TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
FUOUSIKA INSTITUUT

Holger Saare

SUPERPARAMAGNETILISTE
RAUDOKSIIDSETE NANOOSAKESTE SUNTEES
JA ISELOOMUSTAMINE

Bakalaureuset6o

Juhendajad:

Martin Jarvekilg, PhD, Fulsika Instituut
Rainis Venta, MSc, Tehnoloogia Instituut

Tartu 2015



SISUKORD

1 SHSSEJUNBEUS. ...ttt b bbbt b bbb 4
2. Kirjanduse GIEVAATE ...........coiiiiiiieicee bbb 6
2.1. Raudoksiidsete Nnan0o0sakeste OMAdUSEA ..........cccuiieieieienenee e 6
2.1.1. Magnetilised OmMadUSEA .........ccviiiiiiiieiie e 7
2.1.2. SUUIUS JA KUJU 1ottt ettt ettt sba e e et et e e b e anbeenneas 9
N I T |V 011 SRS 10
2.2. Raudoksiidsete nanoosakeste sUnteesimeetodid.........cccvvereriieiiniiniieiene e 12
2.2.1. TermOolUUSE MEELOA ........ceieeieceere ettt e e e e enee e 12
2.2.2. Kaassadestamise MEETOM .......ccueiuveeeiierieeie s esie e se e 13
2.2.3. MiKroemulSIOONMEETOU. ........eiueeiieieiieesie et 13
2.2.4. HUArotermaalng SUNTEES .......ccveiiiieiieiieeie sttt 14
2.2.5. SO0I-GEEI MEETOM ...t 14
2.2.6. SONOKEEMITINE MEELOM ......ooviiiiiiice e 15
2.3. Raudoksiidsete nanoosakeste funktsionalisSeerimine............ccccovveviiinininie e 17
2.3.1. Orgaanilised Katted...........ccoeiieiiiie i 17
2.3.2. ANOrgaanilised Katted ............cccveiviieiieiecie e 18
2.4. Nanoosakeste karakteriseerimise Meetodid.........ccoovvieriereiiiiiiniseeee e 20
2.4.1. Skaneeriv elektronmikroSKOOPIA ..........coiiiiiiiiiieiere e 20
2.4.2. TransmissiooneleKtronmikroSKOOPIA. .........civiieieiieriiicieic e 20
2.4.3. Footonkorrelatsioon-SpektroSKOOPIa ..........cviviieieiieieicricsc e 20
2.4.4. InfrapunaspektroSKOOPIA .......ccviiiiiiiici e 21
2.5. Raudoksiidsete nanoosakeste rakendused ............cooveirrieiiiiniienesee e 22
2.5.1. Magnetresonantstomograafia............ccceveiieiieii e 22
2.5.2. Magnetiling NUPErterMIiIa........ccveiveieiiece e 23
2.5.3. RAVIMILE SUUNAIMINE .....vviieiiieiieeieeie st e e eeesteeste e teenae e sraesseeneesseensesneesseenseeneees 24
R S -1 - Lo o RS 25
2.5.5. Ké&esolevas t00s stinteesitud nanoosakeste planeeritud rakendused....................... 26
3. EKSPErimMENtaalng OSa. ......cc.ciuiiuiiiiiiiieie s 28
3.1. Eksperimentides kasutatud ained ja seadmed...........cccceeieiiiieiieiie s 28
3.1.1. Eksperimentides kasutatud @iNed..............ccceeruieiiiiiiieiie e 28
3.1.2. Eksperimentides kasutatud Seadmed ...........ccoovveieiieie s 28
3.2. Raudoksiidsete Nan00SaKeSte SUNTEES.........uiiiirieieieie e 31
3.2.1. TermolUUST MEETOM .......cceiiiieeiieieie ettt nne s 31



3.2.2. KaassadestamiSe MEETOM ......oovvveeeeeeeeeeeeeeeeee e 31

3.3, FUNKLSIONAIISEEITMINE ......eiiiieiieiiie ettt sttt bbbt 33
4. Tulemused Ja aNAIUUS .......coiiiiiiieieee ettt sbeeaeene e 34
4.1, EleKtronmMiKrOSKOOPIA ...ccuveiviiiiiiieiie sttt ettt be e s este e sreenreanee s 34
4.2. FootonkorrelatsioonSPektrOMEEITA .........ccuveiieiiieiie e 37
4.3. INfrapunaspekIrOSKOOPIA ........ccviiiieiiieieiie sttt sre e enreanee s 40
5. KOKKUVOLE ja JArEIAUSEU .......cveeiecieccieee ettt 42
5.1, KOKKUVDOLE .....oeeveeieieieee sttt ettt et ste et e nra e teenteaneenreeneennee e 42
ST - 1= [0 10T USSR 43
6. Synthesis and characterization of superparamagnetic iron oxide nanoparticles................... 44
I L LU V22 Lo L1 ST SRR 45
KaSULATUD KITJANAUS ......eeieeeieec bbbt n bbb 46
N E7: Lo TSRO PTUROP ORI 53



1. Sissejuhatus

Nanoosakeseks loetakse fliusikalist osakest, mille Ukski suurusmddde ei leta 100 nm ehk
tegemist on nulldimensionaalse nanomaterjaliga. Nanoosakesed on suure teadusliku
vadrtusega, sest nende omadused erinevad vastavate lausmaterjalide omadustest. Erilise
tdhelepanu all on nanoosakeste magnetilised omadused, kus erinevus lausmaterjalidest avaldub

tugevalt ning loob vBimalusi uuteks to6stuslikeks ning meditsiinilisteks rakendusteks.

Raudoksiidsed nanoosakesed on laialt levinud osakesed, mida leidub nii kosmoses, atmosféaris,
maapinnas kui ka elusorganismides. On leitud, et inimaju sisaldab Gle 10® magnetilise
raudoksiidse nanoosakese grammi koe kohta [1]. Tegu on Uhe tdhtsama siirdemetall-oksiidiga
tanu tiha laienevatele kasutusvdimalustele. Naiteks kasutatakse antud osakesi ka Tartu Ulikooli

bio- ja siirdemeditsiini instituudis kontrastainena.

Raudoksiidsete nanoosakeste stinteesimine erinevate rakenduste tarbeks on olnud viimasel
kahel kiimnendil pdhjalikult uuritav valdkond, sest loodud nanoosakeste morfoloogia, md6tmed
ning keemilised ja magnetilised omadused sGltuvalt tugevalt siinteesiprotsessist. Seega on
kriitilise tahtsusega leida soovitud rakendusele sobiv stinteesimeetod, mille abil on véimalik
luua vajalike omaduste ning suurusjaotusega nanoosakesi ning mille tulem oleks Uheselt
reprodutseeritav. Loodud on arvukalt nii keemilisi kui flisikalisi meetodeid, kuid Uhtset

eelistatud siinteesimeetodit ei ole veel leitud.

Ké&esoleva t60 eesmargiks on stnteesida raudoksiidseid nanoosakesi termoliiusi ning
kaassadestamise  meetodil,  funktsionaliseerida  loodud  osakesed, iseloomustada
eksperimentaalselt saadud dispersioonide omadused ja arendada valja vastav metoodika ja
oskuste baas edasisteks arendusuuringuteks. Antud t66 on algfaasiks interdistsiplinaarsele
projektile, mille eesmérgiks on superparamagnetiliste  nanoosakeste rakendamine
innovatiivsetes biotehnoloogilistes rakendustes. Seega on antud t66 suunatud vdimalikult laia
teoreetiliste taustateadmiste loomisele meetodites, mis vdimaldaks jargnevates etappides
saavutada teadusliku uudsust eelkdige spetsiifilises biofunktsionaalsuses ning vastavates

rakenduslikes aspektides.

T66 koosneb kolmest osast. Esimeses osas antakse kirjanduse pdhjalik Glevaade raudoksiidsete
nanoosakeste omadustest, levinumatest stinteesi- ning karakteriseerimismeetoditest ning
vOimalikest rakendustest. To0 teises osas kirjeldatakse l&biviidud osakeste slinteesimise ja
funktsionaliseerimise protsesse ning kasutatud iseloomustamise meetodeid. Viimases 0sas

interpreteeritakse saadud tulemusi ning tehakse nende péhjal jareldused.



Kéesoleva uurimuse tdohipoteesiks on, et raudoksiidsete nanoosakeste slinteesimine
termolulsi meetodil tagab loodud osakeste kitsama suurusjaotuse kui kaassadestamise meetodil

stnteesitud nanoosakestel ning on seetdttu sobivam protseduur biotehnoloogisteks

rakendusteks osakeste loomisel.



2. Kirjanduse tlevaade

2.1. Raudoksiidsete nanoosakeste omadused

Raudoksiidid on keemilised Uhendid, mis koosnevad rauast ja hapnikust. Looduses eksisteerib
seitset erinevat vormi raudoksiidseid Ghendeid, kuid superparamagnetilisteks nanoosakesteks
vOib lugeda sunteetilisi maghemiidi y-Fe20s, magnetiidi FesOs ning hematiidi o-Fe203
nanoosakesi. Biomeditsiinilistes rakendustes kasutatakse valdavalt maghemiidi ning magnetiidi
osakesi tanu kdrgele biosobivusele ning sobivatele magnetilistele omadustele nanoskaalas.
Hematiidi  nanostruktuurid leiavad rakendust elektrokroomsetes seadmetes ning

liitiumpatareides katoodidena [2].

Magnetiit FesOs on hallikasmusta varvusega spinelli mineraalrihma kuuluv ferrimagnetiline
materjal, mis omab tahktsentreeritud kuubilise vorega kristallstruktuuri. Magnetiit on tuntud ka
magnetrauamaagina, sest see on rauamaagis enim esinev Uhend ning esimene avastatud
magnetiline materjal. Magnetiit kaotab enda algsed magnetilised omadused ning muutub
paramagnetiks temperatuuril tGle 860 K [3]. Hapniku reageerides moodustab magnetiit

hematiidi. Magnetiidi ning hematiidi kristallstruktuurid on kujutatud joonisel 1.

Maghemiit y-Fe203 on pruunika varvusega metastabiilne faas magnetiidi ning hematiidi vahel,
kuna tal on sarnane kristallstruktuur magnetiidiga ning sama keemiline koostis hematiidiga.
Maghemiit erineb magnetiidist selle poolest, et tema vorestruktuuris esineb ainult trivalentseid
rauaioone ning seetdttu on vores puuduvatest katioonidest tekkinud augud. Maghemiit omab
Curie temperatuuri 890 K ehk antud vaartus on monevdrra suurem kui magnetiidil [3]. Piisava

aja moodudes omandab maghemiit hematiidiga sarnase kristallstruktuuri ka toatemperatuuril.

Hematiit a-Fe203 on (ks pdhilisi rauamaagis sisalduvaid aineid ning teda tuntakse tumepunase
varvipigmendina. Hematiit omab heksagonaalset romboeedrilist stingooniat ning erinevalt
magnetiidist ning maghemiidist on ta tavatingimustes antiferromagneetiline. Temperatuuridel
ule 920 K muutub hematiit magnetiidiks [4]. Tavatingimustes on antud vorm raudoksiididest
termodlnaamiliselt kdige stabiilsem, kuid on nédidatud, et m6dtmete vahenedes magnetiidi ning
maghemiidi nanokristallide stabiilsus kasvab [5]. Nimetatud omadust p&hjendatakse hematiidi

kdrgema pinnaenergiaga. Hematiidi Néeli temperatuur on 948 K [3].
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Joonis 1. Magnetiidi kristallstruktuur (a) ning hematiidi kristallstruktuur (b). Tumedana on
maérgitud raua ioonid ning heledana hapniku ioonid, punktiir tdhistab Ghikrakku [4].

