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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
nanomateriale hibride, pe baza de silice, sila namoma-
teriale cu principii active naturale astfel obtinute. Pro-
cedeul conform inventiei consta din aceea ca se for-
meaza initial un sol coloidal prehidrolizat, utilizand o
solutie apoasa 2 M agent nesurfactant, respectiv, o
solutie alcoolica 0,8 M surfactant tetraetilenglicol mono-
hexadecileter, dup& care se prepard un amestec de
precursor oligomeric silsesquioxanic, ce contine 0,05 g
extract de coaja de portocald, si se imobilizeaza
extractul vegetal in matrice polimerice silicice si matrice
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hibride silice- silsesquioxanice, latemperatura camerei,
timp de 12 h, prin contactarea celor doua amestecuri de
sol silicic coloidal prehidrolizat si o solutie de extract
natural cu derivat silsesquioxanic, prin mentinerea, timp
de 12 h, sub agitare magnetica, la temperatura came-
rei, urmata de maturare timp de 3 zile, la o temperatura
de 35°C, obtinandu-se materiale care prezinta proprie-
tati fluorescente amplificate.

Revendicari: 17
Figuri: 6

Orice persoand are dreptul sd formuleze in scris si motivat,
la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de inventie, in
termen de 6 luni de la publicarea mentiunii hotararii de
acordare a acesteia
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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor nanomateriale hibride pe baza
de silice si la nanomateriale cu principii active naturale astfel obtinute. Procedeul si nano-
materialele propuse au aplicatii in domeniul cosmetic si farmaceutic, precum si aplicatii opto-
electronice. Nanomaterialele se pot utiliza sub forma de markeri fluorescenti pentru
imagistica si diagnostic.

Se cunosc studii privind imobilizarea unor biomolecule individuale de tip enzime,
proteine, peptide, acizi nucleici sau anticorpi, incapsulate in matrice silicica, utilizand
procedee sol-gel.

in brevetele de inventie US 6423770/2002 si US 6989254/2006, se regasesc
procedee de imobilizare sau incapsulare a unor biomolecule in matrice de SiO,. Astfel, in
brevetul de inventie US 6423770/2002, se prezintd o metoda de incapsulare sol-gel a
biomoleculelor ce utilizeaza un precursor silicat metalic alcalin, formarea solului silicic
realizandu-se dintr-o solutie de SiO, si un oxid metalic alcalin. US 6989254/2006 vine in
completarea celui dintéi, furnizadnd un procedeu direct de incapsulare a enzimelor si a altor
agenti bioactivi in materiale nanoporoase sau mezoporoase auto-organizate cu surfactanti
din categoria copolimerilor polietilenoxidici (Pluronic, Igepal) si alti polieteri si poliamine (Brij
30, 78 si Triton X 100, X-114). Ambele inventii prezintd dezavantajul utilizarii unor precursori
silicici, care implica folosirea oxizilor alcalini (Na,O si K,O), substante chimice foarte agresive
pentru a putea fi folosite in scopuri biochimice; totodata prezinta si dezavantajul ca metoda
de preparare nu corespunde cerintelor de control |a nivel molecular, asociate cu prelucrarea
biomoleculelor.

Brevetul de inventie US 6241975 descrie un procedeu de preparare a unor pulberi
din extract de plante medicinale, pentru prevenirea si tratamentul bolilor parodontale,
obtinute prin incorporarea extractului de planta intr-o pulbere suport de SiO, si acoperirea
suprafetei suportului cu un agent de acoperire insolubil in apa (derivati celulozici).
Dezavantajele acestui procedeu constau in aceea ca extractele naturale sunt incorporate
prin pulverizare in particule de silice de dimensiuni mari (400 um), iar pentru acoperirea cu
agentcelulozic a particulelor de silice incarcate cu extract, a fost necesar un tratament termic
cu temperaturi cuprinse intre 85 si 95°C. Stabilizarea prin pulverizare a extractului natural
nu confera acestuia stabilitate la denaturarea termica, tratamentele ulterioare de acoperire
celulozica conducand la degradari suplimentare.

Brevetul de inventie US 0269473/2007 descrie 0 metoda de incapsulare a unor uleiuri
esentiale printre care si uleiul din coaja de portocale, utilizand ca matrice/suport de
incapsulare microcapsule microbiene ce contin una sau mai multe celule fungice, bacteriene
sau algice. Dimensiunea relativ mare a acestor celule fungice (5 um), precum si utilizarea
microcapsulelor microbiene conduc la limitari din punct de vedere aplicativ si stabilitate
scazuta a celulelor microbiene la factorii de mediu.

