliryhmiad voidaan muokata edelleen kemiallisesti esimerkiksi

kiinnittdmalld niihin alkyyliketjuja tai kultananopartikkeleita (kuva 15). [31]

SH S s
Sy g .8 = Beer ==
A S M

Kuva 15: GO:n funktionalisointi tioliryhmill ja sitd seuraava alkylointi. [31]

Kaliumtioasetaatti on hyvé nukleofiilisen rikin ldhde. Siihen kiinnittynyt ase-
taattiryhmé voidaan irrottaa helposti, jolloin jiljelle jaa pelkkd -SH-ryhma.
Kaliumtioasetaatin ja GO:n reaktio voidaan suorittaa suhteellisen miedois-

sa olosuhteissa, typen alla DMSO-liuoksessa (50 °C, 5 h). Reaktioseokseen
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lisdtdan reaktion lopuksi 1 M HCl:a, minkd seurauksena tioasetaatti hydro-
lysoituu ja jiljelle jaa pelkké tioliryhmé. Tuotteen huolellinen pesu poistaa

kaikki reagoimattomat reagenssit. [31]

Suurin osa tuotteen rikeistd on kovalenttisesti sitoutunut hiileen ja hydro-
lysoituneena tioliryhméksi. Pieni osa rikista esiintyy R S C-muodossa, mi-
ki viittaa hydrolysoitumattomiin MeCOS-C-ryhmiin. Synteesissd kiytetdin
typpi-ilmakehii epéitoivottujen hapettumisen seurauksena syntyvien epapuh-
tauksien vilttdmiseksi. Pieni osa rikistd on kuitenkin S—S- ja S—O-sitoutuneis-
sa muodoissa. GO:n funktionalisointi vihentda sen hygroskooppisuutta ja ve-

tysitoutumista. |31]

Sekd hydroksidi- ettd epoksidiryhmien signaalit ovat huomattavasti pienem-
mit GO-SH:ssa kuin GO:ssa. Tamé johtuu luultavasti epoksidirenkaiden
avautumisesta ja pelkistymisestd reaktion myo6ta, silld tioasetaatit voivat toi-
mia pelkistimind tietyissd orgaanisen kemian reaktioissa. Kun alkuainekoos-
tumusta seurataan reaktioajan funktiona, rikin méiréan havaitaan lisdéntyvin
viiteen tuntiin asti, jonka jilkeen se alkaa pienentyd. Hapen osuus pienenee
tasaisesti samanaikaisesti. Kun reaktion annetaan edetd 60 tuntia, tuotteessa
ei ole kdiytdnndossa lainkaan rikkié ja sen C/O suhde on samaa luokkaa, kuin

24 tunnin hydratsiinipelkistyksen myo6té saatavalla materiaalilla. |31]

GO-SH:n pinta on nukleofiilinen, joten se voi reagoida elektrofiilien kanssa.
Tiolit voidaan deprotonoida NaH:114 huoneenlampdotilassa ja N o-ilmakehéssa.
Seuraavan vaiheen funktionalisoinnin reagenssina voidaan kdyttda bromi-
butaania, jolloin rakenteeseen saadaan kiinnitettyd alkyyliketju tioeetterin
kautta (GO-SBu). Alkyyliketjujen kiinnittyminen tioliryhmiin ndyttaa ole-
van taydellistd. Rakenteeseen jaa vapaita hydroksyyliryhmis, joten nukleofii-

lisemmaén tioliryhmén funktionalisointi on ilmeisesti helpompaa kuin hydrok-
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syyliryhmén funktionalisointi. Funktionalisointireagensseina voidaan kiyttaa
alkyylihalidien lisiksi muitakin elektrofiileji. Reaktioista mainittakoon suo-

sittu tioli-eeni-click-reaktio. [31]

Kuva 16: TEM-kuva GO-SH-pinnasta, jolle kultananopartikkelit ovat
kiinnittyneet. a) Pienen suurennoksen TEM-kuva GO-SAu:sta. b) ja ¢)
Suuremmat suurennokset samalta alueelta.|31]

GO-SH-rakenteeseen voidaan kiinnittdd myds kultananopartikkeleita. GO-
SH kiinnitetddn TEM-sirulle (lacey carbon grid), joka asetetaan HAuCly-
liuokseen. Liuokseen lisatadn pelkistimend toimiva NaBH,, jolloin kultana-
nopartikkelit alkavat muodostua. Siru huuhdotaan vedelld ja asetonilla ja
kuivataan ilmassa suodatinpaperin péaalld. Kuvassa 16 ndhddin saadun ra-

kenteen TEM-kuva. Partikkelit jakautuvat pinnalle tasaisesti ja niiden tiheys
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on suuri, mikd viittaa tioliryhmien tasaiseen jakautumiseen pinnalla. [31]

Kultananopartikkelien koko vaihtelee pienisti kulta-atomien muodostamis-
ta klustereista agglomeroituneisiin nanopartikkeleihin. Nanopartikkelien tyy-
pillinen koko on kuitenkin vililla 5-10 nm. Kultananopartikkelien liséksi
pinnalle voidaan oletettavasti kiinnittdd muitakin metallinanopartikkeleita.
Muodostuvilla hybridimateriaaleilla on potentiaalia katalyyttisten ja sahko-

kemiallisten reaktioiden saralla. |31]

3.1.5 Funktionalisointi ja pelkistys DMF:n avulla

Grafeenioksidi voidaan pelkistdd ja funktionalisoida samanaikaisesti myos
lammittamalla sitd kontrolloidusti DMF:ssa. Reaktio-olosuhteet edesautta-
vat DMF:n hajoamista dimetyyliamiineiksi. Dimetyyliamiinit voivat puoles-
taan reagoida GO:n karboksyylihappojen ja epoksidien kanssa muodostaen
amiineja tai amideita. Funktionalisoinnin méaéirda voidaan kontrolloida lam-

potilan ja reaktioajan kautta. [27]

GO:n funktionalisointi DMF:lla suoritetaan lisiamalla ja dispersoimalla GO:a
kuivaan DMF':iin ultradinikasittelylla ja kuumentamalla dispersiota 85 120
°C:ssa 1-5 piivad. Kiinnittyneet typpiryhmét voivat toimia kultananopar-
tikkelien kiinnittymiskohtina. Kultananopartikkelien kiinnittdminen suorite-
taan dispersoimalla modifioitu GO (2 mg) vedettomaan DMF:iin (10 ml),
jonka jalkeen kultananopartikkelien tolueeniliuos lisdtain dispersioon. Funk-

tionalisointi on esitetty kuvassa 17. [27]

Kuvassa 18 nidhdéén, kuinka reaktioaika ja ldmpdtila vaikuttavat funktio-

nalisoitumisasteeseen. Typen suhde hiileen lisddntyy enemmén suuremmissa
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Kuva 17: GO:n samanaikainen funktionalisointi ja pelkistys DMF:n avulla.
Kiinnittyneilld typpiryhmilld on suuri affiniteetti kultananopartikkeleita
kohtaan. [27]

lampotiloissa ja pidemmaéin reaktioajan myota. Suurin funktionalisoitumisas-
te saavutetaan arvoilla 7" = 100 °C ja t = 5 piivda. Tuotteessa on yksi

typpiatomi 22 hiiltd kohden. [27|
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Kuva 18: TEM-kuvia eri reaktiolampdétilojan ja -aikojen jalkeen. Mita
suurempia lampdotilat ja reaktioajat ovat, sitd suurempi
funktionalisoitumisastekin on. Kultananopartikkelit (koko noin 5 nm)
erottuvat mustina pisteind. [27|

3.1.6 Oktadekyyliamiini

Oktadekyyliamiinilla (ODA:lla) on nukleofiilind toimiva amiiniryhmé, joka
pystyy liittyméén epoksidirenkaaseen (kuva 19). ODA:lla on my6s pitké hii-
livetyketju, joka pystyy alentamaan silld funktionalisoidun GO:n pintaener-
giaa huomattavasti. Tuote saadaan téstd johtuen liukenemaan orgaanisiin
linottimiin. Pinnasta saadaan jopa superhydrofobinen lyhyen ldmpokasitte-
lyn jilkeen. Lampokasittely poistaa ylimddriiset (epdstabiilimmat) happea
sisdltavat ryhmat. Muodostuva kalvo on itsepuhdistuva ja silld on potentiaa-

lia edulliseksi hydrofobiseksi pinnoitteeksi. [32]

Ensimmaéisessi synteesissi GO ja oktadekyyliamiini (sekd mahdollisesti 13-
diisopropyylikarbodi-imidi) sekoitetaan diklooribentseenissi typelld huuhdo-

tussa reaktioastiassa. Reaktioseosta lammitetddn (80 °C) ja sonikoidaan ty-

26



delocalised charge transport

Kuva 19: Oktadekyyliamiinilla funktionalisoidun GO:n rakenne. |33|

pen alla 24 tunnin ajan. Saadut ODA-GO-levyt voidaan puhdistaa ylimaa-
riisistd reagensseista etanolilla ja tolueenilla seké useilla toistuvilla sakan dis-
persoinneilla liuottimiin, sentrifugoinneilla ja sonikoinneilla. Saanto on noin
50 %. Tuote liukenee tetrahydrofuraaniin, tolueeniin, klooribentseeniin ja

diklooribentseeniin. [33]

Osa labiileista happea sisdltévistd ryhmisté ilmeisesti hajoaa reaktion aikana
ja vain pieni osa ODA:sta sitoutuu GO:iin. [32| Alkuaineanalyysin perusteel-
la oktadekyyliketjuja on kiinnittynyt yksi kahtatoista grafeenitason heksago-
naalista yksikkoa kohden. Tulos on varmistettu AFM- ja korkean resoluution
STM-mittausten avulla. IR-spektrin perusteella amiini on reagoinut epoksi-

din, mutta ei karboksyylihapon kanssa. [33]

Sittemmin julkaistussa, yksinkertaisemmassa synteesissi GO dispersoidaan
etanoliin, jossa on ODA:a. Suspensiota sonikoidaan 2 h ja ODA-GO erote-

taan suodattamalla (nylonkalvo, 0,02 pm Whatman). Tuote pestddn etano-
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lilla ylimddrdisen ODA:n poistamiseksi. Saatu tuote kuivataan vakuumissa
ja kuumennetaan 150 °C:ssa tunnin ajan. Lidmpdokasitelty ODA-GO disper-
soitiin etanoliin ja suodatettiin superhydrofobisen kalvon muodostamiseksi.

[32]

3.1.7 1-(3-Aminopropyyli)-3-metyyli-imidatsoliumbromidi

Kaliumhydroksidilla katalysoidun epoksidin ja amiinipadétteisen ioninesteen
(IL-NH,) nukleofiililisen renkaanavausreaktion pitdisi ainakin teoriassa ta-
pahtua helposti. Néin kiinnitetyn ioninesteen kationit stabiloivat GO:n dis-
persoitumista liuottimiin hylkivien vuorovaikutusten myotd. GO:n funktio-

nalisointi IL-NHs:lla on esitetty kuvassa 20. [28|

Kun IL-NH, lisétdén GO:n vedessi olevaan dispersioon (0,5 mg/ml), havai-
taan GO-levyjen ionisuolasta johtuva suolaefekti. Sameaan seokseen lisdtain
KOH ja sita sonikoidaan 30 minuuttia, jonka aikana muodostuu homogeeni-
nen ja ldpindkyva liuos. Liuosta sekoitetaan lopuksi voimakkaasti 80 °C:ssa
24 tunnin ajan. Liuos sentrifugoidaan, pestdin etanolilla ja vedelld sekd ilma-
kuivataan. Jos synteesissa kiytetdin eméskatalyytin sijaan happokatalyyttid
(HCI), reaktioseos pysyy sameana katalyytin lisdyksen ja sitd seuraavan so-

nikoinnin jialkeen. Sameus kertoo reaktion epdonnistumisesta. [28|

Muodostuva tuote dispersoituu hyvin veteen, DMF:iin ja DMSO:iin muodos-
taen pitkaaikaisesti stabiileja dispersioita ultrasonikoinnin jilkeen. Liuokoi-
suus veteen ja useisiin orgaanisiin liuottimiin mahdollistaa funktionalisoidun
GO:n hyddyntdmisen erindisissa sovelluksissa, kuten metallinanopartikkelien
komposiiteissa tai grafeenipohjaisten materiaalien sdhkokemiallisissa sovel-

luksissa. Funktionalisoitua GO:a voitaisiin hyodyntia esimerkiksi elektrodien
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valmistuksessa. |28|

N

L

GO

Br WNHI

EtOH, reflux

T  e—
IL-HN
IL-NH, + KOH, water
80°C, reflux d

p-CCG

Kuva 20: Epoksidin funktionalisointi ioninesteelld (R =
3-(3-metyyli-imidatsolium)propaani). |6]

3.1.8 3-Aminopropyylitrietoksisilaanin kiinnittdminen

GO:n epoksidirenkaaseen on liitetty myos silaaniryhméa amiinin kautta. GO:n

ja APTS:n reaktio etenee Sy2-substituution kautta (kuva 21). Funktionali-

soidut levyt liukenevat veteen, etanoliin, dimetyyliformamidiin ja dimetyyli-

sulfoksidiin. [6, 34|

29



e 13

I—"'"‘—'----.._.__
‘Q\/{-co H _APTS I”‘? "N on ! ZcoM
—— Yooy
HRe Catalyst HO,C 3 &

|

OH OH
Graphene Oxide f-CCG
()
5|-o —N ° £
gl ©
o,
A " i ST ——-° Hydrolysis

*' o’ Condensation

| .!‘

@ =-Si(OCzHs)s

f-CCG-reinforced silica

Kuva 21: GO:n epoksidin kovalenttinen funktionalisointi silaaniryhmill4. [6]

3.1.9 MA-POA2000

Epoksidin kovalenttinen funktionalisointi MA-POA2000-molekyylilld johtaa
GO:n termisen stabiilisuuden parantumiseen. MA-POA on molekyyli, joka
koostuu maleiinianhydristd (MA) seké siihen kiinnittyneestd molekyylipai-
non 2000 omaavasta poly(oksialkyleeni)-amiinista (POA2000). Jos samalla
molekyylilld tehddin radikaalinen funktionalisointi, rakenteeseen muodostuu
stabiilisuutta heikentédvid aukkoja. Kovalenttisen funktionalisoinnin reaktio

on esitetty kuvassa 22. [35]

Synteesi suoritettiin lisédmélla 200 mg GO:a 100 ml:aan THF:a. Suspensio-
ta sekoitettiin 1 tunti ja sonikoitiin 15 minuuttia. Ylimaarda MA-POA2000:a
liuotettiin THF:iin ja lisdttiin suspensioon. (Julkaisun n#ytteessé oli epoksi-
direnkaita arviolta 0.443 mmol.) Seosta refluksoitiin 80 °C:ssa 24 tunnin ajan.

Seos suodatettiin PTFE-kalvon 1dpi ja pestiin vedettomalla THF:lla useaan
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kertaan ylimdédrdisen MA-POA2000:n poistamiseksi. Tuote kuivattiin vakuu-

miuunissa 80 °C:ssa yon yli. [35]

Direct reaction with epoxy groups

Reflux for 24 h \

Kuva 22: GO:n epoksidin kovalenttinen funktionalisointi
MA-POA2000-ryhmaélla. [35]

3.1.10 Polyaniliini sekid epoksidien karboksylointi

Taysin uudenlainen ja helppo synteesi mahdollistaa GO:n ja polyaniliinin
(PANI) komposiitin valmistamisen in situ polymerisaation avulla. [36] PANI-
ketjun amiinitypet kiinnitetddn GO:n pinnan ryhmiin, jotka on karboksyloi-
tu oksaalihappokisittelylld. GO:n epoksidiryhmét muutetaan ensin hydrok-
syyliryhmiksi vikevin HBr:n katalysoiman renkaanavausreaktion kautta. Ky-
seisté reaktiota seuraa OH-ryhmien karboksylointi oksaalihapon avulla (kuva

23). [36]

Karboksyylifunktionalisoitu-GO-PANI-komposiitti karakterisoitiin FTIR:n,
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SEM:n, TEM:n, XRD:n, Ramanin ja TGA:n avulla. Rakenne osoittautui sta-
biiliksi ja erittiin tehokkaaksi varauksensiirtdjiksi. CFGO-PANI-materiaalista
valmistetulla elektrodilla oli erinomainen sdhkokemiallinen kapasitanssi rik-
kihapon vesiliuoksen elektrolyyttien kanssa. [36]

m Graphene sheet

e PANI chain CFGOVPANI

Kuva 23: GO:n epoksidien ja hydroksyylien karboksylointi seké
polyaniliinikomposiitin muodostuminen. [36|

3.1.11 Priméairisten amiinien ja aminohappojen kiinnittdminen

Bourlinos et al. [24] ovat muokanneet GO:n pintaa sarjalla erilaisia primé&éa-
risid amiineja (alifaattisten ketjujen pituudet n = 2, 4, 8, 12) sekd amino-
hapoilla. Amiinit tai amiiniryhmén sisaltavit molekyylit voidaan kiinnittda
GO:n epoksidirenkaisiin nukleofiiliselld substituutiolla vesidispersiossa. Reak-
tiot tapahtuvat yleensi helposti. Kun pintaa muokataan dodekyyliamiinia pi-
dempiketjuisilla amiineilla, tarvittavat olosuhteet ovat rajummat luultavasti
kineettisista syistd johtuen. Muokatun pinnan ominaisuudet riippuvat kiyte-
tyn molekyylin ominaisuuksista. Esimerkiksi glysiinin natriumsuolamuodon
glysinaatin avulla GO:n pinnalle saadaan COO ~:n ansiosta paitsi negatiivi-

nen varaus, my0s kationinvaihtopaikka. [24]
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3.2 Hydroksyyliryhmien reaktiot

Grafeenioksidin hydroksyyliryhmét voidaan muuttaa amideiksi tai estereiksi
toisiintumisreaktioiden erilaisten muunnelmien kautta. Curtius- ja Hofmann-
toisiintumisten stabiileina vilivaiheina esiintyvét isosyanaatit reagoivat alko-
holien tai amiinien kanssa muodostaen karbamaatti- tai urearyhmén. Claisen-
toisiintuminen on puolestaan |3,3|-sigmatrooppinen reaktio, jossa hiili-happi-
sidos uudelleenjirjestdytyy muodostaakseen uuden hiili-hiili-sidoksen (kuva
24). Uudelleenjérjestaytymisen tuotteena saadaan amidi- tai esteriryhmi,
jotka ovat kiinnittyneet grafeeniverkkoon vahvojen C—C-sidosten kautta. Ter-
tiddristen amidien kidyttod kannattaa harkita, silli ne eivit ole kovinkaan

reaktiivisia mahdollista jatkomuokkausta ajatellen. [37, 38]

A
OH @ 0‘) 1;‘“' Bar g O
A.I\ i sigmatropic
oR' A rearrangement
R CoR R (a) R (B)

Kuva 24: Claisen-toisiintuminen. Allyylivinyylieetterin (A) kuumentaminen
kiynnistad |3,3]-sigmatrooppisen toisiintumisen tuottaen
tyydyttyméttoméan karbonyylin (B). X on heteroatominen ryhmé, usein
typpi- tai happipohjainen. R on usein hiilipohjainen funktionaalinen ryhma,
joka edustaa téssd tapauksessa grafeenimatriisia. [37]

Suurimmassa osassa GO:n funktionalisoinneista pinnan hydroksyyli- ja epok-
sidiryvhmét muutetaan hiili-heteroatomi-sidoksiksi, jotka ovat melko epésta-
biileita ja poistuvat helposti pelkistévissad olosuhteissa. Claisen-toisiintumisen
kautta tehtidviin reaktion etuna on pelkistdvid olosuhteita hyvin sietdvin C—

C-sidoksen muodostuminen. Lisdksi reaktion seurauksena saatavia karbonyy-
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liryvhmid voidaan muokata edelleen synteettisesti. Esteriryhmé voidaan esi-
merkiksi saippuoida helposti karboksyylihapoksi. Karboksyylihappo voidaan

puolestaan muuttaa edelleen reaktiivisemmaksi happokloridiksi. [37]

3.2.1 Oktadekaani-O-alkylointi

Orgaaninen funktionalisointi ja GO:n pelkistys rGO:ksi voidaan tehdi tietyil-
1a reaktioilla samanaikaisesti. 1-bromioktadekaani reagoi GO:n hydroksyyli-
ryhmien kanssa, jolloin pitkiketjuinen alkyyliryhma kiinnittyy GO:n pintaan
eetterihapen kautta (O-alkylointi). Pelkistyminen tapahtuu funktionalisoin-
nin kanssa samanaikaisesti pyridiinin toimesta. Tuote liukenee orgaanisiin

liuottimiin. [39]

Synteesi suoritetaan GO:n ja DMF:n dispersiossa. Dispersioon lisdtdan 1-
bromioktadekaani ja pyridiini, jonka jilkeen reaktioseosta kuumennetaan 115
°C:ssa 24 tunnin ajan. Tuote puhdistetaan lisidmélla seokseen etanolia, jonka
jilkeen se suodatetaan ja pestddn. Sakka liuotetaan THF:iin tai diklooribent-
seeniin 30 min sonikoinnilla. Oktadekyyliryvhmét estdvit funktionalisoidun
GO:n aggregoitumisen, mikd mahdollistaa tuotteen liukenemisen orgaanisiin
liuottimiin. Liukoisuus mahdollistaa tuotteen hyodyntidmisen esimerkiksi tu-
levaisuuden orgaanisissa aurinkokennoissa tai valoa emittoivissa laitteissa.

[39]

3.2.2 Isosyanaatti

[sosyanaattien kiinnittdminen GO:iin vahentdd materiaalin hydrofiilisyytta

ja mahdollistaa tuotteen dispersoimisen poolisiin aproottisiin liuottimiin.
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Muita funktionaalisia ryhmié, kuten syano-, ketoni- ja atsidosulfonyyliryhmié
sisdltdvien isosyanaattien kiinnittdminen mahdollistaa pinnan muokkaami-
sen edelleen. FT-IR- ja alkuaineanalyysiméiritysten perusteella isosyanaat-
tikdsittely kohdistuu sekd karboksyyli- ettd hydroksyyliryhmiin muodostaen
amideita ja karbamaattiestereitd (kuva 25). Funktionalisointiastetta voidaan

saadelld kdytetyn isosyanaatin reaktiivisuuden ja reaktioajan kautta. [40]

Kuva 25: Isosyanaattien reaktiot GO:n hydroksyyli- ja karboksyyliryhmien
kanssa. [40]

Tyypillisessé synteesissd GO lisdtddn kolviin, jossa on kuivaa DMF:a. Reak-
tioastiaan luodaan typpiatmosfiadri ja sinne lisdtadn haluttu isosyanaatti.
(Kiinteit isosyanaatit lisitddn kolviin GO:n kanssa ennen DMF:n lisdémis-
ta.) Suspensiota sekoitetaan typen alla 24 tuntia ja tuote saostetaan dikloori-
metaanista. Tuote ei dispersoidu lainkaan veteen, vaan poolisiin approottisiin
livottimiin, kuten DMF:iin, NMP:iin, DMSO:iin. Asetoni, dikloorimetaani,
tolueeni, tetrahydrofuraani, metanoli ja etanoli eivit myoskidén dispersoi tuo-

tetta. [40]

Jos oletaan ettd suurin osa isosyanaateista reagoi GO:n hydroksyyliryhmien
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kanssa, hiilen ja typen suhdetta voidaan hyodyntédd fuktionalisoitumisasteen
laskemisessa. Eri isosyanaateilla saadut tulokset on esitetty taulukossa 1. Ar-
vot kertovat kuinka monta grafeenihiiltd tuotteessa on kutakin isosyanaat-
tia kohden. Funktionalisoitumisaste ndyttdd korreloivan hyvin suhteellisten

reaktiivisuuksien kanssa. [40]

Taulukko 1: GO:n funktionalisointiasteet eri isosyanaateilla

Isosyanaatti* C/N-suhde

a) @—NCO 15,7 (**18.7)
b) %—NCO 20
c) <:>—NCO 16

d) "> "NCOo 18,3

e) NC@—NCO 12,4
f) cmco@mo 76
9) N3OZS—©—NCO 16,1

* Reaktio-olosuhteet: GO:a ja isosyanaattia sekoitet-
tiin kuivassa DMF:ssa 24 tunnin ajan.
** Reaktioaika oli 7 paivaa.

Osittain isosyanaateilla funktionalisoidun GO:n hydroksyyliryhmét voidaan
funktionalisoida myos jollain toisella ryhmaélld. Fenyyli-isosyanaatilla osittain
funktionalisoitu GO voidaan esimerkiksi funktionalisoida vield 4-syanofenyyli-
isotiosyanaatilla (24 h reaktio). Talloin kokonaisfunktionalisoitumisaste saa-

daan muutettua 15,7:std 9,4:44n. 40|
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Kun isosyanaateilla funktionalisoituja GO-néytteita tutkittiin AFM:lla, nii-
den paksuus osoittautui samaksi kuin GO:n. Funktionalisoinnin vaikutusta
GO:n paksuuteen ei siis pystytty havaitsemaan AFM:lla. GO-néytteet sisilta-
vat usein pintaan kiinnittyneita vesi- tai liuotinmolekyyleji, jotka héiritsevit

paksuuden mééritysté. [40]

3.2.3 Erilaisia Claisen-reaktioita

Johnson-Claisen-toisiintumisessa hydroksyyliryhmé korvataan esterilld. Liu-
ottimena ja reagenssina voidaan kdyttda trietyyli- o-asetaattia (TEOA). Ky-
seinen reagenssi muodostaa ensin vinyylieetterin ja katalyyttind toimivan

hapon lasnéollessa edelleen esterin (kuva 26). [37]

Raportoidussa synteesissd kéytettiin kohtalaisesti hapetettua GO:a (C : O
= 3 : 1), silla se on amfifiilistd, mikd mahdollistaa GO:n paremman disper-
soitumisen liuottimena kiytettuun trietyyli- o-asetaattiin tiysin hapetettuun
GO:iin (C: O = 2 : 1) verrattuna. Hieman trimetyyli- o-asetaattia kalliimpi
TEOA valittiin reagenssiksi, koska sen korkeampi kiehumispiste on osoittau-
tutunut aiempien tutkimusten perusteella suostuisammaksi reaktiolle (108

°C vs. 142 °C). Etyyliesteri on liséksi metyyliesterid reaktiivisempi. |37|

rearrangement
—_—

Kuva 26: Johnson-Claisen-funktionalisoitu grafeenioksidi. TEOA kiinnittyy
GO:iin muodostaen estereitd. [37|
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Synteesi suoritettiin refluksoimalla GO:n, TEOA:n ja happokatalyyttiné toi-
mivan TsOH:n dispersiota 36 tunnin ajan, minka jélkeen jadhdytetty reak-
tioseos sentrifugoitiin ja pestiin poolisilla, approottisilla liuottimilla (THF,
asetoni). Tuotteen FTIR-, TGA-, XRD-, Raman- ja XPS-karakterisointien
perusteella noin 10 % C—O-sidoksista muuttui C-C-sidoksiksi joko pelkisty-
misen tai funktionalisoinnin kautta. GO:n ionisoituvasta luonteesta johtuen
happokatalyytti loi GO:n pintaan karbokationeita, jotka aktivoivat esterikar-
bonyyleja. Tama edesauttoi veden nukleofiilista liittymistd (kuva 27). [37]
EtO HO

O+
Ho0:

p
Y s e

Kuva 27: Claisen-toisiintuneen esterin aktivoituminen ja nukleofiilisen
veden liittyminen. [37]

Synteesille 16ydettiin myos reitti, joka tuottaa suoraan karboksyylihapon.
Synteesi suoritettiin siten, ettd 36 tunnin refluksoinnin jéilkeen lampimaén
reaktioseokseen lisdttiin 1 M NaOH:a ja reaktioseosta sekoitettiin vield 3
tuntia huoneenlampdétilassa. Tuote erotettiin sentrifugoimalla ja pesemélld

ionivaihdetulla vedelld. |37]

Karboksyylihappojohdannaisten voidaan antaa reagoida edelleen amiinien
kanssa muodostaen amideita. Ensimmaéisessd vaihtoehdossa amiinin anne-
taan reagoida suoraan esterin tai karboksyylihapon kanssa sekoittamalla rea-
gensseja yon yli dioksaaniliuoksessa 100 °C:ssa. Tuotteena saadaan bentsyyli-
amidi- (B-AG), fenyylibentsyyliamidi- (P-AG) tai trityseeniamidi-GO:a (T-
AG) (kuva 28). Funktionalisoitumisaste on noin 1 amidi 30 hiiltd kohden.
[37]
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Kuva 28: Bentsyyliamidi- (B-AG), fenyylibentsyyliamidi- (P-AG) tai
trityseeniamidi-GO:n synteesi suoran amidoinnin kautta. [37]

Mahdollisia sovelluksia silmalla pitden suoritettiin kaksi vaihtoehtoista ami-
dointia. Propargyyliamidigrafeeni (Prop-AG) syntetisoitiin kuparipohjaisen
click-reaktion substraatiksi. Dimetyyliaminopropyyliamidigrafeeni (D-AG)
syntetisoitiin vesiliukoisen kationisen grafeenin saamiseksi. Reaktion tehosta-
miseksi osa karbonyyliryhmistd muutettiin oksalyylikloridin ja katalyyttiné
toimivan DMF:n avulla reaktiivisimmiksi happoklorideiksi, jotka amidoitiin
seuraavassa vaiheessa (kuva 29a). Funktionalisoitumisaste oli noin yksi amidi

15 hiilta kohden. [37]

Prop-AG voidaan funktionalisoida edelleen terminaalisella alkyylilld click-
kemian kautta. Terminaalinen alkyyni reagoi atsidiryhmén kanssa kupari-
katalysoidun 1,3-dipolaarisen sykloaddition kautta. Atsideiksi valittiin sulfo-
naattigrafeenin (SG) tuottava Na-3-atsidopropaani-1-sulfonaatti, atsidome-

tanoli ja metoksipolyetyleenigylkoliatsidi (PEG-atsidi) (kuva 29b). [37]
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Kuva 29: a) Propargyyliamidigrafeenin (Prop-AG) ja
dimetyylipropyyliamidigrafeenin (D-AG) synteesi happokloridivélivaiheen
kautta. b) GO:n edelleenfunktionalisointi click-kemian avulla. [37]

