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KURZZUSAMMENFASSUNG

Obwohl mit organischen Fluoreszenzfarbstoffen modifizierte Partikel haufig verwendete Ma-
terialien sind, existieren nur wenige Studien zur Wechselwirkung zwischen Farbstoff und Par-

tikel sowie dem Farbstoffrickhalt in Abhéngigkeit der Art der Farbstoffanbindung.

In dieser Arbeit wurden fluoreszierende Silica-Nanopartikel mit verschiedenen organischen
Fluoreszenzfarbstoffen hergestellt und Wechselwirkungen der Farbstoffe mit den Partikeln so-

wie der Farbstoffriickhalt untersucht.

Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden verschiedene Xanthen- und Perylen-Derivate verwendet und
diese Uber kovalente oder nicht-kovalente Wechselwirkungen im Partikel-Inneren oder auf der
Partikel-Oberflache angebunden. Die Position der Farbstoffe wurde mittels einer Losemittel-
Studie nachgewiesen. Die Stéarke der Partikel-Farbstoff-Wechselwirkung wurde neben Fluores-
zenz-Anisotropie-Messungen in verschiedenen Losemitteln auch durch Adsorptions-Experi-
mente an verschiedenen Partikel-GroRen sowie mit Auswasch-Experimenten (,,Leaching®)

Uberpraft.

Es konnte gezeigt werden, dass eine kovalente Bindung bei 50 nm Partikeln ohne weitere Funk-
tionalisierung im Falle der verwendeten Farbstoffe unerl&sslich fur eine stabile Farbstoff-Bin-
dung ist. Die physisorbierten Farbstoffe Rhodamin B und Uranin lassen sich in wenigen Wasch-
schritten fast vollstandig entfernen. Eine Verbesserung des Farbstoff-Rickhaltes von Farbstof-
fen ohne Ankergruppe wurde durch Veresterung von Rhodamin B und anschlielende Oberfla-
chenfunktionalisierung mit Alkylketten verschiedener L&nge erreicht. Der Effekt dieser lipo-
philen Funktionalisierung lasst sich ebenfalls mit einer hydrophilen Polyethylenglycol-Funkti-
onalisierung erreichen, wodurch die Partikel auch in biologischen Medien gut dispergiert wer-

den konnen.



ABSTRACT

Although particles modified with organic fluorescent dyes are frequently used materials, there
are only a few studies on the interaction between dye and particle and the retention of dye
depending on the type of dye attachment.

In this work, fluorescent silica nanoparticles with various organic fluorescent dyes were pro-

duced and interactions between dye-particle binding and dye retention were investigated.

Various fluorescent xanthene and perylene derivatives have been used as fluorescent dyes and
these have been functionalized via covalent or noncovalent interactions in the particle interior
or on the particle surface. The position of the dyes was detected by means of a solvent study.
In addition to fluorescence anisotropy measurements in various solvents, the particle-dye inter-

action strengths were also investigated by leaching and adsorption experiments.

It was shown that a covalent bond at 50 nm particles without further functionalization in the
case of the dyes used is essential for stable dye binding. The physisorbed dyes rhodamine B
and uranine can be almost completely removed in a few washing steps. An improvement in the
retention of dyes without anchor group was achieved by esterification of rhodamine B and sub-
sequent surface functionalization with alkyl chains of different lengths. The effect of this lipo-
philic functionalization can also be achieved with a hydrophilic polyethylene glycol function-

alization, whereby the particles are also well dispersible in biological media.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Fluoreszierende Nanopartikel

Aufgrund der hohen Sensitivitat der Fluoreszenz kann diese als effizientes Werkzeug in ver-
schiedensten Materialien verwendet werden.*! Fluoreszente Nanopartikel werden vor allem als
Marker und als Sensoren in medizinischen und biologischen Anwendungen wie dem Bioima-
ging und Biosensing eingesetzt.!>5! Wichtig fiir den Einsatz in biologischem Material ist die
chemische Stabilitét der Farbstoffe sowie deren sichere Bindung an die Partikel, um eine gleich-
bleibende Helligkeit der Fluoreszenz zu gewahrleisten und maégliche toxische Effekte der Farb-

stoffe auf die umgebende Biomatrix zu vermeiden.®7]

1.1.1 Anwendungen

Fluoreszierende Partikel werden vor allem als Marker und Sensoren verwendet,®-121 finden aber
auch Einsatz in LED-Anwendungen,**-*%1 oder Solarzellen.*8-28 Hierzu kénnen, je nach An-
wendungsfeld, Partikel verschiedener Grélle und Zusammensetzung verwendet werden. Um
eine Zell-Géngigkeit zu erreichen, werden zumeist Partikel im nanoskaligen Bereich eingesetzt.
Ein haufig verwendetes nanopartikulares Material sind Halbleiter-Quantenpunkte (engl. quan-
tum dots, QDs).[1°

Groflle Quantenpunkt

e O /‘

L\

r T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenlange [nm]

Abbildung 1: Rotverschiebung des Emissionsspektrums durch VergréBerung des Durchmessers von Quanten-
punkten, Zeichnung in Anlehnung an Quelle 2%
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Hierbei handelt es sich zumeist um Partikel aus mehreren Halbleitern der Gruppe 11-VI oder
111-V wie z. B. PbS, CdTe, InP, InGaP oder CdSe?!! aus 10° bis 10* Atomen. Die spektralen
Eigenschaften der Partikel wie die Absorption und Emission lassen sich tiber die Grofie der
Partikel steuern (,,Quantum-Size-Effekt”, vgl. Abbildung 1).

Andere Eigenschaften der Halbleiter-QDs unterscheiden sie grundlegend von denen der orga-
nischen Farbstoffe, da sie breitere Absorptionsquerschnitte, grofiere Stokes-Verschiebungen
und nur eine sehr geringe Tendenz zum Ausbleichen bei Bestrahlung zeigen. Bei vielen An-
wendungen sind dies gewiinschte Eigenschaften, jedoch zeigen Halbleiter-QDs gerade bei dem
Einsatz in biologischen Medien auch einige nachteilige Attribute wie eine hydrophobe Ober-
flache, schwierige Oberflachenmodifizierung und eine hohe Toxizitét der ben6tigten Vorstufen
wie Pb*2 und Cd?*. AuRerdem neigen Halbleiter-QDs wie alle Einzelemitter-Systeme in einem
gewissen Malie zu Blink-Phanomenen und zu Dunkelzustéanden, was die Effizienz der Emission

senkt und héhere Konzentrationen der Partikel notwendig macht.[

Eine Alternative zu Halbleiter-QDs sind fluoreszente Silica-Nanopartikel, bei denen es sich um
hybride organisch-anorganische Partikel handelt. Die Silica-Matrix nimmt bei diesen Partikeln
zumeist eine Funktion als Schutzhdlle ein, die zum einen eine relativ hohe chemische Stabilitét
aufweist, zum anderen aber auch die Photostabilitit und sogar die Leuchtkraft der enthaltenen
Farbstoffe erhdhen kann. Die verbesserte Photostabilitat und erhdhte Leuchtkraft wird mit dem
Schutz der im Partikelinneren eingeschlossenen Farbstoffe vor eindringenden Losemittelmole-
killen erklart.? Weiterhin geht die Verwendung von Silica als Matrix-Material mit anderen
Vorteilen wie Transparenz, einer polaren Oberflache und damit guter Dispergierbarkeit in wéss-

rigen Medien, einfache chemische Modifizierung und einer guten Biokompatibilitat ein-
her.[23:24]

Neben der Verwendung als Marker gewinnt der Einsatz fluoreszenter Partikel als Sensormate-
rialien zunehmend an Bedeutung. 1125261 Durch geschickte Wahl spezieller Farbstoffe kdnnen
zum Beispiel pH- oder Temperaturabhangigkeit der Farbstoffe genutzt werden, um bestimmte
Vorgéange in dem die Partikel umgebenden Medium zu visualisieren. Weiterhin kénnen mar-
kierte Partikel zur spezifischen Detektion von Metallionen verwendet werden. Ein bekanntes
Beispiel ist ein Rhodamin B Derivat, welches in seiner Spirolactam-Form farblos vorliegt und
erst im sauren Medium oder in Gegenwart bestimmter Metallionen wie zum Beispiel Cu?*,
Hg?*, Fe** oder Pb?* den Spirolactam-Ring 6ffnet und dann durch Ausbildung eines mesomeren

n-Elektronensystems eine starke Fluoreszenz zeigt (Abbildung 2).
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Abbildung 2: On/Off-Fluoreszenz-Sensor durch Offnung des Spirolactam-Ringes, Darstellung in Anlehnung an
Kim et al.?"]

Durch welches Kation die Ringoffnung erfolgt, kann durch Wahl des Substituenten R am Spi-

rolactam gesteuert werden.
1.1.2 Fluoreszenzfarbstoffe und deren Modifizierung

1.1.2.1 Allgemeines
Ein bedeutender Vorteil von organischen Fluoreszenzfarbstoffen im Vergleich zu Halbleiter-
QDs besteht in der enormen Vielfalt an prinzipiell zur Verfigung stehenden fluoreszierenden
Molekdilen. Haufig verwendete Chromophore sind zum Beispiel Xanthene, Cumarine und Pe-
rylene (Abbildung 3).

CO . oo
CEZ

Perylen Xanthen Cumarin

Abbildung 3: Grundgeriste von haufig verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen.

Die Charakterisierung von Fluorophoren erfolgt haufig mittels Bestimmung der Quantenaus-

beute (QY) oder der Fluoreszenzlebensdauer.

Als Fluoreszenz-Quantenausbeute wird das Verhaltnis zwischen der Zahl der emittierten und
der Zahl der absorbierten Photonen bezeichnet. Die Abgabe der aufgenommenen Energie des
Fluorophors kann durch Emission von Strahlung oder strahlungslos erfolgen, was als Verhéltnis
zwischen den Ratenkonstanten kr bei Abgabe von Strahlung und die Ratenkonstante kn fur die
strahlungslose Energieabgabe dargestellt werden kann (Gleichung 1).[281 Da Emissionsspektren
unabhingig von der verwendeten Anregungswellenlinge sind (,,Kasha’s Regel*),?! ist auch

die Quantenausbeute unabhangig von der Anregungswellenlénge.
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kr

Y= —"—
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1)

Molekdle, welche eine sehr starke Emission aufweisen, besitzen nach Gleichung (1) eine Quan-

tenausbeute im Bereich von 1, da knr = 0.

Eine weitere Charakterisierungsmoglichkeit von Fluorophoren neben der Quantenausbeute ist
die Fluoreszenz-Lebensdauer. Die Fluoreszenz-Lebensdauer t ist die durchschnittliche Zeit,
welche ein Molekil im angeregten Zustand vor seiner Rickkehr in den Grundzustand verbringt.
Die Relaxation in den Grundzustand kann ebenfalls durch strahlende- und nichtstrahlende Pro-
zesse verursacht werden (Gleichung (2)).[%8

1

Tk K,

)

Durch Modifizierung mit entsprechenden Gruppen am =-Elektronensystem konnen die spekt-
ralen Eigenschaften der Chromophore beeinflusst werden% oder aber die Immobilisierung des
Farbstoffes an einer Oberflache erreicht werden. Zum Immobilisieren des Farbstoffes werden
sogenannte Ankergruppen an einem Abstandshalter (engl. ,,spacer) verwendet (Abbildung 4),
die im Falle der Immobilisierung auf einer Silica-Oberflache meist aus Trialkoxysilan- oder
Trichlorsilan-Gruppen bestehen. !

>»—_@

Anker Spacer  Chromophor

Abbildung 4: Allgemeiner Aufbau eines Kupplungsreagenzes.

Weitere Feinabstimmung beziliglich der Beweglichkeit der Farbstoffmolekdile ist durch Wahl
des Abstandshalters moglich, der zum Beispiel aus unterschiedlich langen Alkyl- oder auch
Polyethylenglycol-Gruppen bestehen kann. Die Verbindung zwischen Chromophor und der
Ankergruppe héngt vom verwendeten Ausgangsmolekul ab. Sehr haufig wird 3-(Aminopro-
pyl)triethoxysilan (APTES) als Ankergruppe und Abstandshalter verwendet, da mit priméren
Aminen viele Verknupfungsreaktionen denkbar sind. Eine beliebte Mdglichkeit ist die Additi-
onsreaktion von APTES mit Isothiocyanaten unter Ausbildung eines Thioharnstoffes (Schema
1 a)),231 aber auch Verkniipfungen mit Carbonséuren zu Carbonsaureamident®* und mit cyc-
lischen Carbonsaureanhydriden zu Imiden sind maglich (Schema 1 b) und c)).>%! Auch Suc-

cinimidylester (NHS-Ester) mit Chromophor, welche hdufig fir Kupplungsreaktionen mit
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Proteinen genutzt werden,®"%1 kénnen mit APTES unter Abspaltung von N-Hydroxysuc-
cinimid (NHS) zu einem Amid reagieren (Schema 1 d)).l%!

a) i
SCN (EtO)3Si/\/\H’ N

H

e @
(EtO)sSio_~_N.
(Et0);Si” >""NH, * HOOCN_ G

- H,0 H
APTES

(0]
)
L S,
- 2

Y_ EtO)3S|\/\/NY_

& ;
Uo

Schema 1: Mdégliche Kupplungsreaktionen von APTES mit reaktiven Gruppen an Chromophoren. a) Addition mit

Isothiocyanat, b) Kondensationsreaktion mit Carbonsduren, ¢) Kondensationsreaktion mit cyclischen Carbonsdu-
reanhydriden, d) Reaktion mit Succinimidylestern.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Hydrosilylierung der terminalen Doppelbindung des
Chromophormolekils mit einem Silan, die in der Regel mit Hilfe eines Platin-Katalysators
durchgefuhrt wird. Klassisch wird seit 1957 der Speier-Katalysator verwendet, welcher aus He-
xachloridoplatinsaure Hz[PtCls] in iso-Propanol besteht.*®) Modernere Katalysatoren mit er-
hohter Aktivitat und Selektivitdt sowie einer besseren Loslichkeit in organischen Medien sind
der 1973 entwickelte Karstedt-Katalysator (Pt(0)-Komplex mit Vinyl-Siloxan-Liganden)!]
oder der Ossko-Katalysator (Platin-Carbonyl-Cyclovinylmethylsiloxan-Komplex) von
1974.1%21 Bei der Hydrosilylierungsreaktion wird das Silan in anti-Markovnikov-Position an die

Doppelbindung addiert (Schema 2), wodurch die Triethoxysilan-Funktion eingefihrt wird.

Pt H
(EtO);Si—H  + /\/h — (EtO)asiM

Schema 2: Hydrosilylierungsreaktion zwischen einem Silan mit Trialkoxyankergruppe und einem Chromophor
mit terminaler Doppelbindung.

Verwendet zur Modifizierung organischer Fluoreszenzfarbstoffe wurde die Hydrosilylierung
mit dem Karstedt-Katalysator zum Beispiel 2009 von Langhals et al., die durch diesen Reakti-
onstyp verschiedene Perylendiimide mit Trimethoxysilan-Ankergruppen ausstatteten.[344]
Weiterhin wurden durch Hydrosilylierung in Naphthalimid-Farbstoffel*! sowie in Fluorescein-
,Rhodamin B- und Cumarin-Farbstoffe Trialkoxysilangruppen bereits erfolgreich einge-

fuhrt.14647]
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1.1.2.2 Xanthene

In dieser Arbeit wurden verschiedene Xanthen- und Perylen-Farbstoffe verwendet, weshalb im
Weiteren vor allem auf diese eingegangen wird. Bekannte Vertreter der Xanthene sind Flu-
orescein-, Rhodamin- und Eosin-Farbstoffe, die in zahlreichen Varianten kommerziell erhalt-
lich sind (Abbildung 5).

N Ph o o ¥ ¥

HO o 0 ~_N o] NP _ HN o _NH o o} o)
L ® o T X X ae XX XD

cl cl

& Z & Br Z Br

COOH COOH COOEt coo®

g 9 g Q%
Fluorescein Rhodamin B Rhodamin 6G EosinY

Abbildung 5: Beispiele fir bekannte Vertreter der Xanthen-Stoffklasse.

Charakteristisch fir Fluorescein- und Rhodamin-Farbstoffe ist, dass sie zumeist gut 16slich in
polaren Losemitteln sind, aber auch eine gewisse Empfindlichkeit gegentiber der chemischen
Umgebung besitzen. Dies kann entweder im positiven Sinne zum Beispiel durch die pH-Sensi-
tivitat der Molekiile fur Sensor-Anwendungen genutzt werden kann,1%4€1 aber auch im nega-
tiven Sinne zu einer ungewunschten erhdhten Sensibilitat gegenuber Photobleichung und Oxi-

dation fiihren.[9-51

Durch die freie Carbonsauregruppe einiger Xanthen-Farbstoffe besteht eine pH-Abhéngigkeit
der spektroskopischen Eigenschaften.®?%4 Im Falle von Fluorescein lassen sich auch die am
Xanthen-Kerngerust befindlichen Hydroxylgruppen deprotonieren und kdénnen mit freien
Elektronenpaaren das n-Elektronensystem beeinflussen. Im Sauren, unter pH = 1,5 liegt eine
kationische Spezies vor. Zwischen pH 1,5 und pH 3 ist Fluorescein je nach Protizitat des Lose-
mittels entweder ein gelbes Zwitterion, farbloses Lacton oder ein rotes p-Chinoid (Abbildung
6).521 Die Lacton Form wird bei aprotischen Lésemitteln bevorzugt und weist keine Emission
auf, wéhrend in wassrigen Losungen vermutlich hauptsachlich das p-Chinoid vorliegt. Bei wei-
terer Erhohung des pH-Wertes wird eine schwach emittierende Anion-Spezies mit einer Quan-
tenausbeute von 0,37 erzeugt, welche entweder als Carboxylat oder Phenolat vorliegt, wobei
das Carboxylat aufgrund der héheren Aciditat bevorzugt wird. Ab pH = 8 liegt Fluorescein als
Dianion vor, welches eine intensive Emission erzeugen kann und eine Quantenausbeute von
0,93 besitzt.
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Abbildung 6: Verschiedene Formen von Fluorescein in Abhéngigkeit des pH-Wertes, pKs-Werte (ibernommen
von Sjoback et al.5

Rhodamin B verhélt sich aufgrund der strukturellen Gemeinsamkeiten ahnlich wie Fluorescein.
Jedoch unterscheiden sich die Farbstoffe in der Substitution des Xanthen-Grundgeristes. Rho-
damin B trégt anstatt der Hydroxylgruppen zwei Diethylamin-Gruppen. Bei sauren pH-Werten
ist Rhodamin B kationisch und trégt die positive Ladung entweder als Carbokation oder Am-
moniumion. Wird das Kation deprotoniert, so kann es wie Fluorescein als Zwitterion oder, in

aprotischen Losemitteln, als Lacton vorliegen (Schema 3).15%
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Schema 3: Formen von Rhodamin B in Abhéngigkeit des pH-Wertes. pKs-Wert in Wasser Glbernommen von
Mchedlov-Petrossyan et al.[>6]

1.1.2.3 Perylene

Eine weitere sehr interessante Farbstoffklasse stellt die der Perylene dar. Verschiedene, kom-
merziell erhéltliche Perylen-Derivate sind in Schema 4 gezeigt. Perylen-Farbstoffe besitzen
eine hohe thermische, chemische und photochemische Stabilitat®” 5% und zugleich im gelésten
Zustand meist hohe Quantenausbeuten. Komplett unfunktionalisiertes Perylen A weist be-
reits gute Quantenausbeuten von 0,75 in Cyclohexan oder Toluol auf.l’ Geloste Perylen-
diimide wie zum Beispiel N,N-Bis(1-hexylheptyl)-3,4:9,10-perylenbis(dicarboximid) C oder

Lumogen Red 305 D konnen sogar Quantenausbeuten von bis zu 1 erreichen.[3561.621
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Schema 4: Verschiedene kommerziell erhéltliche Perylene.
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Ihr aromatisches n-Elektronen-System fiihrt zu einer hohen Elektronenmobilitat!®! und verleint
ihnen flussigkristalline Halbleiter-Eigenschaften. Dies macht sie zu attraktiven Ausgangs-
stoffen, die unter anderem als Pigmente,®®! fiir Photovoltaik und Solar-Anwendungen,®5-7% fijr
optoelektronische Anwendungen wie OLEDs,"* 7% als Laser-Farbstoffel’l aber auch als po-

tenzielle Fluoreszenzlabel verwendet werden konnen.[’>771

Perylendiimid (PDI)-Farbstoffe basieren zumeist auf 3,4,9,10-Perylentetracarbonsdauredian-
hydrid (PTCDA), von dem ausgehend die Carbonsaureanhydrid-Funktionen wie in Schema 1
gezeigt mit primaren Aminen zu Perylen-3,4:9,10-tetracarboxyldiimiden (PDIs) mit verschie-
denen Endgruppen umgesetzt werden konnen. Weiterhin sind Funktionalisierungen am Pery-
len-Kerngerlst moglich, da durch geschickte Substitution (Schema 5) der peri- und der bay-
Positionen sowohl die Loslichkeit des Farbstoffes als auch die optischen Eigenschaften beein-

flusst und gewiinschte reaktive Gruppen eingefiihrt werden kénnen.[8l

R CPT—r
peri-Position

0+_N__O
, 3 4 5ort‘ho-Position
o oo, oo
- . bay-Position
R R, 127
g T A
10 9
07~ 0" o 07 "N"70

R4

O 0. _0

1
L

PTCDA Perylendiimid

Schema 5: Mdgliche Substitutionspositionen von Perylenfarbstoffen ausgehend von PTCDA.

Die Quantenausbeute von Perylenen kann, je nach Substitutionsmuster, sehr hoch sein. Bei dem
Vergleich von Quantenausbeuten ist zu beachten, dass die Messungen im gleichen Ldsemittel
bei gleicher Temperatur stattgefunden haben sollte, da diese Parameter Einfluss auf das Aus-
maR der strahlungslosen Energieabgabe von angeregten Molekiilen haben.[’® Die Substitution
von Perylenenimiden an der Imid-Position hat wenig Einfluss auf das n-Elektronensystem, des-
wegen kann vor allem durch Substitution am Kern, wie an den bay-Positionen, die QY beein-
flusst werden. Es zeigt sich hierbei, dass elektronenziehende Substituenten wie Halogene (Ab-
bildung 7, Verbindung D), aber auch Amine (Verbindung C) direkt am aromatischen Gerst
des Molekiils die QY deutlich verringern (Abbildung 7).[8%81
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Abbildung 7: Vergleich der QY von Perylendiimiden mit unterschiedlichem Substituenten in bay-Position. Mes-
sungen der drei Molekiile A bis C in Chloroform,% Molekiil D in Toluol.BY Die QY in Chloroform mit denen in
Toluol sind aufgrund ahnlicher Dielektrizitatskonstanten der Losemittel vergleichbar.[]

Zur Erhohung der Loslichkeit werden sterisch anspruchsvolle Gruppen wie zum Beispiel sec-
Alkyl-Reste oder tert-Butyl-Gruppen verwendet (zum Beispiel Verbindung B in Abbildung
7).1821 Die spektralen Eigenschaften von Perylendiimiden werden hauptséachlich durch die Wahl
der Substituenten der bay-Positionen gesteuert. Die Substitution in peri-Position durch Bildung
eines Imides hat nahezu keinen Einfluss auf die spektralen Eigenschaften, da die elektronische
Struktur des Perylen-Kerngerustes durch Variation von R1 (Schema 5) kaum beeinflusst wer-
den kann.[®%81 Werden elektronenschiebende Gruppen wie zum Beispiel Phenoxy-, Alkoxy-,
Alkylthio- oder Alkylamino-Reste verwendet, so verschieben sich Absorptions- und Emissi-
onsspektrum bathochrom, %84 ymgekehrt sorgen elektronenziehende Gruppen wie Halogen-

Substituenten fiir eine hypsochrome Verschiebung der Spektren.[85°]

Durch die Wahl des Losemittels konnen die spektroskopischen Eigenschaften der Perylen-
diimide ebenfalls beeinflusst werden. Polare Losemittel flihren zu einer Rotverschiebung des
Spektrums.[®”] Die Dielektrizitatskonstante des Losemittels zeigt einen Zusammenhang mit der
Quantenausbeute von Perylendiimiden, da sie ein Hinweis auf die Starke der Wechselwirkun-
gen zwischen Farbstoff und Losemittel gibt.[’® Starke Wechselwirkungen fiihren zu strahlungs-

losem Energietransfer und somit zu einer Abnahme der Quantenausbeute.

Die Substitution mit sterisch anspruchsvollen Substituenten der bay-Positionen fiihren zu einer
Verdrehung des eigentlich planaren Perylen-Kerngerustes, wodurch es zu einer Verbreiterung
der vibronischen Feinstruktur des Spektrums kommt.[®388%1 Werden hingegen kleine Substi-

tuenten wie zum Beispiel Fluoro-Substituenten gewéhlt, so beeinflusst dies die Planaritat des
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Perylen-Korpers weniger stark und die detaillierte vibronische Feinstruktur der Spektren bleibt

gut erhalten.[8586]

Zur Silica-Partikel-Markierung geeignete Perylen-Farbstoffderivate sind zumeist nicht kom-
merziell erhéltlich und massen in mehr oder weniger aufwandigen Synthesen hergestellt wer-
den. Problematisch sind h&ufig die relative Reaktionstragheit von Perylenen, was zum Teil
drastische Reaktionsbedingungen notwendig macht, als auch die schlechte Loslichkeit der
Edukt-Molekiile wie PTCDA.I"® Die Reaktionstragheit kann jedoch auch als Vorteil gesehen
werden, da die dann hergestellten Farbstoffe chemisch relativ inert sind und dann hohe Stabili-

taten aufweisen. 8!,

Perylene neigen aufgrund ihrer planaren Struktur zu z-  -Stacking,®®®! was zur Bildung von
Kristallen mit hohen Gitterenergien fiihren kann,% aber auch zur Excimer-Bildung®-*4 und
durch die starken intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Perylen-Derivaten zu ei-
ner Verringerung der Léslichkeit filhren kann.5%1 Viele Perylen-Derivate sind in polaren L6-
semitteln wie Wasser,[®! aber auch in niedermolekularen Alkoholen unléslich oder nur schlecht
I6slich,®®! was sie ohne passende Modifizierung ungeeignet zum Einsatz im Stober-Prozess

macht.

1.1.3 Herstellung von fluoreszierenden Silica-Nanopartikeln

Silica-Nanopartikel lassen sich mittels verschiedener Methoden herstellen, die alle je nach An-
wendung Vor- und Nachteile aufweisen. Wichtige Aspekte bei der Synthese von Nanopartikeln
sind die Monodispersitat, die Kontrollierbarkeit der PartikelgroRe, die Moglichkeit zur Funkti-
onalisierung und die Praktikabilitat der Synthese. Bei letzterem Punkt spielen vor allem Ver-
fligbarkeit der Edukte, Zeitaufwand und Reproduzierbarkeit eine wichtige Rolle. Durch die
PartikelgréRe werden wichtige Eigenschaften gesteuert, da sich mit ihr die spezifische Oberfla-
che, Dichte und spektroskopischen Eigenschaften verandern.l*”-%! Grundlegende Techniken zur
Herstellung von Silica-Partikeln sind die Sol-Gel-Synthese, 29101 Flammenpyrolysel*® und

die Ol in Wasser-Mikroemulsion (O/W-Mikroemulsion).[103-10°]

1.1.3.1 Sol-Gel-Prozess

Die Sol-Gel-Synthese von Partikeln basiert auf der kontrollierten Hydrolyse und Kondensation
von Metallsalzen oder Metallalkoxiden.?* Zur Herstellung von Silica-Partikeln konnen Tetra-
alkoxysilane wie Tetraethoxysilan (TEOS) verwendet werden, aber auch die Herstellung von
Titanoxid-, Aluminiumoxid- und Zirkonoxid-Partikeln ist mittels Sol-Gel-Synthese mdg-

lich.[1%-198] Dyrch Einsatz einer Saure als Katalysator ist die Hydrolyse bei Tetraalkoxysilanen
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schneller als die Kondensation, weswegen dann eher kettenartige Strukturen und in Folge Gele
erhalten werden, bei basischer Katalyse dominiert die Kondensation und hoher verzweigte

Strukturen werden erhalten, welche letztendlich zu Partikeln anwachsen kénnen. [0

Eine wichtige Methode zur Herstellung von Silica-Nanopartikeln ist der Stober-Prozess. Bei
diesem wird ein Tetraalkoxysilan, typischerweise Tetraethoxysilan, in ammoniakalischer Al-
kohol-L6sung hydrolysiert und kondensiert (Schema 6), wodurch spharische Partikel mit enger

GroRenverteilung erhalten werden kénnen. [0

oH®
Eto/_\Ho OEt
| 2 |
1) Hydrolyse BtO-SiOEt — —-— FEtO-Si-OH + EtOH
EtO OEt
oH oH oH oH
2) Kondensation HO-Si-OH + HO-Si-OH ——> HO-8i-0-Si-OH + Hz0
OH OH OH OH

Schema 6: Reaktionen im Sol-Gel-Prozess.

Durch diesen basisch katalysierten Prozess bilden sich partikuldre Strukturen aus, welche durch
Oberflachenladungen stabilisiert werden. Das Vorhandensein von oberflachlichen Ladungen
fiihrt zu elektrostatischer AbstoBung der Partikel, was ein Agglomerieren und Absetzen der
Partikel verhindert. Die Stabilitat der Dispersion hangt demnach von dem pH-Wert ab und kann
durch Messung des Zeta-Potentials der Partikel charakterisiert werden.

Als Alkohole werden in der Regel niedermolekulare Alkohole wie Methanol oder Ethanol ver-
wendet, aber auch n-Propanol oder n-Butanol kdnnen eingesetzt werden. Nachteilig an der Ver-
wendung hohermolekularer Alkohole ist, dass die GroRenverteilung der erhaltenen Partikel
breiter wird.[*% Zu beriicksichtigen ist auch, dass die Wahl des Losemittels einen Einfluss auf
die Reaktionsgeschwindigkeit hat. In Methanol erfolgt die Partikelbildung am schnellsten, wes-
wegen unter sonst identischen Reaktionsbedingungen in Methanol die kleinsten, in n-Butanol

die gréRten Partikel erhalten werden.1

Farbstoffe oder auch andere organische Gruppen kénnen durch den Einsatz von Trialkoxysila-
nen in das sich bildende Silica-Netzwerk eingeflihrt werden. Sie reagieren genau wie die Tet-
raalkoxysilane in Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen (Schema 7), zu beachten ist jedoch

die im Vergleich zu Tetraalkoxysilanen veranderte Reaktivitat.
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OH OH OH OH
HO-Si-0-Si-OH HO-$i-0-8i-OH
OH O+ o s.fh —— O O oni/__ + H0
HO-Si-OH HO-Si-0-Si
OH OH OH

Schema 7: Kovalenter Einbau von Farbstoffen in das Silica-Netzwerk.

Die Reaktivitat von Sol-Gel-Vorstufen hangt von den Substituenten am Silicium-Atom und der
verwendeten Base ab. Die organischen Substituenten von Trialkoxysilanen kénnen durch elekt-
ronenschiebende oder elektronenziehende Effekte den nucleophilen Angriff der Base fordern
oder hemmen. Befindet sich zum Beispiel eine langere Alkylkette am Silicium-Zentrum, so
wird der nucleophile Angriff der Base gehemmt, da die negative Partialladung durch den +I-
Effekt der Alkylkette erhoht wird. Trialkoxysilane reagieren durch zumeist +I-Effekte, aber
auch wegen der sterischen Hinderung durch groRe Substituenten, in der Regel langsamer als
Tetraalkoxysilane. Um die langere Hydrolyse-Zeit der Trialkoxysilane zu bericksichtigen,
kann zum Beispiel eine Vorhydrolyse erfolgen.[!*! Eine weitere Mdglichkeit ist der Einsatz
von Fluorophoren mit reaktiveren Ankergruppen. Es kdnnen zum Beispiel Trichlorsilane oder

Trimethoxysilane verwendet werden.[?

Auch der Einbau von Farbstoffen durch nicht-kovalente Wechselwirkungen wie elektrostati-
sche oder ionische Krafte mittels Stober-Prozess ist literaturbekannt. Rhodamin 6G kann in
etwa 500 nm groRe Silica-Partikel mit einer modifizierten Stober-Synthese eingeschlossen wer-
den.™*? Hierbei werden mehrere Silica-Schichten auf den fluoreszierenden Partikel-Kern durch
stufenweise Zugabe von TEOS aufgewachsen, die den Farbstoff im Inneren des Partikels ein-
schlieRen. Nachteil dieser Methode ist, dass keine kleinen Nanopartikel auf diese Weise herge-
stellt werden konnen, da der Rickhalt des Farbstoffes durch Verkleinerung des Partikeldurch-
messers beziehungsweise der Silica-Schichten sinken dirfte. Eine weitere Mdéglichkeit ist es,
die Wechselwirkung zwischen Farbstoff und Silica-Matrix zu verstarken. Da Farbstoffe zu-
meist ausgedehnte planare n-Elektronensysteme besitzen, kann der Riickhalt durch die Verwen-
dung von aromatischen Trialkoxysilanen im Partikel-Kern gesteigert werden. Tapec et al. ver-
wendeten Phenyltriethoxysilan (PTES) zusétzlich zu TEOS, um Rhodamin 6G im Partikel zu
verankern.[*®31 Durch Erhéhung des Anteils an PTES kann der Farbstoffgehalt in den Partikeln
gesteigert werden. Mit der Methode kénnen zwar Partikel mit Durchmessern von 100 nm her-
gestellt werden, jedoch leidet in dieser Studie die Monodispersitat der Partikel durch den Ein-
satz zweier verschiedener Vorstufen und die Hydrophobizitat der Partikel nimmt mit steigen-
dem Anteil an PTES ebenfalls zu.
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Der Stober-Prozess ist ein sehr komplexes System, bei dem zahlreiche Parameter die Grolie
und Monodispersitat der Partikel beeinflussen. Wichtige Parameter sind die Konzentrationen
von TEOS, Wasser und der Base,[**4! aber auch die Art der Base, die Wahl des Lésemittels, die
Temperatur und sogar die Rihrgeschwindigkeit der Stéber-Losung spielen eine Rolle.[*14-116]
Zu beachten ist, dass der Zusammenhang zwischen Basenkonzentration und PartikelgroRe nicht
linear ist. So steigt die PartikelgroRe mit Erhdhung der Basenkonzentration zwar zunéchst an,
sinkt jedoch ab einem bestimmten Punkt wieder ab. Sollen also Partikel mit neuen Prakursoren
hergestellt werden, so ist zunachst viel Optimierungsarbeit notwendig, bis gewinschte Parti-

kelgrofie und eine gute Monodispersitét erreicht werden.

Ein kovalenter Farbstoff-Einbau in Silica-Nanopartikel wurde erstmals 1992 von van Blaaderen
et al. durchgefihrt. Als Farbstoff wurde Fluorescein-isothiocyanat (FITC) verwendet, welches
durch Kupplung mit APTES (siehe Kapitel 1.1.2) mit einer Triethoxysilan-Ankergruppe funk-
tionalisiert wurde.?! VVan Blaaderen et al. verwendeten hierbei FITC-Konzentrationen von 0,45
mM bis 61 mM, die PartikelgroRen bewegten sich im Bereich 140 bis 500 nm. Seitdem wurde
eine grofle Vielfalt an organischen Fluoreszenz-Farbstoffen kovalent in Partikel eingebracht.
Neben FITC wurden auch Rhodamin B-isothiocyanat (RBITC)237] und andere Xanthen-De-
rivate verwendet.1'81%°1 AuRerdem méglich sind zum Beispiel Dansyl oder Cumarin-Deri-
vate.['?1 Aus den fluoreszenten Kernpartikeln wurden bereits eine Vielzahl an Kern-Schale-
Systemen hergestellt wie Partikel mit Silica-Schale oder hydrophiler oder hydrophober organi-

scher Hiille.[21.121-123]

Kovalenter Einbau von Perylendiimiden in Silica-Partikel ist bisher vergleichsweise wenig un-
tersucht. Aufgrund der Hurde der schlechten Loslichkeit der Perylene in polaren Losemitteln,
finden sich in der Literatur anstelle des Stéber-Prozesses eher alternative Synthese-Methoden,
wie dem nachtréglichen Aufkondensieren von in Chloroform geléstem Perylendiimid-Derivat
auf die bereits hergestellten Silica-Kernpartikel.[*>] Zum Einbau von PDI in Silica-Partikel ver-
wendet Wang et al. eine Kombination aus einer Ausfallungs-Methode und Sol-Gel-Chemie.[®
Hierbei wurde ausgenutzt, dass das durch Aufspalten der Anhydrid-Gruppen von PTCDA mit
Kaliumhydroxid intermedidr ein in Wasser sehr gut 16sliches Kaliumsalz entsteht, welches sich
anschlief’end durch Zugabe von APTES und TEOS in Kern-Schale-Strukturen kovalent ein-
bauen l4sst.’812] Schneider et al. verwendeten im Jahr 2000 verschiedene kovalent und nicht-
kovalent einbindbare Perylendiimide mit TEOS in einem Sdure-katalysierten Sol-Gel-Prozess,
wobei sie, in Abhangigkeit des verwendeten Perylen-Derivates, bis zu 6 Gew.-% Perylendiimid

in das resultierende elastisch bis sprode Material einbauen konnten.®l Im Stéber-Prozess
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wurde PDI 2010 von Blechinger et al. verwendet. PDI wurde zuerst in Chloroform vorgelost
und dann der Stéber-Losung zugegeben. Die verwendete PDI-Konzentration lag bei circa 0,6
mM. Die etwa 18 nm grofRen Partikel zeigten eine ungleichmaRige, leicht langliche Form auf
und waren zum Teil miteinander verwachsen.?®l Deepa et al. wendeten 2017 ein dhnliches
Verfahren an. Sie losten PDI in Aceton vor und gaben es der Stéber-Losung zu, die Konzent-

ration betrug hier 0,4 mM. Die GréRe der erhaltenen Partikel lag im Bereich 100 bis 300 nm. [

Es existieren zahlreiche Abwandlungen der Stéber-Synthese, durch die die gewlinschten Parti-
kelgréRen und Morphologien erhalten werden kénnen. Ein erheblicher Nachteil der klassischen
Stober-Synthese ist, dass bei geringen Ammoniak-Konzentrationen (< 0.95 M), die zur Syn-
these kleiner Partikel unter 200 nm bendtigt werden, die Polydispersitat der Partikel zunimmt.
Dies liegt daran, dass die Hydrolyse von TEOS immer langsamer wird, je geringer die Basen-
konzentration ist. Das hat zur Folge, dass die Hydrolyse auch bei den anschlieBenden Konden-
sationsreaktionen noch nicht abgeschlossen ist und die sich bildenden Silanol-Oligomere unre-
gelméRig groB wachsen, was dann schlussendlich in polydisperseren Partikeln resultiert
(Schema 8). Sollen also sehr kleine, monodisperse Partikel erhalten werden, so ist die klassi-
sche Stober-Synthese eher ungeeignet. Eine Mdglichkeit, trotzdem sehr kleine und monodis-
perse Partikel zu erhalten wurde von Han et al. durch eine leichte Modifizierung des Stdber-

Prozesses erreicht.[127]

1) hohe Ammoniak-Konzentration
/ schnelle Hydrolyse

H
e W
NHI095M o8 O [ o s B '
o

EtOH o o-g O

/////

S Si
o ®9

Silanol-Oligomere

TEOS

monodisperse Partikel

> 200 nm
2) niedrige Ammoniak-Konzentration
/ langsame Hydrolyse
[NH3] < 0,95 M s {
TEOS : e ¢ ‘
EtOH 5 S ®
Silanol-Oligomere Oligomere & polydisperse Partikel
kleine Partikel <200 nm

Schema 8: Partikel-Wachstum im Stdber-Prozess bei verschiedenen Ammoniak-Konzentrationen, Darstellung in
Anlehnung an Han et al.[*?7]
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Um ein unregelméaRiges Wachstum der Silica-Oligomere zu verhindern, muss die Reaktionsge-
schwindigkeit der Hydrolyse beschleunigt werden. Dies kann durch Zugabe einer kleinen
Menge einer weiteren Base wie Lithiumhydroxid geschehen (verwendetes molares Verhaltnis
NHs / LiOH = 0.0016).1?7]

1.1.3.2 Mikroemulsionen

Basierend auf hydrolytischen Sol-Gel-Reaktionen wie dem Stober-Prozess wurden Mikroemul-
sionstechniken entwickelt, mit denen ebenfalls Silica-Partikel synthetisiert werden kénnen. Bei
einer Mikroemulsion handelt es sich um ein isotropes, thermodynamisch stabiles System aus in
einer wassrigen Phase dispergierten Fett-Tropfchen mit Durchmessern von bis zu 100 nm, wo-
bei die Emulsion durch Zugabe ionischer und nicht-ionischer Tenside stabilisiert wird. Als
nicht-ionische Tenside konnen beispielsweise Polyalkylenglycolether, Alkylglucoside oder
Oktylphenolethoxylate, wie Triton X-100 verwendet werden.[*2812%1 Typische anionische Ten-
side sind zum Beispiel Carboxylate oder Sulfonate mit Alkylgruppen als unpolaren Teil, wie z.
B. das Natriumsalz Dioctylsulfosuccinat (AOT).l2941051 Weiterhin konnen auch kationische
Tenside genutzt werden. Diese bestehen ebenfalls hdufig aus einem unpolaren Alkyl-Teil und
einer Ammoniumgruppe als polarem Teil, wie zum Beispiel Benzethoniumchlorid.l*3% Als Si-
lica-Vorstufe kann Tetraethoxysilan (TEOS) verwendet werden, aber auch andere Tetraalkoxy-
silane wie Tetramethoxysilan (TMOS) sind méglich, die sich vor allem beztglich ihrer Reak-
tivitat unterscheiden. Zur Katalyse der Netzwerkbildung ist zudem eine Base, wie zum Beispiel
Ammoniak notwendig. Da TEQOS sich bevorzugt in der organischen Phase 16st, findet die Hyd-
rolyse an der Phasengrenze der Mizellen statt. Ol in Wasser-Mikroemulsionen (O/W-Emulsio-
nen) eignen sich zum Einschluss hydrophober Farbstoffe ohne Ankergruppen, da diese wéhrend
der Sol-Gel-Reaktion in der ebenfalls hydrophoben Mizelle mit TEOS verweilen und dadurch

im Partikel-Netzwerk eingebaut werden.[*31.132
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Abbildung 8: Schematische Darstellung einer Mizelle in einer O/W-Emulsion zur Herstellung fluoreszierender
Partikel.