2.1.1. Magnetilised omadused
Vaikesest ld4bimdddust tingitud suure eripinna tOttu esineb nanoosakestel mérgatavalt
teistsuguseid magnetilisi omadusi kui sama aine lausmaterjalil. Nimetatud magnetilisi omadusi

kirjeldavateks pShisuurusteks on

e Curie temperatuur Tc — vadrtus, millest kdrgemal temperatuuril muutub
ferromagnetiline materjal paramagnetiliseks;

e kullastusmagneetumus Ms — nditab maksimaalset magnetvalja tugevust, mida antud
materjal suudab tekitada;

e vahetusjaikus A (ingl. k exchange stiffness) — iseloomustab magnetiliste momentide
vahetusmdju tugevust magnetis;

e koertsiivsus H — magnetvdlja tugevus, mis materjalile rakendudes muudab selle
jadkmagneetumuse nulliks;

e anisotroopia konstant K — iseloomustab magnetilise materjali omadust magneetida

teatud suundades lihtsamini kui Ulejaanutes.

Uldiselt s6ltub nanokristallide magnetiline iseloom materjali enda ning imbritseva keskkonna
flulsikalistest omadustest. Tahtsamad sellised parameetrid on néiteks osakeste keemiline

koostis, suurus ja kuju ning keskkonna temperatuur ja valise magnetvélja olemasolu.

Magnetilised materjalid jaotuvad domeenideks, mille piires on osakeste spinn-omamagnetvaljal
uhtne kindel suund. Magnetdomeenide jaotus ning omavaheline suund pdhjustavad

magnetiliste materjalide vaheliste omaduste erinevused. Nimetatud domeenid on eraldatud
7



domeeniseintega, mis on 18pliku suurusega ruumi osad, kus toimub magnetvélja suuna thtlane
po6rdumine. Nanoosakese piisavalt véaikeste mdGtmete korral muutub osake tihedomeeniliseks,
sest domeeniseinte loomine ei ole enam energeetiliselt eelistatud. Selline omadus on osakestel,
mille suurus on allpool kriitilist raadiust Rc. Sfédriliste nanoosakeste korral on antud raadius
arvutatav valemiga 1 [6].

R, = 36VAK o (1)
kus po on magnetiline konstant. Antud kriitilise raadiuse vaartused jaévad ttupiliselt vahemikku
~10 nm kuni 100 nm. Magnetiidi nanoosakese jaoks on selleks suuruseks méddetud 49 nm ning
maghemiidil 30 nm, kuid antud vaartused on ligikaudsed ning varieeruvad sdltuvalt osakeste

omadustest [7].

Magnetilise anisotroopia tottu plsib osakese magnetmoment stabiilsena kahes vastassuunalistel
kergmagneetumistelgedel asuvatel olekutes. Need kaks telge on omavahel eraldatud
energeetilise barjaériga ning tGleminek olekute vahel on téendosuslik protsess. Energia, mis

kulub magneetumise suuna poordumiseks Uhest stabiilsest konfiguratsioonist teisse on

vOrdeline suurusega KV/kBT , kus V on osakese ruumala, ks on Boltzmanni konstant, T on

temperatuur ning korrutis KV annab anisotroopia energia vaartuse [8]. Kui soojuslik energia
ksT on vaiksem kui anisotroopia energia, siis kéitub siisteem nagu ferromagnet. Vastupidisel
juhul ei ole magneetumus enam stabiilses olekus ehk valise magnetvalja rakendamisel osakesed
magneetuvad killastusmagneetumuse véartuseni ning vélja eemaldamise korral ei ilmuta nad
enam magnetilisi tunnusmarke [6]. Seega ilma vélise magnetvaljata ei esine ka hustereesi
néhtust, ehk osakeste keskmine magneetumus on null (vt. joonis 2). Sellist magnetismi vormi
nimetatakse superparamagnetismiks. Antud nahtus on omadustelt sarnane paramagnetismile,

kuid erinevuseks on superparamagnetite mérgatavalt suurem magnetiline vastuvotlikkus [9].
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Joonis 2. Superparamagnetilise materjali hustereesisilmuse (a) ning Uhedomeenilise
ferromagneetilise nanoosakese histereesisilmuse (b) vordlus [10].



Superparamagnetilise osakese magneetumuse suund kdigub kahe kergmagneetumisteljel
asuvate stabiilsete olekute vahel perioodiga, mille keskmist véartust nimetatakse Néeli

relaksatsiooni ajaks. See on arvutatav Néeli-Browni vorrandiga
T= Toexp(KV/ka), (2)

kus to on materjalile omane ajalise dimensiooniga konstant, mis on uldiselt suurusjarkude
vahemikus 102 kuni 10° s [11]. Eksisteerib blokeeriv temperatuur Tp, mille véartusest
madalamatel temperatuuridel paistab osakese magnetmoment paigal olevat (vt. vérrand 3) [11].
See tdhendab, et antud temperatuuri vaartustel erineb keskmine magneetumine nullist ning
osake ei ole enam superparamagneetik.  Antud n&htus esineb eksperimentaalsetel

mdotmisaegadel T, mis on palju vdiksemad Néeli relaksatsiooni ajast.

Ty = KV/ kgIn(ty /7o) )

Vorrandist on ndha, et kui osakesed ei ole monodisperssed, siis pdhjustab nende suurusjaotus
ka blokeerivate temperatuuride jaotuse. Antud omadus on téhtis rakendustes, kus on vajalik

tagada superparamagnetiliste nanoosakeste omaduste ihtsus.

Nanoosakeste magnetilised omadused s6ltuvad tugevalt ka kasutatud stinteesimeetodist [12].
Meisen et al. suutsid kaassadestamise slnteesimeetodi parameetreid varieerides luua
magnetilisi raudoksiidseid nanoosakesi, mille koertsiivsused jaid vahemikku 2.4 kA/m kuni 20
kA/m [13].

2.1.2. Suurus ja kuju

Magnetilise nanoosakese tahtsaimad omadused on suurus ning kKuju, sest nendest parameetritest
sOltuvad ka tema magnetilised omadused, pinnaefektid ning rakendatavuse voimalused.
Reaalselt ei ole nanoosakeste ansambel ideaalselt monodisperssne, vaid koosneb teatud jaotust
jargivatest osakeste suurustest. Eksperimentaalselt on ndidatud, et nanoosakeste kogumi
suurusjaotus disperssetes stisteemides jargib normaaljaotust voi logaritmilist normaaljaotust
[14]. Logaritmilises jaotuses allub normaaljaotusele osakeste diameetrite logaritm. Antud jaotus
on funktsioon osakese diameetrist d ning jaotust iseloomustavad parameetrid on osakese
mediaansuurus do ning standardhélve o. Logaritmiline normaaljaotus on esitatud valemi kujul
vorrandis 4.

L (—(ln d/d,)>?

fld) = dv2r In(o) P 2(In 0)2) (4)
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Kirjanduse pdhjal peab superparamagnetiliste omaduste ilmutamiseks maghemiit-nanoosake
uldjuhul olema suurusega alla 15 nm [15]. Osakeste minimaalsele suurusele seab piirangud
konkreetne rakendusmeetod. Biomeditsiiniliseks kasutamiseks ei sobi nanoosakesed suurusega
alla 2 nm, sest nii véikesed osakesed suudavad difundeeruda labi rakumembraani ning

kahjustada rakusiseseid organelle [16].

Pinnaefektid on tingitud tsentraalsimmeetria puudumisest osakese valimises kihis ning
vahenenud koordinatsiooniarvust [17]. Osakese suuruse vahenemine pdhjustab pinnal
asetsevate spinnide ning spinnide koguarvu suhte suurenemist. Naiteks 8 nm diameetriga
maghemiidi osakesel asub 50 % tema aatomitest pinnal, 6 nm diameetri korral on antud
vaartuseks juba 80 % ning 4 nm diameetriga nanoosakesel moodustavad pinnakihi kdik tema
aatomid [18]. Seega vOib véita, et nanoosakese suuruse véhenemine poOhjustab pinnakihi

moodustavate aatomite kaudu osakese reaktiivsuse suurenemise.

Sarnaselt eelnevalt kirjutatule mdjutab ka nanoosakese kuju tema omadusi eripinna ning
aatomite paigutuse kaudu. Tasased pinnad on vahem reaktiivsemad kui sfadrilased pinnad ning
samuti on vBimalik stinteesida 6dnsaid nanoosakesi, millel asuvad kdik aatomid pinnakihis ka
suuremate diameetrite korral. Mahmoudi et al. nditasid, et tilga, ussi ning sfaarilise kujuga
paramagnetilised raudoksiidsed nanoosakesed omavad suuremat biotoksilisust kui nanovardad

ning kolloidsed nanokristalli klastrid [19].

Nanoosakeste suurust on vdimalik md0ta mitmete erinevate meetoditega, néiteks
elektronmikroskoopiaga, footonkorrelatsioonispektromeetriaga, neutron ning
rontgendifraktsiooni analliisiga, rontgen-neeldumisspektroskoopiaga jne. Osakeste kuju on

voimalik uurida visuaalsete meetoditega, eelkdige elektronmikroskoopiaga.

2.1.3. Mrgisus

Raudoksiidsete nanoosakeste peamiseks rakendusvaldkonnaks on biomeditsiin, eelkdige
kasutatakse neid magnetilises hupertermias (vt. alajaotis 2.4.2). Antud t60 on osa arendustdost,
kus nanoosakeste |8pprakendus on samuti bioloogilistes slisteemides, seega on osakeste
bioloogiline md&ju ja vdimalik mirgisus materjali juures olulise tahtsusega aspekt.
Nanoosakeste voimalike kahjulike m6jude uurimisega tegeleb nanotoksikoloogia teadusharu.
Materjali toksilisuse vélja selgitamine on kriitilise tdhtsusega biomeditsiinilistes rakendustes,
kus nanoosake voib pdhjustada inimese surma voi tekitada jdddavaid kahjustusi. On labi viidud
mitmeid uuringuid, et vélja selgitada superparamagnetiliste osakeste biosobivust ning nende

interaktsiooni erinevate rakkudega [16]. Tulemused on ndidanud, et raudoksiidete nanoosakeste
10



mirgisus ning jaotumine organismis sdltub tugevalt nende suurusest, pinnakattest ja —laengust
[19]. Naiteks dekstraaniga kaetud ning ka ilma katteta magnetiit-nanoosakesed pohjustasid
rakkude jagunemise aeglustumise ja rakusurma juba 50 pg/ml kontsentratsiooni juures, kuid
albumiin-kattega osakestel ei téheldatud mingit tsutotoksilisust [20]. Lisaks on Kkriitilise
tdhtsusega osakeste stabiilsus, sest aglomeratsiooni tottu vdivad osakesed sadestuda ning

pdhjustada veresoonte ummistumist.

Karlsson et al. vordlesid erinevate metalloksiididest nanoosakeste mdrgilisust in vitro ning
avastasid, et raudoksiidsed nanoosakesed on turvalised ja mittetsitotoksilised
kontsentratsioonis, mille vaartus jaab alla 100 pg/ml [21]. Ankamwar et al. viisid 1&bi uuringu,
milles vaatlesid bipolaarse kattega nanoosakeste mdirgisust harilikes, rinnavahi- ning
gliiarakkudes [22]. Osakesed ei ilmutanud mingeid mirgisuse tunnuseid kontsentratsioonide
vahemikus 0.1 - 10 pg/ml, kuid tsutotoksilisust tdheldati kontsentratsioonidel tle 100 pg/ml.
Lisaks nimetatud tulemustele on avaldatud veel mitmeid uuringuid, mis on ndidanud

raudoksiidsete nanoosakeste ohutust madalatel kontsentratsioonidel [23] [24].