3.2.4 Dimetyyliamidi Claisen-toisiintumisen kautta

Grafeenioksidin allyyliset OH-ryhméit voidaan muuttaa karbonyyliryhmiksi
Eschenmoser-Claisen-toisiintumisen muunnelman kautta. Reaktion seurauk-
sena allyyliset alkoholit muutetaan ~,p-tyydyttyméttomiksi N,N-dimetyylia-
mideiksi. Reagenssina toimii N,N-dimetyyliasetamididimetyyliasetaali (DM-
DA). Kyseinen, kuvassa 30 esitetty reaktio on toimiva vaihtoehto, silld sité
pystytddn seuraamaan tehokkaasti typen lisddmisen ansiosta, lisiksi DM DA

on spesifinen OH-ryhmia kohtaan ja vinyyliryhmén siirtyméaén riittaa pelkka
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lampokasittely. [38|

)—:J
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Kuva 30: GO:n pinnalla tapahtuva allyylinen hapelta hiilelle tapahtuva
sidoksen vaihdos. Eschenmoser-Claisen-toisiintumisen muunnelma, R =
N(CHz)2. [38]

Synteesi suoritetaan sekoittamalla GO:n ja DMDA:mn (2 eq jokaista GO:n
happea kohden) THF-liuosta 60 °C:ssa 24 tunnin ajan. Lapindkyva liuos
muuttuu reaktion edetessd mustaksi suspensioksi. Liukenematon tuote ero-
tetaan toistuvien sentrifugointien sekd pesujen avulla ja kuivataan lopuksi.
Synteesin saantoa saadaan parannettua nostamalla reaktiolimpdétilaa. Liu-
ottimina voidaan kéyttad dioksaania (100 °C:ssa) tai diglyymia (150 °C:ssa).
Typpea sisdltavia liuottimia kannattaa valttda tuotteen analysoinnin helpot-
tamiseksi. Diglyymisséd suoritetussa synteesissi typen kokonaisosuus saatiin
kasvamaan 3,1 %:iin ja hapen osuus laskemaan 11,1 %:iin. Rakenteessa on
siis jokaista amidia kohden 23 hiiliatomia (yksi funktionaalinen ryhma 1.25
nm? alalla). Eri analyysien perusteella DMDA niyttié toimivan paitsi siir-

tyméreagenssina, myos pelkistimend. |38|

GO:n pintaan kiinnitetyt amidiryhmét voidaan saippuoida karboksylaatti-
ryhmiksi voimakkaasti eméksisissé olosuhteissa (KOH, H,O, EtOH, refluk-
sointi). Happojohdannainen voidaan saostaa happokisittelyn avulla. GO:m

amidien osuus pienenee reaktion myotd 3,1 %:sta 0,6 %:iin. [38|
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3.2.5 Polyglyseroli ja magneettisten Fe/Au-nanopartikkelien kiin-

nittdminen

Grafeenioksidin hydroksyyliryhmiin voidaan kiinnittdd myds polyglyserolia.
Synteesi perustuu glysidolin in situ renkaanavauksen polymerisaatioreak-
tioon. Polyglyseroliryhmiin voidaan kiinnittda edelleen magneettisia rautay-
timen ja kultakuoren omaavia nanopartikkeleita booriesterisidosten kautta
(kuva 31). Kiinnitettavit nanopartikkelit on pééllystetty 4-merkaptofenyyli-
boorihapolla. [41]

Hummers and Offeman’s method
S—NN

Sonication

Ethamol

0@

Kuva 31: PG-g-GO:n ja magneettisten Fe/Au-nanopartikkelien
hybridirakenteen valmistaminen. |41]

Magneettiset nanopartikkelit ovat kerdnneet erityistd huomiota mielenkiin-
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toisten ominaisuuksiensa ja potentiaalisten sovellustensa ansiosta. Niiden
kiinnittdmistd GO:n pintaan on kuitenkin tutkittu vain vihén. Partikkelien
huono dispersoituvuus liuottimiin on hidastanut hybridimateriaalien kehitys-

tydti. [41]

Polyglyseroli on haaroittunut polymeeri, jota voidaan kiyttdd Fe/Au-nano-
partikkelien templaattina. Kun polyglyseroli kiinnitetdin GO:iin, saatu ma-
teriaali liukenee veteen polyglyserolin hydrofiilisyyden ansiosta. Nanopartik-
kelit saadaan kiinnitettyd boorihapon ja polyglyserolin hydroksyyliryhmien

esteréintireaktion kautta. [41]

Boorihapolla funktionalisoidut Fe/Au-partikkelit (kuva 32) valmistetaan kdén-
teiselld misellireaktiolla typen alla. Kadnteiset miselliliuokset valmistetaan
kiyttadmalla setyylitrimetyyliammoniumia pinta-aktiivisena aineena. Orgaa-
nisena faasina kiiytetdan oktaania ja 1-butanolia avustavana pinta-aktiivisena
aineena seké vesifaasin reagenssina. FeSOy lisdtdain kddnteiseen miselliliuok-
seen ja liuokseen lisdtadn toisessa kiddnteisessid miselliliuoksessa olevaa nat-
riumboorihydridié. Liuoksen viri muuttuu vihredstd mustaksi Fe-nanopartik-

kelien muodostumisen myGta. [41]

Kun seosta on sekoitettu noin tunnin ajan, siihen lisdtddn HAuCl :n miselli-
linos. Tadmén jalkeen liuokseen lisdtdan vilittomasti viela toisessa miselliliu-
oksessa oleva NaBH,. Uusi liuos jatetdan sekoittumaan huoneenldmpdotilaan
typen alle 12 tunniksi. Kun reaktioseokseen lisdtddn asetonia, sen misellit
hairiytyvit, mikd johtaa nanopartikkelien saostumiseen. Tumma sakka ero-
tetaan magneetin avulla ja pestdidn 1 : 1 kloroformi-metanoli-seoksella. Pesu
poistaa ei-magneettiset partikkelit ja orgaaniset pinta-aktiiviset aineet. Li-
gandin lisdidminen suoritetaan sekoittamalla 4-merkaptofenyyliboorihappo ja

Fe/Au-nanopartikkelit etanolissa. Liuotin haihdutetaan pyoréhaihduttimella
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ja tumma jaama pestddn dietyylieetterilla yliméddrdisen ligandin poistami-

seksi ja kuivataan. [41]

HO
A
e - O
Au Eegandl Ho”’ Au

Fe@Au nanoparticle

Kuva 32: Ligandin kiinnittdminen Fe/Au-nanopartikkeleihin. [41]

Nanopartikkelit kiinnitetddn funktionalisoituun GO:iin PG-g-GO:n etanoli-
dispersiossa. Liuokseen lisdtddn tdméan jilkeen etanoliin liuotetut nanopar-
tikkelit. Mustaa seosta sekoitetaan huoneenlampdotilassa 2 tunnin ajan. Saatu
musta sakka suodatetaan PTFE-kalvon ldpi ja pestiddn etanolilla sekd vedel-

14. Tuote kuivataan 40 °C:ssa vakuumissa. [41]

Saatujen partikkelien rautaytimen koko on noin 16 nm HR-TEM-kuvien pe-
rusteella. Kultapinnoitteen paksuus on 3 5 nm. Partikkelit pyrkivit aggregoi-
tumaan klustereiksi. Lopullinen hybridirakenne voidaan dispersoida veteen,

jossa se pysyy stabiilina yli kolmen kuukauden ajan. [41]

3.3 Karboksyylihappojen reaktiot

Julkaistuista reaktioista hyvin monessa hyodynnetdin grafeenioksidin reu-
nojen karboksyylihapporyhmid. Karboksyylihappojen reaktiot edellyttivét
yleensd happoryhmén aktivointia esimerkiksi tionyylikloridilla. Tamén jal-
keen voidaan kiyttdd nukleofiilisten reagenssien, kuten amiinien tai hydrok-
syylien additiota, jolloin muodostuu amideita tai estereitd. GO:iin on kiinni-

tetty esimerkiksi pitkid alifaattisia amiineja, jotka ovat lisinneet GO:n liukoi-
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suutta orgaanisiin liuottimiin. |6] Myos useita eri kromoforeja on saatu kiin-
nitettyd amidisidosten kautta. Grafeenilla on kuitenkin taipumus sammut-
taa orgaanisten viriaineiden ja kvanttipisteiden fluoresenssi, mika rajoittaa
niiden kiyttod. [lmictd voidaan kuitenkin mahdollisesti hyodyntda FRET-

biosensoreissa. |1]

3.3.1 Funktionalisointi atsidi-alkyyni-click-kemian avulla

Click-kemian modulaarinen luonne, korkea selektiivisyyys ja hyvit saannot
tekeviit siitd houkuttelevan menetelmidn myos grafeenioksidin funktionali-
soinnin tapauksessa. Useista eri click-reaktioista nostettakoon esille Cu-kataly-
soitu Huisgen 1,3-dipolaarinen atsidien ja alkyynien sykloadditio. [42] Kysei-
nen reaktio on stabiili dimerisoitumisen ja hydrolyysin suhteen. Lisdksi si-
td on hyddynnetty menestyksekkéésti hiilinanoputkien modifioinnissa. GO:n
click-reaktioita on vield kuitenkin toistaiseksi tutkittu melko vihin. GO:iin
voidaan kiinnittdd atsidi-alkyyni-click-kemian avulla ainakin erilaisia lineaa-

risia polymeerejé, aminohappoja ja alifaattisia ketjuja. [42]

Synteesi suoritetaan lisdédmaéllda GO:n vesiliuokseen 3-atsidopropan-1-amiini
(NH3(CH3)3N3) seki katalyyteiksi EDC ja NHS. Liuosta sekoitetaan 24 tun-
tia huoneenldmpdtilassa ja tuote eristetddn sentrifugoimalla ja pesemélld
vedelld. Typen alla olevaan tuotteeseen (GO-Nj) lisatadn vettd ja alkyyni-
padteinen PEG, sekd DMF, CuBr ja PMDETA. Atsidin ja alkyynin vélisen
kytkentireaktion annetaan edetd 150 minuutin ajan 60 °C:ssa 6ljyhauteessa.
Tuote erotetaan sentrifugoimalla ja pesemailld DMF:lla. Tuote kuivataan va-
kuumissa uunissa 60 °C:ssa yon yli. [42] Funktionalisointi on esitetty kuvassa

33.
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Kuva 33: GO:n karboksyylihappojen funktionalisointi
atsidi-alkyyni-click-kemian avulla. [42]

GO:n karboksyylihapot reagoivat 3-atsidopropan-1-amiinin kanssa muodos-
taen GO-Nj3:n EDC-kondensaation kautta. Reaktion seuraavassa vaiheessa
atsidiryhmé voi reagoida click-reaktion kautta alkyynipaditteisen polyety-
leeniglykolin (PEG:n), polystyreenin, propargyyli-alkoholi-esteriéidyn palmi-
tiinihapon (C16), glysiinin tai fenyylialaniinin kanssa tuottaen GO-PEG:n,
GO-PS:n, GO-C16:n, GO-Gly:n tai GO-Phe:n. Reaktion etenemisté seurat-
tiin FTIR-mittauksilla lampdtiloissa 25, 40 ja 60 °C ihanteellisten reaktio-
olosuh-teiden 16ytamiseksi. Reaktion etenemistd pystyttiin seuraamaan atsi-
doabsorption ja standardipiikin avulla. Reaktio ndyttdd etenevin alussa hy-
vin nopeasti ja lopussa melko hitaasti. Lampdotilalla on merkittava vaikutus
reaktion etenemisen kannalta. 93 %:n konversio saavutetaan 25 °C:ssa 900
minuutin jilkeen, 40 °C:ssa 60 minuutin ja 60 °C:ssa jo 30 minuutin jilkeen.

[42]

Eripainoiset alkyynipéétteiset PEG:t (350, 750 ja 1900 g/mol) reagoivat on-
gelmitta GO-Nj:n atsidiryhmien kanssa (60 °C:ssa reaktioajalla 150 min).

Joustavan ja ohuehkon polymeerin molekyylimassalla ei siis ole suurta mer-
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kitystd reaktion kannalta. Alkyynipééitteinen polystyreeni on puolestaan ra-
kenteeltaan huomattavasti jiykempi ja paksumpi, miki aiheuttaa voimak-
kaan steerisen esteen ja pienemmén kontaktimahdollisuuden. Reaktion ta-
pahtuminen on siis huomattavasti epatodennikoisempéad. Pienemmait, jaykét
molekyylit, kuten fenyylialaniini, voidaan kiinnittda hyvinkin helposti. [42]

Click-reaktioiden tapahtumiset voidaan varmistaa TGA-analyysien avulla.

Raman-spektroskopia on tehokas tyokalu grafeenin rakenteen ja elektronis-
ten ominaisuuksien tutkimuksessa. Puhtaalla grafeenilla on voimakas E2g-
moodista johtuva G-vyé kohdassa 1575 cm ™! sekdi heikompi epéjirjestiiy-
tyneiden hiiliatomien virihtelyjen aiheuttama D-vyd kohdassa 1330 cm .
Kun grafeenia hapetetaan, sen Raman-spektrin G-vyd levenee ja siirtyy koh-
taan 1595 cm™!. Myos D-vyd levenee ja sen intensiteetti kasvaa. Hiilimate-
riaalien laatua pystytddn arvioimaan D- ja G-viiden intensiteettien suhteen
(ID/IG) avulla. Grafiitin ID/IG = 0.403 nousee hapetuksen my6ta lukemaan
1.234. GO-N3:n suhde on 1.397 ja GO-PEG:n puolestaan 1.399, miké kertoo
funktionalisoitumisasteen kasvamisesta. GO-C16:n, GO-Gly:n ja GO-Phe:n

vastaavat arvot ovat 1.404, 1.455 ja 1.486. [42]

GO:n alkuainekoostumusta voidaan tutkia XPS:n avulla. GO:n muuttumis-
ta GO-Nj:ksi ja edelleen esimerkiksi GO-PEG:ksi voidaan seurata typen
ja hiilen osuuksien avulla. Muodostuneista rakenteista saadaan tietoa myos

TEM:n ja AFM:n avulla. [42]

3.3.2 1-Bromibutaani

Grafeenioksidin karboksyylihapporyhmit voidaan funktionalisoida myos 1-

bromibutaanilla (kuva 34). Synteesi on skaalautuva ja se voidaan suorittaa
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yvhdessé faasissa ilman lisdttyja pinta-aktiivisia aineita. Synteesin lihtdaineet
ovat suhteellisen halpoja. Tuote liukenee useisiin orgaanisiin liuottimiin, ku-
ten kloroformiin ja tolueeniin. Muodostuvat suspensiot ovat stabiileja seitse-

mén paivin ajan. [43]

o o
,o NaOH_ %.;@ e
\"a%j o"" NaO;‘;-ﬂ'S_hl_ __,ﬁt—gﬁ_%_.%‘}—\
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Kuva 34: GO:n karboksyylihappojen funktionalisointi 1-bromibutaanilla.
|43]

Synteesi suoritettiin GO:n ja veden dispersiossa, johon liséttiin 0,1 M NaOH:a,
1-bromibutaania ja TBAB:a. Liuosta lammitettiin 8 tuntia 6ljyhauteella (100
°C) typen alla, jolloin dispersion keltaruskea véri muuttui pikkuhiljaa mus-
taksi. Jadhtynyt liuos uutettiin kloroformilla, josta tuote saostettiin lisda-

miélld etanolia. |43]

3.3.3 Fullereeni ja porfyriini

Kromoforeina toimivien porfyriinin ja fullereenin kovalenttinen kiinnittami-
nen GO:iin vahvistaa sen epilineaarisia optisia ominaisuuksia nanosekunt-
tialueella. Ilmi6ta voidaan mahdollisesti hyodyntaé optisissa rajoittimissa ja
kytkimissd. Nanohybridimateriaalissa yhdistyvét epélineaarinen vaste valon
sihkokenttiadn ja valoindusoidun porfyriinin tai fullereenin ja GO:n vilinen

elektronin- tai energiansiirto. Porfyriinien ja fullereenien voimakas, epiline-
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aarisesti kiyttaytyva absorptio johtuu niiden korkeamman viritystilan ab-
sortion suuremmasta todennikoisyydestd verrattuna perustilan absorption
todennékoisyyteen. Myos pelkilla GO:lla on havaittu olevan epélineaarisesti

kiyttdytyvid optisia ominaisuuksia. [44]

Fullereenihybridin synteesissd hyddynnetiddn fullereeniin kiinnitetyn pyrro-
lidiinin OH-ryhmén ja GO:n reunoilla esiintyvin COOH-ryhmén kytkenté-
reaktiota (kuva 35). Porfyriini-GO-nanohybridin synteesi suoritetaan sekoit-
tamalla amiini-funktionalisoitua porfyriinia (TPP-NHy) ja GO:a dimetyyli-
formamidissa. Tamé synteesi perustuu amidisidoksen muodostumiseen. Rea-
goimaton porfyriini pitdd poistaa hyvin tarkasti liuotinpesuilla, sonikoinneilla
ja suodatuksella. GO-C60:n synteesissi reaktio vaatii suuren pyrrolidiiniful-
lereeniylimédaran kiayttamistd. Reagoimattomat ldhtoaineet poistetaan sent-
rifugointien ja pesujen avulla. Fullereeneja kiinnittyy suunnilleen yksi GO:n
104 hiiliatomia kohden. Porfyriineja kiinnittyy vain yksi 874 hiiliatomia koh-
den. Keskimédridinen C60-C60-etéisyys on noin 3 nm. Porfyriinien vastaava

etdisyys on noin 23 nm. [44]

GO:n ja kiinnitettyjen ryhmien vilinen vuorovaikutus johtaa varauksensiir-
toon fullereenin tai porfyriinin viritystilalta grafeenille. Tdméa havaitaan fluo-
resenssin sammmumisena ja energian vapautumisena. Intramolekulaarinen
sammuminen johtuu systeemin laajentuneesta, konjugoituneesta m-verkostos-
ta. Téllainen fotoindusoitu varauksensiirto johtaa tunnetusti epélineaaristen
optisten ominaisuuksien parantumiseen. Vastaavalla hiilinanoputkien ja por-

fyriinien muodostamalla systeemilld on havaittu sama ilmio. 44|
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Kuva 35: GO:n funktionalisointi porfyriinilli ja fullereenillé. [44]
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4 Hybridinanomateriaaleihin perustuvat sovel-

lukset

4.1 Tunnistusalustat ja sensorit

Molekyylien sihkoinen, nanokokoluokan materiaaleihin perustuva detektoin-
ti on herdttédnyt kiinnostusta useilla eri aloilla. Tutkijat ovat onnistuneet ke-
hittdmé&én viime vuosikymmenten aikana esimerkiksi piinanolankaan [45 47]
ja hiilinanoputkiin [48-50| pohjautuvia sensoreita. |51| Néistd lupaavimmik-
si ovat osoittautuneet hiilinanoputkiin perustuvat CNT-kanavatransistorit
(FET, field effect transistors). Hiilinanoputkien kdyttoon ja valmistukseen
liittyy kuitenkin useita ongelmia. Ongelmat voidaan valttaa kiayttamalld hii-
linanoputkien sijaan grafeenia tai grafeenipohjaisia materiaaleja. Grafeeniin
pohjautuvien G-FET-transistorien odotetaankin muodostuvan seuraavan su-

kupolven nanolaitteiksi. [51]

Grafeenijohdannaisten funktionaaliset ryhmit voivat toimia erilaisten me-
tallinanopartikkelien nukleaatio- ja kasvukeskuksina. [52] Tdméa on mahdol-
listanut ainutlaatuisten hybridinanomateriaalien kehityksen. Kyseisid mate-
riaaleja on alettu hyddyntdd erilaisten sensorien pinnoitteina sekd tunnis-
tusalustoina. Grafeenin ja metallinanopartikkelien hybridien etuna on kom-
ponenttien erinomaisten ominaisuuksien eli grafeenin suuren pinta-alan ja
hyvéin johtavuuden sekid metallinanopartikkelien katalyyttisen aktiivisuuden

ja biologisen yhteensopivuuden yhdistyminen. [53|

Kultananopartikkelien ja GO:n muodostamaa nanokomposiittia on hyodyn-

netty SERS-substraattina. [51] Kultananopartikkelien ja PVP-ketjuilla mo-
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difioidun GO:n nanokomposiitilla on sovelluksensa myos kysteiinin detektoin-
tiin kiytetyn elektrodin pinnoitteena. |[53| Toisenlaisen detektorin pinnoittee-
na on kiytetty puolestaan magneettisten rautananopartikkelien ja pelkiste-
tyn grafeenioksidin hybridimateriaalia. [54] Hopeananopartikkelien kiinnit-
tdminen on taasen mahdollistanut grafeenilevyjen optisten ominaisuuksien

muokkaamisen. [55]

4.1.1 G-FET-sensorit

Hiilinanoputkiin pohjautuvilla CNT-FET-transistoreilla on korkea mekaa-
ninen kestivyys, suuri pinta-ala seki erikoiset sdhkoiset ominaisuudet. Hii-
linanoputkien sivusuhde eli pituuden suhde halkaisijaan on lisdksi suuri.
[56] Hiilinanoputkitransistoreita on kiytetty muun muassa proteiinien [57,
58|, glukoosin [59], DNA: hybridisaation |60, 61| ja immunosensorien |62,
63| detektoinnissa. CNT-FET-transistorien ongelmana on niiden elektroni-
sen luonteen voimakas riippuvuus hiilinanoputkien kiraalisuudesta ja kontak-
timetallin ominaisuuksista. Koska kiraalisuuden kontrollointi on hankalaa,
CNT-FET-sensorien tuottaminen ja stabiilisuus ovat ongelmallisia. CNT-
FET-systeemeille tyypillinen absoluuttinen nieluvirta on liuoksessa useista
nanoampeereista useisiin kymmeniin nanoampeereihin. Liuoksissa voidaan
kiayttda vain pienid nielu- ja porttijinnitteitd liuoksen elektrolyysin ja elekt-

rodien, kanavan sekd analyytin hapettumisen vélttdmisen vuoksi. [51]

Grafeeni on osoittautunut erittdin varteenotettavaksi ehdokaaksi hiilinano-
putkien tilalle. Grafeenipohjaisten materiaalien tutkimus on osoittanut nii-
den sidhkoisen luonteen suuren herkkyyden ympériston suhteen. Ne ovat li-

siksi huomattavasti stabiilimpia kuin hiilinanoputkiin pohjautuvat systeemit

52



ja niiden nieluvirta on jopa 1000-kertaa suurempi. Mitd suurempi nieluvirta
on, sitd pienemmaét taustakohinan aiheuttamat hiirict ovat. Grafeeniin pe-
rustuvat systeemit eivit kuitenkaan ole yhtd herkkid kuin hiilinanoputkiin

pohjautuvat, koska niiden pinta-alan suhde tilavauteen on pienempi. [51]

G-FET-sensorien toimintamekanismi perustuu kemiallisten partikkelien ab-
sorboitumiseen grafeenin pintaan. Partikkelit voivat toimia joko elektronien
luovuttajina tai vastaanottajina, mika johtaa muutoksiin grafeenin johtavuu-
dessa. [51] Grafeenisensoreilla onkin saatu detektoitua kaasumolekyyleja [64,
65|, biomolekyyleja |66, 67|, glukoosia [68, 69|, proteiineja ja negatiivises-
ti varautuneita bakteereita |70]. Koska G-FET-sensorien herkkyys riippuu
niiden johtavuudesta, portin kapasitanssista, nielun jinnitteesta ja kenttie-
fektin liikkuvuudesta, grafeenin yksoiskalvoon perustuvien systeemien pitéisi

soveltua parhaiten kemiallisten ja biologisten partikkelien detektointiin. [51]

4.1.2 Kultananopartikkeleihin perustuva SERS-substraatti

Grafeenioksidin happiryhmét voivat toimia kultananopartikkelien nukleaa-
tiokeskuksina. G. Goncalves et al. [52| ovat tutkineet GO:n hapetusasteen
vaikutusta kultananopartikkelien nukleaatioon kiayttamalld synteeseissi eri-
tyyppisid grafeenijohdannaisia eli grafeenioksidia (GO), termisesti pelkistet-
tyd grafeenia (GTR) ja hydratsiinipelkistettyid grafeenia (GHR). Grafeenin
ja kullan nanokomposiittien synteeseissd on hyodynnetty yleisesti kiytettya

kulta(III)kompleksin natriumsitraattipelkistysté. |52, 71]

Absorptiospektrien ja SEM-mittausten perusteella kultananopartikkelit kiin-
nittyvat GO:n ja GTR:n, mutta eivit GHR:n pintaan. GHR:n pinnalla ei ha-

vaita lainkaan partikkeleita. GO:n pinnalle kiinnittyneet partikkelit ovat le-
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vittdytyneet tasaisesti ja niiden halkaisija on noin 20 nm. Agglomeroitumista
ei havaita kiytidnnossa lainkaan. GTR:iin kiinnittyneet nanopartikkelit ovat
sen sijaan levittdytyneet huonosti. Partikkelit ovat agglomeroituneet noin
300 nm:n kokoisiksi alueiksi. Néin ollen happea sisiltavilla funktionaalisilla
ryhmilld ndyttaa olevan erittiin tarked rooli kultananopartikkelien kasvun ja

kiinnittymisen kannalta (kuva 36). |52]

Adition of
sodium citrate
(reducing agent)
.

Adition of
gold ions

Graphene Oxide (GO) Electrostatic interaction between

g Graphene/gold nanocomposite
GO and Au™ ions

Kuva 36: Kultananopartikkelien nukleaatio GO:n pinnalla. [52]

Pintavahvisteinen Raman-sironta ( surface-enhanced Raman scattering, SERS)
on ilmi6, jossa metallin pinnalle kiinnittyneen molekyylin ramanspektri voi
kasvaa voimakkuudeltaan miljoonakertaiseksi verrattuna esimerkiksi liuok-
sesta mitattuun spektriin. Metallipinta voi koostua metallisesta nanoraken-
teesta, nanopartikkeleista tai jalometalleista. Funktionalisoitujen kultanano-
partikkelien pinnalla tapahtuvaa SERS-ilmi6ta on hyddynnetty muun muassa
biomolekyylien, kuten proteiinien ja DNA:n detektoinnissa. Menetelmén etu-
na on se, ettd tutkittavaa ainetta tarvitaan hyvin vihin. SERS-efekti on seu-
rausta kahden eri mekanismin yhdistelméstd. Sahkovahvisteinen mekanismi
kisittdd metallirakenteiden pintaplasmonien virittymisen. Kemiallinen vah-
vistus késittda metallin ja analyytin vilisen varauksensiirron mahdollistavan

kompleksin muodostumisen. [52]

Edelld kuvattua, kullan ja GO:n muodostamaa nanokomposiittia voidaan

hyédyntad SERS-substraattina. Soveltuvuutta on testattu rhodamiini 6G:n
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kanssa laserin aallonpituudella 1064 nm. Kuvassa 37 ndhdaéin saatu SERS-
spektri, jossa havaitaan Raman-spektrin piikkien selektiivinen voimistuminen

pelkkdéin RhG6-néytteeseen verrattuna. [52]

— RhEG
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Kuva 37: GO-Au(np)-pinnalle adsorboituneen rhodamiini G6:n
SERS-spektri (GAu), grafeenilevylle adsorboituneen RhG6:n Raman
spektri (Gra) ja kiintein RhG6:n spektri (RhG6). [52]

GO:n pinnalle kiinnittyneiden kultananopartikkelien tiheys on TEM- ja AFM-
kuvien perusteella melko pieni, noin 8,4 %. Havaittu SERS-signaali johtunee
siis yksittaisten nanopartikkelien aiheuttamasta mekanismista. Ilmiota voi-
daan kenties hyodyntaa tuleivaisuudessa biosensoreissa, kontrolloidussa laak-

keiden kuljetuksessa tai spektroskopisissa antureissa. |52]

4.1.3 Kultananopartikkelit kysteiinidetektorissa

[-kysteiini on rikkid sisidltdvi aminohappo, jolla on merkittavi rooli paitsi
biologisissa ja ladketieteellisissé jirjestelmissd, myos elintarviketeollisuudes-
sa. L-kysteiinin puute voi johtaa kasvun hidastumiseen, hiusten virin haalis-

tumiseen, nesteen kertymiseen kudoksiin, uupumukseen ja maksavaurioihin.
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|72-74] Biologisten néytteiden L-kysteiinin nopea ja selektiivinen tunnista-
minen on tistd johtuen tirkedd. L-kysteiinin tunnistukseen voidaan kiyttaa
sihkokemiallisia menetelmié, joiden etuihin lukeutuvat kiytén yksinkertai-
suus, korkea herkkyys, erinomainen selektiivisyys ja @n vivo tapahtuva reaa-

liaikainen mééritys. 53]

Aiempien tutkimusten perusteella pelkdn hiilipinnan kiyttdminen elektro-
deissa johtaa hyvin huonoon tai jopa olemattomaan sihkdiseen vasteeseen
L-kysteiinin detektoinnissa. Kulta- ja platinaelektrodien ongelmana on puo-
lestaan pinnan hapettumisesta johtuva korkea ylijannite, mikd heikentda se-
lektiivisyyttd huomattavasti. Tastd johtuen elektrodien pintaa pitdd muoka-
ta uusilla toiminnallisilla materiaaleilla, joilla on paitsi suuri pinta-ala, myos
erinomainen katalyyttinen aktiivisuus. Detektoinnin tehokkuutta onkin jo
saatu parannettua kiyttadmalld elektrodien pinnalla nanohuokoista kultaa,
boori-doupattuja hiilinanoputkia, polymeerikalvoja ja kuparioksidinanopar-

tikkeleita. [53]

Grafeenin ja kultananopartikkelien nanohybridin etuna on komponenttien
erinomaisten ominaisuuksien yhdistyminen. Modifioidun elektrodin suoritus-
teho on voimakkaasti riippuvainen hybridinanorakenteen morfologiasta. Néin
ollen kultananopartikkelien samankokoisuus ja tiheys seké grafeenin mitta-
suhteet vaikuttavat merkittavisti elektrodin toimintaan. Elektrodimateriaali
voidaan valmistaa poly(vinyylipyrrolidonilla) funktionalisoidusta GO:sta, jo-

hon HAuCl,:sta valmistetut kultananopartikkelit kiinnittyvét (kuva 38). [53]