Durch diese Methode kdnnen sowohl anorganische als auch organische Farbstoffe in die Parti-
kel eingeschlossen werden. Als anorganische Farbstoffe werden zum Beispiel Rull(bipy)s, 2%
1351 oder ein Tb(I11)-Komplex[**! verwendet. Als organische Farbstoffe finden unter anderem

Fluorescein,37138 Rhodamin B2 oder Cyanine*3*140 Anwendung.

Der Vorteil von emulsionsbasierter Partikelbildung besteht darin, dass durch die Tenside be-
sonders stabile Partikeldispersionen erhalten werden kénnen. Die Partikelbildung in der rdum-
lich begrenzten Mizelle erleichtert zudem den Einschluss von Molekulen im Partikel, was in
der Medizin fir Wirkstoffe, aber auch zum Einschluss von Farbstoffen genutzt werden kann.
Sollen die Partikel jedoch isoliert werden, ist die Abtrennung der Tenside relativ aufwéndig.
Weitere Nachteile der Partikelherstellung mittels Mikroemulsionen sind die nur kleinen Parti-

kel-Mengen, die mit dieser Methode herstellbar sind.

1.1.3.3 Hartlen-Methode

Eine weitere Mdglichkeit, monodisperse Partikel unter 200 nm herzustellen, ist die Hartlen-
Methode.**!1 Bei dieser Methode wird ein zweiphasiges System aus einer wassrigen und einer
organischen Phase (z. B. Cyclohexan) genutzt, wobei die Partikelbildung an der Phasengrenze
geschieht (Abbildung 9). Als Katalysator werden in der Hartlen-Methode milde Basen wie
Aminosauren eingesetzt. Haufig verwendet werden zum Beispiel D- oder L-Lysin™4? oder L-
Arginin.!* Organische Farbstoffe lassen sich mit dieser Methode ebenfalls inkorporieren, da
sie einfach zum Reaktionssystem zugegeben werden und sich je nach Polaritét eher in der wéss-
rigen oder in der organischen Phase l6sen. Die Hartlen-Methode bietet auch noch weitere Vor-
teile, wie zum Beispiel, dass es besonders einfach ist, monodisperse Kern-Schale-Partikel her-
zustellen, da durch die sehr kleine Kontaktflache an der Phasengrenze nur ein sehr langsames,
gleichmaRiges Wachstum der Schale erfolgen kann.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Hartlen-Reaktionssystems zur Herstellung fluoreszierender Parti-
kel.

Mit der Hartlen-Methode hergestellte Partikel kénnen auch als Saat-Partikel in einem anschlie-
Renden Stober-Prozess verwendet werden. Nachteilig ist jedoch éhnlich wie bei Mikroemulsi-
onen die Aufarbeitung der Partikel. Diese erfolgt in der Regel Giber mehrstufige Dialyseschritte,
da die Partikel sich kaum aus wassrigen Medien ausféllen beziehungsweise zentrifugieren las-
sen. Durch Dialyse lassen sich Edukte abtrennen, jedoch handelt es sich hierbei um eine lang-
wierige Aufarbeitung, die in der Regel auch nur fir kleinere Rohproduktmengen praktikabel
ist. Die anschlieRend im wassrigen Medium vorliegenden Partikel kdnnen auch nur schwer in
andere Medien uberfuhrt oder komplett isoliert werden, was ein weiterer Nachteil der Hartlen-
Methode ist. Uber die Hartlen-Methode wurden bereits eine Vielzahl von Fluoreszenz-Farb-
stoffen kovalent in Silica-Partikel eingebunden, wie zum Beispiel verschiedene Farbstoffe im

roten Spektralbereich,!*43 Fluorescein,*4 oder Rhodamin B.[145146]

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Synthese der fluoreszierenden Partikel der modifizierte
Stober-Prozess mit Lithiumhydroxid als zweite Base gewéhlt, da sich hiermit ausreichende
Mengen Partikel herstellen, aufreinigen und isolieren lassen und trotzdem eine grof3e Flexibili-

tat beziglich der Synthesemdglichkeiten besteht.

1.2 Stabilitat der Partikel-Farbstoff-Bindung

Die Stabilitat der Farbstoff-Partikel-Bindung ist ein wesentlicher Faktor flr eine gleichblei-
bende Emission der Partikel und zugleich Garant dafir, dass die umgebende Matrix keinen
Schaden durch freiwerdende Farbstoffe nimmt. Zudem ist ein Ansteigen des Hintergrundrau-
schens durch freie Farbstoffe moglich, was die Auswertbarkeit von fluoreszenzspektroskopi-

schen Aufnahmen erschweren kann.
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1.2.1 Allgemeines

Die stabilste Verbindung zwischen Farbstoff und Partikel ist eine kovalente Bindung. In der
Literatur wird in Bezug auf kovalente Bindungen von keinem beziehungsweise von einem sehr
geringen Auswaschen von Farbstoffen berichtet. Tolbert et. al. berichten von nahezu keinem
Verlust eines kovalent an Silica-Partikel gebundenen Dansyl-Derivates. [**3 Ahnliche Resultate
erzielten Tepte et. al, die zur kovalenten Bindung an Silica ein Harnstoff-Derivat mit Chromo-
phor und Triethoxysilan-Gruppe verwendeten und das Auswaschen dieses Farbstoffes mit dem
von zwei weiteren Farbstoffen ohne kovalente Bindung verglichen.#”] Sie konnten lediglich
ein Auswaschen des kovalent gebundenen Farbstoffes von etwa 11 % bei 80 °C beobachten,
was sie auf mogliche Defekte der Partikel-Struktur zurtickfuhrten. Tavernaro et al. wiederum
berichten von einem Auswaschen eines kovalent gebundenen Carbopyronin-Farbstoffes von
unter 14 % bei 15 nm groRen Stober-Partikeln, bei 60 nm Partikeln von 34 %.14]

Werden solche Studien durchgefiihrt, ist stets zu beachten unter welchen Bedingungen sie er-
folgt sind. So spielt es eine Rolle, wie grundlich die Partikel im Vorfeld gewaschen worden
sind, Uber welche Ankergruppe der Farbstoff angebracht wurde und in welchem Medium bei
welchen Temperaturen das Auswaschen des Farbstoffes (,,Leaching*) durchgefuhrt wird. Ge-
rade bei Silica-Partikeln ist zu berticksichtigen, dass die Sol-Gel-Reaktion, mit der sie herge-
stellt werden, eine Gleichgewichtsreaktion ist, die sich auch umkehren l&sst. So kann es gerade
in wassrigen Medien zu einem langsamen Zersetzen der Partikel kommen, wodurch auch Farb-
stoffmolekile frei werden kénnen. Mahon et al. beobachteten ein langsames Auflésen und Auf-
brechen von Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierten Stober-Partikeln in dem gebrauchli-
chen Zellmedium DMEM.248] Hierbei beobachteten sie ebenfalls eine Zunahme der Porositt

der Partikel und ein Freiwerden von FITC im umgebenden Medium.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Silica-Partikeln in biologischen Medien missen
also mit Bedacht ausgewertet werden, da die Partikelmatrix in den Fluoreszenzaufnahmen an
sich nicht sichtbar ist und die beobachtete Fluoreszenz durchaus auch von frei gewordenem
Farbstoff stammen kann. Besondere Vorsicht ist bei sehr kleinen Silica-Partikeln geboten, da

diese sich aufgrund ihrer sehr groRen Oberflache besonders schnell auflosen. 48]

1.2.2 Charakterisierung der Partikel-Farbstoff-Wechselwirkung mittels stationarer
Fluoreszenz-Anisotropie

Neben der Art der Bindung (kovalent oder nicht-kovalent) spielt auch die Verteilung der Farb-

stoffe im Partikel sowie die Starke der Wechselwirkung zwischen Farbstoff und Partikel eine

wichtige Rolle fiir die stabile Farbstoffeinbindung. Wegen den sehr geringen
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Farbstoffkonzentrationen lasst sich die kovalente Bindung zwischen Farbstoff und Partikel
nicht durch gangige Methoden wie NMR- oder FTIR-Spektroskopie nachweisen. Theoretisch
waére es also auch zum Beispiel denkbar, dass die Farbstoffe zum Teil nur an der Partikelober-

flache oder in den Poren adsorbiert sind.

Eine Moglichkeit, die Starke der Wechselwirkung dennoch zu charakterisieren und damit einen
indirekten Hinweis auf eine kovalente Bindung zu erhalten, ist die Messung der stationéren
Fluoreszenz-Anisotropie. Bei der Fluoreszenz-Anisotropie handelt es sich um eine spektrosko-
pische Methode, bei der eine photoselektive Anregung von Fluorophoren mit polarisiertem
Licht erfolgt. Sie ist definiert als ro (Gleichung (3)).
Iy =1

-y @)

In Gleichung (3) stellt Iy die Intensitat des vertikal und 1. die Intensitat des horizontal polari-

sierten Lichts dar, der Term I; + 2 I im Nenner stellt die Gesamtintensitét dar.[?®!

Neben der GroRe und Masse des Fluorophors beziehungsweise des Makromolekiils, an das er
gebunden ist, haben auch die Temperatur und die Viskositat des Losemittels Einfluss auf die
Intensitaten und somit auf die Anisotropie. Die Wahl des Losemittels beeinflusst die Torsions-
schwingungen des Fluorophors, welche zu einer Depolarisierung fiinren kénnen.[**! Auch
durch erhéhen oder erniedrigen der Temperatur kann es zur depolarisierenden Anderung der

Rotationsbewegung des Fluorophors kommen.[5%

Der Aufbau einer stationdren Fluoreszenz-Anisotropie-Messung gleicht einer normalen Fluo-
reszenz-Messung. Lichtquelle und Detektor liegen auch im 90°-Winkel zueinander, vor und

nach der Probe werden jedoch Polarisatoren positioniert (Abbildung 10 (a)).

(a) AZ I (b)

— = z
E, Ey
Anregung X AN AN AN AN AN
S N XY < < X \
y
Polarisator
y IL
Detektor

Abbildung 10: (a) Experimenteller Aufbau einer stationdren Fluoreszenz-Anisotropie-Messung mit Anregung in
horizontaler Richtung 11, E = elektr. Feldvektor (b) in y-Richtung linear polarisiertes Licht.
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Die Anregung der Probe erfolgt durch die Polarisatoren mit linear polarisiertem Licht, was be-
deutet, dass die Schwingungsbreite der Lichtwelle in einer Ebene liegt (Abbildung 10 (b)).
Von dem erzeugten Licht wird durch den ersten Polarisator entweder nur der parallel zur z-
Achse polarisierte Anteil (I, entspricht vertikal polarisiertem Licht lv) oder der senkrecht po-
larisierte Anteil (I, entspricht horizontal polarisiertem Licht In) durchgelassen. Trifft das nun
linear polarisierte Licht auf die Probe, wird es bevorzugt die Fluorophore anregen, deren Uber-
gangsdipolmoment parallel zu dem elektrischen Vektor des anregenden Lichtes ist. Die ange-
regten Fluorophore werden anschlief3end ebenfalls polarisiertes Licht emittieren, welches noch
den zweiten Polarisator passieren muss. Der Polarisator kann ebenfalls so eingestellt werden,
dass entweder nur vertikal- oder nur horizontal polarisiertes Licht den Detektor erreichen kann.
Die Polarisator-Einstellung wird anschlieRend variiert, sodass die Intensitaten in den Konstel-
lationen I / 1L (Inw), 1o / i (Twv), In / 1o (Ivk) und 1y / Iy (Ivv) gemessen werden. Aus diesen
lasst sich durch Einsetzen in Gleichung (3) die experimentelle Fluoreszenz-Anisotropie be-
rechnen (Gleichung (4)).

_ lyy — G- lyy
IVV+2.G'IVV

r

(4)

G stellt in Gleichung (4) den Gerateparameter dar, welcher durch Gleichung (5) definiert ist.

G =1 ©)

 Iun
Bewegt sich ein Fluorophor durch rotationale Diffusion, so verandert sich sein Ubergangsdi-
polmoment um den Winkel a. Die Anisotropie l&sst sich auch in Abhangigkeit von o darstellen:

2 3-cos’a—1

z > (6)

r =

Aus Gleichung (6) geht hervor, dass die maximale Anisotropie eines komplett unbewegten
Fluorophores (0. = 0°) 0,4 betrigt.[?8]. Verringert wird die Anisotropie durch depolarisierende
Effekte wie dem Anregungstransfer zwischen Fluorophoren oder rotationaler Diffusion, die vor
allem in Losemitteln mit niedriger Viskositét auftritt. Die Fluoreszenzlebensdauer vieler Farb-
stoffe bewegt sich im Bereich 1-10 ns, die rotationale Korrelationszeit des Fluorophors kann,
je nach Losemittel, zum Beispiel 100 ps betragen. Wenn ein Fluorophor schnell rotieren kann,
wird sich die Richtung des emittierten Lichtes schneller &ndern, als die Emission erfolgen
kann.[Y! Das auf diese Weise depolarisierte Licht kann nun nicht mehr den zweiten Polarisator

passieren. In Folge dessen wird die Anisotropie kleiner werden, was sich auch mittels der
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Perrin-Gleichung (Gleichung (7))1*5Y aus der maximalen Anisotropie ro, der Fluoreszenzle-
bensdauer t und der rotationalen Korrelationszeit © berechnen lasst.
)
e ™

Zusammengefasst bedeutet dies, dass fir bewegliche Fluorophore Anisotropie-Werte nahe Null
und fiir sehr rigide Fluorophore Werte nahe 0,4 gemessen werden sollten. Da mit einer kova-
lenten Bindung eine deutliche Einschrankung in der Beweglichkeit des Molekiils einher geht,
sollten demnach kovalent gebundene Fluorophore hohe, und frei geldste Farbstoffe eher nied-

rige Anisotropie-Werte erzeugen.

1.2.3 Adsorptionswechselwirkungen nicht kovalent gebundener Farbstoffe mit Parti-
keln

Farbstoffe oder allgemein Molekiile kdnnen mittels Adsorption mit der Partikeloberflache

wechselwirken, auch wenn sie keine funktionelle Gruppe zur kovalenten Bindung an Silica

verfugen. Der Umkehrprozess, also ein Losen oder Verlassen der Partikeloberflache, wird als

Desorption bezeichnet.

Das Adsorptionsvermogen von Farbstoffen an Silica stellt eine interessante zu untersuchende
GroRe dar, da durch sie ein Verstandnis fiir den Rickhalt beziehungsweise die Tendenz zum

Auswaschen nicht-kovalent gebundener Farbstoffe gewonnen werden kann.

Experimentell kann die Starke der Adsorptions-Wechselwirkung klassisch durch die Bestim-
mung der Adsorptionsenthalpie beziehungsweise Adsorptionswarme ermittelt werden.[*? Das
Ausmal und die Art der Adsorptionswechselwirkung hangt von mehreren Faktoren ab. Hierzu
zdhlen die chemische Struktur des zu adsorbierenden Stoffes (,,Adsorptiv), die chemischen
und physikalischen Eigenschaften des adsorbierenden Stoffes (,,Adsorbens*), der Druck bezie-
hungsweise die Konzentration des Adsorptivs, die Temperatur sowie die Konkurrenz durch an-
dere Adsorptive.'>? Hinsichtlich der Art der Wechselwirkung wird zwischen Physisorption
und Chemisorption unterschieden. Unter Physisorption wird eine schwache Wechselwirkung,
etwa durch Van-der-Waals-Kréfte verstanden, wahrend Chemisorption einen eher kovalenten
Bindungscharakter beschreibt. Ob es sich bei einem Adsorptionsprozess um Physi- oder Che-
misorption handelt, kann durch die Bestimmung der Adsorptionsenhalpie beziehungsweise Ad-

sorptionswarme unterschieden werden.

Unter isothermen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen adsorbiertem und freiem
Farbstoff. Wird der Druck beziehungsweise bei geldsten Adsorptiven die Konzentration
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variiert, kbnnen Adsorptionsisothermen erstellt werden. Aus diesen lasst sich der Belegungs-
grad © der Oberflache des Adsorbens ableiten. Der Belegungsgrad © ist in Gleichung (8) de-
finiert als das Verhéltnis der Zahl der adsorbierten Molekile N zur Zahl der Molekdle in einer

dicht gepackten Monolage Nm, das heif3t bei voller Belegung.

0= ——
N ®)

Werden die Molekdile nur in einer Monolage adsorbiert, konnen sie mittels der Langmuirschen

Adsorptionsisothermen (Gleichung (9)) beschrieben werden.[*5!

Nm'p
N =
b+p ©)

Klassisch wird die Adsorption von Gasen an Festkorpern betrachtet, weshalb die Adsorptiv-
Konzentration haufig Gber den Druck p angegeben wird. b = a‘/a beschreibt das Verhéltnis der
Desorptionsgeschwindigkeitskonstanten a‘ und der Adsorptionsgeschwindigkeitskonstanten a.
Wird die Adsorption in Flissigkeiten behandelt, kann anstelle des Druckes auch die molare

Konzentration des Adsorptivs verwendet werden.

Monomolekulare Belegungen lassen sich mittels der Langmuirschen Adsorptionsisothermen
beschreiben, eine Mehrschicht-Adsorption durch eine BET (Brunauer, Emmet und Teller) —
Isotherme (Abbildung 11).1152154]

p _ 1 N b' — 1p (10)
N(p*—p) Npb" Nyb' p*

In Gleichung (10) wird b durch b‘=exp(-(AagH+AvH)/R-T beschrieben, wobei AygH die Ad-
sorptionsenthalpie, AvH die Kondensationsenthalpie, R die ideale Gaskonstante und T die Tem-
peratur darstellen. Weiterhin ist p ist der Gleichgewichtsdruck bei der Belegung N, p* der Sat-
tigungsdruck.[52]

Die BET-Isotherme stellt eine Erweiterung der Langmuir-Isothermen dar, mit der auch Adsorp-
tionsvorgénge bei hohen Konzentrationen und dadurch resultierender Mehrschichtadsorption

beschrieben werden kénnen.

Die Adsorptionswechselwirkung zwischen Rhodamin 6G und ionischen Festkorper-Oberflé-
chen wurde beispielsweise von Charreyre et al. an anionischen Polystryol-Mikropartikeln un-

tersucht.[*>] Sie konnten zum einen eine Adsorption nach dem Langmuir-Modell feststellen,
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und zum anderen, dass bei geringen Farbstoffkonzentrationen (0,01 mM) die Adsorption haupt-
séchlich von elektrostatischen Wechselwirkungen bestimmt wird. Bei hohen Farbstoffkonzent-
rationen (2 mM) dominieren eher hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Farbstoff-Mo-

lekilen.

(b)

Abbildung 11: Adsorptionsisothermen (a) Langmuir bei Ausbildung einer Monolage, (b) BET-Isotherme im Falle
einer Mehrschichtenadsorption.

Insbesondere mesopordse Silica-Nanopartikel (MSNPs) werden in der Literatur als Adsorben-
tien fiir Farbstoffe beschrieben, %1581 da sie aufgrund ihrer mesopordsen Struktur eine beson-

ders grof3e Oberflache besitzen.

Chen et al. beispielsweise beschrieben die Adsorption von Rhodamin B im Konzentrationsbe-
reich 5 mg/L bis 360 mg/L (entspricht 10 bis 752 pmol/L) an MSNPS im GroRenbereich 157
bis 317 nm und BET-Oberflachen zwischen 1037 und 516 m2/g.[*®! Eine Desorption des Farb-
stoffes und damit eine Regenerierung der MSNPs wurde in dieser Studie durch Rihren der
Partikel in Alkohol durchgefuihrt. Die Adsorption von Rhodamin B an den Partikeln konnte, in
Abhangigkeit von Grofe und BET-Oberflache der Partikel, mit Freundlich und Langmuir-1so-

thermen beschrieben werden.

Die Freundlich-Isotherme ist neben der Langmuir- und BET-Isotherme eine weiteres Sorpti-
onsmodell, welches die sinkende Kapazitat bei steigender Belegung des Adsorbens berlicksich-
tigt.'°1 Im Gegensatz zum BET-Modell kann jedoch eine vollstindige Beladung der Oberfla-
che mit der Freundlich-Isothermen nicht dargestellt werden. Grund hierfir ist die Annahme des
Freundlich-Modells, dass die Adsorptionsenthalpie mit der Belegung abnimmt, sich also einem

Grenzwert anndhert. Tatsachlich wird bei einigen Materialien, an denen eine
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Mehrschichtadsorption stattfindet, nach der Annaherung an einen theoretischen Grenzwert der
Beladung ein Wendepunkt der Adsorptionsisothermen beobachtet.[*>?] Dieser weitere Anstieg
der Beladung wird durch das BET-Modell beschrieben.

Trofimova et al. zogen einen Vergleich zwischen der Adsorption von Rhodamin 6G an MSNPs
und nicht-pordsen Stéber-Partikeln sowie verschiedener Kern-Schale-Strukturen im Grof3enbe-
reich 390 -980 nm.™7 Fiir die Stéber-Partikel konnte eine Farbstoff-Desorption im Sinne einer
Typ II-BET-Isothermen festgestellt werden. Typ 1I1-BET-Isothermen sind charakteristisch fur
nicht-porése Materialien.>*! Die Desorptionskinetik von R6G in dieser Studie zeigte, dass der
Farbstoff umso schneller desorbiert, je groRer die Poren des Adsorbens sind. Weiterhin wurde
ein besonders guter Rickhalt bei Partikeln beobachtet, fiir deren Synthese Cetyltrimethylam-
moniumbromid (CTAB) verwendet wurde. Die Autoren vermuten eine bindende Wechselwir-
kung zwischen R6G und CTAB. Partikel mit einer sehr langsamen Desorption des Farbstoffes
(alle CTAB-enthaltenden Partikel, Desorptionszeit > 400 h) werden in der Studie als mégliche
Biomarker genannt. Die Stober-Partikel zeigten in der Studie schnelle Desorptionszeiten des

Farbstoffes von unter 100 h.

Im Zusammenhang der Charakterisierung der Farbstoff-Partikel-Wechselwirkung und dem da-
raus resultierenden Auswasch-Verhalten der Farbstoffe wird im Verlauf dieser Arbeit am Bei-
spiel von Stdber-Partikeln im GroRenbereich von 10 nm bis 360 nm und zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen auf das Adsorptionsvermdgen der Farbstoffe eingegangen (Kapitel
3.4.3).

1.2.4 Auswaschen von organischen Fluoreszenzfarbstoffen

Das Auswaschen (,,Leachen®) von Fluoreszenzfarbstoffen ist in der Regel ein unerwinschtes
Phédnomen, welches einige Probleme mit sich bringen kann. Zum einen kann es zur Verfal-
schung von Messerergebnissen durch Akkumulation von freiem Farbstoff kommen, da unter
dem Fluoreszenzmikroskop oftmals kein Unterschied zwischen der Fluoreszenz der Partikel
oder der Fluoreszenz des freien Farbstoffes eindeutig sichtbar ist. Zudem koénnte das Auswa-
schen des Farbstoffes zur Abnahme der Signalintensitat durch die Verringerung der ortlichen
Farbstoffkonzentration fiihren, was die Auswertung von Messungen erschweren kann. Weiter-
hin ist denkbar, dass bestimmte freie Farbstoffe eine cytotoxische Wirkung auf Zellen besitzen.
Dieser Effekt wurde zum Beispiel von Liu et al. gezeigt, die den Einfluss von Rhodamin B in
Partikeln mit der von freiem Rhodamin B verglichen und eine deutliche cytotoxische Wirkung
von Rhodamin B mit Erhdhung der Farbstoff-Konzentration feststellten.®! Beziiglich einer Cy-

totoxizitdt ist jedoch anzumerken, dass die Farbstoffkonzentration von Fluoreszenz-
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Farbstoffen, welche zumeist im niedrigen mikromolaren oder gar nanomolaren Bereich liegt,

zumeist deutlich zu niedrig fir jegliche toxische Wirkung sein dirfte.

Organische Fluoreszenzfarbstoffe, welche zum Markieren von Nanopartikeln verwendet wer-
den, werden in den meisten Studien kovalent an die Partikel gebunden. Erklart wird die Ent-
scheidung zur Wahl der kovalenten Bindung anstatt eines physisorptions-basierten Ansatzes
zumeist nicht, jedoch ist davon auszugehen, dass der hydrophobe Charakter vieler organischer
Farbstoffe in Kombination mit dem polaren Silica-Netzwerk zu Problemen mit dem Farbstoff-
Ruckhalt fuhrt.

Es existieren in der Literatur wenige systematische Untersuchungen bezlglich der Auswasch-

barkeit von nicht-kovalent eingebundenen Farbstoffen in Nanopartikel.

Beispielsweise untersuchten Panitz et al.[**°! den Einfluss der Synthese-Methode und Vorstu-
fen-Zusammensetzung auf das Auswasch-Verhalten des Farbstoffes Solvent Blue 59, welcher
uber keine Ankergruppe zur kovalenten Bindung verfigt, in Silica-Xerogelen auf R"-Si(OR)3
Basis. Sie stellten fest, dass mit steigender Grofe des organischen Substituenten der Anteil des
ausgewaschenen Farbstoffes sinkt. Zudem war das Porenvolumen bei Xerogelen mit grof3eren
organischen Substituenten kleiner, was bedeutet, dass in diesem System die Mikrostruktur des

Xerogels das Auswaschen bestimmt.

Kim et al.*6lschlossen den wasserléslichen Farbstoff Litholrubin B nicht-kovalent in 1-10 pm
Sol-Gel-Silica-Mikro-Matrices ein, die Synthese erfolgte tiber W/O Mikroemulsion. Das Aus-
wasch-Verhalten wurde durch Analyse des Filtrats nach 24 h Eintauchen der Partikel in Wasser
mit UV/Vis und UV diffuse Refelxions-Spektroskopie untersucht. Da ein Auswaschen des
Farbstoffes festgestellt werden konnte, wurde durch Zugabe von GPTS (3-Glycidopropyltrime-
thoxysilan) zur Synthese eine kovalente Bindung des Farbstoffes an das Silica-Netzwerk und
zusétzlich eine Verringerung der Porengrole erreicht, was in einer erhdhten Auswasch-Stabili-
tat des Farbstoffes resultierte. Die Vorteile einer kovalenten Farbstoffeinbindung wurden unter
anderem von Yang et al.[®l untersucht. Sie stellten fluoreszente sub-40 nm NPs her, welche als
Sensor dienen sollten fur photostabile Materialien und Bioanwendungen. Als Farbstoff wurde
FITC-APTES verwendet, die Partikelsynthese erfolgte mit TMOS Uber reverse Mizellentech-
nik. Sie stellten fest, dass der Farbstoff im Silica-Netzwerk eingebunden wurde und dadurch
vor O geschiitzt wird. Zudem konnte durch die kovalente Bindung keine Farbstoff-Migration

festgestellt werden, im Gegensatz zu nicht-kovalent gebundenem Farbstoff.
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Dass die Verwendung eines Farbstoffes mit funktioneller Gruppe zur kovalenten Bindung kein
Garant fiir einen vollstandigen Auswasch-Schutz sein muss, zeigten Hammond et al.l®! Sie
brachten modifiziertes Fluorescein kovalent in < 15 nm Silica-NPs ein und untersuchten die
Partikel nachfolgend auf den Farbstoffriickhalt in Abhangigkeit von der Zeit. Hierbei stellten
sie fest, dass 0,1% des Farbstoffes nach 5 h ausgewaschen war, nach 10 h ca. 2 %. Den Einfluss
einer nachtraglich aufgebrachten Schutzschicht auf das Auswaschen wurde von Rocha et al.
untersucht.[®?] Die Silica-Partikel im GroRenbereich 50 nm — 2,5 um wurden mit nicht-kovalent
gebundenem Rhodamin B (RB) impragniert, nachfolgend wurde einer 20-30 nm Silica-Schicht
zum Verhindern von Leaching aufgebracht. Ohne die Schutzschicht wurde das RB grofitenteils

ausgewaschen, nach der Modifizierung konnte das Auswaschen von RB verhindert werden.

Ein direkter Vergleich des Einflusses der Bindemdglichkeiten eines Farbstoffes an Silica-NPs
wurde von Tolbert et al.[*3! untersucht. Hierbei wurden Dansyl-Derivate in 514 nm — 761 nm
Silica-NPs eingebunden, die Partikelsynthese erfolgte durch Emulsionspolymerisation oder
Sol-Gel-Synthese. Es wurde zwischen physisorbiertem Dansyl oder kovalent gebundenem

Dansyl mit einer oder zwei Ankergruppen unterschieden (Abbildung 12).

NMez
o $z0
HN\/\

Dispersion Filtrat
physisorbiert

NMe2
0 S (o}
HN\/\/Sn(OEt3

Dispersion Filtrat

kovalent

Abbildung 12: Auswaschen von Dansyl-Farbstoffen aus Silica-NPs in Abhé&ngigkeit von vorhandener Anker-
gruppe zur kovalenten Bindung. Bild-Ausschnitte von Tolbert et al.[31
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Auch in dieser Studie konnte durch kovalente Bindung das Auswaschen minimiert werden und
aufllerdem eine erhohte UV-Stabilitat der Partikel gegeniiber Partikel mit physikalisch einge-
schlossenem Farbstoff festgestellt werden.

Eine weitere Untersuchung zum Auswaschen nicht-kovalent gebundener Farbstoffe stammt
von Liu et al.l., Sie lagerten Rhodamin B wird nicht-kovalent in Cyclodextrin ein und setzten
es anschlielend in einer Mikroemulsion zu 70 nm grof3en Silica-Partikeln um. Durch den Ein-
schluss des Farbstoffes in Cyclodextrin konnte das Auswaschen deutlich minimiert werden und
zudem die Cytotoxizitat des Farbstoffes im Vergleich zu Partikeln mit Rhodamin B ohne Cyc-

lodextrin oder freiem Farbstoff verringert werden.

Zusammengefasst existieren in der Literatur wenige ausfihrlichere Studien zum Auswaschen
von Farbstoffen, in denen jedoch zumeist nur quantitativ auf das Auswaschen eines speziellen
Farbstoffes eingegangen wird. In der vorliegenden Arbeit werden neben den quantitativen As-
pekten des Auswaschens verschiedener Farbstoffe auch auf die Hintergriinde eingegangen, wel-
che Einfluss auf das Auswaschen haben. Hierdurch soll ein tieferes Verstandnis der Wechsel-
wirkung zwischen Farbstoff und Partikel ermdglicht werden, um zukiinftig Nanopartikel gezielt

und effizient mit Fluoreszenzfarbstoffen funktionalisieren zu konnen.

28



Zielsetzung und Motivation

2 ZIELSETZUNG UND MOTIVATION

Die Wechselwirkung zwischen nicht-kovalent eingeschlossenen Fluoreszenz-Farbstoffen und
Silica-Partikeln ist gegenwartig in der Literatur noch nicht umfassend untersucht. Da die Parti-
kel oft in empfindlichen, biologischen Matrices eingesetzt werden, ist es jedoch notwendig ein
hinreichendes Verstandnis dieser Wechselwirkung zu erlangen. Hierzu gehoren, neben dem
zumeist quantitativ untersuchten Auswaschen der Farbstoffe, auch die Lokalisation der Farb-
stoffe im Partikel sowie eine Untersuchung, ob die Verbindung kovalent erfolgt ist oder durch

nicht-kovalente Wechselwirkungen tiberhaupt ein Rickhalt der Farbstoffe gegeben ist.

Das Ziel dieser Arbeit war es, fluoreszierende Partikel auf Basis von Silica und verschiedenen
organischen Farbstoffen mit dem StGber-Prozess herzustellen, die Wechselwirkungen zwischen
Farbstoff und Partikel zu charakterisieren und das Auswaschen der Farbstoffe zu testen. An-
schlielRend erfolgte eine Optimierung der Partikel mit den nicht-kovalent eingebauten Farbstof-
fen, indem verschiedene Maglichkeiten, den Farbstoff-Rickhalt zu verbessern, getestet wur-

den. Ein Uberblick tiber die geplanten Ziele der Arbeit ist in Schema 9 dargestellt.

| geeignete Farbstoﬁe|

'

Perylene Xanthene
(herstellen) (kommerziell erhaltlich)

l

|f|uoreszierende Nanopartikel herstellen|

'

Farbstoff-Einbindung
kovalent oder nicht-kovalent

'

Untersuchungen
Farbstoff-Partikel-Wechselwirkung

'

Auswasch-Tests "Starke" der Wechselwirkung

'

Verbesserung des Farbstoff-Riuckhaltes
nicht-kovalent gebundener Farbstoffe

Lokalisation der Farbstoffe:
in oder auf dem Partikel?

Schema 9: Ubersicht iiber die geplante Vorgehensweise der Arbeit.
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Die Synthese der Partikel sollte Giber den Stdber-Prozess erfolgen. Als Farbstoffe wurden kom-
merziell erhdltliche gut untersuchte Xanthen-Derivate wie Fluoresceine und Rhodamine ausge-
waéhlt. Fur spater mogliche Anwendungen der Partikel im LED-Bereich als Konversionsfarb-
stoffe, welche auch in der Arbeitsgruppe Kickelbick untersucht wurden, sollten auch verschie-
dene Perylen-Farbstoffe zur Funktionalisierung der Partikel verwendet werden. Geeignete Pe-
rylenderivate sind kommerziell in der Regel nicht erhaltlich und mussten deshalb aus gangigen
Edukten vor der Partikelsynthese entsprechend synthetisiert werden. Dies war notwendig, um

die Loslichkeit der Farbstoffe und Anbindbarkeit an das Silica-Netzwerk zu gewahrleisten.

Es sollten verschiedene Mdglichkeiten, die Farbstoffe in die Partikel einzubauen getestet wer-
den. Zum einen erfolgte ein nicht-kovalenter Farbstoffeinschluss, der Ruckhalt sollte durch
nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen Farbstoff und Partikel gegeben sein. Hierzu zah-
len vor allem elektrostatische Wechselwirkungen, aber auch Van-der-Waals-Krafte oder ein
Einschluss durch sterische Hinderung. Als weitere Moglichkeit sollten die Farbstoffe kovalent
an das Silica-Netzwerk gebunden werden. Hierzu musste in der Regel eine Modifizierung des
Farbstoffes mit einer geeigneten Ankergruppe erfolgen. In dieser Arbeit wurde hierzu vor allem

3-(Aminopropyl)-triethoxysilan (APTES) verwendet.

Die Wechselwirkungen zwischen Farbstoff und Partikel sollten mittels geeigneter Analysever-
fahren charakterisiert werden, um den unterschiedlich starken Riickhalt der Farbstoffe begriin-
den zu kénnen. Hierzu wurde der ausgewaschene Farbstoff quantitativ erfasst, sowie die Wech-
selwirkung zwischen Partikel und Farbstoff durch weitere Methoden, wie einer Ldsemittelstu-

die und der Fluoreszenz-Anisotropie, untersucht.

Zur Untersuchung der nicht-kovalenten Wechselwirkung zwischen Farbstoffen und Partikel
wurde die Adsorption verschiedener Farbstoffe mit unterschiedlich grol3en, bereits im Vorfeld
hergestellten Partikeln getestet. Hintergrund bei dieser Idee war, dass es aufgrund der ionischen
Gruppen der Farbstoffe mit der entgegengesetzt geladenen Silica-Oberflache, vor allem bei sehr
kleinen Partikeln, zu einer ausreichend starken anziehenden Wechselwirkung kommt, die ein

Auswaschen der Farbstoffe verhindert.

Im weiteren Verlauf der Arbeit erfolgte eine Optimierung des Partikel-Farbstoff-Systems.
Hierzu zahlten die Verbesserung des Farbstoff-Riickhaltes, vor allem bei nicht-kovalent gebun-
denen Farbstoffen. Es sollte die Einflusse einer Kern-Schale-Struktur auf den Farbstoff-R{ick-
halt Uberpruft werden. Das Ziel einer der Kern-Schale-Struktur ist es, durch eine Verdichtung
der Partikel-Oberflache eine Barriere fur die Farbstoff-Molekiile zu erzeugen. Zu diesem
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Zweck wurden verschiedene organische Gruppen nachtraglich auf die Oberflache des fluores-

zierenden Partikels aufgebracht.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Farbstoffvorstufen

3.1.1 Uberblick

Vor dem Einsatz im Stdber-Prozess ist es vor allem bei hydrophoben Farbstoffen erforderlich,
bestimmte funktionelle Gruppen einzufuhren, beispielsweise um die Loslichkeit zu verbessern
und eine kovalente Bindung mit dem Silica-Netzwerk zu ermdglichen. Zur kovalenten Bindung
mit Silica-Oberflachen werden h&ufig Trimethoxy- oder die etwas weniger reaktiven
Triethoxysilan-Ankergruppen verwendet. In dieser Arbeit wurden Triethoxysilan-Gruppen ver-

wendet, welche in Form des Linker-Molekiils APTES eingefuhrt wurden.

Es wurden verschiedene Xanthen- und Perylen-Derivate verwendet. Als Xanthen-Farbstoffe
wurden zum einen die kommerziell erhéltlichen Salze von Fluorescein, Rhodamin B und Rho-
damin 6G eingesetzt (Abbildung 13), welche ohne weitere Modifizierung direkt in der Parti-

kelsynthese verwendet wurden.
Xanthene
Et,N o) NEt, Et,N 0 NEt, EtHN o] NHEt
SOSHENOOOL L e
Z c® Z o Z cl
! COOH O COOH ! COOEt

HN___S

HN._~_ Si(OEt);

Rhodamin B RBITC Rhodamin 6G
Aexe = 341 nm Aexe = 542 nm Aexe = 530 nm
Aem = 565 nm Aem = 564 nm Aem = 556 nm
inH,0,pH =7 in H,O,pH=7 in EtOH

ge o 0 Ho o) o)
Na® = =
co0® g COOH
S ®

HN S

HN._~_Si(OEt);

Uranin FITC
hexc = 498 nm Aexe =501 nm
hem =515 nm Aem =523 nm
in H,0, pH =7 in H,0, pH =7

Abbildung 13: Zur Farbstoffmarkierung der Silica-Partikel verwendete Xanthen-Derivate mit (2, 5) und ohne
Ankergruppe (1, 3, 4) zur kovalenten Bindung.
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Problematisch ist, dass die aufgefiihrten Xanthen-Farbstoffe nur schwache Wechselwirkungen

mit dem polaren Silica-Netzwerk eingehen und aus diesem Grund schnell ausgewaschen wer-

den kdnnen. Denkbar wére, dass Rhodamin B oder auch Rhodamin 6G Molekiile bei passendem

pH-Wert aufgrund ihrer positiven Ladung gut an negativ geladenen Silica-Partikel zurtickge-

halten werden, was in Kapitel 3.4.3 mit Adsorptionsexperimenten uberprift wird.

Perylene mit Ankergruppe

Si(OEt), Si(OEt), O/\/OTH\/\/Si(OEt) Si(OEt),
S S ;e
0. N O
O *Q @X
9@ O
(0]

o N (0] N o
\ ) X
(0]
Si(OEt), ~"o H/\/\&(OEt) Si(OEt),

A B C D
Aexe =479 nm Rexe = 523 nm Aexe = 583 nm
Aem = 541 nm Aem = 532 nm Aem = 537 nm Aexe = 614 nm
in CHCl, in CHCl, in CHCl; in CHCl,

3}

(EtO)3S|\/\/N \/\©\ /@/\/ N\/\/SI OEt);
0 ‘ ‘ 0
SRS A O
(Et0)33i/\/\ujL )LH/\/\Si(OEt)a

o

Aexe = 541 nm
Rexe = 565 nm
in H,0, pH=17

exc

Abbildung 14: Zur Farbstoffmarkierung von Silica-Partikeln verwendete Perylen-Derivate. Es wurden Farbstoffe
mit einer (A), zwei (B, C, D) oder vier Ankergruppen (E) verwendet.

AuRerdem wurden die Isothiocyanat-Derivate von Rhodamin B und Fluorescein verwendet, die

in einer Additions-Reaktion mit APTES zu den entsprechenden Thioharnstoffen umgesetzt und

anschliefend in situ verwendet werden kdnnen.
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Die Xanthen-Farbstoffe wurden in Auswasch- und Stabilitats-Studien verwendet. Weiterhin

wurde in Adsorptionsexperimenten das kationische Rhodamin B Salz verwendet.

Weiterhin wurden verschiedene Perylen-Derivate mit Ankergruppen hergestellt und zunéchst
auf ihre Loslichkeit in Ethanol getestet, um einen Einsatz auch in héheren Konzentrationen im
Stober-Prozess zu gewéhrleisten (Abbildung 14). Perylen E und die Vorstufe zu Perylen A
wurden von der BASF SE zur Verfugung gestellt. Die in Abbildung 14 gezeigten Perylen-
Derivate sind kommerziell nicht erhéltlich und missen vor der Partikelsynthese aus entspre-
chenden Vorstufen, zumeist Perylen-Anhydride, hergestellt werden. Perylen-Anhydride sind
nicht zum direkten Einsatz im Stdber-Prozess geeignet, da sie weder Uber Gruppen zur kova-

lenten Bindung verfligen noch in Ethanol 16slich sind.
kationisches Perylen

I~
<

R

OxN_O

(@]

e

o

| ©

=

F

Aexe = 531 nm
Aem = 548 nm
in H,O

Abbildung 15: Kationisches Perylen-Derivat mit Kation in Imidposition fir Adsorption an der negativ geladenen
Silica-Oberflache.

