PL 243214 B1

(19)

ILJJETZENDTOWY (10) PL 243214 B1
’ RZECZYPOSPOLITE)J
POLSKIEJ

(12) Opis patentowy
(21) Numer zgtoszenia: 433973 (51) MKP:
(22) Data zgloszenia: 2020.05.14 C01B 32/15 (2017.01)
(43) Data publikaciji o zgtoszeniu: 2021.11.15 BUP 33/2021 CO09K 11/06 (2006.01)
(45) Data publikaciji o udzieleniu patentu: 2023.07.17 WUP 29/2023 CO9K 11/65 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA KRAKOWSKA IM. TADEUSZA
KOSCIUSZKI, Krakéw, PL
(72) Twoérca(-y) wynalazku:
MAREK PIATKOWSKI, Krakéw, PL
LUKASZ JANUS, Wieliczka, PL
JULIA RADWAN-PRAGLOWSKA, Krakow, PL
DARIUSZ BOGDAL, Krakow, PL
(74) Pelnomocnik:
Andrzej Stachowski, Krakow, PL
(54) Tytuk

Sposoéb otrzymywania weglowych kropek kwantowych modyfikowanych powierzchniowo



2 PL 243214 B1

Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania weglowych kropek kwantowych (CQDs) mo-
dyfikowanych powierzchniowo zwiazkami organicznymi, nadajacych sie do zastosowania jako srodki do
biodetekcji komdrek nowotworowych, jonéw metali oraz zwigzkéw nisko- i wysokoczasteczkowych istot-
nych biologicznie, bioobrazowania komérek i organelli komérkowych, elementéw sensoréw i biosenso-
réw, systemow kontrolowanego dostarczania i uwalniania lekéw, biotuszy, a takze do sledzenia proce-
séw biochemicznych.

STAN TECHNIKI

Weglowe kropki kwantowe (CQDs) to kuliste materiaty o wielkosci od 1 do 10 nm, cechujace sie
wiasciwosciami luminescencyjnymi, dobra rozpuszczalnoscia w roztworach wodnych, zdolnoscia do
przenikania bton komoérkowych, a takze niska cytotoksycznoscia. Naleza one do nanomateriatéw zero-
wymiarowych, przez co rozumie sie w nanotechnologii takie, ktére maja rozmiar ponizej 100 nm we
wszystkich trzech wymiarach geometrycznych. Ich unikalna cecha jest zdolno$¢ do fluorescencji
0 zmiennej charakterystyce.

Weglowe kropki kwantowe maja rdzen weglowy, ktéry moze posiadac liczne grupy funkcyjne na
swojej powierzchni, takie jak karboksylowe, aminowe i hydroksylowe. Weglowe kropki kwantowe moga
by¢ otrzymywane metodami dwu- lub jednoetapowymi.

Do dwuetapowych metod mozna zaliczyé ablacje laserowa, metody elektrochemiczne oraz utle-
nianie sadzy kwasem mineralnym.

Wsréd metod jednoetapowych mozna wymieni¢ synteze hydrotermalna, synteze w warunkach
promieniowania mikrofalowego oraz pirolize.

Jednym z najwazniejszych parametrow weglowych kropek kwantowych jest wydajno$¢ kwantowa
fluorescencji, ktéra determinuje ich aplikacyjnos¢. Mozna na nia wptynaé poprzez takie metody jak pa-
sywacja lub modyfikacja powierzchni.

Do najbardziej znanych metod modyfikacji powierzchni weglowych kropek kwantowych w proce-
sach dwuetapowych zalicza sie:

1. Autopasywacja powierzchni na drodze utleniania nanokropek weglowych otrzymanych w proce-
sie elektrolizy elektrody grafitowe;j;

2. Pasywacja powierzchni za pomoca poli(glikolu etylowego) nanokropek kwantowych otrzymanych
w wyniku ablacji laserowe] prekursora weglowego (grafitu);

3. Funkcjonalizacja powierzchni nanokropek weglowych otrzymanych w wyniku utleniania sadzy

kwasem azotowym, za pomoca pochodnych amin.
Natomiast do najbardziej znanych metod modyfikacji powierzchni weglowych kropek kwantowych
w procesach jednoetapowych zalicza sie:

1. Autopasywacja powierzchni powstajacych nanokropek weglowych nieprzereagowanymi lub nie-
zdegradowanymi prekursorami bogatymi w heteroatomy takie jak S, N, O;
2. Funkcjonalizacja powierzchni powstajacych nanokropek weglowych na drodze tworzenia wiazan

kowalencyjnych pomiedzy grupami funkcyjnymi obecnymi na rdzeniu weglowym a grupami funk-

cyjnymi pochodzacymi od zwiazkéw modyfikujacych bogatych w heteroatomy takie jak S, N, O.

