Sposdb otrzymywania weglowych kropek kwantowych modyfikowanych powierzchniowo
oraz weglowe kropki kwantowe modyfikowane powierzchniowo, otrzymane tym

sposobem

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania weglowych kropek
kwantowych (CQDs) modyfikowanych powierzchniowo zwigzkami organicznymi oraz
otrzymane tym sposobem weglowe kropki kwantowe modyfikowane powierzchniowo
zwigzkami organicznymi, nadajgce sie do zastosowania jako $rodki do biodetekcji
komérek nowotworowych, jondw metali oraz zwigzkdw nisko- i wysokoczgsteczkowych
istotnych biologicznie, bioobrazowania komérek i organelli komérkowych, element
sensorow i biosensorow, systeméw kontrolowanego dostarczania i uwalniania lekdw,

biotuszy a takze do $ledzenia procesdéw biochemicznych.

STAN TECHNIKI

Weglowe kropki kwantowe (CQDs) to kuliste materiaty o wielkosci od 1 do 10 nm,
cechujace sie wlasciwosciami luminescencyjnymi, dobrg rozpuszczalnoscig w roztworach
wodnych, zdolnoscig do przenikania bton komérkowych, a takze niskg cytotoksycznoscia.
Nalezg one do nanomateriatdbw zerowymiarowych, przez co rozumie sie w
nanotechnologii takich, ktére majg rozmiar ponizej 100 nm we wszystkich trzech
wymiarach geometrycznych. Ich unikalng cechg jest zdolnos¢ do fluorescencji o zmiennej
charakterystyce.

Weglowe kropki kwantowe maja rdzehd weglowy, ktéry moze posiadaé 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 zaliczy¢ ablacje laserowg, metody
elektrochemiczne oraz utlenianie sadzy kwasem mineralnym.

Wsréd metod jednoetapowych mozna wymieni¢ synteze hydrotermalng, synteze

w warunkach promieniowania mikrofalowego oraz pirolize.



Jednym z najwazniejszych parametréw weglowych kropek kwantowych jest
wydajnosé kwantowa fluorescencji, ktora determinuje ich aplikacyjno$é. Mozna na nig
wplynac poprzez takie metody jak pasywacja lub modyfikacja powierzchni.

Do najbardziej znanych metod modyfikacji powierzchni weglowych kropek
kwantowych dla metod dwuetapowych zalicza sie:

1. Autopasywacja powierzchni na drodze utleniania nanokropek weglowych
otrzymanych w procesie elektrolizy elektrody grafitowej;

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

3. Funkcjonalizacja powierzchni nanokropek weglowych otrzymanych w wyniku
utleniania sadzy kwasem azotowym, za pomocg pochodnych amin.

Do najbardziej znanych metod modyfikacji powierzchni weglowych kropek
kwantowych dla metod jednoetapowych zalicza sie:

1. Autopasywacja powierzchni powstajgcych nanokropek weglowych
nieprzereagowanymi lub niezdegradowanymi prekursorami bogatymi w
heteroatomy takie jak S, N, O;

2. Funkcjonalizacja powierzchni powstajgcych nanokropek weglowych na drodze
tworzenia wigzan kowalencyjnych pomiedzy grupami funkcyjnymi obecnymi na
rdzeniu weglowym, a grupami funkcyjnymi pochodzgcymi od zwigzkéw
modyfikujgcych bogatych w heteroatomy takie jak S, N, O.

Wymienione wyzej metody modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych
cechujg sie niskg powtarzalnoscia, a w przypadku metody hydrotermalnej takze
czasochtonnoscig oraz trudnoscig w kontrolowaniu zachodzenia procesu. Dodatkowo,
stosowanie zwigzkéw modyfikujgcych, takich jak pirydyna czy trietyloamina oraz ich
pochodne, zwieksza cytotoksyczno$¢ modyfikowanych nanokropek.