Synteesi suorittiin PGO:n vesidispersiossa, johon lisiattiin HAuCl -liuosta
(0,01 %). Kultapartikkelit pelkistettiin NaBH 4:114. Kultaionit absorboituvat
PVP-ketjuihin koordinaatiosidosten kautta, jonka jilkeen ne voidaan pelkis-

taa. Néin ollen kultananopartikkelien tiheytté ja kokoa voidaan siataa PVP-
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Kuva 38: Grafeeni-Au-nanohybridin synteesi. [53]

polymeeriketjujen madridn kautta. Veteen dispersoitua tuotetta voidaan kéyt-

tad GC-elektrodin (glassy carbon) pinnoittamiseen. [53|

Syntetisoitujen kultananopartikkelien koko on voimakkaasti riippuvainen PG-
O-templaateista. Kun templaattina on PGO5700/16, nanopartikkelien koko
on noin 9 nm. Kun templaattina on PGO5700/8, nanopartikkelien koko on
noin 30 nm. Suurempien partikkelien tiheys on huomattavasti pienempi, kuin
pienempien. Pienemmait ja tiheimmaéssa olevat nanopartikkelit toimivat pa-
remmin elektrodin pinnoitteena, silld niiden vaste virtaan on voimakkaampi.
L-CySH:n elektrokemialliset mittaukset kannattaa tédstd johtuen suorittaa

grafeeni-Au9/GCE-systeemilla. [53]
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Kysteiinin tunnistus perustuu sen hapettumiseen elektrodilla. Reaktio ete-
nee protonin irtoamisesta CyS--radikaalin muodostumiseen. Kun kaksi radi-
kaalia reagoi keskenddn, syntyy CySSCy-molekyyli. Liuoksen pH vaikuttaa
luonnollisesti L.-CysH:n elektrokemialliseen kiyttdytymiseen ja deprotonoi-
tumiseen. Korkeampi pH suosii ionisoitumista ja maksimivirta saavutetaan
pH:ssa 7. Sensori pystyy havaitsemaan L-CySH:n virtsaniytteistd. Havaitut
maarit olivat tutkimuksessa 96,2-103,6 % todellisesta méaristi, joten senso-
ri on hyvin herkki. Sensorin detektointiraja oli alhainen ja stabiilisuus seka

hiirididen sietokyky olivat hyvid. |53]

4.1.4 Magneettisiin rautananopartikkeleihin perustuva sensori

Fe304-rGO-nanokomposiitti valmistetaan yksivaiheisella synteesilld, jossa yh-
distyvit GO:n pelkistyminen ja Fe3O4-nanopartikkelien in situ muodostu-
minen. Uudenlainen nanohybridimateriaali yhdistdd rGO-nanolevyjen elekt-
roniset ominaisuudet Fe3Oy4-partikkelien erinomaisiin katalyyttisiin ominai-
suuksiin. Komposiittia on tutkittu TEM-, XRD-, AGFM ja EIS-tekniikoilla.
1541

Magnetiittipelkistetyn GO:n synteesi suoritettiin vesidispersiossa, johon li-
sattiin FeCls- ja FeCly-liuoksia. pH séddettiin arvoon 10 lisdaméalld 30 %

ammoniakkia ja pelkistys tehtiin hydratsiinihydraatilla. [54]

Komposiittia voidaan hyodyntad GC-elektrodin pinnoitteena. Materiaali so-
veltuu erilaisten elektroaktiivisten yhdisteiden sdhkokemialliseen tunnistuk-
seen. Yhdisteisiin lukeutuvat ainakin HoO5, NADH, nitriitti, dopamiini, as-
korbiinihappo ja virtsahappo. Elektrodin sdhkokatalyyttinen aktiivisuus on

erinomainen kaikkia edelld lueteltuja katalyytteja kohtaan. [54]
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4.1.5 Grafeenioksidin ja hopeananopartikkelien hybridimateriaali

Grafeenioksidin pinnalle voidaan kasvattaa kultananopartikkelien lisiksi myos
hopeananopartikkeleita. Muodostuvia nanopartikkeleita ei tarvitse funktio-
nalisoida, koska GO stabiloi niitd. Hopeananopartikkelien kiinnittdminen
mahdollistaa grafeenilevyjen optisten ominaisuuksien muokkaamisen. Saa-
dulla pinnalla on potentiaalia my0s joustavien ja ldpindkyvien puolijohteiden

tai puolimetallien valmistuksessa. [55]

GO:n ja hopean nanokomposiitti valmistetaan hopeaionien kemiallisella pel-
kistykselld. Synteesi suoritetaan sekoittamalla 10~ M hopeasulfaatin vesi-
linos 103 M GO:n vesiliuokseen. Vedelli laimennettuun linokseen lisitiin
10~ M KOH-liuosta ja liuos kuumennetaan kiehuvaksi, jolloin nanopartik-
kelit alkavat muodostua. Liuotin haihdutetaan lopuksi pyérohaihduttimella.

[55]

GO:n pintaan kiinnittyneet hydroksyyliryhmit tekevit siita pelkistimen emék-
sisissa olosuhteissa. Fenoliset protonit ovat tunnetusti heikosti happamia ja
deprotonoituvat eméksisissé olosuhteissa muodostaen fenolaattianioneita. Fe-
nolaattianionit ovat voimakkaasti aktivoituja, mika johtaa elektrofiilisiin aro-
maattisiin substituutioreaktioihin. Elektronit siirtyviat hopeaioneille, jotka
pelkistyvit ja muodostavat metallista hopeaa. Fenolaattianionit muuttuvat
samanaikaisesti semikinoneiksi. Tésta johtuen synteesi suoritetaan pelkistys-

prosessin aktivoivassa KOH:n vesiliuoksessa. [55]

Mikéli hapetuksessa vaurioitunutta sp2-verkostoa halutaan korjata ja johta-
vuutta parantaa, happea sisialtavit ryhmét voidaan poistaa lopuksi 24 tun-
nin hydratsiinikésittelylla. Synteesin onnistuminen voidaan todeta UV /Vis-

spektriin ilmestyvin absorptiopiikin avulla. Saatujen hopeananopartikkelien
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koko on vililld 0,5-1,5 nm. Pintaan nayttda kiinnittyvin myds suurempia
3-12 nm:n kokoisia partikkeleita, mikd saattaa johtua pienten partikkelien

agglomeroitumisesta. [55]
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5 Grafeenioksidi bioteknologiassa

Grafeenipohjaisten materiaalien ainutlaatuiset ominaisuudet mahdollistavat
niiden hyodyntamisen hyvinkin erilaisten biologisten molekyylien substraat-
teina. Grafeenin suotuisat ominaisuudet korostuvat etenkin bioelektroniikan,
biosensorien ja lddketieteen aloilla. Biologinen muokkaus parantaa grafeenin

bioyhteensopivuutta, liukoisuutta ja selektiivisyytta. 9]

Grafeenia ja grafeenioksidia on yhdistelty useiden eri proteiinien kanssa.
GO:iin on saatu kiinnitettyd esimerkiksi entsyymeitd. Piparjuuren perok-
sidaasi (HRP, horseradish perozidase) ja lysotsyymi saadaan kiinnittyméén
GO:n happea sisdltdaviin ryhmiin spontaanisti. Kiinnitykseen ei siis tarvita

minkdinlaista pinnan muokkausta tai kytkentdreagensseja. 9]

Proteiinien kiinnitys voitaisiin tehdéa teoriassa myos tiettyjen vasta-aine/anti-
geeni- tai biotiini-avidiini-parien avulla. Proteiineilla muokattuun GO:iin voi-
daan kiinnittaa edelleen erilaisia metallisia nanopartikkeleita (esim. Au, Ag,
Pd, Pt) sihkostaattisten vuorovaikutusten avulla. Proteiineja voidaan kiin-
nittdd myos DNA:lla funktionalisoituun grafeeniin. Téastd esimerkkind mai-
nittakoon ssDNA:Ila funtionalisoitu grafeeni, johon saadaan kiinnitettya edel-
leen positiivisesti varautuneita sytokromi ¢ -proteiineja. ssDNA-grafeeniin
on saatu kiinnitettyd myos piparjuuren peroksidaasia. Saatua materiaalia on

hy6dynnetty sidhkokemiallisen biosensorin elektrodin pinnoitusmateriaalina.

19]

GO:n funktionalisoinnissa voidaan kayttad myos muita biomolekyyleja, kuten
peptideitd ja selluloosaa. Biohajoavilla luonnonpolymeereilld, kuten ligniini-

ja selluloosajohdannaisilla paillystetyt grafeenilevyt ovat stabiileja jopa erit-
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Kuva 39: Grafeenin tai sen johdannaisten funktionalisointeihin on kiytetty
onnistuneesti avidiini-biotiini-paria, peptideité, nukleiinihappoja.
proteiineji, aptameerejd, pienid molekyyleji, bakteereita ja soluja.

Funktionalisointi voi tapahtua joko fysikaalisen adsorboitumisen tai
kemiallisten sidosten kautta. [9]

tdin konsentroituneissa vesiliuoksissa (0,6-2 mg/ml). Kyseisid nanolevyja voi-
daan kiyttda biosensoreissa kiytettdvien entsyymien ja biomarkkereiden li-

siysalustana tai ladkeaineiden kuljettimina. 9]

5.1 Grafeenipohjaiset FRET-biosensorit

GO:iin pohjautuvat biologiset sovellukset ovat keskittyneet ldhinnd FRET-

efektiin. Fluoresenssin resonanssienergiansiirto ( FRET, fluorescent resonance
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energy transfer) on ilmio, jossa fotonin eksitaatioenergia siirtyy luovutta-

jafluoroforilta vastaanottajamolekyylille. Prosessin tehokkuus, F, riippuu tyy

pillisesti luovuttajan ja vastaanottajan vilisesta etidisyydestd, R, seuraavalla

tavalla:

E=1/(1+ (R/Ro)") 1)

Ry on etdisyys, jolla puolet energiasta siirtyy. Tyypilliset etdisyydet ovat va-
lilla 2 6 nm. [75] Etaisyys on riippuvainen vériaineiden suhteellisesta jirjes-
taytymisestéd ja niiden spektrien luonteenpiirteistd. Transitiotilan dipoleiden
rinnakkainen jérjestdytyminen heikentdd FRET-tehokkuutta ja kohtisuora
jarjestaytyminen voi estdd ilmion taysin. Optimaalinen kytkentd vaatii siis
optimaalista jarjestdytymistd. FRET-ilmio edellyttdd yleisesti ottaen myos
luovuttajan emission ja vastaanottajan absorbanssin spektrien vastaavuut-
ta. |75| Energian siirtymisté ei havaita, kun dipoli on eristdvén pinnan ldhei-
syydessi. Grafeenijohdannainen voi olla johde, puolijohde tai eriste raken-

teestaan riippuen. [76]

Energiansiirto on grafeenin tapauksessa r*-riippuvaista (r — etiisyys). Te-
hokkuus on siis suurempi verrattuna FRET-ilmiélle tyypilliseen rS-riippuvuu-
teen. Fluoresenssin on arveltu sammuvan jopa 30 nm etéisyydelld. Grafeeni-
johdannaisten suuri pinta-ala (n. 2620 m? /g grafeenille) mahdollistaa FRET-

vastaanottajien suuren maaran.

FRET-ilmiota voidaan kayttaid tyokaluna nanometrikokoluokan etéisyyksien

ja muutosten mittauksissa sekd in vivo- etté in vitro -méadrityksissa. |9| [lmio-
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td on kiytetty myos biomolekyylien rakenteiden ja vuorovaikutusten selvit-
tdmiseen, nukleiinihappojen analysointiin, signaalin transduktioon ja valon

kerddmiseen. |75]

Grafeeni pystyy sammuttamaan useiden eri fluoroforien séteilyn hyvin pie-
nilld taustahdirioilla ja suurella signaali-kohina-suhteella. [9] GO:m rakenne
on optimaalinen paitsi kemiallisten vériaineiden, myo6s biologisten kohteiden
fluorensenssin sammuttamiseen. |75 Grafeenipohjaiset biosensorit yhdisté-
vat usein grafeenin suotuisat ominaisuudet nukleiinihappojen tunnistusomi-
naisuuteen. Nukleiinihappojen emésrenkaat vuorovaikuttavat grafeenin ver-
koston kanssa erittdin voimakkaasti muodostuvista m—m-vuorovaikutuksista
johtuen. Kaksijuosteinen DNA ei kuitenkaan pysty adsorboitumaan grafee-
nin pinnalle kovinkaan stabiilisti. Tdm&a johtuu DNA:n negatiivisesti varau-

tuneen fosfaattirungon aiheuttamasta suojausefektisté. 9]

GO pystyy vuorovaikuttamaan erilaisten biomolekyylien kanssa ionisten ryh-
miensd (O~ ja -COO™) ja aromaattisten alueidensa ansiosta. Sitoutumisen
astetta pystytddn muokkaamaan sédtdmalld pH:ta. |18] GO-FRET-sensorien
detektiorajat ovat samaa luokkaa, kuin perinteisesti kiytetyissi ELISA- ja
mikrosiruteknologioissa. Koska GO vuorovaikuttaa voimakkaasti ssDNA:n,
aptameerien ja peptidien kanssa, valtaosa timéanhetkisistd sovelluksista pe-
rustuu kyseisten molekyylien kdyttdmiseen antureina. |75] Analyyttind voi
toimia myos esimerkiksi entsyymeihin lukeutuva trombiini tai toiminnalli-
nen nukleiinihappo, kuten tietyn inhibiittoriproteiinin mRNA. [9] FRET-

sensorien yleinen toimintaperiaate on esitetty kuvassa 40.
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Kuva 40: Grafeenipohjaisten FRET-sensorien toimintaperiaate. Aptameerit,
ssDNA ja molekylaariset merkkivalot (MBs) voivat adsorboitua grafeenin
tai grafeenijohdannaisten pintaan. Antureiden péissi olevat fluoroforileimat
sammuvat nopeasti niiden vuorovaikuttaessa grafeenin kanssa. Kun
analyytti sitoutuu spesifiseen anturiin, anturin fluoresenssi palautuu.
dsDNA pysyy puolestaan fluoresoivana kunnes entsyymi (esim. helikaasi)
lisdtdan systeemiin. Kun entsyymi vapauttaa ssDNA:n, se piédsee
vuorovaikuttamaan grafeenin kanssa ja fluoroforin fluoresenssi sammuu. |9

5.1.1 ssDNA:n perustuva tunnistus

Fluoresenssin sammumista on kiiytetty yksijuosteisen DNA:n (ssDNA) ja bio-
molekyylien optisessa tunnistuksessa. Sensorin toiminta perustuu vériaineella
merkityn ssDNA:n fluoresenssin sammumiseen sen sitoutuessa GO:iin. V-
riaineella merkitty anturi-DNA muodostaa kohdemolekyylin kanssa kaksois-
kierteisen DNA:n, jolloin rakenne jaykistyy ja konformaation muutos vapaut-
taa kaksoiskierteen GO:sta. Talloin viriaineen fluoresenssi aktivoituu jilleen

(kuva 41). [18]

Ensimmaiinen julkaistu grafeenipohjainen FRET-biosensori perustuu fluore-
seiiniamidiitilla (FAM) leimatun ssDNA:n adsorboitumiseen GO:n pintaan.

FAM-fluoroforin ja GO:n vilinen FRET-ilmio johtaa FAM:n fluoresenssin
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Kuva 41: GO:n fluoresenssin sammumiseen perustuva biosensori. a)
Viriaineella (FAM) merkityn ssDNA:n fluoresenssi sammuu sen
absorboituessa GO:n pintaan. b) Kohdemolekyyli kiinnittyminen kytkee
fluoresenssin takaisin péille. ¢) Ilmi6 johtuu vériaineella merkityn DNA:n
konformaation muutoksesta. [18]

nopeaan sammumiseen. Anturi-ssDNA:n ja komplementaarisen ssDNA:n vi-
linen sitoutuminen johtaa konformaatiomuutokseen, joka vapauttaa FAM-
ssDNA:n GO:n pinnalta. Irronneen kompleksin fluoresenssi palautuu, jolloin

komplementaarinen sitoutuminen voidaan havaita. [9]

Edella esiteltyyn menetelméin pohjautuen on kehitetty niin sanottuja moni-
viri-DNA-analyysejid. GO:n tasomainen pinta mahdollistaa eri vireilld lei-
mattujen ss-DNA-anturien samanaikaisen sammumisen. N&in ollen eri sek-
vensseja omaavien DNA-kohteiden sitoutumista voidaan tutkia samanaikai-
sesti. Grafeenipohjaista FRET-biosensoria on kiytetty myds helikaasivilittei-
sen DNA-kaksoiskierteen purkautumisen detektoinnissa. Koska GO-sitoutuu
ennemmin ssDNA:han kuin dsDNA:han, fluoresoivan leiman sisiltéva kak-
sijuosteinen DNA tulee valmistaa ensin. Kun dsDNA:n purkautuminen ete-
nee, fluoresenssi pienenee ja sammuu lopulta tiysin GO:n ja vapautuneiden
ssDNA-juosteiden vélisistd voimakkaista vuorovaikutuksista johtuen. Heli-

kaasin aktiivisuutta voidaan siis seurata reaaliaikaisesti. |9|
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5.1.2 Molekulaariset merkkivalot

Sekvenssispesifisen detektoinnin tavoittelu on johtanut molekulaaristen merk-
kivalojen (MB, molecular beacons) lisadmiseen sensoreihin. Molekulaarisessa
merkkivalossa on tyypillisesti kaksi paéta, joista toiseen on kiinnitetty fluoro-
fori ja toiseen fluoresenssin sammuttaja. Pait ovat molekyylin peruskonfor-
maatiossa viereikkiin, jolloin kokonaisuus ei fluoresoi. Konformaatio kuiten-
kin muuttuu, kun molekyyli kiinnittyy kohdenukleiinihappoihin, miki johtaa
fluoroforin syttymiseen. Molekulaaristen merkkivalojen ainutlaatuiset termo-
dynaamiset ominaisuudet ja spesifisyys ovat tehneet niistd erittdin suosittuja

bioteknologian alalla. [9]

Merkkivalojen valmistaminen edellyttdd kahden eri leiman kiinnittdmista,
miké on useimmiten haasteellista. Niin ollen merkkivalojen fluoresenssit voi-
vat olla keskenddn eri suuria ja jadnnosfluoresenssin esiintyminen on mah-
dollista. Tamé& rajoittaa detektointiherkkyyttd. Kyseinen ongelma voidaan
ratkaista hyddyntamélla grafeenia jidnndsfluoresenssin sammuttajana. Gra-
feeni toimii lisdksi erinomaisena alustana molekulaarisille merkkivaloille ja
helpottaa niiden synteesid ja puhdistusta. Molekulaaristen merkkivalojen ja
grafeenin hybridiin perustuva FRET-sensori on pystynyt erottamaan kohde-
DNA:t jopa yhden emésparin tarkkuudella. Vastaavanlainen GO-pohjainen
sensori on yhdistetty lisdksi kvanttipistefluoroforeihin, mikd on mahdollista-
nut laajan absorptiospektrin ja kapean emissiospektrin saavuttamisen. Kysei-
sen sensorin selektiivisyys on hyva ja herkkyys korkea. Kohde-DNA:n detek-
tointiraja on vain 12 nM. Sensoria voidaan kiyttad nukleiinihappojen maéran

médrittdmiseen ja yksittdisten nukleotidien polymorfian analysoimiseen. [9]
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5.1.3 Aptameerit

Aptameerit ovat valikoituja yksijuosteisia oligonukleotideji, jotka on eris-
tetty sattumanvaraisesta DNA- tai RNA-kirjaston sekvenssistd in witro -
valintaprosessilla. Ne voivat kiinnittya vain tiettyyn kohteeseen eli niiden spe-
sifisyys on erittdin suuri. Aptameerien yhdistdminen FRET-biosensoreihin
mahdollistaa ionien, pienten molekyylien ja proteiinien detektoinnin. [9] V-
riaineleimattuja aptameereja on hyodynnetty jopa loogisten porttien toimin-

noissa. |77, 78]

Hopeakationi voidaan esimerkiksi tunnistaa kiyttdméalld Ag™-spesifistd ap-
tameerid. Kohteeseen kiinnittyminen aiheuttaa aptameerin konformaation
muutoksen, mikd johtaa sen FAM:n fluoresenssin palautumiseen. Hopeaio-
nit voidaan erottaa jopa liuoksesta, jossa on kymmenkertainen maara muita

metalli-ioneita. [9]

Toinen erittéin spesifinen FRET-sensori on kehitetty naudan trombiinin ( bo-
vine thrombin) detektointiin. Menetelmé perustuu FAM-leimattuun apta-
meerianturiin ja grafeeniin. Grafeenioksidi pelkistetdén ensin natriumdode-
kyylibentseenisulfonaatilla (SDBS), jolloin saadaan SDBS-grafeenia. SDBS-
grafeenia inkuboidaan tdmén jélkeen FAM:lla leimatun trombiiniaptameerin
kanssa. Kun liuokseen lisdtdsin trombiini, havaitaan selked fluoresenssin pa-
lautuminen. Tdma johtuu paéosin trombiinin ja aptameerin muodostamasta
kvadrupleksirakenteesta, joka vuorovaikuttaa heikosti grafeenin kanssa. Sen-
sori havaitsee trombiinin sekd puskuriliuoksista (jopa 31,3 pM pitoisuudella),

ettd seerumiliuoksista. |9|
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5.1.4 Virusten tunnistaminen

GO-donorin, Au(np)-akseptorien ja FRET-ilmion yhdistelmda on hy6dyn-
netty myos rotaviruksen havaitsemisessa (kuva 43). Havaitsemisessa kéyte-
taan vasta-aine-DNA-Au(np)-kompleksia. GO:n emissio sammuu, kun rota-
virus kiinnittyy vasta-aineeseen. FRET-ilmi6ta ei tapahdu, jos analyyttid ei

ole ldsnd. Havaitsemisraja on samaa suuruusluokkaa, kuin tavallisesti kayte-

tyilld ELISA-testeilld (10° pfu mL=1). [75]

Kaksi eri virusta, enterovirus 71 (EV71) ja coxsackievirus B3 (CVB3), on pys-
tytty havaitsemaan myos samanaikaisesti. Kvanttipisteiden ja vasta-aineiden
kompleksit adsorboituvat ensin GO:n pintaan, jolloin ne sammuvat. Fluo-
resenssin emissio palautuu viruksen spesifisen tunnistuksen myota. Virukset
pystytddn tunnistamaan samanaikaisesti, koska niiden tunnistuskompleksit

ovat kesken#én eri vériset (kuva 42). [75]

&) @
S
”\\‘ Nw:»\“ " \,\ _ gr,—lJJ
e,

Kuva 42: Virusten EV71 ja CVB3 tunnistaminen. Kvanttipisteiden ja
vasta-aineiden kompleksit adsorboituvat GO:n pintaan, jolloin niiden
fluoresenssi sammuu. Kun sensori sitoutuu virukseen, sen fluoresenssi

palautuu. Viruksille spesifisten sensorien poikkeavat virit mahdollistavat
virusten samanaikaisen tunnistuksen. |75]
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5.1.5 Dopamiini - grafeenioksidin emission sammuttaja

GO pystyy toimimaan paitsi fluoresenssin sammuttajana, myds fluoroforina.
GO:n emissio on saatu sammumaan dopamiinilla. TAmé on seurausta dopa-
miinimolekyylien itsejirjestdytymisestd GO:n pinnalle. Dopamiinin sitoutu-
minen pystytiin siis havaitsemaan ilman minkéénlaisia leimoja. Dopamiinin

detektointiraja on 94 nM. |75]

[Imi6 ei johdu FRET-efektistd, koska dopamiinin absorptiospektri ja GO:n
emissiospektri eivit vastaa toisiaan. Koska sekd GO:n ettd dopamiinin emis-
siointensiteetit laskevat sitoutumisen myo6td, sammumisen téytyy olla seu-
rausta muodostuvista sidhkoisistd vuorovaikutuksista. Vastaavaa ilmiota on

hy6dynnetty myos rotaviruksen detektoinnissa (kuva 43).

GO: Strong Fluorescence GO/DA complex: Weak Fluorescence
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Kuva 43: GO valoindusoidun varauksensiirron luovuttajana. A) GO
fluoresenssin luovuttajana dopamiinin (DA) biotunnistuksessa. GO:n
emissiospektri sammuu spesifisesti, kun systeemiin lisidtdén dopamiinia. B)
GO FRET-ilmién luovuttajana. Rotaviruksen havainnointisysteemi, jossa
vasta-aineella paillystetyt (GO-kohdat sammuvat patogeenin detektoinnin
my6td. FRET-akseptorina toimii vasta-aine-DNA-Au(np)-kompleksi. [75]
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5.2 Grafeenipohjaiset materiaalit solututkimuksessa

Grafeeni on lupaava kandidaatti hyvinkin moniin bioteknologisiin sovellus-
kohteisiin, kuten solujen ATP:n in vivo kohdentamiseen, mRNA:n in situ
paikantamiseen, solujen reaaliaikaiseen tarkkailuun, lddkkeiden kuljetukseen
ja solujen kuvantamiseen. Aptameeri-FAM /GO-systeemilld on pystytty tun-
nistamaan JB6 Cl 41-5a hiiren epiteelisolujen ATP. Kun valmistettu sen-
sorialusta on yhdistetty laajan kentén fluoresenssimikroskooppiin, on saatu

reaaliaikainen tunnistusalusta. [9]

ATP:n tunnistusta ATP-aptameerilld on kiytetty GO-nanolevyjen ominai-
suuksien ja hydtyjen tutkimuksen mallisysteemind. GO-nanolevyt pystyvit
toimimaan DNA-aptameerien kuljettimena eldviin soluihin. Se pystyy lisdk-
si suojaamaan oligonukleotidejd tehokkaasti entsymaattiselta hajoamiselta

kuljetuksen aikana. [9]

5.2.1 GO syopiladkkeiden kuljettimena

Muokattua GO:a on kaavailtu veteen liukenemattomien lddkkeiden kuljet-
timeksi eldviin soluihin. Erdfssi tutkimuksessa kiytettiin nanokokoluokan
GO:a, joka funktionalisoitiin ensin polyetyleeniglykolilla (PEG) liuokoisuu-
den ja stabiilisuuden parantamiseksi. Tuotteeseen kiinnitettiin vielad veteen
liukenemattomia aromaattisia SN38-molekyyleji (kuva 44), joka on kemote-
rapioissa kiytetyn irinotekaanin aktiivinen hajoamistuote. Lopullinen GO-
PEG-SN38-kompleksi omaa korkean potentiaalin ihmisen HCT-116-suolisto-
syopésolujen toiminnan salpaamiseen (IC50-arvo 6 nM). Kompleksin poten-
tiaali on 1000 kertaa suurempi kuin irinotekaanin (CPT-11) ja samaa luokkaa

kuin vapaan SN38:n. [9]
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GO-PEG:iin kiinnitetty B-soluja kohtaan spesifinen vasta-aine Rituxan pys-
tyy selektiivisesti tunnistamaan ja sitoutumaan B-imusolmukesy&pésoluihin.
Syopasolut pystytidan erottamaan muista soluista niihin sitoutuneen GO:n

fluoresenssin kautta (kuva 44). [18]
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Kuva 44: a) SN38:n kiinnittyminen GO-PEG:n pintaan
m-m-vuorovaikutusten kautta. b) Anti-CD20-vasta-aineeseen konjugoitunut
GO-PEG kiinnittyy selektiivisesti Raji B-imusolmukesyopésolujen
CD20-pintareseptoreihin. ¢) CD20-positiivisten Raji-solujen (vasemmalla)
ja CD20-negatiivisten CEM-T-solujen (oikealla) NIR-fluoresenssi sen
jalkeen, kun néytettd on kisitelty GO-PEG-Rituxan-konjugaatilla. 18]

Syopaldakkeiden lataus- ja kohdistustarkkuutta voidaan parantaa GO:n foo-
lihappomuokkauksella (FA, folic acid). FA-konjugoituun GO:iin on saatu la-
dattua kontrolloidusti kahta eri syopalddkketta, doksorubisiinia ja irinotekaa-

nia. Ladkkeet on saatu kohdistettua spesifisesti ihmisen MCF-7-rintasyopé-
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soluihin. Sytotoksisuus on ollut huomattavasti suurempi kuin foolihapolla

muokkaamattoman GO:n tapauksessa. |9

PEG-muokattujen, nanokokoluokan grafeenilevyjen voimakasta optista NIR-
alueen absorbanssia on hyodynnetty ultrakorkean in wvivo syopasolun ladk-
keenottokyvyn saavuttamisessa. Menetelmiid voidaan hyédyntda valotermi-
sissd syopahoidoissa. PEG-funktionalisoitujen nanografeenilevyjen kiyttay-
tymisté hiirisoluissa on tutkittu fluoresenssikuvantamisen avulla. Kertyminen
syopasoluihin osoittautui yllattdvan suureksi. Bioyhteensopivilla nanokoko-
luokan grafeenilevyilld on ndin ollen merkittdvid potentiaalia tulevaisuuden

syopahoidoissa hyodyntdmiseen. |9]

5.3 FET-transistorit biologisissa sovelluksissa

Grafeenijohdannaisia voidaan hyodyntdd myos FET-transistoreissa. FET-
transistoreihin perustuvat biosensorit ovat pystyneet tunnistamaan muun
muassa nukleiinihappoja, proteiineja ja kasvutekijoita. FET-laitteen ja mik-
rofluidististen kanavien yhdistelmilld on saatu havaittua jopa yksittdinen
malariainfektoitunut punasolu. Sensoreissa kidytettavit grafeenijohdannaiset
funktionalisoidaan tunnistettavan kohteen mukaan spesifisilli nukleiiniha-
poilla, aptameereilld tai hiilihydraateilla. Sensorien toiminta perustuu sih-

koisen signaalin seurantaan. Niiden s/n-suhde (signal/noise) on suuri. |79]
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6 Yhteenveto

Grafeenioksidi (GO) sisdltdd useita reaktiivisia, happea sisiltdvid ryhmié,
jotka mahdollistavat sen muokkaamisen kemiallisen funktionalisoinnin kaut-
ta. Epoksidi- ja hydroksyyliryhmit sijaitsevat GO:n pinnalla. GO:n reunoil-
la on liséksi hyvin pienid méérid karboksyylihappo- ja ketoniryhmié. [6| Eri
funktionaaliset ryhmét muodostuvat asteittain hapetuksen etenemisen myo-
ta. |20] Hapetusaste voi vaihdella paljonkin kiytetyistd lahtomateriaaleista
ja hapetusmenetelmisti riippuen. [6] Hapetusasteella on merkittéiva vaikutus

GO:n sihkaisiin, optisiin ja kemialliin ominaisuuksiin. |18]

GO:n pintaan voidaan kiinnittdé lukuisia funktionaalisia ryhmid sekd kova-
lenttisesti etté ei-kovalenttisesti. Kovalenttisessa funktionalisoinnissa voidaan
hyédyntaa GO:n karboksyylihappo-, epoksi- ja hydroksyyliryhmié. Reaktioi-
den selektiivisyyden osoittaminen voi olla hankalaa grafeenioksidin monimut-
kaisen rakenteen karakterisoinnin vaikeuden vuoksi. [6] Rakenteensa ja hydro-
fiilisten ryhmiensé ansiosta GO on erinomainen iséntdmatriisi pitkiketjuisil-
le, alifaattisille hiilivedyille, siirtyméametalleille, hydrofiilisille molekyyleille ja
polymeereille. [24]

GO:n epoksideja voidaan muokata helposti renkaanavausreaktioiden kautta.
Tavallisimmin kiytetyt reagenssit ovat amiineja, jotka voivat reagoida pait-
si epoksidien, my6s karboksyylihappojen kanssa. [6] Epoksidien renkaana-
vausreaktioita voidaan katalysoida hapoilla tai eméksilld. [28] GOm epoksi-
diryhmien funktionalisoinnissa on kiytetty yksittdistapauksissa hiilinukleo-
fiilia 25|, bromattua hiilivetyketjua [39], atsidia [30| ja tioasetaattia [31].
GO:n epoksidiryhmien avauksessa kiytetyt reagenssit ovat kuitenkin olleet

padsaantoisesti erilaisia amiineita. Amiinien kautta on saatu kiinnitettya pit-
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kia hiilivetyketjuja |32, 33|, tietty ionineste |28|, silaaniryhmii |6, 34| ja po-
lymeerejéd [35, 36]. GO:iin on kiinnitetty myos pienid priméérisid amiineita

sekd aminohappoja [24].