Wymienione wyzej metody modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych cechuja sie niska po-
wtarzalnoscia, a w przypadku metody hydrotermalnej takze czasochtonnoscia oraz trudnoscia w kon-
trolowaniu zachodzenia procesu. Dodatkowo, stosowanie zwiazkéw modyfikujacych, takich jak pirydyna
czy trietyloamina oraz ich pochodne, zwieksza cytotoksyczno$é modyfikowanych nanokropek.

Ze wzgledu na dobra rozpuszczalno$é w wodzie, biokompatybilno$é oraz zdolnos¢ do fluore-
scencji o réznej charakterystyce, weglowe kropki kwantowe znajduja zastosowanie w medycynie i far-
macji do wizualizacji komérek i ich organelli, badania proceséw biochemicznych, czy detekcji réznych
zwiazkdw istotnych biologicznie. Z tego wzgledu, kluczowym jest, aby nanokropki weglowe cechowaty
sie brakiem cytotoksycznosci i wysoka czystoscia.

Obecnie znane i stosowane metody zwigekszania kwantowej wydajnoséci fluorescencji sg albo nie-
wystarczajace, albo wymagaja stosowania toksycznych substancji modyfikujacych. To powoduje, ze
poszukiwane sa nowe metody modyfikacji powierzchniowej weglowych kropek kwantowych, ktérych
efektem bedzie znaczace polepszenie wtasciwosci nanokropek bez efektu cytotoksycznosci.

Sposrdd znanych sposobdw otrzymywania weglowych kropek kwantowych najbardziej do roz-
wiazania wediug niniejszego wynalazku zblizony jest sposdb przedstawiony w opisie patentowym
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CN 102583307 B, ktéry ujawnia metode syntezy nanokropek weglowych w polu promieniowania mikro-
falowego. Wedtug tego opisu, w pierwszej kolejnosci przygotowuje sie roztwoér zrodta wegla organicz-
nego: mleka, miodu, jaj, soku z cytryny, magnolii, itp. w ultraczystej wodzie w stosunku od 1:10 do 1:50.
Nastepnie mieszanine umieszcza sie w reaktorze mikrofalowym i poddaje promieniowaniu o mocy od
15 W do 1000 W, w temperaturze 150°C—-180°C przez okres od 15 do 300 minut.

W artykule pt. ,Organic amine-grafted carbon quantum dots with tailored surface and enhanced
photoluminescence properties”, Carbon, 2015, vol. 91, strony 291-297, opisano metode modyfikacji
powierzchni weglowych kropek kwantowych otrzymanych na drodze chemicznego utleniania i wytrawia-
nia antracytu kwasem azotowym. Wedtug rozwiazania weglowe kropki kwantowe mieszano z chlorkiem
tionylu, a nastepnie dodawano odpowiednich amin, takich jak etylenodiamina (EDA), butanodiamina
(BDA), heksanodiamina (HMDA), dodecyloamina (DDA) i oktadecyloamina (ODA). Modyfikacje prowa-
dzono w atmosferze azotu w temperaturze 110°C.

W artykule pt. ,Nitrogen Doped Carbon Quantum Dots Modified by Lens culinaris B-Galactosi-
dase as a Fluorescent Probe for Detection of Lactose”, Journal of Fluorescence, 2019, vol. 29, strony
1213-1219, przedstawiona jest metoda modyfikacji weglowych kropek kwantowych otrzymanych me-
toda hydrotermalna z mocznika i kwasu cytrynowego przez 12 godzin w temperaturze 200°C. Artykut
ujawnia sposéb modyfikacji nanokropek weglowych dotowanych azotem na drodze immobilizacji f-ga-
laktozydazy, enzymu pochodzacego z soczewicy jadalnej. W pierwszym etapie szczepienia (modyfikacji)
powierzchni przeprowadza sie reakcje weglowych kropek kwantowych z mieszanina dwéch zwiazkdw:
N-hydroksysukcynimidu i N-etylo-N-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu, co prowadzi do utworzenia
wiazan kowalencyjnych pomiedzy pierwszorzedowymi grupami aminowymi oraz grupami karboksylo-
wymi obecnymi na powierzchni kropek kwantowych. Nastepnie, wedtug metody przedstawionej w publi-
kacji, dodaje sie roztworu bydlecej surowicy ptodowej, aby zablokowaé niespecyficzne miejsca wiazan
na powierzchni nanokropek weglowych. W ostatnim etapie do czesciowo zmodyfikowanych nanokropek
weglowych dodaje sie roztwdr enzymu w buforze fosforanowym i mieszanine inkubuje sie w temperatu-
rze pokojowej przez 12 godzin.