Ze wzgledu na dobrg rozpuszczalno$é w wodzie, biokompatybilno$é oraz zdolnosé
do fluorescencji o rdéznej charakterystyce, weglowe kropki kwantowe znajduja
zastosowanie w medycynie i farmacji do wizualizacji komérek i ich organelli, badania
procesdéw biochemicznych, czy detekcji réznych zwigzkdw istotnych biologicznie. Z tego
wzgledu, kluczowym jest, aby nanokropki weglowe cechowaty sie brakiem

cytotoksycznosci i wysokg czystoscia.



Obecnie znane i stosowane metody zwiekszania kwantowej wydajnosci
fluorescencji sg albo niewystarczajgce, albo wymagajg stosowania toksycznych substancji
modyfikujacych. To powoduje, ze poszukiwane sg nowe metody modyfikacji
powierzchniowej weglowych kropek kwantowych, ktérych efektem bedzie znaczace
polepszenie wiasciwosci nanokropek bez efektu cytotoksycznosci.

Sposrdéd znanych sposobdw otrzymywania weglowych kropek kwantowych
najbardziej do rozwigzania wedtug niniejszego wynalazku zblizony jest sposdb
przedstawiony w opisie patentowym CN 102583307 B, ktdry ujawnia metode syntezy
nanokropek weglowych w polu promieniowania mikrofalowego. Wedtug tego opisu, w
pierwszej kolejnosci przygotowuje sie roztwdr zrédta wegla organicznego: 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 wytrawiania antracytu kwasem azotowym. Wedtug
rozwigzania 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
prowadzono w atmosferze azotu w temperaturze 110°C.

W artykule pt. “Nitrogen Doped Carbon Quantum Dots Modified by Lens culinaris
B-Galactosidase 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 metodg hydrotermalng z mocznika i kwasu
cytrynowego przez 12 godzin w temperaturze 200°C. Artykut ujawnia sposéb modyfikacji
nanokropek weglowych dotowanych azotem na drodze immobilizacji B-galaktozydazy,
enzymu pochodzgcego z soczewicy jadalnej. W pierwszym etapie szczepienia
(modyfikacji) powierzchni przeprowadza sie reakcje weglowych kropek kwantowych z

mieszaning dwéch zwigzkow: N-hydroksysukcynimidu i N-etylo-N-(3-
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dimetyloaminopropylo)karbodiimidu, co prowadzi do utworzenia wigzan kowalencyjnych
pomiedzy pierwszorzedowymi grupami aminowymi oraz grupami karboksylowymi
obecnymi na powierzchni kropek kwantowych. Nastepnie, wedtug metody
przedstawionej w publikacji, dodaje sie roztworu bydlecej surowicy ptodowej, aby
zablokowac¢ niespecyficzne miejsca wigzan na powierzchni nanokropek weglowych. W
ostatnim etapie do czesciowo zmodyfikowanych nanokropek weglowych dodaje sie
roztwér enzymu w buforze fosforanowym i mieszanine inkubuje sie w temperaturze
pokojowej przez 12 godzin.

Jak wskazujg doniesienia z literatury fachowej i patentowej, obecnie nie jest znana
metoda otrzymywania weglowych kropek modyfikowanych powierzchniowo zwigzkami z

grupy kumaryn.

CEL WYNALAZKU

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu otrzymywania weglowych kropek
kwantowych modyfikowanych powierzchniowo zwigzkami z grupy kumaryn bez
stosowania toksycznych zwigzkdw, tak aby poprawié ich wtasciwosci luminescencyjne, i by
mogly postuzyé do biodetekcji komérek nieprawidtowych, jondw metali i zwigzkdéw
istotnych biologicznie, bioobrazowania komoérek i struktur komérkowych, jako element
systemoéw kontrolowanego dostarczania i uwalniania lekéw, element biotuszy, sensoréow i
biosensoréw oraz do S$ledzenia proceséw biochemicznych, a ponadto uzyskanie
weglowych  kropek kwantowych modyfikowanych  powierzchniowo  zwigzkami
organicznymi z grupy kumaryn bez stosowania toksycznych zwigzkdw, tak aby poprawié
ich witasciwosci luminescencyjne, i by mogly nadawaé sie do wskazanych powyzej

zastosowan.