Teisalt vOib raua kuhjumine kindlas kehapiirkonnas pohjustada vdimetust séilitada
homdostaasi, mille potentsiaalseteks tagajargedeks on DNA kahjustumine, pdletiku teke,
oksldatiivne stress ning rakusurm. Samuti vdib ensulm lisosiiim vabastada nanoosakestest
Fe?* ioone. Antud raua ioon v@ib reageerida mitokondris oleva vesinikperoksiidiga voi
hapnikuga ning selle tagajarjel moodustada genotoksilise ning suure reaktsioonivbimega vaba
radikaali. [25]

Hoolimata voimalikest negatiivsetest kdrvalmdjudest on superparamagnetilised raudoksiidsed
nanoosakesed ainsad magnetilised nanoosakesed, mis on saanud heakskiidu kliiniliseks
kasutamiseks. [26]
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2.2. Raudoksiidsete nanoosakeste stinteesimeetodid

Magnetiliste nanoosakeste rakenduslike voimaluste tdttu on kasvanud nende siintees laialt
uuritavaks valdkonnaks. Loodud on nii flusikalisi stunteesimeetodeid, naiteks mehaaniline
jahvatamine ja vaakumsadestamine, kui ka keemilisi stinteesimeetodeid, millest levinumad on
kaassadestamise meetod, sool-geel slintees, termolilisi meetod, mikroemulsioonmeetod ning
hiidrotermaalne stinteesimeetod. Valdavalt eelistatakse raudoksiidsete nanoosakeste loomisel
keemilisi slinteesimeetodeid tdnu suuremale parameetrite (osakeste suurus, kuju, kristallilisus
jms.) kontrollimise vdimalusele. Jargnevalt on vélja toodud méningad enim kasutuses olevad

stinteesimeetodid, nende eelised ning puudused. [27]

Kirjeldatud slinteesimeetodite omadusi kokkuvdttev tabel on toodud kdesoleva peatiki 16pus
(tabel 1).

2.2.1. Termollusi meetod

Raudoksiidsete nanomaterjalide valmistamine termolulsi meetodil on (ks k&esoleva t66
eksperimentaalses osas kasutatud slinteesimeetodeid. See vdimaldab luua monodispersse
suurusjaotusega ning korge kristallilisusega osakesi suures mahus [28]. Antus t60s valiti
stinteesimise labiviimiseks just see meetod, sest nimetatud omaduste tdttu on see meetod

eelistatud viis stinteesimaks osakesi biomeditsiinilisteks rakendusteks [29].

Nanoosakeste loomine termolulsi meetodil pdhineb stabiliseeriva pindisega segatud
metallorgaaniliste Ghendite termilisel lagunemisel orgaanilises solvendis. Kasutatakse kdrge
keemistemperatuuriga solvente, millest levinumad on oktadetseen, dokosaan ning fenul- ja
oktutleeter [30]. Raudoksiidsete nanoosakeste siinteesil kasutatakse metallorgaaniliste
Uhenditena raua karboksilaatsoolasid. Loodud nanoosakeste suurus, kuju ning kristallilisus

sOltuvad reaktsiooni temperatuurist, kasutatud lahteainetest ning nende kontsentratsioonist [28].

Esimesena tutvustas antud meetodit Alivisatos et al., ndidates, et kitsa suurusjaotusega
maghemiit-nanoosakesi on vOimalik sunteesida raud(lll)kupferroon kompleksi (N-

nitrosofeniitilhiidroksiiilamiini Fe** komplekssool) termoliiiisiga trioktiiiilamiinis [31].

Pdhinedes raua karboksulaatide termolidsile, stinteesisid Yu et al. magnetiit-nanokristalle.

Selleks kuumutati FeO(OH) pulbri, oleiinhappe ning 1-oktadetseeni segu 320 °C juures kuni

nm ning olid kitsa suurusjaotusega (o = 5-10 %). [30]
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2.2.2. Kaassadestamise meetod

Kaassadestamise meetod on teine kdesoleva t00 eksperimentaalses osas rakendatud
stinteesimise viis. Tegu on enim publitseeritud superparamagnetiliste raudoksiidsete
nanoosakeste stinteesimise meetodiga, mis pohineb rauasoolade hidroliusil [32]. Esimesena
tutvustasid antud stinteesi kdiku Welo ja Baudisch 1925. aastal [33]. Magnetiidi valmistamiseks
viiakse 2:1 molaarsuhtega Fe3* ning Fe?" ioonid inertses keskkonnas olevasse tugevalt
aluselisesse lahusesse. Antud molaarsuhte séilitamine katse valtel on vajalik, et valtida
mittemagnetiliste  rauvalhendite  (néditeks  gotiidi)  teket. Hapniku eemaldamine
siinteesikeskkonnast on tarvilik Fe?* iooni ning FesOs oksiidatsiooni véltimiseks. Lisaks
vahendab inertse keskkonna loomine saadud osakeste suurust v@rreldes hapnikuga keskkonnas

labiviidud siinteesiga [34].

Magnetiit-nanoosakeste sunteesi reaktsioon on esitatav vorrandiga (5).
Fe**+2Fe* +80H ——Fe,0,+4H,0 (5)

Saadud raudoksiidsete nanoosakeste kuju ning suurus s6ltub kasutatava soola tulbist,
reaktsiooni temperatuurist, lahuse ioontugevusest ja pH véartusest ning Fe?*/Fe®" ioonide
suhtest [35].

Kaassadestamise meetodi suurimaks puuduseks on loodud osakeste lai suurusjaotus, mis
pdhjustab osakeste laia blokeeriva temperatuuri jaotuse, mistdttu ei ole antud osakesed
kasutatavad mitmetes rakendustes. Ometigi valiti k&esolevatod eksperimentaalses o0sas
kasutatavaks stinteesimeetodiks just antud meetod, sest tegu on lihtsa ning odava protsessiga,

mis vBimaldab toota nanoosakesi ka suures mahus.

2.2.3. Mikroemulsioonmeetod

Mikroemulsioon on termodiinaamiliselt stabiilne dispersioon kahest mittesegunevast ainest
(enamasti vesi ja 0li) ning pindaktiivsest ainest [36]. Nendes on pindise monokihiga
umbritsetud veefaas dispergeeritud mikrotilkadena pidevasse 6lifaasi. Antud konfiguratsioonis
on pindise hiidrofoobsed sabad lahustunud &li faasis ning hidrofiilsed pead veefaasis.

Segades kokku kaks soovitud reagenti sisaldavat mikroemulsiooni, nendes olevad mikrotilgad
pidevalt pdrkuvad, liituvad ning katkevad taas [27]. Selline protsess tingib ainete sadestumise,
mis vdimaldab antud meetodiga nanoosakesi slnteesida. Tekkinud osakesi on vdimalik

ekstraheerida lisades mikroemulsioonile solventi, nditeks atsetooni v8i etanooli, ja seejérel segu
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filtreerides voi tsentrifuugides. Raudoksiidsete nanoosakeste siinteesiks segatakse kokku Fe?*

ja Fe** ioone sisaldav mikroemulsioon OH- rilhma sisaldava mikroemulsiooniga [37].

Antud meetodi eelduseks on nanoreaktoritena kaituvad mikrotilgad, mis suletud ruumina
piiravad nanoosakese kasvu ning takistavad aglomeratsiooni slnteesil. Muutes vee, dli ning
pindise molaarsuhet on vdimalik mikrotilkade md6tmeid muuta ning seega ka kontrollida

osakeste suurusjaotust [36].

Mikroemulsioonmeetodi puudusteks on véike saagikus, suure solvendikoguse vajalikkus ning

piiratud reaktsioonimaht.

2.2.4. Hudrotermaalne stintees

Raudoksiidsete nanoosakeste hiidrotermaalne slintees viiakse 1&bi kdrgel rohul (tle 2000 psi)
olevas autoklaavis, kus on voimalik tdsta solventide temperatuuri tile nende keemispunktide.
Selliseid reaktsioone nimetatakse hudrotermaalseteks vaid juhul, kui solvendiks on vesi.
Loodud tingimustes on metallisoolade lahustuvus ning reaktiivsus suuremad Kui
normaaltingimustes, mis tagab korge kristallilisusega nanoosakeste tekke [38]. Antud
meetodiga sunteesitavate nanoosakeste kuju on véimalik kontrollida reaktsiooni temperatuuri,

rohu ning stinteesiprotsessi kestvuse kaudu [39].

Hudrotermaalset slinteesi on vdimalik 1abi viia nii pindaktiivset ainet kasutades, kui ka ilma
pindiseta. Naiteks, Wang et al. avalikustasid ihesammulise hlidrotermaalse slinteesiprotsessi
ilma pindist kasutamata [40]. Reaktsioon viidi 1&bi 140 °C juures ning kestis 6 tundi.
Tulemuseks saadi keskmiselt 40 nm labimd06duga osakestest koosnev FesOs nanopulber.
Seevastu Zheng et al. siinteesisid hlidrotermaalse meetodiga 27 nm suurused magnetiit-

nanoosakesed, kasutades pindaktiivse ainena dioktiitlnaatriumsulfosuktsinaati [41].

2.2.5. Sool-geel meetod

Sool-geel protsess baseerub anorgaanilistel poliimerisatsioonireaktsioonidel ning koosneb
neljast etapist: hddroludsist, polikondensatsioonist, kuivatamisest ning termaalsest
lagundamisest. Molekulaarsete lahteainete (valdavalt metallide alkoksiidide) hidroludsi ning
kondenseerumisega luuakse nanoosakestest sool. Sool on solvendis paiknevate kolloidosakeste
tasakaaluline dispersioon. Sooli edasisel kondenseerumisel on vdimalik tekitada geel, mis
sisaldab metalloksiidide ahelatest koosnevat vorgustikku ning meetodi nimi viitab just sellele

uleminekule, kuid nanoosakeste puhul Klassikalises mottes geeli ei tekitata. Kuna algne
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reaktsioon viiakse labi toatemperatuuril on kristalliseerumiseks tarvilik kuivatud slsteemi
kuumutada. Lisaks aitab materjali termiline t66tlus eemaldada orgaaniliste ainete ja lahustite
jadke. Del Monte et al. nditasid, et kuumutades loodud geeli temperatuuril 400 °C on véimalik

stinteesida y-Fe203 nanoosakesi suurusvahemikus 6 — 15 nm [42].

Slnteesitud nanoosakeste suuruse ning kuju madravad lahteainete kontsentratsioonidest,
kasutatud solvent, temperatuur ning lahuse pH-tase [43] [44]. Antud meetodi eelisteks on madal

reaktsioonitemperatuur, lihtne sunteesimise protseduur ning l6ppsaaduse homogeensus.

2.2.6. Sonokeemiline meetod

Sonokeemia on uurimisvaldkond, milles suure voimsusega ultrahelikiirgus p&hjustab
molekulides keemilisi reaktsioone. Antud nédhtuse pdhjustab vedelikus paiknevate mullide
akustiline kavitatsioon. Mulli 16hknemisel tekib lokaliseeritud kuum punkt réhuga ligikaudu

1800 atm ning temperatuuriga alates 5000 K, mis jahtub kiirusega 10° K/s [45].

Raudoksiidsete nanoosakeste siinteesimiseks sonokeemilisel meetodil lastakse fikseeritud
sagedusega helilaineid labi vastavaid orgaanometallilisi lahteaineid sisaldavast lahuse.
Saadakse poorne amorfne materjal, mis koosneb aglomereerunud osakestest [45]. Kristallilise

materjali saamiseks on tarvis antud pulbrit Id6mutada.

Vijayakumar et al. slinteesisid sonokeemilise meetodiga FesO4 pulbri, mille osakeste suurus oli
ligikaudu 10 nm [46]. Selleks nad sonikeerisid 20 kHz sagedusega vesilahuses olevat

raud(Il)atsetaati, mis paiknes inertses keskkonnas.