Jak wskazujg doniesienia z literatury fachowej i patentowej, obecnie nie jest znana metoda otrzy-
mywania weglowych kropek modyfikowanych powierzchniowo zwiazkami z grupy kumaryn.

CEL WYNALAZKU

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu otrzymywania weglowych kropek kwantowych mo-
dyfikowanych powierzchniowo zwiazkami z grupy kumaryn bez stosowania toksycznych zwiazkow, tak
aby poprawi¢ ich wtasciwosci luminescencyjne, i by mogty postuzyé do biodetekcji komorek nieprawi-
dtowych, jondw metali i zwiazkéw istotnych biologicznie, bioobrazowania komdérek i struktur komérko-
wych, jako element systeméw kontrolowanego dostarczania i uwalniania lekéw, element biotuszy, sen-
soréw i biosensoréw oraz do $ledzenia procesdéw biochemicznych.

ISTOTA WYNALAZKU

Istota wynalazku polega na tym, Ze w pierwszym etapie procesu surowiec organiczny poddaje sie
reakcji karbonizacji w srodowisku wodnym, w obecnosci czynnika zweglajacego, a nastepnie produkt
reakcji karbonizacji oddziela sie od mieszaniny poreakcyjnej i oczyszcza otrzymujac kropki weglowe
o niemodyfikowanej powierzchni, a nastepnie w drugim etapie oczyszczone weglowe kropki kwantowe
poddaje reakcji modyfikacji powierzchni na drodze szczepienia zwiazkiem organicznym, po czym pro-
dukt reakcji modyfikacji powierzchni oddziela sie od mieszaniny poreakcyjnej i oczyszcza, dla otrzymania
finalnego roztworu, zawierajacego weglowe kropki kwantowe o zmodyfikowanej powierzchni.

Zgodnie z wynalazkiem, sposob charakteryzuje sie tym, ze w pierwszym etapie surowiec orga-
niczny zawierajacy heteroatomy tlenu i/lub azotu umieszcza sie w $rodowisku wodnym, w naczyniu
reakcyjnym transparentnym dla promieniowania mikrofalowego, dodaje sie srodek zweglajacy w postaci
wodnego roztworu kwasu, w ilosci 10-50% mas. w stosunku do surowca organicznego i prowadzi sie
proces karbonizacji surowca w tym roztworze, przy mieszaniu substratow z zastosowaniem promienio-
wania mikrofalowego o mocy 300-500 W oraz w temperaturze 210-250°C, przez czas 1-3 godz.,
a otrzymana mieszanine poreakcyjna zobojetnia sie wodnym roztworem wodorotlenku sodu do pH
w zakresie 67, nastepnie produkt karbonizacji oddziela sie od zawartych w $rodowisku poreakcyjnym
zwiazkdéw niskoczasteczkowych oraz nieprzereagowanych substratéw i makroczastek wegla poprzez
filtracje przez filtry membranowe o $rednicy poréw 0,2-0,45 pm lub poprzez wirowanie mieszaniny po-
reakcyjnej z predkoscia 2000—4500 obr./min, po czym otrzymamy roztwér, zawierajacy nanoczastki we-
glowe, oczyszcza sie z niskoczasteczkowych produktéw ubocznych organicznych i nieorganicznych
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oraz nano- i mikroczastek za pomoca dializy, stosujac wode destylowana jako czynnik oczyszczajacy
i membrane o MWCO z zakresu 500-1000 Da.

Oczyszczony produkt reakcji karbonizacji, w postaci wodnego roztworu nanokropek weglowych
o niemodyfikowane] powierzchni (bedacych semiprekursorem, na bazie ktérego otrzymuje sie produkt
finalny) kieruje sie nastepnie do drugiego etapu procesu. Roztwér ten moze by¢ ewentualnie wysuszony
lub zamrozony i poddany procesowi liofilizacji celem usuniecia rozpuszczalnika, przed skierowaniem go
do drugiego etapu procesu.