ISTOTA WYNALAZKU

Istota wynalazku polega na tym, ze w pierwszym etapie procesu otrzymuje sie
weglowe kropki kwantowe w wyniku reakcji karbonizacji kwasem surowca organicznego
w $rodowisku wodnym, w polu promieniowania mikrofalowego, pod zwiekszonym
cisnieniem i przy zwiekszonej temperaturze, produkt karbonizacji oddziela sie od

mieszaniny poreakcyjnej i oczyszcza, otrzymujac weglowe kropki kwantowe o



niemodyfikowanej powierzchni, a nastepnie w drugim etapie oczyszczone weglowe kropki
kwantowe poddaje reakcji modyfikacji powierzchni na drodze szczepienia zwigzkiem
organicznym z grupy kumaryn, po czym produkt reakcji modyfikacji powierzchni oddziela
sie od mieszaniny poreakcyjnej i oczyszcza dla otrzymania finalnego roztworu,
zawierajgcego weglowe kropki kwantowe o zmodyfikowanej powierzchni.

Zgodnie z wynalazkiem, w pierwszym etapie surowiec organiczny umieszcza sie
w naczyniu reakcyjnym transparentnym dla mikrofal, a nastepnie dodaje wodny roztwér
kwasu w ilosci co najmniej 10% mas. w stosunku do masy surowca organicznego,
a nastepnie catos¢ poddaje reakcji karbonizacji w $rodowisku wodnym przy mieszaniu
substratéw, stosujgc promieniowanie mikrofalowe o mocy co najmniej 100 W, cisnienie
co najmniej 1 atm. oraz temperature co najmniej 100°C przez co najmniej 1 min.
Mieszanine poreakcyjng, zawierajgcg nanoczastki weglowe o niemodyfikowanej
powierzchni, zobojetnia sie poprzez dodatek zasady nieorganicznej do otrzymania
wartosdci pH mieszaniny w zakresie 6 - 7. Produkt reakcji karbonizacji oddziela sie od
zawartych w  s$rodowisku poreakcyjnym zwigzkéw niskoczgsteczkowych  oraz
nieprzereagowanych substratéw i makroczgstek wegla za pomocg filtracji przez filtry
membranowe o $rednicy poréow 0,2 — 0,45 pum lub na drodze wirowania mieszaniny
poreakcyjnej z predkoscig 2000 — 4500 obr./min (rpm). Nastepnie prowadzi sie dalsze
oczyszczanie produktu reakcji ze zwigzkdw organicznych oraz nieorganicznych nano- i
mikroczgstek za pomocg membrany dializacyjnej, nieprzepuszczajgcej zwigzkdw o
Srednich masach molowych 500 - 1000 Da, stosujac wode destylowang jako czynnik
0cCzyszczajacy.
Oczyszczony produkt reakeji karbonizacji, w postaci wodnego roztworu nanokropek
weglowych o niemodyfikowanej powierzchni (bedgcych semiprekursorem, na bazie
ktérego otrzymuje sie produkt finalny) kieruje sie nastepnie do drugiego etapu procesu.
Roztwdér 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, sporzgdza sie roztwdr nanokropek weglowych
o niemodyfikowanej powierzchni, zawierajgcy co najmniej 0,2 mg nanokropek na 1 ml

rozpuszczalnika organicznego lub wody, a nastepnie dodaje do tego roztworu pochodng



kumaryny, ktéra w swojej strukturze zawiera przynajmniej jedng reaktywng grupe
funkcyjng aldehydowg i/lub karboksylowa, zachowujgc stosunek masowy nanomateriat
weglowy : pochodna kumaryny wynoszacy 1 : 1-10, przy czym reakcje modyfikacji
powierzchni prowadzi sie w naczyniu reakcyjnym transparentnym dla mikrofal przy
mieszaniu substratéw, poddajagc  mieszanine dziataniu pola promieniowania
mikrofalowego o mocy co najmniej 100 W, przy ci$nieniu co najmniej 1 atm., przez co
najmniej 60 min.