Sonokeemiline slinteesimismeetod vdimaldab luua monodispersseid raudoksiid nanoosakesi,

mille m66tmed on lihtsasti kontrollitavad, kuid antud protsessi saagikus on véike.
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2.3. Raudoksiidsete nanoosakeste funktsionaliseerimine

Raudoksiidsete nanoosakeste suurusest tulenevad erilised magnetomadused on loonud
laialdasi  kasutusvdimalusi nii  toostuslikes kui ka meditsiinilistes rakendustes.
Ferrovedelikuna on antud osakesi kasutatud erinevate seadmete vonkumiste summutamiseks
ja nende jahutamiseks, vedela laagrina ning po6rdvolli tihendina [48]. Uuemateks
toostuslikeks rakendusteks on mikrokdlarite ehitamine, mille diafragma suurus on alla 50
mm; vaiksemate ning kvaliteetsemate kuulmisabide tootmine; arvuti kdvaketta tihendamine
ning ka DWDM optiliste filtrite loomine, mida kasutatakse andmeedastuses suurte kiiruste

vOimaldamiseks [49].

Raudoksiidseid nanoosakesi uuritakse tanu nende paljulubavatele rakendustele ka
biomeditsiiniliseks kasutamiseks. Suuresti just superparamagnetiliste raudoksiidsete
nanoosakeste nahtav potentsiaal on tinginud uue Kiiresti areneva nanomeditsiini valdkonna
tekke. Meditsiinilistes rakendustes on tdhtis tagada osakeste biosobivus ning
monodisperssus, et osakesed oleksid Uhtlaste omadustega. Kasutatavad nanoosakesed
funktsionaliseeritakse ehk nende pind kaetakse kihiga, mille kilge on vdimalik
kvantitatiivselt siduda rakendusteks vajalikke biomolekule. Pinnakatte lisamine p&hjustab
raudoksiidsetes nanoosakestes mitmeid muutuseid, mis on tarvilikud nende

biomeditsiinilisteks rakendusteks:

e suurendab osakeste stabiilsust, vahendades aglomeerumist, mis on tingitud
hiidrofoobsest pinnast ning suurest eripinnast;

e parandab osakeste keemilist stabiilsust;

e vOimaldab kaetud osakese ning ravimimolekuli v&i ligandi konjugeerumist;

e vihendab nende toksilisust ning suurendab biolhilduvust [50].

Pinna katmiseks kasutatakse orgaanilisi molekule, naiteks pindiseid vdi pollimeere, ning

mitmeid anorgaanilisi materjale, nditeks ranidioksiidi, metalle, metallioksiide voi —sulfiide.

2.3.1. Orgaanilised katted
Orgaanilisi katendeid kasutatakse valdavalt raudoksiidsete nanoosakeste sinteesi véltel voi
vahetult pérast seda, et takistada nende aglomeerumist. Pindised ja polimeerid ja&vad
magnetilise nanoosakese pinnale the- vOi kahekordse kihina, mis loob eelkdige steerilise
tdukejou, et tasakaalustada osakeste vahelised van der Waalsi ja magnetilised tdmbejoud
[51].
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Kasutades katmiseks pindiseid voi poliimeere sdilivad nanoosakeste magnetilised omadused
ning ka kattematerjali enda algsed omadused. Lisaks varustab orgaaniline katend osakest
funktsionaalrihmaga, mille kiilge on edasisteks rakendusteks vdimalik siduda soovitud

bioloogilist ainet, néiteks antikehi, proteiine, DNA-d vdi ensttime [51].

Enim kasutatakse magnetiitosakeste katmiseks poliimeere, mis sisaldavad karboksudlhappe,
fosfaatide voi sulfaatide funktsionaalrihmasid [4]. Sellised poliimeerid on naiteks
pollpdrrool, poltaniliin, poltalkadltstianoakriilaat, poltpiimhape, poliglukoolhape ning

neile vastavad kopolimeerid.

Orgaaniliste katetega nanoosakeste puudusteks on nende leostumine happelistes lahustes, mis
pohjustab nende magneetumuse ndrgenemise, ning vadhene stabiilsus korgetel

temperatuuridel ja hapniku kdes [52].

2.3.2. Anorgaanilised katted
Osakeste funktsionaliseerimiseks kasutatakse anorgaanilistest materjalidest erinevaid
metalle, metallioksiide vOi -—sulfiide. Raudoksiidseid nanoosakesi kaetakse enim

ranidioksiidi ning kullaga.

Ranidioksiidist kate on korge hudrofiilsuse ja biothilduvusega ning stabiliseerib magnetilisi
nanoosakesi kahel moel. See peatab osakeste vahel mdjuva magnetilise dipool-vastasmdju
ning negatiivse laengu téttu véimendab see nanoosakeste vahelist elektrilist tdukejdudu [53].
Erinevalt orgaanilistest pinnakatetest hoiab réanidioksiidi kasutamine kolloidosakesi
stabiilsena erinevate pH-vaartuste ning elektrollitide kontsentratsioonide juures [54].
Ranidioksiid-katte suur eelis on pinnale ja&va silanoolrihma olemasolu, mis vdimaldab
lihtsalt siduda endaga alkoholi vGi silaani sidestusreagente, mille kiilge saab kovalentselt

siduda bioaktiivseid molekule.

Néiteks Uhendasid Lu et al. silaankattega raudoksiid nanoosakeste kilge kaks erinevat
fluorestsents-vérvainet, kasutades sidestusreagendina 3-aminopropudltrietoksisilaani.
Varvainete otsene Uhendamine rauast tuuma kilge pdhjustab luminestsentsi nGrgenemise.
[55]

Uks naide tildkasutuses olevast ranidioksiidkattega raudoksiid nanoosakesest on kontrastaine
GastroMark (ferumoxsil). Antud tootes on kaassadestamise meetodiga loodud 10 nm

diameetriga raudoksiidsed nanoosakesed  kaetud inertse réniuhendiga [3-(2-amino-
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etiilamino)propudl]trimetokstlaat. Loodud segu tarbitakse 600 mL kaupa (sisaldab 105 mg
rauda), et parandada soolestikust magnetresonantstomograafiaga tehtud pildi kontrastsust.
[56]

Raudoksiidsete nanoosakeste katmine kullaga parandab nende funktsionaalsust ning takistab
osakese okslidatsiooni, kuid saavutatav kattekihi paksus ei ole piisavalt suur, et takistada
kolloidosakeste agregeerimist. Selleks seotakse stnteesimise kéigus osakese pinnale

iooniline ligand, mille elektriline laeng pohjustab nanoosakeste tdukumist.

Kuldkattega nanoosakesed on kdrge rakendusliku véartusega, sest nad on madala
reaktiivsusega ning nende pinda saab siduda tioolrihmadega, mis vdimaldavad luua

materjale, mida saab kasutada kataltditilistes ning optilistes rakendustes [57].
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2.4. Nanoosakeste karakteriseerimise meetodid

2.4.1. Skaneeriv elektronmikroskoopia

Skaneeriva elektronmikroskoobi (SEM) t66p6himdte baseerub kiirendatud elektronkimbu
suunamisel uuritavale objektile. Antud kiir liigutatakse rida-realt tile proovi, et saada kujutis
terve objekti kohta. Elektronide ja aine vastasmdju tulemusena peegelduvad materjalist kbrge
energiaga elektronid ning litakse valja ka madala energiaga sekundaarelektrone. Nende arvu
ja energiat anallisides on vdimalik saada informatsiooni uuritava proovi topoloogia ning
keemilise koostise kohta. SEM-i eelisteks on objekti kerge prepareerimine, suur
stigavusteravus ning lahutusvdime, mis v@imaldab uurida nanosuuruses objekte. Halva
elektrijuhtivusega materjalide puhul on enamasti vajalik proovi katmine juhtiva kihiga, et

hoida &ra pinna laadumisest tulenevaid signaalide moonutusi.

2.4.2. Transmissioonelektronmikroskoopia

Transmissioonelektronmikroskoop (TEM) on Uks enim nanoosakeste karakteriseerimiseks
kasutatud seadmeid. Sarnaselt SEM-iga kasutab TEM proovist kujutise loomiseks
kiirendatud elektronide voogu, mis tekitatakse elektronkahuriga. Informatsiooni objekti
kohta saadakse materjali l&bivatest elektronidest, mis fokuseeritakse vastavale sensorile.
Seega on tarvilik, et uuritav proov oleks elektronide l&bimise vOimaldamiseks piisavalt
Ohuke. TEM-i eeliseks SEM-i ees on suurusjargu vorra kdrgem maksimaalne lahutusvdime
(ligikaudu 0.2 nm) ning vdimalus saada informatsiooni materjali sisemise struktuuri kohta.
Vorreldes SEM-iga on antud meetodil kdrgem hind ning proovide ettevalmistamise protsess

ja modtmise teostamine keerukam.

2.4.3. Footonkorrelatsioon-spektroskoopia

Footonkorrelatsioon-spektroskoopia on dinaamilisel valguse hajumisel (ingl. k dynamic
light scattering ehk DLS) pohinev meetod, mille abil on vdimalik mé&&rata osakeste
suurusjaotust. Antud meetodiga uuritakse molekule ja osakesi, mis on dispergeerunud voi
lahustunud vedelikus. Suspensioonis paiknevate osakeste Browni liikumine pdhjustab
pealelangeva kiirguse hajumist erinevatel intensiivsustel. Kasutades Stokes-Einsteini seost
(vorrand 6) on vdimalik mdddetud kiirguse intensiivsuse poOhjal arvutada osakeste

diameetrite vaartused [58].

kgT
Dh= B /37T77Dd (6)
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Antud vorrandis D tahistab hidrodiinaamilist diameetrit, T temperatuuri, ks on Boltzmanni
konstant, n on vedeliku diinaamiline viskoossus ning D4 on mddtmise tulemusena saadud
difusioonikoefitsent. Footonkorrelatsioon-spektroskoopia eeliseks on meetodi lihtsus ja

kiirus ning vdimalus modta osakeste suurust, mille diameeter on vdhemalt 0.6 nm [58].

2.4.4. Infrapunaspektroskoopia

Infrapunaspektroskoopia on vonkespektroskoopia meetod, kus mdddetakse infrapunase
valguse neeldumist uuritavas aines. Infrapunanevalgus on elektromagnetkiirgus, mille
lainepikkus jaéb ligikaudu vahemikku 700 nm kuni 1 mm. Antud meetod p6hineb teadmisel,
et molekulid neelavad vaid teatud resonantssagedusel vonkuvaid laineid. Nimetatud sagedus
sOltub molekulis olevatest kovalentsidemetest, mis vastava kiirguse neeldumisel ergastuvad.
Kuna erinevatel sidemetel on resonantssageduse vééartus erinev, siis on neeldumisspektri jargi
vOimalik tuvastada, milliseid keemilisi sidemeid antud materjalis leidub. Seega on
infrapunaspektroskoopia rakendatav proovi keemilise koostise kindlakstegemiseks. Antud
meetodi loomusest tingituna ilmutavad end spektris vaid infrapuna-aktiivsed vonkumised
ehk vonkumised, mille k&igus molekuli dipoolmoment muutub. Sellest hoolimata on tegu
kiire ning mittedestruktiivse karakteriseerimismeetodiga, millega on véimalik analtiiisida

erinevates agregaatolekutes aineid.