Es wurden Perylenderivate mit einer (Perylen A) oder zwei (PDIs B, C, D) Triethoxysilan-
Ankergruppen in Imid-Position synthetisiert. Verbindung E verfiigt sogar tber vier Ankergrup-
pen am aromatischen Kern-Gerist. Ob die Anzahl der verfugbaren Ankergruppen die Einbin-

dung der Farbstoffe beeinflusst, sollte ebenfalls in dieser Arbeit untersucht werden.

Neben der kovalenten Bindung zum Silica-Netzwerk wurde analog zu den Xanthen-Derivaten
auch versucht, die Perylenfarbstoffe durch ionische Wechselwirkung sowie Adsorptionswech-

selwirkungen in den Partikeln zu verankern. Hierzu wurde ein Perylen mit positiven Ladungen
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verwendet, die mit dem negativ geladenen Silica-Netzwerk wechselwirken kénnen. Das litera-

turbekannte Perylen-Derivat F besitzt eine positive Ladung in Imid-Position (Abbildung 15).

3.1.2 Xanthen-Derivate

3.1.2.1 Xanthene mit Ankergruppe

Xanthen-Derivate sind mit funktionellen Gruppen wie Isothiocyanat- oder Carbonsaure-Grup-
pen kommerziell erhaltlich und kénnen durch eine Additionsreaktion funktionalisiert wer-
den.321631 |m Falle von Isothiocyanaten kann in einer literaturbekannten Synthese durch Zu-
gabe von APTES im Uberschuss zum geldsten Farbstoff in Ethanol nach 24 Stunden Riihren
der gekuppelte Farbstoff FITC-APTES (1) beziehungsweise RBITC-APTES (2) erhalten wer-
den (Schema 10).[32164]

HO o o)
HO o o) =
500 I s .

EtOH HN_ .S
c”

HN._~_Si(OEt);

FITC APTES FITC-APTES
(1)

Et,N o NEt,
Crre
= c®
Et,N 0 NEt,
O
»Z C|® RT, 24 h O
+ HNT"Si0E,

COOH -
O EtOH HN. -8

quant. HN Si(OEt
~N (OEY)

RBITC APTES RBITC-APTES

(2

Schema 10: Additionsreaktion von FITC oder RBITC mit APTES.

Da nur wenige Milligramm des Farbstoffes pro Synthese eingesetzt werden, wird das Produkt
gemal Literaturvorschrift nicht isoliert und kann direkt im Stober-Prozess verwendet wer-

den.%? Die sofortige Verwendung des Farbstoffes ist auch insofern anzuraten, da hergestellte
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Losungen des Kupplungsproduktes nicht lange lagerbar sind. Es wird von einer quantitativen
Umsetzung des FITCs ausgegangen, die auch Uber Dinnschichtchromatographie beobachtet

werden kann.

Im Folgenden sind die Anregungs- und Emissionsspektren von FITC und RBITC nach Reak-
tion mit APTES zu sehen. Das Anregungsmaximum von FITC-APTES (1) in Wasser bei pH 7
liegt bei 501 nm, die Emission nimmt einen maximalen Wert von 523 nm an (Abbildung 16).
RBITC-APTES (2) weist ein Anregungsmaximum bei 542 nm und ein Emissionsmaximum bei
564 nm, ebenfalls bei pH 7 in Wasser, auf (Abbildung 17).

— ™
o o
BB

1,0 1
—— Anregung (1)
——— Emission (1)
HO. 0. 0
0s{ L
! O COOH

HN.__S

0’6 . HN _~_Si(OE);

0,4+

normierte Intensitat

0,2

0,0 T T T T T T T T T T T T N 1
350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlédnge [nm]

Abbildung 16: Anregungs- und Emissionsspektrum von FITC-APTES (1), Anregung: Amax
(H20, pH 7) =501 nm bei Aem = 550 nm, Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) =523 nm bei Aex =
470 nm

36



Ergebnisse und Diskussion

N
< ©
10 R
’ —— Anregung (2)
] = Emission (2)
EtN. 0. NEt,
018 . O / ®CIO
O COOH
HN S
0,6 N HN._~_Si(OEt)

0,4

normierte Intensitat

0,2+

0,0 T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange [nm)]

Abbildung 17: Anregungs- und Emissionsspektrum von RBITC-APTES (2), Anregung: Amax
(H20, pH 7) =542 nm bei Aem = 590 nm, Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 564 nm bei Aex = 510

nm.

3.1.2.2 Xanthene mit ionischen Gruppen
Fluorescein wurde als Natrium-Salz (,,Uranin“) verwendet, Rhodamin B wurde ebenfalls als
Salz mit Chlorid-Gegenion eingesetzt. Beide Salze sind kommerziell erhaltlich und konnten

ohne weitere Funktionalisierung verwendet werden.
= C|® Na® %
COOH c00® g
® o

Rhodamin B Uranin

Abbildung 18: Kommerziell erhéltliche Xanthen-Vertreter ohne Ankergruppe zur kovalenten Bindung, die in der
Arbeit verwendet wurden.

Die spektralen Eigenschaften von Uranin und Rhodamin sind, wie in Kapitel 1.1.2 erlautert
wurde, pH-abhéngig. Bei pH = 7 liegt Uranin als Anion und zum Teil schon als Dianion vor.
In Wasser bei pH =7 liegt die Absorption von Uranin bei 498 nm und die Emission bei 515 nm
(Abbildung 19). Rhodamin B liegt als Zwitterion vor und absorbiert bei 541 nm und emittiert
bei 565 nm (Abbildung 20).
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1,0
—— Anregung Uranin

Emission Uranin

S o. o
0s] SO0
co0® o
o

0,6

0,4+

normierte Intensitat
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Wellenlange [nm)]

Abbildung 19: Anregungs- und Emissionsspektrum von Uranin, Anregung: Amax (H20, pH 7) = 498 nm bei Aem =
550 nm, Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 515 nm bei Aex = 460 nm.

—541
—565

1,0

Anregung Rhodamin B
—— Emission Rhodamin B

EtN. o. NEt, EtN o. NE,
LI 0
018 T O coo® O coo®

0,6

0,4+

normierte Intensitat

0,2
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Abbildung 20: Anregungs- und Emissionsspektrum von Rhodamin B, Anregung: Amax (H20, pH 7) = 541 nm bei
Xem = 600 nm, Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 565 nm bei Aex = 520 nm.

3.1.2.3 Zusammenfassung Xanthen-Farbstoffe
Fur die Partikelsynthese sollten Xanthene mit und ohne Ankergruppe zur kovalenten Bindung

auf den Farbstoffriickhalt getestet werden.
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Als Xanthene mit Ankergruppe wurden FITC und RBITC ausgewahlt, die in einer literaturbe-
kannten Reaktion an APTES addiert werden kdénnen. Durch APTES wird die Ankergruppe in
Form einer Triethoxysilan-Gruppe eigefihrt.

Die analogen Farbstoffe ohne Gruppe zur kovalenten Bindung stellen die entsprechenden kom-
merziell erhéltlichen Salze, Uranin und Rhodamin B dar.
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3.1.3 Perylen-Derivate
Im Rahmen der Arbeit wurden mehrere Perylen-Derivate hergestellt und deren Eignung zum
Einbau in Silica-Nanopartikel getestet. Die grofite Hirde hierbei stellt, wie bereits in Kapitel

1.1.2 beschrieben, die in polaren Medien schlechte Loslichkeit der meisten Perylene dar.

Die Loslichkeit der hergestellten Perylen-Derivate in Ethanol nimmt von N,N'-Bis(3-triethoxy-
silylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracarboxylsdurediimid (PDI) A zu PDI D und PDI E deutlich
zu (Schema 11). Die Loslichkeit der Perylene wurde durch Herstellen von Ldsungen der Kon-
zentrationen 10 mg/L, 100 mg/L und 1000 mg/L getestet.

H
(Et0)3Sin_~_N__O
e 1
Si(OEt; o S i(OE);

i

; O\
0y N._0O 0 _N_0O SI(OED, OND ONO

(E(O)S\/\/N o
e (0 oy OO
< ge b p Oy o OO
07 >N"So o NHO OO 0”>N"So
Si(OEt), O\L o KLSi(ota)3
OJ\N/\/\S\(OEM

A B H c D E

<10mg/L 10mg/L 100mg/L >1000 mg /L >1000 mg /L

Schema 11: Verbesserung der Lslichkeit von Perylen-Derivaten in Ethanol bei Raumtemperatur durch verschie-
dene Modifikationen. (a) PDI ohne Modifikation, (b) PDI mit verlangertem Ether-Spacer, (¢) asymmetrisches
Perylen, (d) bay-Modifikation.

Eines der gelaufigsten Derivate stellt PDI A dar, wovon sich aufgrund der Hydrophobizitat des
Molekils in Ethanol nur sehr geringe Mengen (< 10 mg/L) 16sen. Neben PDI A wurde noch ein
PDI mit verléangerten Ether-Spacern (PDI B), eine asymmetrische Form mit nur einer Anker-
gruppe (PDI C), und ein PDI mit vier 4-tert-Butylphenoxylgruppen am Kerngerist (PDI D)
hergestellt (Schema 11). Von BASF SE wurde zudem ein Perylen mit vier Triethoxysilyl-Grup-
pen (PDI E) zur Verfugung gestellt.

Die Ether-Gruppen sollten die Polaritit des Molekdls PDI B erhéhen, zudem wurde durch den
sterischen Anspruch der langen Ankergruppen ebenfalls eine verbesserte Loslichkeit vermutet.
Tatséchlich lasst sich das PDI B mit ca. 10 mg/L bei Raumtemperatur nur minimal besser 16sen
als PDI. Es wurde versucht, die Loslichkeit noch weiter zu erhdhen, um auch héhere Farbstoff-

Konzentrationen der Partikel erreichen zu konnen.

Durch die Asymmetrie des hergestellten PDI C sollte es ebenfalls zu einer Erhéhung der Los-

lichkeit kommen, da bereits die asymmetrische Anhydrid-Vorstufe eine verbesserte Loslichkeit
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als das symmetrische PTCDA zeigt.!*5%] Tatsichlich l6sen sich bereits etwa 100 mg/L PDI C in
Ethanol.

Eine weitere Steigerung der Loslichkeit lasst sich durch eine Substitution der Positionen am
Kerngerust erreichen. Die Substitution am Kern des Perylens (siehe Kapitel 1.1.2, Schema 5)
mit sterisch anspruchsvollen Gruppen fiihrt zu einem verdrehten, nicht mehr planaren Perylen-
Grundgeriist, #8161 wodurch ein Ubereinanderstapeln der Molekiile verhindert und die Léslich-
keit um ein Vielfaches gesteigert wird. Von dem hergestellten PDI D l6sen sich mehr als 1000
mg/L in Ethanol. Die enorme Zunahme der Loslichkeit durch Kern-Substitution stimmt mit
Beobachtungen aus der Literatur tiberein. So bestimmten Seybold et al. fur verschiedene Pery-
lendiimide ohne Kernsubstitution Loslichkeiten in Ethylacetat zwischen 96 mg/L und 495
mg/L, fur an den bay-Positionen tetrachlorierte PDIs bereits 10000 mg/L und nach Substitution
durch Phenoxylgruppen sogar Loslichkeiten von tber 100 g/L (z. B. Lumogen F-Farbstoffe,
BASF).31 Auch das Perylen mit vier Ankergruppen (PDI E) verfiigt (iber eine ausgezeichnete
Loslichkeit von tber 1000 mg/L in Ethanol. Seine zwei 2,6-DIPA-Gruppen in Imid-Position
fuhren zu einer ebenfalls sehr guten Loslichkeit, &hnlich wie der des strukturell verwandten
Lumogen Red 305. Die gute Loslichkeit ist ebenfalls auf eine nicht-planare Struktur des Mole-
kils zurtickzufiihren, da die 2,6-DIPA-Gruppen aufgrund ihrer sterischen Hinderung nicht frei
um die N-R-Achse drehbar sind.®8 Hierdurch liegen die aromatischen Ringe der 2,6-DIPA-
Gruppe nicht in einer Ebene mit dem Perylen-Kern, was ein Stapeln und eine intermolekulare

n-n-Wechselwirkung verhindert.
3.1.3.1 Perylene mit Ankergruppe

3.1.3.1.1 Synthese von N,N'-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10 tetracarboxdiimid
@)

Die Herstellung von N,N’-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracarboxdiimid (3)

erfolgt durch eine Kondensationsreaktion zwischen PTCDA und APTES (Schema 12). Sie

wurde erstmals in der Literatur im Jahr 2000 von Schneider et al. beschrieben. !
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Schema 12: Kondensationsreaktion von PTCDA mit APTES zu PDI (3).

Die Synthese wurde mit PTCDA und APTES im molaren Verhaltnis 1:8 in absolutiertem Etha-
nol flr sechs Stunden bei 110 °C durchgefuhrt. Mit dieser Methode werden gute Ausbeuten
zwischen 80 %1571 und 82 %0381 erreicht. Weiterhin wird in der Literatur die Methode nach Luo
et al. beschrieben, bei der PTCDA und APTES im molaren Verhéltnis 1:4 unter Schutzgas und
ohne Losemittel fiir drei Stunden bei 130 °C reagiert werden.[®>16816% | yo et al. erreichten
hierbei Ausbeuten von 38 %, in spateren an diese Methode angelehnten Arbeiten konnten noch
héhere Ausbeuten von 88 %[17% bis 90 %! erreicht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Modifikation der Methode nach Luo et al. verwendet.
Die APTES-Menge wurde erhdht, um die Viskositdt der Reaktionsmischung zu erniedrigen.
Dies verringert die Bildung eines schwarzen, unléslichen Nebenproduktes, bei dem es sich ver-
mutlich um PDI-Oligomere handelt, die durch Homokondensation der Alkoxysilan-Gruppe des
PDlIs gebildet werden kénnen (Abbildung 21).172

0o SN 0c0s 0 N
b a, SN ad SO OSSN
0 9 9

Abbildung 21: Unlésliches Perylen-Oligomer, welches durch Homokondensation mehrerer PDI-Molekiile entste-
hen kann.

o-

wO-N-0

n

Nach der Reaktion wurde das Rohprodukt Gber Watte filtriert, um den unléslichen Feststoff

grob abzutrennen, und nach Waschen mit n-Hexan durch eine Soxhlet-Extraktion mit
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Chloroform weiter gereinigt, wodurch eine hohe Reinheit des Produktes bei guten Ausbeuten

von 80 % erreicht werden konnte.

Neben Charakterisierung mit NMR-Spektroskopie (siehe Kapitel 5.3.2.1) kann der Umsatz bei
dieser Reaktion auch mittels FT-IR-Spektroskopie verfolgt werden. Im FT-IR-Spektrum von
Verbindung (3) (Abbildung 22) koénnen die charakteristischen Schwingungen der Edukte
PTCDA und APTES wiedergefunden werden.

/
T 7A

3250 3000 2750 2000 1750 1500 1250 1000

Wellenzahl [cm™]

Abbildung 22: FT-IR-Spektrum von PDI (3) im Vergleich zu den Spektren der Edukte.

Im FT-IR-Spektrum sind die Alkyl-Valenzschwingungen zwischen 2974 cm™ und 2885 cm
und die Si-O Valenzschwingung bei 1072 cm™ der APTES-Funktionalisierung zu sehen.[73174l
Die C=0-Valenzschwingungen der Anhydrid-Gruppe bei 1768 cm™ bis 1730 cm™ von
PTCDAD®! hingegen ist im Produkt nicht mehr detektierbar, da diese durch die Imid-Funktion
bei 1691 cm™ und 1651cm™ ersetzt wird.[*® Das Perylen-Kerngeriist bleibt bei der Reaktion
erhalten, wie an den charakteristischen C=C-Valenzschwingungen zwischen 1593 cm™ und

1508 cm* gesehen werden kann. 8!

Das Produkt (3) ist sehr gut I6slich in Chloroform, Dichlormethan und Toluol, maRig l6slich in
Aceton und nahezu unléslich in polar protischen Ldsemitteln wie Ethanol (< 10 mg / L). Dies

macht es im Stdber-Prozess nicht einsetzbar.

Gelost in Chloroform weist Verbindung (3) ein Emissionsmaximum im griin-gelben Bereich

des sichtbaren Lichtspektrums bei 532 nm und ein weiteres lokales Maximum bei 573 nm auf
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(Abbildung 23), Luo et al. erhielten mit 529 nm und 565 nm &hnliche Werte.[*%] Das Anre-
gungsspektrum besitzt ein globales Maximum bei 523 nm und weitere lokale Maxima bei 488
nm und 455 nm, was gut mit den Literaturwerten fiir die Absorption von Verbindung (3) in

Chloroform tibereinstimmt. 36

—— Anregung (3)
1,0 4 —— Emission (3)
- Absorption (3)

SI(OEt);

a

0,8 1
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o
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Abbildung 23: UV/Vis-, Anregungs- und Emissionsspektrum von Verbindung (3), Anre-
gung: Amax (CHCIgz) = 455, 488, 523 nm bei Aem = 545 nm, Fluoreszenz: Amax (CHCl3) = 532,
573 nm bei Aex = 503 nm, UV/Vis: dans (CHCI3) = 460, 490, 525 nm.

3.1.3.1.2 Synthese von N,N’-Bis(2-(2-ethanol(3-(triethoxysilyl)propylcarbamat)ethoxy))-
perylen-3,4:9,10 tetracarboxdiimid (5)
Verbindung (3) verfligt iber keine funktionellen Gruppen, die die Loslichkeit in polaren Me-
dien nennenswert erhdhen. Die eingefiihrte 3-Triethoxysilylpropyl-Gruppe sorgt fiir ein im
Vergleich zu PTCDA nur fir eine geringfugig erhohte Loslichkeit in Ethanol. Aus diesem
Grund wurde ein Derivat mit starker polaren Seitenketten angestrebt. Da als Endgruppe jedoch
die Triethoxysilan-Ankergruppe verfuigbar bleiben muss, wurde entschieden, eine Ethylengly-
kol-Einheit in den Spacer einzufthren, die durch die enthaltenen Sauerstoff-Atome eine héhere
Polaritét als eine reine Alkylgruppe aufweist und zudem durch den hoheren sterischen An-
spruch der Gruppe &hnlich zu den 2,6-DIPA-Gruppen ein Stapeln der Molekile erschweren

konnte.

Um dies zu realisieren, wurde PTCDA zunéchst, analog zur Literatur, mit Diglycolamin drei
Stunden bei 130 °C umgesetzt (Schema 13).°61 Nach Abfiltrieren und Waschen wird das
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Perylendiol (Verbindung (4)) mit einer Ausbeute von 90 % erhalten. Verbindung (4) wird an-
schlieRend mit 3-(Triethoxysilyl)propylisocyanat in Dichlormethan Giber Nacht unter Ruckfluss
erhitzt, Dibutylzinndilaurat dient als Katalysator. Das Endprodukt Verbindung (5) wird mit ei-

ner Ausbeute von 70 % als braun-roter Feststoff erhalten.

H
HoI IOWN\/\/Si(OE%
0 o ©
HO_~ g~ NH: S (Et0)ssi” > NCO H
0s_0._0 0<_N_O 0. _N__0O
OO 3h, 130 °C OO Rflx., . N. OO
‘ Ar-Atmosphare ‘ [Sn] ‘
LI LI I
0w oo 90 % ° NHO 70 % © NSO
R S
OH O)k”/\/\Si(OEth
PTCDA () (5)

Schema 13: Syntheseroute zur Herstellung eines Perylendiimides (5) mit Ether-Spacer.

Fur die Kupplung zwischen einem Alkohol und 3-(Triethoxysilyl)propylisocyanat wurde eine
Vorschrift aus der Literatur angepasst.'’®l. Die Synthese von Verbindung 5 im Speziellen

wurde jedoch, soweit bekannt, noch nicht beschrieben.

Das Emissionsmaximum beider Derivate liegt, da durch die verénderte Substitution an der
Imid-Position das n-Elektronensystem des Perylen-Kerns kaum beeinflusst wird, bei 537 nm

bei einer Anregung bei 490 nm, also etwa im gleichen Bereich wie von Verbindung (3).

Die Loslichkeit des Perylens (5) liegt bei etwa 10 mg/L Ethanol und ist damit leider kaum
besser als die des Perylens (3). Aus diesem Grund wurde nach einem besser l6slichen Derivat

gesucht.

3.1.3.1.3 Synthese von N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4-dicarboximid (8)

Eine Asymmetrie des Perylen-Molekiils soll laut Literatur die Léslichkeit erhéhen. 51 Aus die-
sem Grund wurde Perylen (8), das die asymmetrische Form des Perylens (3) darstellt, aus dem
Monoanhydrid 7 hergestellt.

Erstmalig beschrieben wurde die Synthese von Verbindung (8) von Schneider et al.,*®! die die

Reaktion in Ethanol durchfuhrten. In dieser Arbeit jedoch wurde Verbindung (8) angelehnt an
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das bereits erfolgreich zum Umsatz von PTCDA verwendete modifizierte Verfahren nach Luo

et al. hergestellt,[*%81%° womit eine Ausbeute von 79 % erreicht werden konnte.

Waéhrend das symmetrische PTCDA komplett unloslich ist, zeigt die asymmetrische Form 3,4-
Perylendicarboxylmonoanhydrid (PDCMA, Verbindung (7)) bereits eine leichte Loslichkeit in
Aceton, Chloroform und Benzol.*%] Dies macht PDCMA zu einem vielversprechenden Aus-
gangsstoff zur Imidisierung mit APTES, da die Loslichkeit des resultierenden Perylens (8) auch
hoher sein sollte als die des symmetrischen PDlIs (3). Zudem bietet ein Chromophor mit nur
einer Ankergruppe den Vorteil, kleiner und damit beweglicher zu sein, was Kondensationsre-
aktionen mit dem Silica-Netzwerk theoretisch erleichtern konnte. Auch unerwiinschte Neben-
reaktionen der Chromophore wie Homokondensation zu Oligomeren, die zu verringerter Los-
lichkeit und Reaktivitat gegenuber dem eigentlichen Ziel, dem Silica-Netzwerk, fihren kénnen,
werden durch das Vorhandensein von nur einer Ankergruppe vermieden. PDCMA (7) wurde
erstmals 1988 von Igbal et al. als Produkt einer Gasphasendecarboyxlierung beschrieben. 2]
Die Ausbeuten dieser unselektiven Reaktion waren jedoch &uRerst gering, weswegen Langhals
et al. 1995 einen effizienteren Reaktionsweg durch eine Autoklaven Reaktion von PTCDA in
Gegenwart von Wasser und Druck fanden.!*"81 Angelehnt hieran ist die Synthese von PDCMA

nach Dyar et al., mit dieser PDCMA in dieser Arbeit hergestellt wurde.[*"]

Si(OEt),
0. 0. .0 HN>""si(OEt);, (r
OO 2,6-DIPA 1) KOH APTES

tert-BuOH
‘ _100°C,3h OO
T h)znone), OO 2) CH5COOH ‘ 120°C, 3 h OO
1H- Imldazol ‘ OO Ar-Atmosphare ‘
e L c, 241 ‘ 66 % 79 % OO
HCICO”C

PTCDA 33% PDCMA
(6) (7 (8)

Schema 14: Syntheseroute zum asymmetrischen Perylenimid (8).

PTCDA wird zundchst bei 190 °C in einer Autoklaven-Reaktion in geschmolzenem 1H-Imida-
zol und Wasser decarboxyliert und mit 2,6-Diisopropylanilin imidisiert. Hierbei entsteht ein
Produktgemisch aus dem gewtinschten Perylenmonoimid (Verbindung (6)), dem zweifach imi-
disierten Perylen und Perylen, welche einfach durch Saulen-Chromatographie getrennt werden
konnen. Verbindung (6) wird mit einer Ausbeute von 33 % erhalten. Eine direkte Umsetzung

mit APTES in diesem Schritt ist auch hier nicht méglich, da die reaktive Triethoxysilan-Gruppe
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unter den erforderliche rauen Reaktionsbedingungen zu unerwiinschten Nebenreaktionen fih-
ren wirde. Die bereits hergestellte VVerbindung (6) wurde im spéteren Verlauf der Arbeit auch

von der BASF SE zur Verfugung gestellt.

AnschlieBend wird Verbindung (6) mit KOH in tert-Butanol bei 100 °C verseift, wonach
PDCMA (7) mit einer Ausbeute von 66 % erhalten wird. Das Anhydrid kann nun analog zu
PTCDA mit einem Uberschuss APTES mit einer Ausbeute von 79 % zu Verbindung (8) umge-

setzt werden.

Das FT-IR-Spektrum von PDCMA (7) ahnelt, wie zu erwarten, sehr dem von PTCDA. Die
charakteristischen intensiven Anhydrid C=0-Valenzschwingungen liegen zwischen 1747 cm™
und 1714 cm™ und sind somit im Vergleich zu PTCDA nur um etwa 15 cm zu kleineren Wel-
lenzahlen verschoben. Die Schwingungen des Perylen-Grundgeristes liegen auch in einem &hn-
lichen Bereich zwischen 1589 cm™ und 1522 cm™®. Das asymmetrische Kondensationsprodukt
Verbindung (8) weist ebenso wie PDI (3) die typischen C-H-Valenzschwingungen zwischen
2972 cm™ und 2885 cm™ auf. Die O=C-N-Valenzschwingungen des Imides liegen bei 1687 cm-
1 und 1647 cm, die C=C-Valenzschwingungen des Perylens kénnen zwischen 1593 cm™ und

1524 cm™ beobachtet werden.
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Abbildung 24: FT-IR-Spektren des symmetrischen und asymmetrischen Perylenanhydrides und der resultieren-
den mit APTES imidisierten Produkte.

Das Anregungsspektrum von Verbindung (6) weist ein Maximum bei 483 nm auf und eine
Fluoreszenz bei 540 nm in Chloroform (Abbildung 25).
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Abbildung 25: UV/Vis-, Anregungs- und Emissionsspektrum von Verbindung (6), Anregung: Amax (CHCI3) =
483, 503 nm bei Aem = 530 Nm, Fluoreszenz: Amax (CHCI3) = 540, 575 nm bei Aex = 494 nm, UV/Vis: Aas (CHCIS)
=484, 508 nm.

Im Vergleich zu Verbindung (6) zeigen die Spektren von Verbindung (8) nur geringe Unter-
schiede, da am aromatischen Grundgerdst des Farbstoffes durch die Substitution an der Imid-
Position keine Anderung stattfindet. Das Anregungsmaximum liegt bei 479n nm, das Emissi-

onsmaximum bei 541 nm in Chloroform (Abbildung 26).
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Abbildung 26: UV/Vis- Anregungs- und Emissionsspektrum von Verbindung (8), Anregung: Amax (CHCl3) = 479,
501 nm bei Aem = 540 nm, Fluoreszenz: Amax (CHCI3) = 541, 572 nm bei Aex = 504 nm, UV/Vis: daps (CHCI3) = 484,
508 nm.
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Wahrend sich die FT-IR-Spektren von Verbindung (3) und Verbindung (8) kaum unterschei-
den, machen sich in UV-Vis- und Fluoreszenz-Messungen leichte spektroskopische Unter-
schiede zwischen (3) und (8) bemerkbar (Abbildung 27). Das Spektrum von (3) zeigt schmale,
definierte Banden. Die Maxima des Emissionsspektrums von (8) liegen zwar bei fast den glei-
chen Wellenlédngen wie bei (3), jedoch ist das Spektrum breiter mit weniger deutlich ausgeprég-

ten Banden. Der Stokes-Shift vergrof3ert sich von 9 nm fiir (3) auf 40 nm fur (8).
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Abbildung 27: Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektrum von (3) und (8) in Chloroform.

Noch stérker unterscheidet sich das Anregungsspektrum. Neben einer ebenfalls deutlichen Ban-
denverbreiterung ist es insgesamt hypsochrom verschoben, das globale Maximum liegt bei 479
nm, bei (3) liegt es bei 523 nm. Schneider et al. erhielten mit 485 nm fiir das Absorptions-
Maximum sehr dhnliche Werte. %]

Die Loslichkeit von (8) in Ethanol ist tatsdchlich héher als die von (3), durch Ultraschall-Be-
handlung lassen sich bis zu 100 mg/L (8) l6sen. Jedoch neigt der Farbstoff nach kurzer Zeit
dazu, teilweise wieder auszufallen und stellt somit auch kein zufriedenstellendes Perylen-Deri-

vat zum Einsatz im Stober-Prozess dar.

N,N-bis(3-triethoxysilylpropyl)-1,6,7,12-tetra-tertbutylphenoxyperylene-3,4:9,10-tetra-car-

boxdiimide
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3.1.3.1.4 Synthese von N,N-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-1,6,7,12-tetra-tertbutylphenoxypery-
len-3,4:9,10- tetracarboxdiimid (12)
Da die Loslichkeit sowohl der symmetrischen, als auch der asymmetrischen Perylenimid-Form
in Ethanol noch gesteigert werden sollte, wurde eine PDI-Derivat (12) mit sterisch anspruchs-
vollen tert-Butylphenoxyl-Resten an den bay-Positionen gemaR der Literatur hergestellt
(Schema 15).%%¢178 Dje bay-Substitution erfolgt bei hohen Temperaturen, weswegen die
Triethoxysilan-Ankergruppen nicht sofort eingefuhrt werden kénnen. Diese kdénnten hydroly-
sieren und unlosliche Oligomere bilden. Aus diesem Grund missen die Imid-Positionen zuerst
mit sec-Alkylresten geschiitzt werden. Diese dienen durch ihren sterischen Anspruch zudem

einer Erhohung der Loslichkeit.

OH
Bu-Phenol

(0] N

2-EHA K,COs
OO Ar-Atmosphére OO
‘ 12h Rflx. ‘ 15h, 100 °C

OO Propionsaure OO NMP OO
90 % 82 %

Qo

© (10)

Si(OEt);
H,N" " si(0EY)

APTES
*@ oe @* *@ Oo @*
’BuOH OO EtOH (abs.) OO
100 % 75 %

Si(OEt),
(11) (12)

Schema 15: Darstellung des in polaren Medien besser loslichen PDI-Derivates (12) mit ‘Bu-Phenyl-Seitenketten.

Die Tetrachlorpersdure wurde fiir diese Arbeit von der BASF zur Verfiigung gestellt. Sie wurde

in Anlehnung an die Literatur mit 2-Ethylhexylamin (2-EHA, 34) in Propionsaure mit einer
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Ausbeute von 90 % zum Perylendiimid (9) umgesetzt.[!"87] Das Perylenderivat (9) ist an den
chlorierten Positionen empfanglich fir nucleophile Substitution. Diese wird mit Kaliumcarbo-
nat und in einem dipolaren, aprotischen Lésemittel wie NMP durchgefiihrt.[25178181 Die Chlo-
rid-Gruppen wurden durch tert-Butylphenol nucleophil substituiert, wobei das Produkt (10) mit
einer Ausbeute von 82 % erhalten wurde. Dieses wurde nun in tert-Butanol mit einem Uber-
schuss KOH verseift,[*""1 was der Abspaltung der 2-Ethylhexylreste dient. Diese Reaktion ver-
lauft quantitativ. Das nun gewonnene Bisanhydrid (11) wird mit APTES in absolutiertem Etha-
nol quantitativ umgesetzt.*8! Das Endprodukt (12) wird als dunkelviolettes Pulver mit einer

Ausbeute von 75 % erhalten.

Die Vorstufen des Produktes (9, 10, 11) sowie das Produkt (12) selbst zeigen aufgrund ihrer
sterisch anspruchsvollen Reste gute Loslichkeiten in Alkoholen. Die Loslichkeit von (12) liegt
Uber 1000 mg/L in Ethanol.

Das Emissionsmaximum in Ethanol der 2-Ethylhexyl-substituierten ersten Stufe (9) liegt bei
547 nm (Abbildung 28). Die nachsten Stufen (Verbindungen (10) und (11)), welche statt
Chloro-Resten 4-tert-Butylphenoxyl-Reste am Perylen-Kern tragen, zeigen eine bathochrome
Verschiebung des Emissionsmaximums. Sie emittieren bei ahnlichen Wellenlangen, bei 614
nm (Verbindung (10)), 619 nm (11) und 612 nm (12).

/547
612
614
619

1,0+
—— Verbindung (9)
—— Verbindung (10)
—— Verbindung (11)
::c_é 0,8 —— Verbindung (12)
‘0
o
E 0,6
g
7]
= 0,44
£
o
c
0,2 1
0,0

T T T T T T T T T 1
500 550 600 650 700 750
Wellenldnge [nm]

Abbildung 28: Emissionsspektren des in Alkoholen gut I8slichen Perylens (12) und dessen Vorstufen.

Alle weiteren, im Rahmen dieser Arbeit gemessenen UV/Vis-, Anregungs- und Emissionsspek-
tren der Stufen 1-4 sind im Detail im Anhang 7.4.2 zu finden.
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3.1.3.1.5 N,N-Bis(2,6-diisopropylphenyl)-1,6,7,12-tetra-((3-(triethoxysilyl)pro-
pyl)carbamoyloxy)phenoxyperylen-3,4:9,10 tetracarboxdiimid

Neben dem gut l6slichen Perylens (12) mit zwei Ankergruppen sollte im Vergleich auch ein

Perylen mit vier Ankergruppen in der Partikelsynthese verwendet werden (Abbildung 29). Das

Perylen wurde von der BASF SE zur Verfligung gestellt.

e,

O« _N__O
H H
(EtO)3Si\/\/NTO\/\©\ /@/VOTN\/\/SKOE%
o o OO o 0
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PDI mit vier Ankergruppen

Abbildung 29: Perylendiimid mit vier Triethoxysilangruppen in bay-Position zur kovalenten Bindung.

Es verfiigt, analog zu Verbindung (12) uber 2,6-DIPA-Gruppen, die aufgrund ihres sterischen
Anspruches, der keine Rotation um die Imid N-R Bindung erlaubt, fir eine gute Loslichkeit
sorgen. Es konnte eine Loslichkeit von mindestens 1000 mg/L in Ethanol fur das Perylen mit
vier Ankergruppen bestimmt werden. Das Absorptionsmaximum des Perylens liegt in Ethanol
bei 580 nm und die Emission, ahnlich wie bei (12), bei 613 nm (Abbildung 30).

Bei ersten Versuchen zur Partikelsynthese zeigte sich jedoch, dass das Perylen mit vier Anker-
gruppen nicht geeignet ist. Es bildet sich nach kurzer Zeit in der Stéber-Losung ein dunkel-
violetter, unldslicher Feststoff, bei dem es sich vermutlich um Farbstoff-Oligomere handelt.
Die Reaktivitat des Farbstoffes scheint demnach tber der von TEOS zu liegen, wodurch keine
Vernetzung mit den sich bildenden Silica-Partikeln stattfindet. Moglicherweise begunstigen die
vielen reaktiven Ankergruppen am Molekdl eine dhnliche Oligomerbildung durch Homokon-
densation wie auch bei PDI (3) (bei hoheren Temperaturen). Aus diesem Grund wurde das Pe-
rylen mit vier Ankergruppen als ungeeignet fur die Partikelsynthese mittels Stober-Prozess be-

funden und sich auf Perylen (12) beschréank.
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Abbildung 30: Anregungs- und Emissionsspektrum des Perylens mit vier Ankergruppen. Anregung: Amax (E-
tOH) =447, 539, 580 nm bei Aem = 630 nm, Emission: Amax (EtOH) = 613 nm bei Aex = 550 nm.

3.1.3.1.6 Konzentrationseffekte
Der Einfluss der Farbstoffkonzentration von (8) und (12) wurde untersucht, um die optimale
Farbstoffkonzentration in Hinblick auf die spektroskopischen Eigenschaften des Farbstoffes zu

finden.

Von (8) und (12) wurden Konzentrationsreihen angefertigt im Bereich 1 uM bis 1000 uM (Ab-
bildung 31 (a) und (b)). Bei beiden Farbstoffen kommt es durch die Aufkonzentrierung erwar-
tungsgemal zu einer schrittweisen bathochromen Verschiebung des Emissionsmaximums. Ge-
nerell ist bei beiden Farbstoffen zu beobachten, dass die hdchsten Intensitéten bei Konzentrati-
onen im 1-100 uM Bereich erreicht werden (Abbildung 31 (c)). Die hdchste Emissionsinten-
sitdt von (8) kann bei einer Konzentration von 5 uM erlangt werden. Fir (12) liegt sie bei 25
uM. Auffallig ist, dass die Intensitdt von (8) noch (ber einen groReren Konzentrationsbereich
relativ hoch ist, wahrend (12) ein punktuelles Konzentrationsoptimum bei 25 uM besitzt. Die
Rotverschiebung im betrachteten Konzentrationsbereich ist bei beiden Farbstoffen relativ &hn-
lich ausgeprégt. Bei (12) ist die Rotverschiebung im Konzentrationsbereich 0-200 uM etwas
starker als bei (8).
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Abbildung 31: Konzentrationsreihen von (8) in Chloroform (a) und (12) in EtOH (b), (c) Verschiebung des Emis-
sionsmaximums und Anderung der Emissionsintensitat in Abhangigkeit von der Farbstoffkonzentration.

Der Grund fiir die bathochrome Verschiebung und die Anderung der Intensitit der Emission
kann entweder mit einer Reabsorption der Emission durch den Uberlapp von Absorptions- und
Emissionsspektrum, oder aber auch durch die Bildung von Excimeren erklart werden. Es ist
literaturbekannt, dass kondensierte Aromaten wie Pyrene und Perylene aufgrund ihrer planaren,
aromatischen Struktur zu n-n-Stacking neigen.[?2181 Dieses Stacking kann, bei ausreichend ho-
her Konzentration, im angeregten Zustand zum Bilden von Dimeren, sogenannten Excimeren
fiihren.[81-1831 Das Vorhandensein von Excimeren fiihrt wiederum auch zu einer Rotverschie-
bung sowie einem Quenchen der Emission des Farbstoffes. Wirthner et al. fiihrten eine kon-
zentrationsabhangige Studie mit einem Perylendiimid durch, wobei sie eine Monomer-Emis-

sion bei einer Konzentration von 0,0125 mM und eine voll ausgepragte Excimer-Emission bei
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einer Konzentration von 12,5 mM feststellten.[*¥? Bei welchen Konzentrationen und ob sich
Dimere bilden, ist jedoch unter anderem abh&ngig von der molekularen Struktur des Farbstof-
fes.[*81 Da es sich jedoch ebenfalls um ein Perylendiimid handelt, konnen die Konzentrations-

bereiche dieser Studie als Orientierungswerte flr die eigenen Farbstoffe gesehen werden.

Ob es im Falle der in dieser Arbeit betrachteten Farbstoffe nun durch Reabsorption oder durch
Excimer-Bildung zur bathochromen Verschiebung bei héheren Konzentrationen kommt, lag
nicht im Fokus dieser Arbeit. Es konnte jedoch zum Beispiel durch Bestimmung von Fluores-
zenzlebenszeiten unterschieden werden welcher Fall vorliegt, da Excimere durch die energeti-

sche Stabilisierung des Dimeres langere Lebenszeiten aufweisen als Monomere.[182:184]

Fir die angestrebte Farbstoffkonzentration der Partikel resultiert aus diesen Betrachtungen,
dass die Konzentration unter 0,1 mM gehalten werden sollte, um keine EinbuRen bei der Emis-
sionsintensitat zu haben. Orientiert an Literaturwerten, wurde eine Perylen-Ausgangskonzent-
ration von 0,4 mM im Stober-Prozess verwendet.['?®1 Da die Labeling-Effizienz von Partikeln
mittels Stober-Prozess laut Literatur zwischen 6,6-15 % liegt,[*81881 wurden 0,4 mM Perylen-
I6sungen verwendet, was in eine Farbstoffkonzentration der Partikel von etwa 26 UM bis 60 uM
resultieren wiirde und somit eine konzentrationsbedingte Excimer-Bildung keine Rolle spielen
dirfte.

3.1.3.2 Perylen mit ionischen Gruppen

3.1.3.2.1 Synthese von N,N'-Bis(3-diethylmethylammoniumethyl)-perylen-3,4:9,10-tetra-
carboxdiimid (14b)

Neben der kovalenten Bindung des Farbstoffes an die Partikel mittels Stober-Prozess sollten

auch nicht-kovalente Bindungen, etwa (iber ionische Wechselwirkungen in dieser Arbeit unter-

sucht werden. Kationische Ladungen der Farbstoffe sind flr Silica-Partikel zu bevorzugen, da

sich diese an das im neutral bis basischen pH-Bereich negativ geladene Silica-Netzwerk durch

elektrostatische Wechselwirkung anlagern kdnnen.

Hierzu kénnen Amin-Gruppen in das Perylen-Molekiil eingefiihrt werden, die in einem spéte-
ren Schritt zu einem Ammoniumion quartarnisiert werden kénnen. Eine Mdglichkeit ist die
Funktionalisierung von PTCDA (6) mit 3-(Diethylamino)ethylamin (DEAEA, 39) und die an-
schlieBende Quartarnisierung der Diethylaminogruppe mit Methyliodid. Die Imidisierung von
PTCDA mit DEAEA wurde erstmals 1994 von Deligeorgiev et al. bei 230 bis 240 °C in Chi-
nolin, katalysiert mit N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) durchgefiihrt.[*¥”] DCC oder auch

Zinkacetat werden bei Imidisierungen von Perylenen héufig als wasserabspaltende
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Katalysatoren verwendet.[®? Hierbei wurden von Deligeorgiev et al. schon gute Ausbeuten von

91 % erreicht.

Durch Milderung der Reaktionsbedingungen konnte das Produkt (13) nach der Vorschrift von
Wang et al.[*81 schon bei 90 °C in iso-Butanol sogar ohne Katalysator mit einer Ausbeute von
98 % hergestellt werden. Nach anschlieRender Methylierung mit Methyliodid wurde das lodid-
Salz (14a) mit einer Ausbeute von 95 % erhalten. Da lodide durch Oxidation zu lod méglich-
erweise nicht unter Luft dauerhaft stabil sind, wurde das lodid-Anion gegen Nitrat ausgetauscht,
was durch eine Féllungsreaktion mit Silbernitrat realisiert wurde. Zudem kann hierdurch die
Loslichkeit des Perylens in wassrigen Medien weiter gesteigert werden. Das Nitratsalz (14b)

wurde mit einer Ausbeute von 69 % erhalten.
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Schema 16: Umsetzung von PTCDA zu PDI (14b).

