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Функцiоналiзацiя вуглецевих нанотрубок за допомогою
молекул бiологiчного походження рiзної природи

З метою розширення можливостей застосування вуглецевих нанотрубок (ВНТ) у бiо-
технологiї дослiджено здатнiсть молекул бiологiчного походження взаємодiяти iз ВНТ.
Показано формування стабiльних водних полiдисперсних колоїдних систем одношарових
та багатошарових ВНТ, нековалентно функцiоналiзованих за допомогою ряду бiомо-
лекул — дволанцюгової ДНК, дезоксирибонуклеозидтрифосфатiв, аденозинтрифоcфату
натрiю, бичачого сироваткового альбумiну, бiлкiв екстракту склистого тiла, гумату
натрiю. Наведено результати раманiвської спектроскопiї, трансмiсiйної електронної
та атомно-силової мiкроскопiй зразкiв функцiоналiзованих ВНТ, що свiдчать про ряд
морфологiчних та структурних змiн, спричинених функцiоналiзацiєю. Обговорюються
механiзми нековалентної взаємодiї бiомолекул з ВНТ.

Залучення нанотехнологiчного iнструментарiю до вирiшення сучасних завдань бiотехно-
логiї вiдкриває якiсно новий етап у розробцi нових методiв спрямованої доставки “сполук
iнтересу” в клiтини як прокарiотiв, так i еукарiотiв. У рамках вдосконалення iснуючих та
розробки нових методiв генетичної трансформацiї вуглецевi нанотрубки (ВНТ), якi мають
низку виняткових властивостей, можна розглядати як потенцiйно високоефективнi пере-
носники чужинної ДНК у рослиннi клiтини [1–3]. ВНТ здатнi проникати крiзь мембрану
клiтин i клiтинну стiнку усередину клiтин рослин, не виявляючи при цьому значної цито-
токсичностi [4]. Крiм того, вони можуть проходити не лише в ядро, а й у такi субклiтиннi
структури, як мiтохондрiї та пластиди, що дає можливiсть прогнозувати їх застосування
у ходi розробки нових методiв модифiкацiї генетичного матерiалу цих органел. Основними
напрямками розробки методiв застосування ВНТ у бiологiчних дослiдженнях є пiдвищен-
ня бiологiчної сумiсностi ВНТ, керованостi процесу їх проникнення усерединi органiзму та
зниження токсичностi. З огляду на недолiки та обмеження iснуючих методiв опанування
шляхiв екологiчно безпечної i бiологiчно сумiсної функцiоналiзацiї ВНТ є прiоритетним
напрямом для розширення можливостей бiологiчного застосування [3]. Вирiшення цього
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завдання здебiльшого передбачає змiну поверхневих характеристик ВНТ (функцiоналiза-
цiю) за допомогою методiв їх ковалентної та нековалентної хiмiчної модифiкацiї.

Оскiльки в бiологiчних системах основним розчинником i дисперсним середовищем є во-
да, подолання гiдрофобностi ВНТ є вихiдним етапом подальших розробок у данiй сферi.
На сьогоднi розроблена значна кiлькiсть методiв ковалентної функцiоналiзацiї ВНТ, проте
використання продуктiв такої функцiоналiзацiї в бiологiчних дослiдженнях обмежується
рядом факторiв. Ковалентно функцiоналiзованi ВНТ часто мають пiдвищену реактивнiсть
та токсичнiсть порiвняно з чистими ВНТ, що обмежує їх застосування в живих системах.
Крiм того, для ковалентної функцiоналiзацiї ВНТ використовуються токсичнi реагенти (ки-
слоти, карбени, фтор, арильнi радикали, азометиновi iлiди) та значнi енергетичнi ресурси,
внаслiдок чого цi пiдходи є екологiчно небезпечними i економiчно неефективними [5]. Звi-
сно, реалiзацiя таких пiдходiв суперечить загальнiй тенденцiї “озеленення” нанотехнологiй
у рамках розгортання стратегiй “зеленої хiмiї” [6]. А поряд з цим застосування вищена-
ведених методiв функцiоналiзацiї ВНТ обмежує можливостi розробки та впровадження
ефективних нанотехнологiчних рiшень у розв’язання iснуючих завдань генетичної iнже-
нерiї.