Ké&esoleva t60 eksperimentaalses osas on kasutatud norgendatud téieliku sisepeegelduse,
Fourier’ teisendusega infrapunast spektroskoopiat ehk ATR-FT infrapunaspektroskoopiat.
Antud erimeetod pdhineb taieliku sisepeegelduse ndhtusel ATR-kristallis, mille peale
asetatakse proov. Kristalli sisemusest juhitakse uuritava aine pinnale infrapunakiirgust
kriitilise nurga all, et toimuks sisepeegeldumine. Osa antud kiirgusest l&bib dhukest kihti
proovis ning seejarel peegeldub tagasi. Tagasipeegeldunud Kiirgus suunatakse detektorisse,
mille tulemusena saame aine neeldumisspektri. Fourier’ teisendust rakendatakse spektri
mootmisel, et seelébi kiirendada mdotmisprotsessi ning parandada spektri kvaliteeti labi
signaali-mira suhte suurendamise. ATR infrapunaspektroskoopia eeliseks on lihtsus, sest

proovi ei ole tarvis ette valmistada ning spektreid saab mddta nii tahkistest kui vedelikest.
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2.5. Raudoksiidsete nanoosakeste rakendused

2.5.1. Magnetresonantstomograafia

Magnetresonantstomograafia on laialt levinud kujutiste tekitamise meetod, mis suudab
eristada patoloogilist ning tervet kude, pdhinedes vesiniktuumade relaksatsiooni omadustele
vees. Erinevate keha sisemiste struktuuride paremaks eristamiseks manustatakse
kontrastainet. Enim kasutatakse selleks gadoliiniumil baseeruvaid segusid, kuid antud thendi
puudusteks on Gd*' ioonide potentsiaalne miirgisus, madal relaksiivsus ja liihike
poolvédartusaeg [59]. Tanu superparamagnetilistele omadustele, korgele relaksiivsusele,
stabiilsusele, biosobivusele ning pinna funktsionaliseerimise vdimalusele on nendele
sobivaks asenduseks raudoksiidsed nanoosakesed. Nende aplitseerimine vdimaldab avastada
progresseeruvat haigust juba varajases staadiumis. Sobiva kontrastaine kasutamine

vOimaldab visualiseerida erinevaid rakutttipe ning isegi molekule [60].

Praeguseks on turul mitmeid tooteid, mis koosnevad 3 - 6 nm suurustest raudoksiidsetest
tuumadest ning 20 — 150 nm hudrodiinaamilise diameetriga dekstraani kattest, mis on saanud
loa in vivo kasutamiseks MRT kontrastainena. Méned néited on Feridex, GastroMark,

Combidex ja Sinerem. [61]

Kuna inimkeha on veerikas stisteem muutub in vivo rakendustes raudoksiidse osakese
hidrodinaamiline suurus palju tahtsamaks kui kuiva oleku suurus. Seet6ttu
klassifitseeritakse raudoksiidsetel osakestel pdhinevad kontrastained hudrodinaamilise
diameetri jargi kaheks. Osakesi, mille hiidrodiinaamiline suurus on tle 40 nm nimetatakse
vaikesteks raudoksiidi osakestest ning osakesi, mille hiidrodiinaamiline suurus on alla 40 nm

nimetatakse ulivaikeseks raudoksiidi osakesteks [62].

Makrofaagisusteem votab véikesed raudoksiidi osakesed Kkiiresti enda sisse ning need
kogunevad seejarel maksa vOi porna, kuna antud organite t60 on puhastada verd
voorkehadest. Seetdttu ongi vaikeseid raudoksiidi osakesi valdavalt arendatud kahjustuste ja
kasvajate avastamiseks maksas. Kaks antud néhtusel pdhinevat juba miuugil olevat

kontrastainet on eelmainitud GastroMark ning Feridex.

Ulivaikesed raudoksiidi osakesed ei kogune oma suuruse tdttu makrofaagisisteemi nii
kiiresti, vaid pusivad kauem vereringluses. On leitud, et raudoksiid-nanoosakesed, mis on

vaiksemad kui 10 nm kogunevad limfisdlmedes, tekitades seal hiipointensiivse signaali [63].
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Tanu sellele on vdimalik kasutada ulivaikeseid raudoksiid-nanoosakestel baseeruvaid

kontrastaineid limfi s6lmede metastaaside uurimiseks.

Lee et al. kasutasid Ulivaikeste raudoksiidsete osakeste vereringluses pusimise pikka
kestvust, et avastada rinnakasvajat in vivo, kasutades selleks loodud FesOs nanoosake-
hertseptiin sondi. [64]

2.5.2. Magnetiline hlipertermia

Magnetiline hupertermia on véhiravimeetod, mis pdhineb magnetiliste nanoosakeste
kuumenemisel vahelduvas vélises magnetvéljas. Selleks manustatakse magnetilisi
nanoosakesi, mis satuvad rakkudesse endotsiitoosi teel ning kuhjuvad sealsetes vesiikulites
[65]. Vaélise korgsagedusliku vahelduva magnetvalja rakendamisel antud osakesed
kuumenevad tanu Néeli ja Browni relaksatsioonist tingitud soojuslikele kadudele [65].
Lokaalne temperatuuri-tdus pdhjustab vahiraku surma ilma Gmbritsevat kudet oluliselt
kahjustamata.  Magnetilisi  nanoosakesi  sisaldav ~ vahirakk néitab  apoptoosile
(programmeeritud rakusurmale) iseloomulike tunnuseid temperatuurivahemikus 41 °C - 47

°C ning nekroos (programmeerimata rakusurm) toimub temperatuuridel tle 50 °C [65].

Hupertermiat rakendatakse koos teiste véhiravimeetoditega, et ravi efektiivsust suurendada.
Uuring, mis koosnes 112 ajukasvajaga patsiendist, néitas, et katseisikud, keda oli ravitud
kiiritusteraapiaga ning hupertermiaga elasid kaks korda kauem kui need, kes said ainult
Kiiritusravi [66].

Rosensweig néitas, et kuumutamiskiirus sdltub tugevasti superparamagnetilise nanoosakese
suurusest [67]. Monodispersse magnetiit-nanoosakeste korral tdéheldas ta kuumutamiskiiruse
jarsku tdusu 14 nm diameetriga osakeste korral. Antud vaartus ei s6ltunud rakendatud
magnetvalja intensiivsusest. Samuti néitasid Rosensweigi arvutused, et osakeste
suurusjaotuse laienemine pohjustab jarsu kuumutamiskiiruse languse. Seega on Kriitilise
tdhtsusega leida sobiv meetod monodispersse jaotusega ning kdrge biouhilduvusega

superparamagnetiliste nanoosakeste stinteesiks.

Yallapu et al. 16id vesilahustuvad superparamagnetilised nanoosakesed, mida saab kasutada
korraga magnetresonantstomograafias, hupertermias ning ravimite kehasiseseks
transpordiks. Osakesed stinteesiti kaassadestamise meetodil ning kaeti 3-tstiklodekstriiniga

ning poloksameeriga. Antud osakesed on kdrge stabiilsuse ja rakulise omastatavusega,
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suurendavad magnetresonantstomograafias loodava kujutise kontrasti ning kuumenevad

valises vahelduvas magnetvaljas Kiiresti. [68]

2.5.3. Ravimite suunamine

Ravimite suunamine on farmakoteraapias kasutatav kaasaegne protseduur, mis vdimaldab
mdojutada ravimite liikumist organismi kehas. Eriti atraktiivne on antud meetod keemiaravis,
kus kasvaja ravimisel jaotub kasutatud medikament terve inimese keha peale, pdhjustades
mitmeid negatiivseid kdrvalmdjusid. Ravimite suunamine vBimaldab neid mdjusid véltida,
tagades ravimite litkumise ainult soovitud kohta, nende plsimise seal ning seega véhendades

ka kasutatavat doosi.

Raudoksiidsete nanoosakeste superaparamagnetilised omadused ning vdimalus siduda
pinnakatte kilge ravimeid teeb neist eelistatud materjali ravimite transpordiks. Neid on
voimalik suunata haiguskoldesse kasutades selleks vélist magnetvélja. Antud protsessi juures
on Kriitilise tahtsusega osakeste suurusjaotus, pinnakeemia ning magnetilised omadused. On
leitud, et osakesed, mille diameeter on tle 100 nm, eemaldatakse makrofaagisiisteemi poolt
kiiresti vereringlusest, mis takistab nende kasutamist ravimikandjana [69]. Teisalt, kui
osakeste diameeter jadb alla 10 nm eemaldatakse need neerude poolt [69]. Seega on
optimaalseim suurus 10 — 100 nm, sest antud md6tmete juures suudab osake ka kehas olevaid
vaikesed kapillaare labida [37]. Lisaks on raudoksiidsete nanoosakeste efektiivsust kerge
jalgida, uurides osakeste jaotust kehas magnetresonantstomograafiaga. 2011. aastal
labiviidud uuring néitas, et valise magnetvélja abiga jouab 6 kuni 10 korda rohkem ravimit

kasvajakoldesse [70].

Llbbe et al. sistisid epirubitsiiniga hendatud 100 nm diameetriga raudoksiid nanoosakesed
kopsuvéhiga ning neerurakulise vahiga rottide reieveeni vélises magnetvaljas tugevusega
0.2 T. Nad avastasid, et kogus, mis oli 5 % roti verehulgast, pdhjustas tédieliku kasvaja
taandumise. Samas oli kasvaja taandumist téheldada ka 0.5 % kogusega. Téheldatavad
korvalefektid olid minimaalsed ning esinesid doosidega, mis uletasid 10 % roti keha
verehulgast. Nimetatud kdrvalefektid olid unitbbi, vahenenud toidu tarbimine ning kasvaja

juures oleva naha hallikaks muutumine. [71]

Esimesed inimkatsed tehti 1996. aastal Libbe et al. poolt, kus 14 patsienti manustas
erinevates kogustes epirubitsiiniga Ghendatud raudoksiid nanoosakesi. Tulemused néitasid,

et ravimid suudeti edukalt kasvajakoldesse suunata vaid pooltel patsientidel.
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Korvalefektidena esines osadel patsientidel naha hallikaks muutumine kasvaja tiimbruses ning
uhel patsiendil esinesid kiilmavérinaid. Raudoksiidsete nanoosakeste kuhjumist maksas ei

taheldatud, mis viitab nende kasutamise turvalisusele ravimite transpordil. [72]

2.5.4. KatalUsaatorid

Katalusaator on aine, mis kiirendab keemilise reaktsiooni toimumist ning vahendab selleks
kuluvat energiat. Katallisaatorit nimetatakse homogeenseks, kui ta on samas faasis
lahteainetega ning heterogeenseks, kui ta on erinevas faasis. Homogeense katallisaatori
eeliseks on suurem reaktsioonikiirus, kuid erinevalt heterogeensest kataltisaatorist on teda
vdga keeruline reaktsioonikeskkonnast eemaldada. Seetdttu kasutab enam kui 80 % vastavast
toostusest heterogeenseid katalUsaatoreid, hoolimata nende keemilisest ebaefektiivsusest
[73]. Taaskasutamise vBimaluse puudumine on Kriitiline probleem, sest kataltisaatorid on

uldiselt véaga kallid.

Heterogeensete KkatalUsaatorite  korduvkasutamise v@imaldamiseks seotakse need
magnetiliste nanoosakeste kilge. Tanu superparamagnetilistele omadustele on voimalik
katalusaatorid reaktsioonisegust kokku koguda ning valise magnetvalja eemaldamisel
dispergeeruvad nanoosakesed taas stabiilselt segusse. Lisaks on antud osakeste eeliseks suur
eripind, mis kiirendab reaktsioonikiirust veelgi. Seetdttu on nanosuuruses raudoksiidsed

osakesed margatavalt efektiivsemad kui mikromddtmetes osakesed [74] .

Magnetiit- ning hematiit-nanoosakesi kasutatakse katalisaatorina mitmetes olulistes
tehnoloogilistes protsessides, néiteks NHs sunteesis (Haberi protsess), vee ja gaasi
vahetusreaktsioonis, maagaasi desulfureerimises, alkoholide okstideerimises ning butadieeni
masstootmises [4] [75] [76].

Eraldi téhtsa rakendusena voib vélja tuua kasutuse hiidrogeenimises, mis on protsess, mille
kaigus keemilisele elemendile v6i uhendile lisatakse molekulaarne vesinik. Hudrogeenimist
kasutatakse peenmetalli tootmiseks, soettostuses sOe vedeldamiseks ning toiduttostuses
killastunud rasvade tootmiseks. Ying et al. siinteesisid silaankattega silaanitud hematiidi
nanoosakesed mikroemulsioonimeetodil ning funktsionaliseerisid antud osakesed amiiniga,
mille kiilge sidusid omakorda pallaadium nanoosakesed [77]. Saadud Ghendit Pd/NH2-SiO-
Fe2Os kasutati nitrobenseeni kataltititiliseks hidrogeenimiseks. Kasutatud kataliisaatoriga

saavutati pea viiekordne reaktsioonikiirus vorreldes kommertsliku Pd/C katallisaatoriga
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(vastavalt 0.39 umols™? ning 0.08 pmols™). Samuti takistas see pallaadium-nanoosakeste

agregeerumist ning vdimaldas osakesed taaskasutamiseks magnetiliselt kokku koguda.