Este cunoscut faptul ca, spre deosebire de multe componente fitochimice, extractul
din coaja de portocale este un lipid solubil, o proprietate utila multor produsi farmaceutici,
deoarece traverseaza usor membranele celulare si ca atare prezintd o biodisponibilitate
crescutd. Coaja de portocale si extractele acesteia au fost utilizate intr-o varietate larga de
produse farmaceutice naturiste in combinatie cu alte componente din diferite plante si
extracte. Extractul din coaja de portocale este un amestec de flavonoide metilate inalt
bioactive. Un astfel de extract poate fi obtinut din coaja solida uleioasa presata la rece, un
produs rezidual din industria sucurilor de portocale. Cojile solide de portocale sunt dizolvate
in etanol la cald, si dupa spalari succesive, uleiul extras devine un produs standardizat, cu
o cantitate reproductibila de flavone. Extractul de coaja de portocale contine un amestec de
analogi flavonoidici si omologi ai flavonelor metilate, care pot fi izolati si identificati prin
HPLC.
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Acesti compusi bioactivi de tipul flavonelor, compusilor fenolici, terpenelor si multor
altora, ce exista natural in plante, sunt cunoscuti a prezenta proprietati de prevenire a unor
boli grave. Diete ce contin astfel de substante s-au dovedit a prezenta efecte benefice
asupra unor boli, precum cancerul de san si de colon la animale. De exemplu, in brevetul de
inventie US 7201928/2007, sunt prezentate efectele benefice ale extractelor din coaja de
portocale, prin furnizarea unor compozitii $i metode de inhibare a dezvoltarii celulelor
tumorale in vivo (exemplu: cancerul de colon), pe baza administrarii unui extract de coaja de
portocale, singur sau in combinatie cu alte produse fitochimice.

Problema tehnica pe care o rezolva procedeul conform inventiei consta in obtinerea
unor nanomateriale cu proprietati fluorescente amplificate.

Intr-o prima varianta de realizare, procedeul de obtinere a unor nanomateriale hibride
pe baza de silice conform inventiei cuprinde:

a) formarea unui sol silicic prehidrolizat prin hidroliza in cataliza acida a unui amestec
de tetraetilortosilicat, etanol si apa, intr-un raport molar tetraetilortosilicat: etanol: apa = 1:
4:2 laun pH = 2...3 si la o temperatura de 60...62°C, timp de 2 h, rezultand un sol silicic
omogen care se raceste la 30°C, se aduce la pH = 5...6 si la care se adauga o solutie
apoasa 2 M de agent nesurfactant glucidic;

b) formarea unui precursor de tip silsesquioxanic, care contine extract de coaja de
portocale, prin adaugarea la un derivat de precursor oligomeric silsequioxanic a unei solutii
de extract de coaja de portocald, in raport masic extract vegetal: silsesquioxan=0,18: 1, sub
agitare la temperatura camerei, timp de 1 h, urmata de adaugare de etanol in raport masic
etanol: silsesquioxan = 1: 0,036;

c) imobilizarea extractului de coaja de portocale in matrice hibride silice-
silsesquioxanice prin contactarea precursorului de tip silsequioxanic care contine extractul
de coaja de portocale cu solul silicic prehidrolizat, urmata de agitarea amestecului timp de
12 h la temperatura camerei si de maturare, timp de 3 zile, la 35°C.

Nanomaterialele hibride pe baza de silice cu principii active naturale, avand
proprietati fluorescente, obtinute prin prima varianta de procedeu cuprind:

a) 98,18% dintr-o matrice hibrida silice-silsesquioxan ce consta din polimeri de tip
(Si0,), si (RSIO; 5),,, unde n este numarul de unitati de silice care se repeta in polimerul
obtinut, m este numarul de unitati silsesquioxanice care se repeta in polimerul obtinut, iar R
este un radical alchil ramificat, gi

b) 1,82% dintr-un cromofor organic fluorescent extras din coji de portocale,
procentele fiind exprimate in greutate.

Intr-o a doua variant& de realizare, procedeul conform inventiei cuprinde:

a) formarea unui sol silicic prehidrolizat prin hidroliza in cataliza acida a unui amestec
de tetraetilortosilicat, etanol si apa, intr-un raport molar tetraetilortosilicat: etanol: apa = 1:
4:2 laun pH = 2...3 si la o temperatura de 60...62°C, timp de 2 h, rezultand un sol silicic
omogen care se raceste la 30°C, se aduce la pH = 5...6 si la care se adauga o solutie
apoasa 2 M de agent nesurfactant glucidic;

b) contactarea a 99,47% in greutate sol silicic prehidrolizat cu 0,53% in greutate
solutie apoasa de extract de coaja de portocala;

¢) imobilizarea extractului de coaja de portocale in matrice silicice prin agitarea
amestecului de sol silicic prehidrolizat si extract de coaja de portocale timp de 12 h la
temperatura camerei, urmata de maturarea amestecului rezultat timp de 3 zile la 35°C.

Nanomaterialele hibride pe baza de silice cu principii active naturale, avand
proprietati fluorescente, obtinute prin a doua varianta de procedeu cuprind:

a) 97,9% dintr-o matrice silicicd anorganica ce consta din polimeri de condensare de
tip (Si0,),, unde n este numarul de unitati de silice care se repeta in polimerul obtinut si
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b) 2,1% dintr-un cromofor organic fluorescent extras din coji de portocale, procentele
fiind exprimate in greutate.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- Asigura imobilizarea unui extract natural intr-o matrice gazda hibrida adecvata, in
conditii blande, cu amplificarea proprietatilor de fluorescenta ale acestuia, fara utilizarea unor
materii prime agresive sau a unor agenti de acoperire suplimentari, folosind materii prime
versatile, netoxice si biocompatibile.