W drugim etapie procesu powierzchnie nanomateriatéw weglowych otrzymanych w reakcji kar-
bonizacji modyfikuje sie, sporzadzajac roztwér nanokropek weglowych o niemodyfikowanej po-
wierzchni, zawierajacy nie mniej niz 0,2 mg nanokropek na 1 ml rozpuszczalnika organicznego lub
wody, a nastepnie dodajac do tego roztworu pochodna kumaryny, ktéra w swojej strukturze zawiera
przynajmniej jedna reaktywna grupe funkcyjna aldehydowsa i/lub karboksylowa, zachowujac stosunek
masowy nanomateriat weglowy : pochodna kumaryny wynoszacy 1 : 1-10, przy czym reakcje modyfi-
kacji powierzchni prowadzi sie w naczyniu reakcyjnym transparentnym dla mikrofal przy mieszaniu
substratéw, poddajac mieszanine dziataniu pola promieniowania mikrofalowego o mocy 150-500 W,
przy ci$nieniu 1-20 atm., przez 30—-120 min. Nastepnie tak zmodyfikowane nanomateriaty weglowe
oczyszcza sie od nieprzereagowanych substratéow oraz produktéw ubocznych, stosujac proces dializy
z zastosowaniem membran o MWCO 500-1000 Da, i z uzyciem wody jako czynnika oczyszczajacego,
otrzymujac produkt finalny w postaci roztworu nanokropek weglowych o powierzchni zmodyfikowane;
zwiazkami z grupy kumaryn.

Korzystnie jako surowiec organiczny do karbonizacji stosuje sie glukoze, sacharoze lub chitosan.

Korzystnie w reakcji karbonizacji stosuje sie kwas solny lub siarkowy(VI) jako czynnik zweglajacy.

Korzystnie w reakcji karbonizacji stosuje sie wode destylowang w ilosci 100 g na 0,5 do 33 g
surowca, a najkorzystniej 100 g na 20 g surowca organicznego.

Korzystnie karbonizacje surowca organicznego prowadzi sie w polu promieniowania mikrofalo-
wego, stosujac ci$nienie 1 do 20 atm.

Korzystnie przed procesem oczyszczania ha membranach dializacyjnych, mieszanine poreak-
cyjna z reakcji karbonizacji zobojetnia sie wodnym roztworem wodorotlenku sodu o stezeniu 2—5% mas.
do wartoéci pH z zakresu 6-7.

Korzystnie oczyszczanie nanomateriatéw weglowych, przed procesem modyfikacji ich powierzchni,
prowadzi sie stosujac wode destylowang o przewodnictwie wtasciwym z zakresu 1,7-2,5 pS/cm i mem-
brany dializacyjne o MWCO z zakresu 500—-1000 Da.

Korzystnie w reakcji modyfikacji powierzchni wykorzystuje sie wodny roztwér niemodyfikowanych
weglowych kropek kwantowych o stezeniu 5 mg/ml.

Korzystnie reakcje modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych za pomoca kumaryn prze-
prowadza sie stosujac temperature w zakresie 140-200°C, przy stosunku masowym nanomateriat
weglowy : pochodna kumaryny w zakresie 1: 5—7.

Korzystnie w reakcji modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych uzywa sie pochodnych kuma-
ryny wykazujacych fluorescencje w zakresie promieniowania ultrafioletowego w zakresie 250-380 nm.

Korzystnie w reakcji modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych uzywa sie pochodnych ku-
maryny wykazujacych fluorescencje w zakresie promieniowania widzialnego 380-800 nm.

Korzystnie w reakcji modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych uzywa sie pochodnych ku-
maryny wykazujacych fluorescencje w zakresie bliskiej podczerwieni 800—1200 nm.

Korzystnie proces oczyszczania zmodyfikowanych powierzchniowo nanomateriatéw weglowych
przeprowadza sie stosujac wode destylowang o przewodnictwie wlasciwym z zakresu 1,7-2,5 uS/cm
i membrany dializacyjne o MWCO z zakresu 500—1000 Da.

Weglowe kropki kwantowe stanowiace produkt opisanego wyzej sposobu, modyfikowane zwiaz-
kami z grupy kumaryn, cechuja sie zwiekszona wydajnoscia kwantowa fluorescencji w poréwnaniu do
nanomateriatéw niepoddawanych funkcjonalizacji oraz brakiem cytotoksycznosci.