2.5.5. Kéesolevas t60s stinteesitud nanoosakeste planeeritud rakendused

Eelnevates peatiikkides anti llevaade superparamagnetiliste raudoksiidsete nanoosakeste
enimlevinud rakendustest. Ké&esoleva peatiiki eesmark on valja tuua moned konkreetsemad
kasutusalad, milles planeeritakse rakendada antud projekti raames loodavaid nanoosakesi.
Spetsiifilise rakenduse jaoks on tarvis ka osakest vastavalt funktsionaliseerida. Néited
maoningatest Ghenditest, mida teatud konkreetse rakenduse jaoks on v@imalik raudoksiidse

nanoosakese kilge siduda, on toodud joonisel 3.

Joonis 3. Naide erinevate rakenduste jaoks funktsionaliseeritud pinnakattega
nanoosakesest. A — antikehad; B — enstiimid; C — madalmolekulaarsed tihendid; D
— katallisaatorriihm.

Uheks innovaatilisemaks kasutusalaks on bioaktiivse pesupulbri loomine, mida on vGimalik
korduvkasutada. Antud rakendus pdhineb raudoksiidsetel nanoosakestel, mille kilge on
seotud enstiimid, mis voimaldavad antud ainel puhastada pesumasinas olevaid riideid. Parast
pesutstiklit on tdnu nende magnetilistele omadustele voimalik kasutatud pesuaine

plsimagnetiga kokku koguda ning uuesti kasutada. Antud metoodikat arendab Tartu
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Ulikooli spin-off ettevte GreenBead, mis palvis vastava ideega v&idu rahvusvahelise

kvaliteediinnovatsiooni konkursil Stockholmis [78].

Loodavaid nanoosakesi planeeritakse rakendada projektis ,,Mobiilne sensorsiisteem
glufosaadijaékide kiireks maaramiseks veekogudes ja pinnavees,” mille partnerid on Keemia
Instituudi  kolloid- ja keskkonnakeemia @ppetool (Toonika Rinken, PhD) ning
Keskkonnaministeeriumi Keskkonnaamet. Antud projekti eesmark on vélja tdttada
superparamagnetiliste nanoosakeste abil biosensorid, mida saaks kasutada gliifosaadi in situ
detekteerimiseks ning seejarel oleks voimalik kasutatud biosensorid magnetiliselt kokku
koguda. Nimetatud rakendus on aktuaalne, sest glufosaat on Euroopia Liidus liigitatud
keskkonnale ohtlike ainete Kklassi ning voib keskkonda sattudes kujutada ohtu

elusorganismidele. Tegu on tegu enim kasutatava pestitsiidiga maailmas [79].

Slnteesitavaid raudoksiidseid nanoosakesi planeeritakse arendada katallisaatoritena
kasutamiseks Klikk-keemias (ingl. k click chemistry). Tegu on keemilise slinteesi
kontseptsiooniga, mis Kkirjeldab korge reaktsioonikiiruse ja saagikusega ning lihtsa
metoodikaga  reaktsioone.  Kattes  kdesoleva  projekti  raames  slnteesitud
superparamagnetilised nanoosakesed vase kompleksiihendiga saame klikk-keemilisteks
rakendusteks sobiva Kkatallsaatori, mida on vdimalik magnetiliselt kokku korjates

taaskasutada.

Samuti on sisulist huvi raudoksiidsete nanoosakeste vastu naidanud biotehnoloogiafirma
Icosagen Cell Factory OU planeeritava projekti "Antikehade ja superparamagnetiliste
osakeste konjugaatide loomine” raames. Antud firma on huvitatud antikehade sidumisest
stinteesitud nanoosakeste kiilge ning vastavasuunalisest arendustfost. Partneri huvidest

tulenevalt ei kuulu loodud osakeste edasist kasutamist puudutavad detailid avalikustamisele.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1. Eksperimentides kasutatud ained ja seadmed

3.1.1. Eksperimentides kasutatud ained

Eksperimentides kasutati jargnevaid kemikaale:

e Vesinikkloriidhape HCI, tootja Sigma-Aldrich, katalooginumber 30721-2.5L

e Isopropanool (CH3)2CHOH, tootja Sigma-Aldrich, katalooginumber
24137-2.5L-R

e Heptaan C7Has, tootja Fluka Analytical, katalooginumber 51760-2.5L

e Ksilleen CsHa(CHsa)z, tootja Kemet RV

e Tetraetltlortosilikaat Si(OCzHs)s, tootja Acros Organics, katalooginumber
420360010

e  Ammooniumhidroksiid NH4OH, tootja Sigma-Aldrich, katalooginumber 338818-
SML

e Heksaan CsHui4, tootja Sigma-Aldrich, katalooginumber 208752-2.5L

e Tolueen CeéHsCHs, tootja Lach-Ner

e Rauddikloriid FeClz valmistati Monaghani ning Fanningu esitatud protokolli jargi,
pohinedes Paslode toodetud raudnaelte reaktsioonil vesinikkloriidhappega [80]

e Raudtrikloriid FeCls, tootja Fisher Chemical, katalooginumber 10025-77-1

3.1.2. Eksperimentides kasutatud seadmed

3.1.2.1. Skaneeriv elektronmikroskoop

Nanoosakeste visualiseerimiseks kasutati TUFI nanostruktuuride flitisika labori skaneerivat
elektronmikroskoopi FEI Nova NanoSem 450 (vt. lisa 1). Antud seadme resolutsioon
madalpingel piisava vaakumi korral on 1.4 nm. M&0tmised sooritati kiirendava pinge
vahemikus 3-10 kV ning suurendusega kuni 350 000 korda. Proovide ettevalmistamiseks
kasutati vurrkatmise meetodit. Uuritavat ainet pipeteeriti eelnevalt puhastatud vurrkatturil

pOorlevale raniplaadile. P&orlemise 10ppedes tbsteti ranialus koos prooviga ahju, et
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kiirendada solvendi aurustumist. Piisava aja moodudes oli voimalik nanoosakesi skaneerivas

elektronmikroskoobis uurida, ilma sealset vaakumit rikkumata.

3.1.2.2. Transmissioonelektronmikroskoop

Lisaks kasutati nanoosakeste visuaalseks karakteriseerimiseks ka Tartu Ulikooli Molekulaar
ja Rakubioloogia Instituudile kuuluvat transmissiooni elektronmikroskoopi FEI Tecnai G2
Spirit Biotwin (vt. lisa 2). Seade opereerib pingetevahemikus 20 kV kuni 120 kV, suudab
saavutada kuni 300 000-kordse suurenduse ning véimaldab luua uuritavast objektist ka 3D
kujutise. Nimetatud mikroskoopi on vdimalik konfigureerida kasutamiseks ka skaneeriva
transmissioonelektronmikroskoobina. Uuritav proov pipeteeriti eelnevalt spetsiaalsele vasest
valmistatud ja susinikkilega kaetud vGrgule, mille eesmérk on mddtmise valtel juhtida eemale

kiirendatud elektronide poolt tekitatud elektrostaatilist laengut ning soojust.

3.1.2.3. Footonkorrelatsioonspektromeeter

Osakeste suurusjaotuse maaramiseks suspensioonis kasutati
footonkorrelatsioonspektromeetrit Malvern Zetasizer Nano ZSP (vt. lisa 3). Antud seade
mdddab osakestelt tagasi hajunud valguse abil nende omadifusiooni ning arvutab Stokes-
Einstein vOrrandi kaudu nanoosakeste suurused. Seade vOimaldab modta osakesi
suurusvahemikus 0.3 nm kuni 10 mikronit ning minimaalne mdddetav suspensiooni maht on
12 pl. Mddtmiseks tuli eelnevalt osakeste suspensiooni lahjendada, sest antud seadme
mdodtemetoodika ei vdimalda liialt kdrge kontsentratsiooniga proovi korral korrektseid
tulemusi saada. Lahjendamise jargselt paigutati osakeste suspensioon spetsiaalsesse klaasist

kivetti, mis asetati mootmiseks footonkorrelatsioonspektromeetrisse.

3.1.2.4. Infrapunaspektromeeter

Infrapunaspektrite mdotmiseks kasutati infrapunaspektromeetrit Bruker Platinum Vertex 70,
millele oli téieliku sisepeegeldumise voimaldamiseks lisatud Bruker Platinum ATR lisaseade
(vt. lisa 4). Antud instrumendiga on kristallina kasutatud teemantit ning modtmisi on
voimalik labi viia piirkonnas 8000 — 10 cm™. Nimetatud katseseadmega mdddeti kdigi

stinteesiproovide neeldumisspektrid. Osakesed mdddeti suspensioonina, nende eelnev
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tootlemine ei olnud vajalik. Kirjandusele baseerudes valiti k&igi proovide jaoks

mdotmisvahemikuks 4000 cm™ kuni 400 cm™.

3.1.2.5. Sonikaatorid
Sonikeerimine on erinevate nanoosakeste sunteesimeetodite puhul laialdaselt kasutatav
meetod, mis vdimaldab dispergeerida osakesed lahuses ning takistab nende aglomeerumist.

Nanoosakeste sonikeerimiseks kasutati kahte erinevat ultraheliseadet.

Madalamal vdimsusel sonikeerimiseks kasutati ultrahelivanni SONOREX Digital 10 P, mis
on toodetud firma Bandelin poolt (vt. lisa 5). Antud sonikaator genereerib sagedust 35 kHz,
vOimaldab reguleerida temperatuuri vahemikus 20-80 °C, mahutab kuni 3 L vedelikku ning
tekitab kdorgsageduslikku heli véimsustel 12-120 W. Nanoosakeste dispergeerimiseks lahuses

asetati need suletud kolvis paiknevana ultrahelivannis olevasse vette.

Ka&rgematel vBimsustel sonikeerimiseks kasutati Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis olevat
ultrahelisondi Bandelin Sonopuls HD 2070. Antud seadmega on vdimalik korraga
sonikeerida kuni 200 ml proovi ning see tekitab kdrgsagedusliku heli véimsusvahemikus 7-
70 W ja sagedusel 20 kHz, Sondina kasutati mudelit MS 73 (#529), mille pikkuseks on 529

mm ning ava diameetriks 3 mm.

3.1.2.6. Tsentrifuug

Silnteesitud nanoosakeste véljasadestamiseks lahusest kasutati Heraeus Multifuge X1R
(Thermo Scientific) tsentrifuugi (vt. lisa 6). Tsentrifuugimine on vajalik nanoosakeste
valjasadestamiseks loodud suspensioonist. Antud tsentrifuug véimaldab péorelda sagedusel
15200 pooret minutis, genereerida 25830-kordse raskuskiirenduse ning reguleerida
temperatuuri vahemikus -10 °C kuni 40 °C. Antud eksperimentide korral kasutati tsentrifuugi

toatemperatuuril ning 10000 G kiirendusega.
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3.2. Raudoksiidsete nanoosakeste siintees

3.2.1. Termollsi meetod

Antud t60s kasutatud nanoosakeste stinteesimeetod pShineb Yu et al. publitseeritud artiklil
[30]. Reaktsioonis kasutati katseskeemi, mis on illustreeritud t60 lisades (lisa 7). Reaktsioon
toimus 300 ml mahuga kolmekaelalises Umarapdhjalises kolvis, mille kaeladesse paigutati
tagasijooksuga jahutid, et tagada segu tagasikeetmine. Temperatuuri jalgimiseks ja
reguleerimiseks kasutati kuumutusmantlit, mis paiknes kolvi all ning termoelektrilist
termomeetrit, mis paigutati segusse labi Gihe &armise kolvikaela. Reaktsioonisegu segamiseks
kasutati mehaanilist segajat koos segamisvardaga, mis asetati labi keskmise kolvikaela.