- Asigura o metoda de imobilizare in conditii blande (temperatura camerei, pH ~5),
fapt ce permite imobilizarea unei varietati largi de extracte vegetale sensibile la temperatura
si pH, in matrice gazda hibride cu structuri "colivie" nanodimensionate.

- Procedeul propus este simplu si eficient, fara utilizarea unor agenti de acoperire
suplimentari sau a unor conditii de proces care sa conduca la denaturarea extractului imobi-
lizat (temperaturi, presiuni ridicate, agenti chimici denaturatori etc.), implica etape distincte
si usor de reprodus, asigurand acelasi nivel de control i prin transpunerea la scara pilot.

- Se obtin materiale biocompatibile prin utilizarea unor agenti nesurfactanti glucidici
inalt biocompatibili (D-glucoza si D-fructoza). Spre deosebire de surfactantii uzuali, agentii
de tip glucidic pot raméane in materialul final fara implicarea vreunui risc sau pot fi usor
indepartati prin extractie in apa la temperatura camerei.

- Foloseste matrice silicice de tipul:

- retele anorganice de SiO,, care sunt medii fotonice excelente, datorita pierderilor
lor optice scazute, prezintd proprietati mecanice bune, biocompatibilitate si stabilitate
chimica, fotochimica si termica pe termen lung in mediu, nu sunt o sursa de hrana pentru
microorganisme, nu sunt toxice si sunt inerte din punct de vedere biologic;

- retele silicice modificate cu oligomeri poliedrici silsesquioxanici, care conduc la o
retea organo-anorganica hibrida, robusta din punct de vedere chimic si termic, cu o structura
poroasa ce prezinta pori si canale < 3 nm, ce au rolul de a scadea volumul si dimensiunea
porilor, datorita structurii lor de tip "colivie".

- Procedeul ce implica organo-siloxani hibrizi este foarte apropiat din punct de vedere
al compatibilitatii cu procesele de mineralizare din organismele vii: biomineralizarea are loc
in apa, la temperatura camerei, in conditii blande (pH neutru etc.), la care proteinele sau
celulele sunt active.

- Realizeaza o distributie omogena si stabila a blocurilor de constructie
silsesquioxanice in materialul final, fara existenta unei separari de microfaze nedorite.

- Procedeul constituie o metoda optima pentru obtinerea unor materiale silicice inalt
fluorescente. Folosirea acestui procedeu are ca rezultat direct amplificarea proprietatilor
fluorescente fata de extractul nativ din coaja de portocale.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca se preformeaza un sol prehidrolizat,
la un pH ~ 3 si o temperatura de 60°C, timp de 2 h, la un raport molar TEOS: Et-OH: H,O =
1: 4: 2, utilizénd o solutie apoasa 2 M agent glucidic sau o solutie alcoolica 0,8 M agent de
auto-organizare de tip tetraetilenglicol monohexadecileter; se prepard un amestec de
precursor oligomeric silsesquioxanic 0,053 M, ce contine 0,05 g extract de coaja de
portocale; se imobilizeaza extractul vegetal in matrice polimerice silicice sau in matrice
hibride silicesilsesquioxanice, in conditii blande de pH ~ 5, la temperatura camerei, timp de
12 h, prin contactarea amestecului de sol silicic prehidrolizat fie cu o solutie de extract
natural, fie cu precursorul de tip silsesquioxanic care contine extractul natural, urmata de
mentinerea amestecului timp de 12 h sub agitare magnetica la temperatura camerei si apoi
de maturare timp de 3 zile, la o temperatura de 35°C, obtindndu-se materiale noi ce prezinta
proprietati fluorescente intens amplificate.
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In cazul prezentei inventii, pentru observarea efectului matricei polimerice silicice
asupra activitatii optice a extractului natural imobilizat, s-au utilizat doua tipuri de matrice: o
matrice silicica polimerica formata prin utilizarea unui precursor molecular clasic din
categoria alcoxisilanilor (tetraetil ortosilicat = TEOS); o matrice polimerica hibrida ce contine
un raport molar de TEOS: compus silsesquioxanic = 6:1. Etapele de formare a retelei
organo-anorganice sunt:

- preformarea unei structuri anorganice de silice, prin utilizarea unui precursor
molecular clasic (TEOS);

- adaugarea precursorului de tip silsesquioxanic (bloc de nanoconstructie,
octaizobutiltetraciclo [7.3.3.1°""] octasiloxan-endo-3,7-diol) in solul silicic anorganic.