Sposéb wedtug wynalazku eliminuje koniecznos$é stosowania toksycznych zwigzkéw organicz-
nych z grupy amin (dietyloamina, trietyloamina, hydroksyloamina, pirydyna itp.), a przy tym jest szybki
i relatywnie tani.

Rozwiazanie wedtug wynalazku zobrazowano w ponizszych przyktadach, nieograniczajacych za-
kresu jego ochrony.
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Ponadto na zataczonym rysunku pokazano schematy otrzymywania weglowych kropek kwanto-
wych modyfikowanych powierzchniowo zwiazkami z grupy kumaryn, przy czym fig. 1 przedstawia sche-
mat procesu wedtug przyktadu 1, fig. 2 przedstawia schemat procesu wedtug przyktadu 2, a fig. 3 przed-
stawia schemat procesu wedtug przyktadu 3.

PRZYKLADY

Przyktad 1

Do 3 g glukozy dodano 20 ml wody oraz 0,5 ml 35% mas. roztworu kwasu solnego. Roztwoér
umieszczono w reaktorze mikrofalowym cisnieniowym stosujac moc promieniowania 300 W w czasie
3 godzin i prowadzac reakcje w temperaturze 250°C. Produkt reakcji karbonizacji glukozy przeniesiono
do zlewki i umieszczono w tazni ultradzwiekowej w temperaturze 40°C, ekstrahujac CQDs przez 20 mi-
nut z zweglonej masy poreakcyjnej. Roztwér zobojetniono wodnym roztworem NaOH do pH =7, a na-
stepnie przesaczono przez filtr membranowy o $rednicy porow wynoszacej 200 nm. Przesacz umiesz-
czono w rurze dializacyjnej o MWCO (Molecular Weight Cut-Off) — 500—1000 Da i prowadzono proces
dalszego oczyszczania przez 4 doby, stosujac wode destylowang jako rozpuszczalnik. Otrzymane
oczyszczone nanomateriaty weglowe z karbonizacji glukozy, w postaci wodnego roztworu postuzyty jako
semiprekursory do otrzymywania CQDs szczepionych (modyfikowanych) powierzchniowo pochodnymi
kumaryny. CQDs otrzymane z glukozy zawieraja na swojej powierzchni grupy hydroksylowe (-OH), ktére
moga tworzy¢ wigzania kowalencyjne z karboksylowymi pochodnymi kumaryny. W celu zmodyfikowania
powierzchni CQDs otrzymanych z karbonizacji glukozy, do roztworu wodnego zawierajacego 5 mg/ml
CQDs dodano 20 mg kwasu 7-(N,N-dietylo)kumaryno-3-karboksylowego. Mieszanine reakcyjng umiesz-
czono w cisnieniowym reaktorze mikrofalowym i prowadzono reakcje modyfikacji stosujac moc promie-
niowania 300 W, czas 120 minut i temperature 200°C. Produkt reakcji oczyszczono, stosujagc membrany
dializacyjne MWCO = 500-1000 Da oraz wode destylowang jako rozpuszczalnik, oddzielajac do fazy
wodnej nieprzereagowang pochodna kumaryny. Otrzymano zmodyfikowane powierzchniowo CQDs
o wtasciwosciach hydrofilowych, dobrze rozpuszczalne w wodzie, ktére wykazywaty fluorescencje w za-
kresie 400-650 nm przy wzbudzeniu 365 nm, posiadajace wydajnos¢ kwantowa fluorescencji wynoszaca
16%. Otrzymany nanomateriat zbadano pod katem cytotoksycznosci wykorzystujgc linie komérkowa
L929 metoda testu XTT opisanego w protokole dostepnym na stronie: https://www.sigmaaldrich.com/ca-
talog/product/roche/11465015001 ?lang=pl&region=PL. Zywotno$¢ komorek wynosita powyzej 90%, przy
stezeniu zmodyfikowanych CQDs wynoszacym 0,03 mg/ml. Schemat procesu przedstawiono na zata-
czonym rysunku na fig. 1.