PDI (13) ist nur in apolaren Losemitteln 16slich. Es emittiert bei 535 nm in Chloroform (Abbil-
dung 32). PDI (14a / 14b) ist aufgrund des ionischen Charakters nicht mehr in Chloroform
l6slich. In Wasser wird von PDI (14b) ein im Vergleich zu PDI (13) leicht bathochrom ver-

schobenes Spektrum mit einem Emissionsmaximum bei 549 nm erhalten.
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Abbildung 32: Fluoreszenzemissionsspektren von PDI (13) in Chloroform und (14b) in Wasser.

Nachfolgend sind ist die UV/Vis- Anregungs- und Emissionsspektren von PDI (13) (Abbil-
dung 33) und (14b) (Abbildung 34) im Einzelnen zu sehen.
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Abbildung 33: UV/Vis- Anregungs- und Emissionsspektrum von PDI (13), Anregung: Amax (CHCI3) = 370, 430,
458, 489, 525 nm bei Aem = 570 nm, Fluoreszenz: Amax (CHCI3) = 535, 575, 621 nm bei Aex = 490 nm, UV/Vis: Aaps
(CHCI3) = 370, 429, 458, 490, 525 nm.
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Abbildung 34: UV/Vis-, Anregungs- und Emissionsspektrum von PDI (14b), Anregung: Amax (H20) = 374, 460,
489, 530 nm bei Aem = 570 nm, Fluoreszenz: Amax (H20) = 549, 589 nm bei Aex = 500 nm, UV/Vis: haps (H20) =
378, 501, 538 nm.

Die Banden des Spektrums von PDI (14b) sind weniger gut aufgeldst, was moglicherweise dem
polaren Losemittel verschuldet ist, da es in Losemitteln wie Wasser haufig zu einer Bandenver-

breiterung kommt.

3.1.3.3 Zusammenfassung Perylen-Farbstoffe

Es wurden flinf verschiedene Perylenderivate mit unterschiedlicher Anzahl von Ankergruppen
sowie unterschiedlicher Ldslichkeit hergestellt. Bei allen Perylenen, bis auf Perylen (5), handelt
es sich um literaturbekannte Perylene, die jedoch nie in einer vergleichenden Studie zur Parti-
kelsynthese im Stober-Prozess eingesetzt wurden. Von den getesteten Derivaten wiesen das
PDI (12) sowie das PDI mit vier Ankergruppen die besten Loslichkeiten (> 1000 mg/L) auf. Da
letztgenannter Farbstoff jedoch zur schnellen Bildung von unléslichen Oligomeren neigt, wurde
fur den weiteren Verlauf der Arbeit (12) als das Perylen zur kovalenten Bindung an Partikel
gewahlt.

Einige der hergestellten Perylen-Derivate sind in Abbildung 35 bei Bestrahlung mit UV-Licht

Zu sehen.
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Abbildung 35: Hergestellte Perylen-Derivate geldst in EtOH unter UV-Licht. Von links nach rechts: asymmetri-
sches Perylen (8), symmetrisches Perylendiimid PDI (3), PDI mit Ethylhexylresten in Imid-Position (9) und PDI
(12) mit tBu-Phenylgruppen in bay-Position.

Weiterhin wurde das literaturbekannte Perylen (14b) mit kationischen Ladungen hergestellt
und charakterisiert. Es weist eine gute Léslichkeit in polaren Losemitteln von tber 1000 mg/L
auf und kann somit in hohen Konzentrationen in der Partikelsynthese verwendet werden. PDI
(14b) konnte aufgrund der doppelten Ladung eine im Vergleich zum einfach positiv geladenen
Rhodamin B (2) bessere Adsorption durch ionische Wechselwirkung an den Partikeln aufwei-

sen, was in Kapitel 3.4.3 untersucht wurde.
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3.2 Nanopartikel-Synthese

Die Synthese der Partikel erfolgte mittels eines modifizierten Stober-Prozesses in Ethanol. Die
Xanthen-Farbstoffe Fluorescein und Rhodamin B sollten kovalent und nicht-kovalent tiber den
Stober-Prozess im Silica-Netzwerk eingebaut werden. Zum Einbau weniger gut I6slicher Pery-
len-Farbstoffe wurden Alternatividsungen angewendet, wie etwa eine nachtrégliche Funktio-
nalisierung auf bereits gebildete Partikel mit dem jeweiligen Farbstoff in Toluol oder Chloro-
form. Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Optimierung der Léslichkeit des Perylens durch
Substitution mit Gruppen, welche die Loslichkeit in polaren Losemitteln verbessern. Eine nicht-
kovalente Bindung von Perylenen direkt in der Stober-Synthese sollte ebenfalls untersucht wer-

den.

3.2.1 Modifizierte Stober-Synthese

Um auch kleine Partikel moglichst monodispers herzustellen, wurde die in Kapitel 1.1.3 be-
schriebene Stéber-Variante nach Han et. al. verwendet.[*?”] Die Verwendung einer kleinen
Menge LiOH verbesserte die Monodispersitat der Partikel, da die Hydrolyse-Geschwindigkeit
der Vorstufen beschleunigt wird. Durch das in der Literatur beschriebene modifizierte Stober-
Verfahren konnten monodisperse, spharische Partikel verschiedener Grolie erhalten werden
(Abbildung 36).

Abbildung 36: TEM-Aufnahmen der unmodifizierten Silica-Partikel, welche durch die modifizierte Stéber-Syn-
these mit verschiedenen Ammoniak- / LiOH-Verhaltnissen erhalten wurden. Die Polydispersitat errechnet sich aus
dem Quotienten der Standardabweichung und des mittleren Durchmessers.
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Die Polydispersitét der Partikel lasst sich durch den Quotienten aus der Standardabweichung ¢
und dem mittleren Partikeldurchmesser d berechnen.®2111 Hierbei kann in Ubereistimmung
mit der Literatur beobachtet werden, dass die Polydispersitat abnimmt, je groRer die Partikel
werden (Abbildung 37).[2127:181 Dje kleinsten Partikel mit einem Durchmesser von 5,7 + 1,2
nm besitzen eine hohe Polydispersitat von 21 %, wahrend sich bei Partikeln mit einem etwa
zehnfach grofieren Durchmesser von 57,5 + 5,6 nm die Polydispersitat auf 10 % ungeféhr hal-
biert. Wird der Partikeldurchmesser auf 122,9 + 10,7 nm ungefahr verdoppelt, so sinkt die Po-
lydispersitat nur noch leicht auf 9 %. Die erhaltenen Partikelgré3en sind alle etwas Kleiner als
in der Literatur beschrieben,*?”! was moglicherweise an einer geringeren realen Ammoniak-
Konzentration des verwendeten Gebindes liegt. Die Polydispersitaten sind etwas hoher als die
von Han et al. beschriebenen, aber kleiner als Polydispersitaten, welche mit einem unmodifi-

zierten Stober-Prozess erhalten werden.127]
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Abbildung 37: Zusammenhang zwischen Ammoniak-Konzentration und resultierendem Partikeldurchmesser und
Polydispersitat der unmodifizierten Partikel aus dem Stdber-Prozess nach Han et al.

Die kleineren Partikel weisen eine eher unregelméiige Morphologie auf, was mit anderen St6-
ber-Partikeln &hnlicher GroRe in der Literatur tibereinstimmt.[221%0-1921 Ein maglicher Grund
hierfur kdnnte in einem aggregations-basierten Partikelwachstum liegen, welches bei geringen
Ammoniak-Konzentrationen vorherrscht.'*®l Bei diesem Wachstumsmechanismus wird davon

ausgegangen, dass es erst zur Bildung von kleinen Partikelkeimen kommt, welche dann im
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weiteren Verlauf aggregieren und letztendlich zu gréReren Partikeln wachsen.[}%41%1 Ap Gro-

Ren von etwa 50 nm weisen die Partikel ebenmaRige, sphérische Morphologien auf.
3.2.2 Farbstoff markierte Partikel

3.2.2.1 Xanthen-Partikel

Zur Herstellung der fluoreszierenden Partikel wurden zwei literaturbekannte Verfahren mitei-
nander kombiniert. Die Farbstoff-Konzentration von 0,4 mM wurde gemaR Zhang et al. ge-
wahlt.*64 Der leicht modifizierte Stéber-Prozess mit Zugabe von LiOH als zusétzliche Base
erfolgte gemaR Han et al., die die Synthese jedoch nur ohne Farbstoff durchgefiihrt hatten.[*2"]
Da sich diese Farbstoffkonzentration im spateren Verlauf der Arbeit fiir Anisotropie-Studien
als zu hoch erwies (siene Kapitel 3.2.4), wurden angelehnt an Clasen et al. zur Anisotropie-
Messung zusatzlich Partikel mit einer Ausgangs-Konzentration an Farbstoff von 0,002 mM bei

der Partikelsynthese hergestellt.[1%]

Zur Herstellung der Partikel wurde Uranin, FITC-APTES (1), Rhodamin B oder RBITC-AP-
TES (2) in Ethanol geldst. AnschlieBend wurden TEOS, Ammoniaklésung sowie LIOH-L6sung

zugegeben, das Gefal} abgedunkelt und Gber Nacht riihren gelassen.

Werden die unfunktionalisierten Partikel mit Farbstoff-markierten Partikeln verglichen, fallt
ein kleiner GroRenunterschied auf. So kann in DLS-Messungen beobachtet werden, dass die
FITC-APTES (1)-markierten Partikel stets einen etwas grof3eren hydrodynamischen Radius

aufweisen als die jeweiligen unmarkierten Partikel (Abbildung 38).

1,04 C(NH,):

Silica

— (0,26 M
e 0,43 M
s 0,62 M
s 0,74 M

0,84

0,6
FITC-Silica
= 0,26 M
== 0,43M
== 0,62M
== 0,74M

0,44

normierte Intensitat

0,24

0,0

100
hydrodynamischer Radius [nm]

Abbildung 38: Hydrodynamische Radien der Stober-Silica Partikel mit und ohne 0,01 mmol FITC-APTES (1)-
Zugabe, Messungen in Ethanol.
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Die hydrodynamischen Radien der FITC-APTES (1)-markierten Partikel sind zwischen 4 % fiir
die Ammoniak-Konzentration 0,76 M und 36 % flr die Ammoniak-Konzentration 0,62 M gro-
Rer als die der entsprechenden unmarkierten Partikel (Tabelle 1). Eine Gesetzmé&Rigkeit der
Differenz aus dem hydrodynamischen Radius der FITC-markierten und der unmarkierten Par-
tikel lasst sich, bis auf eine allgemeine VergréRerung des hydrodynamischen Radius fir die

markierten Partikel, aus den vorhandenen Messwerten nicht ableiten.

Tabelle 1: Vergleich der Partikelgréen mit und ohne kovalent gebundenes FITC bei steigender Menge Base

c(NHs3) C(LIOH)  ruz o[nm] Differenz rn(Silica)-

Ansatz .
[mol/L] [mmol/L] DLS ru(FITC-Silica)
Silica-NPs 59+04
0,26 0,40 15 %
FITC-Silica-NPs 6,8+0,6
Silica-NPs 13,4+0,9
0,43 0,60 34 %
FITC-Silica-NPs 179+13
Silica-NPs 270+18
0,62 0,80 36 %
FITC-Silica-NPs 36,620
Silica-NPs 545+ 3,4
0,74 1,00 4%
FITC-Silica-NPs 56,6 +2,9
Silica-NPs 65,2 +27
0,86 1,60 -

FITC-Silica-NPs -

Auch in TEM-Aufnahmen ist eine Zunahme der PartikelgroRe durch Zugabe eines Farbstoffes
zu beobachten (Abbildung 39). Bei komplettem Gleichhalten der Syntheseparameter bis auf
die Variation des Farbstoffes werden unter den verwendeten Bedingungen unfunktionalisierte
Partikel mit einem Durchmesser von 24,1 + 2,9 nm mit einer Polydispersitat von 12 % erhalten.
Alle Partikel mit Farbstoffen liegen bei Durchmessern von tber 30 nm und Polydispersitaten
zwischen 11 und 14 %. Die Polydispersitaten der Farbstoff-markierten Partikel sind also mit

denen der unfunktionalisierten Partikel vergleichbar.

63



Ergebnisse und Diskussion

d=24,1%29nm
c/d=12%

+d=33,0%+4,2nm
A4 old=N13%,

>

rd=384+52nm d=31,9%35nm
6./d=14% P Ko d =A%

: 4

Abbildung 39: TEM-Aufnahmen verschiedener Farbstoff-funktionalisierter Partikel. Die Syntheseparameter wur-

den gleich gehalten, nur Variation des Farbstoffes. a) unfunktionalisierte Partikel, b) Uranin, ¢) FITC-APTES) (1),
d) Rhodamin B, ) RBITC-APTES (2).

Dennoch fallt auf, dass die Standardabweichung der GroRenverteilung bei Partikeln mit Farb-

stoff etwas breiter wird. So betrédgt sie bei unfunktionalisierten Silica-Partikeln £ 2,9 nm, bei
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allen farbstoffhaltigen Partikeln nimmt sie mit = 3,5 nm bei RBITC-Silica-Partikeln bis + 5,2
bei Rhodamin B-Silica-Partikeln deutlich zu (Tabelle 2).

Tendenziell sind Partikel mit physisorbiertem Farbstoff etwas groRer als Partikel mit dem je-
weiligen, kovalent gebundenen Farbstoff. Bei unfunktionalisierten Partikeln werden bei TEM-
Messungen GroRen von 24,1 + 2,9 nm ermittelt, Partikel mit Uranin sind mit 40,0 + 4,6 nm

deutlich groRer, Partikel mit FITC liegen mit 33,0 + 4,2 nm zwischen diesen Werten.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die hydrodynamischen Durchmesser, TEM-Durchmesser und Polydispersitaten

Partikel DLS:di+06[nm] TEM: dn+ 06 [nm] ¢/ d [%]
Silica 30,8+0,6 241+29 12
Uranin-Silica 518+24 40,0 £ 4,6 12
FITC-Silica 48,8 + 2,6 33,0+4.2 13
Rhodamin B-Silica 38,6 +2,6 38,4+572 14
RBITC-Silica 55,0+2,0 319+35 11

Der im Vergleich zu unfunktionalisierten Partikeln gréRere Durchmesser von Partikeln mit
kovalent, auf APTES-Kopplung basierenden gebundenen Farbstoffen, wird in der Literatur mit
dem nach der Synthese der Farbstoff-Vorstufe nicht abgetrennten APTES-Uberschuss er-
klart.['®81 Durch die Zugabe der Farbstofflésung zum Stober-Prozess kénnen nicht nur die mit
APTES funktionalisierten Farbstoffe mit der Partikeloberflache reagieren, sondern auch die
noch durch den Uberschuss vorhandenen freien APTES-Molekiile. Hierdurch werden auf der
Partikel-Oberflache freie Aminogruppen generiert, die durch Protonierung oder Deprotonie-
rung das Zeta-Potential beeinflussen und damit auch das Agglomerationsverhalten von Oligo-
meren und den spéater gebildeten Partikeln. Durch den APTES-Uberschuss, aber auch durch die
Farbstoffmolekdle an sich wird generell die Partikeldichte verringert, was insbesondere bei ho-
heren Farbstoff-Konzentrationen zu einer Destabilisierung und somit zur Bildung von weniger
Oligomeren fiihrt (Schema 17).128%]
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Schema 17: Unterschiedliches Partikelwachstum in Abhangigkeit von der Farbstoffkonzentration geméaR der The-
orie von Imhof et al.[18]

Sind weniger Oligomere vorhanden, kann daraus auch nur eine kleinere Anzahl an Partikeln
wachsen, welche dann aber aufgrund der immer noch gleichhohen TEOS-Konzentration groRer
werden, als wenn es mehr Partikelkeime geben wirde. Hiermit kann allgemein die Tendenz zur
Erhoéhung des Partikeldurchmessers, aber auch die Neigung zu breiteren GroRenverteilungen

der Partikel mit steigender Farbstoffkonzentration erklart werden.

Die Anregungs- und Emissionsspektren der freien Farbstoffe und der im Partikel gebundenen
Farbstoffe unterscheiden sich nur wenig, es kommt lediglich im Falle der FITC- und RBITC-

NPs durch Streuung zu einer leichten Erhéhung der Basisline zu kleineren Wellenlangen hin.

a) b)
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= = Uranin-NPs \ = = Uranin-NPs
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£ £
o o
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Abbildung 40: a) Fluoreszenz-Anregungsspektren und b) Fluoreszenz-Emissionsspektren der Xanthen-Farbstoffe
und der entsprechend funktionalisierten Partikel in Ethanol.

Dieser Effekt kann verstéarkt auch in UV/Vis-Messungen der Partikel beobachtet werden (Ab-
bildung 41). Der Anstieg der Basislinie zu kleinen Wellenl&dngen hin wird durch Reflexion und
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Streuung des einfallenden Lichts an den festen Partikeln hervorgerufen.[851%71 Bej Partikeln
mit einem Durchmesser von etwa 50 nm kommt es hierbei hauptséchlich zur Rayleigh-Streu-
ung. Rayleigh-Streuung weist eine 1/A*-Abhéngigkeit zur eingestrahlten Intensitat auf und
nimmt aus diesem Grund bei kleinen Wellenlangen zu.[*%®] Bei Partikeln, deren GroRe der ein-
strahlten Wellenldnge in Nanometern tbersteigt, kommt es hingegen zur Mie-Streuung, die nur

noch eine leichte Abhéngigkeit von der Wellenlange aufweist.

1,04
Absorption in Ethanol
——FITC

0,8 1 —— FITC-APTES

—— FITC-APTES-Silica-NPs

0,6

0,4+

normierte Intensitat

0,2

0,0

T T T T T
400 500 600
Wellenldnge [nm]

Abbildung 41: UV/Vis-Messungen von Fluorescein isothiocyanat, FITC-APTES und der funktionalisierten Par-
tikel in Ethanol.

Die pH-Abhé&ngigkeit der spektroskopischen Eigenschaften kann bei Fluorescein-modifizierten

Partikeln ebenso beobachtet werden wie bei den freien Farbstoffen.

Durch Anderung des pH-Wertes wird bei freiem Fluorescein lediglich die Lage und Intensitat
des Absorptionsmaximums beeinflusst, die Lage des Emissionsmaximums bleibt bei sich &n-
dernder Intensitat gleich (Abbildung 42). Ab pH = 8 liegt fast nur die dianionische Spezies mit
einer Absorption bei 489 nm vor, bei pH = 6 — 7 ist auch hauptsachlich dianionisches Flu-
orescein vorhanden, jedoch mit einer deutlich wachsenden Schulterbande im Bereich 450 — 480
nm. Bei pH = 4 liegt das Anion mit einem Absorptionsmaximum bei 475 nm und die neutrale
Spezies mit einem Maximum bei 434 nm vor. Bei pH = 2 ist nur noch die neutrale Spezies

vorhanden.
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Abbildung 42: Anregungs- und Emissionsspektren von freiem FITC bei verschiedenen pH-Werten.

Die pH-abhangige Verschiebung des Absorptionsspektrums mit Anderung der Intensitéten lasst
sich ebenfalls gut in 3 D — Fluoreszenzspektren verfolgen (Abbildung 43). So ist zu erkennen,
dass bei pH = 2 eine recht breite Emissionsbande der neutralen Spezies vorliegt, welche sich
etwa von 490 nm bis 590 nm erstreckt. Der Absorptionsquerschnitt bei pH = 2 reicht von 400

nm bis 450 nm. Bei pH = 4 nimmt der Emissionsquerschnitt auf 490 nm bis 560 nm ab und der

Absorptionsquerschnitt nimmt auf 410 bis 490 nm zu.
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Abbildung 43: 3D-Fluoreszenzspektren von Fluorescein bei verschiedenen pH-Werten.

Die Spektren der FITC-Partikel weisen im Vergleich zu den Spektren des freien Farbstoffes
geringere Intensitaten sowohl bei den Absorptions- als auch bei den Emissionsspektren auf.

Aullerdem scheint es bei pH = 2 nur im geringen Mal3e zur Ausbildung der neutralen Flu-

orescein-Spezies zu kommen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: (a) Anregungs- und (b) Emissionsspektra von FITC-APTES (1)-NPs bei verschiedenen pH-
Werten.

Erkléren l&sst sich dies mit dem in Abschnitt 3.2.3 besprochenen geringen Einfluss von selbst
kleinen Lésemittelmolekiilen auf die spektroskopischen Eigenschaften von Farbstoffen, welche
in der Partikelmatrix eingeschlossen sind, da die Losemittelmolekdle nur in die duBerste etwa
3-4 nm dicke Schicht der Silica-Matrix eindringen kénnenl*?°l und somit Farbstoffe im Parti-
kelinneren weitgehend unbeeinflusst bleiben.

Bei Rhodamin B ist der Einfluss des pH-Wertes weniger aufféllig, da es tber weniger Spezies
in Abhangigkeit des pH-Wertes als Fluorescein verfligt (siehe Kapitel 1.1.2). Bei pH = 2 liegt
Rhodamin B als Kation vor, bei pH =7 und 12 ist es in seiner zwitterionischen Form, weshalb
sich bei diesen pH-Werten die Maxima der Anregungs- und Emissionsspektren nicht unter-
scheiden (Abbildung 45).
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Abbildung 45: (a) Anregungsspektren und (b) Emissionsspektren von Rhodamin B bei verschiedenen pH-Werten
sowie der bei pH 7 dispergierten RBITC-APTES (2)-Partikel.
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Die bei pH = 7 dispergierten RBITC-Partikel zeigen die gleichen Maxima wie der freie Farb-
stoff, jedoch ist bedingt durch Streueffekte der Partikel eine leichte VVerbreiterung der Spektren

Zu sehen.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Farbstoff-Funktionalisierung der Partikel ist die Labeling-
Effizienz. Als Labeling-Effizienz wird das Verhaltnis zwischen eingesetzter und letztendlich in
der aufgearbeiteten Partikeldispersion vorhandener Farbstoffmenge bezeichnet.[*8! Durch die
kompetitive Hydrolyse und Kondensation zwischen dem Trialkoxysilan und TEOS wird das
Trialkoxysilan nicht quantitativ in das Silica-Netzwerk eingebunden. Grund hierfur ist die lang-
samere Hydrolyse von Tri- um Vergleich zu Tetraalkoxysilanen.[*® Je nach molarem Verhlt-
nis zwischen Farbstoff und TEOS wird in der Literatur von Labeling-Effizienzen zwischen 6,6
und 15 % berichtet.l!851881 Bej Modifizierung der Synthese durch das Einfiihren von Kern-

Schale-Strukturen wurden auch schon Labeling-Effizienzen von bis zu 91 % erreicht.[*]

Zur Bestimmung der eigenen Labeling-Effizienz wurde eine Kalibrierreihe von Fluorescein in
Ethanol erstellt (Abbildung 46). Die Konzentration von FITC in der Stober-L6sung betrug 0,4
mM.

207 1 2,04
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0,5 0,5
0,0 ‘ ; 0,0 ; ; ‘ : ‘ ‘
350 400 450 500 550 600 0 10 20 30 40 50 60

Wellenlange [nm] Konzentration [uM]

Abbildung 46: (a) UV/Vis-Messungen der Kalibrierlosungen. (b) Daraus ermittelte Kalibriergerade.

Die Kalibrierung war bis zu einer Fluorescein-Konzentration von 50 uM mdoglich, bei hoheren
Konzentrationen kommt es zu Quenching-Effekten, was sich darin duert, dass der Zusammen-
hang zwischen Konzentration und Extinktion nicht mehr linear ist. Es wurde eine Kalibrierge-

rade mit Gleichung (11) erhalten.

L
E; = 0,03849 " * c(Fluorescein) + 0,0033 (11)

mol
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Hierbei ist E, die gemessene Extinktion und c(Fluorescein) die Konzentration von Fluorescein

in umol/L.

Durch Umformen von Gleichung (11) wird Gleichung (12) erhalten.

(FI in) E, —0,0033
c(Fluorescein) = ————
0,03849 _L_ (12)
umol

Die Partikel-Dispersion wurde vor einer Ulbricht-Kugel gemessen, um Intensitéts-Verluste
durch Streu-Effekte zu minimieren. Die Partikel wurden intensiv gewaschen und im gleichen
Volumen Ethanol redispergiert. Die Extinktion der Partikel-Dispersion nach dem Waschen be-
tragt Ex = 1,0666. Mit Gleichung (12) wird eine Konzentration an FITC in der Dispersion von
27,6 UM erhalten. Die bei diesem Versuch eingesetzte FITC-Konzentration war 0,4 mM. Es
verbleibt also nach dem Waschen 6,9 % der urspriinglich eingesetzten FITC-Konzentration in

der Dispersion.

Dieses Ergebnis kann mit der Arbeit von Imhof et al. verglichen werden, die verschiedene
Farbstoff- und TEOS-Konzentrationen zur Partikelsynthese einsetzten. Aus den eingesetzten
Stoffmengen in der vorliegenden Arbeit und aus denen von Imhof et al. lassen sich die Molen-
briiche fir TEOS und FITC errechnen (Abbildung 47). Bei Vergleich mit den Ergebnissen von
Imhof et al. kann erkannt werden, dass trotz eines relativ hohen Molenbruchs von x(FITC) =
0,0044 die in dieser Arbeit erreichte Labeling-Effizienz mit 6,9 % relativ niedrig liegt. Bei dem
verwendeten TEOS zu FITC Verhaltnis kénnten gemal der Ergebnisse von Imhof et al. eine

Labeling-Effizienz von etwa 10 bis 12 % erwartet werden. 28]
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Abbildung 47: (a) Zusammenhang zwischen dem Molenbruch von FITC und TEOS und der Labeling-Effizienz.
Werte berechnet aus Quelle 81, griin markierter Wert aus eigener Messung. (b) Berechnung der Molenbriche.
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Die erhaltene, verhéltnismalig geringe Labeling-Effizienz kann unterschiedliche Ursachen ha-
ben. Denkbar ist zum Beispiel eine weniger effiziente oder weniger intensive Aufarbeitung der
Partikel in den Literaturbeispielen, wodurch noch gewisse Mengen an freiem Farbstoff vorhan-
den waren, die den Extinktionswert erhohen. Eine weitere mogliche eigene Fehlerquelle kdonnte
in der Messung der Partikeldispersionen liegen, da deren Streuvermdgen ebenfalls die wahre
Extinktion verfalschen kann. Es wurde zwar vor einer Ulbricht-Kugel gemessen, um Streuung
zu minimieren, jedoch ist davon auszugehen, dass der Effekt nicht ganz vermieden werden

konnte, was in geringeren experimentellen Extinktionen resultiert.

Durch Andern des molaren Verhiltnisses zwischen TEOS und FITC kann also die Labeling-
Effizienz und damit der Gehalt an Farbstoff im Partikel beeinflusst werden. Der Gehalt an Farb-
stoff beeinflusst bekanntlich weitere Eigenschaften der Partikel wie die Quantenausbeute, 2]
aber auch die Partikel-Morphologie und -Grofe. Bereits bei den in Kapitel 3.2.1 vorgestellten
farbstofffunktionalisierten Partikeln hat sich abgezeichnet, dass zum einen die Anwesenheit der
Farbstoffe Einfluss auf die PartikelgroRe hat, zum anderen auch, ob die Farbstoffe kovalent

oder nicht-kovalent gebunden werden.

Im Folgenden wurde dies genauer am Modellsystem Rhodamin 6G — Silica und FITC-Silica
untersucht. Die Reaktionsparameter wurden, bis auf die Farbstoff-Konzentration, gleich gehal-

ten. Die Farbstoff-Konzentrationen wurden zwischen 0 uM und 1,36 mM variiert (Tabelle 3).

Tabelle 3: Erhaltene hydrodynamische Radien von R6G-Silica-NPs und FITC-Silica-NPs bei Variation der Farb-
stoff-Konzentration-Konzentration*

c(R6G)

0,16 0,80 1,60 2,40 3,19 4,00 1360
[UM]
ra[nm] 102 94 3.8 4,1 9,7 7.8 6,7 31,2
Aem [NM] - 549 550 549 549 549 549 551
c(FITC)

400 1440 2780 5000 1360
[uUM]

rm[nm] 102 88 105 183 118 264

hem[nm] - 515 518 522 531 530

! Die Partikelsynthesen und Messungen wurden von Mirjam Jakob im Rahmen einer AC-Vertiefungsarbeit durch-
gefuhrt.
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Bei geringen Konzentrationen unter 4 uM kann bei beiden Partikel-Arten keine Korrelation
zwischen Konzentration und hydrodynamischem Radius erkannt werden. Auch bei einer Kon-
zentration von 0,5 mM scheint die Partikelgréfie bei den FITC-Partikeln nicht zu steigen. Erst
bei einer deutlichen Erhéhung der Konzentration in den mM-Bereich kann bei beiden Partikel-
arten eine Zunahme des hydrodynamischen Radius beobachtet werden (Abbildung 49). Um
einen klareren Trend auszumachen, wéren weitere Werte notwendig sowie eventuell TEM oder
REM-Aufnahmen, da Agglomerationen in DLS-Messungen nicht immer sichtbar sind.

(@) o (b) N o) -

e 500 UM
1360 uM

s 0,80 UM
e 1,60 UM
s 2 40 UM
3,19 uM
4,00 pM
1360 M

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
520 530 540 550 560 570 580 590 600 500 520 540 560 580 600
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 48: Emissionsspektren von Stdber-Partikeln mit R6G und FITC mit aufsteigender Farbstoffkonzent-
ration (a) R6G, (b) FITC.

Neben der Partikel-Morphologie werden auch die spektroskopischen Eigenschaften der Partikel
beeinflusst. So ist zu beobachten, dass das Emissionsmaximum der FITC-Partikel sich mit zu-
nehmender Farbstoff-Konzentration von 515 nm zu 530 nm rotverschiebt (Abbildung 48 (b)).
Dieser Effekt wurde in der Literatur schon beobachtet und wird der verénderten chemischen

Umgebung bei Erhéhung der Farbstoff-Konzentration zugeschrieben. 28]

Ein vergleichbarer Effekt konnte bei den R6G-Partikeln nicht beobachtet werden (Abbildung
48 (a)). Die Emissionsmaxima der Konzentrationen 0,16 uM bis 4 uM verandern sich nicht
und liegen alle bei 549-550 nm. Bei deutlicher Erhéhung der Konzentration auf 1360 uM liegt
das Emissionsmaximum bei 551 nm, also im Rahmen der Messgenauigkeit immer noch im
gleichen Bereich wie die geringeren Konzentrationen. Die Beziehung zwischen Farbstoffkon-
zentration und hdyrodynamischem Radius der beiden untersuchten Partikelspezies ist in Abbil-
dung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Korrelation zwischen Farbstoff-Konzentration und hydrodynamischem Radius flr einen kovalent
und einen nicht-kovalent gebundenen Xanthen-Farbstoff

Der Unterschied zwischen R6G und FITC-Partikeln liegt vermutlich in der kovalenten Bindung
der FITC-Molekiile begriindet, durch diese sie in geringerer Distanz zueinander liegen, als
wenn sie in Losung vorliegen wirden. Rhodamin 6G als Farbstoff ohne Mdglichkeit der kova-
lenten Bindung liegt moglicherweise, wie Rhodamin B, hauptsachlich geldst im Losemittel vor,
wodurch die Farbstoffmolekdile raumlich starker voneinander getrennt sind und deshalb auch

weniger miteinander wechselwirken.
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3.2.2.2 Perylen-Partikel

Es wurden verschiedene Perylendiimid-Farbstoffe zur Modifizierung von Silica-Partikel ver-
wendet. Die Perylene wurden hierzu in Ethanol oder im Falle von PDI in einer geringen Menge
Aceton geldst und, wie die Xanthen-Farbstoffe, direkt der Stober-Ldsung zugegeben. Eine
Hurde hierbei war, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, ein Perylen-Derivat mit ausreichend guter
Loslichkeit in polaren Losemitteln zu finden. Um eine Vergleichbarkeit zu den Xanthen-Parti-
keln zu erhalten, wurde angestrebt, ebenfalls eine Farbstoffkonzentration von 0,4 mM einzu-
setzen, was allerdings nicht bei allen Perylenen moglich war. Eine Konzentration von 0,4 mM
wurde auch von Blechinger et al. zur Synthese von PDI (3)-Partikeln mittels Stéber-Prozess
verwendet. Letztendlich wurden Partikel mit Verbindung (3), (8), tetra-funktionalem PDI und
PDI (12) mittels Stober-Prozess hergestelit.

Da PDI (12) eine gute Loslichkeit in Ethanol zeigt und die erhaltenen Partikel relativ mono-
dispers sind, wurde mit diesem Perylen ebenfalls, wie fir FITC-APTES (1), eine Konzentrati-
onsreihe mit aufsteigender Ammoniak-Menge angefertigt, um die optimale Basenkonzentration
fir die gewinschte PartikelgréRe von etwa 50 nm zu finden sowie um einen Vergleich der

Farbstoff-markierten Partikel mit unmarkierten Partikel ziehen zu konnen.

Die Partikel mit Farbstoff zeigten alle eine deutliche Zunahme des hydrodynamischen Radius.
Dieser Effekt ist bei kleinen Partikeln am starksten zu beobachten, hier tritt eine VergrofRerung
des Radius von 5,9 nm zu 11,0 nm auf. Die Unterschiede der Partikelgréfien zwischen unfunk-
tionalisierten und Perylen-funktionalisierten Partikeln sind, obwohl nur die Basenkonzentration

variiert wurde, sehr viel deutlicher als bei den FITC-APTES (1)-funktionalisierten Partikeln.

1,04 c(NHy):

Silica

0,26 M
0,43 M
— 0,62 M
0,74 M
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0,64
Perylen-Silica
= 026M
== 0,43 M
== 0,62M
= 0,74M

0,44

normierte Intensitat

0,24

0,0

hydrodynamischer Radius [nm]

Abbildung 50: Hydrodynamische Radien der Stober-Silica Partikel mit und ohne 0,4 M Zugabe von Perylen (12),
Messungen in Ethanol.
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Die Unterschiede in der Grof3e der hydrodynamischen Radien liegen zwischen 6 % fir die Par-
tikel mit 0,74 mM NH3z und 86 % fiir Partikel mit 0,26 mM NH3 (Tabelle 4). Erkenntnisse uber
die Partikel-Morphologie kdnnen auch durch TEM-Messungen gefunden werden (Abbildung
52).

Tabelle 4: Vergleich der PartikelgroRen mit und ohne kovalent gebundenem Perylen (12) bei steigender Menge
Base

c(NH3) c¢(LIOH) ruz o[nm] Differenz rn(Silica)-

Ansatz -
[mol/L] [mmol/L] DLS ru(Perylen-Silica)

Silica-NPs 59+£04
0,26 0,40 86 %

Perylen-Silica-NPs 11,0+0,6

Silica-NPs 13,4+0,9
0,43 0,60 34 %

Perylen-Silica-NPs 179+172

Silica-NPs 27,0+1,8
0,62 0,80 68 %

Perylen-Silica-NPs 454 +0,8

Silica-NPs 545+ 3,4
0,74 1,00 6 %

Perylen-Silica-NPs 576+25

Neben PDI (12) wurde versucht, noch drei weitere Perylene im Stober-Prozess zu verwenden.

Von PDI (3) konnten etwa 2 mg/L durch Vorlésen in Chloroform der Reaktionsldsung zugege-
ben werden, was einer Konzentration von PDI in der Stéber-Ldsung von circa 2,5 uM ent-
spricht. Die Vorgehensweise des Vorldsens von PDI (3) in einem apolareren Lésemittel wurde
adaptiert von Blechinger et al.l”® Die erhaltenen Partikel zeigen in TEM-Messungen eine un-
gleichmaRige Oberflache, aber eine relativ gleichméalige, spharische Form.

Von Perylen (8) konnten 10 mg/L in Ethanol geldst werden. Die Konzentration im Stéber-Pro-
zess lag demnach bei 0,02 mM. Die resultierenden Perylen (8)-Silica-Partikel zeigen eine breite
Grolenverteilung mit einem mittleren TEM-Durchmesser von 54 + 12.7 nm. Die Polydispersi-
tat ist mit 24 % sehr hoch. Die Polydispersitat konnte moglicherweise durch die Asymmetrie
des Farbstoffes hervorgerufen sein, jedoch mussten, um dies sicherzustellen, noch mehr Unter-
suchungen, auch mit anderen asymmetrischen Farbstoffen oder Trialkoxysilan-Reagenzien ge-

macht werden.
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Blechinger et al. erhielten mit dem zu Perylen (8) &hnlichen, asymmetrischen PDI-Farbstoff
MPD (,,monofunctional perylene derivative®) (Abbildung 51) monodisperse Partikel, mit PDI
jedoch miteinander verwachsene, unregelmélig geformte Partikel.

(Et0),Si

0._N__O
(EtO),Si

4
oge!

gy
ag0se

(@]
=z
(]

(8) MPD

Abbildung 51: Asymmetrische Perylene zur Partikelfunktionalisierung. Links das in dieser Arbeit verwendete
Perylen (8), rechts das von Blechinger et al. verwendete MPD. [

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den in dieser Arbeit erhaltenen Resultaten. In dieser
Arbeit war es zum Beispiel nicht mdglich, eine gréRere Menge PDI (3), auch unter zur Hilfen-
ahme des Vorlésens in Chloroform, in der Stober-Ldsung zu l6sen. Die in dieser Arbeit gerin-
gere Konzentration an PDI (3) (2,5 uM statt 0,4 mM) kénnte dazu fiihren, dass es weniger oft
zu Verwachsungen zwischen den Partikeln kommt und insgesamt regelméfiiger geformte Par-

tikel erhalten werden.

Bezuglich der Partikel mit asymmetrischem Perylen wurden bei Blechinger et al. mit MPD
regelmaRig geformte, monodisperse Partikel erhalten, wahrend in dieser Arbeit relativ polydis-
perse Partikel erhalten wurden (Abbildung 52 b)). Der gréRte Unterschied zwischen den ver-
wendeten Perylenen (8) und MPD ist, dass MPD (iber eine 1,3-Ditertbutylphenyl-Gruppe an
der Imid-Position verftigt. Diese Gruppe wird, ahnlich wie 2,6-Diisopropylphenylgruppen die
haufig zur Funktionalisierung von Perylenen verwendet werden, die Loslichkeit des Farbstoffes
merklich erhdhen. (8) hingegen ist mit ca. 10 mg/L eher schlecht 16slich und konnte deshalb
auch nur in einer kleineren Konzentration als MPD verwendet werden (0,02 mM statt 0,4 mM).
Moglicherweise beeinflusst der schlecht l6sliche Farbstoff die Partikelbildung, etwa indem er
zum Teil die Hydrolyse der Silanol-Oligomere behindert. Ein ahnlicher Effekt ist bei den Par-
tikeln mit vier-bindigem PDI zu beobachten (Abbildung 52 c)). Hier werden ungleichmaliig
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geformte Partikel mit einer durchschnittlichen GroRe von 49,7 nm und einer Polydispersitat von
26 % erhalten. Der Farbstoff ist zwar sehr gut I6slich in Ethanol, neigt jedoch bereits nach
kurzer Zeit Rihren in der Stober-Losung zum Ausféllen eines schwarzen Feststoffes, bei dem
es sich vermutlich um PDI-Oligomere handelt. Begunstigt wird die Bildung der Oligomere
maoglicherweise durch das VVorhandensein der vier funktionellen Gruppen an einem Farbstoff-
molekdl. Der Effekt konnte &hnlich sein wie bei dem schlecht I6slichen (8): durch das Ausfallen
des Feststoffes wird die sonst gleichmél3ige Hydrolyse der Partikel beeinflusst und es werden
polydisperse Partikel erhalten. Um ein tieferes Verstandnis der ablaufenden VVorgange bei der
Partikelbildung zu erlangen, missten die Reaktivitaten der einzelnen Farbstoffe noch genauer
untersucht werden. Hierzu ware es denkbar, die Leitfahigkeit wéhrend des Stéber-Prozesses zu
verfolgen, da diese einen Riickschluss auf den Reaktionsfortgang liefern kann.27:204

d=49,7 12,8 nm
o o /d=26/%

Abbildung 52: TEM-Aufnahmen und Polydispersitéten der Perylen-Stober-Partikel. a) PDI (3)-Partikel, b) Parti-
kel mit Perylen (8), c) Perylen mit vier Ankergruppen, d) PDI (12).

Das Perylen mit vier Ankergruppen und Perylen (12) konnten mit der gewtinschten Konzentra-

tion von 0,4 mM in Ethanol gel6st werden. Die Partikel mit dem Perylen mit vier Ankergruppen
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sind 49,7 £ 12,8 nm grol3 mit einer Polydispersitat von 26 %. Sowohl bei den Perylen (8) als
auch bei den Partikeln mit dem tetra-funktionalen Farbstoff sind Agglomerate aus mehreren
Partikeln zu sehen. Mit Perylen (12) kann letztendlich eine ausreichende Farbstoff-Menge in
Ethanol problemlos gel6st werden und es werden sehr monodisperse Partikel mit einer GroRe
von 106 £ 10,1 nm und einer Polydispersitat von 10 % erhalten. Die hydrodynamischen Durch-

messer sind wegen der Solvat-Hiille alle 13 bis 20 nm groliier als die realen Durchmesser.

PDI (3) ist somit aufgrund seiner schlechten L&slichkeit in Ethanol zum Einsatz im klassischen
Stober-Prozess eher ungeeignet, da nur sehr geringe Farbstoffkonzentrationen erreicht werden
konnen. Auch Perylen (8) erwies sich aufgrund seiner schlechten Loslichkeit in Ethanol sowie
der hohen Polydispersitat der Partikel als ungeeignet. Das Perylen mit vier Ankergruppen zeigte
zwar eine ausreichende Loslichkeit, um 0,4 mM Stdber-Losungen erzeugen zu kdnnen, jedoch
konnten mit den gegebenen Reaktions-Parametern keine monodispersen Partikel erreicht wer-
den. Denkbar ist, dass die Reaktivitat dieses Perylens durch die vier Ankergruppen zu hoch ist,
so dass der Farbstoff neben seiner Tendenz zum Ausfallen als unldsliches Oligomer nicht
gleichmé&Rig eingebaut werden kann und es vermehrt zu Agglomeration und Verwachsungen
zwischen Partikeln kommt. Verwachsungen zwischen Partikeln wurde auch von Blechinger et
al. beobachtet, die PDI (3)-Silica-Partikel mit einer relativ hohen Farbstoff-Konzentration von
bis zu 0,5 mM herstellten, was die Autoren mit dem Vorhandensein zweier Ankergruppen pro
Molekiil begriindeten.[”s! Weiterhin konnte der sterische Anspruch des groRen Molekiils zu ei-
ner Verringerung der Partikel-Dichte fiihren, was die Bildung ungleichmaRiger Strukturen be-

gunstigen konnte.