GO:n hydroksyyliryhmét voidaan muuttaa amideiksi tai estereiksi toisiintu-
misreaktioiden erilaisten muunnelmien kautta. Curtius- ja Hofmann-toisiintu-
misten stabiileina vilivaiheina esiintyvit isosyanaatit reagoivat alkoholien tai
amiinien kanssa muodostaen karbamaatti- tai urearyhmén. Claisen-toisiintu-
misessa on puolestaan kyse hiili-happi-sidoksen uudelleenjérjestaytymisesté,
joka johtaa uuden hiili-hiili-sidoksen muodostumiseen. Uudelleenjérjestéiyty-
misen tuotteena saadaan amidi- tai esteriryhmid, jotka ovat kiinnittyneet

grafeeniverkkoon vahvojen C—C-sidosten kautta. |37, 3§|

Karboksyylihappojen reaktiot edellyttivit yleensd happoryhmén aktivointia
esimerkiksi tionyylikloridilla. Tamén jilkeen voidaan kiyttda nukleofiilisten
reagenssien, kuten amiinien tai hydroksyylien additiota, jolloin muodostuu
amideita tai estereitd. GO:iin on kiinnitetty esimerkiksi pitkid alifaattisia
amiineja, jotka ovat lisinneet GO:n liukoisuutta orgaanisiin liuottimiin. [6]
My®és useita eri kromoforeja on saatu kiinnitettya amidisidosten kautta. Gra-
feenilla on kuitenkin taipumus sammuttaa orgaanisen vériaineiden ja kvant-
tipisteiden fluoresenssi, mikéd rajoittaa niiden kiyttod. Ilmiotd voidaan kui-

tenkin mahdollisesti hytdyntdd FRET-biosensoreissa. |1]

Grafeenijohdannaisten funktionaaliset ryhmét voivat toimia erilaisten metal-
linanopartikkelien (Au, Ag, Pd, Pt, Ni, Cu) nukleaatio- ja kasvukeskuksina.
[52] Tamé on mahdollistanut ainutlaatuisten hybridinanomateriaalien kehi-
tyksen. Grafeenin ja metallinanopartikkelien hybridien etuna on komponent-
tien erinomaisten ominaisuuksien eli grafeenin suuren pinta-alan ja hyvéin

johtavuuden sekd metallinanopartikkelien katalyyttisen aktiivisuuden ja bio-
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logisen yhteensopivuuden yhdistyminen. |53] Toiminnalliset nanopartikkelit
voivat toimia muun muassa johteina, fluoroforeina, magneetteina tai kata-
lyytteind. [26] Grafeenioksidi-metallinanopartikkeli-hybrideilld onkin poten-
tiaalia biolddketieteen, SERS-spektroskopian, energian varastoinnin, siahko-

kemiallisen tunnistuksen ja katalyysin aloilla. |27|

Grafeenipohjaisten materiaalien ainutlaatuiset ominaisuudet mahdollistavat
niiden hyodyntidmisen my6s hyvinkin erilaisten biologisten molekyylien sub-
straatteina. Grafeenin suotuisat ominaisuudet korostuvat etenkin bioelekt-
roniikan, biosensorien ja lddketieteen aloilla. Grafeenijohdannnaisten bioyh-
teensopivuutta, liukoisuutta ja selektiivisyyttd voidaan parantaa biologisen
muokkauksen avulla. GO:iin on saatu kiinnitettyd esimerkiksi entsyymeité,

peptideité, proteiineja ja DNA:ta. [9]

GO:iin pohjautuvat biologiset sovellukset ovat keskittyneet ldhinnd FRET-
efektiin eli fluoresenssin resonanttin energiansiirtoon. [76] FRET-ilmi6ta voi-
daan kayttad tyokaluna nanometrikokoluokan etdisyyksien ja muutosten mit-
tauksissa seki in vivo- ettd in wvitro -madrityksissd. [9] Ilmiotd on kiytetty
myd6s biomolekyylien rakenteiden ja vuorovaikutusten selvittadmiseen, nukleii-

nihappojen analysointiin, signaalin transduktioon ja valon kerdimiseen. |75]

Grafeenijohdannaisten sovelluskohteet ovat rajattomat ja niiltd voidaan odot-
taa suuria. GO:n kontrolloitujen funktionalisointimenetelmien kehittdminen
asettaa kuitenkin haasteensa synteetikoille. Funktionalisointi ei ole kovin-
kaan helppoa GO:n rakenteen erikoislaatuisuudesta johtuen. Kehitystyota on
jarruttanut etenkin se, ettd kemiallisten sidosten muodostumisen ja stabii-
lisuuden osoittaminen on ollut vaikeaa. Funktionalisointimenetelmien liséiksi

kehitettdvad on siis myos analyysimenetelmissa. [8]
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Liite 1: Kesatyoraportti

Tyon lahtokohdat

Grafeeni sopii ainutlaatuisten ominaisuuksiensa ansiosta erinomaisesti lapi-
ndkyvin elektroniikan alustaksi. Grafeenin luontainen johtavuus voi kuiten-
kin aiheuttaa jossain tapauksissa ongelmia, jotka voidaan ratkaista hapet-
tamalla osa grafeenista grafeenioksidiksi. Grafeenin pintaan tehtivit GO-
kuvioinnit aiheuttavat energia-aukkoja, jotka tekevit materiaalin puolijohta-

vaksi.

Hapetus voidaan tehda laserilla ilma-atmosfaérissa. Tahdn mennessa on saa-
tu piirrettyd 300 nm:n viivaa, joka saadaan mahdollisesti kavennettua jopa
150 nm:iin. Hapetettuja kuvioita on tutkittu Ramanilla ja alkuaine-SEM:lla.

Néytteitd on kuvattu myos laserilla (yksi grafeenikerros TEM-gridin péalld).

Karakterisoinnit ovat osoittaneet, ettd hapetusastetta pystytddn muutta-
maan kontrolloidusti. Prosessin alussa tapahtuu nopea hapettuminen, jon-
ka jalkeen hapettuminen hidastuu. Aivan alussa on vaihe, jossa hapettumis-
ta ei tapahdu lainkaan. Hapettunut kohta muuttuu johteesta puolijohteeksi.
Tarkempaa tietoa karakterisoinneista 16ytyy ennakkojulkaisusta "Patterning
and tuning of electrical and optical properties of graphene by laser induced

two-photon oxidation” [1].

Tamén tyon tarkoituksena on ollut kartoittaa kemiallisen lisimuokkauksen
erilaisia mahdollisuuksia. Lisdmuokkaus kannattanee tehdi kovalenttisella
funktionalisoinnilla kovalenttisen sidoksen kestiavan luonteen vuoksi. Perus-

ajatuksena on kiinnittaa sellaisia ryhmié, jotka voidaan detektoida varmas-



ti jollakin menetelméllda. Kiinnittyminen voitaisiin havaita esimerkiksi piir-
retyn diffraktiokuvion aiheuttaman valon taittumisen muutoksena, grafee-
nin polarisaation muutoksena, kiinnitettdvien fluoroforien fluoresenssina tai
Raman aktiivisen ryhman Raman-vasteena. Isoimmat molekyylit nakyvét
my6s AFM:lla. Ne saattavat myos muuttaa materiaalin sihkéisid ominaisuuk-
sia, mikd voidaan havaita sdhkoisend vasteena. Ihanteellinen reaktio voidaan
suorittaa yksinkertaisesti upottamalla siru reaktioliuokseen ja nostamalla se

pois.

Fluoresoivien ryhmien ongelmana on niiden fluoresenssin erittdin todennéa-
kéinen sammuminen grafeenin toimesta. Hyvin pitké linkkerimolekyyli saat-
taisi kuitenkin auttaa asiaa. Fluoresoivia molekyyleja voitaisiin detektoida
laitoksen konfokaalimikroskoopilla. Mikroskoopeissa voidaan kiyttaa ainakin

ndkyvin valon aluetta sekd aallonpituuksia 405 ja 502 nm.

Grafeeni on materiaalina hydrofobinen, mutta hapetetun alueen ryhmét ovat
hydrofiilisid. Aromaattiset molekyylit saattavat kiinnittyd grafeenin pintaan

m-m-vuorovaikutuksilla, mikd saattaa aiheuttaa ongelmia.

Projektin lopullisena tavoitteena on toimivan laitteen kehittdminen. Valmis
siru voisi toimia esimerkiksi mikroanalyyttisend laitteena tai jonkin tietyn
biomolekyylin ilmaisimena. Laitteessa olisi ihannetapauksessa aktiivinen vir-
taldhde. Laite ei tarvitsisi talloin ulkoista energiaa ja se voisi lahettda tietoa

havaitsemistaan prosesseista.



Valittu funktionalisointimenetelma

Tutkittavaksi reaktioksi valittiin sivulla 21 esitelty tiolifunktionalisointi, jo-
ta seuraa kultananopartikkelien kiinnittyminen. Reaktio perustuu selektiivi-
seen, epoksidirenkaaseen kohdistuvaan nukleofiiliseen hyokkéykseen. Nukleo-
fiilisen rikin l&hteend toimii kaliumtioasetaatti. Synteesi sisiltdi vesiliuokses-
sa tehtdvin sammutusvaiheen, jonka pitéisi johtaa tioasetaatin hydrolysoitu-

miseen. Jiljelle jdd vain grafeenin pintaan kiinnittynyt tioliryhmaé. [2]
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Kuva 1: Tioliryhmien kiinnittyminen S y2-reaktiolla. [2]

Renkaanavausreaktion myo6ta pintaan jaa myos hydroksyyliryhmié, joita voi-
daan niin ikddn hyédyntidd pinnan funktionalisoinnissa. Pinnan tioliryhmiin
voidaan kiinnittda kultananopartikkeleita. Partikkelit voidaan syntetisoida in
situ GO-SH-pinnalla. Partikkelien pitéisi kiinnittya selektiivisesti SH-ryhmiin.
Kontrollikokeet ovat osoittaneet, ettd partikkelit eivat kiinnity tioleja sisalta-
méattoméadn pintaan. Tulokset ovat yhteindisii aiempien tutkimusten kanssa.

2, 3]

Synteesin valintaa tukivat sen lyhyehkd 5 tunnin reaktioaika (verrattuna
muihin, tavallisesti vuorokauden kestéviin reaktioihin), synteesin suorituk-
sen yksinkertaisuus ja miedot olosuhteet (7" — 50 °C). Tarvittavien reagens-
sien maérit ja tuotteen puhdistus on kuvattu yksityiskohtaisesti, joten sen

toistamisen pitdisi onnistua helposti. Kaikki tarvittavat reagenssit ja liuot-



timet (K-tioasetaatti, DMSO, HCI sekd kultananopartikkelivaiheen HAuCl,
ja NaBH,) olivat lisiksi jo valmiiksi saatavilla eli niité ei tarvinnut tilailla

erikseen.

Tuotteen etuna on sen karakterisoinnin helppous. Kultananopartikkelien kiin-
nittyminen on helppo nihdd TEM:lla. Kaisa Helttunen mittasi kevaalla 2014
onnistuneesti samankaltaisia hopeananopartikkelindytteitéd, joissa hopeayti-
men koko oli vain 1,2 nm. Tamén synteesin kultananopartikkelien koon pi-
tdisi olla padosin vililld 5-10 nm eli niiden voisi olettaa nakyvén erittdin

hyvin.



Kaytetyt reagenssit

| Reagenssi | Valmistaja | Puhtaus (%) |

Asetoni Sigma-Aldrich > 99,5
Dietyylieetteri Sigma-Aldrich > 99,5
DMSO Merck > 99
HAuCl, - 3 H,O Sigma-Aldrich 99,9
Kaliumtioasetaatti Aldrich 98
Natriumboorihydridi | Aldrich 99
Suolahappo Sigma-Aldrich min. 37

Yleiset ohjeet

GO-SH:n synteesi

GO (100 mg) dispersoidaan DMSO:iin (50 ml) tunnin sonikoinnin avulla.
Liuos asetetaan typen alle. Liuosta sekoitetaan huoneenlimpdétilassa ennen
kaliumtioasetaatin ylimaéardan (10 mg) lisdystd. Seos lammitetdén 50 °C:een
ja reaktion annetaan edetd 5,5 tunnin ajan. Seos jadhdytetdan ja siihen lisi-
tadn 1 M HCl-liuosta (5 ml). Seos sentrifugoidaan vélittomésti. Kiinted tuote
pestadn asetonilla (3 x 20 min), dietyylieetterilld (2 x 10 min) ja vedelld (3 x 2
h). Musta hiutalemainen jauhe kuivataan vakuumissa huoneenlampdtilassa.

Saanto on 69,7 mg.

GO-SAu(np):n synteesi

GO-SH (2 mg) dispersoidaan DMSO:iin (10 ml) sonikoinnin avulla, jolloin

muodostuu vaaleanruskea liuos. Kultasuolan liuos valmistetaan sonikoinnin



aikana livottamalla HAuCl, (5 mg) 1 ml:aan vettd. Kultasuolan liuokseen

lisétddn NaBHy (2 mg). Liuos sekoitetaan vilittomésti GO-SH:n dispersioon.

Liuos alkaa kuohua ja tummua vélittomaésti. Liuoksen annetaan sekoittua
5 minuutin ajan. Tumma sakka ja variton supernatantti erotetaan sentrifu-
goimalla. Sakka pestdén vedelld (2 x 5 min) ja asetonilla (2 x 5 min) seki

kuivataan vakuumissa. Saanto on 4 mg.

Ohjeesta puuttuneet reagenssien ja liuottimien tarkat méaérit saatiin Jonat-

han P. Rourkelta [4].

Synteesien alustat

Reaktion alustana toimi kahden ensimmaisen ndytteen kohdalla noin 3 mm x
3 mm -kokoinen siru. Siru oli kiinnitetty alla olevassa kuvassa néikyville, hie-
man laajemmalle alustalle, joka saatiin kiinnitettyd edelleen yksinkertaiseen
telineeseen. Kolmannen néytteen siru oli hieman suurempi ja rakenteeltaan
monimutkaisempi. Siruun oli rakennettu elektrodien vililla kulkevia johtimia.

Kyseisella sirulla ei ollut erillisté telinetté.




Nayte 1

Synteesit suoritettiin seuraavan kaavion mukaisesti:

1) DMSO, Pesu:
50 °C, N, - asetoni 3 x 20 min
S 3h - Et,0 2 x 10 min
6o + J GO-SH “H,01,5h+1h+15h
O 2) 1 M HCI,
5 min Kuivaus yon yli vakuumissa
DMSO, Pesu:
H,0, -H,O 2 x 5 min
2) GO-SH + HAuCly+*3H,0 — > GO-SAu(np) - asetoni 2 x 5 min
NaBH,,
r.t. 5 min Kuivaus yon yli vakuumissa

Kaliumtioasetaatin konsentraatio pidettiin samana kuin yleisen ohjeen mu-
kaisessa GO-SH:n synteesissi (0,2 mg/ml). Synteesi suoritettiin 0,08-kertaise-
na eli linotinméara oli 4 ml. Pesut suoritettiin pitdmélla ndytesirua magneet-

tisauvalla sekoitetussa liuoksessa. Vesipesun kesto lyhennettiin alle puoleen.

GO-SAu(np):n synteesi suoritettiin 0,4-kertaisilla ainemé&érilla yleiseen oh-
jeeseen nihden. Kultasuolan maérdd (pienen spaattelin kérjellinen) ei saatu
punnittua, koska silld oli taipumus tarttua kiinni spaatteliin ja hapettua.
Siksi suola lisdttiin suoraan 400 pl:aan vettd. Liuoksen kokonaispainon pun-
nitseminen ei onnistunut myd&skadn, koska osa vedestd jii vastavuoroisesti

spaatteliin kiinni.

Andreas Johansson suoritti kisittelyjen jalkeen AFM-mittaukset. Sirun paal-
14 oli erittédin paljon kultananopartikkeleita. Kaikki kultamarkkerit olivat li-

saksi irronneet.



Sirua pestiin AFM-mittauksen jilkeen vield lisdd (3 x 1,5 h sekoitus asetonis-
sa, 2 x 10 min sonikointi asetonissa, 1 x 20 min sonikointi etanolissa ja 1 x 20
min sonikointi kylldisessd NaCl-liuoksessa). Pesuja seurasi vield 1 x 15 min
sentrifugointi. Siru liukui osittain pois telineestddn sentrifugoinnin myéta.
Nékyva kultananopartikkelikalvo hévisi osittain, mutta suuri osa partikke-
leista oli edelleen kiinni sirun pinnalla. Kultavaiheen pesu ei luultavasti on-
nistunut synteesin liian suuresta konsentraatiosta johtuen. Konsentraatiota

padtettiin pienentdi seuraavan niytteen kohdalla.



Nayte 2

Toisen niytteen GO-kuviointi nékyi ennen synteesi hyvin pieneni jopa va-

lomikroskoopilla (dark field, 50x suurennos) katsottaessa:

Synteesit suoritettiin seuraavan kaavion mukaisesti:

1) DMSO, Pesu:
50 °C, Ny, - asetoni 3 x 20 min
S 2,5h -Et,02 x 10 min
H 6 + J g ————— GO-=SH “H,03x1h
o 2) 1 M HCl,
5 min Kuivaus yon yli vetokaapissa
DMSO, Pesu:
H,0, - H,0 3 x 30 min

2) GO-SH + HAuCl+3H,0 ———> GO-SAu(np) - asetoni 3 x 30 min

NaBH,,

r.t. 5 min Kuivaus yon yli vetokaapissa

Kaliumtioasetaatin konsentraatio laskettiin neljdsosaan edelliseen synteesiin



ndhden. Liuotinmé&ira oli 10 ml. Myds HCl:n méiaridd pienennettiin samassa

suhteessa. Vesipesun kesto oli (2 x 2 h). Reaktion annettiin edetd 2,5 tuntia.

Niaytetta tutkittiin valomikroskoopilla synteesin jilkeen. Kultamarkkerit ovat
jélleen irronneet osittain. Tésséd vaiheessa kaikki suurimmat markkerit olivat
kuitenkin tallella. Pienemmistd markkereista kaksi on irronnut ja kaksi muuta

nayttia liikkkuneen:

Niytteelle tehtiin myds AFM-mittaukset, joista ei saatu merkittdvia tietoa.



Nayte 3

Synteesit suoritettiin seuraavan kaavion mukaisesti:

1) DMSO, Pesu:
50 °C, Ny, - asetoni 3 x 20 min
S 30 min - Et,0 2 x 10 min
1) GO + )J\ kt —————> GO-SH ~H,03x1h
o 2) 1 M HCI,
5 min Kuivaus yon yli vetokaapissa
DMSO, Pesu:
H,0, - H,0 3 x 30 min
2) GO-SH + HAuCly*3H,0 — > GO-SAu(np) -asetoni3x 1h
NaBH,
r.t. 3 min Kuivaus yon yli vetokaapissa

GO-SH:n synteesin kaliumtioasetaatin konsentraatio laskettiin 0,6-kertaiseksi
edelliseen synteesiin néhden (0,03 mg/ml). Liuotintamiirdd pienennettiin
puolet 10 ml:sta 5 ml:aan. Sekoitusnopeutta laskettiin radikaalisti minimiar-
voon eli 50 rpm:aan. Myo0s reaktioaikaa laskettiin huomattavasti 2,5 tunnista
30 minuuttiin. Néytteen ripustus poikkesi lisdksi aiemmasta uudenlaisesta

sirusta johtuen. Ripustus tehtiin polyesterilangalla.




GO-SAu(np):n synteesin liuottimen médrd oli sama kuin edellisessi syntee-
sissd. Kultasuolan médrad vihennettiin 0,0065-kertaiseksi. Reaktioaikaa ly-

hennettiin 5 minuutista 3 minuuttiin.

Sirulla ei ndkynyt valomikroskoopilla katsottaessa lainkaan kultananopar-
tikkeleita. Vain pienimmaét kultamarkkerinuolet olivat ldhteneet litkkkumaan.
Pienemmat pistemaéiset markkerit pysyivit kuitenkin paikallaan. GO-kuviota

ei ndkynyt missddn vaiheessa.

Juha Koivistoinen suoritti naytteen AFM-mittaukset. Pinnalla oli noin 10
nanometrin paksuisia ja usean mikrometrin levyisia ldikkid. Tuloksista on
vaikea tehda mitdédn tulkintoja. Kultananopartikkeleita muodostui talla ker-
taa ainakin riittdvin viahan ellei jopa liian vihdn. Kullan konsentraatiota

voinee nostaa jonkin verran.

N4

Kuva 2: Kolmas ja viimeisin ndyte ennen késittelyja.
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Kuva 3: Kolmas néyte tiolikdsittelyn jalkeen.

AT

i

Kuva 4: Kolmas nayte kultavaiheen jilkeen.



Synteesien ainemaarit

Nayte 1

| Reagenssit | M (g/mol) | n (mmol) | m/V |
GO-néyte ? ? ?
DMSO (kuiva) 78,14 56,31 4 ml
Kaliumtioasetaatti 114,21 0,0070 0,0008 g
Suolahappo (1 M) 36,46 0,40 400 pul

| Reagenssit | M (g/mol) | n (mmol) | m/V |
GO-SH-nayte ? ? ?
DMSO (kuiva) 78,14 56,31 4 ml
HAuCly - 3 H,O 393,83 ? ?
Natriumboorihydridi 37,83 0,026 0,0010 g

*Kultavaihe suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti. Siru lisattiin DMSO-liuok-
seen. HAuCly:n vesiliuos valmistettiin lisidmalla spaattelinkérjellinen kulta-
suolaa 400 pl:aan vettd. Kultasuolan liuokseen lisdttiin NaBH,4. Kirkkaankel-
tainen linvos muuttui hetkessd mustaksi, kuplivaksi suspensioksi. Suspensio
lisattiin valittoméasti sirun DMSO-liuokseen. Suspensiota sekoitettiin 5 mi-

nuuttia. Siru pestiiin ja kuivattiin.



Nayte 2

| Reagenssit | M (g/mol) | n (mmol) | m/V |
GO-niyte ? ? ?
DMSO (kuiva) 78,14 140,77 10 ml
Kaliumtioasetaatti 114,21 0,0044 0,0005 g
Suolahappo (1 M) 36,46 0,25 250 pl

| Reagenssit | M (g/mol) | n (mmol) | m/V |
GO-SH-néyte ? ? ?
H,0 18,02 991,06 | 5,245 ml
HAuCly - 3 H,O 393,83 0,0025 0,0010 g
Natriumboorihydridi 37,83 0,066 0,0025 g

*Kultavaihetta muokattiin yleiseen ohjeeseen nidhden. HAuCl,:n kantaliuos
valmistettiin liuottamalla 0,0100 g kultasuolaa 2 ml:aan vetta (0,0127 M liu-
os). Kantaliuosta pipetoitiin 200 pul kolviin, jossa oli 5 ml vettd. NaBH,.n liu-
os valmistettiin liuottamalla 0,0050 g kyseisté ainetta 900 pl:aan vettd (0,15
M liuos). Liuoksesta otettiin 45 pl ja se lisdttiin yhdessé eréssi reaktiokol-
viin. Nanopartikkelit alkoivat muodostua vilittomasti. Liuoksen véri muut-
tui kellertdvista punaiseksi ja edelleen violetiksi reaktion edetessid. GO-sirua
pidettiin viridin muuttavassa liuoksessa 5 min ajan. Siru pestiin ja sen an-
nettiin kuivua. Kultananopartikkeleita kiinnittyi edelleen melko paljon sirun

pintaan.



Nayte 3

| Reagenssit | M (g/mol) | n (mmol) | m/V |
GO-niyte ? ? ?
DMSO (kuiva) 78,14 70,39 5 ml
Kaliumtioasetaatti 114,21 0,0013 0,00015 g
Suolahappo (1 M) 36,46 0,075 75 ul

| Reagenssit | M (g/mol) | n (mmol) | m/V
GO-SH-néyte ? ? ?
DMSO 78,14 70,39 5 ml
HAuCly - 3 H,O 393,83 0,000016 | 0,0000062 g
Natriumboorihydridi 37,83 0,000046 | 0,0000017 g

*Synteesi suoritettiin, kuten edellinenkin, muokattu synteesi. NaBH 4-linos
valmistettiin liuottamalla 0,0020 g kyseistd ainetta 1440 pl:aan vettd. Reak-
tioastiaan lisattiin 10 ml DMSO:a ja 5 pl HAuCly:n kantaliuosta (0,0127 M)
sekd 5 pul NaBHy-liuosta. Liuos ndytti virittomalté, joten siihen lisdttiin vield
20 pl molempia liuoksia, jolloin muodostui pinkki linos. Koska linos vaikut-
ti nyt liian konsentroituneelta, uuteen reaktioastiaan lisattiin 5 ml DMSO:a
ja 500 pl edelld muodostunutta pinkkid liuosta. Sirun annettiin olla haila-

kan vaaleanpunaisessa liuoksessa 3 minuuttia. Siru pestiin ja sen annettiin

kuivua.




Y hteenveto

Synteesi osoittautui odotettua haastavammaksi erittdin pienesti ndytemas-
ristd johtuen. Tiolivaihe lienee hyvin herkkd reagenssien méaérin ja reaktio-
ajan suhteen kaliumtioasetaatin pelkistdvistd luonteesta johtuen. Jos reak-
tion annetaan edetd lilan kauan, kaliumtioasetaatti saattaa pelkistdd GO-
kuvion kokonaan pois. Pelkistymisen seuraaminen on hankalaa naytteen luon-
teesta johtuen. Reaktion seuraaminen voisi helpottua, jos GO-kuviot piirret-
taisiin alkuun hieman levedmmiksi, valomikroskoopilla nikyviksi. Tiolifunk-
tionalisoidun alueen luulisi erottuvan grafeeniympéristostd hapetetun alueen

tavoin. Jos kuvio katoaa taysin, alue on luultavasti padssyt pelkistymaén.

Tiolivaiheen pesu on myos hankalahko, silld reaktion jaljiltd nayttaa jadvin
jonkinlaista tioliepdpuhtautta, joka ei irtoa pesuissa. Huomionarvoista on,
ettd kyseistd epapuhtautta ei ndyta kiinnittyvan lisdd tai irtoavan kultavai-
heessa. Epdpuhtaus ei siis liene ilmasta laskeutunutta polya, ihosolukkoa tai
muuta vastaavaa. Oletusta tukee myds kultananopartikkelien voimakas kiin-

nittyminen kyseiseen tioliepdpuhtauteen:




Tiolivaiheen jilkeen pinnalle jianeet epapuhtausalueet ovat kauttaaltaan kul-
tananopartikkelien peitossa. Muille alueille kiinnittyneet partikkelit naytta-
vat muodostavan ennemmin pienempié, klusterimaisia ryppaita. Epapuhtau-
den poisto on kuitenkin hankalaa, koska pesuajat eivit voi olla kovinkaan
pitkid kultamarkkerien epéstabiiliudesta johtuen. Mydskidédn sentrifugointi ei

tule kyseeseen.

Kultavaiheen haasteena on lihinnd sopivan konsentraation etsiminen. Jos
konsentraatio on liian korkea, siru on kisittelyn jidlkeen tdynnid kultanano-
partikkeleita. Kiinnittyminen ei siis ole spesifistd kyseisessa tapauksessa. En-
simmaisen kokeilun konsentraatio osoittautui aivan liian korkeaksi, silla siru
oli kauttaaltaan kultananopartikkelien peitossa. Toisen kokeilun matalampi
konsentraatio oli huomattavasti parempi, joskin edelleen liian korkea, kuten
edellisen sivun kuvasta ndhdain. Kolmannen kokeilun konsentraatio on saat-

tanut olla liiankin matala.