Przyktad 2

Do reaktora mikrofalowego ci$nieniowego dodano 2 g sacharozy, 0,2 g kwasu siarkowego(VI)
o stezeniu 96% mas. oraz 20 ml wody destylowanej. Reakcje karbonizacji sacharozy prowadzono
przez 60 minut, stosujac moc promieniowania mikrofalowego wynoszaca 500 W, temperatura miesza-
niny reakcyjnej wynosita 210°C. Otrzymany produkt reakcji zobojetniono stosujac 5% mas. roztwor
NaOH i wirowano przy 4500 rpm w celu oddzielenia zawiesiny wegla, oraz prowadzono dalszy proces
oczyszczania na membranach dializacyjnych MWCO 500-1000 Da, stosujac jako rozpuszczalnik wode
destylowana, przez 3 doby. Oczyszczone CQDs otrzymane z karbonizacji sacharozy poddano reakcji
modyfikacji powierzchni kwasem kumaryno-3-karboksylowym. Do reaktora mikrofalowego cis$nienio-
wego dodano 10 ml roztworu CQDs o stezeniu wynoszacym 5 mg/ml oraz 20 mg kwasu kumaryno-3-
-karboksylowego. Reakcje prowadzono stosujac moc promieniowania mikrofalowego wynoszaca
500 W przez 30 minut i temperature 190°C. W wyniku reakcji pochodnej kumaryny z CQDs powstaty
wigzania chemiczne pomiedzy grupami karboksylowymi kumaryny a hydroksylowymi CQDs. Otrzy-
mane zmodyfikowane CQDs poddano oczyszczaniu, stosujac proces membranowy oraz wode desty-
lowang jako rozpuszczalnik, uzywajac membrany dializacyjne MWCO 500—-1000 Da. Otrzymano CQDs
zmodyfikowane powierzchniowo o wiasciwosciach hydrofilowych, dobrze rozpuszczalne w wodzie.
Otrzymany nanomateriat zbadano pod katem cytotoksycznosci wykorzystujac linie komorkowa L929
metodg testu XTT. Zywotno$¢ komérek wynosita ponad 90% przy stezeniu zmodyfikowanych CQDs
wynoszacym 0,035 mg/ml. Schemat procesu przedstawiono na zatgczonym rysunku na fig. 2.

Przyktad 3

W naczyniu reaktora mikrofalowego ci$nieniowego umieszczono 1 g chitozanu o stopniu deace-
tylacji wynoszacym 90%, dodano 20 ml wody oraz 0,5 g 35% mas. roztworu kwasu solnego. Zastoso-
wano do reakcji karbonizacji moc promieniowania mikrofalowego wynoszaca 300 W, w czasie 2 godzin
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i temperaturze 250°C. Produkt reakcji karbonizacji chitozanu zobojetniono, przesgczono przez filtr mem-
branowy o $rednicy poréw 200 nm. Proces dalszego oczyszczania prowadzono z zastosowaniem rur
dializacyjnych z regenerowanej celulozy MWCO 500-1000 Da, stosujac wode destylowang jako roz-
puszczalnik, przez okres 5 dni. Otrzymany oczyszczony produkt reakcji karbonizacji zatezono, tak aby
otrzymac stezenie CQDs na poziomie 3 mg/ml. Do 20 ml tak uzyskanego roztworu zawierajacego pro-
dukt reakcji karbonizacji chitozanu dodano 10 mg 2-(7-N,N-dietylo)-2-okso-2H-chromen-3-yl| acetalde-
hydu i wstawiono do reaktora mikrofalowego ciénieniowego na czas 100 minut, temperatura procesu
wynosita 140°C, a moc promieniowania mikrofalowego 150 W. Produkt reakcji oczyszczano metoda
dializacyjng jak w przyktadzie 2, otrzymujac CQDs zmodyfikowane powierzchniowo aldehydowa po-
chodna kumaryny. Otrzymano zmodyfikowane powierzchniowo CQDs, ktére miaty wtasciwosci hydrofi-
lowe, byly dobrze rozpuszczalne w wodzie i wykazywaty fluorescencje w zakresie 400-650 nm przy
wzbudzeniu 365 nm, posiadajgc wydajnosé kwantowa fluorescencji wynoszaca 14%. Otrzymany nano-
materiat zbadano pod katem cytotoksycznosci wykorzystujac linie komoérkowa L929 metodg testu XTT.
Zywotno$¢é komorek wynosita ponad 90% przy stezeniu zmodyfikowanych CQDs wynoszgcym
0,02 mg/ml. Schemat procesu przedstawiono na zatgczonym rysunku na fig. 3.