Tabelle 5: Vergleich der hydrodynamischen und realen Durchmesser der Perylen-Stéber-NPs

DLS:di+e TEM:dzo

Partikel o/ d[%] c(FS) [mM]
[nm] [nm]

Perylen (3)-Silica 55,0+ 3,6 419+6,0 14 0,0025
Perylen (8)-Silica 74,0+£6,0 54,0+ 12,7 24 0,0200
Tetra-funkt. Pery-

- 61,4438 49,7+128 26 0,4000
len-Silica
Perylen (12)-Si-

115,2+5,0 106 + 10,1 10 0,4000

lica?

2 ¢(NHs) hier 0,74 M, bei den anderen Partikeln 0,43 M.
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Perylen (12) wurde ebenso wie FITC durch Variation der Ammoniak-Konzentration in ver-
schiedenen Partikelgrofien eingebaut. Die DLS-Messungen zeigen auch bei Perylen-markierten
Partikeln stets groRere hydrodynamische Radien als die unmarkierten Partikel (Abbildung 50).
Im Vergleich zu den FITC-APTES (1)-Partikeln fallt jedoch auf, dass es hier zu deutlich gro-
Reren Unterschieden zwischen den hydrodynamischen Radien der markierten und unmarkierten
Partikel kommt (Tabelle 4).

Im Vergleich der Emissionsspektren der reinen Perylenfarbstoffe mit den Spektren der (iber den
Stober-Prozess hergestellten Partikel wird ersichtlich, dass es, ahnlich zu den Xanthen-Parti-
keln, bei den Partikeln zu einer mehr oder weniger starken Rotverschiebung der Emissions-
spektren kommt (Abbildung 53). Rotverschiebungen der Spektren der Partikeln im Vergleich
zu den PDI-Farbstoffen werden auch in der Literatur aufgefiihrt und mit Anderungen der Pola-
ritdt des den Farbstoff umgebenden Mediums begriindet. Der angeregte Si-Zustand der PDIs
scheint in polaren Umgebungen besser stabilisiert zu sein, was in einer Energieabnahme des

Si-Zustandes und somit in einer bathochromen Verschiebung des Spektrums resultiert [/

Am deutlichsten tritt dieser Effekt bei den Partikeln mit tetra-funktionalem PDI zu Tage. Bei
diesen findet eine Rotverschiebung von 613 nm zu 650 nm statt. Auch die Perylen (8)-Partikel
zeigen eine Rotverschiebung von 541 nm zu 558 nm. Keine Rotverschiebung ist bei den Perylen
(12)-NPs zu sehen, bei diesen liegt das Emissionsmaximum des Farbstoffes und der Partikel
bei 615 nm. Bei der Messung der PDI (3)-Partikel wurde deutlich, dass bei diesen keine Bin-
dung an die Silica-Partikel stattgefunden hat, da keine Fluoreszenz gemessen werden konnte.
Somit konnte PDI (3), welches in Chloroform vorgeldst wurde, vermutlich nicht ausreichend
aus der Chloroformphase mit der wéssrigen Phase, in welcher sich die Silanol-Oligomere bil-

den, wechselwirken.
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Abbildung 53: Emissionsspektren der Perylenfarbstoffe im Vergleich zu den entsprechenden Partikeln, gemessen
in EtOH (Ausnahme PDI (3): hier Messung des Farbstoffes in CHCIs).

Zusammenfassend gesehen, ist PDI (3) aufgrund seiner Unldslichkeit in Ethanol ungeeignet
zum Einsatz im klassischen Stober-Prozess. Perylen (8) scheint sich zwar in einem gewissen
MaRe an die Partikel zu binden, da auch nach Waschen der Partikel noch eine Fluoreszenz
messbar ist. Jedoch weisen die resultierenden Partikel eine unzufrieden stellend hohe Polydis-
persitat auf. Gleiches gilt fir die Partikel mit tetra-funktionalem PDI, bei denen sich der Farb-
stoff zwar gut in Ethanol 16st, jedoch unter basischen Bedingungen zu schnell Homokondensate
bildet, wodurch sich ein unldslicher schwarzer Feststoff bildet und die Hydrolyse der Partikel
gestort wird, wodurch polydisperse Partikel entstehen. Als am erfolgversprechendsten erwies
sich Perylen (12) aufgrund seiner guten Loslichkeit in Ethanol, der relativ monodispersen Par-

tikel sowie einer guten Fluoreszenz der Partikel.

3.2.3 Bestimmung der Farbstoff-Verteilung im Partikel

Durch die direkte Zugabe des Farbstoffes zum Stober-Prozess wird ein weiterer Parameter dem
bereits komplexen Reaktionssystem zugeftihrt, der wie bereits in Abschnitt 1.1.3 besprochen
Partikeleigenschaften wie die Partikelgrofie, Oberflachenladung, Partikeldichte und Partikel-
groRenverteilung beeinflussen kann. Zudem steht eine homogene Verteilung des Farbstoffes im
Partikel in Frage, da Trialkoxysilane wie in 1.1.3 erldutert wurde, Uber eine geringere Reakti-

vitat als das im Uberschuss eingesetzte TEOS verfiigen. Vorstelloar ware demnach eine
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inhomogene Verteilung des Farbstoffes hauptsachlich an der Oberflache der Partikel (iber dem
schneller gebildeten Partikel-Kern aus kondensierten TEOS-Molekiilen. Wichtig ist der Aspekt
der Farbstoffverteilung beziglich der Stabilitat der Fluoreszenz. So kann ein Auswaschen eines
nicht-kovalent gebundenen Farbstoffes eher ausgeschlossen werden, sollte er sich hauptsach-
lich im Partikelinneren befinden. Des Weiteren waren die organischen Farbstoffe im Partikel-

inneren auch besser gegenliber Umwelteinflissen wie Luftsauerstoff oder Licht geschitzt.

Wie in Abschnitt 3.1.2 erlautert wurde, bilden Xanthene in Abhangigkeit des umgebenden Me-

diums verschiedene tautomere Formen aus.

Diese Sensitivitat der Farbstoffe wurde genutzt, um ihre Verteilung im Partikel zu lokalisieren.
Hierzu wurden neben den herkdbmmlichen Stober-Partikeln, bei denen der Farbstoff direkt zur
Synthese zugegeben wird, auch Partikel mit nachtraglich auf die Oberflache aufgebrachtem
Farbstoff hergestellt (Schema 18). Die Farbstoff-Konzentration im Gesamtvolumen wurde in

dem Experiment in beiden Varianten gleich bei 0,4 mM gehalten.

TEOS NH“OH O
@) + LIOH O FS verteilt im Partikel

EtOH O
FITC-APTES

Standard-FITC-
Stober-NPs

NH,OH O
() TEOS LiOH O O FITC-APTES O FS nur auf
EtOH : O O der Oberflache

Core-Shell-FITC-

Silica-NPs Stober-NPs

Schema 18: Herstellung von Silica-Partikeln mit unterschiedlicher Verteilung des Farbstoffes. (a) normale Stober-
Partikel durch direkte Farbstoff-Zugabe, (b) Kern-Schale-Struktur durch nachtragliche Farbstoff-Zugabe.

Wichtig hierbei zu wissen ist, dass selbst kleine Losungsmittelmolekule wie Wasser, auch nur
in die dulRerste Schicht von Stober-Silica-Strukturen eindringen kdénnen und die Umgebung des
Partikel-Inneren somit als unbeeinflusst vom Ldsemittel angesehen werden kann. Die Dicke
dieser Schicht wurde von Montalti et al. auf 3 bis 4 nm bestimmt.!*2] Um das Losemittel ab-
héngige Verhalten der Partikel zu Uberprufen, wurden zunéchst die freien Farbstoffe Flu-

orescein und Rhodamin B in PBS-gepuffertem Wasser bei pH = 7,4 und in DMF gemessen.
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In Wasser liegt Fluorescein bei pH = 7,4 hauptséchlich, neben einem geringen Anteil Anion,
als Dianion mit einem Absorptionsmaximum bei 497 nm und einem Emissionsmaximum bei
515 nm vor (Abbildung 54).12%21 Durch den Wechsel in ein polar aprotisches Medium wie DMF
bildet sich eine anionische Form aus, welche eine maximale Absorption bei 520 nm und eine
schwache Emission mit einem Maximum bei 539 nm zeigt.l®! Es kann sich hierbei entweder
um die Carboxylat- oder die Phenolat-Form handeln, da diese im tautomeren Gleichgewicht
stehen. Jedoch ist anzunehmen, dass die Carboxylat-Form vorherrscht, da die Carbonséure-
gruppe eine héhere Aciditét als die Phenolgruppe aufweist.®?l Die in aprotischen Medien be-
vorzugte farblose Lacton-Form wurde in den durchgefiihrten Messungen nicht beobachtet, da
diese erst durch Deprotonierung des Anions bei niedrigeren pH-Werten (pKs2 = 4,31) gebildet

werden kann.

5 9 2 & == AnregunginH,0
< wn wn

1,0 /=== Emission in H,0

== Anregung in DMF

egung o o o Ho. o o
< s EMisison in DMF ®
= 08 O Z ‘ ~H O Z 0
é , / co0® coo®
S °°1 9 <
5 /
£ 041 /
2 /
024 polar protisches LM polar aprotisches LM
’ ]
o P H,0 (pH =7,4) DMF
0,0 ——=— ‘ ‘ ‘ - .
350 400 450 500 550 600 650 700 Dianion (Aem = 515 nm) Anion (e = 539 nm)

Wellenlange [nm]

Abbildung 54: Anderung der spektroskopischen Eigenschaften von Fluorescein (als Natrium-Salz) in
Abhangigkeit des Losemittels. Messungen in Wasser sind PBS-gepuffert (pH = 7,4), Aex = 470 nm.

Rhodamin B zeigt ebenfalls eine Abhangigkeit von der Protizitat des Lésemittels.?%1 In Wasser
bei pH = 7,4 weist Rhodamin B ein Anregungsmaximum bei 555 nm und ein Emissionsmaxi-
mum bei 575 nm auf (Abbildung 55). Bei diesem pH-Wert sind nur Zwitterion oder Lacton
denkbar, da der pKs-Wert fiir die Deprotonierung des Kations bei 3,22 liegt.[®! Legnerova et
al. bestimmten fir die zwitterionische Form von RB in Wasser eine maximale Emission bei
578 nm (17300 cm™), was gut zu dem in dieser Arbeit gemessenen Wert passt.l?%1 Somit muss

es sich um das Zwitterion handeln.

Durch den Wechsel in das aprotische DMF erlischt die Emission, da sich ein Lacton ausbildet,
wodurch das mesomere n-Elektronensystem des Xanthen-Grundkorpers gestort wird. Im Ge-

gensatz zu Fluorescein ist der Ubergang zwischen Zwitterion und Lacton bei Rhodamin B
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direkt moglich, da diese beiden Formen in direktem isomeren Verhaltnis stehen und keine
Deprotonierung notwendig ist. Die in dieser Arbeit bestimmte maximale Absorption des Lac-

tons in DMF liegt bei 315 nm, in der Literatur wurde mit 316 nm ein sehr ahnlicher Wert be-
stimmt.[20%]

) w w1 == Anregung in H,0
I n N~
104 @ L0 P s Emission in H,0
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-\ .7
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Abbildung 55: Abhangigkeit der spektroskopischen Eigenschaften von Rhodamin B, Aex = 520 nm.

Um dennoch den Einfluss einer aprotischen Umgebung auf die Emission auch bei Rhodamin
B-Systemen darstellbar zu machen, wurde der freie Farbstoff in DMF / H.O — Mischungen mit
steigendem DMF-Gehalt gemessen (Abbildung 56). Hierbei kann nun eine leichte hyp-
sochrome Verschiebung des Emissionsmaximums von 575 nm zu 571 nm bei einem Verhaltnis
DMF / H20 von 6:1 (17 % H>0) festgestellt werden.

+ DMF
1,01
0,8 -
0,6 -

0,4

normierte Intensitat

0,2 +

010 T T T T T T T T 1
550 575 600 625 650
Wellenlange [nm]

Abbildung 56: Blauverschiebung von freiem Rhodamin B durch Zunahme des VVolumenanteils DMF.
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Bei Messung der Partikel mit Farbstoff auf der Oberflache musste ein &hnliches Verhalten wie
bei den freien Farbstoffen festgestellt werden, da die Farbstoffmolekile in direkten Kontakt
zum Losemittel stehen. Und tatséchlich wird im Falle der Partikel mit FITC auf der Oberfléche
eine deutliche Rotverschiebung von 518 nm in H20 zu 532 nm in DMF ermittelt (Abbildung
57 a)).

a) b)
1,0 - = Fluorescein in H,0 1,0 =——RBinH,0
\ = Fluorescein in DMF = RBinDMF/H,0 6:1
= ) \'  ——FITCNPsinH,0 = = RBITC-NPs in H,0
% 0.8+ \,| = FITC-NPsinDMF = 0,8 ] = RBITC-NPs in DMF
c \ === F|TC-Kern-Schale-NPs in H,0 c === RBITC-Kern-Schale-NPs in H,O
% \ ‘\ == F|TC-Kern-Schale-NPs in DMF % ' == RBITC-Kern-Schale-NPs in DMF
= 0,64 = 0,6
2 2
3 3
E 0,4 E 0,4
o o
c c
0,24 0,24
s
0,0 e ———— 0,0 +—— ; ; ‘ ‘
475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 525 550 575 600 625 650 675 700
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 57: Verschiebungen der Emissionsmaxima von freien Farbstoffen und markierten Kern- und Kern-
Schale-Partikeln in Abhangigkeit von der Protizitat des umgebenden Lésemittels, (a) Fluorescein und FITC bei
Aex =470 nm (b) Rhodamin B und RBITC bei Aex =520 nm.

Die Standard-Stober-Partikel zeigen im Vergleich zwar auch eine Rotverschiebung, jedoch fallt
diese deutlich geringer aus als bei freiem Farbstoff und Partikeln mit Farbstoff nur auf der
Oberflache. Bei den herkémmlichen Stober-Partikeln wird eine Verschiebung des Emissions-

maximums von 516 nm zu 525 nm gemessen.

Die RBITC-Partikel verhalten sich &hnlich wie die FITC-Partikel, aber zeigen im Vergleich
geringere Verschiebungen. Zudem findet, wie bei den freien Farbstoffen schon ermittelt wurde,
bei Rhodamin B eine Blau- anstatt einer Rotverschiebung bei Wechseln des umgebenden Me-
diums von Wasser zu DMF statt. Bei den Partikeln mit RBITC an der Oberflache findet, wie
bei freiem Rhodamin B, eine hypsochrome Verschiebung von 579 nm zu 570 nm statt, bei den

normalen RBITC-Stober-Partikeln verschiebt sich die Emission von 580 nm zu 574 nm.

Da sich bei beiden Farbstoffen die Emissionsspektren der Standard-Stober-Partikel im Ver-
gleich zum freien Farbstoff und den nur Oberflachen-markierten Partikel nur wenig verschie-
ben, 1&sst sich daraus schlieRen, dass nur ein geringer Teil der Farbstoff-Molekiile im Kontakt
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zum Losemittel steht und der Grofiteil des Farbstoffes somit im Partikelinneren vorhanden sein

muss.

3.2.4 Charakterisierung der Partikel-Farbstoff-Wechselwirkung durch stationare Flu-
oreszenz-Anisotropie
Die Starke der Partikel-Farbstoff-Wechselwirkung wurde durch die Messung der stationéren

Fluoreszenz-Anisotropie bestimmt.

Die Fluoreszenz der freien Xanthen-Derivate Fluorescein, FITC, Rhodamin B und RBITC
wurde erst in freier Form mit Polarisatoren gemessen und die zugehdrigen Anisotropien ermit-
telt. Weiterhin wurden die entsprechenden Stober-Partikel mit kovalent und adsorbierten Farb-
stoffen charakterisiert. Hierbei wurden Partikel mit homogener Farbstoffverteilung und Partikel
mit Farbstoffen nur auf der Oberflache (vgl. Kapitel 3.2.3) verwendet (Abbildung 58).

O Q

(b) (c)

freier Farbstoff homogene Farbstoff- Farbstoff auf Partikel-
Verteilung oberflache

Abbildung 58: Systeme, deren Fluoreszenz-Anisotropie bestimmt wurde. (a) freier Farbstoff (b) homogenes Par-
tikel (c) Kern-Schale-Partikel.

Da Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen in Abhangigkeit von der Farbstoff-Konzentration
empfindlich gegeniiber Energie-Transfer im angeregten Zustand sind, wurden neben der stan-
dardmaRig verwendeten Farbstoff-Konzentration von 0,4 mM auch eine deutlich geringere
Konzentration von 0,002 mM hergestellt und untersucht. Zunachst werden die Ergebnisse fur
die 0,002 mM Konzentration gezeigt, da diese weitgehend frei von Forster-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET)-Effekten sind und im Anschluss die Ergebnisse fiir die 0,4 mM Konzentration.

Unter FRET wird der strahlungslose Energietransfer durch Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwi-
schen einem angeregten Donor und einem Akzeptor-Molekil verstanden. VVoraussetzungen fir
das Auftreten von FRET ist der Uberlapp des Emissionsspektrums des Donors mit dem Ab-
sorptionsspektrum des Akzeptors sowie eine hinreichende rdumliche Nahe von Donor und Ak-

zeptor zueinander, die durch den Férster-Radius beschrieben wird. 2]
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Die freien Farbstoffe zeigen erwartungsgemaR alle Anisotropie-Werte nahe Null und liegen
zwischen r = 0,023 £ 0002 fur Fluorescein und r = 0,044 + 0003 fur RBITC (Abbildung 59,
alle Spektren auch im Anhang 7.1).

Die Anisotropie-Werte der Partikel mit physisorbierten Farbstoffen liegen fast im Bereich der
freien Farbstoffe. Fur die Partikel mit homogener Farbstoffverteilung wurden fir die Flu-
orescein-Silica-NPs r = 0,037 = 0003 und fir Rhodamin B-Silica-NPs r = 0,034 + 0001 be-
stimmt. Flr die Partikel mit Farbstoffen an der Oberflache liegen die Werte bei r = 0,028 +
0002 fir Fluorescein und bei r = 0,045 = 0004 fur Rhodamin B. Der Anisotropie-Wert fiir die
Kern-Schale-Partikel mit Fluorescein ist demnach im Vergleich zu den Partikeln mit homoge-
ner Farbstoffverteilung sogar gesunken, bei Rhodamin B leicht gestiegen. Da es sich hier jedoch
nur geringe Abweichungen handelt, scheint der Zeitpunkt der Farbstoffzugabe der nicht-kova-

lent gebundenen Farbstoffe auf den Rickhalt im Partikel keinen groRen Einfluss zu haben.

1l standard-Stober-NPs
04- [ Kern-Schale-NPs
' | [ freier Farbstoff

o
[
1

Anisotropie
o
N
1

o
=
1

0,0-

Fluorescein FITC Rhodamin B RBITC

Abbildung 59: Stationdre Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen und Emissionsspektren der freien Xanthene und
der entsprechenden Kern- und Kern-Schale-Partikel in Ethanol bei Raumtemperatur. Farbstoff-Konzentration
0,002 mM im St6ber-Prozess.

Die Anisotropien der beiden Partikelmorphologien (Kern-Schale oder homogene Farbstoffver-
teilung) sind fur Fluorescein und Rhodamin B etwas groRer als die der freien Farbstoffe, jedoch
scheint es sich nur um eine sehr schwache Wechselwirkung zu handeln. Mit einem effektiven
Farbstoffeinschluss im Partikel sowie mit einem Farbstoffriickhalt ist bei diesen Partikeln somit

nicht zu rechnen.
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Die Partikel mit kovalent gebundenen Farbstoffen zeigen deutlich hohere Anisotropien. Stan-
dard-Stober-NPs weisen hierbei die hochsten Werte auf. Fir FITC-NPs wurde r = 0,316 + 0004
und fur RBITC-NPs wurde r = 0,410 = 0005 bestimmt. Der Wert der RBITC-NPs liegt leicht
uber dem theoretischen Maximum der Anisotropie von 0,4. Dies kann damit begriindet werden,
dass bei partikuldren Proben stets Reflexion und Streuung des Lichtes stattfindet. Die Streuung
kann ebenfalls polarisiertes Licht erzeugen, welches sich auf die Fluoreszenz der Probe addiert

und somit zu einem héheren Anisotropie-Wert fiinren kann.[28]

Die Kern-Schale-Partikel der kovalent gebundenen Farbstoffe zeigen beide niedrigere Aniso-
tropien als die Partikel mit homogener Farbstoff-Verteilung. Fir FITC-Kern-Schale-NPs wurde
r = 0,227 £ 0004 und fur RBITC wurde r = 0,352 + 0009 gemessen. Als eine mogliche Erkla-
rung fir diesen Unterschied kann eine bessere Beweglichkeit der Fluorophore an der Partikel-
Oberflache im Vergleich zu einem Einschluss im Partikelinneren angenommen werden. Da bei
beiden Varianten gleiche Farbstoff-Konzentrationen eingesetzt wurden, ist es auch denkbar,
dass es zu einem Energietransfer zwischen den Molekilen kommt, da diese sich im Falle der
Kern-Schale-Partikel n&her zueinander befinden als im Falle einer Verteilung der gleichen
Farbstoffmenge im ganzen Partikel. Hierzu passen die Resultate von Blechinger et al., die Par-
tikel mit Perylen-Kern und Silica-Hulle mit Stober-Partikeln mit homogener Farbstoffvertei-
lung verglichen und hierbei ebenfalls fur die Kern-Schale Partikel niedrigere Anisotropie-
Werte bestimmten.[26]

Um den Depolarisationseffekt durch rotationale Diffusion zu minimieren, kann beispielsweise
Glycerin als Losemittel verwendet werden. Durch die hohe Viskositét des Lésemittels wird die
Eigenrotation der Partikel verringert, wodurch die Fluoreszenz-Anisotropie steigt.[?%! In einer
verdunnten, hochviskosen Lésung kann also prinzipiell die fundamentale Anisotropie gemes-

sen werden, die weder durch rotationale Diffusion, noch durch FRET beeinflusst ist.

Tatsachlich ergeben sich fur alle Partikel mit FITC und RBITC in Glycerin deutlich héhere
Anisotropien, die zum Teil auch wieder tGber dem theoretischen Maximalwert von r = 0,4 liegen
(Abbildung 60). So wird fur die RBITC-NPs in Glycerin eine Anisotropie von r = 0,460 be-
stimmt, aber auch die der RBITC-Kern-Schale-Partikel liegt nun Gber dem theoretischen Ma-
ximum mit r = 0,430. Erkl&rt werden kann dies dadurch, dass nun zwar die Depolarisation durch
Rotation weitgehend unterbunden wird, aber die Streuungs- und Reflexionseffekte der Partikel

weiterhin bestehen und die Anisotropie erhghen. ]
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Abbildung 60: Fluoreszenz-Anisotropie in Ethanol und Glycerin im Vergleich bei (a) 0,002 mM und (b) 0,4 mM
Farbstoff-Konzentration.

Wird die Farbstoffkonzentration im Stdber-Prozess von 0,002 mM auf 0,4 mM erhdht, so treten
quenchende Effekte, wie FRET, in den Fluoreszenz-Messungen der Partikel auf. Die gemesse-
nen Anisotropien sind alle deutlich niedriger als bei der geringeren Farbstoff-Konzentration
(Abbildung 60 (b)). Am deutlichsten ist der Effekt bei den RBITC-Partikeln zu sehen, da deren
Anisotropie am starksten abnimmt. Der Einfluss der Losemittel-Viskositét auf die Fluoreszenz-

Anisotropie ist bei RBITC geringer als bei FITC.

Zusammenfassend konnte ein deutlicher Unterschied der Flexibilitat von physisorbierten und
kovalent gebundenen Farbstoffen festgestellt werden. Die hohe, fast mit freien Farbstoffen ver-
gleichbare Beweglichkeit von physisorbierten Farbstoffen deutet auf eine nur sehr schwache
Bindung zum Silica-Netzwerk hin, wéhrend die Farbstoffe mit Ankergruppe relativ rigide ge-
bunden sind. Im Falle von FITC und RBITC ist also eine kovalente Bindung anzunehmen, der

Farbstoff-Riickhalt sollte dem entsprechend sehr gut sein.

3.2.5 Einfluss der Aufarbeitung

Neben der Stdber-Synthese, die durch eine Vielzahl an Parametern beeinflusst werden kann,
stellt auch die korrekte Aufarbeitung der Partikel ein nicht zu unterschatzender Faktor dar, da-
mit reproduzierbare und vergleichbare Ergebnisse erreicht werden kdnnen. Ein Waschen der
Partikel nur mit Ethanol fiihrt zu anderen Ergebnissen, als ein Waschen mit Wasser. Fiir spekt-
roskopische Untersuchungen wie die in dieser Arbeit durchgefiihrten Fluoreszenz-Anisotropie-
Messungen ist eine quantitative Abtrennung von noch ungebundenem Farbstoff essentiell, um
sinnvolle Ergebnisse erhalten zu kdnnen. Auch das anschlieRende Trocknen fhrt, je nach ver-
wendeter Temperatur, zu anderen Partikel-Eigenschaften. Mit unfunktionalisierten Silica-
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Partikeln wurde dies 2016 von Li et al. untersucht. Aus dieser Studie ging hervor, dass Partikel
maoglichst mit Wasser gewaschen werden und die Lagerzeiten der Partikel moglichst gering
gehalten werden sollten, da sich die spezifische Oberflache der Partikel durch allmé&hliche Kon-

densation der Oberflachen-Hydroxygruppen verkleinert.[°®!

Um den Einfluss der Aufarbeitung auf Farbstoff-funktionalisierte Partikel zu untersuchen und
eine Aufarbeitungsroutine zu finden, mit der auch zum Beispiel die angestrebte spektroskopi-
sche Untersuchung der Partikel moglich ist, wurden nach den in Kapitel 3.2.1 und 3.2.2 be-
schrieben Verfahren 50 nm unfunktionalisierte Partikel, RBITC-NPs und mit Octadecyl-Grup-
pen oberflachenfunktionalisierte RBITC-NPs hergestellt. Diese wurden anschlielend unter-
schiedlich aufgearbeitet. Zum Waschen wurde Ethanol oder Wasser verwendet und die Partikel
dann entweder bei Raumtemperatur oder bei 120 °C im Vakuum getrocknet. Alle Partikel wur-

den dreimal mit dem jeweiligen Lésemittel gewaschen.

Den Untersuchungen von Li et al. entsprechend sollte durch Waschen mit Wasser mehr Ober-
flichen Ethoxygruppen zu Hydroxylgruppen hydrolysiert werden.[®®! Der Organik-Gehalt der
mit Wasser gewaschenen Proben sollte also geringer sein. Tatsachlich zeigen die mit Wasser
gewaschenen und bei RT getrockneten Partikel eine TGA-Restmasse von 95 %, wahrend die
der mit Ethanol gewaschenen Partikel bei 93 % liegt (Tabelle 6). Auch der Kohlenstoff-Gehalt
der mit Wasser gewaschenen Probe ist mit 0,42 % deutlich niedriger als der der mit Ethanol
gewaschenen Probe (C-Gehalt 1,80 %). Aus der TGA-Restmasse und dem C-Gehalt lasst sich
mit Gleichung (13) die molare Konzentration an Ubrig gebliebenen Ethoxyl-Gruppen berech-
nen.[7]

100 Am, 0,01
AmSiOZ MC N

(13)

CEthoxyl =

Hierbei ist Cemoxy1 die Konzentration der funktionellen Gruppe, Amsioz die TGA-Restmasse,
Amc der C-Gehalt aus der Elementar-Analyse, Mc die molare Masse von Kohlenstoff und N
die Anzahl an Kohlenstoff-Atomen pro Ethoxyl-Gruppe.

Die Ethoxyl-Konzentration liegt bei den mit Ethanol gewaschenen Partikel bei 0,80 mmol/g,

durch Waschen mit Wasser liegen nur noch 0,18 mmol/g Ethoxyl-Gruppen vor.

Da das TGA-Temperaturprogramm immer zuerst einen Ausheizschritt besitzt, in dem noch vor-
handenes adsorbiertes Losemittel oder adsorbierte Luftfeuchtigkeit entfernt werden soll, kann
aus diesem Schritt der nach der Aufarbeitung noch vorhandene Anteil an Ldsemittel abge-

schatzt werden. Dieser ist mit 9,9 bis 10,2 % bei den beiden an RT getrockneten Proben etwa
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gleich, hier erweist sich die Trocknung bei 120 °C als effizienter. Durch Trocknen bei 120 °C

ist nur noch eine Ldsemittelmenge von 7 — 7,8 % messbar.

Tabelle 6: Auswirkungen der Aufarbeitung auf unfunktionalisierte 50 nm Silica-NPs

EtOH, RT EtOH, 120 °C H20, RT H20, 120 °C
TGA-Restmasse [%0] 93,4 92,0 95,1 94,1
LM-Gehalt [%] 10,2 7,0 9,9 7,8
C-Gehalt [%] 1,80 3,48 0,42 1,26
Cethoxy [Mmol/g] 0,80 1,58 0,18 0,55
N-Gehalt [%0] 2,26 2,26 2,19 1,45

Neben dem Kohlenstoff-Gehalt der auf nicht-hydrolysiertes TEOS oder auf Rest-Ldsemittel-
molekdle hindeutet, gibt der Stickstoffgehalt Hinweise auf noch vorhandenes Ammoniak. Nicht
abgetrenntes Ammoniak aus der Synthese kann die nachtragliche Kondensation von Oberfla-
chen-Hydroxylgruppen katalysieren, wodurch die spezifische Oberflache der Partikel bei La-
gerung schneller sinkt.[®® Auch hier zeigt das Waschen mit Wasser eine effizientere Wirkung,
da der N-Gehalt der bei RT getrockneten Partikel nur bei 2,19 % liegt anstatt bei 2,26 %. Im
Falle der bei 120 °C getrockneten Partikel liegt der N-Gehalt der mit Ethanol gewaschenen
Probe unveréandert bei 2,26 %. Moglicherweise werden die Silica-Poren bei Waschen mit Etha-
nol durch Ethoxyl-Gruppen blockiert (,,pore-blocking mechanism*“®®), wodurch eingeschlos-
sene Ammoniak-Molekile nicht ausgewaschen werden kénnen. Dies wird bestétigt dadurch,

dass der N-Gehalt bei den mit Wasser gewaschenen Partikel wieder niedriger ist.

Die TGA-Restmassen der RBITC-funktionalisierten Partikel bewegen sich mit 92,5 % bis 95,6
% (Tabelle 7) im ahnlichen Bereich wie die der unfunktionalisierten Partikel, was zu erwartet
war, da die geringe Farbstoff-Konzentration keinen groRen Einfluss auf den Organik-Gehalt
der Partikel haben dirfte. Auffallig ist jedoch, dass alle Restmassen der farbigen Partikel etwas
hoher sind als die der unfunktionalisierten Partikel. Ein moglicher Grund hierfur kénnte sein,
dass durch die sterisch anspruchsvollen Farbstoff-Molekile weniger Losemittel-Molekiile in
den tieferen Partikelporen eingelagert sind, die erst bei héheren Temperaturen entweichen. Der
Gehalt des an der Oberflache adsorbierten Losemittels ist bei den an Raumtemperatur getrock-
neten Proben hoher (9,16 % bei RT, 7,56 % bei 120 °C fur Ethanol, 8,84 % bei RT, 8,17 % bei
120 °C fur H20). Das Waschen mit Wasser fuhrt zu etwas niedrigeren adsorbierten Losemittel-
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Gehalten. Der Stickstoff-Gehalt ist bei den Proben, die bei htherer Temperatur getrocknet wur-
den, niedriger. Die Partikeloberflache ist mit 0,07 mmol / g (Waschen mit H2O, Trocknen bei
120 °C) bis maximal 1,70 mmol / g (Waschen mit Ethanol, Trocknen bei 120 °C) Ethoxy-
Gruppen belegt. Die Wahl des Lésemittels, mit dem gewaschen wird, hat demnach einen star-

ken Einfluss auf die chemische Struktur der Partikeloberflache.

Tabelle 7: Auswirkungen der Aufarbeitung auf RBITC-funktionalisierte 50 nm Silica-NPs

EtOH, RT EtOH, 120 °C H20, RT H20, 120 °C
TGA-Restmasse [%] 94,8 92,5 95,2 95,6
LM-Gehalt [%] 9,16 7,56 8,84 8,17
C-Gehalt [%6] 1,66 3,78 0,67 0,17
Cethoxy [Mmol/g] 0,73 1,70 0,29 0,07
N-Gehalt [%0] 2,13 1,11 1,80 1,35

Die Octadecyl-Hulle fiihrt erwartungsgemaf zu deutlich niedrigeren TGA-Restmassen als die
der zuvor behandelten Partikel (Tabelle 8). Die Werte bewegen sich in einem sehr engen Rah-
men zwischen 84,1 % (mit Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet) und 86,1 % (mit Ethanol
gewaschen, bei 120 °C getrocknet). Bei diesen Partikeln ist kein Einfluss der Aufarbeitung auf
die Menge des adsorbierten Losemittels zu finden, der Gehalt variiert lediglich im Bereich 5,3
bis 5,5 %. Der Kohlenstoff-Gehalt der Partikel wurde gemé&R Gleichung (14) um den Kohlen-
stoff-Gehalt der unfunktionalisierten Partikel korrigiert, um den reinen Anteil der C1s-Funktio-

nalisierung zu bestimmen.
Crorr. = Ccyg@sio, — Csio, (14)

Hierbei ist Ckor. der korrigierte Anteil der Cyg-Funktionalisierung in [%], Ccis@sio. der unkorri-
gierte Kohlenstoff-Gehalt der Cis-funktionalisierten Partikel und Csio, der Kohlenstoff-Gehalt
der unfunktionalisierten Partikel. Hierbei handelt es sich nur um eine N&herung, da nicht zwin-
gend alle noch vorhandenen Ethoxy-Gruppen der unfunktionalisierten Partikel tatséchlich

durch C1g-Gruppen ersetzt werden.

Der Kohlenstoff-Gehalt ist durch die Alkylfunktionalisierung deutlich hoher als der der unfunk-
tionalisierten Partikel. Der Gesamt-C-Gehalt liegt zwischen 6,79 % (Ethanol, RT) und 8,45 %

(Wasser, 120 °C), der Anteil der Cis-Funktionalisierung nach Abzug des schon in den
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Kernpartikeln vorhandenen C-Gehaltes liegt zwischen 3,59 % (Ethanol, 120 °C) und 8,28 %
(Wasser, 120 °C). Die Gesamtbelegung der Partikeloberflache durch Ethoxy und C1s-Gruppen
liegt zwischen 0,37 bis 0,46 mmol/g. Der hochste Cig-Funktionalisierungsgrad wird mit den
mit Wasser gewaschenen und bei 120 °C getrockneten Partikeln erreicht und betrégt nach Ab-

zug der schon vorhandenen Ethoxygruppen 0,45 mmol / g.

Tabelle 8: Auswirkungen der Aufarbeitung auf C18-funktionalisierte 50 nm RBITC-Silica-NPs

EtOH, RT EtOH, 120 °C H20, RT H20, 120 °C

TGA-Restmasse [%] 84,1 86,1 85,0 85,8

LM-Gehalt [%)] 5,4 5,3 5,5 5,5

C-Gehalt [%] 6,79 7,37 7,24 8,45

Cethoxy+c1s [mmol/g] 0,37 0,40 0,39 0,46

C-Gehaltkorr. [%0] 5,13 3,59 6,57 8,28

Ccis [mmol/g] 0,28 0,19 0,36 0,45
N-Gehalt [%0] 0,54 - 0,50 -

Auffallig im Vergleich zu den beiden zuvor betrachteten Partikel-Spezies ist der bei allen Cys-
funktionalisierten Partikeln sehr geringe Stickstoff-Gehalt. In den bei 120 °C getrockneten Pro-
ben wird kein Stickstoff mehr gefunden, in den bei RT getrockneten Proben liegt mit 0,54 %
(nach Waschen mit Ethanol) und 0,50 % (nach Waschen mit Wasser) nahezu der gleiche Wert
vor. Zum effizienten Entfernen von Ammoniak scheint also nicht das Lésemittel, mit dem ge-
waschen wird, die Hauptrolle zu spielen, sondern die Temperatur, bei der die Partikel getrock-

net werden.

In Abbildung 61 und Abbildung 62 werden die Ergebnisse zwischen den drei untersuchten
Partikelspezies verglichen. In Abbildung 61 (a) ist zu erkennen, dass die TGA-Restmasse
durch Waschen mit Wasser bei den Silica und RBITC-Silica-Partikeln zunimmt, also weniger
Organik in den Partikeln vor der Messung vorhanden war. Dies stiitzt die These, dass Waschen
mit Wasser zu einer effizienteren Hydrolyse von noch ubrig gebliebenen Ethoxy-Gruppen des
verwendeten TEOS fuhrt. Bei den C1s-RBITC-Silica-NPs ist dieser Trend nicht zu beobachten,
hier scheint nur die Trocken-Temperatur eine Rolle zu spielen. Durch Trocknen bei Raumtem-

peratur werden bei diesen Partikeln geringere Restmassen erhalten.
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Abbildung 61: Ergebnisse aus TGA-Messungen (a) Restmassen nach Heizen der Proben auf 900 °C, (b) adsor-
biertes Losemittel, errechnet aus Differenz Startmasse und Masse nach Ausheizschritt (10 min, 120 °C)

In Abbildung 61 (b) ist zu erkennen, dass das Waschen mit Ethanol bei den Silica- und RBITC-
Silica-NPs zu htheren Mengen an adsorbiertem Ldsemittel fuhrt. Grund hierfur konnte der von
Li et al. postulierte ,,pore blocking mechanism* sein, nach dem durch Ethoxygruppen Silica-
Poren sterisch blockiert werden, sodass eingeschlossenes Ldsemittel schlechter entweichen
kann.[®® Ebenso scheint das Trocknen bei hoherer Temperatur zu einer geringeren Menge an
adsorbiertem Ldsemittel zu fiihren. Die Cys-Partikel zeigen, komplett unabhangig von der Art
der Aufarbeitung, immer eine etwa gleichbleibende Menge an adsorbiertem Ldsemittel, die
deutlich geringer ist als die der anderen Partikel. Es ist anzunehmen, dass durch die hydrophobe
Alkylhulle insgesamt weniger Losemittel adsorbiert wird, da dieses hydrophil ist und auch L6-

semittel, mit dem gewaschen wird, sich kaum an die Partikel anlagert.

Abbildung 62 (a) zeigt den Kohlenstoff-Gehalt der Partikel. Durch die Alkylfunktionalisierung
ist dieser bei den Cyg-Partikeln erwartungsgemaf am hochsten. Der C-Gehalt scheint sich durch
die Wahl des Ldsemittels, mit dem gewaschen wird, kaum zu verandern, da das hydrophile
Losemittel nicht durch die hydrophobe Alkylhiille hindurch gelangen kann. Bei den Silica und
RBITC-Silica-NPs sind die C-Gehalte nach Waschen mit Ethanol am hdchsten, vermutlich
durch das oben beschriebene Blockieren der Silica-Poren. Die Temperatur, mit der getrocknet
wird, zeigt auch hier einen Einfluss. So scheint das Trocknen bei 120 °C zu héheren C-Gehalten
zu fuhren. Ein moglicher Grund kénnte sein, dass die hohen Temperaturen den Kondensations-
grad innerhalb des Partikels erhéhen und die Porengrdf3e somit abnimmt. Noch vorhandenes
Ethanol kdnnte durch diesen Mechanismus im Partikelinneren eingeschlossen werden, was den

C-Gehalt im Vergleich zu Partikeln mit groReren, freien Poren erhéhen sollte. Weiterhin wird
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durch die Trocknung adsorbiertes Wasser entfernt und Wasser durch Kondensation von Silanol-

Gruppen abgespalten, wodurch ebenfalls der relative Kohlenstoffgehalt steigen sollte.
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Abbildung 62: Ergebnisse aus Elementar-Analysen (a) Kohlenstoff-Gehalt, (b) Stickstoff-Gehalt.

Eine Rolle bei diesem Mechanismus spielt auch der katalysierende, noch aus der Synthese vor-
handene Ammoniak. Dieser kann durch den in Abbildung 62 (b) gezeigten N-Gehalt abge-
schatzt werden. Der N-Gehalt sinkt durch das Waschen mit Wasser und verringert sich noch
mehr durch Trocknen bei 120 °C. Dass Stickstoff in allen Silica- und RBITC-Silica-Partikel
noch vorhanden ist, zeigt, dass nachtragliche Kondensationsprozesse im Zuge der Aufarbeitung
durchaus moglich sind. Da Ammoniak ein kleineres Molekil als Ethanol ist, sollte es einfacher
durch Poren gelangen kénnen, was erklart warum bei 120 °C Ethanol eingeschlossen zu werden
scheint, wéhrend der Ammoniak-Gehalt bei diesen Proben niedriger ist. Der grof3e Einfluss der
Temperatur auf den N-Gehalt kann auch bei den Cyg-funktionalisierten Partikeln erkannt wer-
den. Diese enthalten nach Trocknen bei 120 °C keinen Stickstoff mehr, nach Trocknen bei RT
eine sehr viel kleinere Menge als die nicht-Alkyl-funktionalisierten Partikel. Begriinden lasst
sich dies damit, dass die Cig-Funktionalisierung bei 90 °C tber 24 Stunden stattfindet, wobei
der GroRteil des noch vorhandenen Ammoniaks ausgetrieben werden dirfte. Die Farbstoff-
Funktionalisierung scheint ebenfalls einen Einfluss auf den N-Gehalt zu haben, da dieser bei
allen RBITC-Silica-NPs etwas niedriger ist als bei den reinen Silica-NPs. Moglicherweise
spielt auch hier der sterische Anspruch der eingebundenen RBITC-Molekile eine Rolle, wel-

cher zur Verdrangung von Ammoniak-Molekiilen fiihren kdnnte.