Для того щоб досягти прогресу у вирiшеннi цього питання, необхiдно охарактеризувати
закономiрностi здатностi рiзних молекул бiологiчного походження та їх похiдних нековален-
тно взаємодiяти з ВНТ. Нековалентна функцiоналiзацiя ВНТ базується на використаннi
сил Ван-дер-Ваальса та π-π-стекiнг взаємодiй мiж полiароматичною графеновою поверх-
нею нанотрубок та ароматичними дiлянками функцiоналiзувальних молекул. При цьому
реактивнiсть ВНТ пов’язана з розбiжнiстю π-орбiталей сумiжних атомiв карбону внаслiдок
деформацiї, iндукованої просторовим викривленням [7]. Власне, процес функцiоналiзацiї
реалiзується шляхом адсорбцiї чи згортання амфiфiльних молекул, ароматичних сполук,
полiмерiв тощо навколо поверхнi ВНТ [3, 5]. При цьому дистальне орiєнтування гiдрофiль-
них доменiв функцiоналiзувальних молекул опосередковує диспергування ВНТ у водному
середовищi.

Оскiльки нековалентна функцiоналiзацiя ВНТ з використанням бiомолекул розглядає-
ться як доцiльна альтернатива iснуючим методам змiни їх поверхневих властивостей, з’я-
сування цих закономiрностей допоможе вирiшити проблему отримання нековалентно фун-
кцiоналiзованих ВНТ для подальшого використання в генетичнiй iнженерiї, зокрема для їх
застосування як переносникiв ДНК у рослиннi клiтини. Саме тому метою даного дослiджен-
ня було охарактеризувати здатнiсть ряду молекул бiологiчного походження, якi належать
до рiзних класiв, та їх похiдних нековалентно взаємодiяти з ВНТ.

У проведеному дослiдженнi використовували комерцiйнi одношаровi та багатошаровi
ВНТ (табл. 1). Для їх функцiоналiзацiї застосовувалися такi речовини: нуклеїнова кисло-
та — дволанцюгова плазмiдна ДНК (0,5 мг/мл), iзольована за методом [8] iз попередньо
трансформованих компетентних клiтин Esherichia сoli штаму DH5α; сумiш рiвних кiль-
костей мономерiв ДНК — чотирьох дезоксирибонуклеозидтрифосфатiв дНТФ (сумарна
концентрацiя 1 мг/мл) (“Sigma”, США); аденозинтрифосфат натрiю (АТФ-Na) (10 мг/мл)
(“Дарниця”, Україна); бичачий сироватковий альбумiн (БСА) — глобулярний бiлок iз мо-
лекулярною масою 64 кДа (10 мг/мл) (“Sigma”, США); високомолекулярна органiчна спо-
лука — гумат натрiю (10 мг/мл) (“Humintech GmbH”, Нiмеччина); екстракт склистого тiла
(“Бiофарма”, Україна), що мiстить бiлки та гiалуронову кислоту; амiнокислота L-пролiн
(10 мг/мл) (“Sigma”, США); продукт часткового ферментативного гiдролiзу бiлкiв — пеп-
тон (10 мг/мл) (“Альфарус”, Україна) та сечовину (“Sigma”, США).

138 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2015, №2



До всiх зразкiв додавали ВНТ у концентрацiї 1 мг/мл. В експериментах з функцiоналiза-
цiї ВНТ використовували бiдистильовану воду, отриману за допомогою Barnstead Easypure
II (“Thermo Scientific”, США). Як контроль також використовували бiдистильовану воду.
Зразки перемiшували на вортексi протягом 3 хв (Microspin, BioSan FV-2400, Латвiя), пiс-
ля чого обробляли ультразвуком частотою 22 кГц (UM-4, Unitra, Unima Olsztyn, Польща)
при 25 ◦C протягом рiзних промiжкiв часу (20, 40, 60 хв). Ультразвукову обробку застосову-
вали для iнiцiювання процесу функцiоналiзацiї ВНТ, оскiльки вона сприяє подоланню ван-
дерваальсових взаємодiй мiж гiдрофобними поверхнями ВНТ та дезагрегацiї останнiх [9],
а також забезпечує змiни конформацiї функцiоналiзувальних молекул, сприятливi для взає-
модiї їх гiдрофобних сайтiв з поверхнею ВНТ [10]. Пiсля ультразвукової обробки зразки
центрифугували 10 хв при 16000 g (Eppendorf 5417R, Нiмеччина) для видалення агломе-
ратiв недиспергованих ВНТ. Для подальших аналiзiв отриманi колоїднi розчини зберiгали
при 4 ◦C.