KORZYSTNE SKUTKI WYNALAZKU

Sposdb wedtug wynalazku umozliwia wytworzenie nanokropek weglowych modyfikowanych
powierzchniowo zwiazkami z grupy kumaryn, charakteryzujacych sie korzystniejszymi wiasciwo-
$ciami, zwiekszona wydajnoscia kwantowa fluorescencji oraz czysto$cia w poréwnaniu do weglowych
kropek kwantowych otrzymywanych znanymi metodami, a takze zwiekszona rozpuszczalnoscia
w roztworach wodnych i nizsza lub brakiem cytotoksycznosci w stosunku do kropek kwantowych
o rdzeniu nieweglowym.

W procesie prowadzonym sposobem wedtug wynalazku modyfikacja powierzchniowa kropek
kwantowych o rdzeniu weglowym przeprowadzana jest z zastosowaniem zwiazkéw organicznych o wia-
Sciwosciach luminescencyjnych o niskiej cytotoksycznosci w poréwnaniu do innych barwnikéw fluore-
scencyjnych. Dzieki temu jest mozliwe otrzymanie weglowych kropek kwantowych o polepszonej cha-
rakterystyce spektroskopowej bez zwiekszania ich cytotoksyczno$ci.

Weglowe kropki kwantowe (CQDs) modyfikowane powierzchniowo wedtug wynalazku posiadajg
dodatkowe uktady chromoforowe, co polepsza ich zdolno$¢ do emisji energii w zakresie UV-Vis, a takze
zwieksza ich fotostabilnos¢ i odpornosé na fotobielenie.

Modyfikacja powierzchni nanokropek weglowych zwiazkami z grupy kumaryn pozwala na zasto-
sowanie ich w detekcji biomolekut, sledzeniu proceséw biochemicznych, czy wizualizacji struktur ko-
morkowych, co w przypadku niemodyfikowanych kumaryn jest niemozliwe lub ograniczone ze wzgledu
na niska lub brak rozpuszczalnoéci w roztworach wodnych tej grupy zwiazkéw.

Sposéb modyfikacji pozwala na kontrole stopnia modyfikacji powierzchni nanomateriatéw po-
przez dopasowanie warunkéw reakcji takich jak zmiana cisnienia, zmiana mocy promieniowania mikro-
falowego, temperatury prowadzenia procesu i czasu jego trwania.

Ponadto, korzystna cecha sposobu wedtug wynalazku jest brak szkodliwych produktéw ubocz-
nych, a takze niewykorzystywanie w procesie toksycznych rozpuszczalnikéw, czy modyfikatorow.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb ofrzymywania weglowych kropek kwantowych modyfikowanych powierzchniowo
zwiazkami organicznymi, polegajacy na tym, Ze w pierwszym etapie surowiec organiczny pod-
daje sie reakcji karbonizacji w srodowisku wodnym, w obecnosci czynnika zweglajacego, a na-
stepnie produkt reakcji karbonizacji oddziela sie od mieszaniny poreakcyjnej, oczyszcza
i wdrugim etapie poddaje reakcji modyfikacji powierzchniowej zwiazkiem organicznym, po
czym produkt reakcji modyfikacji powierzchni oddziela sie od mieszaniny poreakcyjnej i oczysz-
cza, znamienny tym, ze w pierwszym etapie surowiec organiczny zawierajacy heteroatomy
tienu i/lub azotu umieszcza sie w Srodowisku wodnym, w naczyniu reakcyjnym transparentnym
dla promieniowania mikrofalowego, dodaje sie srodek zweglajacy w postaci wodnego roztworu
kwasu, w ilosci 10-50% mas. w stosunku do surowca organicznego i prowadzi sie proces kar-
bonizacji surowca w tym roztworze, przy mieszaniu substratow z zastosowaniem promieniowa-
nia mikrofalowego o mocy 300-500 W oraz w temperaturze 210-250°C, przez czas 1-3 godz.,
a otrzymana mieszanine poreakcyjna zobojetnia sie wodnym roztworem wodorotlenku sodu do
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pH w zakresie 6-7, nastepnie produkt karbonizacji oddziela sie od zawartych w $rodowisku
poreakcyjnym zwiazkéw niskoczasteczkowych oraz nieprzereagowanych substratéw i makro-
czastek wegla poprzez filtracje przez filtry membranowe o $rednicy poréw 0,2-0,45 pm lub
poprzez wirowanie mieszaniny poreakcyjnej z predkoscia 2000—4500 obr./min, po czym otrzy-
mamy roztwor, zawierajacy nanoczastki weglowe, oczyszcza sie z niskoczasteczkowych pro-
duktéw ubocznych organicznych i nieorganicznych oraz nano- i mikroczastek za pomoca dia-
lizy, stosujac wode destylowana jako czynnik oczyszczajacy i membrane o MWCO z zakresu
500-1000 Da, a nastepnie w drugim etapie powierzchnie nanomateriatéw weglowych otrzy-
manych w reakcji karbonizacji modyfikuje sie, sporzadzajac roztwér nanokropek weglowych
o niemodyfikowanej powierzchni, zawierajacy nie mniej niz 0,2 mg nanokropek na 1 ml roz-
puszczalnika organicznego lub wody, a nastepnie dodajac do tego roztworu pochodna ku-
maryny, ktéra w swojej strukturze zawiera przynajmniej jedna reaktywna grupe funkcyjna
aldehydows i/lub karboksylowa, zachowujac stosunek masowy nanomateriat weglowy : po-
chodna kumaryny wynoszacy 1: 1-10, przy czym reakcje modyfikacji powierzchni prowadzi
sie w naczyniu reakcyjnym transparentnym dla mikrofal przy mieszaniu substratéw, poddajac
mieszanine dziataniu pola promieniowania mikrofalowego o mocy 150-500 W, przy cisnieniu
1-20 atm., przez 30-120 min, a nastepnie tak zmodyfikowane nanomateriaty weglowe
oczyszcza sie od nieprzereagowanych substratow oraz produktéw ubocznych, stosujac pro-
ces dializy z zastosowaniem membran o MWCO 500-1000 Da, i z uzyciem wody jako czyn-
nika oczyszczajacego, otrzymujac produkt finalny w postaci roztworu nanokropek weglowych
o powierzchni zmodyfikowanej zwiazkami z grupy kumaryn.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako surowiec organiczny stosuje sie glukoze,
sacharoze lub chitozan.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w reakcji karbonizacji stosuje sie kwas solny
lub kwas siarkowy(V1).