Este cunoscut faptul ca molecula de baza a derivatului silsesquioxanic (un oligomer
silsesquioxanic poliedric-POSS), prezentata in fig. 1, descris ca molecula de tip "colivie",
este considerata drept cea mai mica particula de silice sau chiar ca "silice molecularad”, cu
o0 medie de dimensiune mai mica decat cea a particulelor de silice coloidald, cu dimensiuni
tipice intre 1 $i 3 nm. Compozitia sa chimica este un hibrid (RSiO, )., intermediara intre cea
a silicei (SiO,) si cea siliconica (R,SiO). Molecula unui derivat silsesquioxanic prezinta
functionalitati reactive, grupe -OH legate covalent (adecvate pentru polimerizarea sau
grefarea polimerilor POSS cétre lanturi polimerice ramificate) si functionalitati organice
nereactive, R (pentru solubilizare si compatibilizare). Astfel, se poate spune ca acesti
compusi silsesquioxanici formeaza o retea hibrida (organic-anorganica) robusta din punct
de vedere chimic gi termic.

Gruparile -OH din molecula silsesquioxanica servesc nu numai ca grupari
polimerizabile; ele pot fi de asemenea implicate in legaturi de hidrogen cu compusii
flavonoidici polihidroxilici din extract.

Similar matricelor silicice anorganice, derivatii silsesquioxanici prezinta proprietati
optoelectronice. Aceste proprietdti au fost evidentiate in brevetul de inventie
US 6798792/2004, unde cativa derivati silsesquioxanici au fost utilizati ca blocuri de nano-
constructie la formarea unor polimeri hibrizi folositi, in obtinerea de fibre optice aplicate
pentru constructia unui echipament laser, pentru amplificarea semnalului luminos. inbrevetul
de inventie EP 1791000 A1/2007 se prezintd o compozitie polimerica transparenta, stabila
termic si lipsitd de initiatori si catalizatori de polimerizare, ce contine oligomeri
silsesquioxanici poliedrici functionalizati cu diferite grupari organice, folositd in opto-
electronica.

Compusii silsesquioxanici, pe langa rolul de blocuri de nanoconstructie si compusi
adecvati pentru obtinerea unor materiale cu proprietati optice, au de asemenea avantajul de
a prezenta o toxicitate redusa, fiind folositi ca transportori biocompatibili de medicament.
Toxicitatea derivatilor silsesquioxanici a fost evaluata pe sobolani si iepuri, iar rezultatele
obtinute in urma unor tratamente clinice au demonstrat faptul ca acesti compusi nu produc
efecte teratogene si nu afecteaza semnificativ siguranta subiectilor.

Astfel, se poate spune ca silsesquioxanii oligomerici, datorita structurii lor octaedrice
si dimensiunilor nanometrice, reprezinta un potential foarte util pentru formarea unor matrice
hibride-gazda pentru extracte naturale labile termic si in conditii extreme de pH.

Imobilizarea extractului natural intr-o astfel de retea polimerica asigura o aranjare
conformationald optima. Constrangerea sterica inhiba mobilitatea, ceea ce conduce la o
imobilizare a moleculelor de extract intr-o aranjare conformationala favorabild transmiterii
proprietatilor fluorescente, prin realizarea unor legaturi fizice de tip interactii slabe (legaturi
de hidrogen, conjugari extinse de electroni 1, interactii donor-acceptor). Aceste fenomene
se incadreaza in categoria proprietatilor de interfata proiectate si generate de metoda de
imobilizare folosita. Este evident ca legarea chimica a extractului de matricea polimerica ar
conduce la inactivarea moleculelor flavonoidice si la pierderea proprietétilor fluorescente ale
acestora.
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Moleculele organice devin captive in reteaua sol-gel-oxidica formata in urma reactiilor
de policondensare a derivatilor silicic si silsesquioxanic. In felul acesta, interactiile slabe
matrice -extract de tipul legaturilor de hidrogen ce apar intre gruparile OH libere ale matricei
polimerice silicice si compusii flavonoidici/polihidroxilici din extractul vegetal permit adsorbtia
acestora pe suprafata microporoasa si maresc stabilitatea termica si de mediu a extractelor
imobilizate, fara afectarea proprietétilor specifice, aga cum are loc in cazul unor legaturi
chimice puternice.

Procesul de formare a porilor cu agenti de tip nesurfactant (D-glucoza si D-fructoza)
se bazeaza pe gruparile functionale puternic polare ale acestora, care pot indeplini rolul de
agenti de directionare structurala, cu formarea unor nanopori cu o distributie dimensionala
ingusta. Acesti compusi glucidici pot favoriza reactiile sol-gel, prin legaturile de hidrogen
dintre moleculele sau agregatele de glucid si speciile silicat intermediare, determinand
scaderea timpului de gelifiere.