Nastepnie tak zmodyfikowane nanomaterialy weglowe oczyszcza sie od
nieprzereagowanych substratéw oraz produktéw ubocznych, stosujgc proces dializy
z zastosowaniem membran o MWCO 500 - 1000 Da, z uzyciem wody jako czynnika
oczyszczajgcego, otrzymujgc produkt finalny w postaci roztworu nanokropek weglowych o
powierzchni zmodyfikowanej zwigzkami z grupy kumaryn.

Korzystnie jako surowiec do karbonizacji stosuje sie biomase odpadowa roélinng,
sacharydy, polisacharydy, aminokwasy, peptydy, biatka, oleje odpadowe Iub inne
substancje bogate w atomy wegla, w tym substancje lub mieszaniny substancji
zawierajgcych atomy azotu i/lub siarki i/lub tlenu i/lub fosforu.

Korzystnie w reakcji karbonizacji stosuje sie 100 g wody destylowanej na 0,5 g do
33 g wspomnianego surowca, a zwtaszcza 100 g na 20 g surowca.

Korzystnie jako czynnik karbonizujgcy stosuje sie roztwdr wodny kwasu solnego
lub siarkowego(VI), w ilosci od 10 do 20 % mas. w stosunku do surowca.

Korzystnie czas karbonizacji w polu promieniowania mikrofalowego wynosi od 2
do 4 minut.

Korzystnie temperatura karbonizacji wynosi od 160°C do 250°C.

Korzystnie ci$nienie podczas karbonizacji wynosi od 1 do 20 atm.

Korzystnie mieszanine poreakcyjng, uzyskang po karbonizacji surowca, zobojetnia
sie do pH w zakresie 6 -7, stosujgc zasade nieorganiczng w formie wodnego roztworu
wodorotlenku sodu o stezeniu 2 -5 % mas.

Korzystnie mieszanine poreakcyjna, uzyskang po karbonizacji surowca, oddziela sie
od makro i mikroczastek za pomocg filtra o Srednicy poréw o rozmiarze w zakresie

0,2—-0,45 um.
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Korzystnie mieszanine poreakcyjna, uzyskang po karbonizacji surowca, oddziela sie
od makro i mikroczastek na drodze wirowania z predkoscig obrotéw 2000 - 4500 rpm.

Korzystnie przefiltrowang lub odwirowang mieszanine poreakcyjng oddziela sie od
mikroczgstek stosujgc wode destylowang o przewodnictwie wilasciwym z zakresu
1,7 -2,5 uS/cm i membrane dializacyjng o przepuszczalnosci 500 -1000 Da.

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

Korzystnie do modyfikacji powierzchni weglowych nanokropek kwantowych
stosuje sie zwigzki z grupy kumaryn, zawierajgce w swojej strukturze chemicznej
przynajmniej jedng grupe karboksylowa i/lub aldehydowg, w stosunku masowym
nanomateriat weglowy : kumaryna wynoszgcym 1: 1 do 10.

Korzystnie do uzyskania modyfikowanych powierzchniowo nanokropek weglowych
o fluorescencji w zakresie promieniowania ultrafioletowego uzywa sie pochodnych
kumaryny wykazujgcych fluorescencje w zakresie promieniowania ultrafioletowego w
zakresie 250 — 380 nm.

Korzystnie do uzyskania modyfikowanych powierzchniowo nanokropek weglowych
o fluorescencji w zakresie promieniowania widzialnego uzywa sie pochodnych kumaryny
wykazujgcych fluorescencje w zakresie promieniowania widzialnego 380 — 800 nm.

Korzystnie do uzyskania modyfikowanych powierzchniowo nanokropek weglowych
o fluorescencji w zakresie promieniowania bliskiej podczerwieni uzywa sie pochodnych
kumaryny wykazujacych fluorescencje w zakresie bliskiej podczerwieni 800 — 1200 nm.

Korzystnie reakcje modyfikacji powierzchni nanokropek weglowych za pomocg
kumaryn przeprowadza sie stosujgc cisnienie w zakresie 1-20 atm., temperature w
zakresie 100 — 220°C oraz moc promieniowania mikrofalowego w zakresie 100 — 600 W,
stosujgc stosunek masowy nanomateriat weglowy: pochodna kumaryny w zakresie 1: 5-7.