Yleisen ohjeen mukainen kultananopartikkelisynteesi ei vaikuta kovinkaan
toimivalta, silld reaktio etenee hyvin nopeasti ja kulta pelkistyy parissa se-
kunnissa muodostaen mustan suspension. Muodostuvat partikkelit lienevit
siis todella suuria. Kahden viimeisemmaén néytteen kohdalla tehdyt kokeilut
ovat johtaneet kontroilloidumpaan pelkistymiseen. Partikkelien kokojakauma
lienee kuitenkin suuri, silld reaktion alun pinkki véri viittaa kokoluokkaan 20
nm. Pelkistymisen lopussa muodostuva violetti viri viittaa taasen noin 100

nm kokoisiin partikkeleihin.
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Tuvistelma

Tama erikoistyo késittelee tiolisuojattujen hopeananopartikkelien synteesia.
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sorsinareeni-bis-tiakruunu.
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1 Tyon tarkoitus

Erikoistyon aihe on osa Jyviskyldn yliopiston Nanoscience Centerissd tehté-
vaa hopeananopartikkelien poikkitieteellistd tutkimusta. Tyon tarkoituksena
oli pyrkid toistamaan kirjallisuudessa esitettyja hopeananopartikkelien syn-

teeseji [1-3] ja selvittdméin optimaalisia reaktio-olosuhteita.

Valmistettuja hopeananopartikkeleita saatetaan tulevaisuudessa hyodyntaéd
tiettyjen enterovirusten rakenteen ja toiminnan kuvantamisessa. Téll6in syn-
tetisoitujen partikkelien orgaanista pintakerrosta pyritddn ensin muokkaa-
maan siten, ettd partikkelit kiinnittyvat ainoastaan enterovirusten pintapro-
teiinien rikkid sisdltéviin osiin. Virukseen kiinnittyneet hopeananopartikkelit
nakyvéit elektronimikroskooppikuvissa tummina leimoina. Menetelmén avul-
la voidaan saada tietoa virusten kulkeutumisesta kudoksissa ja soluissa seké
niiden avautumismekanismeista solun sisélla. Kyseinen menetelmé on jo kehi-
tetty Jyvéskylan yliopiston Nanoscience Centerin aiemman poikkitieteellisen
tutkimuksen tuloksena ja osoitettu toimivaksi Aujge-kultananopartikkelien
kohdalla.[4] Tulevaisuuden tavoitteena on korvata kultananopartikkelit ho-
peananopartikkeleilla edullisempien ldhtdaineiden ja helpomman synteesin

vuoksi.

Hopeananopartikkelien lisiksi valmistettiin pentyyliresorsinareeni-bis-tia- kruu-
nujen valituotteita [5] sekd etyyliresorsinareeni-bis-tiakruunu [6]. Resorsin-
areeni-bis-tiakruunuja yritetdin tulevaisuudessa kompleksoida ligandisuojat-

tujen hopeananopartikkelien kanssa.



2 Reaktiomekanismit

2.1 Tetrametoksiresorsinareenin valmistaminen happo-

katalysoidulla kondensaatiolla

Tetrametoksiresorsinareenit valmistetaan happokatalysoidulla kondensaatio-

reaktiolla (kuva 1).

~®_BF;

- O .
/\/\j aic /\/\ﬂ Meo o

®
MeO OH ,SD . MeO OH

MeO

Kuva 1: Happokatalysoidun kondensaation reaktiomekanismi.|7, §]

Tassé tyossa lahtoaineina kiytettiin 3-metoksifenolia ja heksanaalia. Lewisin



happo BF3 - Et,0O toimii katalyyttind. Aldehydi reagoi hapon kanssa muo-
dostaen karboksiumionin, joka reagoi edelleen aromaattisen renkaan kanssa
elektrofiiliselld aromaattisella substituutiolla. Syntyva bentsyylinen alkoholi
muodostaa bentsyylisen kationin, joka voi reagoida toisen aromaattisen ren-
kaan kanssa. Tamé reaktiosarja toistuu lopulta muodostuvan tetrameerisen

renkaan sulkeutumiseen saakka.|7, 8|

2.2 Tetrametoksiresorsinareenin tosylointi S y2-reaktiolla

Tetrametoksiresorsinareenin nukleofiilinen hydroksyyliryhmé saadaan tosy-
loitua Sy2-reaktiolla (kuva 2). Eméksend toimiva cesiumkarbonaatti depro-
tonoi hydroksyyliryhmén. Muodostuva alkoksidi pystyy liittyméén tosyloi-
dun etyleeniglykolin positiivisesti osittaisvarautuneeseen hiileen, mika johtaa
paremman ldhtevin ryhmén eli tosyylin irtoamiseen Sy 2-reaktion periaattei-

den mukaisesti.|[8|

OTs

©)
OTs Cs

R = (CH2)4CH3

Kuva 2: Tosylointireaktio Sy2-mekanismilla.[8]



2.3 Bis-tiakruunun muodostuminen Sy2-reaktiolla

Bis-tiakruunun sillan muodostuminen tapahtuu niin ikéin S y2-reaktion kaut-
ta (kuva 3). Suoritetussa synteesissd eméksend toimii kalium-tert-butoksidi,
joka deprotonoi ensin sulfidin. Muodostuva emiksinen sulfidi liittyy positii-
visesti osittaisvarautuneeseen hiileen, miki johtaa erittdin hyvin ldhtevin

ryhmén eli tosyylin irtoamiseen Sy2-reaktion periaatteiden mukaisesti.|9]

Kuva 3: Bis-tiakruunun sillan muodostuminen Sy2-mekanismilla.|9]



3 Kiaytetyt laitteet ja menetelmat

Dikloorimetaani ja asetonitriili kuivattiin tislaamalla liuotin CaCly:n paal-
t4. Liuottimet siilytettiin typpi-ilmakehiissd 3 A molekyyliseulojen paalla.
Cesiumkarbonaatti kuivattiin uunissa 120 °C:ssa. Synteesituotteista mitat-
tiin 'H NMR -spektrit Bruker AV 300 FT NMR -spektrometrilli. Mittauk-
set, suoritettiin 30 °C:ssa ja liuottimena kiytettiin CDCls:a. Sulamispisteet
médritettiin Stuart SMP30 Melting Point Apparatus -laitteella. Kromatogra-
fiset puhdistukset tehtiin Teledyne ISCO:n Combi Flash Companion flash-

kromatografilla.

Hopeananopartikkeleiden UV /Vis-mittaukset suoritettiin Perkin Elmer Lamb-
da 850 -spektrofotometrilld. Sentrifugoinnit tehtiin Hermle Z 206 A -sentrifugil-
la (6000 rpm). Massaspektrit mitattiin ESI-Q-TOF QStar Elite, ABSciex
-massaspektrometrilli. Termovaaka-analyysit suoritettiin PerkinElmer STA
6000 -termoanalysaattorilla. Lapéaisyelektronimikroskooppikuvat otettiin JEOL
TEM 1400 -mikroskoopilla.



4 Kaytetyt reagenssit

‘ Reagenssi ‘ Valmistaja ‘ Puhtaus (%) ‘
Akryyliamidi /bis-linos Bio-Rad -
Asetonitriili J.T. Baker HPLC grade
BF; - Et,0 Aldrich -
Bis(2-merkaptoetyyli)sulfidi Fluka > 90
Cesiumhydroksidi monohydraatti | Aldrich 99
Dikloorimetaani Sigma-Aldrich > 99,9
DMF VWR 99,9
Etanoli (abs.) Altia 96,1
4-Fluorotiofenoli Aldrich 98
Glysiini Riedel-de-Haén 99
Heksaani Rathburn HPLC grade
Heksanaali Merck > 08
Hopeanitraatti VWR -
Hopeatrifluoroasetaatti Aldrich 99,99
Kaliumtertbutoksidi Aldrich > 97,0
Metanoli J.T. Baker HPLC grade
3-Metoksifenoli Aldrich 96
Natriumboorihydridi Aldrich 99
Natriumhydroksidi Fluka > 98,0
p-Merkaptobentsoehappo Aldrich 99
PPh,Br Aldrich 97
TEMED Bio-Rad -
Trietyyliamiini Sigma-Aldrich > 99
TRIZMA®-emis Sigma 99,9

‘ Muut reagenssit ‘ Valmistaja ‘ Synteesikoodi ‘
TsC2TMR Tiina Virtanen TEX-006
Tosyloitu etyleeniglykoli Riia Annala OEO-045




5 Synteesit

5.1 Resorsinareenit

C5-tetrametoksiresorsinareeni [5]

R = (CH2)4CHs

Synteesi suoritettiin typpi-ilmakehéssd. 3-Metoksifenoli (0,08 mol, 9,0 ml)
ja heksanaali (0,08 mol, 10,3 ml) liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin (50
ml) huoneenlampotilassa samalla sekoittaen. BF3 - EtoO (0,16 mol, 20 ml)
lisdttiin seokseen hitaasti tipoittain, jonka aikana seos alkoi refluksoitua ja
muuttui keltaisesta ruskeaksi ja edelleen tummaksi viininpunaiseksi. Reak-
tioseosta sekoitettiin huoneenlampotilassa kolme tuntia, jonka jélkeen siihen
lisattiin 70 ml vettd. Orgaaninen kerros erotettiin erotussuppilolla ja pestiin
kerran vedelld ja kerran kylldiselld natriumkloridiliuoksella sekd kuivattiin
magnesiumsulfaatilla. Liuotin haihdutettiin seuraavana péaivind pyoérohaih-
duttimella. Jaljelle jadnyt tummanpunainen 6ljy liuotettiin kuumaan etano-
liin. Seos siirrettiin kiteytyméan viiledan. Valkoinen, suurikiteinen sakka suo-
datettiin imulla. Kiteiden annettiin kuivua vetokaapissa haihdutusmaljalla.

Saanto oli 6,0 g (35 %) valkoisia kiteita.



M(C52H7208) - 825,12 g/mol
sp. 233,5-234,5 °C

'H NMR (CDCly, 300 MHz)

9 0.94 (t, J = 6.80 Hz, 12H), 1.24-1.47 (m, 24H), 2.18 (dd, J = 14.68, 7.95
Mz, 8I1), 3.87 (s, 1211, 4.31 (t, J = 7.89 Hz, 411), 6.39 (s, 411), 7.26 (s,41),
7.30-7.32 (m, 4H) ppm

OMe
1 cDCls CHe
OH H-0
ArH CH:
CH CH: .IT
| A i
'_JJ ) / AN
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Cb5-tetrametoksiresorsinareenipodandi tosyloiduilla etyleeniglyko-

liryhmill

Synteesi suoritettiin typpi-ilmakehiissi. Oljyhaude esilimmitettiin 100 °C:een.
Tetrametoksiresorsinareenin (1,00 g, 1,43 mmol), kuivan cesiumkarbonaatin
(3,16 g, 9,70 mmol) ja kuivan asetonitriilin (65 ml) suspensiota refluksoitiin
30 minuuttia. Asetonitriiliin (30 ml) liuotettu tosyloitu etyleeniglykoli (1,89
g, 5,11 mmol) lisdttiin seokseen tipoittain. Valkoista suspensiota refluksoitiin
23 tuntia. Seos suodatettiin [Ampiméand HyfloSuperin® ldpi imulla. Liuotti-
met haihdutettiin pyérohaihduttimella. Keltainen, hieman &ljyméinen jaan-
nos liuotettiin dikloorimetaaniin ja pestiin kahdesti vedelld ja kahdesti kyl-
ldiselld natriumkloridiliuoksella. Orgaaninen kerros kuivattiin magnesiumsul-
faatilla. Liuotin haihdutettiin pyoréhaihduttimella. Raakatuote puhdistettiin
kahdesti Flash-kromatografilla. (Ensimméinen puhdistus: 40 g silikakolonni,
etyyliasetaatti-heksaani, 0-3 min 25 % EtOAc, 5-8 min 30 % EtOAc, 10-13
min 40 % EtOAc, 16-20 min 100 % EtOAc. Toinen puhdistus: 24 g kolonni,
etyyliasetaatti-heksaani, 0-4 min 25 % EtOAc, 7-11 min 30 % EtOAc, 13—
17 min 40 % EtOAc, 19-22 min 100 % EtOAc.) Saanto oli 0,031 g valkoisia
kiteitd + 0,15 g varitonta oljya (9 %) .

10



M(C88H112OQQS4) = 1618,08 g/mol
sp. 89,0-97,0 °C

'H NMR (CDCl;, 300 MHz)

50.85 (t, J = 6.35 Mz, 1211), 1.15-1.32 (m, 2411), 1.79 (q, J = 6.30 Iz, 8I),
2.93 (s, 12H), 3.49 (s, 12H), 3.59-3.74 (m, 4T), 3.90-4.01 (m, 4H), 4.20 (t,
J = 4.94 Hz, 8H), 4.43 (t, J — 7.57 Hz, 4H), 6.05 (s, 4H), 6.77 (s, 4H), 7.09
(d, J = 8.14 Hz, 8H), 7.63 (d, J = 8.27 Hz, 8H) ppm

OTs CHs
OTs
(o]
MeO
OMe
Tso.
CHs
CH
cDCl: :
ArH
ArH
ArH OCH2CH20 \
CH2Cl2
ArH CH
CH: ||
Ll
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G ol U EVAND A WAV U | N A S S U I W
"""" e S " A " S SRR SR SRS SRS SARRE VSR SR M
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C2-tetrametoksiresorsinareeni-bis-tiakruunu [6]

Synteesi suoritettiin typpi-ilmakehissi. Oljyhaude esilimmitettiin 110 °C:een.
tBuOK:n (0,28 g, 2,5 mmol) ja kuivan asetonitriilin (60 ml) refluksoitu-
vaan seokseen lisdttiin tosyloidun C2-tetrametoksiresorsinareenin (0,40 g,
0,28 mmol) ja bis-(2-merkaptoetyyli)sulfidin (80 ul, 0,61 mmol) kuivaan ase-
tonitriiliin (2 x 10 ml) tehdyt linokset voimakkasti sekoittaen. Keltaista sus-
pensiota refluksoitiin vajaat 23 tuntia. Seos suodatettiin lampiména HyfloSu-
perin® ldpi imulla. Liuotin haihdutettiin pyérohaihduttimella. Keltainen,
hieman o6ljyméinen jadnnos liuotettiin dikloorimetaaniin ja pestiin kerran
vedelld, kerran 1 N HCl:lla ja kerran kylldiselld natriumkloridiliuoksella. Or-
gaaninen kerros kuivattiin magnesiumsulfaatilla. Liuotin haihdutettiin pyoro-
haihduttimella. Raakatuote puhdistettiin kolmessa erdssa Flash-kromatogra-
filla (24 g silikakolonni, etyyliasetaatti-heksaani, 0-5 min 50 % EtOAc, 8-12
min 100 % EtOAc). Tuote uudelleenkiteytettiin metanolin ja dikloorimetaa-
nin seoksella. Saanto oli 0,019 g valkoisia kiteitd (6 %).

M(C56H760886) — 1069,59 g/mol
sp. 232,0-237,0 °C

'H NMR (CDCls, 300 MHz)
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5 0.88 (t, J = 7.28 Hz, 6H), 0.94 (t, J = 7.28 Hz, 6 H), 1.68-2.01 (m, 8H),
2.12-2.83 (m, 2H), 2.30-2.41 (m, 2H), 2.54-2.75 (m, 8H), 2.82-2.98 (m, 8H),
3.04 (t, J = 6.76 Hz, 4H), 3.09-3.18 (m, 2H), 3.51 (s, 6H), 3.69-3.79 (m, 2H),
3.92 (s, 6H), 4.32-4.34 (m, 8H), 6.04 (s, 2H), 6.11 (s, 2H), 6.61 (s, 2H), 7.21

(s, 2H) ppm
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5.2 (PPh4)4[Ag44(SC6H4F)30] (A)

Yleinen ohje|l]

Hopeanitraatti (20 mg, 0,12 mmol) liuotettiin metanoliin. Liuokseen lisét-
tiin dikloorimetaania siten, ettd metanolin ja dikloorimetaanin suhde oli 1 :
4. Liuos viilennettiin jidhauteella 0 °C:een ja siihen lisdttiin 4-fluorotiofenoli
(101, 0,094 mmol) ja tetrafenyylifosfoniumbromidi (12 mg, 0,019 mmol).
20 minuutin sekoituksen jélkeen lisittiin vield nopeasti NaBH,:n vesiliuos (1
ml, 45 mg/ml, 0,0012 mol) ja trietyyliamiini (50 pl) voimakkaasti sekoittaen.
Reaktioseosta sekoitettiin jonkin aikaa, jonka jélkeen reaktion annettiin ede-
td vahintddn 16 tuntia 0 °C:ssa. Vesifaasi poistettiin ja orgaanisen faasin seos
pestiin useaan kertaan vedelld. Orgaanisen faasin seos sentrifugoitiin. Super-
natantti erotettiin ja sen péadlle pipetoitiin kerros heksaania. Seos siirrettiin

kiteytyméin 4 °C:een. Mustat kiteet erotettiin dekantoimalla.

Erda Al

Synteesi suoritettiin kaksinkertaisilla aineméérilld. Hopeanitraatti (40 mg,
0,24 mmol) liuotettiin dikloorimetaanin (10 ml) ja metanolin (10 ml) seok-
seen. Suola liukeni vain osittain. 4-Fluorotiofenolin (20 nl, 0,19 mmol) lisdyk-
sen jilkeen muodostui limenvihertéva suspensio. NaBHy:n vesiliuoksen (5 ml,
45 mg/ml)ja trietyyliamiinin (100 ul) lisdyksen jalkeen seos muuttui tumman-
ruskeaksi. Reaktion annettiin edetd 17 tuntia 0°C:ssa. Pesun jélkeen erote-
tusta orgaanisesta faasista mitatun UV /Vis-spektrin Al-1 (kuva 4) perus-
teella haluttuja nanopartikkeleita ei ollut muodostunut. Synteesi suoritettiin

muuten yleisen ohjeen mukaan.
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Koska synteesiohjeesta [1] ei ilmennyt, missi vaiheessa partikkelien pitéisi
muodostua, niyte yritettiin kiteyttdd partikkelien muodostumisen toivossa.
Liuos jaettiin kahteen osaan. Toinen puoli jatettiin pakastimeen odottamaan
ja toisesta haihdutettiin liuotin pois. Jidma liuotettiin dikloorimetaaniin ja
liukenematon sakka erotettiin. Liuos jaddhdytettiin ja sen péaélle pipetoitiin
heksaanikerros. Liuos jdtettiin 4°C:een kiteytyméin. Niytteeseen oli muo-
dostunut vilkkyviéd, hopeanvirisia kiteitd 15 paivén jilkeen. Liuos oli puner-
tavanruskea. Pakastimessa olleeseen néytteeseen oli muodostunut tumman-

harmaata sakkaa. Sen liuos oli tummanruskea.

4]

] —&— Raakatuote A1-1

—e— A1-2 kiteytetyn naytteen liuos

] —42— A1-3 pakastimessa olleen naytteen liuos
31 —v— A1-4 kiteytetyn naytteen sakan liuos

] —o— A1-5 pakastimessa olleen sakan liuos

Absorbanssi
N
|

Aallonpituus (nm)

Kuva 4: Erdn A1 UV/Vis-spektrit.

Sekd kiteytetty néyte ettd pakastimessa ollut verrokkindyte sentrifugoitiin
kuuden péiivin padstid. Tummanruskeat liuokset (kiteytysnéytteen (A1-2) liu-

os ja pakastimessa olleen niytteen liuos (A1-3)) otettiin talteen ja tummat
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sakat liuotettiin dikloorimetaaniin. Kaikki sakka ei liuennut. Kiteytysnayt-
teen sakan liuos (A1-4) oli ruskea. Pakastimessa olleen nédytteen sakan liuos

(A1-5) oli keltaruskea.

Kaikista neljastd liuoksesta mitattiin UV /Vis-spektrit (kuva 4), joiden pe-
rusteella missddn nédytteessd ei ollut haluttuja nanopartikkeleita. Kaikkien
niytteiden levedt absorptiopiikit ovat noin 450 nm:n kohdalla, miké viitan-
nee huomattavasti suurempien, luultavastin noin 60 nm:n kokoisten, plasmo-
nisten hopeananopartikkelien muodostumiseen [10]. Kiteytettyjen naytteiden
sakkojen punasiirtyneet UV /Vis-spektrit viitannevat lisiksi kyseisten néyt-

teiden partikkelien aggregoitumiseen eli toisiinsa takertumiseen [11].

Era A2

Hopeanitraatti (4,0 mg, 0,024 mmol) liuotettiin 10 ml:aan kuumaa meta-
nolia. Synteesi suoritettiin muuten yleisen ohjeen mukaan 0,2-kertaisilla ai-
nemadarilla. NaBHy:n vesiliuoksen lisdyksen jdlkeen seos muuttui kellertavas-
td ruskeaksi ja edelleen kirkkaaksi, hieman harmahtavaksi liuokseksi, jossa
oli tummanharmaata sakkaa. Orgaaninen kerros muuttui pesun aikana har-
maaksi suspensioksi. Suspensiota sentrifugoitiin 10 minuuttia, jolloin kirkas
linos ja musta sakka erottuivat. 30 minuutin sentrifugoinnin jilkeen liuos
muuttui vaaleanpunaiseksi. UV /Vis-mittausten perusteella supernatantissa
(A2-1) oli hieman hopeananopartikkeleita (kuva 5). Spektrissd néhtiin vain
leved piikki. Absorbanssin intensiteetti oli vain 0,50, joten partikkeleita muo-
dostui hyvin vdhén. Dikloorimetaaniin osittain linotetussa sakassa (A2-2) ei

ollut haluttuja partikkeleita (kuva 6).

Supernantantti jatettiin yon yli 4 °C:een jadkaappiin. Supernatantti muuttui
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0,65

0,60

\ —s— A2-1 supernatantti\

0,55

0,50

Absorbanssi

0,45
0,40

0,35

0,30-...., """"" T T Trr T T 1

Aallonpituus (nm)
Kuva 5: Erén A2 supernatantin UV /Vis-spektri.

kirkkaaksi (A2-3) ja astian pohjalle muodostui vaaleankeltaista, hattaramais-
ta sakkaa (A2-4). UV /Vis-mittausten perusteella sakka ei kuitenkaan ollut
tuotetta (kuva 6). Supernatantin spektrin (A2-3) absorptiopiikit erottuivat
huomattavasti selvemmin, mutta sen absorbanssi oli laskenut noin kymme-
nesosaan. Saostuneen osan spektri (A2-4) saattaa viitata 10-30 nm:n kokois-
ten, plasmonisten hopeananopartikkelien muodostumiseen [10]. Néin ollen

supernatantista saostui suurempia hopeananopartikkeleita yon aikana.
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e e ——

—&— A2-2 sakan liuos
—e— A2-3 supernatantti yon yli
—-~— A2-4 vaalea jaama

Absorbanssi

0,00 +—=—rrrrr T T Trr T T 1

Aallonpituus (nm)

Kuva 6: Erdn A2 muiden néytteiden UV /Vis-spektrit.

Era A3

Hopeanitraatti (4,0 mg, 0,024 mmol) liuotettiin 5 ml:aan kuumaa metanolia.
4-Fluorotiofenolia lisattiin vain neljdsosa (5nl, 0,047 mmol) edellisen syn-
teesin maarasta. Talloin Ag : ligandi = 1 : 2, miké oli osoittautunut opti-
maaliseksi suhteeksi Bakr et al. tutkimuksissa [3|. Synteesi suoritettiin muu-
ten yleisen ohjeen mukaan 0,2-kertaisilla ainemé&irilli. NaBH4:n vesiliuok-
sen lisdyksen jilkeen linos muuttui nopeasti kellertivastd tummankeltaiseksi
ja edelleen ruskean kautta mustaksi. Lopulta muodostui kirkkaan liuoksen
ja mustan sakan seos. Orgaaninen kerros muuttui pesun aikana tumman-
harmaaksi suspensioksi. Suspensiota sentrifugoitiin 2 x 10 minuuttia, jolloin

kirkkaanpunainen liuos ja musta sakka erottuivat.
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UV /Vis-mittausten (kuva 7) perusteella supernatantissa (A3-1) oli hieman
hopeananopartikkeleita. Kun supernatanttia séilytettiin 4 °C:ssa, véri vaaleni
yvhden yon jélkeen haaleamman punaiseksi (A3-2). Astian pohjalle muodostui
jalleen vaaleankeltaista, hattaramaista sakkaa. Supernatantti erotettiin ja sen
padlle pipetoitiin kerros heksaania. Liuos muuttui vaaleanpunaiseksi ja sen

pohjalle muodostui lisdd vaaleankeltaista sakkaa.

0.6 —0o— A3-1 supernatantti

—0— A3-2 supernatantti yon yli

0.5
0.4

0.3

Absorbanssi

02

0.1

Oyo-""l """"" T T Trr T T 1

Aallonpituus (nm)
Kuva 7: Erdn A3 UV/Vis-spektrit.

Néytteitd ei laimennettu UV /Vis-mittauksia varten. Absorbanssien perus-
teella saannot (11 % ja 8%) olivat edelleen melko pienif. Liuos on ilmeisesti
ollut liian laimea partikkelien kiteytymiseen. Raakatuotteen supernatantin
spektristi (A3-1) havaittiin huomattavasti pienentynyt plasmonisen hopean
absorptio verrattuna edellisen erdn A2:n vastaavaan spektriin (kuva 5). TA4méa

johtunee liuotinméérien pienentdmisesté ja ligandin méidran vihentdmisesta.
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Erd A4

Huonosti liukenevan hopeanitraatin sijaan kidytettiin hopeatrifluoroasetaat-
tia (5,5 mg, 0,025 mmol). Metanolia lisdttiin 3 ml, koska pienemmén liuo-
tinmédrdn kiyttdminen ndytti parantavan saantoa. Myos 4-fluorotiofenolia
lisdttiin yhta paljon kuin edellisessé synteesissi eli 5 pul, 0,047 mmol. Synteesi
suoritettiin muuten yleisen ohjeen mukaan 0,2-kertaisilla ainemdarilla. Liu-
oksen vari lihti muuttumaan edellisiin synteeseihin verrattuna huomattavasti

hitaammin NaBHy:n vesiliuoksen lisdyksen jilkeen.

Puolen tunnin kuluttua lisdyksesta liuos oli vield ruskea eikd musta. Punerta-
va, tummanruskea orgaaninen kerros muuttui pesun aikana kuivuneen veren
vériseksi suspensioksi. Suspensiota sentrifugoitiin 2 x 10 minuuttia, jolloin
tumma, punertava liuos ja musta sakka erottuivat. Kuvan 8 UV /Vis-spektrin
perusteella supernatantissa (A4-1) oli melko paljon hopeananopartikkeleita.

Musta sakka (A4-2) ei ollut tuotetta (kuva 8).

Supernatantti jatettiin viikonlopun yli jidkaappiin. Supernatanttia sentrifu-
goitiin 2 x 10 minuuttia, jolloin tumma, viininpunainen liuos ja musta sakka
erottuivat. Supernatantin spektrin (A4-3) perusteella saanto oli noin 0,0022
g eli 44 % (kuva 8). Sakka ei ollut tuotetta. Supernatantin péadlle pipetoitiin
kerros heksaania ja se jatettiin 4°C:een kiteytyméaan. Sakkaa oli muodos-
tunut kahden vuorokauden kuluttua. Ruskea, hieman punertava liuos pipe-
toitiin erilleen kahden vuorokauden péaastd. Purkin pohjalle jidneen mustan
sakan annettiin kuivua vetokaapissa pari tuntia. Pieni méira sakkaa liuotet-
tiin kyvetissd 2,5 ml:aan dikloorimetaania. Spektrin (A4-4) perusteella sakka

oli tuotetta (kuva 8).

Hopeatrifluoroasetaatin kdyttdminen hopeanitraatin sijaan paransi saantoa
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Kuva 8: Erdn A4 UV/Vis-spektrit.

erittdin paljon. Ta4m& johtunee hopeasuolojen liukoisuuseroista. Niukkaliu-
koinen hopeanitraatti ei liuennut kuin kuumaan metanoliin ja luultavasti
saostui sielta osittain ulos dikloorimetaanin ja jidhauteen lisidmisen jilkeen.
Hopeatrifluoroasetaatti sen sijaan liukeni huoneenlimpdéiseen metanoliin hy-
vin nopeasti. My6s hopeapartikkeleiden hitaammasta pelkistymisesta ja muo-

dostumisesta kertovat hitaammat varinmuutokset ovat olennainen havainto.

Era A5

Synteesi suoritettiin 20-kertaisilla ainemé&irilld. Liuottimien midrdn vaiku-

tuksen tutkimiseksi linotinméérié ei kuitenkaan lisitty edelliseen synteesiin

21



verrattuna samassa suhteessa eli hopeasuola (104,2 mg, 0,47 mmol) liuotet-
tiin 60 ml:n sijaan 5 ml:aan metanolia. Hopeanitraatin sijaan kiytettiin jal-
leen hopeatrifluoroasetaattia ja 4-fluorotiofenolia liséttiin 100 ul (Ag : ligandi
= 1:2). Synteesi suoritettiin muuten yleisen ohjeen mukaisesti. NaBH4:n ve-
siliuoksen lisddmisen jélkeen liuoksen véri muuttui melko nopeasti limenvih-
redstd keltaiseksi ja edelleen ruskeaksi. Seos oli vield ruskea, kun se jatettiin

yon yli jadhauteessa jaakaappiin.

Tumma, aavistuksen punertava seos pestiin ja sentrifugoitiin (2 x 10 minuut-
tia). Tummasta liuoksesta ja tummasta sakasta mitattiin UV /Vis-spektrit,
joiden perusteella molemmissa oli hopeananopartikkeleita (supernatantissa
0,0181 g eli 19 %). Supernatantti (Ab-1) ja sakan A dikloorimetaaniliuos
(A5-2) jétettiin yon yli 4°C:een odottamaan.

Supernatantti siirrettiin uuteen purkkiin, koska aiempaan purkkiin oli muo-
dostunut tummaa ja kellertdvia sakkaa B. Sakasta B osa liukeni dikloorime-
taaniin. Supernatantista (A5-3) ja sakan B dikloorimetaaniliuoksesta (A5-4)
mitattiin UV /Vis-spektrit (kuva 9), joiden perusteella molemmissa oli tuo-
tetta. Supernatantin paille pipetoitiin heksaanikerros ja se jatettiin 4 °C:een
kiteytyméan. Sakkojen A ja B liuokset yhdistettiin ja sentrifugoitiin liuke-
nemattoman sakan erottamiseksi. Liuos erotettiin ja suurin osa liuottimesta
haihdutettiin pois Ar-virtauksella. Punaisen liuoksen paélle pipetoitiin ker-
ros heksaania ja se jatettiin 4 °C:een kiteytymédén. Liuos muuttui yon aikana

varittomaéksi ja sen pohjalle muodostui mustaa sakkaa A-+B.