Se dau, in continuare, doua exemple de realizare a procedeului conform inventiei,
in legatura cu figurile care reprezinta:

- fig. 1, structura octaizobutiltetraciclo[7.3.3.1%""] octasiloxan-endo-3,7-diol;

- fig. 2, spectrele electronice UV-VIS-NIR ale extractului din coaja de portocale
neimobilizat (a) si ale celor doua extracte imobilizate in matrice anorganica de SiO, (b),
respectiv in matrice hibrida SiO,-silsesquioxan (c), obtinute cu: A. agent de auto-organizare
de tip tetraetilenglicol monohexadecileter si B. agent nesurfactant de tip D-glucoza;

- fig. 3, spectrele FT-IR ale matricei silicice (a) si a celor doua extracte imobilizate in
reteaua anorganica de SiO, (b), respectiv in reteaua hibrida SiO,-silsesquioxan (c), obtinute
cu: A. tetraetilenglicol monohexadecileter si B. D-glucoza;

- fig. 4, fluorescenta probelor de: extract nativ din coaja de portocale (a), extract
imobilizat in matrice silicica anorganica si hibrida obtinute prin utilizarea PEG (b si ¢), extract
imobilizat in matrice silicicd anorganica si hibrida obtinute prin utilizarea D-glucozei (d si e)
si respectiv D-fructozei (f si g);

- fig. 5, masuratori DLS ale agregatelor polimerice silicice ce contin extract din coaja
de portocale, imobilizat in retea polimerica silicica si retea polimerica hibrida silice -
silsesquioxan;

- fig. 6, imagini TEM ale probelor de extract din coaja de portocale imobilizate in
matrice silicice anorganice (A) si matrice hibride silice-silsesquioxan (B), obtinute cu D-
glucoza.

Exemplul 1. Un amestec ce contine tetraetilortosilicat, etanol si apa, intr-un raport
molar TEOS:Et-OH:H,O = 1:4:2, este prehidrolizat in cataliza acida cu HCI (pH = 2-3) timp
de 2 h, la o temperaturd de 60-62°C. Solul silicic omogen rezultat se raceste la 30°C, se
neutralizeaza cu NH,OH (pH = 5-6), dupa care se adauga 6 mL solutie apoasa de D-glucoza
2M, amestecul rezultat fiind mentinut inca 1 h sub agitare, la T = 30-31°C. Se adauga 1 mL
solutie de extract din coaja de portocale (preparat prin dizolvarea a 0,1050 g extract in 2 mL
H,0), in 6 mL solutie etanolica de octaizobutiltetraciclo [7.3.3.1>""] octasiloxan-endo-3,7-diol
(0,053 M) si se agita la temperatura camerei timp de 1 h. Pentru prevenirea precipitarii
compusului silsesquioxanic, se mai adauga 4 mL Et-OH. in etapa de imobilizare, amestecul
de precursor oligomeric silsesquioxanic (0,053 M) ce contine extractul din coaja de portocale
se adauga in picatura in 12 g de amestec silicic prehidrolizat. Pentru comparare, in alte 10
g de amestec silicic prehidrolizat, se adauga in picatura 1 mL solutie apoasa de extract din
coaja de portocale preparat anterior. Cele doua sisteme se acopera cu parafilm (perforat
pentru a permite evaporarea Et-OH) si se continua reactiile de hidroliza si policondensare,
sub agitare magnetica timp de 12 h. in etapa de maturare, probele se pastreaza in etuva,
la 35°C (pentru o perioada de trei zile), cu obtinerea unui material sticlos galben-transparent,
ce contine extractul de coaja de portocale, care dupa mojarare se prezintad sub forma unei
pulberi poroase ultrafine.



RO 123252 B1

Exemplul 2. Se prepara un sol silicic prehidrolizat in cataliza acida cu HCI, pornind
de la un amestec ce contine un raport molar de TEOS:Et-OH:H,O = 1:4:2, in aceleasi conditii
prezentate la exemplul 1. Dupa racirea si neutralizarea solului prehidrolizat (T = 30°C, pH
= 5-6), se adauga 5 mL solutie etanolica de tetraetilenglicol monohexadecileter (0,8 M) si se
pastreaza sub agitare 1 h, la T = 30-31°C. Se adauga 1 mL solutie de extract din coaja de
portocale (preparat prin dizolvarea a 0,1025 g extract in 2 mL H,O) in 7,5 mL solutie
etanolica de octaizobutiltetraciclo [7.3.3.1°'"]octasiloxan-endo-3,7-diol (0,069 M) si se agita
la temperatura camerei timp de 1 h. In vederea imobilizarii extractului din coaja de portocale
in cele doud matrice polimerice, amestecul de precursor oligomeric silsesquioxanic cu
continut de extract din coaja de portocale se adauga in picatura la o cantitate de 12 g sol
silicic prehidrolizat, iar 1 mL solutie de extract de portocale (preparata anterior) se adauga
in 12 g sol prehidrolizat. Cele doua probe se mentin sub agitare magnetica pentru o perioada
de 12 h, urmata de maturarea lor la etuva (35°C, trei zile). Materialele polimerice silicice si
silice-silsesquioxanice dopate cu extract din coaja de portocale sunt mojarate pana la
pulberi, in vederea unor caracterizari ulterioare.