Трансмiсiйну електронну мiкроскопiю зразкiв функцiоналiзованих ВНТ проводили за
допомогою мiкроскопа JEM-200 А (“JEOL”, Японiя) у режимi бiлого поля при прискорюю-
чiй напрузi 200 кВ [11]. Спектри комбiнацiйного розсiювання свiтла (КРС, раманiвськi спе-
ктри) були отриманi при кiмнатнiй температурi за допомогою спектрометра Horiba Jobin
Yvon T64 000 (Японiя), оснащеного конфокальним мiкроскопом Olympus BX-41 (Японiя)
(довгофокусний 50-кратний об’єктив, апертура 0,60), i реєструвалися за допомогою охоло-
джуваного 1024 × 256 ССD-детектора (“Andor”, Iрландiя). Збудження мiкро-КРС здiйсню-
вали за допомогою безперервного випромiнювання Ar-Kr лазера моделi 2018-RM (“Spectra-
Physics”, Нiмеччина) з енергiєю збуджуючого випромiнювання Eзбуд = 2,54 еВ (488,0 нм).
Атомно-силову мiкроскопiю проводили на приладi Dimension 3000 (“Digital Instruments”,
США).

У результатi проведених дослiджень було встановлено формування стабiльних водних
колоїдних систем одношарових та багатошарових ВНТ, нековалентно функцiоналiзованих
молекулами дволанцюгової ДНК, сумiшшю дНТФ, АТФ-Na, БСА, гумату натрiю та ком-
понентами екстракту склистого тiла. Утворенi колоїднi розчини зберiгали стабiльнiсть про-
тягом 6 мiсяцiв, при цьому спостерiгалася дуже незначна i повiльна агрегацiя компонентiв
диспергованої фази. L-пролiн, пептон, спермiдин та сечовина не виявили здатностi некова-
лентно зв’язуватися з поверхнею ВНТ та диспергувати останнi у водi. Очевидно, ключова
роль у формуваннi гiдрофiльних комплексiв на основi ВНТ належить бiомолекулам з гiд-
рофобно-гiдрофiльними властивостями. Саме вони утворюють промiжну фазу, яка висту-
пає дисперсним середовищем для гiдрофобних ВНТ. У свою чергу, наявнiсть гiдрофiльних
доменiв обумовлює здатнiсть утворених кон’югатiв диспергуватись у водi. При цьому орга-

Таблиця 1. Характеристики використаних ВНТ

Показник
Одношаровi ВНТ

(“Arry”, Нiмеччина; ARS002)∗
Багатошаровi ВНТ

(“Aldrich, США; 698849)∗

Довжина, мкм 5–20 2,5–20 (10 — середня)
Дiаметр, нм 1–2 6–13 — зовнiшнiй

2–6 — внутрiшнiй
Ступiнь чистоти, мас. частка, % 90 99
Площа поверхнi, м2/г 400 220
Кiлькiсть шарiв графену в стiнцi 1 7–13
Метод синтезу Хiмiчне парофазне осадження (каталiтичний пiролiз вуглеводнiв)

∗У дужках вказанi виробник i номер продукту.
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нiзуюча роль у вказаних взаємодiях належить механiчним ефектам ультразвукової обробки
(дезагрегацiя ВНТ i просторове розгортання молекул) та координацiйному ефекту водного
оточення.