Kolmas kael suleti polimeermaterjalist korgiga hermeetiliselt.

Raua lahteainena kasutatud FeO(OH) (7.48 g) segati tUmarapdhjalises kolvis kokku
oleiinhappega (94.92 g) ning 1-oktadetseeniga (210 g). Antud segu kuumutati 300 °C-ni ning
hoiti konstantsel temperatuuril mehaaniliselt segades 50 minutit. Selle aja jooksul muutus
algselt must-pruunikas segu selgeks pruuniks. Seejarel kuumutati sequ 320 °C temperatuuril
ks tund, mille jooksul see muutus mustaks. Raudoksiidsete nanoosakeste ekstraheerimiseks
viidi toatemperatuurini jahtunud reaktsioonisegu 8x50 ml mahuga tuubidesse. Igasse tuubi
lisati 10 ml reaktsioonisegu ja 40 ml isopropanooli, mis segati tuube raputades. Seejérel segu
tsentrifuugiti 10000 G juures he minuti. Tsentrifuugimise jarel labipaistev supernatant
eemaldati ja lisati uus kogus isopropanooli. Isopropanooliga ekstraheerimist korrati 7 korda

ning saadud osakeste hoiustamiseks dispergeeriti need heptaanis.

3.2.2. Kaassadestamise meetod

Antud t060s kasutatud meetod baseerub Moghaddami et al. esitatud sunteesiprotokollil [81].
Reaktsioonis kasutati katseskeemi, mis on vélja toodud t60 lisades (lisa 8). Reaktsioon toimus
100 ml mahuga kolmekaelalises marapdhjalises kolvis, mis oli kinnitatud magnetsegaja
kohale. Inertse keskkonna loomiseks juhiti reaktsiooni kestel &armise kolvikaela kaudu
keskkonnast labi lammastiku. Teise &armise kaela kaudu sisestati segusse pH-meeter.

Keskmise kaela kaudu tilgutati katsesegusse ammooniumhiidroksiidi.

Reaktsiooni alustamiseks lisati kolbi eelnevalt kokku segatud FeClz (10.8 g) ning FeCl2 (4.0
g) segu, mis oli lahustatud destilleeritud vees (50 ml). Lahustumise thtlustamiseks lisati

segusse magnetsegaja pulk ning lulitati to6le magnetsegaja. Aluselise keskkonna loomiseks
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tilgutati segusse ammooniumhudroksiidi kuni pH-tase joudis kiimneni. Saadud lahust segati
toatemperatuuril 30 minutit. Tekkinud magnetiliste nanoosakeste puhastamiseks pesti
osakesi destilleeritud veega (3x30 mL) ning seejarel isopropanooliga (50 mL), milles
osakesed ka hoiustati. Osakeste kogumiseks pesude vahel kasutati neodiummagnetit
magnetilise induktsiooni véartusega 0.4 T.
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3.3.  Funktsionaliseerimine

Termoludlsi meetodil stinteesitud osakesed funktsionaliseeriti Bloemen et al. avaldatud
artiklil baseeruva protokolli pdhjal [54]. Selleks segati Erlenmeyeri kolvis 100 mg eelnevalt
stinteesitud isopropanoolis olevad nanoosakesed 50 ml kstileeniga. Antud segule lisati 2.5 ml
trietttlamiini, 0.05 ml MilliQ vett ning 0.5 ml tetraetitilortosilikaati. Kolb paigutati seejérel
kaheteistkiimneks tunniks ultrahelivanni. Vannivee temperatuuri hoiti sonikeerimise kéigus
50 °C juures. Vastav katseskeem on valja toodud t66 lisades (lisa 9). Hiljem sadestati
silaanitud osakesed neodiiiimmagnetiga kolvi pdhja ning neid pesti ksileeniga (5x25 ml) ja
seejarel isopropanooliga (5x25 ml). Antud osakeste kogumine magnetiga oli komplitseeritud,
rakendada tuli suurt magnetvalja gradienti. Saadud osakesed lahtustati hoiustamiseks MilliQ

vees, millele lisati 40%-ni etanooli.

Kaassadestamise meetodil stinteesitud osakeste funktsionaliseerimiseks kasutati Moghaddam
et al. avaldatud protokolli [81]. Osakeste katmiseks silaaniga valati 80 ml isopropanooli koos
selles dispergeerunud nanoosakestega Umarapdhjalisse klaaskolbi, millesse lisati 3 ml
tetraetlllortosilikaati. Seejarel tilgutati siistlaga segusse 15 minuti jooksul 3 ml
ammooniumhudroksiudi, samal ajal lahust mehaaniliselt segades. Antud segu hoiti 40 °C
juures ning segati mehaaniliselt jargnevad 12 tundi. Loodud silaankattega magnetilised
nanoosakesed koguti kokku neodulimmagneti abil ning pesti isopropanooliga (3x30 ml),
milles osakesed ka hoiustati. VVorreldes termolutsi meetodil siinteesitud osakestega olid antud

nanoosakesed magnetiga hdlpsasti kogutavad.
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4. Tulemused ja analtls

4.1. Elektronmikroskoopia

Loodud nanoosakeste vahetuks iseloomustamiseks kasutati skaneerivat
elektronmikroskoopi. Loodud kujutised on vélja toodud joonisel 4 (a, b). Pildid kinnitasid
sfadriliste nanoskaalas osakeste olemasolu proovis. Silaankihiga ning silaanimata termolusi
meetodil siinteesitud osakesed paistavad visuaalselt vaga sarnased. Proovis voib téheldada
agregeerunud osakesi, kuid tekkinud agregaadid on mddduka suurusega ehk jadvad
nanomddtmetesse. Piltidelt ei ole voimalik kindlaks méérata, kas osakest kattev silaankiht on

thtlane voi moodustab ristsidemeid teiste silaani kihtidega.

Osakeste  edasiseks  visuaalseks  karakteriseerimiseks  kasutati  transmissiooni
elektronmikroskoopi, mis kinnitas osakeste ligikaudu sfaarilist kuju. Loodud kujutised on
esitatud joonisel 4 (c, d). TEM-iga loodi kujutised nii termollusi meetodil valmistatud
osakestest, mis paiknesid heksaanis, kui ka termoliisi meetodil saadud osakestest, mis olid
dispergeeritud vette. Vaadeldatavad osakesed on elektrontihedad ning neid on vdimalik
uksikuna visualiseerida. Kahte tulpi osakeste vahel ilmneb selge erinevus, termoluisi
meetodil loodud osakesed on (htlase suurusjaotusega ning moodustanud aluse peale vérgu,
kuid kaassadestamise meetodil loodud osakesed on koérgema polldisperssusega ning
agregeerunud. On vdimalik, et antud osakesed vdisid moodustada agregaate vasest vorgu peal
kuivamise kéigus. Téaiendavad transmissioonelektronmikroskoobiga loodud kujutised on

valja toodud kaesoleva to0 lisades (vt. lisa 10 ja 11).
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funktsionaliseerimata termoliilisi meetodil saadud nanoosakestest (b) ning TEM-i pilt termolidisi

meetodil valmistatud silaanimata nanoosakestest (c) ja kaassadestamise meetodil valmistatud
nanoosakestest (d).

Nanosakeste suuruse kvantitatiivseks hindamiseks kasutati vabavaralist arvutiprogrammi
ImageJ, millega mdddeti piisavalt kontrastsete osakeste pindalad ning sfaarilise lahenduse
abil arvutati nendele vastavad diameetrite vaartused. Antud meetodiga oli vdimalik modta
vaid nanoosakese raudoksiidse tuuma suurust, kuna pindis ei ole uldiselt TEM-i piltidel
néhtav. Mdddetud suurusjaotus on toodud histogrammidena joonisel 5. Termoliiusi meetodil
loodud osakeste 1abimdddu keskvéértuseks saadi 10.65 nm, standardhélbeks 1.34 nm.
Kaassadestamise meetodil slinteesitud osakestel oli vastavateks véartusteks 9.47 nm ning
2.27 nm. Antud m6dtmed on toodud Uksikute nanoosakeste, mitte moodustunud agregaatide
jaoks. Seega saab statistilist kinnitust eelnev vaide, et termoliisi meetodil stinteesitud
nanoosakeste suurusjaotus on kitsam kui kaassadestamise meetodil sinteesitud
nanoosakestel. Toodud graafikutelt on n&ha, et mdlemat tllpi osakeste suurusjaotused

alluvad visuaalsel vaatlusel isna hésti vastavatele normaaljaotustele.
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Joonis 5. Kaassadestamise meetodil (a) ning termolidsi meetodil (b) stinteesitud

nanoosakeste suurusjaotus histogrammina. VVordlusena toodud normaaljaotus.
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4.2. Footonkorrelatsioonspektromeetria

Eelnevalt saadud suurusjaotuse Kinnitamiseks mdddeti osakeste suurused ka
footonkorrelatsioonspektromeetriga. Mo6tmised viidi 1&8bi mdlema stinteesimeetodi nii
silaanitud kui silaanimata variandiga ning monodisperssuse tagamiseks kdiki proove
eelnevalt sonikeeriti. MGotmistulemused on histogrammidena esitatud joonisel 6. Erinevalt
TEM-iga tehtud modtmistest saadakse DLS meetodil mddtes tulemuseks nanoosakese

hidrodiinaamilise 1abimdddu, mis voib klassikalisest labimdddust erineda.

Isopropanoolis dispergeerunud kaassadestamise meetodil loodud osakeste hiidrodiinaamilise
labimdodu  keskvadrtuseks mdddeti 1281 nm, standardhdlbega 270 nm. Osakeste suur
diameeter on tingitud nende aglomeerumisest, millele viitas ka silmaga nahtav osakeste
gravitatsiooniline sadenemine. Osakeste dispersiooni ebastabiilsuse tottu ei parandanud
mddbtetulemust ka nende eelnev sonikeerimine. Lisaks mdddeti samade osakeste suurusjaotus
dispergeerituna destilleeritud vees (lisa 12), kus osakeste mddtmed jaid nanoskaalasse -
diameetri keskvaartuseks saadi 132.1 nm, standardhdlbega 83.1 nm. Siiski on antud osakesed
laia suurusjaotusega ning agregeerunud. Kahes erinevas lahuses paiknevate agregaatide
mddbtmete erinevustest vBib arvata, et hidrofoobsem lahusti pdhjustab hiidrofiilse katendiga
osakeste agregaatide suurenemise. Samuti ei olnud stabiilsed kaassadestamise meetodil
saadud osakesed, millel oli silaankate ning mis olid dispergeeritud destilleeritud vette. Antud
osakeste mdotmine footonkorrelatsioonspektromeetriga oli komplitseeritud, sest osakesed
sadenesid silmnéhtavalt kiveti pohja. Graafikult on néha, et antud osakestel tekib kaks eraldi
jaotust, millest suurem on mikroskaalas. Esimese jaotuse keskvéartus on 369 nm,
standardhélbega 68 nm ning teise jaotuse keskvaartuseks moddeti 1718 nm, standardhélbega
546 nm. Tegu on tugevalt agregeerunud ning laia suurusjaotusega osakestega, mis ei ole
piisavalt stabiilselt, et vOimaldada nende kasutamine erinevates biotehnoloogilistes

rakendustes.

Termollusi meetodil slinteesitud osakeste suurusjaotus moddeti dispergeerituna heksaanis.
Nende diameetrite keskvaartuseks saadi 11.7 nm, standardhalbega 4.8 nm. Vorreldes antud
modtmeid TEM-iga saadud arvvaartustega ning arvestades, et TEM vdimaldas meil moota
vaid nanoosakese tuuma mdo0oteid, vOib vdita, et tulemused on omavahel heas vastavuses.
Antud osakesed séilitasid dispersiooni stabiilsuse ka pdarast funktsionaliseerimist —
silaankattega nanoosakeste diameetri keskvaartuseks footonkorrelatsioonspektromeetriga

mdddeti 68.1 nm, standardhélbega 22.6 nm.
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Joonis 6. DLS meetodil mdddetud suurusjaotused. Esitatud on
kaassadestamise meetodil stinteesitud ilma katteta osakeste jaotus (a)
ning silaankattega osakeste jaotus (b). Samuti termoliiusi meetodil
sunteesitud osakeste katteta (c) ning silaankattega (d) md&tetulemused.