Korzystnie nanokropki weglowe zmodyfikowane pochodnymi kumaryny oddziela
sie od zanieczyszczen poreakcyjnych w wodzie destylowanej o przewodnictwie wtasciwym
z zakresu 1,7 — 2,5 puS/cm metodg dializy stosujgc membrany nieprzepuszczalne dla

zwigzkdw o masie 500-1000 Da.
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Zgodnie z wynalazkiem, weglowe kropki kwantowe modyfikowane
powierzchniowo, charakteryzujg sie tym, ze sg produktem sposobu w ktérym w
pierwszym etapie otrzymuje sie weglowe kropki kwantowe w wyniku reakcji karbonizacji
kwasem surowca organicznego w Srodowisku wodnym, w polu promieniowania
mikrofalowego, pod zwiekszonym cisnieniem i przy zwiekszonej temperaturze, produkt
karbonizacji oddziela sie od mieszaniny poreakcyjnej i oczyszcza, otrzymujgc weglowe
kropki kwantowe o niemodyfikowanej powierzchni, a nastepnie w drugim etapie
oczyszczone weglowe kropki kwantowe poddaje reakcji modyfikacji powierzchni na
drodze szczepienia zwigzkiem organicznym z grupy kumaryn, wprowadzajgc do roztworu
nanokropek weglowych o niemodyfikowanej powierzchni, zawierajgcego co najmniej
0,2 mg nanokropek na 1 ml rozpuszczalnika organicznego lub wody, pochodng kumaryny
ktora w swojej strukturze zawiera przynajmniej jedng reaktywng grupe funkcyjng
aldehydows i/lub karboksylowg, zachowujac stosunek masowy nanomateriat weglowy :
pochodna kumaryny wynoszgcy 1 : 1-10, przy czym reakcje modyfikacji powierzchni
prowadzi sie w naczyniu reakcyjnym transparentnym dla mikrofal przy mieszaniu
substratéw, poddajgc mieszanine dziataniu pola promieniowania mikrofalowego o mocy
co najmniej 100 W, przy ci$nieniu co najmniej 1 atm., przez co najmniej 60 min, a
nastepnie tak zmodyfikowane nanomateriaty weglowe oczyszcza sie  od
nieprzereagowanych substratow oraz produktéw ubocznych, stosujgc proces dializy z
zastosowaniem membran o MWCO 500 - 1000 Da, z uzyciem wody jako czynnika
oczyszczajgcego, otrzymujgc produkt finalny w postaci roztworu nanokropek weglowych o

powierzchni zmodyfikowanej zwigzkami z grupy kumaryn.

Weglowe kropki kwantowe stanowigce produkt opisanego wyzej sposobu,
modyfikowane zwigzkami z grupy kumaryn, cechujg sie zwiekszong wydajnoscia
kwantowg fluorescencji w poréwnaniu do nanomateriatdbw niepoddawanych
funkcjonalizacji oraz brakiem cytotoksycznosci.

Sposéb  wedtug wynalazku eliminuje konieczno$é stosowania toksycznych
zwigzkéw organicznych z grupy amin (dietyloamina, trietyloamina, hydroksyloamina,

pirydyna itp.), a przy tym jest szybki i relatywnie tani.
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Rozwigzanie wedtug wynalazku zobrazowano w ponizszych przyktadach,
nieograniczajgcych zakresu jego ochrony.

Ponadto na zatgczonym rysunku pokazano schematy otrzymywania weglowych
kropek kwantowych modyfikowanych powierzchniowo zwigzkami z grupy kumaryn, przy
czym Fig. 1 przedstawia schemat procesu wedtug przyktadu 1, Fig. 2 przedstawia schemat