Вiдомо, що при утвореннi комплексiв ДНК з ВНТ азотистi основи бiомолекули всту-
пають у π-π-стекiнг взаємодiю з поверхнею ВНТ, а гiдрофiльнi цукро-фосфатнi групи спря-
мовуються в бiк дисперсного водного середовища [12]. При цьому використання дволанцюго-
вих молекул ДНК, не поступаючись у ефективностi функцiоналiзацiї, є бiльш ефективним
i методично простим, нiж одноланцюгових. Застосування окремих дНТФ та їх похiдних
також може мати ряд переваг у спрощеннi та пiдвищеннi функцiональностi бiологiчного
покриття ВНТ. Так, АТФ є однiєю з ключових енергетичних сполук бiологiчних систем.
Адсорбована на поверхнi ВНТ АТФ потенцiйно здатна пiдвищувати ефективнiсть перене-
сення цiльових вантажiв нанотрубками у клiтини-мiшенi за рахунок реалiзацiї атрактив-
ного ефекту.

Бiлки як природнi сполуки, що мiстять гiдрофiльнi та гiдрофобнi домени, є перспектив-
ним класом бiомолекул для функцiоналiзацiї ВНТ. Їхня гiдрофобнiсть залежить вiд пос-
лiдовностi амiнокислот у полiпептидному ланцюзi та значення pH середовища. Взаємодiя
ВНТ з водорозчинними бiлками та подальше утворення здатних диспергуватися у водному
середовищi комплексiв пов’язується з конформацiйними змiнами, якi реалiзуються шля-
хом розгортання та згортання молекул бiлка [13]. Саме цими процесами, очевидно, i може
бути обумовлено диспергування ВНТ у водному середовищi, опосередковане БСА та ком-
понентами водного екстракту склистого тiла. Останнiй мiстить протеоглiкани, до складу
яких входить гiалуронова кислота. Ця кислота може посилювати стабiльнiсть диспергуван-
ня комплексiв, якi утворюються при взаємодiї протеоглiкану iз ВНТ. При цьому гiдрофобнi
домени органiчної молекули зв’язуються зi стiнкою нанотрубки, а високогiдрофiльна гiа-
луронова кислота мiцно “заякорює” комплекс у водному середовищi.

Що стосується взаємодiї з ВНТ гумiнових кислот, останнi за своїми властивостями є ви-
сокомолекулярними аморфними органiчними сполуками, що утворюються при розкладаннi
органiчних решток внаслiдок природних процесiв. У структурi гумiнових кислот загалом
видiляють слабо конденсованi та замiщенi ароматичнi ядра, зв’язанi мiж собою дiлянка-
ми неароматичного характеру. До складу їх молекул входять карбоксильнi та карбонiльнi
групи, спиртовi та фенольнi гiдроксили, iнодi — метоксильнi групи. Очевидно, наявнiсть
ароматичних дiлянок та специфiчних хiмiчних груп обумовлює здатнiсть цих сполук та їх
похiдних взаємодiяти з ВНТ i диспергувати останнi у водному середовищi, що i спостерi-
галося в наших дослiдженнях.

Згiдно з результатами трансмiсiйної електронної мiкроскопiї зразкiв функцiоналiзова-
них ВНТ можна зробити висновок про те, що бiологiчнi молекули утворюють стабiльне
покриття ВНТ з формуванням седиментацiйно стiйкої та стiйкої до iнтенсивних механiч-
них впливiв дисперсної системи з низьким ступенем структурного впорядкування (рис. 1).
При цьому бiологiчне покриття виявляє високу спорiдненiсть до поверхнi ВНТ i, взаємодi-
ючи з поверхнею окремих нанотрубок, зумовлює ефективнiсть їх диспергування у водному
середовищi. Результати електронної мiкроскопiї засвiдчили також, що ультразвукова оброб-
ка спричиняє iстотне вкорочення ВНТ (у дiапазонi 0,1–5 мкм проти вихiдних 2,5–20 мкм).
Важливо вiдзначити, що вкороченi ВНТ вважаються потенцiйно бiльш здатними ефектив-
но проникати усередину клiтин, нiж довгi ВНТ.