Zusammenfassend kann aus dieser Studie mitgenommen werden, dass die oft wenig beachtete
Art der Aufarbeitung einen enormen Einfluss auf die physikalischen und chemischen Eigen-

schaften der Partikel zu haben scheint. Das Waschen mit Wasser ist definitiv effizienter als mit
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Ethanol, da danach sowohl weniger unhydrolysierte Ethoxylgruppen als auch weniger Ammo-
niak in den Partikeln vorzuliegen scheinen. Auch das Trocknen bei héheren Temperaturen wird
empfohlen, da dies zu einer effizienteren Entfernung von Losemittel und Ammoniak aus der
Partikelsynthese flihrt. Die Funktionalisierung mit Farbstoff zeigt zwar einen messbaren Ein-
fluss, jedoch ist dieser vergleichsweise gering. Da bei allen Silica und RBITC-Silica-Partikeln
noch geringe Mengen an Ammoniak gefunden wurden, sollten bei zukinftigen Arbeiten ent-
weder noch mehr Waschschritte oder langere Trockenzeiten bei der Aufarbeitung angewendet

werden, um die Lagerstabilitat der Partikel méglichst hoch zu halten.
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3.3 Verbesserung des Farbstoff-Rickhaltes nicht-kovalent gebundener
Farbstoffe

3.3.1 Veresterung von Xanthen-Farbstoffen

Da es sich bei den nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen den Xanthen-Farbstoffen und
dem Silica-Netzwerk nur um eine &ul3erst schwache Verbindung handelt, wurde versucht diese
zu verstérken. Eine Oberflachenfunktionalisierung mit schitzenden Alkyl-Ketten oder Po-
lyethylenglykol-Ketten der Silica-Partikel findet jedoch bei erhdhten Temperaturen bezie-
hungsweise einer langeren Zeitdauer statt, was dazu fiihrt, dass nahezu der gesamte adsorbierte
Farbstoff im Verlauf der Funktionaliserung von der Partikel-Oberflache verdrangt wird.

Aus diesem Grund wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, die Wechselwirkung zwischen den
adsorbierten Xanthenen und der Partikel-Oberflache im Vorfeld zu verstarken, ohne den Farb-
stoff vorher funktionalisieren zu mussen. In der Literatur findet sich hierzu die Option, Xan-
thene mit freier Carbonsdure-Gruppe in einer Versterungsreaktion mit der Silica-Oberflache zu

verbinden (Schema 19).

HO HO,

®
Et,N o NEt,
€] A
— Cl -
+ HO ~—= ROOC + H,0
COOH
J o o

R S—
R

Schema 19: Veresterung von Rhodamin B mit Hydroxylgruppen der Silica-Oberflache.

Hierzu wird Rhodamin B mit den zuvor hergestellten Silica-Partikeln im gewtinschten Verhélt-
nis in IBMK vermischt und unter Riihren erhitzt. Nach Abkuhlen werden die Partikel gewa-

schen und somit von nicht gebundenem Farbstoff befreit.[34]

Diese einfache Vorbehandlung ermdglicht eine Oberflachenfunktionalisierung mit gewinsch-
ten Silanen in Toluol auch bei erhdhten Temperaturen, ohne dass ein Grol3teil des Farbstoffes
im Zuge der Funktionalisierung ausgewaschen wird. Da es sich bei der Veresterung um eine
reversible Gleichgewichtsreaktion handelt, ist davon auszugehen, dass ein Teil des gebundenen
Farbstoffes sich in protischen Losemitteln wie Wasser oder Ethanol mit der Zeit wieder von der
Oberflache 16st und dann nur noch von der Alkyl- beziehungsweise PEG-Schicht zuriickgehal-

ten wird.
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Bei einer ausreichend grof3en initial verwendeten Menge Farbstoff kann dieser nach der Reak-
tion und intensivem Waschen immer noch in FT-IR-Spektren beobachtet werden. Die Car-
bonyl-Valenzschwingungen des Farbstoffes lassen sich im IR-Spektrum der Partikel bei 1691
cm™* und 1645 cm™ wiederfinden (Abbildung 63).
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Abbildung 63: FT-IR-Spektren der unfunktionalisierten Partikel, Rhodamin B und den Partikeln mit an der
Oberflache verestertem Rhodamin B.

Die auf diese Weise vorbehandelten RB-NPs wurden nachfolgend mit PEG- sowie Alkylketten
unterschiedlicher Lange funktionalisiert, um den Rickhalt des Farbstoffes zu verbessern und
den Partikeln durch die organische Hulle zusatzlich nitzliche Eigenschaften wie eine gute Los-
lichkeit in unpolaren oder polaren Medien zu verleihen.

3.3.2 Oberflachenfunktionalisierung der Partikel

Da die physisorbierten Farbstoffe eine starke Tendenz zum Auswaschen aus dem Silica-Netz-
werk zeigen, wurde eine Kern-Schale-Struktur der Partikel vorgesehen. Neben der Funktiona-
lisierung mit Alkylketten kdnnte eine Alterung des Silica-Netzwerkes, was mit einem erhéhten
Kondensationsgrad der Silanol-Gruppen und damit mit einer erhdhten Dichte des Partikels ein-
her gehen sollte, ebenfalls den Farbstoff-Rickhalt verbessern. Da dieser Effekt jedoch vermut-
lich einen eher kleinen Einfluss zeigen sollte, da nach der Stober-Synthese die TEOS-Konden-
sation weitgehend abgeschlossen ist, wurde die Modifizierung mit organischen Gruppen als die
erfolgversprechendere Variante verwendet. Durch die organischen Gruppen erfolgt eine Ver-
dichtung der Partikeloberflache, wodurch ein Hindurchdiffundieren der im Partikel adsorbier-

ten Farbstoffmolekile erschwert wird.

Verwendet wurden sowohl hydrophobe als auch hydrophile Funktionalisierungsreagenzien, um

die Partikel in verschieden polaren Medien anschlielend dispergieren zu kdnnen. Gewahlt
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wurden Trimethylsilylchlorid (TMSCI), Dodecyl- (C12) und Octadecyl (C18) -trimethoxysilan
als hydrophobe Oberflachenmodifizierung. und 2-[Methoxy(polyethylenoxy)e-opropyl]trime-
thoxysilan zur hydrophilen Modifizierung (Schema 20).

—si-Cl
(@) i
TMSCI1
Si(oM ~ {’VO%/\/Si(OMe)s
(b) ”H: OVe)s gy "o ’
C12 PEG

(©) /\H/\Si(OMeb
15

C18

Schema 20: Verwendete Funktionalisierungsreagenzien zum Aufbau einer dem Farbstoff-Leaching entgegenwir-
kenden organischen Hulle. (2) - (c) hydrophobe Funktionalisierung, (d) hydrophile Funktionalisierung.

Zur Funktionalisierung wurden die zuvor hergestellten Partikel mit dem veresterten Rhodamin
B entweder unter Argon oder unter Luft in Toluol mit verschiedenen Mengen des jeweiligen
Funktionalisierungreagenzes umgesetzt. Anschliefend wurden die Partikel zentrifugiert und
dreimal mit Toluol gewaschen, um nicht umgesetztes Funktionalisierungsreagenz zu entfernen.
Bezlglich der eingesetzten Menge an Funktionalisierungsreagenz wurde sich an der Literatur

orientiert und 0,40 mmol/g Funktionalisierungsreagenz verwendet.?%"]

In CP/MAS-Spektren kann der Erfolg der Funktionalisierung qualitativ Oberpruft werden. Die
Rhodamin B-markierten Partikel zeigen im ¥C-CP/MAS zwei Signale, bei 16,56 ppm und
58,48 ppm. Hierbei handelt es sich um verbliebene Ethoxygruppen. Die Partikel, welche fir
diese Messung verwendet wurden, wurden mit Ethanol und nicht mit Wasser gewaschen, was
wie in Kapitel 3.2.5 erlautert wurde, zu einer unvollstandigen Kondensation der TEOS-Silanol-
Gruppen fiihrt. Im 2°Si-CP/MAS sind die Signale der verschieden kondensierten Silanol-Grup-
pen in Form von Q-Signalen zu sehen. Die Bezeichnung der Signale von funktionellen Gruppen
héngt neben dem Kondensationsgrad auch davon ab, ob der organische Rest direkt oder Gber

ein Sauerstoff-Atom mit dem Silicium-Atom verknipft ist (Schema 21).
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Schema 21: Benennungsschema von Silicium-haltigen Molekilen in CP/MAS-Spektren.

Die RB-markierten Partikel zeigen sowohl Q?-, Q3- als auch Q*-Signale, was auf eine Vertei-
lung von verschieden stark kondensierten Silanol-Einheiten schlielen lasst (Abbildung 64).
Werden die Partikel mit TMS funktionalisiert, konnen im **C-CP/MAS-Spektrum die Methyl-
gruppen des TMS-Molekiils bei -1,51 ppm beobachtet werden, im 2°Si-CP/MAS ist die Methyl-
Si-Verbindung als M*-Signal bei 12,94 ppm zu sehen.

Silica-NPs

T™MS

TMS@Silica-NPS

C12@Silica-NPs X e
C1
C18@Silica-NPs N Cc18 C1 C18C18
190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O

chemical shift (ppm)

Abbildung 64: 3C-CP/MAS-Spektren der unfunktionalisierten RB-Partikel und der Partikel mit TMS, C1, und
Cis-Gruppen. Mit * markierte Signale = Ldsemittelreste (Toluol).

Die Alkylfunktionalisierung mit Dodecyl- und Octadecylgruppen ist im **C-CP/MAS anhand
mehrerer Signale der CH»2- und CHs-Gruppen bei 11,70 ppm, 21,85 ppm, 29,05 ppm, 31,49
ppm und 42,06 ppm zu sehen. Im 2°Si-CP/MAS sind die Alkylfunktionalisierungen als T?-
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Signal bei -57,17 ppm beziehungsweise als T3-Signal bi -65,21 ppm zu sehen, da die Alkylket-
ten im Gegensatz zu den Methylgruppen von TMS nicht direkt mit dem Silicium-Atom ver-
kntipft sind.

Silica-NPs

TMS@Silica-NPS M

C12@Silica-NPs

C18@Silica-NPs

70 0 -60 -150
chemical shift (ppm)

Abbildung 65: 2°Si-CP/MAS-Spektren der unfunktionalisierten RB-Partikel und der Partikel mit TMS, Ci, und
Cis-Gruppen.

Quantifiziert werden kann die Funktionalisierung mittels TGA- und CHN-Analysen (Tabelle
9). Die Restmasse der unfunktionalisierten Partikel betragt etwa 94 %, durch Ci2-Funktionali-
sierung werden etwa 89 % erreicht, durch Cis-Funktionalisierung etwa 86 %, durch die PEG-
Funktionalisierung 85 %. In Kombination mit Ergebnissen der CHN-Analyse kann der Funkti-
onalisierungsgrad cre in Millimol pro Gramm Uber Gleichung (13) berechnet werden. Wird
der errechnete Funktionalisierungsgrad mit den eingesetzten 0,40 mmol/g in Relation gesetzt,
kann der Umsatz der Funktionalisierung berechnet werden. Der Umsatz liegt zwischen 78 bis
88 % bei den Alkylfunktionalisierungen. Die PEG-Funktionalisierung l&sst sich nur ungeféahr
auf 58 bis 79 % eingrenzen, da das Funktionalisierungsreagenz aus einem Gemisch aus mehre-

ren Kettenldngen besteht.
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Tabelle 9: Restmassen, Kohlenstoffgehalt und Umsatz der Funktionalisierung

Partikel Amg; C Amg N crG [mmol/g] Umsatz
[%] [Yo] [Yo] [Y0]
RB-Silica 95,3 1,28 0 0 0 -
TMS@RB-Silica 91,9 2,32 1,04 3 0,31 78
C12@RB-Silica 89,1 5,80 4,52 12 0,35 88
C18@RB-Silica 85,8 7,37 6,09 18 0,33 83
PEG@RB-Silica 85,0 5,86 10,30 16-22 0,46-0,63 58-79

Insgesamt stellt diese Methode einen effizienten Weg dar, Farbstoff-markierte Silica-Partikel
mit verschiedenen Alkyltrimethoxy-, PEG oder TMS-Gruppen zu oberflachenfunktionalisie-

ren.

3.4 Auswasch-Experimente

Die Gewahrleistung der Stabilitat der Verbindung zwischen Farbstoff und Partikel stellt die
Basis aller Anwendungen fluoreszierender Partikel dar. Erst durch sie kann sichergestellt wer-
den, dass weder Messungen durch ausgewaschenen Farbstoff verfalscht werden noch, dass der
frei gewordene Farbstoff moglicherweise toxische Auswirkungen auf seine Umgebung hat. Im
Folgenden wurden zuerst die beziiglich des Leaching-Verhaltens nicht-optimierten Kernparti-
kel mit kovalent und physisorbiertem Farbstoff untersucht, anschlieRend die optimierten Parti-

kel mit verschiedenen Oberflachenfunktionalisierungen.

3.4.1 Auswaschen der Kern-Partikel

Die jeweiligen Partikel wurden nach der Synthese dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen
und anschlielend als Stammldsung mit einer Konzentration von 3 mg/mL in Ethanol redisper-
giert. Wurden mehr Waschschritte im Vorfeld durchgefiihrt, wére bei den Partikeln mit phy-
sisorbiertem Farbstoff bereits keine Fluoreszenz der Partikel mehr feststellbar gewesen, da der

Farbstoff nur eine sehr schwache Bindung zu dem Silica-Netzwerk zeigt. Die Stammldsung
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wurde weiter mit Ethanol verdiinnt und die erhaltene Dispersion gertihrt. Von den Dispersionen
wurden taglich Proben entnommen, die Partikel abgetrennt und von dem erhaltenen partikel-
freien Filtrat die Absorption bestimmt (Schema 22).

Partikel in EtOH

Schema 22: Durchfiihrung eines Leaching-Tests. (a) Dispergieren der gewaschenen Partikel in Ethanol, (b)
Separation der Partikel, (c) spektroskopische Untersuchung des Filtrats.

Da durch reine Zentrifugation keine quantitative Abtrennung von sub-200 nm Partikeln mdg-
lich ist, wurde die Abtrennung mittels Membranfiltration oder alternativ mittels einer zweistu-
figen Separation bestehend aus zehn-minatiger Zentrifugation bei 10.000 rpm und anschlieRen-
der Spritzen-Filtration mit 200 nm Filtern durchgefuhrt, welche zu vergleichbaren Ergebnissen
fuhrt.

In TEM-Messungen ist zu sehen, dass der Partikelgehalt nach einer einfachen Zentrifugation
zu einer unvollstandigen Partikel-Abtrennung fuhrt (Abbildung 66), nach einer anschlie3enden
Spritzen-Filtration (200 nm Filter) sind noch wenige Partikel im Filtrat vorhanden. Erst die

Filtration mit einem 10 kDa Membranfilter fuhrt schliellich zu einer vollstdndigen Separation.

@ (b) | © @

Abbildung 66: TEM-Aufnahmen von 40 nm FITC-Partikeln zur Demonstration der Effizienz der Partikel-Sepa-
ration (a) Dispersion der Partikel 3 mg/mL (b) Uberstand nach Zentrifugation (c) Filtrat nach Spritzen-Filtration
(d) Filtrat nach Membran-Filtration.

Von den Proben wurde mit dem zweistufigen Zentrifugation-Spritzenfiltration-Verfahren tag-
lich Filtrate entnommen, am letzten Tag des Leaching-Tests wurde zum Vergleich zusatzlich
eine Membranfiltration vorgenommen. Hierbei zeigten die Membranfiltrate durch die vollstén-

dige Partikelabtrennung leicht niedrigere Absorptionen, die jedoch ungeféhr im Bereich der
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zuvor bestimmten Absorption mit dem zweistufigen Abtrenn-Verfahren liegen. Als Test-Sys-
teme wurden die Farbstoffe Rhodamin B und Fluorescein, jeweils als Chlorid-Salz zur Adsorp-
tion an die Partikel und mit kovalent bind-barer Triethoxysilan-Ankergruppe eingesetzt. Die
starke Tendenz zum Auswaschen der Farbstoffe ohne kovalente Bindung dufRert sich in stark
farbigen Filtraten und hohen gemessenen Absorptionen bereits am ersten Tag des Auswasch-
Tests (Abbildung 67).
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Abbildung 67: Leaching von Kern-Partikeln (a) tdglich gemessene Absorptionen der Filtrate mit Membranfiltrate
als Referenz, (b) Links: Partikeldispersionen vor Leaching, rechts: Filtrate nach Leaching unter UV-Licht, (1)
FITC, (2) Uranin, (3) RBITC, (4) RB.

Rhodamin B wird bereits am ersten Tag nahezu vollstdndig ausgewaschen, da die Absorption
des Filtrates der folgenden Tage nicht weiter steigt. Uranin scheint etwas starker adsorbiert zu
sein, da es am ersten Tag nur zu 54 % ausgewaschen wird. Ab Tag zwei ist auch Uranin fast
vollstdndig ausgewaschen. Der Vergleich zu den Membranfiltraten am vierten Tag zeigt, dass
Rhodamin B tatsdchlich komplett (93 %) ausgewaschen ist, von Uranin kénnen 67 % gemessen
werden. Die kovalent gebundenen Farbstoffe FITC und RBITC zeigen erwartungsgeman eine
sehr viel geringere Tendenz zum Auswaschen. VVon FITC werden bis zum vierten Tag langsam
ansteigende Werte bis 10 % gemessen, Rhodamin B liegt am vierten Tag bei 33 %. Auch hier
offenbart der Vergleich mit den membran-filtrierten Proben, dass die tatsdchlichen Absorptio-
nen komplett ohne verbliebene Partikel im Filtrat bei 0 % im Falle von FITC und bei 14 % im
Falle von RBITC liegen. Dass die Absorptionen von Rhodamin B-Derivaten in beiden Fallen
uber denen von Fluorescein-Derivaten liegen, kénnte ein Hinweis auf eine generell schlechtere

Einbindung von Rhodamin B-Derivaten an Silica-Netzwerke sein.
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Das Auswasch-Experiment der Kern-Partikel zeigt, dass Rhodamin B und Fluorescein ohne
kovalente Bindung nicht als Markierungsreagenzien von herkémmlichen Stober-Partikeln ver-

wendet werden sollten und diese Systeme einer Optimierung bedrfen.

3.4.2 Auswaschen der oberflachenfunktionalisierten Partikel

Rhodamin B ohne kovalente Bindung zeigte den schlechtesten Rickhalt in den Partikeln, wes-
halb die Optimierung der Partikel mit diesem Farbstoff vorgenommen wurde. Da der schlechte
Farbstoffriickhalt moglicherweise durch die porose Silica-Struktur begtinstigt wird, wurden die
Partikel, wie in Kapitel 3.3.2 erldutert, mit verschiedenen organischen hydrophoben oder hyd-
rophilen Reagenzien funktionalisiert, was mit einer Verdichtung der Oberflache und einer Blo-
ckade fur die Farbstoffe einhergeht. VVor dieser Funktionalisierung wurde Rhodamin B mit der
Partikeloberflache verestert, um ein Verdrangen des Farbstoffes bei der hochtemperierten an-
schlieRenden Funktionalisierung von der Oberflache zu verhindern. Die Veresterung von Rho-
damin B fuhrt, wie in Abbildung 68 ersichtlich, mit einer Absorption von nur noch 85 % anstatt
von 93 % bereits zu einer leichten Verminderung der Auswasch-Tendenz im Vergleich zu den

nicht-optimierten Rhodamin B Partikeln.
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Abbildung 68: Auswasch-Verhalten der Alkyl- beziehungsweise PEG-oberflachenfunktionalisierten Rhodamin
B haltigen Partikel, in Rot die Membranfiltrate zum Vergleich.

Die besten Ergebnisse konnten mit einer PEG-Funktionalisierung (7 % Absorption des Filtra-
tes) oder einer TMS-Funktionalisierung (10 % Absorption) erzielt werden. Die Funktionalisie-

rung mit den langkettigeren Alkylgruppen fiihrte zu einem leicht hheren Auswaschen (18 %
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bei Dodecyl- und Octadecyl-Gruppen). Im Falle der PEG-Funktionalisierung liegt, wie in Ka-
pitel 3.3.2 ermittelt, mit 0,46 bis 0,63 mmol/g ein etwas hoherer Funktionalisierungsgrad vor
als bei den C12und C1g-Gruppen (0,35 bzw. 0,33 mmol/g), was durch Erzeugung einer dichteren
Oberflachenbelegung mdglicherweise flr den besseren Farbstoff-Rickhalt sorgt. Der Funktio-
nalisierungsgrad mit TMS entspricht mit 0,31 mmol/g etwa dem der langerkettigen Alkylketten.
Der etwas bessere Farbstoff-Rickhalt kénnte hier durch die niedrigere Hydrophobizitat von
TMS verursacht sein, welche zu einer geringeren Verdrangung der schwach gebundenen, leicht

hydrophilen Farbstoffmoleklen fuhren kénnte.

Eine durch Erhitzen im Voraus durchgefihrte, reversible Veresterung eines Xanthen-Farbstof-
fes mit freier Carboxylgruppe in Kombination mit einer organischen Oberflachenfunktionali-
sierung stellt demnach eine Mdglichkeit dar, diese Farbstoff-Klasse auch ohne vorangehende
Funktionalisierung mit einer Ankergruppe in Silica-Partikel riickzuhalten. Das Ausmal des
Auswaschens von Rhodamin B unter diesen Bedingungen ist vergleichbar mit dem von FITC
oder RBITC. Durch die freie Wéhlbarkeit der organischen Funktionalisierung mit entweder
hydrophoben oder aber hydrophilen Gruppen lassen sich die Partikel zudem in Medien ver-

schiedener Polaritat dispergieren.

3.4.3 Adsorptionsexperimente

Bei den in den zuvor durchgefiihrten Studien verwendeten Nanopartikeln im GréRenbereich
von 50 nm kam es stets zu einem starken Auswaschen physisorbierter Farbstoffe, sofern keine
weitere Optimierung des Systems in Form einer organischen Oberflachenfunktionalisierung
vorgenommen wurde. Aus diesem Grund wurde die Wechselwirkung zwischen Farbstoff und
Partikel genauer betrachtet. Denkbare Faktoren, welche den Riickhalt der nicht kovalent gebun-
denen Farbstoffe am Partikel beeinflussen kdnnen, sind die GréRe der Partikeloberflache und
die Ladung von Partikel und Farbstoff. Die Partikeloberflache kann durch BET-Messungen be-
stimmt werden, die elektrische Ladung der Oberflache wird durch das Zeta-Potential charakte-
risiert. Der isoelektrische Punkt von unfunktionalisiertem Silica, also der pH-Wert, bei dem das
Zeta-Potential Null ist, liegt ungefahr bei pH = 2,7.[2%1 Bei hoheren pH-Werten liegt eine ne-
gative Oberflachenladung vor, was durch eine Deprotonierung der Silanol-Gruppen erklart wer-
den kann (Schema 23).
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Schema 23: Entstehung von negativer Ladung auf der Oberflache von Silica-Partikeln.

Durch die negative Oberflachenladung kdnnen kationische Farbstoffe theoretisch mit der Par-
tikeloberflache wechselwirken, wodurch ein Auswaschen der Farbstoffe reduziert werden kann.
Neben dem Zeta-Potential sollte auch die GrofRe der Oberflache der Partikel einen Einfluss auf
das Auswasch-Verhalten der Farbstoffe haben, da mit steigender Partikeloberflache die Ad-

sorptionswechselwirkungen zunehmen.

3.4.3.1 Abhéangigkeit der Farbstoffadsorption von der PartikelgrofRe

Als Farbstoffe wurden Rhodamin B sowie das kationische PDI (22) gewahlt (Abbildung 69).
Eine stabile und quantitative Adsorption der Farbstoffe bei Raumtemperatur wiirde aufwandig
modifizierte Farbstoffe mit Ankergruppen zur kovalenten Bindung berfliissig machen und zu-
dem, bei quantitativer Adsorption, die Einstellung der Farbstoffkonzentration der resultieren-

den Partikel enorm vereinfachen.
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Abbildung 69: Zur Adsorption verwendete kationische Fluoreszenzfarbstoffe.

Von den beiden Farbstoffen wurden Stammldsungen angefertigt und dann als bis zu maximal
60 UM Farbstofflosungen zu unmodifizierten Partikeln verschiedener GroRe (10 nm, 150 nm
und 360 nm) bei gleicher Gewichtskonzentration an Partikel gegeben. Alle Proben wurden an-
schlielRend eine Stunde lang auf einer Rittel-Platte geschttelt und dann die Partikel von der
Losung abgetrennt. Aus den partikelfreien Losungen wurden mithilfe von UV/Vis-Spektrosko-
pie die Gleichgewichtskonzentrationen an freiem Farbstoff bestimmt und diese gegen die ein-

gesetzte Farbstoffkonzentration aufgetragen. Hierdurch kann bestimmt werden, ob und in
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welchem Umfang die Farbstoffe bei den gewahlten Gleichgewichts-Bedingungen an den Par-

tikeln adsorbieren.

Das kationische Perylen zeigte bei den getesteten Farbstoffkonzentrationen eine quantitative

Adsorption an die Partikel, da keine spezifische Absorption im Filtrat gemessen werden konnte.

Aufgrund der zwei positiven Ladungen am Molekdl erfolgt eine besonders effiziente Adsorp-

tion zur Partikeloberflache.
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Abbildung 70: Konzentration an nicht adsorbiertem kationischen Farbstoff in Abhéngigkeit von der eingesetzten
Farbstoffkonzentration fiir drei PartikelgroRen (a) Partikel mit Rhodamin B, (b) Partikel mit PDI (22), Anm. bei
den 10 nm und 150 nm Partikeln war nur Rauschen in den UV/Vis-Messungen zu detektieren, hier formal als

Nullwerte aufgetragen.
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Um das AusmaR dieser Adsorption weiter zu untersuchen, konnten in zukinftigen Experimen-
ten die Farbstoffkonzentrationen weiter erhoht werden und zuséatzlich noch groliere Partikel
getestet werden.

Im Falle von Rhodamin B erfolgte nicht Gberall quantitative Adsorption (Abbildung 70). Die
grolten Partikel mit einem Durchmesser von 360 nm adsorbieren jedoch auch den grofiten Teil
der eingesetzten Farbstoffmenge. Es konnte bei Einsatz einer 60 uM Rhodamin B Ldsung bei
den 360 nm groRen Partikeln eine Konzentration an freiem, nicht adsorbiertem Farbstoff von

noch 16,6 UM gemessen werden.

Das Adsorptionsverhalten der 150 nm Partikel unterscheidet sich kaum von dem der mehr als
doppelt so grollen Partikel. Zwar werden bei der hochsten Farbstoffkonzentration nur etwa
78 nmol RB im Filtrat gefunden, aber erst bei Betrachtung der kleinsten in dieser Studie einge-
setzten Partikel wird deutlich, wie sehr sich die Adsorptionswirkung noch durch die Partikel-
oberflache steigern lasst. So konnte bei den 10 nm Partikeln selbst bei der hdchsten eingesetzten
Konzentration an RB kein freier Farbstoff im Filtrat gefunden werden, der Farbstoff ist also
quantitativ an den Partikeln adsorbiert und l&sst sich auch durch nachfolgende Waschschritte

nicht mehr entfernen.

Um dies zu verstehen wurden neben der PartikelgréRRe auch die Oberflachenladung in Form des
Zeta-Potentials und die verfugbare Partikeloberflache betrachtet. Von den Partikeln ohne zuge-
setzten Farbstoff wurden Zeta-Potential-Titrationen angefertigt (Abbildung 71), um den Ein-

fluss der PartikelgroRRe auf den Verlauf des Zeta-Potentials zu ermitteln.
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Abbildung 71: (a) Zeta-Potential-Titrationen von unfunktionalisierten Silica-Partikeln verschiedener GroRe, (b)
isoelektrischer Punkt der Partikel.
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Auffallig ist, dass entgegen der Erwartung die kleinsten Partikel das positivste Zeta-Potential
aufweisen. Mit der Zunahme der Partikeloberflache ware eine groRere Anzahl freier, deproto-
nierter Silanol-Gruppen verfligbar, was eigentlich auch mit einer Erniedrigung des Zeta-Poten-
tials einher gehen sollte, da die negative Ladung betragsmaRig insgesamt zunimmt. Bei dem in
der Adsorptionsstudie vorliegenden pH-Wert von 7,4 liegen alle Partikel im negativen Zeta-
Potential-Bereich. Die kleinsten Partikel besitzen ein Zeta-Potential von -25,5 mV, die 150 nm
Partikel -43,1 mV und die 360 nm Partikel liegen bei -54,1 mV. In der Literatur wurde dieser
Trend auch beobachtet, so wurden sehr ahnliche Zeta-Potentiale fiir unfunktionalisierte Silica-
Partikel erreicht, zum Beispiel fur 42 nm Partikel -22 mV und fur 291 nm -48 mV.2%1 |n einer
anderen Publikation wurden fir 55 nm unfunktionalisierte Partikel -16 mV in PBS-Puffer ge-
messen, durch Funktionalisierung mit Aminen wurde eine Erhdhung des Zeta-Potentials fest-
gestellt.?1% Dje etwas abweichenden Zeta-Potential-Werte zu den bisher besprochenen Mes-
sungen lassen sich mdglicherweise dadurch erkléren, dass die Partikel in dieser Veroffentli-
chung mittels Mikroemulsions-Verfahren hergestellt wurden, was zu einer etwas anderen Par-
tikel-Oberflache als das Stober-Verfahren zu fiihren scheint. Mit dem APTES strukturell ahn-
lichen N-(6-Aminohexyl)-aminopropyltrimethoxysilan wurde sogar ein positives Zeta-Poten-
tial von +11 mV gemessen. Nur mit APTES funktionalisierte Partikel konnten in dieser Studie
nicht analysiert werden, da sie zu stark agglomerierten, was auf ein Zeta-Potential in der Nahe
des IEPs hindeutet.[?1%]

Tabelle 10: Ubersicht tiber die bestimmten Zeta-Potentiale fiir unfunktionalisierte Silica-Partikel verschiedener
GroRe und funktionalisierter 35 nm Partikel.

Zeta-Potentiale [mV]

Isoel. Pkt. @pH=7

10 nm 2,76 -25,5

150 nm 2,57 -43,1
360 nm 2,53 -54,1

35 nm n. b. -24.6
FITC-Silica n. b. -18,5
RBITC-Silica n. b. -21,3
APTES@Silica n. b. -5,0
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In Tabelle 10 sind die gemessenen Zeta-Potentiale unmarkierter Partikel verschiedener GroRe
aus den Zeta-Potential-Titrationen und von 35 nm Partikeln ohne Funktionalisierung, mit FITC
oder RBITC oder nur mit APTES gezeigt (Einzelpunkt-Messungen).

Zu sehen ist einerseits die Zunahme der Negativitéit des Zeta-Potentials bei Zunahme des Par-
tikeldurchmessers, und andererseits eine Abnahme der Negativitat durch Funktionalisierung
der Oberflache. Letzteres ist damit zu erklaren, dass durch die Funktionalisierung freie negative
Si-O™-Gruppen mit ladungsneutralen oder sogar positiven Gruppen besetzt werden, wodurch

die negative Ladung insgesamt abnimmt.

Allein aus Betrachtung des Zeta-Potentials sollte erwartet werden, dass an den negativsten, also
grolten Partikel die Farbstoffe am besten adsorbieren. Tatsachlich ist in Abbildung 70 ein ge-
genteiliges Verhalten zu sehen.

Deshalb wird als zweiter Faktor die Partikeloberflache betrachtet. Mittels BET-Messung wurde
fiir die 10 nm Partikel eine Oberfliache von 592,57 + 0,51 m? / g, fiir die 150 nm 32,34 + 0,61
m? / g und fir die 360 nm Partikel eine Oberflache von 19,36 + 0,68 m? / g bestimmt. Die
kleinsten Partikel mit der stirksten Adsorptionswirkung weisen demnach die mit Abstand
grolite BET-Oberflache auf, wahrend die Oberflachen der 150 nm und 360 nm Partikel relativ

nahe zusammen liegen.

In Abbildung 70 ist gezeigt, dass Rhodamin B bei den zwei grol3eren Partikel-Arten nicht voll-
stdndig an den Partikeln adsorbiert war, da freies Rhodamin B im Filtrat nach Abtrennen der
Partikel gemessen werden konnte. Anhand dieser Daten kdnnen Adsorptionsisothermen erstellt
werden, die Rickschlusse auf die Adsorptionskinetik ermdglichen. Die Menge an adsorbiertem
Farbstoff bezogen auf die BET-Partikeloberflache kann in Abhangigkeit der Konzentration an
freiem Farbstoff aufgetragen werden (Abbildung 72). Da kein Sattigungsplateau erreicht wird,
kann bei der hochsten getesteten Konzentration in Ubereinstimmung mit der Literatur von einer
Mehrschichtadsorption im Sinne einer Typ-11-BET-Isothermen ausgegangen werden.[>] Bej
Maskierung des Wertes der jeweils hochsten Konzentration kdnnen die anderen Werte im Sinne
des Langmuirschen Modells gefittet werden, was die Bildung einer Monolage in diesem Kon-
zentrationsbereich indiziert. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit dhnlichen Untersu-

chungen in der Literatur.[*%]

111



Ergebnisse und Diskussion

807 = 360nm
O ® 150nm m
E 70 — [vode LangmuirExT1
-~ Gleichung y = (@b xNL-C)/(L + bx(1-c))
(@] | zeichnen adsorb FS pro FlAache D
57563106 At 347447172 39,56074 At 1088829
E 60 4 001437 A+008763 015062 A+ 0,04518
=3 c 039352A0,12708  0,15262 A+0,11868
e 1 | chi-Quadr Reduziert 0,80864 0,24234
(32] R-Quadrat (COD) 0,99724 0,99807
o 50 Kor. R-Quadrat 0,99447 0,99614
- °
X
40 -
%))
LL J
—
o 30+
—
—
2 20
o 4V "
— -
@)
N 10 4
©
® 4
0 1 T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

c(freier FS) [umol/L]

Abbildung 72: Adsorptionsisothermen von Rhodamin B an 150 nm und 360 nm Silica-NPs bei pH = 7,4.

Zusammenfassend wird Rhodamin B im Konzentrationsbereich zwischen 0,5 bis 30 uM bei pH
= 7,4 an den getesteten Partikeln in einer Monolage adsorbiert. Ab einer Konzentration von
60 uM erfolgt die Ausbildung von Mehrfachschichten. Die 10 nm Partikel verfiigen tber eine
wesentlich groRere Oberflache mit einer hdheren Adsorptionskapazitat, so dass eine analoge

Untersuchung mit noch héheren Rhodamin B Konzentrationen durchgefiihrt werden misste.

Der Vergleich zwischen Einfluss von Partikelladung und Partikeloberfldche hat gezeigt, dass
die GroRe der Oberflache des Adsorbens einen wesentlich hoheren Einfluss auf die Farbstoff-
adsorption hat als die elektrostatische Wechselwirkung. Da die Adsorptions-Tests isotherm bei
Raumtemperatur durchgefiihrt wurden, konnte das Desorptionsverhalten der Farbstoffe bei Va-
riation der Temperatur untersucht werden. Unter isothermen Bedingungen kdnnten vor allem
die 10 nm Partikel interessant zur Verwendung als Biomarker sein, da zugegebene Farbstoff-
Mengen im getesteten Konzentrationsbereich quantitativ von den Partikeln aufgenommen wer-

den, ohne die vorherige Farbstoff-Funktionalisierung mit Ankergruppen.

Interessante Untersuchungen, welche einen noch tieferen Einblick in die Wechselwirkung zwi-
schen Farbstoff und Partikel erméglichen wiirden, waren zum einen die Bestimmung der Ad-

sorptionsenthalpie, oder aber auch die Messung der Fluoreszenz-Anisotropie, sofern dies bei
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den betrachteten Farbstoff-Konzentrationen ohne intermolekulare Energietransferprozesse wie

FRET, die die Anisotropie-Messung beeinflussen, moglich ist.

3.4.3.2 Bestimmung freier Aminogruppen von funktionalisierten Silica-Partikeln

Da bei der Kupplungsreaktion zwischen dem jeweiligen Xanthen-isothiocyanat und APTES
letzteres im Uberschuss eingesetzt wird, ist anzunehmen, dass neben der Funktionalisierung mit
Xanthen-APTES auch eine APTES-Funktionalisierung der Partikeloberflache stattfindet. Da
freie Aminogruppen Einfluss auf verschiedene Partikeleigenschaften, wie zum Beispiel das
Zeta-Potential (durch mdgliche Protonierung der freien Aminogruppe) haben, wurde eine
Quantifizierung der APTES-Funktionalisierung neben der Farbstoff-Funktionalisierung ange-
strebt. Durch den Einfluss auf das Zeta-Potential konnte neben der Stabilitat der Partikel-Dis-

persion auch das Adsorptionsverhalten physikalisch gebundener Farbstoffe beeinflusst werden.

Eine Mdglichkeit, primére Amine qualitativ und quantitativ nachzuweisen, stellt die Farbreak-
tion zu Ruhemanns Purpur dar. Bei dieser reagiert Ninhydrin mit dem freien Amin unter Bil-
dung eines Aldehyds und des violetten Farbstoffes. Die Eigenschaften von Ruhemanns Purpur
wie ein stark delokalisiertes n-Elektronensystem mit hohem Extinktionskoeffizienten fiihren zu

einer hohen Empfindlichkeit dieser Nachweisreaktion. 1]

_NH, o) pH=5 _CHO 9 Q
95 °C, 10 min
NH, . oH ™ = 7. CHO , N
OH H,0
- % - o o]
NH CHO

2
Ninhydrin Ruhemanns Purpur
2 Aq. pro R-NH,

Schema 24: Bildung des violetten Farbstoffes Ruhemanns Purpur bei Anwesenheit von primaren Aminen auf der
Partikel-Oberflache (Ninhydrin-Test).

Es wurde eine Kalibrierung aus Ninhydrin-Losungen mit steigendem APTES-Gehalt angefer-
tigt. Die gemessenen Absorptionsmaxima von Ruhemanns Purpur liegen bei 400 nm und 568
nm, aus den Absorptionen der 568 nm Bande wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abbildung
73). Um den erforderlichen pH-Wert bei der Reaktion konstant im leicht sauren Bereich bei pH

=5 zu halten, wurden den Reaktionsmischungen ein Acetat-Puffer beigegeben.
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Abbildung 73: Erstellung einer Kalibrierreihe von Ninhydrin-Lésungen mit steigender APTES-Zugabe, (a)
UV/Vis-Messungen der Ldsungen, (b) Kalibriergerade.

Aus den Messpunkten wird der Zusammenhang zwischen der APTES-Konzentration und der

Absorption erhalten (Gleichung (15)).
L mol
Absorption = 2552,31 — c(APTES) - - 0,45 (15)

Um die Reaktivitat der Partikel gegeniber APTES abzuschétzen, wurde eine Roh-Partikell6-
sung mit einem Partikeldurchmesser von 46 nm hergestellt. VVon der Partikellésung wurden
jeweils 20 mL entnommen und mit einem steigendem Anteil APTES versetzt. Die APTES-
funktionalisierten Partikel wurden gewaschen, redispergiert und dem Ninhydrin-Test unterzo-
gen (Abbildung 74).

0,6+ (a') gggr:llj‘:::;sslzi;;ersion: (b)
o5 A /\ — V(APTES)  bma(APTES)  beqp(APTES)
— M

300 auf 20 mL [mmol/g] [mmol/g]

S 044

g [uL]

8 0,3

2 y 25 1,3 0,53
1 50 2,5 0,54

0,14

\ 100 50 0,56
200 10,1 0,58

010 T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700

, 300 15,1 0,58
Wellenldnge [nm]

Abbildung 74: Ninhydrin-Test mit APTES funktionalisierten Silica-Partikeln mit steigender APTES-Zugabe, (b)
ermittelte Molalitdten APTES.
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Zu beobachten ist, dass bereits mit der Zugabe des kleinsten VVolumens, 25 uL APTES, ein
relativ hoher Funktionalisierungsgrad von 0,53 mmol/g (41 %) erreicht wird. In einer dhnlichen
Studie von Lu et al., bei der 40 nm Partikel mit 3-Aminopropyltrimethoysilan funktionalisiert
wurden, konnten, vermutlich aufgrund der groReren Partikeloberflache, sogar ein APTMS-

Funktionalisierungsgrad von 60 % erreicht werden.[?'?

Der APTES-Funktionalisierungsgrad lasst sich durch die Zugabe hoherer APTES-Volumina
kaum mehr steigern, es scheint also bereits mit 25 uL APTES auf 20 mL Partikeldispersion (5,3
pmol/mL) eine Sattigung der Oberflache erreicht zu sein. Diese liegt unter den theoretisch er-
reichbaren Werten. So kdnnte eigentlich durch Zugabe von 25 uL APTES eine Molalitét von
1,3 mmol/g erreicht werden, wenn alle APTES-Molekiile quantitativ mit der Partikeloberflache
reagieren wurden. Interessant ist, dass der erreichte Funktionalisierungsgrad in einem sehr &hn-
lichen Bereich wie der der mit Alkylgruppen funktionalisierten, ebenfalls etwa 50 nm grofRRen
Partikeln in Kapitel 3.3.2 liegt. Ein Funktionalisierungsgrad von etwa 0,4-0,6 mmol/g scheint

demnach der maximal erreichbare Wert flir diese Partikelgrofie zu sein.