Confirmarea imobilizarii extractului din coaja de portocale in matricele silicice
mentionate este demonstrata prin caracterizarea ampla a materialelor obtinute, realizata pe
baza tehnicilor de investigare spectroscopice UV-VIS-NIR si FT-IR, a masuratorilor
intensitatii fluorescente, a metodei de estimare a dimensiunii agregatelor polimerice prin
imprastierea dinamica a luminii (DLS) si a tehnicilor de microscopie optica si de transmisie
electronica (TEM).

Spectroscopia UV-VIS. Prin compararea maximelor de absorbtie caracteristice
compusilor flavonoidici ce apar in spectrul extractului din coaja de portocale cu probele de
extract imobilizate in diferite retele polimerice silicice pure si silicice hibride (silice -
silsesquioxanice), se pot face urmatoarele observatii (fig. 2):

- Cele doua benzi de absorbtie de la 256 nm si 316 nm prezente in extractul din coaja
de portocal si atribuite tranzitiilor n -~ 1* ale gruparilor auxocrome si cromofore de tip OH,
COOQCH si C = O din structura flavonoidelor, sunt deplasate in spectrele electronice ale
extractelor imobilizate spre frecvente mai mari (286 nm si respectiv 332 nm, efect batocrom);

- In domeniul NIR, extractul de portocale prezinta doua regiuni distincte la 1460-1560
nm si respectiv 1700-1750 nm, caracteristice grupéarilor OH. Prima regiune de absorbtie
apare in spectrele probelor imobilizate sub forma unei benzi largi deplasate catre frecvente
mai mici: 1420-1460 nm pentru probele obtinute cu tetraetilenglicol monohexadecileter si
respectiv 1420-1510 nm pentru probele obtinute cu agent glucidic (efect hipsocrom). inceea
ce privesc cele doua benzi de la 1700 si 1750 nm, acestea sunt deplasate catre frecvente
mai mari (1720 si 1764 nm) in matricele obtinute cu tetraetilenglicol monohexadecileter, si
aproape ca dispar in cele doua matrice obtinute cu D-glucoza.

Aceste aspecte reprezinta o confirmare a faptului ca gruparile carbonil si hidroxil din
structurile flavonelor prezente in extractul de coaja de portocale sunt implicate in interactii
slabe (exemplu: legaturi de hidrogen) cu gruparile OH de la suprafata retelelor silicice
polimerice, indicand aparitia unor fenomene de cuplare si de aranjare structurald
conformationald intr-o structura favorabila transmiterii si amplificarii proprietatilor de
fluorescenta.

Spectroscopia FT-IR. Conversia efectiva a solului silicic in matrice silicice hibride ce
contin extractul de portocale imobilizat in reteaua polimerica si alte informatii cu privire la
interactiile slabe de tip legaturi de hidrogen dintre reteaua silice-silsesquioxanica si
moleculele organice flavonoidice/polihidroxilice au fost confirmate prin spectroscopie FT-IR.
O prima@ observatie care sugereaza modificarea retelei silicice ca urmare a imobilizarii
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extractului de portocale in porii retelei polimerice este furnizatd de modificarea benzii de la
1080 cm™ atribuita v, _g asim (din spectrul matricei silicice) intr-o bandé larga ce cuprinde
pe langa vibratiile legaturii C - OH ale agentului de auto-organizare, respectiv agentului
nesurfactant (v, o, = 1179 cm™ pentru PEG si respectiv 1187 cm™ pentru D-glucoza) si V.o,
oiract 1@ 1200 cm™ (in probele imobilizate). Modificarea retelei silicice dup imobilizare este
clar evidentiata si de deplasarea benzilor de absorbtie specifice legaturii O - Si - O la 580
cm -1si 446 cm™ (pentru extractul imobilizat cu PEG), respectiv 565 cm™ si 448 cm™ (pentru
extractul imobilizat cu D-glucoza), comparativ cu pozitia lor in matricele silicice (574 si
450 cm™ pentru matricele formate cu PEG, respectiv 560 si 458 cm™ pentru matricea formata
cu D-glucoza).

Implicarea legaturilor Si - OH in formarea unor interactii slabe (legaturi de hidrogen)
cu alte grupari hidroxil si carbonil din structura flavonelor prezente in extractul din coaja de
portocale este evidentiata de banda larga de la 3450 cm™ si deplasarea benzii Si - OH de
la 940 cm™ (in matricea silicica) catre frecvente mai mari in probele imobilizate (948 cm™).