procesu wedtug przykfadu 2, a Fig. 3 przedstawia 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.
Roztwdr umieszczono w reaktorze mikrofalowym cisnieniowym stosujgc 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
ultradZzwiekowej w temperaturze 40°c, ekstrahujgc CQDs przez 20 minut z zweglonej
masy poreakcyjnej. Roztwdr zobojetniono wodnym roztworem NaOH do pH = 7, a
nastepnie przesgczono przez filtr membranowy o s$rednicy poréw wynoszacej 200 nm.
Przesgcz umieszczono w rurze dializacyjnej o MCWO (Molecular Weight Cut-Off) = 500 —
1000 Da i prowadzono proces dalszego oczyszczania przez 4 doby, stosujgc wode
destylowang jako rozpuszczalnik. Otrzymane oczyszczone nanomaterialy weglowe z
karbonizacji glukozy, w postaci wodnego roztworu postuzyty jako semiprekursory do
otrzymywania CQDs szczepionych (modyfikowanych) powierzchniowo pochodnymi
kumaryny. CQDs otrzymane 1z glukozy zawierajg na swojej powierzchni grupy
hydroksylowe (-OH), ktore mogg tworzy¢ wigzania kowalencyjne z karboksylowymi
pochodnymi kumaryny. W celu zmodyfikowania powierzchni CQDs otrzymanych z
karbonizacji glukozy, do roztworu wodnego zawierajgcego 5 mg/ml CQDs dodano 20 mg
kwasu 7-(N,N-dietylo)kumaryno-3-karboksylowego. Mieszanine reakcyjng umieszczono w
ci$nieniowym reaktorze mikrofalowym i prowadzono reakcje modyfikacji stosujgc moc
promieniowania 300 W, czas 120 minut i temperature 200°C. Produkt reakgcji
oczyszczono, stosujgc membrany dializacyjine MWCO = 500-1000 Da oraz wode
destylowang jako rozpuszczalnik, oddzielajgc do fazy wodnej nieprzereagowang

pochodng kumaryny. Otrzymano zmodyfikowane powierzchniowo CQDs o wiasciwosciach
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hydrofilowych, dobrze rozpuszczalne w wodzie, ktére wykazywaty fluorescencje w
zakresie 400 — 650 nm przy wzbudzeniu 365 nm, posiadajgce wydajno$é kwantowa
fluorescencji wynoszacg 16%. Otrzymany nanomateriat zbadano pod katem
cytotoksycznosdci wykorzystujac linie komérkowag L929 metodg testu XTT opisanego w
protokole dostepnym na stronie:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11465015001?lang=pl&region=PL

Zywotnoé¢ komoérek wynosita powyzej 90%, przy stezeniu zmodyfikowanych CQDs
wynoszacym 0,03 mg/ml. Schemat procesu przedstawiono na zatgczonym rysunku na

fig.1.

Przykfad 2

Do reaktora mikrofalowego cisnieniowego dodano 2 g sacharozy, 0,2 g kwasu
siarkowego(VI) o stezeniu 96% mas. oraz 20 ml wody destylowanej. Rekcje karbonizacji
sacharozy prowadzono przez 60 minut, stosujgc moc promieniowania mikrofalowego
wynoszgcg 500 W, temperatura mieszaniny reakcyjnej wynosita 210°c. Otrzymany
produkt reakcji zobojetniono stosujgc 5% mas. roztwdr 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 cisnieniowego dodano 10 ml roztworu CQDs o stezeniu
wynoszacym 5 mg/ml oraz 20 mg kwasu kumaryno-3-karboksylowego. Reakcje
prowadzono stosujgc moc promieniowania mikrofalowego wynoszgcg 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. Otrzymane zmodyfikowane CQDs poddano oczyszczaniu, stosujgc proces
membranowy oraz wode destylowang jako rozpuszczalnik, uzywajgc membrany
dializacyjne MWCQO 500-1000 Da. Otrzymano CQDs zmodyfikowane powierzchniowo o
wiasciwosciach hydrofilowych, dobrze rozpuszczalne w wodzie. Otrzymany nanomateriat
zbadano pod katem cytotoksycznosci wykorzystujgc linie komdrkowg L929 metodg testu

XTT. Zywotno$é komérek wynosita ponad 90% przy stezeniu zmodyfikowanych CQDs
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wynoszgcym 0,035 mg/ml. Schemat procesu przedstawiono na zatgczonym rysunku na

fig.2.