Sekd supernatantin ettd sakan A-+B liuokset pipetoitiin erilleen kahden vuo-
rokauden jilkeen lopputuotteen sakan C (A5-5) ja sakkojen A+B erottami-
seksi. Sakkojen annettiin kuivua vetokaapissa pari tuntia ja niistd sekd pin-

kistd supernatantista ( ) mitattiin UV /Vis-spektrit (kuva 9), joiden pe-
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rusteella kaikissa oli hopeananopartikkeleita. Supernatantissa niitd oli endd
hyvin véhén. Lopputuotteen (sakan C) saanto oli 0,0073 g. Sakan A+ B saanto
oli 0,0247 g. Yhteenlaskettu saanto on 0,0320 g (34 %). Liuottimien méairan

pienentdminen nopeutti pelkistymistd ja pienensi saantoa.

0,9 -

—&— A5-1 supernatantti
—o— Ab5-2 sakka A
—4— AS5-3 supernatantti yon yli
—<— A5-4 sakka B

—o— A5-5 lopputuote, sakka C
A5-6 loppu supernatantti

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 9: Erdn A5 UV/Vis-spektrit.

Era A6

1. paivé: Synteesi suoritettiin edelliseen erdin A5 verrattuna 5-kertaisilla ai-
nemadrilla eli yleiseen ohjeeseen ndhden 100-kertaisilla aineméérilla. Liuotti-
mien madran vaikutuksen tutkimiseksi liuotinméaéria lisattiin edelliseen syn-
teesiin ndhden 2,4-kertaisiksi. Pelkistimend toimivan NaBH,:n mééran (4,50
g, 119,0 mmol) vaikutusta tutkittiin puolittamalla sen aineméira. Ohjeen [1]

mukaan NaBH,:n ainemaéran tulisi olla 100-kertainen hopean ainemadrain

23



nihden. Bigioni et al. artikkelin [2] vesiliuoksessa suoritettavassa synteesissé
ainemadrd on kymmenkertainen hopean aineméairdain nidhden. Stellaci et al.
artikkelissa [3] DMF-liuoksessa suoritettavan synteesin NaBH,:n aineméaéra

on vain nelinkertainen hopeasuolaan nidhden.

Hopeatrifluoroasetaatti (520,9 mg, 2,36 mmol) liuotettiin 60 ml:aan metano-
lia. 4-Fluorotiofenolia lisdttiin 500l (Ag : ligandi = 1 : 2). Synteesi suori-
tettiin muuten yleisen ohjeen mukaisesti. NaBHy:n vesiliuoksen jélkeen liu-
oksen viri muuttui suhteellisen hitaasti limenvihredsta keltaiseksi ja edelleen
ruskeaksi. Seos oli viriltddn ruskea, kun se jatettiin yon yli jidhauteessa jaa-

kaappiin.

2. pdiva: Seos pestiin ja sentrifugoitiin 2 x 10 minuuttia. Supernatantista
mitattiin UV /Vis-spektri, jonka perusteella siind oli hopeananopartikkelei-
ta. Sakka liuotettiin dikloorimetaaniin. Sakan liuos ja supernatantti jatettiin

4°C:een.

3. pdiva: Supernatantti sentrifugoitiin ja siitd mitattiin kuvassa 10 oleva
UV /Vis-spektri (A6-1), jonka perusteella saanto oli noin 10 %. Supernatantin

padlle pipetoitiin heksaanikerros ja se jatettiin 4 °C:een odottamaan.

7. paiva: Viininpunainen supernatantti sentrifugoitiin jilleen vaalean sakan
erottamiseksi. Supernatantin UV /Vis-spektrin (A6-2) perusteella saanto oli
edelleen 10 % (46 mg). Liuoksen péille pipetoitiin noin 40 ml heksaania ja

se jatettiin 4 °C:een kiteytyméain.

9. paiva: Toisena paivana 4 °C:een jatetysta sakan liuoksesta mitattiin kuvas-
sa 10 oleva UV /Vis-spektri (A6-3), jonka perusteella nanopartikkelit olivat

sdilyneet. Liuos sentrifugoitiin ja supernatantista mitattiin kuvan 10 uusi
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3,0 3 AB-6 sakka, 11. paivana
] AB-7 lopputuote

3,5

2,54

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 10: Erdn A6 UV/Vis-spektrit.

UV /Vis-spektri (A6-4), jonka perusteella yli puolet nanopartikkeleista saos-
tui pois sentrifugoinnin aikana. Liuoksen péaille pipetoitiin heksaanikerros ja

se jatettiin 4 °C:een kiteytyméaén.

10. paiva: Koska supernatanttiliuokseen ei ollut muodostunut vieldkain sak-
kaa, supernatantti haihdutettiin typpivirralla alle 100 ml:n tilavuuteen ja sen
padlle pipetoitiin heksaanikerros. Edellispaivan sakan liuos oli sen sijaan jo
kiteytynyt. Sakasta mitattiin kuvan 10 UV/Vis-spektri (A6-5) dikloorime-

taanissa. Muodostunut sakka oli lopputuotetta.

11. paiva: Vaaleanpunertava supernatantti pipetoitiin erilleen ja mustasta sa-
kasta (— ruskea liuos) mitattiin dikloorimetaanissa kuvan 10 UV /Vis-spektri

( ), jonka perusteella siiné oli haluttuja nanopartikkeleita. Koska sakan
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liuoksen véri oli poikkeava, sakka liuotettiin dikloorimetaaniin ja uutettiin
kolmesti vedelld epdpuhtauksien poistamiseksi. Liuotin haihdutettiin pois
typpivirralla. Sakan seassa oli hopeanvirisia epdpuhtauksia, joten se liuo-

tettiin uudelleen dikloorimetaaniin ja kiteytettiin heksaanin avulla.

15. paiva: 11. paivana kiteytymé&an jatetyn naytteen kirkas liuotin pipetoitiin
pois, jolloin jiljelle jai musta sakka. Sakan seassa oli epdpuhtautena hieman
hopeista sakkaa. Sakasta mitattiin UV /Vis-spektri ( ) dikloorimetaanissa
(kuva 10). Lopullinen saanto oli 52 mg (46 %) epépuhdasta tuotetta.

Partikkelien stabiilisuutta testattiin liuottamalla pieni m&ara sakkaa kahteen
eri liuottimeen, dimetyyliformamidiin ja asetoniin. Naytteistd mitattiin ku-

vien 11 ja 12 UV /Vis-spektrit.

—&— 1 min
—e— 18 h
——5(
—s—11d 20 h
——17d 22h

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 11: Partikkelien stabiilisuus dimetyyliformamidissa.
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Kuva 12: Partikkelien stabiilisuus asetonissa.

Mittaukset tehtiin minuutin kuluttua sakan liukenemisesta ja toistettiin 18
tunnin, viiden piivin, yhdentoista paivian ja 20 tunnin, sekd 17 piivin ja
22 tunnin kuluttua. Partikkelien pitoisuus laski tasaisesti kokeen aikana. Di-
metyyliformamidiin tehdyn néytteen viimeisen spektrin (17 d 22 h) muoto
on muuttunut hieman, miki viitannee jonkin mittausalueella (350-800 nm)
absorboivan tuotteen muodostumiseen. Spektrien perusteella partikkelit ovat
hieman stabiilimpia asetonissa kuin dimetyyliformamidissa. Asetonissa olleet
partikkelit ovat sdilyneet puhtaina vield ldhes 18 pédivan jalkeen. Dimetyyli-
formamidissa olleet partikkelit ovat sen sijaan alkaneet hajota tai aggregoitua

jossain vaiheessa 12 pdivin jalkeen.

Synteesin liuotinméaéria kasvatettiin edelliseen vastaavaan synteesiin verrat-

tuna. Pelkistimend toimivan NaBH,:n méaéré sen sijaan puolitettiin. Saanto
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oli ensimmaéisen UV /Vis-mittauksen perusteella vain noin 10 %. Huono saan-
to johtunee NaBH4:n méaran vihentdmisesti. Lopullinen saanto oli kuitenkin

46 %, miké johtunee tuotteen epipuhtaudesta.

Erda A7

Synteesi suoritettiin parhaiten onnistuneen erin A4 mukaan, kaksinkertai-
silla ainemddrilld (11,1 mg, 0,050 mmol hopeatrifluoroasetaattia) kyseiseen
synteesiin ndhden eli 0,4-kertaisilla ainemé&irilld yleiseen ohjeeseen nahden.
NaBHy:n vesiliuos lisdttiin yhdessé erdssé, jolloin muodostui heti mustan sa-
kan ja kirkkaan liuoksen seos. Seokseen lisdttiin vield trietyyliamiini ja se

jatettiin yon yli 4 °C:een.

Seos pestiin ja orgaaninen kerros sentrifugoitiin (1 x 10 min). Supernatantista
mitattiin kuvan 13 UV /Vis-spektri (A7-1), jonka perusteella saanto oli vain
1,2 mg (12 %). Supernatantin péille pipetoitiin heksaanikerros ja se jitet-
tiin 4°C:een kiteytyméin. Kiteytyneestd sakasta mitattiin UV /Vis-spektri
21 paivén jélkeen (A7-2). Sakka oli lopputuotetta.

Huono saanto ja nopea varinmuutos mustaksi johtunevat NaBH,:n vesiliu-

oksen liian nopeasta lisdyksesté, joka johti lilan nopeaan pelkistymiseen.

Era A8

Synteesi suoritettiin parhaiten onnistuneen erin A4 mukaan, kaksinkertai-
silla ainemadrilld kyseenomaiseen synteesiin ndhden eli 0,4-kertaisilla aine-
méérilla yleiseen ohjeeseen niahden (11,0 mg, 0,050 mmol trifluoroasetaat-

tia). Trietyyliamiini lisdttiin poikkeuksellisesti ennen NaBH,:n vesiliuoksen
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—&— A7-1 supernatantti
—e— A7-2 lopputuote

Absorbanssi
o
N

Aallonpituus (nm)
Kuva 13: Erdn A7 UV/Vis-spektrit.

lisdamistd. Liuoksen véri 1dhti muuttumaan huomattavasti hitaammin aiem-
pien erien synteeseihin verrattuna. Varinmuutos on esitetty kuvasarjassa 14.
Liuos oli vield 40 minuuttia lisdyksen jélkeen ruskea. Liuos jétettiin yon yli

jadhauteessa 4 °C:een.

Hyvin tumma, aavistuksen punertava ruskea liuos sentrifugoitiin (1 x 15
min). Supernatantti ja hyvin pieni m&ird tummaa sakkaa erottuivat. Su-
pernatantista (A8-1) mitattiin UV /Vis-spektri (kuva 15), jonka perusteella
saanto oli 6,8 mg (68%) eli parempi kuin aiemmissa erissi. Supernatanttiin
alkoi muodostua nopeasti kelluvaa, hottoistd sakkaa, joten se sentrifugoitiin
uudestaan (1 x 15 min). Supernatantin pdille pipetoitiin heksaanikerros ja

se jatettiin 4 °C:een kiteytyméaén.
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Kuva 14: Reaktioseoksen varinmuutos NaBHy:n lisdyksen jélkeen.

Supernatanttiin oli muodostunut yon aikana lisda kelluvaa sakkaa, joten se
sentrifugoitiin jéalleen (1 x 15 min). Supernatantista (A8-2) ja sakasta (AS8-
3) mitattiin UV /Vis-spektrit, joiden perusteella molemmissa oli haluttuja
nanopartikkeleita. Sakka liuotettiin dikloorimetaaniin. Kaikki sakka ei liuen-
nut. Molempien liuosten péille pipetoitiin heksaanikerrokset ja ne jatettiin

4°C:een kiteytyméan.

Molempiin liuoksiin oli muodostunut mustaa sakkaa kolmen péivéin jélkeen.

Sakan niytteen kirkas liuos ja varsinaisen niytteen punainen liuos pipetoitiin
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] —&— A8-1 supernatantti

2.00 3 —e— A8-2 supernatantti, yon yli
] —=— A8-3 sakka (DCM-liuos)

—v— A8-4 lopputuote

—<— A8-5 epapuhdas sakka

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 15: Erdn A8 UV/Vis-spektrit.

erilleen. Sakkojen annettiin kuivua reilut kaksi tuntia vetokaapissa. UV /Vis-
mittausten perusteella varsinaisen niytteen lopputuote (A8-4) oli kunnossa.

Sakan liuoksesta saostetut partikkelit (A8-5) olivat epapuhtaita.

Synteesin perusteella pelkistymistd hidastava trietyyliamiini kannatti selkeés-

ti lisdata jo ennen NaBH,:n vesiliuoksen lisdamista.
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Taulukossa 1 on esitetty kaikkien synteesien saannot:

Taulukko 1: Synteesien saannot UV /Vis-spektrien perusteella.

Erd | Kiytetty ainemairi Saanto
(mmol) (%)
Al 0,24 0
A2 0,024 2
A3 0,024 11
A4 0,025 44
A5 0,47 34*
A6 2,36 10
A7 0,050 12
A8 0,050 68
*lopputuotteen saanto

32




5.3 CS4Ag44(p-MBA)30 (B)

Yleinen ohje|2]

p-Merkaptobentsoehapon (154,2 mg, 1,0 mmol) etanoliliuokseen (12 ml) li-
sattiin hopeanitraatin (42,5 mg, 0,25 mmol) vesiliuos (21 ml), jolloin muo-
dostui vaalean kellertdvi suspensio, jota sekoitettiin 20 minuuttia-3,5 tuntia.
Liuoksen pH nostettiin lisdédmalla CsOH - HoO:n (50 % w/v) vesiliuosta. Seos
muuttui lisdyksen aikana ensin sakeammaksi valkoiseksi suspensioksi ja edel-
leen kirkkaaksi, vaaleankeltaiseksi liuokseksi, kun pH oli 9. pH nostettiin viela
12:een etanolin deprotonoimiseksi ja prekursorin stabiloimiseksi. Muodostu-
neeseen prekursoriliuokseen lisittiin NaBHy:n (94,6 mg, 2,5 mmol) vesiliuos
(9 ml) hitaasti tipoittain, jolloin liuos muuttui vihitellen tummankeltaiseksi
ja edelleen ruskean kautta tumman viininpunaiseksi. Reaktion annettiin ede-
ta tunnin ajan ja liuoksesta mitattiin UV /Vis-spektri. Liuos jitettiin 4 °C:een
odottamaan. Liuos sentrifugoitiin kiinteiden epidpuhtauksien erottamiseksi
ja siihen lisattiin dimetyyliformamidia hopeananopartikkelien saostamiseksi.

Muodostunut sakka liuotettiin etikkahapon 1 %:een DMF-liuokseen.

Eria Bl

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti 4,3-kertaisilla ainemé&érilld (0,18
g, 1,07 mmol hopeanitraattia). Muodostunut vaalea sakka liukeni vasta pH:ssa
12. Lopullinen pH oli 12,5. NaBH,:n (94,6 mg, 2,5 mmol) vesiliuoksen li-
sayksen jilkeen tapahtunut virinmuutos oli nopea. Reaktion annettiin edetia
2 h 15 min:a. Tummasta, viininpunertavasta liuoksesta mitattiin kuvan 16
UV /Vis-spektri (B1-1), jonka perusteella haluttuja nanopartikkeleita ei ollut

muodostunut. Liuos jatettiin 4 °C:een odottamaan viikonlopun yli.
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UV /Vis-mittauksen (B1-2) perusteella partikkeleita ei ollut edelleenkéiin muo-
dostunut viikonlopun aikana. 90 ml liuoksesta sentrifugoitiin. Supernatantti
A otettiin talteen. Seké supernatantti A ettd sentrifugoimaton liuos B jétet-
tiin 4°C:een odottamaan. Dimetyyliformamidilla laimennetuista niytteistd
mitattiin UV /Vis-spektrit (B1-3 ja B1-4) kolmen péivin kuluttua. Molem-

missa néytteissd oli haluttuja nanopartikkeleita. Néytteistd mitattiin myos

laimentamattomat spektrit (B1-5 ja ). Néytteet sentrifugoitiin (2 x 5
min).
2,00
M —=— B1-1 raakatuote
1,75 —e— B1-2 raakatuote, vkl yli
] —4— B1-3 sentrifugoitu nayte A
1,50 —v— B1-4 sentrifugoimaton nayte B

—<— B1-5 nayte B, laimentamaton
B1-6 nayte A, laimentamaton

-
N
[&)]

M

D

<

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)
Kuva 16: Erén Bl liuosten UV /Vis-spektrit.

Néayte A jitettiin 4°C:een odottamaan. Niyte B yritettiin kiteyttdd lisda-
mélld siihen dimetyyliformamidia. Naytteitd tehtiin kaksi. Ensimmaéisessé,
5 %:ssa liuoksessa, oli 10 ml néyteliuosta ja 190 ml dimetyyliformamidia.

Toisessa, 18 %:ssa liuoksessa, oli 90 ml nayteliuosta ja 410 ml dimetyylifor-
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mamidia. Molemmat liuokset vietiin 4 °C:een odottamaan. Nithin muodostui

pikkuhiljaa hienojakoista, vaaleanpunertavaa sakkaa.

Néaytteestd A haihdutettiin ylimaardista vetta pois Ar-virralla 11. ja 12. péi-
viand. Naytteeseen muodostui tummaa sakkaa. Néayte haihdutettiin noin 70

ml:n tilavuuteen ja siihen lisdttiin noin 430 ml dimetyyliformamidia.

18. paiva: Néyte A sentrifugoitiin erissd vaaleanpunertavan sakan erottami-
seksi. Jaljelle jai punertavanharmaa sakka (B1-7). My6s ndytteen B molem-

mat laimennokset sentrifugoitiin.

1,0

0,9

0.8 —&— B1-7 nayte A, sakka

—e— B1-8 18 % kiteytys, sakka
—4—B1-9 5 % kiteytys, sakka
—v— B1-10 5 % kiteytys, sakka vedessa

0,7

0,6

0,5

Absorbanssi

0,4

0,3

S

0,2

0,1

0!0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800
Aallonpituus (nm)

Kuva 17: Erén B1 sakkojen UV /Vis-spektrit.

22. paiva: Sentrifugoinneissa erottuneet punertavat sakat liuotettiin DMF:n
1 % etikkahapppoliuokseen. Kaikki sakka ei liuennut. Seokset olivat vaalean-

punaiset ja hieman sameat. Néytteistd mitattiin kuvan 17 UV /Vis-spektrit
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(B1-7 sekéd B1-8 ja B1-9), jotka eivit ndytténeet toivotuilta. Kun astiaa, jossa
5 % néyte oli ollut sakkaamisvaiheessa, huuhdottiin vedelld, syntyi kirkkaan-
punainen liuos. Myos kyseisesté liuoksesta mitattiin UV /Vis-spektri (B1-10),

jonka perusteella siindkddn ei ollut haluttuja nanopartikkeleita.

Synteesissia muodostui haluttuja nanopartikkeleita, mutta huomattavasti ylei-
sen ohjeen artikkelissa 2] kuvattua hitaammin. Synteesin ohjeen mukaan par-
tikkelien olisi pitdnyt muodostua jo tunti NaBHy:n vesiliuoksen lisdyksen jil-
keen. Partikkelit muodostuivat kuitenkin vasta kuuden paivin jélkeen. Sekoi-
tuksen puuttuminen saattoi vaikuttaa reaktion hitauteen. Lisdksi partikkelit
luultavasti hajosivat ainakin osittain kiteytysvaiheen aikana. Kiteytysliuok-
set olivat my0s todennidkdisesti aivan liian laimeita. Haluttuja partikkeleita
saattoi kuitenkin hyvinkin muodostua kiteytysastian pohjalle, koska astian
huuhtomiseen kiytetty vesi virjaytyi punaiseksi. Partikkelit kuitenkin ole-
tettavasti hajosivat jo ennen UV /Vis-mittausta joutuessaan liian matalaan

pH:seen.

Era B2

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaan yksinkertaisilla ainemaérilld (0,042
g, 0,25 mmol hopeanitraattia). Synteesi suoritettiin typpi-ilmakehéissid muu-
toin paitsi CsOH - HyO:m (50 % w/v) vesiliuoksen liséyksen aikana. Liuoksen
annettiin sekoittua 20 minuuttia ennen eméksen lisddmista. pH oli téssé vai-
heessa 2,5. pH nousi eméksen lisdyksen aikana ensin 7:44n, jolloin muodostui
enemman sakkaa. pH nostettiin edelleen 12,9:44n, jolloin sakka liukeni ja
muodostui vaaleankellertava linos. Liuosta sekoitettiin NaBH,:n vesiliuoksen

lisdyksen jilkeen yksi tunti, jonka jilkeen siitd mitattiin kuvan 18 UV /Vis-
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spektri (B2-1). Liuos jétettiin 4 °C:een odottamaan.

Liuos sentrifugoitiin viikon kuluttua ja vietiin jélleen 4 °C:een odottamaan.
Liuoksesta mitattiin UV /Vis-spektri (B2-2) viiden péivéin kuluttua. Liuos oli
talloin vaaleanpunainen. Naytteessa ei kuitenkaan ollut spektrin perusteella
haluttuja nanopartikkeleita. Liuos sentrifugoitiin uudelleen ja siitd mitattiin
uusi UV/Vis-spektri (B2-3), joka néytti niin ikéifin huonolta. Viri oli muut-

tunut talloin vaaleankellertavaksi.

2,00 —&— B2-1 raakatuote
175 —e— B2-2 sentrifugoimaton nayte
' —4&— B2-3 sentrifugoitu nayte

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 18: Erén B2 UV /Vis-spektrit.

Vaaleanpunaisen varin perusteella haluttuja nanopartikkeleita oli ilmeisesti

jalleen muodostunut. Partikkelit kuitenkin hajosivat liian pitkdn sdilytyksen

aikana.

37



Era B3

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainemé&arilla
(0,042 g, 0,25 mmol). Hopeanitraatin vesiliuos lisittiin p-MBA:n etanoliliu-
okseen hyvin hitaasti tipoittain. Muodostunutta vaaleankeltaista suspensiota
sekoitettiin 20 minuuttia. Liuoksen pH (2,08) nostettiin lisddmalld CsOH -
HyO:n (50 % w/v) vesiliuosta. Liuos muuttui ensin laimennetun maidon né-
koiseksi ja edelleen valkoiseksi suspensioksi. Suspensio muuttui vaaleankeltai-
seksi liuokseksi > 20 tipan lisdyksen jalkeen pH:ssa 12,60. Myos NaBH,:n ve-
siliuos lisdttiin hyvin hitaasti tipoittain. Reaktioseos muuttui vihitellen tum-
mankeltaiseksi ja edelleen ruskean kautta tummaksi viininpunaiseksi. Reak-
tion annettiin edetd 1 h ja liuoksesta mitattiin kuvan 19 UV /Vis-spektri
(B3-1), jonka perusteella saanto oli noin 50 %. Liuos jétettiin yon yli 4 °C:een

odottamaan.

UV/Vis-mittaus toistettiin seuraavana péivand (B3-2). Spektrin perusteel-
la saanto oli hieman suurempi eli 55 %. Liuos jatettiin yon yli 4°C:een
odottamaan ja UV /Vis-mittaus toistettiin jélleen seuraavana péivini (B3-3).
Spektri oli muuttunut epamaéairiaisemmaksi eli osa partikkeleista oli jo ehti-
nyt hajota tai muodostaa suurempia klustereita. Partikkelit vihenivit edel-
leen seuraavien paivien aikana. Niyte sentrifugoitiin kolmen paivan kuluttua
ja vaaleankeltaisesta supernatantista (B3-4) sekd veteen liuotetusta sakasta
(B3-5) mitattiin UV /Vis-spektrit. Myos reaktioseoksen astian pohjan jai-
mistd mitattiin UV /Vis-spektri ( ). Ainoastaan kolvin pohjan jadmissa
oli hieman haluttuja nanopartikkeleita. Kyseiseen naytteeseen lisattiin di-
metyyliformamidia ja se jitettiin 4 °C:een odottamaan. Punertavanruskeas-
ta, tummasta liuoksesta mitattiin UV /Vis-spektri ( ), jonka perusteella

néiytteessi ei ollut endd haluttuja nanopartikkeleita. Liuos heitettiin pois.
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2’00': —&— B3-1 reaktioseos 1 h jalkeen

] —e— B3-2 reaktioseos yon yli
1,75 —2— B3-3 reaktioseos kahden yon yli
] —s— B3-4 supernatantti

—<— B3-5 sakka
] B3-6 astian pohjan jaama
1,25 -_g ) B3-7 liuos lopussa

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 19: Erén B3 UV /Vis-spektrit.

Synteesin perusteella saanto nayttéisi olevan parhaimmillaan reaktioseoksen
hauduttua yhden yon yli, eiké heti reaktion lopussa kuten artikkelissa [2] an-

netaan ymmaértaid. Myohemmaéssé synteesissd B7 saatiin kuitenkin eri tulos.

Era B4

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainemé&arilla
(0,043 g, 0,25 mmol hopeanitraattia). Hopeanitraatin vesiliuos liséttiin p-
MBA:n etanoliliuokseen pasteur-pipetillinen kerrallaan. Muodostuneen vaa-
leankeltaisen suspension annettiin sekoittua 10 minuuttia. Liuoksen pH (2,08)
nostettiin lisidméallda CsOH - HoO:n (50 % w/v) vesilivosta. Liuos muuttui

valkoiseksi suspensioksi ja edelleen vaaleankeltaiseksi liuokseksi (pH > 11).
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NaBHy:n vesiliuos lisédttiin tipoittain. Reaktioseos muuttui vihitellen tum-
mankeltaiseksi ja edelleen ruskean kautta tumman viininpunaiseksi. Reak-
tion annettiin edetd 1 h. Reaktion lopussa 150l liuosta ja 2,85 ml vetti
pipetoitiin koeputkeen ja jdtettiin yon yli vetokaappiin. Lopun seoksesta an-

nettiin olla 4°C:ssa yon yli.

4,0

—&— B4-1 reaktioseos yon yli

—e— B4-2 putki vetokaapissa yon yli

] —4— B4-3 keltainen supernantantti

3,0 —v— B4-4 musta sakka DMF-liuoksessa
] —<— B4-5 sentrifugoitu liuos

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)
Kuva 20: Erén B4 UV /Vis-spektrit.

Sekd reaktioseoksesta (B4-1) ettéd vetokaapissa olleesta naytteestd (B4-2) mi-
tattiin kuvan 20 UV /Vis-spektrit seuraavana paivianid. Tumman ruskeanpu-
nertavaa jidkaapissa ollutta reaktioseosta sentrifugoitiin 1 x 10 minuuttia.
Supernatantin (n. 44 ml) péaélle kaadettiin noin 40 ml dimetyyliformamidia,
jolloin muodostui suspensio. Seos jétettiin noin puoleksi tunniksi 4 °C:een ki-
teytymadn, jonka jalkeen sitd sentrifugoitiin 1 x 10 minuuttia. Keltainen su-

pernatantti kaadettiin pois ja musta sakka liuotettiin etikkahapon 1 % DMF-
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liuokseen. Sakka liukeni hitaasti ja osa sakasta jdi liukenematta. Keltaises-
ta supernatantista (B4-3) ja sakan punertavan tummanharmaasta seoksesta
(B4-4) mitattiin UV /Vis-spektrit, joista havaittiin, ettei niissd ollut halut-
tuja nanopartikkeleita. Keltainen supernatantti tummui seuraavien tuntien
aikana vetokaapissa rusehtavaksi. Seos sentrifugoitiin liukenemattoman sa-
kan erottamiseksi, jolloin saatiin pinkki liuos, josta mitattiin UV /Vis-spektri
(B4-5). Spektrin perusteella niytteessd osoittautui olevan nanopartikkeleita.

Nanopartikkelit hajosivat myShemmin sdilytyksen aikana.

Vetokaapissa yon yli olleen néytteen spektri (B4-2) néytti jostain syysta
paremmalta, kuin 4°C:ssa sdilytetyn reaktioseoksen spektri (B4-1). Néyt-
teen teossa lienee tapahtunut jokin sekaannus, koska mythempien havainto-
jen perusteella partikkelien olisi pitdnyt hajota hyvin nopeasti vesiliuokseen
joutuessaan. Sentrifugoinnissa erottunut keltainen supernatantti sisdltdnee
sivutuotteena muodostuvia suurempia, plasmonisia hopeananopartikkeleita
spektrin (B4-3) muodon ja liuoksen voimakkaan keltaisen virin perusteella

[10].

Era B5

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainemé&arilld
vastaavalla tavalla kuin edellinen erd B4 (0,042 g, 0,25 mmol hopeanitraat-
tia). Ennen CsOH - H,O:n lisdystd suspensiota sekoitettiin 25 minuuttia.
NaBHy:n vesiliuoksen lisdyksen jdlkeen reaktion annettiin edetd vertailun
vuoksi yon yli vetokaapissa. Reaktioseoksen kuvan 21 UV /Vis-spektri (B5-1)
mitattiin seuraavana piivini. Spektrin perusteella saanto oli noin 16 %. Liu-

osta sentrifugoitiin 10 minuuttia liukenemattoman sakan erottamiseksi. Su-
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pernatantin péaélle kaadettiin noin 40 ml DMF:a, jolloin muodostui sakkaa.
Suspension annettiin kiteytyd noin nelja tuntia 4°C:ssa. Suspensiota sent-
rifugoitiin 15 minuuttia ja keltainen supernatantti pipetoitiin pois. Musta
sakka yritettiin liuottaa 1 % etikkahapon DMF-liuokseen. Sakka ei juurikaan

liuennut. Seos jitettiin viikonlopun yli 4 °C:een.

1,6 —— B5-1 reaktioseos yon yli vetokaapissa
—0— B5-2 loppuliete

1,4 4
1,2 1
1,0 1

0,8

Absorbanssi

0,6 -
0,4

0,2+

0,0 = T T Trr T Trrr T 1

Aallonpituus (nm)
Kuva 21: Erén B5 UV /Vis-spektrit.