Proprietatile fluorescente. Activitatea fluorescenta a probelor de extract din coaja de
portocale imobilizate in diferite retele polimerice a fost determinatd comparativ cu cea a
extractului neimobilizat, prin masuratori ale intensitatii emisiei fluorescente. Toate probele
au fost excitate la o lungime de unda caracteristica compusilor flavonoidici (A = 260 nm), cu
obtinerea a doua emisii caracteristice pentru probele de extract din coaja de portocale si a
celor de extract imobilizat, la ~307 si ~452 nm. Prin compararea spectrului de fluorescenta
a extractului de coaja de portocale neimobilizat cu cele ale probelor de extract imobilizate
in retele silicice pure si hibride, se poate observa ca exista o dovada clara a procesului de
imobilizare (fig. 4). Ca rezultat al imobilizarii extractului din coaja de portocale prin adsorbtie
fizica (legaturi de hidrogen), in probele de extract imobilizate in diferitele retele polimerice
se observa ca intensitatea fluorescentei a fost amplificata cu mai mult de 10 ordine de
marime, datoritd aranjamentului conformational al compusilor flavonoidici din extract in
reteua polimerica silicica si in sinergie cu proprietatile optice excelente ale SiO, si ale
derivatului silsesquioxanic.

Tehnica imprastierii dinamice a luminii (DLS). Testele realizate in vederea obtinerii
unor informatii legate de distributia dimensiunii agregatelor silicice polimerice ce contin
extractul imobilizat, respectiv asupra estimarii diametrului mediu al agregatelor polimerice
au scos in evidenta prezenta unor agregate cu o medie a diametrelor <1 um (587 $i 979 nm
- pentru probele obtinute cu D-glucoza, si respectiv 788 si 392 nm - pentru probele de extract
imobilizate cu PEG). Astfel, pentru toate cele patru probe imobilizate in cele doua matrice
silicice anorganice si hibride silice - silsesquioxan s-a observat o distributie ingusta de
dimensiune, cu o polidispersitate ce variaza intre 0,110 si 0,440.

Microscopie electronica de transmisie (TEM). Evidentierea procesului de imobilizare
a extractului din coaja de portocale in matricele silicice polimerice a fost demonstrata si prin
microscopie de transmisie electronica, rezultatele obtinute fiind in buna concordanta cu
rezultatele determinarilor DLS. in fig. 6 se prezintd comparativ imaginea TEM a unei probe
de extract vegetal imobilizat prin utilizarea D-glucozei in matrice silicica (fig. 6A) si intr-o
matrice hibrida silice - silsesquioxan (fig. 6B). in ambele cazuri, dimensiunea agregatelor
polimerice este de ordinul sutelor de nanometri, fiind de presupus ca pot exista si
aranjamente sub acest prag dimensional, datorita transparentei matricei silicice in conditiile
in care ambele materiale sunt amorfe. Pentru ambele nano-materiale extractul natural este
perfect inglobat in structura interna a silicei. Cum era de asteptat, reteaua polimerica silicica
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nu confera o uniformitate poliedrica (fig. 6A), asa cum se observa in cazul retelei silice-
silsesquioxan, unde structura poliedrica a unitétilor silsesquioxanice este clar conturata
(fig. 6B). Dispersia siimobilizarea la nivel molecular a extractului din coaja de portocale sunt
confirmate de gradul avansat de transparenta al acestor unitati silsesquioxanice. Interesante
sunt formatiunile morfologice induse de actiunea ordonatore a D-glucozei, care determina
un grad de ordine in jurul valorilor de zeci de nanometri.

Procedeul de imobilizare propus pentru captarea unor extracte naturale conduce la
obtinerea unor materiale noi cu dimensiuni controlate ale porilor, ce contin extracte naturale
cu proprietati fluorescente amplificate, prin imobilizare in matrice gazda hibride silice -
silsesquioxanice ideale, adecvate pentru aplicatii optice si biomedicale.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unor nanomateriale hibride pe baza de silice cu principii
active naturale, avand proprietati fluorescente, caracterizat prin aceea ca acesta cuprinde:

a) formarea unui sol silicic prehidrolizat prin hidroliza in cataliza acida a unui amestec
de tetraetilortosilicat, etanol si apa, intr-un raport molar tetraetilortosilicat: etanol: apa = 1:
4:2 launpH=2... 3 silaotemperatura de 60...62°C, timp de 2 h, rezultand un sol silicic
omogen care se raceste la 30°C, se aduce la pH = 5...6 si la care se adauga o solutie
apoasa 2 M de agent nesurfactant glucidic;

b) formarea unui precursor de tip silsesquioxanic care contine extract de coaja de
portocale prin adaugarea la un derivat de precursor oligomeric silsequioxanic a unei solutii
de extract de coaja de portocald, in raport masic extract vegetal: silsesquioxan=0,18: 1, sub
agitare la temperatura camerei, timp de 1 h, urmata de adaugare de etanol in raport masic
etanol: silsesquioxan = 1: 0,036;

¢) imobilizarea extractului de coaja de portocale in matrice hibride silice-
silsesquioxanice prin contactarea precursorului de tip silsequioxanic care contine extractul
de coaja de portocale cu solul silicic prehidrolizat, urmata de agitarea amestecului timp de
12 h la temperatura camerei si de maturare, timp de 3 zile, la 35°C.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca matricea polimerica
hibrida silice-silsesquioxan se obtine pornind de la un raport molar tetraetilortosilicat:
silsesquioxan = 6: 1.