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w reakcji karbonizacji stosuje sie wode desty-
lowana w iloéci 100 g na 0,5 do 33 g surowca, korzystnie 100 g na 20 g surowca organicznedo.
Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze karbonizacje surowca organicznego prowadzi
sie w polu promieniowania mikrofalowego, stosujac cisnienie 1 do 20 atm.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze przed procesem oczyszczania ha membranach
dializacyjnych, mieszanine poreakcyjna z reakcji karbonizacji zobojetnia sie wodnym roztwo-
rem wodorotlenku sodu o stezeniu 2—5% mas. do wartosci pH z zakresu 6-7.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze oczyszczanie nanomateriatdow weglowych,
przed procesem modyfikacji ich powierzchni, prowadzi sie stosujac wode destylowana o prze-
wodnictwie wtasciwym z zakresu 1,7—-2,5 pS/cm i membrany dializacyjne o MWCO z zakresu
500-1000 Da.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze w reakcji modyfikacji powierzchni wykorzystuje
sie wodny roztwor niemodyfikowanych weglowych kropek kwantowych o stezeniu 5 mg/ml.
Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze reakcje modyfikacji powierzchni nanokropek we-
glowych za pomoca kumaryn przeprowadza sie stosujac temperature w zakresie 140-200°C,
przy stosunku masowym nanomateriat weglowy : pochodna kumaryny w zakresie 1: 5—7.
Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w reakcji modyfikacji powierzchni nanokropek
weglowych uzywa sie pochodnych kumaryny wykazujacych fluorescencje w zakresie promie-
niowania ultrafioletowego w zakresie 250-380 nm.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w reakcji modyfikacji powierzchni nanokropek
weglowych uzywa sie pochodnych kumaryny wykazujacych fluorescencje w zakresie promie-
niowania widzialnego 380—-800 nm.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w reakcji modyfikacji powierzchni nanokropek
weglowych uzywa sie pochodnych kumaryny wykazujacych fluorescencje w zakresie bliskiej
podczerwieni 800—1200 nm.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze proces oczyszczania zmodyfikowanych po-
wierzchniowo nanomateriatéw weglowych przeprowadza sie stosujac wode destylowana
o przewodnictwie wtasciwym z zakresu 1,7-2,5 uS/cm i membrany dializacyjne o MWCO z za-
kresu 500-1000 Da.
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