Sakka ei ollut liuennut neljan péivan jilkeen. Seokseen lisdttiin ensin muuta-
ma tippa etikkahappoa. Sakka ei liuennut edelleenkéin, joten seokseen lisét-
tiin noin 2 ml vettd sakan liuottamiseksi, jolloin muodostui tumma, viinin-

punainen liuos. Liuos jatettiin yon yli pakastimeen odottamaan.

Yliméaériinen liuotin haihdutettiin typpivirralla seuraavana péivina. Jéljel-
le jii tummanruskeaa, kuivaneen lietteen nékoistd sakkaa. UV /Vis-mittaus

(B5-2) suoritettiin kahden péivin kuluttua. Spektrin perusteella niytteessi
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ei ollut haluttuja partikkeleita.

UV/Vis-mittausten perusteella saanto oli yli kahdeksan kertaa huonompi,
kuin edellisessé, erdssid B4, jossa reaktioseoksen annettiin olla jadkaapissa,
eikd vetokaapissa yon yli. Ndin ollen matalampi lampdotila ilmeisesti suosii

partikkelien muodostumista.

Era B6

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti kaksinkertaisilla ainemaarilld
(0,085 g, 0,50 mmol). Ennen CsOH - HyO:n lisdysté suspensiota sekoitettiin
1,5 tuntia. Suspension ulkonéko ei juurikaan muuttunut tuona aikana. Kun
CsOH - H5O:ta lisédttiin 45 tippaa, liuoksen pH nousi noin yhdekséén ja liuos
kirkastui kokonaan. Aiemmin liuos jéi tdssi vaiheessa hieman sameaksi. Kun
emésté lisattiin vield 4 tippaa, pH nousi yli yhteentoista. NaBH,:n lisdyk-
sen jilkeen liuoksen viri muuttui melko hitaasti. Liuoksesta mitattiin kuvan
22 UV /Vis-spektrit 1 h (B6-1) ja 2 h (B6-2) pelkistimen lisdyksen jilkeen.

Reaktioseos jatettiin yon yli 4 °C:een odottamaan.

UV/Vis-mittaus toistettiin seuraavana péivina (B6-3). Spektrin perusteella
saanto oli 0,0591 g (52 %). Tumma, viininpunainen liuos sentrifugoitiin (1 x
10 min). Musta sakka, jota erottui vihemmaén kuin aiemmin heitettiin pois.

Supernatantti jaettiin kahteen osaan:

1. Saostus lisdamalla 40 ml DMFE":a.
2. Saostus AuNP-menetelméid [12] soveltaen ammoniumasetaatilla ja meta-

nolilla.

1. Sakan annettiin muodostua 1 h 20 min, minka jalkeen seos sentrifugoitiin
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—&— B6-1 reaktioseos 1 h jalkeen
—e— B6-2 reaktioseos 2 h jalkeen
—~— B6-3 reaktioseos yon yli

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 22: Erén B6 reaktioseoksen UV /Vis-spektrit.

(1 x 15 min). Musta sakka ja keltainen supernatantti erottuivat. Sakka liu-
otettiin veteen ja sille mitattiin kuvan 23 UV /Vis-spektri (B6-4). Spektrin

perusteella péitetltiin, ettei nanopartikkeleita enii ollut. *

2. Koska edellisen saostustesti ei onnistunut, liuos jaettiin jalleen useampaan
osaan. Tassd kokeessa 9 ml liuosta ja 1 ml 2 M NH4OAc-liuosta yhdistettiin.
Seos alkoi kuplia rauhallisesti. Seokseen lisdttiin 5 ml metanolia. Muodostu-
neesta mustasta sakasta mitattiin UV /Vis-spektri (B6-5), jonka perusteella

siind ei ollut nanopartikkeleita. 2

Alkuperéisestd liuoksesta mitattiin seuraavana paivana UV /Vis-spektri (B6-

!Mydhemmiin tiedon valossa (katso s.52) partikkeleita oli todennékdisesti sittenkin,
mutta ne hajosivat joutuessaan liian happamiin olosuhteisiin veteen.

2Supernatantti oli vaaleanpunainen, joten téissikin tapauksessa partikkeleita oli toden-
nékoisesti sittenkin.

44



—&— B6-4 DMF-saostus

—e— B6-5 AuNP-saostus

—A— B6-6 alkuperainen liuos, 2 yon yli
—v— B6-7 testi a)
—<o— B6-8 testi b)

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 23: Erén B6 saostuskokeiden UV /Vis-spektreji.

6), jonka perusteella partikkelit olivat siilyneet. Saostuskokeita tehtiin lisda:

b
¢) 5 ml liuosta + 2 ml MeOH tipoittain sekoituksen kanssa (B6-9)

a) 5 ml liuosta + 1 ml MeOH tipoittain sekoituksen kanssa (B6-7)
) 5 ml livosta + 1 ml DMF tipoittain sekoituksen kanssa (B6-8)

d) 5 ml liuosta + 2 ml DMF tipoittain sekoituksen kanssa (B6-10)
e) 5 ml liuosta + 2 ml heksaanikerros (B6-11)

Liuokset a) ja b) sentrifugoitiin noin 1,5 tunnin jalkeen. Sakkaa ei erottunut.
Kaikki liuokset jétettiin viikonlopun yli jadkaappiin odottamaan. Liuoksis-
ta mitattiin kuvien 23 ja 24 UV /Vis-spektrit (B6-7-B6-10) kolmen péivin
kuluttua. Mittausten perusteella kaikissa liuoksissa oli vihan partikkeleita.

Néytteen d) musta sakka ja vaalea, kellertévi supernatantti olivat erottuneet
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vitkonlopun aikana. Néytteen e)mn sakan UV /Vis-spektri (B6-12) (kuva 24)

mitattiin seuraavana, seitsemantend paivana.

2,00

—&— B6-9 testi ¢)
—e— B6-10 testi d)
—~— B6-11 testi e)
—v— B6-12 testi f)

1,75

1,50

1,25

1,00

Absorbanssi

0,75

0,50

Aallonpituus (nm)

Kuva 24: Erén B6 saostuskokeiden UV /Vis-spektreji.

8. péiva: Loput 5 ml liuoksesta (f) kaadettiin sentrifuugiputkeen, johon li-
sattiin vield 2,5 ml dimetyyliformamidia, jolloin muodostui tummaa sakkaa.
Seos sentrifugoitiin heti (1 x 10 min). Rusehtavan oranssi supernatantti pi-
petoitiin pois ja mustan sakan paélle lisittiin 90 nl etikkahappoa. Sakka ei
liuennut. Seos sentrifugoitiin (1 x 10 min), jolloin hieman vaaleanpunertava
supernatantti ja musta sakka erottuivat. Seos jatettiin jadkaappiin odotta-

maan. Sakka ei liuennut seuraavan viikon aikanakaan.

14. paiva: Néyte (f) oli edelleen suspensio. Niytteestd mitattiin UV /Vis-
spektri (B6-12), jonka perusteella siind oli tuotetta. Néytteiden a) ja c) sakat

liuotettiin veteen, jolloin saatiin ruskea liuos. UV /Vis-spektrien perusteella
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néytteissi ei ollut tuotetta. Sakasta b) saatiin sen sijaan viininpunainen liuos,

jossa oli tuotetta. Néytteet b) ja f) sentrifugoitiin (1 x 10 min), jolloin saatiin:

b) musta sakka + kellertiavd, kirkas supernatantti, supernatantti pipetoitiin
pois

f) musta sakka + punainen supernatantti
Nanopartikkelit hajosivat myShemmin sdilytyksen aikana.

Tama oli ensimméinen kerta, kun synteesin alkuvaihe onnistui hyvilld saan-
nolla. Néin ollen prekursoriliuoksen sekoitusajalla on hyvin merkittiva rooli
synteesissid. Aiemmin prekursoriliuosta sekoitettiin vain 10-25 minuuttia, jol-
loin Ag(I)-p-MBA:ta ei oletettavasti ehtinyt muodostua riittévisti. TAimé né-
kyi eméksen lisdysvaiheessa siten, ettd liuos oli vield hieman samea pH:ssa 9.
Nyt kun prekursoriliuoksen annettiin sekoittua huomattavasti kauemmin eli
1,5 tuntia, liuos muuttui kirkkaaksi jo pH:ssa 9, eikéd vasta pH:ssa 12, kuten
alemmissa synteesiyrityksissd. Sakkauskokeiden perusteella MeOH:n kdytto
DMF':n sijaan saostajana voitaneen unohtaa. Saostukset heksaanikerrosta ja

AuNP-menetelméa kiyttamaélld saattavat olla varteenotettavia vaihtoehtoja.

Yleisen ohjeen artikkelin [2] tekijoistd Anil R. Desireddy ja Terry Bigioni
vastasivat ystavillisesti Kaisa Helttusen ldhettdmadn sahkopostiviestiin oh-
jeen tidsmennyksistd. Viestin mukaan tarvittava etikkahappoméiréd saattaa
vaihdella eri ndytteiden vililla. Etikkahappo kehotettiin lisédmaan tipoittain
klusterit sisaltdvdaan dimetyyliformamidiliuokseen sekoituksen kanssa. Lisiksi
DMF-saostuksessa parhaaksi suhteeksi oli havaittu 1 osa dimetyyliformami-

dia ja 2 osaa liuosta.
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Erd B7

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti kaksinkertaisilla ainemééril-
14 (0,085 g, 0,50 mmol). Prekursoriliuoksen annettiin sekoittua 3,5 tuntia.
Emaéksen lisdysvaiheessa valkoinen prekursorisakka liukeni kokonaan pH:ssa
8. Liuoksen viri muuttui melko hitaasti NaBH,:n lisdyksen aikana ja sen
jalkeen. Reaktioseoksesta mitattiin kuvan 25 UV /Vis-spektri 1,5 h NaBHy:n
lisdyksen jilkeen (B7-1). Reaktioseoksesta mitattiin seuraavana paivana UV /
Vis-spektri (B7-2), jonka perusteella partikkelien pitoisuus oli pysynyt sama-
na, kuin edellisené pédivina. Saanto (61 %) oli spektrin perusteella hieman
parempi kuin edeltéviissi eriissd B6. Seos sentrifugoitiin (1 x 15 min) mus-
tan sivutuotesakan erottamiseksi. Sakasta mitattiin UV /Vis-spektri (B7-3).

Supernatantti jaettiin jédlleen osiin saostuskokeita varten.

a) 5 ml liuosta + 2 ml asetonia, sakkasi heti
b) 5 ml liuosta + 2 ml MeCN, sakkasi heti
¢) 5 ml linosta + 2 ml THF, muodostui THF-kerros, sakkasi myos

UV /Vis-mittausten perusteella sakat a), b) ja c) olivat jotakin muuta kuin
haluttua tuotetta. Lopun liuoksen astiaan oli muodostunut hopeapeili ilta-

paivin aikana.

Alkuperidisesta linoksesta mitattiin seuraavana paivana UV /Vis-spektri (B7-
4), jonka perusteella siiné ei ollut en#déd partikkeleita. Liuos sentrifugoitiin.
Astian pohjalle jai hieman mustaa sakkaa. Astian pohjalle jidneestd sakas-
ta ja sentrifugoinnissa erottuneesta sakasta mitattiin UV /Vis-spektrit (B7-5
ja ). Spektrin perusteella astian pohjalle jafineessd sakassa oli hieman
nanopartikkeleita. Sentrifugoinnissa erottuneessa sakassa ei ollut nanopar-

tikkeleita.

48



3’00'; —=— B7-1 reaktioseos 1,5 h jalkeen

2,75 3 —e— B7-2 reaktioseos yon yli

2,50 E —&— B7-3 sakka

] —s— B7-4 alkuperainen liuos, 3. paivana
E —<— B7-5 sakka astian pohjalla

2,00 B7-6 sentrifugoitu sakka

B7-7 testi b)

Absorbanssi
u.rln sl

Aallonpituus (nm)

Kuva 25: Erén B7 UV /Vis-spektrit.

9. péivi: Naytteen b) UV /Vis-mittaus ( ). Viininpunainen liuos ja hieman

mustaa sakkaa. Spektrin perusteella naytteessé oli tuotetta.

Nanopartikkelit hajosivat myohemmin siilytyksen aikana. Saostuskokeiden
perusteella myds asetonitriili nayttda sopivan saostusliuottimeksi. Reaktio-
seoksesta saatu supernatantti kannattaa ilmeisesti saostaa mahdollisimman
nopeasti, silld sen sisdltaméat nanopartikkelit 1ihteviat hajoamaan hyvin no-

peasti.

Era B8

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainemé&arilla

(0,042 g, 0,25 mmol). Prekursoriliuoksen annettiin sekoittua 2 tuntia. Sakka
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liukeni kokonaan pH:ssa 8. Liuoksen annettiin sekoittua 1,5 tuntia NaBH,:n
lisdyksen jdlkeen. Reaktioseoksen virinmuutos on esitetty kuvasarjassa 26.
Reaktioseoksesta mitattiin kahden tunnin kuluttua kuvan 27 UV /Vis-spektri
(B8-1), jonka perusteella saanto (32 %) oli kohtalainen. Reaktioseos sentri-

fugoitiin heti (1 x 15 min), eikd aiempien erien tapaan seuraavana paiviné.

Supernatanttiin lisdttiin hitaasti sekoituksen kanssa 21 ml DMF:a, jolloin
muodostui sakkaa. Seos sentrifugoitiin valittomésti (1 x 10 min), jolloin mus-
ta sakka ja coca-colan virinen supernatantti erottuivat. Sakasta mitattiin
UV /Vis-spektri (B8-2), jonka perusteella se oli tuotetta. Sakka yritettiin liu-
ottaa 1 % etikkahapon DMF-liuokseen. Vain hyvin pieni osa sakasta liukeni.

Seos (17 ml DMF) jatettiin yon yli 4 °C:een.

Seos kaadettiin seuraavana paivana sentrifuugiputkeen. Astian pohjalle jaa-
neesti sakasta A (B8-3) ja sentrifugoinnissa erottuneesta sakasta B (B8-4)
mitattiin UV /Vis-spektrit eméksisissd vesiliuoksissa, koska partikkelit olivat

ilmeisesti epastabiileja, kun pH oli <11. Sakat olivat tuotetta.

Sakat saatiin liukenemaan, kun etikkahappoa liséttiin riittdvisti. Nain saatiin
tummat, viininpunaiset liuokset. Liuoksista mitattiin UV /Vis-spektri (B8-5
ja )) eméksisissé olosuhteissa. Linoksissa oli tuotetta. Liuokset jatettiin

4°C:een odottamaan.

6. paiva: Molempien astioiden pohjalle oli muodostunut ruskeaa, tahmeaa
sakkaa, joka ei ollut UV /Vis-mittausten perusteella tuotetta. Tuotteen A
hajonneen lopputuotteen spektri ( ) on esitetty kuvassa 27. Erottunut

linos oli hieman rusehtava ja kirkas.

Viimeistdan tdmén synteesin kohdalla selvisi eméksisten olosuhteiden merki-
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Kuva 26: Reaktioseoksen varinmuutos NaBHy:n lisdyksen jélkeen.
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3,50 5 —&— B8-1 reaktioseos 2 h jalkeen
3,25 3 —e— B8-2 kiteytyssakka

300 3 —— B8-3 astian pohjan sakka A
o —s— B8-4 sentrifugoitu sakka B
—<— B8-5 lopputuote A

B8-6 lopputuote B

B8-7 hajonnut lopputuote A

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 27: Erén B8 UV /Vis-spektrit. Niytteet B8-3-B8-7 on mitattu
eméksisissd olosuhteissa.

tys partikkelien stabiilisuuden kannalta, mikd ilmeni yleisen ohjeen artikkelin

[2] "Supplementary Information” PAGE-ajoa késittelevissi osuudessa:

~LThe aqueous clusters were not stable at normal gel pH intermediate pH 10
was chosen for this this experiment. This allowed a large fraction of the clus-
ters to remain unchanged over the course of a gel run. — instability of the
clusters at the lower pH conditions needed to run the gel. The highest band
(with the largest clusters) resembled the plasmonic Ag nanoparticles that are
produced from MyAgs(p-MBA )30 clusters when they are destabilized by dis-

solving them in water-methanol solutions at pH 10.”
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Kuva 28: Eran B8 vaalea prekursoriliuos, viininpunainen reaktioseos
synteesin lopussa ja sakan A musta lopputuote.



Era B9

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainemé&arilla
(0,042 g, 0,25 mmol). Prekursoriliuoksen annettiin sekoittua 2,5 tuntia. Liu-
oksen annettiin sekoittua 3,5 tuntia NaBHy:n lisdyksen jialkeen. Tummasta,
viininpunaisesta liuoksesta mitattiin kuvan 29 UV /Vis-spektri (B9-1), jonka
perusteella saanto oli 38 %. 14 ml liuosta (= A) otettiin erilleen ja jéitettiin
yon yli 4°C:een odottamaan. Loput liuoksesta sentrifugoitiin liukenematto-
man sakan erottamiseksi. Sentrifugoidun néytteen liuos jaettiin kahteen noin
12,5 ml osaan. Molempiin liuoksiin lisdttiin 6 ml dimetyyliformamidia. Toi-
nen muodostuneista seoksista (= B) jatettiin yon yli 4°C:een odottamaan.
Toinen seoksista sentrifugoitiin, jolloin musta sakka ja coca-colan nakdinen
supernatantti erottuivat. Supernatantista mitattiin UV /Vis-spektri (B9-2),
jonka perusteella siiné ei ollut nanopartikkeleita. Sakka (= C) ja superna-

tantti (= D) jéitettiin yon yli 4°C:een odottamaan.

Seos B sentrifugoitiin seuraavana paivina, jolloin vaaleankeltainen superna-
tantti ja musta sakka erottuivat. Supernatantti pipetoitiin pois. Supernatant-
ti D sentrifugoitiin (pohjalle oli erottunut sakkaa), jolloin keltainen superna-
tantti ja musta sakka erottuivat, kuten B:ssa. UV /Vis-mittausten perusteel-
la kaikissa muissa naytteissa, paitsi keltaisissa supernatanteissa oli haluttuja
partikkeleita eli A:n liuos (B9-3) sekd B- , C- ja D-sakat (B9-5— ) olivat

tuotetta.

Liuos A jaettiin kahteen 7 ml:in osaan. Puolet liuoksesta (= A) jitettiin edel-
leen jadkaappiin odottamaan. Toiseen puoleen lisittiin 3,5 ml dimetyylifor-
mamidia (= E) ja se jatettiin yon yli jadkaappiin odottamaan. D-sakkaan li-
siattiin 20 nl etikkahappoa, jolloin se liukeni. Liuokseen liséttiin 2 ml DMF":a,
jolloin sakka palasi. Seokselle mitattiin kuvan 30 UV /Vis-spektri (B9-8), jon-
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2,50 —=— B9-1 reaktioseos 3,5 h jalkeen
—e— B9-2 supernatantti D

——B9-3 liuos A

—v— B9-4 B:n keltainen supernatantti
—o— B9-5 sakka B

B9-6 sakka C

B9-7 sakka D

2,25
2,00

1,75

1,50

1,25

Absorbanssi

1,00
0,75
0,50

0,25

Aallonpituus (nm)

Kuva 29: Erdn B9 UV /Vis-spektreja. Niytteet on mitattu eméksisissi
olosuhteissa.

ka perusteella tuote oli sdilynyt.

3. paiva: D-sakka ei ollut liuennut. Seokseen lisdttiin vettd kunnes sakka

liukeni. Liuos jatettiin jidkaappiin odottamaan.

6. paivi: D-sakan liuoksesta mitattiin UV /Vis-spektri (B9-9), jonka perus-
teella partikkelit olivat sdilyneet. Pohjalle oli kuitenkin muodostunut tum-

maa Oljymaistd saostumaa, joka ei ollut tuotetta.

C-sakkaan lisattiin pari tippaa CsOH-liuosta ja 1 ml vettd sekéd 40 pl etikka-

happoa ja 2 ml DMF:a, jolloin muodostui rusehtava liuos.

B-sakkaan lisdttiin 2 ml DMF:a, 60pl etikkahappoa ja 1 ml vettd, jolloin

saatiin viininpunainen, tumma liuos.
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3,00 —&— B9-8 D-sakan DMF-liuos

—o— B9-9 D-sakan liuos, 6. paivana
—2—B9-10 A, 7. paivana

—v—B9-11 B, 7. paivana

—5—B9-12 D, 7. paivana

B9-13 B+E sakka lopussa

B9-14 B+E supernatantti lopussa

2,75
2,50
2,25
2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25 |
0,00 Frrr S = e St

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 30: Erdn B9 UV /Vis-spektreja. Niytteet on mitattu eméksisissi
olosuhteissa.

7. paiva: UV /Vis-mittaukset ndytteistd A, B ja D (B9-10-B9-12). Spektrien
perusteella vain niyte A oli kunnossa. Etikkahapon pitoituus ei siis saisi

luultavasti olla suurempi kuin 1 %.

Sakat B ja E yhdistettiin ja niihin lisdttiin 3 ml DMF:a, 30 pl etikkahappoa
ja 50pl vettd. Seos jatettiin vetokaappiin sekoittumaan vajaaksi kolmeksi
tunniksi. Sakka ei liuennut. Seokseen lisdttiin viela 3,5 ml vettd, mutta sakka
ei edelleenkdén liuennut. Seos alkoi nayttda ruskealta. Seos sentrifugoitiin ja
erottuneista sakasta ( ) ja supernatantista ( ) mitattiin UV /Vis-

spektrit. Partikkelit olivat tuhoutuneet.
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Saostuskokeita selventéivi kaavio on esitetty kuvassa 31:

A liuos (n. 42 ml) fuugaus

25 ml liuosta
A 14 ml yon yli jadkaappiin
B 12,5 ml liuosta B 12,5 ml liuosta
+ 6 ml DMF + 6 ml DMF
A 7 ml yon yli jaédkaappiin yon yli jadkaappiin fuugaus heti

E 7 ml + 2 ml DMF saostus
yon yli jaékaappiin D supernatantti  C sakkaa, OK

(coca-cola)
fuugaus, yon yli jaakaappiin
sakkaa, OK -

+ keltainen supernatantti

fuugaus,

sakkaa, OK

+ keltainen supernatantti

Kuva 31: Kaavio erin B9 saostuskokeista.

Saostuskokeiden perusteella reaktion kannattaa antaa edetd yon yli. 38 %:mn
saanto nousi talloin 45 %:iin. Kun dimetyyliformamidisaostus on tehty, muo-
dostunutta seosta ei kannata sentrifugoida heti. T&ll6in muodostuva coca-
colan ndkéinen supernatantti sisaltad vield melko paljon saostumattomia na-
nopartikkeleita. Lopputuotteen happokésittelyt epdonnistuivat. Partikkelit
saatiin kylla liukenemaan DMF-liuokseen, kun etikkahappoa lisdttiin riitté-
van paljon. Partikkelit kuitenkin hajosivat néissa olosuhteissa. Téasta johtuen

liuotin pitdnee haihduttaa pois heti happokésittelyn jalkeen.

Era B10

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainem&arilld

(0,042 g, 0,25 mmol hopeanitraattia). Prekursoriliuoksen annettiin sekoit-
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tua 1h 40 min:a. Liuoksen annettiin sekoittua 3,5 tuntia NaBH,:n lisdyksen
jalkeen. Tummasta, viininpunaisesta liuoksesta mitattiin kuvan 32 UV /Vis-
spektri (B10-1). Néyte valmistettiin liuottamalla 150 pl reaktioseoksen liuosta
185 pl:aan vettd (pH 11). Reaktioseos jétettiin yon yli 4 °C:een odottamaan.

Reaktioseoksesta mitattiin uusi UV /Vis-spektri (B10-2) seuraavana péiviné.
Néyte valmistettiin liuottamalla 150 nl:aa reaktioseoksen liuosta 235nl:aan
vettd (pH 11). Seos sentrifugoitiin (1 x 15 min). Tumma, rusehtava sakka
heitettiin pois. Liuos jaettiin kahteen noin 19 ml osaan. Liuoksiin lisattiin
9 ml dimetyyliformamidia partikkelien saostamiseksi. Seokset sentrifugoitiin
1,5 tunnin kuluttua. Musta sakka ja ruskea supernatantti erottuivat. Super-

natantit jatettiin yon yli 4 °C:een odottamaan.

3,00 —s—B10-1 reaktioseos 3,5 h jalkeen
2,75 —e— B10-2 reaktioseos yon yli
250 —~—B10-3 1. lopputuote

’ —+—B10-4 2. lopputuote
2,25 —&—B10-5 1. lopputuote viikon kuluttua
2.00 B10-6 2. lopputuote viikon kuluttua

B10-7 2. lopputuote 2 viikon kuluttua

1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00

Absorbanssi

Aallonpituus (nm)

Kuva 32: Erdn B10 UV /Vis-spektrit. Naytteet on mitattu eméksisissi
olosuhteissa.
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Toiselle sakoista tehtiin happokésittely lisiamalla 1,5 ml DMF:a ja yhteensa
4001l etikkahappoa 20 pl:n erissd. Liuoksessa oli talloin 26 % etikkahappoa.
Koska sakka ei edelleenkdén liuennut, seokseen lisdttiin vield 200 pl:aa vetta.
Liuotinta alettiin haihduttaa heti Ar-virralla. Kaikki liuotin ei ehtinyt haih-
tua. Liuotinta jii noin 1 ml. Seos jitettiin 4 °C:een odottamaan. Kirkas liuos
ja musta sakka erottuivat yon aikana, joten suurin osa liuottimesta voitiin
pipetoida pois. Loput liuottimesta haihdutettiin Ar-virralla. Néayte jatettiin

hieman kosteaksi.

Aiempiin supernatantteihin oli muodostunut lisdsd sakkaa, joten ne sentri-
fugoitiin. Toiselle osalle sakasta tehtiin myds happokasittely. Sakkaan lisét-
tiin 600 pl:aa dimetyyliformamidia ja 160 pl:aa etikkahappoa. Liuoksessa oli
talloin 26 % etikkahappoa. Koska sakka ei edelleenkdin liuennut, seokseen

lisdttiin vield 200 pl:aa vettd. Liuotin haihdutettiin heti pois Ar-virralla.

UV/Vis-mittausten (B10-3 ja B10-4) perusteella sakat kestiviit happokasit-
telyn ja olivat vield seuraavanakin paivand kunnossa. Ensin happokasitelty
sakka oli kuitenkin tuhoutunut viikon kuluttua happokésittelystda (B10-5).
Péivad myohemmin happokésitelty sakka oli tuolloin viel& kunnossa ( ).

Sekin oli kuitenkin tuhoutunut téstd viikkoa myShemmin ( ).

Myohemmin happokasitelty ndyte sdilyi luultavasti paremmin, koska se ja-
tettiin hieman kosteammaksi kuin aiemmin happokésitelty ndyte. Ensin hap-
pokisitelty niyte paisi todennakoisesti kuivamaan liikaa, jolloin partikkelit

hajosivat.
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Erid B11

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainemé&arilla
(0,042 g, 0,25 mmol hopeanitraattia). CsOH:n sijaan emikseni kéiytettiin
NaOH:a. Prekursoriliuoksen annettiin sekoittua 4 tuntia. Kun suspensioon
lisdttiin noin 20 tippaa NaOH:n vesiliuosta, pH nousi nopeasti yli yhteen-
toista, mutta sakka ei liuennut lainkaan. Seokseen liséittiin vield 20 tippaa
CsOH:n vesiliuosta, mutta sakka ei liuennut edelleenkisin. Kun suspensioon
lisattiin NaBHy:n vesiliuos, sen véari lahti muuttumaan hitaasti vaaleankeller-
tavasta tummankeltaiseksi ja edelleen ruskean kautta marjapuuron variseksi.
Seoksessa oli koko ajan vaaleaa sakkaa. Seoksen annettiin sekoittua 3,5 tun-
tia. Seos oli viela vihan kolmen tunnin jilkeen marjapuuron virinen, mutta
vaaleni nopeasti sen jilkeen. Jiljelle jii vaaleanruskea liuos, jossa oli hyvin
hienoa, vaaleanpunaista sakkaa. Virinmuutokset on esitetty kuvassa 33. Ku-

van 34 UV /Vis-spektrin perusteella sakassa ei ollut partikkeleita.

NaOH ei ilmeisesti pystynyt liuottamaan muodostunutta prekursoria, mika
vaikutti reaktion etenemiseen melko radikaalisti. NaBHy:n vesiliuoksen li-
siyksen jilkeen tapahtuneet virinmuutokset olivat kuitenkin vastaavat kuin
CsOH:a kiytettdessd. Nain ollen oikeaa tuotetta pidsi siis oletettavasti muo-

dostumaan, mutta se hajosi reaktion edettya liian kauan.
Erd B12

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaisesti yksinkertaisilla ainem&arilla
(0,042 g, 0,25 mmol hopeanitraattia). Prekursoriliuoksen annettiin sekoittua
1,5 tuntia. Liuoksen annettiin sekoittua 3,5 tuntia NaBH,:n lisdyksen jilkeen.
Tummasta, viininpunaisesta reaktioseoksesta mitattiin kuvan 35 UV /Vis-

spektri (B12-1), jonka perusteella saanto oli 19 %. Reaktioseos jétettiin yon
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Kuva 33: Reaktioseoksen varinmuutos NaBHy:n lisdyksen jélkeen.
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Kuva 34: Erén B11 UV /Vis-spektri. Niyte on mitattu eméksisissi
olosuhteissa.

yli 4°C:een odottamaan.

Reaktioseoksesta mitattiin uusi UV /Vis-spektri (B12-2) seuraavana paivé-
né. Seos sentrifugoitiin (1 x 15 min) liukenemattoman sakan erottamiseksi.
Ruskeaa sakkaa erottui hyvin vihén. Liuokseen (38 ml) lisattiin 19 ml dime-
tyyliformamidia. Seos jatettiin 3,5 tunniksi 4 °C:een saostumaan. Seos sent-
rifugoitiin, jolloin musta sakka ja punertavanruskea supernatantti erottuivat.
Sakka ja supernatantti jitettiin yon yli 4 °C:een odottamaan. Supernatantti
sentrifugoitiin uudelleen seuraavana pdivani, jolloin musta sakka ja ruseh-
tavan punertava supernantantti erottuivat. Erottuneet sakat yhdistettiin ja

jatettiin pienen nesteméirin kera 4 °C:een odottamaan viikonlopun yli.
6. paivid: Supernatantti oli edelleen punertava, joten siihen lisdttiin hieman li-
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Kuva 35: Erdn B12 UV /Vis-spektrit. Naytteet on mitattu eméksisissi
olosuhteissa.

sad dimetyyliformamidia partikkelien saostamiseksi. Sakalle tehtiin happoké-
sittely lisddmalla 600 nl:aa dimetyyliformamidia ja 100 nl etikkahappoa seké
80 pl vettd. Liuottimet haihdutettiin heti Ar-virralla.