3. Procedeu conform oricareia din revendicarile 1 sau 2, caracterizat prin aceea ca
precursorul de tip silsesquioxanic este octaizobutiltetraciclo [7.3.3.1>'"|octasiloxan-endo-3,7-
diol.

4. Procedeu conform oricareia din revendicarile de la 1 1a 3, caracterizat prin aceea
ca agentul nesurfactant glucidic este D-glucoza sau D-fructoza.

5. Procedeu conform oricareia dintre revendicarile de la 1 la 4, caracterizat prin
aceea ca, in loc de solutie apoasa 2 M de agent nesurfactant glucidic, se utilizeaz o solutie
alcoolica 0,8 M agent surfactant tetraetilenglicol monohexadecileter.

6. Procedeu conform oricareia dintre revendicarile de 1 1a 5, caracterizat prin aceea
ca, dupa etapa de maturare, imobilizatul este mojarat pana la pulbere.

7. Nanomateriale hibride pe baza de silice cu principii active naturale, avand
proprietati fluorescente, obtinute prin procedeul definit in oricare din revendicarile de la 1 la
6, caracterizate prin aceea ca acestea cuprind:

a) 98,18% dintr-o matrice hibrida silice-silsesquioxan ce consta din polimeri de tip
(Si0,), si (RSIO; 5),,, unde n este numarul de unitati de silice care se repeta in polimerul
obtinut, m este numarul de unitati silsesquioxanice care se repeta in polimerul obtinut, iar R
este un radical alchil ramificat, gi

b) 1,82% dintr-un cromofor organic fluorescent extras din coji de portocale,
procentele fiind exprimate in greutate.

8. Nanomateriale conform revendicarii 7, caracterizate prin aceea ca (RSiO, ;) , este
un polimer de condensare al octaizobutiltetraciclo[7.3.3.1>""] octasiloxan-endo-3, 7-diolului,
unde R este radical izobutil $i n este numarul de unitati silsesquioxanice care se repeta in
polimerul obtinut.

9. Nanomateriale conform revendicarii 7 sau 8 obtinute prin procedeul definit in
oricare din revendicarile de la 1 |la 4, caracterizate prin aceea ca au un diametru mediu al
agregatelor polimerice cuprins intre 587 si 979 nm.
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10. Nanomateriale conform revendicarii 7 sau 8, obtinute prin procedeul definit in
revendicarea 5, caracterizate prin aceea ca au un diametru mediu al agregatelor polimerice
cuprins intre 788 si 392 nm.

11. Procedeu de obtinere a unor nanomateriale hibride pe baza de silice cu principii
active naturale, avand proprietati fluorescente, caracterizat prin aceea ca acesta cuprinde:

a) formarea unui sol silicic prehidrolizat prin hidroliza in cataliza acida a unui amestec
de tetraetilortosilicat, etanol si apa, intr-un raport molar tetraetilortosilicat: etanol: apa = 1:
4:2 laun pH = 2...3 si la o temperatura de 60...62°C, timp de 2 h, rezultand un sol silicic
omogen care se raceste la 30°C, se aduce la pH = 5...6 si la care se adauga o solutie
apoasa 2 M de agent nesurfactant glucidic;

b) contactarea a 99,47% in greutate sol silicic prehidrolizat cu 0,53% in greutate
solutie apoasa de extract de coaja de portocala;

¢) imobilizarea extractului de coaja de portocale in matrice silicice prin agitarea
amestecului de sol silicic prehidrolizat si extract de coaja de portocale timp de 12 h la
temperatura camerei, urmata de maturarea amestecului rezultat timp de 3 zile la 35°C.

12. Procedeu conform revendicarii 11, caracterizat prin aceea ¢a agentul glucidic
este D-glucoza sau D-fructoza.

13. Procedeu conform revendicarii 11 sau 12, caracterizat prin aceea ¢a, in loc de
solutie apoasa 2 M de agent nesurfactant glucidic, se utilizeaza o solutie alcoolica 0,8 M
agent surfactant tetraetilenglicol monohexadecileter.

14. Procedeu conform oricareia din revendicarile de la 11 la 13, caracterizat prin
aceea ci, dupa etapa de maturare, imobilizatul este mojarat pana la pulbere.

15. Nanomateriale hibride pe baza de silice cu principii active naturale, avand
proprietati fluorescente, obtinute prin procedeul definitin revendicarea 11, caracterizate prin
aceea ca acestea cuprind:

a) 97,9% dintr-o matrice silicicd anorganica ce consta din polimeri de condensare de
tip (Si0,),,, unde n este numarul de unitati de silice care se repeta in polimerul obtinut si

b) 2,1% dintr-un cromofor organic fluorescent extras din coji de portocale, procentele
fiind exprimate in greutate.

16. Nanomateriale conform revendicarii 15, caracterizate prin aceea ca au un
diametru mediu al agregatelor polimerice <1 um.

17. Nanomateriale conform revendicarilor 7 - 10, 15 si 16, caracterizate prin aceea
ca au o polidispersitate care variaza intre 0,110 si 0,440.
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