Przyktad 3

W naczyniu reaktora mikrofalowego cisnieniowego umieszczono 1 g chitozanu o stopniu
deacetylacji wynoszacym 90%, dodano 20 ml wody oraz 0,5 g 35% mas. roztworu kwasu
solnego. Zastosowano do reakcji karbonizacji moc promieniowania mikrofalowego
wynoszgcg 300 W, w czasie 2 godzin i temperaturze 250°C. Produkt reakcji karbonizacji
chitozanu zobojetniono, przesgczono przez filtr membranowy o $rednicy poréw 200 nm.
Proces dalszego oczyszczania prowadzono z zastosowaniem rur dializacyjnych z
regenerowanej celulozy MWCO 500-1000 Da, stosujagc wode destylowang jako
rozpuszczalnik, przez okres 5 dni. Otrzymany oczyszczony produkt reakcji karbonizacji
zatezono, tak aby otrzymac stezenie CQDs na poziomie 3 mg/ml. Do 20 ml tak uzyskanego
roztworu zawierajgcego produkt reakcji karbonizacji chitozanu dodano 10 mg 2-(7-N,N-
dietylo)-2-okso-2H-chromen-3-yl acetaldehydu i wstawiono do reaktora mikrofalowego
ci$nieniowego na czas 100 minut, temperatura procesu wynosita 1400C, a moc
promieniowania mikrofalowego 150 W. Produkt reakcji oczyszczano metodg dializacyjng
jak w przyktadzie 2, otrzymujgc CQDs zmodyfikowane powierzchniowo aldehydowa
pochodng kumaryny. Otrzymano zmodyfikowane powierzchniowo CQDs, ktére miaty
wiasciwosci hydrofilowe, byly dobrze rozpuszczalne w wodzie i wykazywaty fluorescencje
w zakresie 400 — 650 nm przy wzbudzeniu 365 nm, posiadajac wydajnosé kwantowa
fluorescencji wynoszaca 14%. Otrzymany nanomateriat zbadano pod katem
cytotoksycznoéci wykorzystujac linie komdrkowg L929 metody testu XTT. Zywotnosé
komdrek wynosita ponad 90% przy stezeniu zmodyfikowanych CQDs wynoszacym 0,02

mg/ml. Schemat procesu przedstawiono na zatgczonym rysunku na fig.3.

KORZYSTNE SKUTKI WYNALAZKU

Sposéb wedtug wynalazku umozliwia wytworzenie nanokropek weglowych
modyfikowanych powierzchniowo zwigzkami z grupy kumaryn, charakteryzujgcych sie
korzystniejszymi witasciwosciami, zwiekszong wydajnoscig kwantowg fluorescencji oraz

czystoscig w poréwnaniu do weglowych kropek kwantowych otrzymywanych znanymi
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metodami, a takze zwiekszong rozpuszczalnoscia w roztworach wodnych i nizszg 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 zwigzkédw organicznych o wtasciwosciach luminescencyjnych o niskiej
cytotoksycznosci w poréwnaniu do innych barwnikéw fluorescencyjnych. Dzieki temu jest
mozliwe otrzymanie weglowych kropek kwantowych o polepszonej charakterystyce
spektroskopowej bez zwiekszania ich cytotoksycznosci.

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

Modyfikacja powierzchni nanokropek weglowych zwigzkami z grupy kumaryn
pozwala na zastosowanie ich w detekcji biomolekut, sledzeniu proceséw biochemicznych,
czy wizualizacji struktur komérkowych, co w przypadku niemodyfikowanych kumaryn jest
niemozliwe lub ograniczone ze wzgledu na niskg lub brak rozpuszczalnosci w roztworach
wodnych tej grupy zwigzkdw.

Sposéb modyfikacji pozwala na kontrole stopnia modyfikacji powierzchni
nanomateriatow poprzez dopasowanie warunkdéw reakcji takich jak zmiana cisnienia,
zmiana mocy promieniowania mikrofalowego, temperatury prowadzenia procesu i czasu
jego trwania.

Ponadto, korzystng cechg sposobu wedtug wynalazku jest brak szkodliwych
produktéw ubocznych, a takie niewykorzystywanie w procesie toksycznych

rozpuszczalnikéw, czy modyfikatordw.