Termollusi meetodil sunteesitud silaankatteta osakeste stabiilsuse kinnitamiseks viidi 1&bi
katse, kus 12 h perioodi véltel mdddeti proovi suurusjaotust 26 korda. Mdddetud suuruste
keskvéaartused koos suurusvahemikuga, millesse mahub 95% osakestest, on esitatud aegreana

joonisel 7.
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Joonis 7. Termolulsi meetodil slinteesitud nanoosakeste suuruse keskvéartuse muutumine ajas
koos vahemikuga, millesse mahub 95% osakestest.

Antud graafikult on nédha, et osakeste hiidrodiinaamilise diameetri keskvéértus ning ka
suurusjaotus muutus oli antud perioodi véltel vdike. Nimetatud diameetri keskvaartus jai
vahemikku 25.0 nm kuni 27.0 nm ning suurusvahemiku ulatus, kuhu mahtus 95% mdddetud
osakestest, oli 33.6 nm kuni 58.4 nm. Samuti ei tdheldatud antud proovis silmnédhtavat
sadenemist kuue kuu jooksul. Antud tulemused annavad pOhjust eeldada, et loodud
nanoosakesed on piisavalt stabiilsed, et voimaldada nende edasine kasutamine valitud

rakendustes.

39



4.3. Infrapunaspektroskoopia

Loodud osakeste keemilise koostise kindlaks tegemiseks méddetud infrapunaspektrid on

toodud joonistel 8 ning 9.

Kaassadestamise meetodil siinteesitud nanoosakeste infrapunaspektritel avalduvad tugevalt
hapnik-raud-hapnik sidemete paindumisele vastavad neeldumisjooned (620 cm™). Tegemist
on téhtsa tulemusega, sest kinnitab teadmist, et loodud osakesed on raudoksiidsed. Silaanitud
nanoosakeste spektril eristuvad selgelt rani-hapnik sidemete antisimmeetrilise ning réni-
hiidroksuiuil sidemete siimmeetrilise paindumise pdhjustatud tipud (vasatavalt 1066 cm™ ning
952 cm™). Seega oli raudoksiidsete nanoosakeste funktsionaliseerimine edukas, sest nad
kattusid soovitud silaankihiga. Samuti on téheldatavad slsinik-hapnik kaksiksideme
erinevatele vénkumistele vastavad tipud lainearvudel 2360 cm™ ning 2341 cm™. Tdenaoliselt

on antud vaartused tekkinud taustspektri puuduliku mahalahutamise tulemusena.

Intensiivsed tipud vahemikus 600 cm™* kuni 720 cm® kinnitavad raudoksiidsete nanoosakeste
olemasolu ka termoliiisi meetodil siinteesitud osakestel, sest vastavad Fe-O-Fe sidemete
erinevatele vonkumistele. Funktsionaliseerimata osakeste puhul on t&heldatavad tipud
lainearvude vaartustel 2920 cm™ ning 2850 cm™, mis on p&hjustatud vastavalt CH2 sidemete
astimmeetrilisest ning summeetrilisest paindumisest. Antud tipud on mérgatavad ka
silaanitud osakeste puhul, kuid palju nérgema intensiivsusega. Neeldumised antud vaartustel
on pOhjustatud oleiinhappest, mis moodustas sunteesiprotsessil nanoosakeste pinnale
hiidrofoobse pinnakihi. Samuti on vaartusel 1460 cm™ pdhjustanud neeldumise oleiinhappes
painduv O-H side. Lisaks esinevad funktsionaliseeritud osakeste puhul Si-O-Si ning Si-OH
sidemete pohjustatud tipud lainearvu vaartustel 1024 cm™ ning 942 cm™, mis kinnitavad, et
funktsionaliseerimise kéigus dnnestus katta nanoosakesi silaani kihiga. Antud silaankatte
lisamine ndrgendas CH2 ning O-H neeldumisele vastavate tippude intensiivsust, mis
omakorda tdestab pinnakihi muutumist. Ka termoliuisi meetodil siinteesitud osakeste
infrapunaspektris on téheldatavad susinik-hapnik kaksiksidemete neeldumist, mis on
pdhjustatud taustspektri poolt. Kuid antud juhul esineb slsinik-hapnik kaksideme
vinkumisele vastav tipp ka lainearvu véartusel 1710 cm™. Antud neeldumine on pdhjustatud
vaba oleiinhappe poolt, mis nditab, et materjalis paikneb osaliselt oleiinhapet, mis ei ole

ennast raudoksiidsete nanoosakese pinnale sidunud.
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Joonis 9. Termoliilsi meetodil siinteesitud nanoosakeste infrapunaspekter.
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5. Kokkuvote ja jareldused

5.1. Kokkuvote

Kéesolev bakalaureusettd on esimeseks etapiks mahukamale projektile, mille eesméargiks on
tootada vélja superparamagnetiliste nanoosakeste valmistamise ja iseloomustamise
metoodikad, mis oleksid kasutatavad spetsiifilise biotehnoloogilise funktsionaalsuse
saavutamisele orienteeritud arendustdos. Seetdttu esitati antud t06s laialdasem kirjanduslik
tlevaade  raudoksiidsete  nanoosakeste  omadustest ning  slinteesimeetoditest.
Eksperimentaalse osa eesmargiks oli arendustod esimeste etappide realiseerimine:
raudoksiidsete nanoosakeste slintees, funktsionaliseerimine ning loodud osakeste fulsikaline

ja keemiline iseloomustamine.

Too eesmark taideti planeeritud mahus. Kirjandusele toetudes otsustati stinteesimiseks
rakendada termollisi ja kaassadestamise meetodeid ning funktsionaliseerimiseks katta
saadud osakesi silaankihiga. Loodud osakeste fulsikaliseks iseloomustamiseks kasutati
SEM-i, TEM-i ja DLS-i ning keemilise koostise kindlaksmé&aramiseks ATR-FTIR-i.
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5.2. Jareldused

Toos naidati, et mblema kasutatud stinteesimeetodiga on vdimalik siinteesida sfaarilisi
raudoksiidseid nanoosakesi ning vastavate protokollide pohjal neid silaneerida. TermolUusi
meetodil siinteesitud nanoosakesed olid vaiksema diameetriga ning kitsama suurusjaotusega
kui kaassadestamise meetodil siinteesitud osakesed, mille puhul taheldati osakeste tugevat
agregeerimist. Saadud tulemused néitavad, et termoltlsi meetodil loodud osakesed on
dispersses susteemis stabiilsemad. Analoogset tulemust tdheldati ka silaankattega
nanoosakeste vordluses, kus termolilsi meetodil siinteesitud osakesed olid mddtmetelt

vaiksemad ning monodisperssemad.

Tulemustest jareldati, et termoliusi meetodil slnteesitud nanoosakeste flusikalised
omadused on biotehnoloogilisteks rakendusteks sobivamad, kuid antud meetodi puuduseks
on kdrgetel temperatuuridel toimuv keerulisem silinteesimeetod. Kaassadestamise meetodil
loodud osakeste ebastabiilsus tingis nende agregeerumise, mistottu ei ole voimalik nende
aplitseerimine monodisperssust eeldatavates rakendustes. Nende kasutamise vdimaldamiseks
biotehnoloogilistes rakendustes on tarvilik leida viis dispersioonide muutmiseks
monodispersseks enne funktsionaliseerimise labiviimist. Seevastu oli nende magnetiline
kokku kogumine oluliselt lihtsam, mis loob eelise kasutamiseks keemiatdostuses. T66 kéigus
saadud tulemused kinnitasid pustitatud hipoteesi, et termoliisi meetodil sinteesitud

osakesed on véiksemate md6tmetega ning kitsama suurusjaotusega.

Jargnevalt on projekti eesmargiks kasutatud sunteesimeetodeid edasi arendada, tuginedes
selleks antud t66st saadud tulemustele. Plaanis on valja to6tada protokolle, mille pdhjal oleks
voimalik siinteesida monodispersseid funktsionaliseeritud raudoksiidseid nanoosakesi, mis
on loodud spetsiifilise kasutusala jaoks. T60 autori edasiseseks Ulesandeks kaesoleva projekti
raames on sinteesitavate nanoosakeste Kkristallilisuse, magnetiliste omaduste ning
kontrollitud aglomeerumise teaduslik uurimine. Ldppeesmargiks on seatud nende otsene

kasutus biotehnoloogilistes rakendustes.
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6. Synthesis and characterization of superparamagnetic iron

oxide nanoparticles

Holger Saare

Summary

In this study physical properties of superparamagnetic iron oxide nanoparticles were
investigated. These are nanosized particles, which hold immense potential in a vast variety
of industrial and biomedical applications since they exhibit unique magnetic properties,

which differ from the corresponding bulk materials.

The purpose of this thesis was to synthesize superparamagnetic iron oxide nanoparticles by
thermal decomposition and co-precipitation methods and to functionalize and characterize
the nanoparticles. It was hypothesized that the thermal decomposition method yields
nanoparticles with smaller diameters and more narrow size distribution. For physical
characterization, SEM, TEM and DLS were used and for chemical analysis, ATR-FTIR was
chosen. To functionalize the particles they were coated with silica, which increases their
stability in suspensions and allows to attach different biomolecules to the surface, which

allows to implement the particle in different biotechnological applications.

The measurements confirmed the hypothesis. The nanoparticles synthesized by thermal
decomposition were more monodisperse and smaller in size compared to the particles created
by co-precipitation method. The same statement held true for the functionalized particles.
From this was concluded that iron oxide nanoparticles synthesized by thermal decomposition
method are more applicable for biotechnological applications where the monodispersity of

the particles is critical.
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7. Tanuavaldused

Ké&esoleva t60 valmimise eest soovin eelkdige tdnada enda juhendajaid Martin Jarvekilge
ning Rainis Ventat, kes tutvustasid mulle teaduse tagamaid ning jagasid toetavaid nduandeid
ja konstruktiivset tagasisidet. Aitéh, et olite mulle kui mentorid. Samuti tdnan Uno Maeorgu
infrapunaspektrite modtmise abistamise eest, Rando Saart SEM-i piltide eest, Urmast Joosti
iseloomustamismeetodite alaste konsultatsioonide eest, TEM-i pildid teinud Toomas
Jagomége ning Meeri Visnapuud, kes Opetas mulle footonkorrelatsioonspektroskoobi

modtmismetoodikat ning jagas népunaiteid TEM-i proovide ettevalmistamisel.
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Lisa 7. Termoliiusi meetodil sunteesiks kasutatud stinteesireaktor. 1 — kuumutusmantel;
2 — mehaaniline segisti; 3 — temperatuuriandur; 4 — 300 ml mahuga tmarkolb; 5,6 -
tagasivoolu jahutid; 7- véljalaske adapter; 8,9 — kummist septimid.
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Lisa 9. Termollusi meetodil stinteesitud osakeste funktsionaliseerimisel kasutatud
katseseade. 8 — septum; 12 — ultrahelivann; 13 — ndel; 14 — 6hupall.
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Lisa 10. TEM-iga loodud kujutis termoludsi meetodil sunteesitud raudoksiidsetest nanoosakestest.

Lisa 11. TEM-iga loodud kujutis kaassadestamise meetodil sunteesitud raudoksiidsetest
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Lisa 12. Footonkorrelatsioonspektromeetris méddetud kaassadestamise meetodil stinteesitud
vette dispergeeritud nanoosakeste suurusjaotus.
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