Happokasitellystd lopputuotteesta mitattiinUV /Vis-spektri (B12-3) seuraa-
vana paivind. UV /Vis-mittaus toistettiin vield tastd seuraavana paivina (B12-
4). Mittausten perusteella partikkelit olivat sdilyneet. Puolet ndytteesté otet-
tiin erilleen ja séilottiin DMSO:n alle 4 °C:een. Toinen puoli séilytettiin nor-

maalisti 4 °C:ssa.

Lopputuotteelle suoritettiin PAGE-ajo Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell
-laitteella. Geeli valmistettiin laitevalmistajan ohjeen mukaisesti ilman 10 %

SDS:n lisddmistd. Geelin valmistukseen kiytetyt aineet olivat seuraavat:
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Taulukko 2: PAGE-geelin valmistukseen kiytettyjen aineiden mééréat:

| | 4 % kokoojageeli | 20 % erottelugeeli |

30 % Akryyliamidi/bis 0,26 ml 2,64 ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 0,50 ml -
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 - 1,5 ml
H,0O 1,2 ml 1,77 ml
TEMED 2l 3nl
10 % APS 10pl 30 pl
‘ Kokonaistilavuus 2 ml ‘ 6 ml ‘

Puskuriliuoksena kéytettiin tavallista tris-eméksen (25 mM THAM) ja glysii-
nin (192 nM) livosta pH:ssa 8,8. Liuosta valmistettiin yksi litra. Néyteliuosta
pipetoitiin ensimmaéiseen kaivoon 1 pl, toiseen 2pl, kolmanteen 10l ja vii-
meiseen 5 jl. Ajojannite oli 130 V. Virta oli alussa 23 A ja lopussa 9 A. Ajo
kesti 65 minuuttia. Ajettu geeli on kuvassa 36. Partikkelit hajosivat ilmei-
sesti jo heti ajon alussa joutuessaan liian happamiin olosuhteisiin, silld nay-
teliuos muuttui rusehtavaksi. Ajossa ei kuitenkaan voitu kiyttda vaadittua
pH:ta 11, koska se olisi voinut olla haitallinen laitteistolle. Geelin perusteella
niytteeseen mahdollisesti muodostuneet suurimmat partikkelit ovat ilmei-
sesti jadneet kaivon pohjalle ja kokoojageeliin. Geelissa voidaan ndhda useita
himmeadmpié eri partikkelikokoja edustavia viivoja. Suurin osa partikkeleista
on kuitenkin kulkenut loppuun saakka, eiké kunnollista erottumista ole saatu
aikaiseksi eli geelisti ei saada irti mitddn hyodyllista tietoa. Onnistunut ajo

vaatisi vahintddnkin korkeamman pH:n.

64



Kuva 36: PAGE-geeli ajon jilkeen.
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5.4 Na4Ag44(SC6H4F)3Q (C)

Yleinen ohje|3]

Hopeatrifluoroasetaatti (7,89 mg, 0,0375 mmol) liuotettiin 3,6 ml:aan di-
metyyliformamidia ja liuosta sekoitettiin 5 minuuttia. Liuokseen liséttiin 4-
fluorotiofenoli (7.61 ul, 0,0714 mmol) ja sitd sekoitettiin vield 15 minuuttia.
Reaktioseokseen liséttiin 30 minuutin aikana sekoitettu NaBHy:n (5,4 mg,
0,143 mmol) DMF-liuos. Reaktioseosta sekoitettiin kolme tuntia, jonka jél-
keen siihen liséttiin vield 2,1 ml ionivaihdettua vettd. Reaktioseosta sekoitet-
tiin minuutti ja se vietiin —18 °C:een siilytykseen. Lopputuote muodostui 3—7

paivin kuluessa. Tuotteen muodostumista seurattiin UV /Vis-mittauksilla.

Era C1

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaan yksinkertaisilla ainemé&éarilla (8,3
mg, 0,038 mmol hopeatrifluoroasetaattia). Liuos muuttui sameammaksi ja
vaaleankeltaiseksi 4-fluorotiofenolin lisdyksen jalkeen. NaBH,:n lisdyksen jil-
keen liuos puolestaan kirkastui ja muuttui kullankeltaiseksi. Liuos oli tum-
manruskea ennen veden lisddmisti. Reaktioseoksesta mitattiin kuvan 37 UV/
Vis-spektri kuuden péivin kuluttua. Spektrin perusteella haluttuja partikke-

leita oli muodostunut.

Era C2

Synteesi suoritettiin yleisen ohjeen mukaan kolminkertaisilla ainem&arilld

(23,8 mg, 0,11 mmol hopeatrifluoroasetaattia). Liuos muuttui sameammaksi
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ja vaaleankeltaiseksi 4-fluorotiofenolin lisdyksen jilkeen. NaBH4:n lisdyksen
jilkeen liuos puolestaan kirkastui ja muuttui ruskeaksi. Liuos oli muuttunut
tummanruskeaksi jo 10 minuuttia NaBHy:n lisdyksen jéilkeen. Liuos oli tum-
manpunainen ennen veden lisiamistd. Reaktioseoksesta mitattiin kuvan 37
UV /Vis-spektri viiden péaivin kuluttua. Spektrin perusteella haluttuja par-

tikkeleita oli muodostunut.

1,00

—&— C1-1 lopputuote
—e— C2-1 lopputuote

0,75

0,50

Absorbanssi

0,25

0,00 +——rr Tr T T R ——
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Kuva 37: Erien C1 ja C2 lopputuotteiden UV /Vis-spektrit.
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6 Hopeananopartikkelien karakterisoinnit

6.1 ESI-Q-TOF-massaspektrometria

(PPhy)4|Agas(SCeH4F)30]-partikkeleista mitattiin liitteiden 1 ja 2 massas-
pektrit ESI-Q-TOF QStar Elite, ABSciex -massaspektrometrilld negatiivi-
sella polarisaatiolla. Mittaukset suoritti Elina Kalenius. Naytteind kiytet-
tiin erien A5 ja A6 lopputuotteita. Kantaliuokset valmistettiin liuottamal-
la 1 mg tuotetta 1 ml:aan dikloorimetaania. Erdn A5 mittausliuoksessa oli
néiytettd ja asetonitriilid suhteessa 1 : 5. Olosuhteita optimoitiin erdn A6
mittausta varten. Erdin A6 mittausliuoksessa oli ndytettd ja asetonitriilid
suhteessa 1 : 10. Mittaukset tuottivat helposti tulkittavat spektrit, joista
pystytddn tunnistamaan valtaosa piikeistd. Erdan A5 spektrin peruspiikki-
ni on pilkeioni [Agy3(SCeH,F)as]3~ m/z-arvolla 2733,1357. Pehmentéimalld
mittausolosuhteita erin A6 peruspiikiksi on saatu tuotteen molekyyli-ioni

[Agus (SCeH,F)30|>~ m/z-arvolla 2853,4473.

6.2 'H NMR -spektroskopia

Eran A6 (PPh4)4[Ag44(SCﬁH4F)30]—part1kkelelsta mitattiin myos 1I‘I NMR
-spektri.

Yldkentédn siirtyméat 0 1.15 (s, 8H), 1.29 (s, 1 H), 1.47 (t, 2H), 1.84 (quin,
27H), 2.05 (quin, 5182H), 2.08 (m, 408H), 2.12 (m, 63H), 2.18 (quin, 10 H),
2.26 (quin, 29 H), 2.28 (q, 5H), 2.56 (t, 15H), 2.59 (s, 5H), 2.75 (t, 5H),
2.79 (s, 3H) ja 3.74 (t, 21H) ppm kuuluvat epapuhtauksille ja liuottimille.
Klusterin siirtymét § 6.20 (s, 9H), 6.35 (t, 44 H), 7.07 (s, 10H) ja 7.35 (t, 42H)
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Kuva 38: 'H NMR erdn A6 partikkeleille asetoni-D6:ssa 300 MHz:114.

ppm seké vastakationi PPhyBr:n siirtymét 6 7.74-7.87 (m, 64H), 7.93-8.01
(m, 17H) ppm havaitaan alakentéll.

Integraalit vastaavat melko hyvin vastakationien ja klusterien keskindisté
suhdetta. (PPhy)4[Agss(SCeH4EF)30]-kompleksissa vastakationeissa on yhteen-
sé 80 protonia ja klusterissa 120 protonia. Spektrin integraalien perusteella
vastakationissa on yhteensd 81 protonia ja klusterissa 105 protonia eli suhde
on oikeaa kokoluokkaa. Lisiksi klusterin ligandeista joka viides on muista li-
gandeista poikkeavalla tavalla ulompana klusterin ytimestd (kuva 46). Néin
ollen kyseisten ligandien protonit ovat kemiallisesti erilaisissa ympéaristoissa.
Téstéd johtuen spektrissd ndkyvit myos siirtymét 6 6.20 (s, 9H) ja 7.07 (s,
10H). Integraalien suhteet tukevat tulkintaa.
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6.3 Termovaaka-analyysi

Erdn A5 (PPhy)s[Agus(SCeHyF)30|-partikkeleille tehtiin myds termovaaka-
analyysi (kuva 39).

100 5 Ay1=32%
90_3 \ —— Paino %
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] r Ay2 =36,4%
g 70 -
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o ]
£ ]
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] Ays = 30,8 %
403
30
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Lampétila (°C)

Kuva 39: Erdn A5 partikkelien termovaaka-analyysi.

Ensimméinen massan putoaminen Ay; johtunee liuottimien poistumisesta.
Ay, ja Ays ovat seurausta orgaanisten yhdisteiden haihtumisesta. Klusteri

alkaa siis hajota osittain 138 °C:ssa. Lopullinen hajoaminen alkaa 400 °C:ssa.
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6.4 Lapaisyelektronimikroskopia (TEM)

Néytteiden valmistuksen ja kuvantamisen suoritti Kaisa Helttunen. Kuvanta-
misessa kdytettiin 110 kV kiihdytysjannitetta seki hiilipaéllysteistd 200 mesh
kuparihiloja ja 300 mesh holey carbon -hiloja. (PPhy)s[Ag(SCeH4F)s0]-
partikkelit liuotettiin dikloorimetaaniin. CsyAgyq(p-MBA)3p-partikkelit liu-
otettiin veteen pH:ssa 12. Veden pH nostettiin lisidmaélla CsOH:a. Néyteliu-

okset pipetoitiin hiloille, jonka jélkeen hilojen annettiin kuivua.

Eran A6 4-FTP-partikkelit

Néyte liuotettiin dikloorimetaaniin ja pipetoitiin 200 mesh ja 300 mesh hiloil-
le. Pisaroiden annettiin kuivua. Kuvan 40 perusteella klusterit olivat kasaan-
tuneet pisaroiden kuivumisreunoille 200 mesh hilalla. Partikkelit muodostivat

liséksi yksittéisia kasaumia (kuva 41).

Partikkelin 44 hopea-atomin muodostaman ytimen halkaisija on 1.3 nm [3].
Kuvassa 42 ndkyy paljon kokonaishalkaisijaltaan alle 4 nm:n partikkeleita,
mutta myo6s hyvinkin erikokoisia, suurempia ryppaitd. Suuremman silmékoon
hilan (mesh 300) kiiyttdminen ei ndyta vaikuttavan partikkelien levittéyty-

miseen (kuva 43).
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Kuva 40: Eran A6 klusterit kasaantuivat pisaroiden kuivumisreunoille.

Kuva 41: Erédn A6 partikkelien muodostama kasauma.
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_20 nm_

Micospe\Accelertng Voltage Horizontal ield Width Magnification Acquisition Date
JEM-1400 110 kV 177,3 nm 300000 x 19.02.14, 13:55

Kuva 42: Suurennus erdn A6 partikkeleista 200 mesh hilalla.

Microscope Ierating oltage Horizontal Field Width ani cation
JEM-1400 80 kV 213,2 nm 250000 x |

Kuva 43: Erdn A6 partikkeleita 300 mesh hilalla.
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Erin B6 p-MBA-partikkelit

Néyte liuotettiin veteen (pH 12) ja pipetoitiin 300 mesh hilalle. Pisaroiden
annettiin kuivua. p-MBA-partikkelin hopeaytimen halkaisija on noin 1.2 nm
|3]. Kuvassa 44 nékyy etupiissa kokonaishalkaisijaltaan alle 4 nm:n partik-

keleita, mutta myos hieman suurempia ryppéaitéa.

201,

Microscope Accelerating Voltage Horizontal Field Width Magnification
JEM-1400 100 kV 213,2 nm 250000 x

Kuva 44: Eran B6 partikkeleita 300 mesh hilalla.

Erian B12 p-MBA-partikkelit

Néyte liuotettiin veteen (pH 12) ja pipetoitiin 200 mesh hilalle. Pisaroiden
annettiin kuivua. Naytteestd ei saatu hyvid kuvia. Kontrasti oli todella huono
ja klustereita ei ndkynyt selviisti (kuva 45). Liuoksen véri ndytti rusehtaval-
ta eli klusterit olivat todennéksdisesti menneet pilalle ennen TEM-néytteen

valmistamista.
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_500 HT

A Microscope Accelerating Voltage Horizontal Field Width Magnification Acquisition Date
12| JEM-1400 110 kV 3,8 um 15000 x  19.02.14,14:45 ~ ——500 nm——

Kuva 45: TEM-kuva erdn B12 partikkeleista.
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7 Yhteenveto

Tyon piadasiallisena tavoitteena oli valmistaa ligandisuojattuja hopeanano-
partikkeleita kirjallisuudessa esitettyjen synteesien mukaisesti [1-3] ja keréta

tietoa niiden partikkelien ominaisuuksista.

Rasvaliukoisten (PPhy)s [Agu(SCsH4F)s0]-partikkelien synteesi osoittautui
melko helposti toistettavaksi ja hyvin toimivaksi. Kyseisten partikkelien syn-
teesin avainasioiksi osoittautuivat hopeasuolan liukoisuus (erd A4) ja pel-
kistymisvaiheen nopeus. Saanto parani huomattavasti, kun niukkaliukoisen
hopeanitraatin sijaan kiytettiin hyvin liukenevaa hopeatrifluoroasetaattia.
Niukkaliukoinen hopeanitraatti ei liuennut kuin kuumaan metanoliin ja luul-
tavasti saostui sieltd osittain ulos dikloorimetaanin ja jadhauteen lisédmisen
jilkeen. Hopeatrifluoroasetaatti sen sijaan liukeni huoneenlampoiseen meta-

noliin hyvin nopeasti.

Pelkistymisvaihe on kuitenkin kriittisimma#ssi asemassa, silld lilan nopea
reaktio johtaa viarin tuotteen muodostumiseen. Tyossd havaittiin, ettd pel-
kistymisvaihetta hillitsevd trietyyliamiini kannattaa lisdtd joko ennen nat-
riumboorihydridid tai samanaikaisesti sen kanssa. Pelkistymisvaiheen nopeut-
ta pystytddn havainnoimaan synteesin virinmuutosten avulla. Myos liuotin-
maarit vaikuttavat jonkin verran synteesin kulkuun. Metanolin ja dikloori-
metaanin suhteen tulee olla 1 : 4. Erdn A5 liuottimien méi#rin pienentami-
nen nopeutti pelkistymista ja pienensi saantoa. Liuosten siilytysolosuhteissa
reaktioseoksen sentrifugoinnin jilkeen on edelleen optimoitavaa, silla sentri-
fugoituihin néytteisiin alkaa muodostua hyvinkin nopeasti vaaleaa, hottois-
td sakkaa. Kyseinen sakka on ilmeisesti partikkelien hajoamistuotetta, silld

liuosten absorbanssit pienenivit sakan muodostumisen myo6ta.
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Vesiliukoisten CsyAgqy(p-MBA)j-partikkelien synteesi osoittautui huomat-
tavasti haastavammaksi. Ty6td hankaloitti melkoisesti partikkelien varsin
heikoksi osoittautunut stabiilisuus. Tyon aikana ilmeni, ettd partikkelit ovat
vesiliuoksissa stabiileja vain pH:n 11 yldpuolella. Nain ollen partikkelien liu-
ostilan kemia pitéisi suorittaa darimmaisen nopeasti. Tama estidnee kyseisten
partikkelien kiyton biologisissa sovelluksissa. Partikkelit pilaantuvat tdmén

liséaksi kuivuessaan.

Prekursoriliuoksen riittavan pitkd muodostumisaika ja prekursorien liukoi-
suus emadslisdyksen myota osoittautuivat niin ikddn hyvin térkeiksi seikoiksi.
Yo6n yli hautuneiden reaktioseosten saannot ovat olleet UV /Vis-spektrien pe-
rusteella parhaita, kun prekursoriliuosta on sekoitettu 3,5 tuntia. Esimerkik-
si erdssd B6 prekursoriliuoksen sekoitusaika oli vain 1,5 tuntia ja saanto 52
%. Samoilla aineméérilla tehtyd erdd B7 sekoitettiin 3,5 tuntia ja saanto oli
61 %. Prekursori saadaan liukenemaan kiyttamélld eméksend nimenomaan

cesiumhydroksidia.

My6s pidempi reaktioaika NaBH,:n lisdyksen jilkeen edistdd partikkelien
muodostumista. Erdn B9 kokeiden perusteella reaktion kannattaa edetd yon
yli. 38 %:n saanto nousi tilloin 45 %:iin. Sama havainto tehtiin myds esimer-

kiksi eriin B6 kohdalla, jolloin saanto nousi 50 %:sta 55 %:iin.

Partikkelien pitoisuus ei nouse endd kiytdnnossid ensimmaéisen yon jilkeen,
joten partikkelit kannattaa saostaa tdmén jdlkeen. Saostettuja partikkeleita
ei kannata sentrifugoida heti, vaan ennemmin usean tunnin kuluttua. Erédn
B9 kokeissa havaittiin, ettd heti sentrifugoitujen néytteiden supernatanttei-
hin jii vield melko paljon nanopartikkeleita, jotka saostuivat seuraavan yon

aikana. Sama havainto tehtiin myos esimerkiksi erdn B10 kohdalla.
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Loppuvaiheen happokisittelyn merkitys jai tdméan tyon perusteella pimen-
toon, silld hapon lisdys ldhinnéd heikensi partikkelien stabiilisuutta entises-
tadn. Partikkelit eivit myoskédédn liuenneet dimetyyliformamidiin suurienkaan
happolisdysten jilkeen. Synteesiohjeen artikkelin [2] mukaan partikkelien pi-
taisi liueta jo dimetyyliformamidin 1 %:een etikkahappoliuokseen. Saannot
jiivit myOs huomattavasti lihteessé esitettyja pienemmiksi. Téméa johtunee
kuitenkin pienistd aineméérista, koska saanto paranee suurempia aineméaaria

kiytettaessa.

Hopeananopartikkeleiden lisdksi valmistettiin resorsinareeni-bis-tiakruunujen
vilituotteet alakehéin viiden hiilen alkyyliketjulla [5] seké resorsinareeni-bis-
tiakruunu alakehéin kahden hiilen alkyyliketjulla |6]. Resorsinareeni-bis-tia-
kruunuja yritetddn tulevaisuudessa kompleksoida ligandisuojattujen hopea-
nanopartikkelien kanssa. Tosyloidun vilituotteen ja bis-tiakruunun saannot
(9 ja 6 %) olivat tuntemattomaksi jaineestd syysta todella huonot. Tetrame-
toksiresorsinareenin synteesi sujui sen sijaan hyvin ja saanto oli kohtalaiset

35 %.

Suoritetut synteesit osoittautuivat kaiken kaikkiaan hyvinkin herkiksi pro-
sesseiksi. TyoOsarkaa 16ytyy edelleen etenkin vesiliuokoisten partikkelien koh-

dalla.
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8 Valmistetut yhdisteet

OTs

Ag44(SCeH4F)30 [1] Ags4(p-MBA)3o [2]
7 8

Kuva 46: Valmistettujen yhdisteiden rakenteet.
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Silver Nanoparticles: Optical Properties

Silver nanoparticles absorb and scatter light with extraordinary efficiency. Their strong interaction with light occurs
because the conduction electrons on the metal surface undergo a collective oscillation when they are excited by light
at specific wavelengths. This oscillation is known as a surface plasmon resonance (SPR), and it causes the absorption
and scattering intensities of silver nanoparticles to be much higher than identically sized non-plasmonic
nanoparticles. Silver nanoparticle absorption and scattering properties can be tuned by controlling the particle size,

shape, and the local refractive index near the particle surface.
Table of contents:

¢ The Effect of Size on Optical Properties
e The Effect of Local Refractive Index on Optical Properties
o The Effect of Aggregation on Optical Properties

The Effect of Size on Optical Properties

The optical properties of spherical silver nanoparticles are highly dependent on the nanoparticle diameter.The
extinction spectra of 10 sizes of NanoXact Silver nanoparticles at identical mass concentrations (0.02 mg/mL) are
displayed in the figure below.Smaller nanospheres primarily absorb light and have peaks near 400 nm, while larger
spheres exhibit increased scattering and have peaks that broaden and shift towards longer wavelengths (known as

red-shifting).

Optical Density (cm'I )
na
o

g | 1 . — s
300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Extinction (the sum of scattering and absorption) spectra of
NanoXact silver nanoparticles with diameters ranging from
10 - 100 nm at mass concentrations of 0.02 mg/mL. BioPure
nanoparticles have optical densities that are 50-times larger.)

Back to top

The Effect of Local Refractive Index on Optical Properties

Silver nanoparticle optical properties also depend on the refractive index near the nanoparticle surface. As the
refractive index near the nanoparticle surface increases, the nanoparticle extinction spectrum shifts to longer
wavelengths (known as red-shifting). Practically, this means that the nanoparticle extinction peak location will shift to
shorter wavelengths (blue-shift) if the particles are transferred from water (n=1.33) to air (n=1.00), or shift to
longerwavelengths if the particles are transferred to oil (n=1.5). The figure below displays the extinction spectrum of a
50 nm silver nanosphere as the local refractive index is increased. Increasing the refractive index from 1.00 to 1.60

http://nanocomposix eu/pag es/silver-nanoparticles-optical-properties 13
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results in an extinction peak shift of over 90 nm, moving the peak from the ultraviolet to the visible region of the

spectrum.
2.5e-14
“ r — Air (n=1.00)
Ze-14+ — Water (n=1.33)
— Silica (n=1.5)

1.5e-14

le-14

5e-15

Extinction Cross Section (m

300 400 500 600
Wavelength (nm)

Extinction spectra of 50 nm silver nanospheres in air, water,
and silica. As the refractive index of the medium increases,
the nanoparticle spectrum shifts to longer wavelengths.

Similarly, the extinction peak can be tuned by coating aqueous nanoparticles with nonconducting shells including
silica (n=1.5), biomolecules (n=1.4-1.45), or aluminium oxide (n=1.58-1.68).

Back to top

The Effect of Aggregation on Optical Properties

The optical properties of silver nanoparticles change when particles aggregate and the conduction electrons near each
particle surface become delocalized and are shared amongst neighbouring particles. When this occurs, the surface
plasmon resonance shifts to lower energies, causing the absorption and scattering peaks to red-shift to longer
wavelengths. UV-Visible spectroscopy can be used as a simple and reliable method for monitoring the stability of
nanoparticle solutions. As the particles destabilize, the original extinction peak will decrease in intensity (due to the
depletion of stable nanoparticles), and often the peak will broaden or a secondary peak will form at longer wavelengths
(due to the formation of aggregates).In the figure below, the extinction spectrum of 50 nm NanoXact silver is
monitored as sodium carbonate is added to the solution (20 mM salt concentration).The rapid and irreversible change
in the extinction spectrum clearly demonstrates that the nanoparticles are agglomerating. UV/Visible spectroscopy
can be used as a characterization technique that provides information on whether the nanoparticle solution has

destabilized over time.

_L
(=]
T
|
o
El
=2

Extinction (a.u.)
=
T

1 1
300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Extinction spectrum of 50 nm NanoXact silver nanoparticles
undergoing aggregation.

Unaggregated silver nanoparticles will have a yellow color in solution. If the particles aggregate, the solution with
appear grey. Dried nanoparticles are aggregated and in nearly all cases cannot be redispersed as individual particles.

Back to top
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Silver Nanoparticle Properties

Introduction

Silver nanoparticles (colloidal silver) have unique optical, electronic, and antibacterial properties, and are widely used in areas
such as biosensing, photonics, electronics, and antimicrobial applications.

Most applications in biosensing and detection exploit the optical properties of silver nanoparticles, as conferred by the localized
surface plasmon resonance effect. That is, a specific wavelength (frequency) of incident light can induce collective oscillation of
the surface electrons of silver nanoparticles. The particular wavelength of the localized surface plasmon resonance is dependant
on the silver nanoparticle size, shape, and agglomeration state.

Figure 1 shows the plasmon resonance spectra of different sizes of Cytodiagnostics silver nanoparticles, as measured with UV-
visible spectroscopy. As the particle size increases from 10 to 100 nm, the absorbance peak (lambda max) increases from 400 nm
to 500 nm, and broadens in width. For particles of greater size, especially above 80 nm, a secondary peak at lower wavelength
becomes apparent, which is a result of quadrupole resonance, in addition to the primary dipole resonance.

http://mww.cytodiag nostics.com/store/pc/Silver-Nanoparticle-Properties-d11.htm 1/4
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30
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——20nm
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—40nm
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Optical Density {cm)
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Figure 1. Silver nanoparticle size dependant surface plasmon resonance. Note the red-shift of the absorption maximum as the
gold nanoparticle size increases.

The aggregation state of silver nanoparticles also has significant effect on their optical properties. This fact can be used to
monitor the stability of silver nanoparticles, both over time, and upon addition of salt-containing buffers, which at high enough
concentrations cause particle aggregation. As shown in the absorbance spectra in Figure 2, aggregation is indicated by a decrease
in the primary peak, and an increase in the red region.

1.Z -

0B 1

0.6

0.4

Optical Density (cm'1)

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Figure 2. Visual appearance and UV-VIS spectra of monodisperse (A) and sodium chloride (NaCl) induced agglomeration (B) of
10nm silver nanoparticles.

Comparison of Silver Nanoparticles vs. Gold Nanoparticles

Both silver nanoparticles and gold nanoparticles are commonly employed in optical detection for their surface plasmon resonance
effect. The plasmon excitation efficiency of silver nanoparticles is known to be even more pronounced than that of gold
nanoparticles, as shown in their stronger, sharper plasmon resonance peaks at the same particle concentration. Silver
nanoparticles thus can render better sensitivity for some applications, such as localized surface plasmon resonance or surface
enhanced Raman scattering detection.

Silver nanoparticles may also be advantageous over gold nanoparticles, when used in combination with fluorescence emission
detection. Most fluorophores emits at a wavelength above 500 nm. However, the plasmon resonance absorbance of gold
nanoparticles is primarily in the range of 500-600 nm, and hence can quench the detectable fluorescence to some extent, when the
fluorescent dyes are close to the particle surface. This issue of fluorescence quenching is minimized for silver nanoparticles, as
their plasmon resonance absorbance is mostly below 500 nm, with little overlapping with the emission wavelength of most
fluorescent dyes. Figure 3 shows images of fluorescent gold and silver nanoparticles, labeled with the same amount of Cyt0633
fluorescent dye. The fluorescent signal from silver is about 4 times stronger than that of gold.

A B

Figure 3. Gold (A) and silver nanoparticles (B) surface-modified with the same amount of Cyto633 fluorescent dye.

http://mww.cytodiag nostics.com/store/pc/Silver-Nanoparticle-Properties-d11.htm
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With their different wavelengths of plasmon resonance, silver and gold nanoparticles, or particles of different size or shapes, can
also be used together for multiplexed detection, taking advantage of the extended range of detection spectrum. Figure 4 shows
dark field microscope images of Cytodiagnostics silver nanoparticles, gold nanoparticles and gold nano-urchins.

60nm Silver Nanoparticles &0nm Gold Nanoparticles 100nm Geld ManoUrchins

50nm anti-Human IgG i
Au Conjugate . . N
50nm anti-Human IgG
Au Urchin Conjugate . . @® -
50nm anti-Human 2 o

Ag Conjugate

(Human IgG) 02ug 0.1ug 50ng 20ng 10ng Sng

Figure 4. Thisimage highlights the difference in appearance between silver nanoparticles, gold nanoparticles and gold
nanourchinsin darkfield microscopy {top) and in a immuno-dot blot assay (bottom).

Table |. Summary of optical and physical properties of Cytodiagnostics silver nanoparticles of various sizes.

Diameter Peek SPR Wt. Conec _. Sz . Pritigl Surface Srtanay Particle Melar Mass Molar
(nm} Warslength N/l {mg/ml} Risherainy Yaluma Area (nmz)Vqume Mass {g) {g/meol}  Concentration
{nm) (+/-nm} {nm3} Ratio

10 390-405 ~3.6E+12 2.0E-02 <18% 5.24E+02 3.14E+02 0600 5.49E-18 3.31E+HI6 5.98E-09
20 390-410 ~4.6E+11 2.0E-02 <15% 4.19E+03 126E+03 0300  4.39E-17 2.65E+07 7.64E-10
30 400-410 ~1.4E+11 2.0E-02 <15% 1.41E+04 283E+03 0200 1.48E-16 8.93E+07 232E-10
40 405-425 ~5.7E+10 2.0E-02 <156% 3.35E+D4 503E+03 0D.150 3.52E-16 2.12E+08 9.47E-11
50 410-430 ~29E+10 2.0E-02 <12% 6.54E+04 785E+03 0120 B687E-16 4.13E+08 428E-11
60 425-450 ~1.7E+10 2.0E-02 <12% 1.13E+05 113E+04 D100 1.19E-15 7.14E+08 2.82E-11
80 440-480 ~7.1E+09  2.0E-02 <12% 2.68E+D5 201E+04 0075  281E-15 1.69E+09 1.18E-11
100 480-520 ~3.6E+09 2.0E-02 <10% 5.24E+05 3.14E+04 D060 5.49E-15 3.31E+09 5.98E-12
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