In der in dieser Arbeit verwendeten Stober-Synthese fur FITC-Partikel wurden 18,6 uL APTES
(0,08 mmol) verwendet, wobei bei der vorangehenden Funktionalisierung des Farbstoffes im
Vorfeld maximal 0,01 mmol des APTES mit FITC reagieren kénnen. Mithilfe der Ninhydrin-
Studie ist eine Abschatzung maoglich, wie viel freies APTES nach der Zugabe der Farbstoff-
Stamml6ésung auf den Partikeln vorhanden ist. Durch Erstellung einer Kalibration der Mess-
werte aus Abbildung 74 ergibt sich ein naherungsweise polynomieller Zusammenhang (Ab-
bildung 75).

Mithilfe der Kalibration aus Abbildung 75 kann bei einer Zugabe von 18,6 UM APTES eine
Beladung von etwa 0,53 mmol/g angenommen werden. Diese 0,53 mmol/g beinhalten jedoch
nicht nur APTES, sondern auch bis zu einem Achtel FITC-APTES. Da bei der Reaktion zwi-
schen APTES und FITC von einer quantitativen Umsetzung ausgegangen wird, ergibt sich eine
Beladung der FITC-markierten Partikel mit etwa 0,07 mmol/g FITC-APTES und 0,46 mmol/g
APTES.
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Abbildung 75: Zusammenhang zwischen zugegebenem Volumen APTES und Beladung der Partikel mit APTES-
Gruppen.

In Kapitel 3.2.2.1 wurde eine FITC-Konzentration der Partikel-Dispersion von 27,6 UM be-
stimmt. Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten Stéber-Synthesen wurden stets etwa 80 mg
Partikel erhalten, wenn 0,5 mL TEOS verwendet wurden. Um dieses Ergebnis mit der Nin-
hydrin-Studie vergleichen zu kénnen, muss bertcksichtigt werden, dass bei der Aufarbeitung
der Partikel kein quantitativer Umsatz von TEOS zu Partikel moglich ist, sondern ein grof3er
Teil der Partikel stets bei den Waschschritten verloren geht. Aus diesem Grund macht es keinen
Sinn, die FITC-Beladung auf die experimentell erhaltenen 80 mg zu beziehen, sondern von
einem theoretischen quantitativen Umsatz des TEOS auszugehen. Es wird die Néherung ge-
macht, dass sich aus 0,5 mL TEOS 500 mg Partikel ergeben kdnnten. Bezogen auf die 500 mg
Partikel wird mit den Ergebnissen aus Kapitel 3.2.2.1 eine FITC-Beladung von 0,06 mmol/g

erhalten, was eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Ninhydrin-Studie darstellt.

Die direkte Untersuchung von FITC-funktionalisierten Partikeln mit Ninhydrin war aufgrund
der Uberlappung der Absorptionsspektren von Ninhydrin und FITC sowie der wesentlich in-
tensiveren Absorption von FITC nicht maoglich.

Schlussfolgern l&sst sich aus dieser Studie, dass eine APTES-Funktionalisierung relativ effektiv
die Oberflachen-Silanol-Gruppen der Partikel funktionalisieren kann, wobei fiir die getesteten
ca. 50 nm Stober-Partikel ein maximaler Belegungsgrad von 0,58 mmol/g ermittelt wurde. Der
Gehalt an freiem APTES der Farbstoff-funktionalisierten Partikeln l&sst sich indirekt mit etwa

0,46 mmol/g sowie einem FITC-APTES-Gehalt von 0,07 mmol/g bestimmen. Der Ninhydrin-
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Test stellt demnach neben dem Klassischen Einsatz als Nachweisreagenz in der organischen
Synthesechemie auch eine potenzielle Methode zur Quantifizierung von priméren Aminogrup-
pen auf Farbstoff-funktionalisierten Partikeln dar.
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4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit wurde vorrangig die Wechselwirkungen zwischen organischen
Farbstoffen und dem anorganischen Netzwerk von Silica-Nanopartikeln untersucht. Durch Er-
kenntnisse dieser Arbeit konnte ein Verstandnis fiir die verschiedenen Varianten der Funktio-
nalisierung von Silica-Nanopartikeln mit organischen Fluoreszenzfarbstoffen und deren Vor-
und Nachteile geschaffen werden. Weiterhin wurden die Auswirkungen der Funktionalisierung
auf die Partikeleigenschaften wie die Morphologie und das Zeta-Potential untersucht, was

wichtig fur eine gut steuerbare Synthese leicht dispergiebarer Partikel ist.

In die Uber den Stober-Prozess hergestellten Partikel wurden organische Farbstoffe kovalent
sowie nicht kovalent eingebunden, wobei Xanthen- und Perylen-Farbstoffe verwendet wurden.
Als Xanthen-Farbstoffe wurden die kommerziell erhéltlichen Farbstoffe Uranin und Rhodamin
B sowie FITC und RBITC zur kovalenten Bindung verwendet, da diese Farbstoffe zu den gan-
gigsten, kommerziell erhaltlichen Marker fur Partikel zahlen. Die Auswaschbarkeit der mit die-
sen Farbstoffen funktionalisierten Partikeln wurde tber einen Zeitraum von sieben Tagen ge-
priift. Es zeigte sich, dass die nicht kovalent gebundenen Farbstoffe bereits im ersten Wasch-
schritt nahezu vollstdndig abgetrennt werden und aus diesem Grund ohne weitere Modifizie-

rung der Farbstoffe oder Partikelmorphologie nicht im Stober-Prozess einsetzbar sind.

Da Perylen-Farbstoffe attraktive Eigenschaften wie hohe Quantenausbeuten und hohe Photosta-
bilitaten aufweisen, wurden neben den Xanthenen auch Perylen-Farbstoffe ermittelt, welche im
Stober-Prozess einsetzbar sind. Es wurden verschiedene, literaturbekannte Perylenderivate syn-
thetisiert und bezuglich ihrer Loslichkeit und ihrer Einsetzbarkeit im Stdber-Prozess getestet.
Die beste Loslichkeit eines Perylens mit Ankergruppen zur kovalenten Bindung in Ethanol
konnte mit dem Derivat PDI (20) erreicht werden. Die nicht-kovalente Bindung eines Perylens

wurde mit dem literaturbekannten, kationischen Derivat PDI (22) getestet.

Die Uber den Stober-Prozess hergestellten Partikel wurden beziiglich der Morphologie, der
Quantitat der Farbstoff-Einbindung sowie weiterer Eigenschaften wie der TGA-Restmasse und
CHN-Gehalt charakterisiert. Die Aufarbeitung der fluoreszierenden Partikel wurde untersucht
und optimiert, was in der Literatur bisher nur fir nicht-fluoreszierende Partikel gemacht wurde.
Insbesondere die vollstdndige Abtrennung nicht gebundener Farbstoffe erwies sich fir spekt-
roskopische Untersuchungen als sehr wichtig, da z. B. die Fluoreszenzanisotropie durch freien
Farbstoff beeinflusst wird. AulRerdem ist es sehr wichtig, noch freien Ammoniak durch eine

geeignete Aufarbeitung abzutrennen, da dies die Lagerstabilitat der Partikel beeintréchtig. In
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Ubereinstimmung mit den Literatur-Studien fur unfunktionalisierte Partikel, wurde auch firr die
Farbstoff-funktionalisieren Partikel eine Aufarbeitung mit Wasser-Waschschritten sowie einer
héheren Trockentemperatur bei 120 °C als zielfihrend ermittelt, da dadurch Losemittel und
Ammoniak aus der Synthese effizient entfernt werden kénnen. Zudem wurde eine mehrstufige
Filtrations-Prozedur zur moglichst quantitativen Abtrennung von sub-200 nm Partikeln entwi-
ckelt. Sie besteht aus Zentrifugations- und Spritzenfiltrationsschritten, wodurch die Verwen-

dung teurer Membranfilter verringert werden kann.

Die Auswaschbarkeit von Farbstoffen wird stark von der Position der Farbstoffe im Partikel
beeinflusst. Um zu Kkldren, ob sich die Farbstoffe eher im Partikel oder an der Oberflache be-
finden, wurde eine Loésemittelstudie durchgefuhrt, in der der Einfluss der Losemittelprotizitét
auf die spektralen Eigenschaften des verwendeten Xanthen-Farbstoffs ausgenutzt wurde. Da
Losemittelmolekiile nur in die auBerste Schicht des Partikels eindringen kénnen, 2% erreichen
sie innenliegende Farbstoff-Molekiile nicht, was dazu fuhrt, dass diese sich unbeeinflusst vom
verwendeten Losemittel verhalten. Sensitive Farbstoffe an der Oberflache hingegen wiesen eine
Abhéngigkeit vom verwendeten Losemittel auf. Es zeigte sich, dass die kovalent eingebunde-
nen Rhodamin B beziehungsweise Fluoresceinisothiocyanat-Molekiile, die direkt bei der Par-
tikelbildung zugegeben werden, vor allem im Partikelinneren zu verordnen sind, da durch Ver-
gleich mit rein an der Oberflache modifizierten Partikeln nur eine leichte Abhangigkeit vom
Losemittel besteht (Abbildung 76).

Um die Beweglichkeit der gebundenen Farbstoffe zu charakterisieren und damit indirekt eine
kovalente Anbindung im Falle der Farbstoffe mit Triethoxysilan-Ankergruppe nachzuweisen,
wurden Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen durchgefiihrt. Die mit dieser Methode ermittelten
Diffusionseigenschaften und damit Beweglichkeit des Fluorophors geben Hinweise auf seine
Anbindung, da ein freier Farbstoff eine hhere Beweglichkeit aufweist als ein kovalent gebun-
dener. Es zeigte sich, dass die physisorbierten Farbstoffe nahezu keine Einbulen in ihrer Be-
weglichkeit im Vergleich zum komplett freien Farbstoff aufweisen, was auf eine sehr schwache
Wechselwirkung zum Partikel hindeutet. Die kovalent gebundenen Farbstoffe FITC und
RBITC hingegen zeigen hohe Anisotropien, was auf eine starke Wechselwirkung zwischen

Farbstoff und Partikel und damit indirekt auf eine kovalente Bindung hinweist.
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Abbildung 76: Emissionsmaxima der Farbstoff-haltigen Partikel und der freien Farbstoffe in Wasser und DMF
(a) FITC-haltige Partikel, Aex = 470 nm (b) RBITC-haltige Partikel, dex = 520 nm.

Da die physisorbierten Farbstoffe kaum einen Ruckhalt in den Partikeln fanden, wurde eine
Maoglichkeit gesucht, diese dennoch im Partikel zu verankern, ohne eine Modifizierung des
Farbstoffes durchflihren zu mussen. In dieser Arbeit wurden zwei Moglichkeiten getestet. Zum
einen kann der physisorbierte Xanthen-Farbstoff durch eine organische Hille zurtickgehalten
werden, wobei zuvor durch Erhitzen eine reversible Veresterung durchgefuhrt werden sollte,
um einen starken Farbstoffverlust beim Aufbringen der organischen Schutzhdlle, was bei er-

héhten Temperaturen erfolgt, zu vermindern.
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Eine zweite Mdglichkeit besteht in der Kombination aus sehr kleinen, zuvor hergestellten un-
funktionalisierten Silica-Partikeln im Bereich 10 nm mit ionischen Farbstoffen. Da die zuvor
durchgefiihrten Tests mit Xanthenen ergeben haben, dass eine direkte Einbettung tber den St6-
ber-Prozess nicht moglich ist, wurde PDI (22) mit unfunktionalisierten Silica-Partikeln ver-
schiedener GroRen durch Adsorption aufgebracht. Analog dazu wurde auch die Adsorptions-
wechselwirkung des Xanthens Rhodamin B (2) mit den unfunktionalisierten Partikeln durch-
gefuhrt. Die Partikel wurden zuvor beziglich ihrer Oberflache und des Zeta-Potentials tber-
priift, da diese Eigenschaften die Adsorption beeinflussen. Beide Farbstoffe lieRen sich in den
getesteten Konzentrationsbereichen auf den kleinsten Partikeln (10 nm) quantitativ adsorbie-
ren. Durch Waschen der Partikel lieRen sich die Farbstoffe nicht mehr entfernen. Besonders das
dikationische Perylen wies eine sehr gute Adsorption an allen getesteten PartikelgréRen auf. Es
zeigte sich jedoch auch durch Vergleich der drei PartikelgroRen, dass weniger das Zeta-Poten-
tial sondern eher die zur Verfligung stehende Partikeloberflache die Adsorption beeinflusst. Bis
zu welchen PartikelgroRen eine solch effiziente Adsorption erfolgt und ob dies fir weitere ka-
tionische, wasserldslichen Farbstoffe gleichermaBen gilt, kann in zukinftigen Studien unter-

sucht werden.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine ausfiihrliche Untersuchung der Farbstoff-Parti-
kel-Wechselwirkung sowie der sie beeinflussenden Faktoren durchgefiihrt. Die Stober-Syn-
these und Aufarbeitung fluoreszierender Silica-Partikel wurde ausgiebig untersucht und opti-
miert. Neben den gelaufigen Xanthen-Derivaten von Rhodamin B und Fluorescein wurden auch
Madglichkeiten gesucht und gefunden, die im Bezug auf Partikel-Synthesen weniger bekannten
Perylendiimid-Derivate erfolgreich in den Stober-Prozess einzubringen, was aufgrund der vor-
teilhaften Eigenschaften von Perylen-Farbstoffen fur Anwendungen zum Beispiel im LED-Be-

reich zukiinftig interessant sein kann.[213:2141
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Chemikalien
Alle gangigen Losemittel und Standard-Chemikalien wurden Uber das Zentrale Chemikalienla-
ger der Universitat des Saarlandes bezogen und wurden, falls nicht anders angegeben, ohne

weitere Aufreinigung verwendet.

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland): 2-Ethyl-1-hexylamin (98 %), 2,6-Diisopropylani-
lin (2-EHA) (technische Reinheit, 90 %) wurde vor Verwendung destilliert, 2-(2-Amino-
ethoxy)ethanol (98 %), 1-Methyl-2-pyrrolidinon (wasserfrei, 99,5 %), Perylen-3,4,9,10-tetra-
carboxylsdureanhydrid (PTCDA) (97 %), Rhodamin B (> 95 %) (RB), Rhodamin 6G (~ 95 %)
(R6G) , Fluoresceinisothiocyanat Isomer I (FITC) (> 90 %), Rhodamine B isothiocyanat
(RBITC) Isomerenmischung, Trimethoxy(octadecyl)silan (C18) (90 %), Chlorotrimethylsilan
(TMSCI) (= 99 %), 3-(Triethoxysilyl)propylisocyanat (95 %), Dibutylzinndilaurat (95 %),
Zinkacetat (99,99 %), Methyliodid (> 99 %), 1H-Imidazol, Ninhydrin.

ABCR (Karlsruhe, Deutschland): Tetraethylorthosilicat (TEOS) 99 %, 2-[Methoxy(po-
lyethyleneoxy)6-9propyl] trimethoxysilan (PEG) 90 % und n-Dodecyltrimethoxysilan (C12)
95 %

Wacker Silicones (Burghausen, Deutschland): 3(Aminopropyl)triethoxysilan (APTES)

wurde vor Verwendung destilliert
JK Chemicals (Pforzheim, Deutschland): Bis[3-(triethoxysilyl) propyl] amin (95 %)
Kremer Pigmente (Aichstetten, Deutschland): Uranin

BASF SE (Ludwigshafen, Deutschland): Tetrachlorpersaure, Perylen-Farbstoff 02057-
00112/06 (C120H158N6028Sis), Perylen-Farbstoff 02057-107/12 (CgoH74N2012), Perylen-Farb-
stoff DIPP-PDCI (CzsH27NO3)

Alle BASF-Chemikalien wurden von Dr. Martin Kénemann zur Verfligung gestellt.

5.2 Methoden

BET-Messungen: Die spezifische BET-Oberflache wurde mit einem Quadrasorb EVO mit Xe-
riPrep™ Degasser von Quantachrome Instruments von Sarah Schumacher am INM Saarbrii-
cken bestimmt. Jede Probe wurde vor der Messung fiir zehn Stunden bei 130 °C entgast und
dann wurde die spezifische Oberflache mit einer 6-Punkt-Messung bestimmt. Jede Probe wurde

dreimal gemessen und anschlielend die Messungen gemittelt.
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CP/MAS-Festkorper-NMR: CP/MAS-Spektren wurden von Dr. Michael Zimmer an einem
Bruker Ascend 400WB mit einer Frequenz von 13 kHz und einer Verzogerungszeit von 3 — 6
s aufgenommen. Fir 3C-Spektren wurde eine Frequenz von 100,7 Hz und ein Adamantan-
Standard verwendet, fiir 2°Si-Spektren 79,5 MHz und ein Octakis(trimethylsiloxy)silsesquio-

xan-Standard.

Dynamische Lichtstreuung: DLS-Messungen wurden durch nicht-invasive Ruckstreuung mit
einem ALV/CGS-3 compact Goniometer-System mit einem ALV/LSE-5003 Korrelator und
He/Ne-Laser im 90 ° Goniometer-Winkel gemessen. Vor der Messung wurden die Proben ver-
dinnt (1:10), in einem Ultraschallbad finf Minuten homogenisiert und weitere finf Minuten
equilibriert. Von jeder Probe wurden zehn Messungen mit jeweils einer Dauer von zehn Sekun-
den aufgenommen und der Mittelwert gebildet. Aus der Korrelationsfunktion wurde mit einem
g2(t)-Fit die Verteilungsfunktion ermittelt. Die Darstellung der GroRenverteilung erfolgt loga-

rithmisch und linear zahlengewichtet.

Dunnschichtchromotographie (DC): wurde mit DC-Fertigfolien ALUGRAM SILG von Ma-
cherey-Nagel, beschichtet mit Kieselgel 60, durchgefihrt.

Elementar-Analysen: Der CHN-Gehalt wurde von Susanne Harling an der Servicestelle fur
Analytik mit einem Elementar Vario MICRO CUBE bestimmt.

Fluoreszenzspektroskopie: Emissions- und Anregungsspektren wurden mit einem Fluoro-
Max-4 von HORIBA Jobin Yvon mit einer 150 W Xenon-Gasentladungslampe im 90 ° Winkel

gemessen. Die Messung der Proben erfolgte in einer 10 x 10 mm Quarzglas-Klivette.

Fliissig-NMR-Spektroskopie: *H- und **C-Spektren wurden an einem Bruker Avance 300 bei
einer Frequenz von 300.13 MHz (*H-Spektren) oder 75,46 MHz (}3C-Spektren) aufgenommen.
Die Auswertung der Spektren erfolgte mit MestreNova. Alle Spektren wurden auf das verwen-

dete deuterierte Losemittel referenziert.

Bedeutung der Abkilrzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Mul-
tiplett, bs = breites Signal, sh = Signalhaufen

FTIR-Spektroskopie: IR-Spektren wurden mit einem Bruker VERTEX 70 Spektrometer ge-
messen. Die Proben wurden bei Raumtemperatur auf ein Diamant-Element aufgebracht und im
ATR-Modus gemessen. Hierbei wurde stets von 400 bis 450 cm™ mit einer Auflésung von 4

cm® gemessen, wobei das Spektrum aus 16 Aufnahmen gemittelt wurde.
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pH-Wert-Messungen: Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte mit einem S47 - Seven-

Multi™ pH / Leitfahigkeit Zweikanal-Messgerét von Mettler Toledo.

Saulenchromatographie: Die Aufreinigung per Saulenchromatographie erfolgte mit 60 A Si-

lica-Gel von Fluka Analytical.

Stationare Fluoreszenzanisotropie: Die Anisotropie Messungen wurden mit einem Jasco FP-
6500 Fluoreszenzspektrometer im 90 ° Winkel durchgefiihrt. Zur Polarisation des Lichts wur-
den zwei winkel-verstellbare (0°, 90°) polymerbeschichtete Polarisatoren (Jasco FDP-203) ver-
wendet. Die Anisotropie wird immer am Maximum des Emissionsspektrums abgelesen, wobei

der Bereich £ 20 nm vom Maximum gemittelt wird.

Thermogravimetrische Analyse: TGA-Messungen wurden mit einem Netzsch TG209 F1 Iris
ASC in Korund-Tiegeln durchgefiihrt. Adsorbiertes Losemittel und Wasser wurden durch einen
vorgeschalteten Ausheizschritt entfernt. Hierzu wurde unter N2-Atmosphére von Raumtempe-
ratur auf 150 °C mit einer Heizrate von 10 K / min geheizt, die Temperatur fiir zehn Minuten
gehalten und anschlieRend wieder auf RT abgekdhlt. AnschlieBend startet das eigentliche Tem-
peratur-Programm. Zuerst wird unter N2-Atmosphare mit 10 K / min auf 800 °C geheizt, dann
wird durch Erhitzen auf 900 °C und Zuschalten von Sauerstoff die noch verbliebene Organik

entfernt.

Transmissionselektronenmikroskopie: TEM-Messungen wurden mit einem JEOL JEM-
2010 Mikroskop durchgefiihrt. Die Proben wurden in Ethanol verdinnt (1:10), im Ultraschall-
bad homogenisiert und anschliefend wurden 30 pL auf ein Kohlenstoff-beschichtetes Kupfer-
Netzchen (Plano S160-3) getropft. Nach Verdampfen des Losemittels kann die Probe gemessen
werden. Die GroRenverteilung der Partikel wurde mit der Software ImageJ ermittelt.

UV/Vis-Spektroskopie: Absorptionsspektren wurden mit einem PerkinElmer Lambda 750
UV/Vis/NIR Zweistrahl-Spektrometer gemessen. Zur Messung streuender Proben wurde eine
100 mm InGaAs Ulbricht-Kugel verwendet.

Zeta-Potential-Einzelpunktmessungen: Die Messungen wurden mit einem Zetasizer von
Malvern Panalytical in Einweg-Kapillarzellen am Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung
(HIPS) Saarbriicken durchgefiinhrt.

Zeta-Potential-Titration: Die Titrationen erfolgten mit etwa 0,05 Gew.-% wassrigen Partikel-
dispersionen mit 0,1 M HCI beziehungsweise mit 0,1 M NaOH. Die Messungen wurden von

Sarah Schumacher am Institut fir neue Materialien (INM) Saarbriicken durchgefthrt.
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5.3 Synthese der Farbstoffvorstufen

5.3.1 Xanthene

5.3.1.1 Funktionalisierung von Fluorescein-isothiocyanat und Rhodamin B isothiocya-
nat
Die Umsetzung der Isothiocyanat-Farbstoffe Fluoresceinisothiocyanat (FITC und Rhodamin B
isothiocyanat (RBITC) erfolgte nach literaturbekannten Verfahren.[*21641 Zunachst wurden 3,9
mg (1 Ag., 0,01 mmol) FITC beziehungsweise 5,4 mg (1 Ag., 0,01 mmol) RBITC in 3 mL
Ethanol unter Ultraschall gelost. Unter Riihren wurden 18,6 puL (8 Ag., 0,08 mmol) 3-(Ami-
nopropytriethoxysilan (APTES) zugegeben, wobei es bei der Synthese mit FITC zu einem
Farbumschlag von griin-gelb zu orange kam, bei RBITC verdunkelte sich die Lésung nur leicht.
Das Reaktionsgefal wurde abgedunkelt und bei Raumtemperatur 24 h geriihrt. GeméaR den Li-
teraturvorgaben wurde das Produkt FITC-APTES beziehungsweise RBITC-APTES nicht iso-
liert, sondern kann anschlieRend direkt als 3,3 mM Stammldsung verwendet oder fiir wenige

Tage im Kihlschrank gelagert werden.

Charakterisierung FITC-APTES:

'H NMR (300 MHz, DMSO): & = 9.87 (bs, 2H, OH), 8.21 (s, 1H, Harom), 8.13 (bs, 1H, NH),
7.72 (d, J = 9.3 Hz, 1H, Harom), 7.16 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Harom.), 6.66 (d, J = 2.2 Hz, 2H, Harom.),
6.63 (5, 1H, Harom.), 6.60 (S, 1H, Harom.), 6.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Harom.), 6.54 (d, J = 2.2 Hz, 1H,
Harom.), 3.76 (9, J = 7.0 Hz, 6H, 24-H), 3.44 (m, 4H, 6-H, 11-H, 21-H), 1.63 (dt, J = 15.5, 7.7
Hz, 2H, 22-H), 1.16 (t, J = 7.0 Hz, 9H, 25-H), 0.68 — 0.50 (m, 2H, 23-H) ppm. Ein NH-Signal
liegt im Grundrauschen des Spektrums.

Fluoreszenz-Anregung: Amax (EtOH) = 501 nm bei Aem = 550 nm

Fluoreszenz-Emission: Amax (EtOH) = 523 nm bei Aex = 470 nm

Die Umsetzung von RBITC mit APTES erfolgt analog.

Charakterisierung RBITC-APTES:
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Fluoreszenz-Anregung: Amax (EtOH) = 542 nm bei Aem = 590 nm

Fluoreszenz-Emission: Amax (EtOH) = 564 nm bei Aex = 510 nm

5.3.2 Perylene

5.3.2.1 N,N'-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracarboxdiimid (3)
Das symmetrische Perylenderivat N,N’-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracar-

boxdiimid (PDI) wurde geméaR bekannten Literaturvorschriften synthetisiert.[168]

Es wurden 0.784 g (1 Ag., 2 mmol) PTCDA in 4 mL (8,5 Aqg., 17,1 mmol) frisch destilliertem
APTES dispergiert. Die Mischung wurde dreimal evakuiert und wieder mit Schutzgas versetzt
und anschlieRend funf Minuten geruhrt. Das Gemisch wurde fir drei Stunden auf 130 °C er-
hitzt, wobei eine Farbédnderung von dunkelrot zu rotorange stattfand. Nach DC-Reaktionskon-
trolle (SiO2, Chloroform) wurde der dunkelrote Feststoff griindlich mit Ethanol und mit n-He-
xan gewaschen. Nach Trocknung des Rohproduktes wurde es in eine Extraktionshulse tiber-
fuhrt und in einer Soxhlet-Apparatur funf Stunden gegen 120 mL Chloroform extrahiert. Nach
Entfernung des Ldsemittels wurden 1,278 g (1,6 mmol, 80 % d. Th.) dunkelroter Feststoff er-

halten.

Charakterisierung:

o) 4= 0
6

8

N . N
/—/7 O O MO
(EtO),Si o o) Si-0

/ \ 11
S 12

IH NMR (300 MHz, CDCls): & = 8.58 (d, J = 8.0 Hz, 4H, Harom.), 8.46 (d, J = 8.1 Hz, 4H,
Harom), 4.26 — 4.12 (m, 4H, 8-H), 3.83 (q, J = 7.0 Hz, 12H, 11-H), 1.98 — 1.79 (m, 4H, 9-H),
1.23 (t, J = 7.0 Hz, 18H, 12-H), 0.87 — 0.67 (m, 4H, 10-H) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCls): & = 163.34 (C-7), 134.53 (Carom.), 131.37 (Carom.), 129.35 (Carom.),
126.38 (Carom), 123.42 (Carom.), 123.06 (Carom), 58.59 (C-11), 43.23 (C-8), 21.70 (C-9), 18.45
(C-12), 8.22 (C-10) ppm.

295i NMR (60 MHz, CDCls): & = -45.93 ppm.

FT-IR (ATR): v = 2974 - 2885 v(C-H)atiy1, 1691 + 1651 v(O=C-N)imig, 1593 - 1508
v(C=C)arom, 1342, 1254, 1072 v(Si-0), 949, 777 cm’*.
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Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHCIs) = 455, 488, 523 nm bei Aem = 545 nm.
Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) =532, 573 nm bei Aex = 503 nm.

UV/Vis: kabs (CHCI3) = 460, 490, 525 nm.

5.3.2.2 N,N’-Bis(2-(2-ethanol(3-(triethoxysilyl)propylcarbamat)ethoxy))-perylen-
3,4:9,10- tetracarboxdiimid (5)

Stufe 1: N.N’-Bis(2-(2-ethanol ethoxy))-perylen-3,4:9,10- tetracarboxdiimid (4)

Die Synthese erfolgte gemaR der Literatur.[®®2151 Es wurden 0,785 g (1 Ag., 2.0 mmol) PTCDA
und 1,572 g (7,5 Ag., 15,0 mmol) Diglycolamin in einem ausgeheizten GefaR vorgelegt und
unter Argon fir drei Stunden auf 130 °C erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde das Rohprodukt
in 10 mL MeOH gelost. Die dunkelviolette Lésung wurde anschlie3end zentrifugiert und drei-
mal mit 10 mL MeOH gewaschen. Nach Trocknen im HV wurden 1,018 g (1,8 mmol, 90 % d.
Th) Produkt als dunkelbrauner Feststoff erhalten.

Charakterisierung:

IH NMR (400 MHz, d-TFA) & = 8.64 (d, J = 8.0 Hz, 4H, Harom), 8.57 (d, J = 8.2 Hz, 4H,
Harom.), 4.67 (bs, 4H, 11-H), 4.20 (bs, 4H, 9-H), 4.01 (sh, 8H, 8-H, 10-H) ppm.

1I3C NMR (101 MHz, d-TFA) 6 = 168.08 (C-7), 137.94 (Carom.), 135.12 (Carom.), 131.37 (Carom)),
128.25 (Carom.), 126.34 (Carom.), 124.10 (Carom.), 70.56 (C-10), 70.34 (C-9), 68.79 (C-11), 41.77
(C-8) ppm.
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FT-IR (ATR): v = 3452 v(OH), 2949 — 2868 v(C-H)aikyi, 1687 + 1645 v(O=C-N)imid, 1589 —
1508 v(C=C)arom, 1335, 1244, 1055, 810 cm'™.,

Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) =537, 575, 623 nm bei Aex = 490 nm

Stufe 2: N.N’-Bis(2-(2-ethanol(3-(triethoxysilyl)propylcarbamat)ethoxy))-perylen-3,4:9,10-

tetracarboxdiimid (5)

Fiir die nachfolgende Synthese wurde sich an der Literatur orientiert.®! Es wurden 0,567 g (1
Ag., 1,0 mmol) Produkt der ersten Stufe vorgelegt und in 3 mL DCM dispergiert. Unter Riihren
wurden 0,544 g (2,2 Ag., 2,2 mmol) 3-(Triethoxysilyl)propylisocyanat langsam zugetropft und
das Gemisch tber Nacht refluxiert. Am nachsten Tag wurde ein Tropfen Dibutylzinndilaurat
zugegeben und das Gemisch noch eine weitere Stunde refluxiert. AnschlieRend wurde das L6-
semittel abdestilliert und der verbliebene Feststoff mit n-Hexan gewaschen. Nach Trocknen im
HV wurde, 0,753 g (0,7 mmol, 70 % d. Th.) des Produktes als braun-roter Feststoff erhalten.

Charakterisierung

I 0
O)ku/\/\Si(OEth

IH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 8.54 (d, J = 7.8 Hz, 4H, Harom), 8.40 (d, J = 7.9 Hz, 4H,
Harom.), 5.03 (bs, 2H, NH), 4.46 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 4.20 (s, 4H), 3.88 (t, J = 5.7 Hz, 4H), 3.79
(sh, 16H), 3.13 (dd, J = 12.6, 6.3 Hz, 4H), 1.58 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz, 4H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz,
18H), 0.63 — 0.56 (m, 4H) ppm.

FT-IR (ATR): v = 3365 v(N-H), 2970 — 2877 v(C-H)aikyl, 1687 + 1651 v(O=C=N)mig, 1591 —
1508 v(C=Carom., 1336, 1244, 1055 v(Si-0), 951, 810 cm™.

Fluoreszenz-Emission: Amax (CHClI3) =537, 575, 623 nm bei Aex = 490 nm
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5.3.2.3 N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4-dicarboximid (8)
N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4-dicarboximid (8) wurde mit einer drei-stufigen litera-
turbekannten Synthese aus PTCDA hergestellt. Im spateren Verlauf der Arbeit wurde von der

BASF die erste Stufe von (8), das Perylenmonoimid (PMI, (6)), zur Verfiigung gestellt.

Stufe 1: 2-(2,6-Diisopropylphenyl)-1H-benzo[10,5]anthra[2,1,9-def]isochinolin-1,3(2H)-dion
(6)

Die erste Stufe stellt die Decarboxylierung von PTCDA zu 2-(2,6-Diisopropylphenyl)-1H-
benzo[10,5]anthra[2,1,9-def]isochinolin-1,3(2H)-dion (PMI) gemal der Vorschrift von Dyar et

al. dar.l*7"]

In einem Autoklaven wurden 4,708 g (1 Ag., 12,0 mmol) PTCDA, 1,132 mL (0,5 Aq., 6,0
mmol) 2,6-DIPA, 3,161 g (1,2 Ag., 14,4 mmol) Zinkacetat, 45,505 g (55,7 Ag., 668,4 mmol)
1H-Imidazol und 19,894 mL (92,0 Aq., 1104,0 mmol) Wasser vermischt und 24 Stunden bei
190 °C erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurden 2,5 mL konzentrierte Salzsaure zugegeben und
der Feststoff abfiltriert. Nach Waschen des Feststoffes mit 12,5 mL dest. Wasser wurde das
Rohprodukt 72 h in einer Soxhlet-Apparatur mit 190 mL DCM extrahiert. Nach Abdestillieren
des Losemittels wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (SiO2, DCM, R¢(6)
=0,62). Es wurden 0,952 g (2,0 mmol, 33 % d. Th.) Produkt als orangenes Pulver erhalten.

Charakterisierung (6):

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & = 8.61 (dd, J = 8.0, 3.8 Hz, 2H, Harom.), 8.35 (dd, J = 7.9, 5.4
HZ, 4H, Harom_), 7.85 (d, J=17.8 HZ, 2H, Harom_), 7.58 (t, J=17.8 HZ, 2H, Harom_), 7.48 (dt, J=
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16.7, 8.4 Hz, 1H, Harom.), 7.40 — 7.30 (m, 2H, Harom.), 2.80 (hept, J = 6.7 Hz, 2H, 18-H), 1.21
(d, J=6.9 Hz, 12H, 19-H) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § = 163.98 (C-13), 145.71 (Carom.), 137.45 (Carom.), 134.25 (Carom),
131.93 (Carom.), 131.08 (Carom.), 130.90 (Carom.), 130.50 (Carom.), 129.43 (Carom.), 129.14 (Carom.),
127.92 (Carom.), 127.00 (Carom.), 126.96 (Carom.), 124.01 (Carom.), 123.77 (Carom.), 120.96 (Carom.),
120.12 (Carom.), 29.16 (C-18), 24.02 (C-19) ppm.

FT-IR (ATR): v = 2964 — 2868 v(C-H)alkyl, 1691 + 1653 v(O=C-N)mig, 1589 — 1500
V(C=C)arom, 1354, 1294, 1244, 1176, 1136, 808 cm™.

Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHCI3s) = 483, 503 nm bei Aem = 530 nm
Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 540, 575 nm bei Aex = 494 nm

UV/Vis: habs (CHCI3) = 484, 508 nm.

Stufe 2: 3,4-Perylendicarboxylmonoanhydrid (PDCMA (7))

Die zweite Stufe umfasst die Verseifung von (6) zu 3,4-Perylendicarboxylmonoanhydrid
(PDCMA (7)), ebenfalls nach der Vorschrift von Dyar et al.[t’"]

Es wurden 0,100 g (1 Aqg., 0,2 mmol) (6) und 0,549 g (40 Ag., 8,3 mmol) 85 % KOH in 38 mL
leicht erwédrmten tert-Butanol gel6st und fir drei Stunden auf 100 °C erhitzt. Hierbei bildete
sich eine orangene Losung mit gelbem Niederschlag. Anschlielend wurde das Reaktionsge-
misch abkihlen gelassen und 38 mL Essigsaure unter Riihren zugegeben, als das Gemisch noch
leicht warm war. Die Farbe des Reaktionsgemisches anderte sich bei der Zugabe zu dunkel rot-
braun. Das Gemisch wurde bei RT tber Nacht geriihrt, anschliefend wurde das Losemittel ab-
destilliert. Der Feststoff wurde in 25 mL dest. H2O suspendiert und abfiltriert und danach mit
5 mL DCM und 5 mL n-Hexan gewaschen. Nach Trocknen uber Nacht bei 80 °C im Vakuum
wurden 55 mg (0,17 mmol, 86 % d. Th.) dunkelroter Feststoff erhalten.

Charakterisierung (7):

Da das Anhydrid unléslich in allen gangigen Losemitteln ist, konnte keine Charakterisierung
der gelGsten Substanz erfolgen.

FT-IR (ATR): v=1747 + 1714 V(O:C)Anhydrid, 1589 — 1522 v(C=C)arom., 1338, 1282, 1130,
1016, 993, 808 cm™.
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Stufe 3: N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3.4-dicarboximid (8)

Die Imidisierung von PDCMA mit APTES zu (8) erfolgte nach den Vorschriften von Wang et
al. und Schneider et al 16!

In einem Schlenkrohr wurden 0,322 g (1 Ag., 1,0 mmol) PDCMA (7) in 4,0 mL (17 Aqg., 17,1
mmol) APTES gel6st. AnschlieRend wurde das Schlenkrohr dreimal kurz evakuiert und wieder
mit Argon geflutet. Die intensiv-rote Reaktionsmischung wurde unter Ruhren drei Stunden bei
120 °C erhitzt, wobei sich der Farbton zu dunkelrot anderte. Nach Abkiihlen auf RT wurde das
Rohprodukt Uber Watte abfiltriert und mit wenig DCM gewaschen. Das Losemittel wurde ab-
destilliert und der verbliebene Feststoff griindlich mit n-Hexan gewaschen. Nach Trocknen des
Feststoffes wurde dieser mittels Sdulenchromatographie gereinigt (SiO2, Chloroform, R#(8) =
0,11). Es wurden 0,415 g (0,79 mmol, 79 % d. Th.) Produkt (8) in Form eines roten Pulvers

erhalten.

Charakterisierung (8):

18
J

;’o
16 IO

{»

IH NMR (300 MHz, CDCls): & = 8.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Harom.), 8.01 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
Harom.), 7.90 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Harom), 7.71 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Harom), 7.42 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
Harom.), 4.19 — 4.04 (m, 2H, 14-H), 3.85 (g, J = 7.0 Hz, 6H, 17-H), 1.95 — 1.80 (m, 2H, 15-H),
1.25 (t, J = 7.0 Hz, 9H, 18-H), 0.85 — 0.74 (m, 2H, 16-H) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCls): & = 163.65 (C-13), 136.54 (Carom), 134.10 (Carom.), 130.97
(Carom.), 130.74 (Carom.), 129.30 (Carom.), 128.84 (Carom.), 127.48 (Carom.), 126.86 (Carom.), 126.21
(Carom.), 123.32 (Carom.), 120.63 (Carom), 119.80 , 58.57 (C-17), 42.99 (C-14), 21.74 (C-15),
18.49 (C-18), 8.28 (C-16) ppm.

295i NMR (60 MHz, CDCls): & = -45.74 ppm.

FT-IR (ATR): v = 2972 — 2883 v(C-H)alkyl, 1687 + 1645 v(O=C-N)mig, 1593 — 1524
v(C=C)arom, 1354, 1248, 1074, 1014, 955, 808 cm_.
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Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHCI3) =479, 501 nm bei Aem = 540 nm
Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) =541, 572 nm bei Aex = 504 nm

UV/Vis: dabs (CHCI3) = 484, 508 nm.

5.3.2.4 N,N'-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-1,6,7,12-tetrakis(4'-tert-butylphenoxy)perylen-
3,4:9,10- tetracarboxdiimid (12)

Stufe 1: N,N'-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrachloro-3,4:9,10- tetracarboxdiimid (9)

Die Umsetzung von Tetrachlorpersaure zu N,N'-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrachloro-
3,4:9,10-tetracarboxylsaurediimid (9) wurde nach der Literaturvorschrift von Panda et al.

durchgefiinrt.17®1 Die Tetrachlorpersaure wurde von der BASF zur Verfiigung gestellt.

Es wurden 0,530 g (1 Ag., 1,0 mmol) Tetrachlorperséure in 13 mL Propionsaure gelést und
erhitzt. Wahrend des Erwédrmens wurden langsam 0,573 mL (3,5 Aqg., 3,5 mmol) 2-EHA zuge-
tropft. Das Gemisch wurde zwolf Stunden refluxiert, wobei ein Farbumschlag von orange-rot
zu braun-orange beobachtet wurde. Nach Abkiihlen wurde das Gemisch in dest. Eis-Wasser
gegossen, wobei ein roter Feststoff ausfiel. Der Feststoff wurde mit dest. Wasser gewaschen
und im HV getrocknet. Es wurden 0,678 g (0,9 mmol, 90 % d. Th.) rotes Pulver (9) erhalten.

Charakterisierung (9):

IH NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 8.67 (s, 4H, 4-H), 4.15 (m, 4H, 8-H), 2.07 — 1.87 (m, 2H, 9-
H), 1.53 — 1.21 (sh, 16H, 10-H, 12-H, 13-H, 14-H), 1.06 — 0.80 (sh, 12H, 11-H, 15-H) ppm.

132



Experimenteller Teil

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 8 = 162.75 (C-7), 135.50 (Carom), 133.15 (Carom), 131.58
(Carom.), 128.71 (Carom), 123.45 (Carom.), 123.36 (Carom.), 44.74 (C-8), 38.13 (C-9), 30.82 (C-12),
28.78 (C-13), 24.12 (C-10), 23.21 (C-14), 14.26 (C-15), 10.73 (C-11) ppm.

Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 548 nm bei Aex = 495 nm

Stufe 2: N.N'-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrakis(4’'-tert-butylphenoxy)perylen-3,4:9,10-tetra-
carboxdiimid (10)

Stufe 2 wurde ebenfalls nach der Vorschrift von Panda et al. durchgefiihrt.[}78]

Es wurden 0,376 g (1,0 Ag., 0,5 mmol) Verbindung (9), 0,601 g (8,0 Aqg., 4,0 mmol) 4-tert-
Butylphenol und 0,290 g (4,2 Aqg., 2,1 mmol) Kaliumcarbonat in 21,2 mL NMP geldst und 15
Stunden bei 100 °C erhitzt. Nach Abkuhlen auf RT wurde das Gemisch mit 10 Gew.-% HCI-
Losung neutralisiert. AnschlieBend wurde der Feststoff abfiltriert, mit dest. Wasser gewaschen
und im HV getrocknet. Das getrocknete Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt
(SiO2, CHCI3 / n-Hex 7:3, R#(S2) = 0,89). Es wurden 0,497 g (0,4 mmol, 82 % d. Th.) dunkel-
violettes Pulver (10) erhalten.

Charakterisierung (10):

IH NMR (400 MHz, CDCls) & = 8.24 (s, 4H, 4-H), 7.23 (d, J = 8.7 Hz, 8H, 18-H), 6.83 (d, J
= 8.7 Hz, 8H, 17-H), 4.12 — 3.97 (m, 4H, 8-H), 1.93 — 1.79 (m, 2H, 9-H), 1.29 (sh, 52H, 10-H,
12-H, 13-H, 14-H, 21-H), 0.94 — 0.78 (m, 12H, 11-H, 15-H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls) & = 164.01 (C-7), 156.13 (Carom.), 153.02 (Carom.), 147.41 (Carom.),
133.05 (Carom.), 126.81 (Carom.), 122.62 (Carom.), 120.63 (Carom.), 120.08 (Carom.), 119.67 (Carom.),
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119.50 (Carom), 44.54 (C-8), 38.25 (C-9), 34.52 (C-20), 31.61 (C-21), 30.99 (C-12), 28.95 (C-
13), 24.25 (C-10), 23.21 (C-14), 14.23 (C-15), 10.78 (C-11) ppm.

Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHCI3) = 454, 543, 583 nm bei Aem = 640 nm
Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 614 nm bei Aex = 540 nm

UV/Vis: habs (CHCI3) = 454, 544, 585 nm.

Stufe 3: 1,6,7,12-Tetrakis(4'-tert-butylphenoxy)perylen-3.4:9,10-tetracarbonsaurebisanhydrid
(11)

Die Verseifung zu 1,6,7,12-Tetrakis(4'-tert-butylphenoxy)perylen-3,4:9,10-tetracarbonséure-

bisanhydrid (11) wurde geméaR den Vorgaben von Dyar et al. durchgefiihrt.[*"]

Es wurden 0,315 g (1,0 Aqg., 0,26 mmol) Verbindung (10) und 0,199 g (11,6 Aqg., 3,02 mmol)
85 % Kaliumhydroxid in 8,45 mL geschmolzenem tert-Butanol vermischt. Das Gemisch wurde
unter Schutzgas fir vier Stunden refluxiert. Das Lésemittel wurde am Rotationsverdampfer ab-
gezogen, wonach ein gelbes Ol erhalten wurde. AnschlieRend wurden 32,5 mL 2 M HCI-L6-
sung zugegeben und das Gemisch fast bis zum Reflux erhitzt. Nach Abkuhlen auf RT wurde
der erhaltene braun-rote Niederschlag abfiltriert und mit etwa 40 mL dest. Wasser gewaschen.
Der Feststoff wurde anschlieBend im HV getrocknet. Es wurden 0,292 g (0,30 mmol, >100 %

d. Th.) dunkelviolettes Pulver erhalten, welches noch Spuren von Wasser enthielt.

Charakterisierung (11):

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.21 (s, 4H, 4-H), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 8H, 10-H), 6.83 (d, J
= 8.6 Hz, 8H, 9-H), 1.30 (s, 36H, 13-H) ppm.

13C NMR (101 MHz, CDCls): & = 159.95 (C-8), 156.59 (C-7), 152.48 (C-3), 148.21 (C-11),
133.59 (Carom., Perylen), 127.08 (C-lO), 121.61 (Carom., Perylen), 121.52 (Carom., Perylen), 121.50 (Carom.,
perylen), 119.52 (C-9), 118.81 (Carom, peryien), 34.59 (C-12), 31.56 (C-13) ppm.

Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHClI3s) = 453, 541, 584 nm bei Aem = 630 nm
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Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 613 nm bei Aex = 540 nm

UV/Vis: Aabs (CHCI3) = 454, 543, 585 nm.

Stufe  4: N N'-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-1,6,7,12-tetrakis(4’-tert-butylphenoxy)perylen-
3,4:9,10-tetracarboxdiimid (12)

Die Synthese der vierten Stufe, Verbindung (12), erfolgte nach der Literaturvorschrift von

Schneider et al.[3¢!

Es wurden 0,100 g (1 Ag., 0,20 mmol) Verbindung (11) wird in einem Headspace-Vial vorge-
legt, das dreimal evakuiert und mit Schutzgas geflutet wurde. AnschlieBend wurden 12,1 mL
absolutiertes Ethanol zugegeben und die Lésung 30 Minuten bei RT geriihrt. Dann wurde die
Losung in einem Ol-Bad auf 100 °C erhitzt, wahrend 0,047 mL (2,0 Aqg., 0,20 mmol) APTES
langsam durch das Septum zugetropft wurde. Hierbei war ein Farbumschlag von violett zu rot-
orange zu beobachten. Das Reaktionsgemisch wurde zwei Stunden bei 100 °C unter Argon
geriihrt, wobei sich die Farbe zu dunkelrot intensivierte. Das Losemittel wurde nach Abkuhlen
auf RT abdestilliert. Das erhaltene Pulver wurde mit eiskaltem Ethanol gewaschen und dann
im HV getrocknet. Es wurden 0,105 g (0,075 mmol, 75 % d. Th.) dunkel-violettes Pulver (12)

erhalten.

Charakterisierung (12):

Si(OEt),

IH NMR (400 MHz, CDCla): & = 8.22 (s, 4H, 4-H), 7.23 (d, J = 8.7 Hz, 8H, 15-H), 6.83 (d, J
= 8.7 Hz, 8H, 14-H), 4.16 — 4.03 (m, 4H, 8-H), 3.78 (q, J = 7.0 Hz, 12H, 11-H), 1.87 — 1.71 (m,
4H, 9-H), 1.29 (s, 36H, 18-H), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 18H, 12-H), 0.73 — 0.64 (m, 4H, 10-H) ppm.
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13C NMR (101 MHz, CDCl3): 8 = 163.52 (C-7), 156.06 (Carom.), 153.10 (Carom.), 147.37,
133.02 (Carom.), 126.79 (Carom), 122.65 (Carom.), 120.66 (Carom.), 120.12 (Carom.), 119.63 (Carom.),
119.44 (Carom), 58.52 (C-11), 43.20 (C-8), 34.51 (C-17), 31.60 (C-18), 21.69 (C-9), 18.41 (C-
12), 8.17 (C-10) ppm.

295i NMR (79 MHz, CDCls): & = -46.01 ppm.

FT-IR (ATR): v=2964 — 2902 v(C-H)aiky1, 1693 + 1657 v(OC-N)imig, 1583 + 1504 v(C=C)arom.,
1288, 1217, 1076 v(Si-0), 802 cm™

Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHCI3s) = 452, 541, 583 nm bei Aem = 640 nm
Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 614 nm bei Aex = 490 nm

UV/Vis: habs (CHCI3) = 454, 544, 584 nm.

5.3.2.5 N,N'-Bis(3-diethylmethylammoniumethyl)-perylen-3,4:9,10-tetracarboxdiimid
(14b)

Stufe 1: Imidbildung zu N,N'-Bis(ethylendiethylamin)-3,4:9,10-perylendiimid

Die Synthese von N,N'-Bis(ethylendiethylamin)-3,4:9,10-perylendiimid erfolgte nach der Lite-

raturvorschrift von Wang et al.[*%]

Es wurden 1,000 g (1,0 Ag., 2,5 mmol) PTCDA (1) und 3 mL (8,5 Aqg., 21,3 mmol) 3-(Diet-
hylamino)-propylamin in 40 mL iso-Butanol dispergiert und bei 90 °C flr 24 Stunden unter
Argon-Atmosphére geriihrt. Dabei konnte ein Farbumschlag von Rot zu sehr dunklem Rotbraun
beobachtet werden. Zur Aufarbeitung wurde das Gemisch auf RT abgekuhlt, abfiltriert und der
Feststoff mit Wasser und Ethanol gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum wurden 1,472 g (2,50

mmol, 98 % d. Th.) des Produktes (2) als dunkelrotbraune feine Nadeln erhalten.

Charakterisierung:
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NEt,

IH NMR (400 MHz, d-TFA) & = 8.83 (d, J = 8.3 Hz, 4H, Haom), 8.77 (d, J = 8.1 Hz, 4H,
Harom), 4.73 (t, J = 5.7 Hz, 4H, 8-H), 3.66 (t, J = 5.8 Hz, 4H, 9-H), 3.56 — 3.37 (m, 8H, 10-H),
1.42 (t, J = 7.3 Hz, 12H, 11-H) ppm.

13C NMR (101 MHz, d-TFA) & = 168.49 (C-7), 138.86 (Carom.), 135.65 (Carom.), 128.81 (Carom.),
126.86 (Carom.), 123.83 (Carom.), 54.53 (C-8), 51.32 (C-lO), 38.66 (C-g), 9.71 (C-ll) ppm.

FT-IR (ATR): v = 2966 — 2808 v(C-H)aikyi, 1689 + 1651 v(O=C=N)mig, 1591 — 1506
v(C=C)arom, 1340, 1244, 808 cm:

Fluoreszenz-Anregung: Amax (CHCI3s) = 370, 430, 457, 488, 525 nm bei Aem = 570 nm
Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 535, 575, 621 nm bei Aex = 490 nm

UV/Vis: habs (CHCI3) = 370, 430, 458, 489, 526 nm.

Stufe 2: N,N'-Bis(ethylen-N,N-diethyl-N-methylammonium)-3,4:9,10-perylendiimid

Die Synthese von N,N'-Bis(ethylen-N,N-diethyl-N-methylammonium)-3,4:9,10-perylendiimid

erfolgte nach den Angaben von Wang et al.[*é]

Es wurden 0,589 g (1,0 Aqg., 1,0 mmol) des Perylens (2) in 30 mL Toluol gelést. AnschlieBend
wurden 0,872 mL (14 Ag., 14,0 mmol) Methyliodid zugetropft. Das Gemisch wurde drei Stun-
den unter Argon-Atmosphare refluxiert. Nach Abkulhlen auf Raumtemperatur wurde der inten-
siv-rote Niederschlag abfiltriert und mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum
wurden 0,830 g (0,95 mmol, 95 % d. Th.) des lodids (3) als roter Feststoff erhalten. Zum Aus-
tausch des Gegenions wurde (3) in Wasser geldst und mit Silbernitrat versetzt, wodurch schwer-
l6sliches Silberiodid aus der Lésung ausfallt. Das Silberiodid wurde durch Filtration abgetrennt,
das Losemittel abdestilliert und 0,513 g (0,69 mmol, 69 % d. Th.) Nitrat (4) als dunkelbraun-

roter Feststoff erhalten.
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Charakterisierung:

IH NMR (400 MHz, DMSO) é = 8.71 (d, J = 8.1 Hz, 4H, Harom), 8.46 (d, J = 7.9 Hz, 4H,
Harom.), 4.55 — 4.34 (m, 4H, 8-H), 3.67 — 3.41 (sh, 12H, 9-H, 10-H), 3.16 (s, 6H, 12-H), 1.40 (t,
J=7.2 Hz, 12H, 11-H) ppm.

13C NMR (101 MHz, DMSO) & = 162.64 (C-7), 133.77 (Carom), 130.82 (Carom.), 128.20
(Carom.), 125.05 (Carom.), 124.14 (Carom.), 122.22 (Carom.), 56.46 (C-10), 54.90 (C-9), 47.12 (C-
12), 33.21 (C-8), 7.57 (C-11) ppm.

FT-IR (ATR): v = 3093 — 2902 v(C-H)aiky, 1687 + 1649 v(O=C-N)imia, 1591 + 1574
v(C=C)arom,, 1360 v(N-0), 1333, 1286, 1250, 810 cm,

Fluoreszenz-Anregung: Amax (H20) = 373, 460, 489, 531 nm bei Aem =570 nm
Fluoreszenz-Emission: Amax (H20) = 548, 589 nm bei Aex = 500 nm

UV/Vis: dabs (H20) = 378, 502, 538 nm.
5.4 Synthese der Nanopartikel

5.4.1 Fluoreszente Kernpartikel mit homogener Farbstoffverteilung
Die Synthese der 50 nm Kernpartikel mit homogen verteiltem Farbstoff erfolgte durch Kombi-

nation zweier Literatursynthesen.[*27:164]

StandardméRig wurde im Stéber-Prozess eine Farbstoffkonzentration von 0,4 mM eingesetzt.
Um Anisotropie Messungen zu ermoéglichen, wurde fir diese Messungen Partikel mit einer ge-

ringeren Farbstoffkonzentration von 0,002 mM hergestellt.
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a) Farbstoffkonzentration 0,4 mM

In einem 40 mL Headspace-Vial wurden 22 mL Ethanol, 3 mL (0,01 mmol) der jeweiligen 3,3
mM Xanthen- oder Perylen-Farbstofflosung, 0,5 mL (2,26 mmol) TEOS und 0,75 mL (10,35
mmol) 25 %-ige Ammoniakldsung vorgelegt. Nach zehn Minuten wurden 0,5 mL (0,02 mmol)
einer 0,03 M ethanolischen LiOH-L&sung unter starkem Rihren zugetropft. Das Reaktionsge-
misch wurde bei RT 24 h bei 275 rpm gerlhrt, wobei es am nédchsten Tag durch die erfolgte
Partikelbildung zur leichten Triibung der Reaktionsmischung kommt. Nach der Entnahme einer
kleinen Probe zur Messung des hydrodynamischen Radius wurde das Gemisch in ein Becher-
glas Uberflhrt. Die Partikel wurden durch die Zugabe von etwa 20 mL n-Hexan ausgefallt. Der
klare Uberstand wird vorsichtig abdekantiert, anschlieBend werden die Partikel durch zehn
mindtige Zentrifugation bei 8000 rpm abgetrennt. Das Partikelpellet wird durch Zugabe von 30
mL Ethanol unter Ultraschall und Rihren redispergiert und wieder zehn Minuten zentrifugiert.
Danach werden die Partikel noch einmal mit 30 mL Ethanol und zum Schluss mit 30 mL dest.
Wasser gewaschen. Die Partikel kdnnen anschlieBend entweder als Pulver oder als Stammlo-
sung aufbewahrt werden. Durch Trocknen des Partikelpellets bei 80 °C im Trockenschrank
uber Nacht und anschlieBendem Homogenisieren des Feststoffes im Morser werden die Partikel
als feines Pulver erhalten. Zum Aufbewahren als Dispersion empfiehlt sich ein direktes Redis-
pergieren der noch nassen Partikel in 26,75 mL Ethanol, wodurch die Agglomeration der Par-
tikel reduziert werden kann. Die Dispersionen sind ber mehrere Wochen stabil und kénnen

bei RT gelagert werden.

Ausbeute: etwa 80 mg Partikel, DLS: rg SiO2 15.4 £ 0.3 nm, Uranin 25.9 + 1.2 nm, FITC (1)
244+ 13 nm,RB 19.3 + 1.3 nm, RBITC (2) 27.5 + 1.0 nm, PDI (3) 27,5 = 1,8 nm, Perylen (8)
37,0 £ 3,0 nm, tetra-funkt.-PDI 30,7 &+ 2,4 nm, PDI (12) 57,6 = 2,5 nm FT-IR: 3600-3000,
1050, 940, 792 cm™!, TGA: 95 % Restmasse, Aexc: Uranin 497 nm, FITC (1) 502 nm, RB 541
nm, RBITC (2) 549 nm, Aem: Uranin 514 nm, FITC (1) 522 nm, RB 565 nm, RBITC (2) 568
nm, PDI (3) nicht messbar, Perylen (8) 558 nm, tetra-funkt.-PDI 650 nm, PDI (12) 615 nm,

BC-CP/MAS: & = 16.68, 58.57 ppm, ?*Si-CP/MAS: § =-110.14, -101.87, -92.53 ppm.
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b) Farbstoffkonzentration 0,002 mM

In einem 40 mL Headspace-Vial wurden 25 mL Ethanol, 16,4 pL (5,4*10° mmol) der jeweili-
gen Xanthen 3,3 mM Farbstofflésung, 0,5 mL (2,26 mmol) TEOS und 0,75 mL (10,35 mmol)

25 %-ige Ammoniakldsung vorgelegt. Die weitere VVorgehensweise ist analog zu 5.4.1 a)

Ausbeute: etwa 80 mg Partikel, FT-IR: 3600-3000, 1050, 940, 792 cm™', Aexc: Uranin 497 nm,
FITC (1) 502 nm, RB 541 nm, RBITC (2) 549 nm, hem: Uranin 514 nm, FITC (1) 522 nm, RB
565 nm, RBITC (2) 568 nm, Fluoreszenz-Anisotropie r: Uranin 0.028 + 0.002 , FITC (1)
0.227 £ 0.004, RB 0.037 = 0.002, RBITC (2) 0.352 £+ 0.009 (Ldsemittel bei allen Messungen:

Ethanol).

5.4.2 Fluoreszente Kernpartikel mit Farbstoff auf der Oberflache

Zur Immobilisierung des Farbstoffes auf der Partikeloberflache wurde analog zu Kapitel 5.4.1
b) vorgegangen, mit der Ausnahme, dass die Zugabe der 3,3 mM Farbstofflosung erst nach 24
h, wenn die Partikel schon gebildet waren, erfolgte. Das Reaktionsgemisch wurde nach Farb-

stoffzugabe weitere 24 h bei RT gerlhrt und die Partikel wie zuvor beschrieben aufgearbeitet.

Die fur Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen nétige quantitative Farbstoffabtrennung wurde
durch intensives Waschen der Partikel mit 10 kDa Membran-Konzentratoren (Corning® Spin-
X® UF Konzentratoren) erreicht.

Ausbeute: etwa 80 mg Partikel, FT-IR: 3600-3000, 1050, 940, 792 cm™!, Aexc: Uranin 497 nm,
FITC (1) 502 nm, RB 541 nm, RBITC (2) 549 nm, Aem: Uranin 514 nm, FITC (1) 522 nm, RB
565 nm, RBITC (2) 568 nm, Fluoreszenz-Anisotropie r: Uranin 0.037 + 0.003 , FITC (1)
0.316 £ 0.004, RB 0.045 £ 0.001, RBITC (2) 0.410 + 0.005 (Losemittel bei allen Messungen:

Ethanol).

5.4.3 Immobilisierung von Rhodamin B

Zur Veresterung von Rhodamin B wurden gemal eines Literaturverfahrens 1 g unmodifizierte
Partikel und 100 mg Rhodamin B in 100 mL IBMK bei 100 °C iber Nacht erhitzt.**l Nach
Abkuhlen auf RT wurden die Partikel durch Zentrifugation bei 8000 rpm abgetrennt und sechs
Mal mit Ethanol in 10 kDa Membrankonzentratoren gewaschen. Die danach immer noch stark
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gefarbten Partikel wurden anschlielend bei 80 °C im Vakuum getrocknet und im Mdrser zu

einem feinen Pulver vermalen.

Ausbeute: etwa 1 g Partikel, FT-IR: 3600-3000, 1691, 1645, 1050, 940, 792 cm™, Aexc: 541

nm, Aem: 565 nm.

5.4.4 Alkylierung der Partikeloberflache

Zur Bildung einer organischen Hulle auf fluoreszierende Partikel wurde ein modifiziertes Lite-
raturverfahren genutzt.[?’l Als organische Modifizierung wurden vier Kupplungsreagenzien
mit verschiedenen Kettenlangen verwendet. In einem Headspace-Vial wurden 100 mg Partikel
mit immobilisiertem Rhodamin B (vgl. Kapitel 5.4.3) vorgelegt und fiir zehn Minuten im Hoch-
vakuum getrocknet. Anschlieend wurden unter Schutzgas 10 mL absolutiertes Toluol zugege-
ben und die Partikel unter Rihren zehn Minuten lang dispergiert. Zur Dispersion wurden an-
schlieRend 0,04 mmol (0,4 mmol/g) Funktionalisierungsreagenz (5.1 pL Trimethylsilylchlorid
(TMSCI), 13.1 pL Dodecyltrimethoxysilan (C12), 15.8 uM Octadecyltrichlorosilan (C18), 10.8
pL 2-[Methoxy(polyethylenoxy)6-9propyl]trimethoxysilan (PEG)) unter starkem Rihren zu-
getropft. Die Reaktionsmischung wurde flr 24 h auf 70 °C erhitzt. Nach Abkihlen auf RT
wurden die Partikel zehn Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert und drei Mal mit frischem Toluol
gewaschen. AnschlieRend wurden die Partikel bei 80 °C im Vakuum tber Nacht getrocknet und

der erhaltene Feststoff im Marser zu einem feinen Pulver vermalen.

Ausbeute: TMS 98 mg, C12 92 mg, C18 85 mg Partikel, DLS: TMS 26.7 = 2.4 nm, C12 29.8
+ 2.7 nm, C18 39.4 £ 5.4 nm, FT-IR: 3600-3000, 2980-2850, 1395-1460, 1050, 940, 792 cm™
I TGA: TMS 92.1 %, C12 89.1 %, C18 85.8 %, 3C-CP/MAS: TMS & =-1,51 ppm, C12/C18
8 =11.70, 21.85, 29.05, 31.49, 42.06 ppm, ?*Si-CP/MAS: TMS & =-110.95, -101.87, -93.47.
12,92 (M") ppm, C12 & = -110.99, -101.87, -93.56, -67.47 (T?), -57.39 (T?) ppm, C18 & = -

110.43, -101.87, -92.84, -66.69, -57.25 ppm, PEG 8 =-110.74, -101.87, -93.26, -58.92 ppm.

5.5 Auswasch-Experimente

Die Auswasch-Experimente wurden mit 50 nm Silica-Partikel mit den Farbstoffen Uranin,
FITC, RB und RBITC durchgefiihrt (Partikel hergestellt geméall Kapitel 5.4.1). Neben diesen
Kernpartikeln wurden auch RB-NPs mit organischer Hille (Herstellung gemaR Kapitel 5.4.4)

getestet.
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Die Kernpartikel wurden ohne vorherige Trocknung nach dem Waschen in die Stammlésungen
uberfuhrt (siehe 5.4.1). Partikel mit organischer Hulle wurden nach Trocknung im Vakuum-
Ofen bei 80 °C durch Morsern homogenisiert und in Ethanol redispergiert (3 mg / mL).

Fur die Leaching-Experimente wurden 2 mL der jeweiligen Partikel-Stammldsung mit 17 mL
Ethanol verdinnt und bei 275 rpm bei RT in verschlossenen Headspace-Vials gerthrt. Zur Pro-
benahme wurden 3 mL der Partikelsuspension entnommen und bei 8000 rpm fiir zehn Minuten
zentrifugiert. Anschliel3end wurden die Proben durch 0,2 um Spritzen-Filter filtriert, wodurch
der Groliteil der Partikel (etwa 75 %) entfernt werden konnten.

Fur empfindliche spektroskopische Messungen wie die Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen
wurde zur kompletten Abtrennung freien Farbstoffes 10 kDa Membran-Konzentratoren ver-

wendet (Corning® Spin-X® UF concentrators).

Nach den einzelnen Abtrenn-Schritten (Zentrifugieren, Filtrieren mit Spritzenfilter, Filtrieren
mit 10 kDa-Membran) wurden exemplarisch TEM-Messungen gemacht, um die Effizienz der

Abtrennmethoden zu ermitteln (siehe Kapitel 3.4.1).

VVon den Filtraten wurden die Absorptionen gemessen und diese mit der korrigierten Absorption
der jeweiligen Partikeldispersion in Relation gesetzt. Die Dispersionen wurden alle vor einer
Ulbricht-Kugel gemessen, wodurch Intensitéats-Verluste durch die Streuung der Partikel verrin-
gert werden konnten. Zusétzlich wurde eine Basislinienkorrektur durchgefiihrt, um den Einfluss
der Rayleigh-Streuung zu mindern.

Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit wurden alle Auswaschtest-Messungen als Triplikat an-

gefertigt.

5.6 Adsorptions-Experimente

VVon PDI (22) und Rhodamin B (2) wurden Stammldsungen der Konzentrationen 0,5 bis 60 uM
in Wasser hergestellt. Von zuvor synthetisierten, unfunktionalisierten Silica-Partikeln verschie-
dener GroRe (10 nm, 150 nm und 360 nm) wurden jeweils 160 mg in ein Headspace-Vial ein-
gewogen und fiir 30 min im HV getrocknet. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 5,33 mL der
jeweiligen Stammlésung (Partikelkonzentration 30,0 g/L). Alle Proben wurden anschlieRend
eine Stunde lang auf einer Ruttel-Platte geschuttelt und dann mittels 10 kDa-Membran-Zentri-

fugenrohrchen mit Wasser gewaschen, bis das Filtrat klar blieb.
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5.7 Ninhydrin-Test

Es wurde eine 10 mM Ninhydrin-Stamml6sung in Wasser hergestellt. Zur Pufferung wurden
von der Stammldsung jeweils 3 mL mit 1,5 mL Acetat-Puffer in Headspace-Vials vermischt.
Zur Erstellung der Kalibrierreihe wurden 100 bis 400 puL APTES zur gepufferten Losung ge-
tropft und die Mischungen unter Rihren auf 80 °C erhitzt. Es konnte dann ein Farbumschlag
von schwach gelb zu blau-violett beobachtet werden. Die Lésungen mussten zur Bestimmung

der Absorption verdunnt werden (0,5 Losung : 9,5 gepuffertes Wasser).
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7 ANHANG

7.1 Fluoreszenz-Anisotropie-Spektren

7.1.1 Anisotropien der freien Farbstoffe im Vergleich zu Partikel
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(b) FITC
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7.1.2 Anisotropien in Abhangigkeit von Losemittel und Farbstoff-Konzentration

Niedrige Konzentration Hohe Konzentration
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7.2 NMR-Spektren

7.2.1 Xanthene

7211 FITC

SANPRVIRSLa§S o TR

DMSO-d6

H20

| dl

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
chemische Verschiebung (ppm)

IH NMR (300 MHz, DMSO) & = 10.14 (s, 2H), 8.04 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.81 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.35 (d,

J=8.2Hz, 1H), 6.68 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 6.63 (s, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.56 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 2.3 Hz,
1H) ppm.
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7.2.1.2 FITC-APTES (1)
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7.2.2 Perylene

7.2.2.1 Verbindung (3): N,N’-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracar-
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chemische Verschiebung (ppm)

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & = 8.58 (d, J = 8.0 Hz, 4H), 8.46 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 4.26 — 4.12 (m, 4H), 3.83 (q,
J=7.0 Hz, 12H), 1.98 — 1.79 (M, 4H), 1.23 (t, J = 7.0 Hz, 18H), 0.87 — 0.67 (m, 4H) ppm.
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13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 = 163.34, 134.53, 131.37, 129.35, 126.38, 123.42, 123.06, 58.59, 43.23, 21.70,
18.45, 8.22 ppm.
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295§ NMR (60 MHz, CDCls) § = -45.93 ppm.
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7.2.2.2 Verbindung (4): N,N’-Bis(2-(2-ethonol ethoxy))-perylen-3,4:9,10-tetracarboxyl-
saurediimid (4)
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chemische Verschiebung (ppm)

'H NMR (400 MHz, d-TFA) 6 = 8.64 (d, J = 8.0 Hz, 4H), 8.57 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 4.67 (bs, 4H), 4.20 (bs, 4H),
4.01 (bs, 8H) ppm.
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13C NMR (101 MHz, CDCls) & = 168.08 (s), 137.94 (s), 135.12 (s), 131.37 (s), 128.25 (s), 126.34 (s), 124.10 (s),
70.56 (s), 70.34 (s), 68.79 (S), 41.77 (S) ppm.
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7.2.2.3 Verbindung (5): N,N’-Bis(2-(2-ethonol(3-(triethoxysilyl)propylcarbamat)eth-
oxy))-perylen-3,4:9,10-tetracarboxylsaurediimid

N R e BN AN N
A STNPPN
o [ , |
i e N [
g |
~ |
! |
N ‘
AN
I | |
[ NANS f [ / [ ‘/
1] 0 -~ ) / f
\/\H/\\
NN A
|
7’\N/§
K (d)] \\ CHy G (b)] D)
8.40 ‘*\‘ 0 - 4.46 EB
1) g W H () F(o)|| cfoor| | aa) @) flo]  [am
8.54 i i 5.03 4.20 79 3.13 1.58 20 0.59
==} e e, =] — = A =] =] =]
cpei3
|
I
I
| |
I |
oL e ey T v 7
‘ SR ‘ ‘ ‘ ‘ o — ‘ ‘ -
90 85 80 75 70 65 6.0 35 30 25 20 15 10 05 00

. 5.l 4., 4,
chemische Verschiebung (ppm)

IH NMR (400 MHz, CDCls) & = 8.54 (d, J = 7.8 Hz, 4H, Harom.), 8.40 (d, J = 7.9 Hz, 4H, Harom.), 5.03 (bs, 2H,
NH), 4.46 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 4.20 (s, 4H), 3.88 (t, J = 5.7 Hz, 4H), 3.79 (sh, 16H), 3.13 (dd, J = 12.6, 6.3 Hz,
4H), 1.58 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz, 4H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 18H), 0.63 — 0.56 (m, 4H) ppm.

7.2.24  Verbindung (6) N-(2,6-Diisopropylphenyl)-perylen-3,4-dicarboximid
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IH NMR (300 MHz, CDCls) 6 = 8.61 (dd, J = 8.0, 3.8 Hz, 2H), 8.35 (dd, J = 7.9, 5.4 Hz, 4H), 7.85 (d, J = 7.8
Hz, 2H), 7.58 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.48 (dt, J = 16.7, 8.4 Hz, 1H), 7.40 — 7.30 (m, 2H), 2.80 (hept, J = 6.7 Hz,
2H), 1.21 (d, J = 6.9 Hz, 12H).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 = 163.98, 145.71, 137.45, 134.25, 131.93, 131.08, 130.90, 130.50, 129.43,
129.14, 127.92, 127.00, 126.96, 124.01, 123.77, 120.96, 120.12, 29.16, 24.02 ppm.

7.2.25 Verbindung (8): N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4-dicarboximid
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IH NMR (300 MHz, CDCls) 8 = 8.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.01 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.71(d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.42 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 4.19 — 4.04 (m, 2H), 3.85 (q, J = 7.0 Hz, 6H), 1.95 — 1.80 (m,
2H), 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 9H), 0.85 — 0.74 (m, 2H) ppm.
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13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 = 163.65, 136.54, 134.10, 130.97, 130.74, 129.30, 128.84, 127.48, 126.86,
126.21, 123.32, 120.63, 119.80, 77.58, 77.16, 76.74, 58.57, 42.99, 21.74, 18.49, 8.28 ppm.
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chemische Verschiebung (ppm)

2Si NMR (60 MHz, CDCls) & = -45.74 ppm.
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7.2.2.6 Tetrachlorpersaure
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!H NMR (400 MHz, CDCls) & = 8.75 (s, 1H) ppm.

7.2.27  Verbindung (9): N,N’-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrachloroperylen-3,4:9,10-tet-

racarboxylsaurediimid

~N O ONI MM < o NLNOOMN
o N N—=—==Q o YTMmMaaaaao
P ~ - <+ < < < — - OOOOO
| ‘s/' = | ~ =" |
g (s), A(p)
.67 4.15
== —
Hye”
CDCI3
l I
e !
o f=)
< @
< ™M

95 9.0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 0.5 0.0
chemische Verschiebung (ppm)

IH NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 8.67 (s, 4H), 4.15 (p, J = 12.8 Hz, 4H), 1.94 (s, 2H), 1.53 — 1.21 (m, 16H), 1.06
—0.80 (m, 12H).
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13C NMR (101 MHz, CDCls) & = 162.75, 135.50, 133.15, 131.58, 128.71, 123.45, 123.36, 44.74, 38.13, 30.82,
28.78,24.12, 23.21, 14.26, 10.73.

7.2.2.8 Verbindung (10): N,N’-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrakis(4'-tert-butylphen-
oxy)perylen-3,4:9,10-tetracarboxdiimid
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!H NMR (400 MHz, CDCls) & = 8.24 (s, 4H), 7.23 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 6.83 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 4.05 (qd, J =
13.0, 7.3 Hz, 4H), 1.93 — 1.79 (m, 2H), 1.29 (m, 52H), 0.94 — 0.78 (m, 12H) ppm.
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13C NMR (101 MHz, CDCls) & = 164.01, 156.13, 153.02, 147.41, 133.05, 126.81, 122.62, 120.63, 120.08,
119.67, 119.50, 44.54, 38.25, 34.52, 31.61, 30.99, 28.95, 24.25, 23.21, 14.23, 10.78 ppm.

7.2.2.9 Verbindung (11): 1,6,7,12-Tetrakis(4'-tert-butylphenoxy)perylen-3,4:9,10-tetra-
carbonsaurebisanhydrid
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 8.21 (s, 4H), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 1.30 (s, 36H)
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119.52 =
ll J l [ JL 1 N il L.l
160 150 140 130 120 110 100 % 8 70 60 50 40 30 20 10 0

chemische Verschiebung (ppm)

ppm.

3C NMR (101 MHz, CDCls) 8 = 159.95, 156.59, 152.48, 148.21, 133.59, 127.08, 121.61, 121.52,121.50, 119.52,
118.81, 34.59, 31.56 ppm.

7.2.2.10 Verbindung (12): N,N’-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-1,6,7,12-tetrakis(4'-tert-bu-
tylphenoxy)perylen-3,4:9,10-tetracarboxdiimid
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Anhang

IH NMR (400 MHz, CDCls) & = 8.22 (s, 4H), 7.23 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 6.83 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 4.16 — 4.03 (m,
4H), 3.78 (g, J = 7.0 Hz, 12H), 1.87 — 1.71 (m, 4H), 1.29 (s, 36H), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 18H), 0.73 — 0.64 (m, 4H)
ppm.
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13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 = 163.52, 156.06, 153.10, 147.37, 133.02, 126.79, 122.65, 120.66, 120.12, 119.63,
119.44, 58.52, 43.20, 34.51, 31.60, 21.69, 18.41, 8.17 ppm.
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2Si NMR (79 MHz, CDCls) & = -46.01 ppm.
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Anhang

7.2.2.11 Verbindung (13): N,N’-Bis(3-diethylaminopropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracar-
boxdiimid
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chemische Verschiebung (ppm)

IH NMR (400 MHz, d-TFA) & = 8.83 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 8.77 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 4.73 (t, J = 5.7 Hz, 4H), 3.66
(t, J = 5.8 Hz, 4H), 3.56 — 3.37 (m, 8H), 1.42 (t, J = 7.3 Hz, 12H) ppm.
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chemische Verschiebung (ppm)

13C NMR (101 MHz, d-TFA) & = 168.49, 138.86, 135.65, 128.81, 126.86, 123.83, 54.53, 51.32, 38.66, 9.71 ppm.
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Anhang

7.2.2.12 Verbindung (14b): N,N’-Bis(3-diethylmethylammoniumethyl)-perylen-3,4:9,10-

tetracarboxylsaurediimid
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chemische Verschiebung (ppm)

'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 = 8.71 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 8.46 (d, J = 7.9 Hz, 4H), 4.55 — 4.34 (m, 4H), 3.67 —
3.41 (m, 12H), 3.16 (s, 4H), 1.40 (t, J = 7.2 Hz, 12H) ppm.
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13C NMR (101 MHz, DMSO) & = 162.64, 133.77, 130.82, 128.20, 125.05, 124.14, 122.22, 56.46, 54.90, 47.12,
33.21, 7.57 ppm.
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7.3 IR-Spektren

7.3.1 Perylene

7.3.1.1 Verbindung (3): N,N’-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracar-
boxdiimid

v(Si-0)
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r T T T T T
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7.3.1.2 Verbindung (4): N,N’-Bis(2-(2-ethonol ethoxy))-perylen-3,4:9,10-tetracarboxyl-

saurediimid
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7.3.1.3 Verbindung (5): N,N’-Bis(2-(2-ethonol(3-(triethoxysilyl)propy-

Icarbamat)ethoxy))-perylen-3,4:9,10-tetracarboxylsaurediimid

105
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T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm™]

7.3.1.4 Verbindung (6): N-(2,6-Diisopropylphenyl)-perylen-3,4-dicarboximid

r T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm™]
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7.3.1.5 Verbindung (7): 3,4-Perylendicarboxylmonoanhydrid (PDCMA)

V(O:C'N)Anhydr\d
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7.3.1.6 Verbindung (8): N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4-dicarboximid

—— PMAPTES V(O=C-N)iig  V(C=C)yarom,

Si(OEt);
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7.3.1.7 Verbindung (12)
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7.3.1.9 Verbindung (14b)
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3500 3000 2500 2000 1500 1000
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7.3.2 Wichtige Edukte

7.3.2.1 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES)
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7.3.2.2 3,4,9,10-Perylentetracarbonsauredianhydrid (PTCDA)

V(C=0) nhyarid

8 g V(C=C)arom.
S5 E88
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0w 0. O \ A

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm™]

7.4 UV/Vis- und Fluoreszenzspektren

7.4.1 Xanthene

7.4.1.1 Uranin
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E

Anregung: Amax (H20, pH 7) = 498 nm bei Aem = 550 nm

Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 515 nm bei Xex = 460 nm
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7412 FITC-APTES (1)
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Anregung: Amax (H20, pH 7) = 501 nm bei Xem = 550 nm

Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 523 nm bei Xex =470 nm

7.4.1.3 Rhodamin B

1,04

0,8 1

0,6 1

0,4

normierte Intensitat

0,2

| = Emission Rhodamin B

EtN o. NEC
O Z ‘ c®
! COOH

0,0

< 0
I ©
PP

—— Anregung Rhodamin B

350

T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange [nm)]

Anregung: Amax (H20, pH 7) = 541 nm bei Aem = 600 nm

Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 565 nm bei Aex =520 nm.
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7414 RBITC-APTES (2)
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Anregung: Amax (H20, pH 7) = 542 nm bei Xem = 590 nm
Fluoreszenz: Amax (H20, pH 7) = 564 nm bei Xex =510 nm
7.4.2 Perylene

7.4.2.1 N,N'-Bis(3-triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4:9,10-tetracarboxdiimid (3)
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Anregung: Amax (CHCI3z) = 455, 488, 523 nm bei Aem = 545 nm
Fluoreszenz: Amax (CHCI3) = 532, 573 nm bei Aex = 503 nm

UV/Vis: kaps (CHCI3) = 460, 490, 525 nm.
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7.4.2.2 N,N’-Bis(2-(2-ethonol ethoxy))-perylen-3,4:9,10-tetracarboxylsaurediimid (4)
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Emission: Amax (CHCI3) = 537, 575, 623 nm bei Aex = 490 nm

7.4.2.3 N,N’-Bis(2-(2-ethonol(3-(triethoxysilyl)propylcarbamat)ethoxy))-perylen-

3,4:9,10-tetracarboxylsadurediimid (5)
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Emission: Amax (CHCI3) = 537, 575, 623 nm bei Aex = 490 nm
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7.4.2.4 N-(2,6-Diisopropylphenyl)-perylen-3,4-dicarboximid (6)
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Anregung: Amax (CHCIz) = 483, 503 nm bei Aem = 530 nm
Fluoreszenz: Amax (CHCI3) = 540, 575 nm bei Aex = 494 nm

UV/Vis: Aabs (CHCI3) = 484, 508 nm.

7.4.25 N-(3-Triethoxysilylpropyl)-perylen-3,4-dicarboximid (8)

egag38g —— Anregung PMAPTES
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Anregung: Amax (CHCI3) = 479, 501 nm bei Aem = 540 nm
Fluoreszenz: Amax (CHCI3) =541, 572 nm bei Lex =504 nm

UV/Vis: Laps (CHCI3) = 484, 508 nm.
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7.4.2.6 N,N'’-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrachloroperylen-3,4:9,10-tetracarbox-
ylsadurediimid (9)
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Fluoreszenz-Emission: Amax (CHCI3) = 548 nm bei Aex = 495 nm

7.4.2.7 N,N'-Bis(2-ethylhexyl)-1,6,7,12-tetrakis(4’-tert-butylphenoxy)perylen-3,4:9,10-
tetracarboxdiimid (10)

™ 0 <
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LD\/LO 'QD
1,04 Anregung (10)
—— Emission (10)
|1 = Absorption (10)
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Anregung: Amax (CHCI3) = 454, 543, 583 nm bei Aem = 640 nm
Emission: Amax (CHCIz) = 614 nm bei Aex = 540 nm

UV/Vis: haps (CHCI3) = 454, 544, 585 nm.
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7.4.2.8 1,6,7,12-Tetrakis(4'-tert-butylphenoxy)perylen-3,4:9,10-tetracarbonsaure-
bisanhydrid (11)

Anregung (11) < 1 ™
—— Emission (11) 5 8 ©
1,0 4 = Absorption (11) SR
§ 0,8 1 @ e @
£ 0,6 1 |
g
7]
= 0,44
£
o
c
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350 400 450 500 550 600 650 700
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UV/Vis: habs (CHCI3) = 454, 544, 584 nm.
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Fluoreszenz: Amax (H20) = 549, 589 nm bei Aex = 500 nm

UV/Vis: Aabs (H20) = 378, 501, 538 nm.

7.4.2.12 N,N'-Bis(2,6-diisopropylphenyl)-1,6,7,12-tetrakis(4-phenoxyethyl(3-(triethoxysi-
lyl)propyl)carbamat)perylen-3,4:9,10-tetracarboxylsaurediimid
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7.5 Einfluss der Partikelaufarbeitung
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Abbildung 77: TGA-Messungen unterschiedlich aufgearbeiteter RBITC-Silica-NPs mit homogener Farbstoffver-
teilung.
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Abbildung 78: FT-IR-Spektren unterschiedlich aufgearbeiteter RBITC-Silica-NPs mit homogener Farbstoffver-
teilung.
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Abbildung 79: TGA-Messungen unterschiedlich aufgearbeiteter RBITC-Silica-NPs mit homogener Farbstoffver-
teilung und Cye-Oberflachenfunktionalisierung.
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7.7 Abbildungsverzeichnis
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