За результатами раманiвської спектроскопiї зразкiв (рис. 2) було зафiксовано ряд змiн
у дiлянцi радiальної дихальної моди (Radial breathing mode, RBM) — смуги низькочастот-
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Рис. 1. Трансмiсiйно-електронне зображення багатошарових ВНТ, функцiоналiзованих молекулами дволан-
цюгової ДНК. ДНК утворює аморфне суцiльне покриття нанотрубок

Рис. 2. Спектри раманiвського розсiювання свiтла необроблених одношарових ВНТ (1 ) та функцiоналiзо-
ваних ДНК одношарових ВНТ (2 ). Смуги спектра: RBM — радiальна дихальна мода, D-смуга, G-смуга,
2D-смуга

них коливань в областi частот 150–250 см−1 — спектрiв функцiоналiзованих ВНТ, порiвняно
з необробленими ВНТ. Наявнiсть даної смуги обумовлена симетричними радiальними ко-
ливаннями атомiв вуглецю в стiнцi нанотрубки. Наявнiсть i чiтка вираженiсть цiєї смуги
є характеристичною ознакою одношарових ВНТ, оскiльки в багатошарових ВНТ радiаль-
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ним коливанням атомiв вуглецю перешкоджають стiнки сусiднiх шарiв трубок. У зразку
функцiоналiзованих одношарових ВНТ дана смуга вiдсутня через наявнiсть функцiоналi-
зувального покриття на поверхнi нанотрубки.

Iншою характерною особливiстю спектрiв КРС ВНТ є наявнiсть у них G-смуги, яка
є найбiльш iнтенсивною i знаходиться в областi 1500–1600 см−1. Дана смуга обумовлена
тангенцiальними коливаннями атомiв вуглецю в площинi графенового шару. Пiк G+ даної
смуги викликаний коливаннями атомiв вздовж осi ВНТ, тодi як G− пiк пов’язаний iз коли-
ваннями в перпендикулярних до осi напрямках. Залежно вiд структурної досконалостi та
величини викривленостi графенового шару G-смуга може вiдрiзнятися за частотою i фор-
мою. Наприклад, у спектрах КРС (раманiвських спектрах) чистого графiту G-смуга має
вузьку i нероздiлену форму. У зразку функцiоналiзованих молекулами ДНК одношарових
ВНТ напiвширина G-смуги значно переважає напiвширину даної смуги зразка вихiдних
одношарових ВНТ.

D-смуга присутня в дiапазонi 1250–1450 см−1 спектрiв КРС усiх вуглецевих матерiалiв,
включаючи аморфний вуглець. Вона обумовлена коливальною модою, пов’язаною з крайо-
вими ефектами графену i, певною мiрою, може вказувати на наявнiсть порушень його стру-
ктури. Пiдвищена iнтенсивнiсть цiєї смуги може бути спричинена високою концентрацiєю
аморфної фази, високим вмiстом дефектних трубок чи великою кiлькiстю коротких трубок,
у яких крайовi ефекти є бiльш вираженими. За iнтенсивнiстю цiєї смуги визначають дефе-
ктнiсть, тобто ступiнь порушення симетрiї iдеального графiтового шару з sp2-гiбридизацiєю
атомiв вуглецю. Вiдношення значень iнтенсивностi смуг D/G характеризує спiввiдношен-
ня у зразку кiлькостi матерiалiв з невпорядкованою i впорядкованою структурою. Згiдно
з отриманими результатами, для функцiоналiзованих зразкiв одношарових ВНТ було помi-
тно зростання спiввiдношення D/G порiвняно з таким для вихiдних ВНТ, що може свiдчи-
ти про пiдвищення ступеня порушення симетрiї, збiльшення дефектностi iдеальної sp2-гiб-
ридизованої структури ВНТ та переважання фракцiї коротких ВНТ пiсля функцiоналi-
зацiї.

Результати атомно-силової мiкроскопiї зразкiв (рис. 3) пiдтверджують збiльшення дiа-
метра структур на основi функцiоналiзованих ВНТ порiвняно з необробленими ВНТ. Так,
наведений на рис. 3, в топографiчний профiль показує, що дiаметр функцiоналiзованої ба-
гатошарової ВНТ за шкалою становить близько 30 нм, тодi як максимальний зовнiшнiй
дiаметр використаних у дослiдженнi чистих багатошарових ВНТ — 13 нм згiдно з даними
виробника (див. табл. 1). Дiаметр функцiоналiзованих одношарових ВНТ також iстотно
збiльшувався пiсля функцiоналiзацiї. Це явище, загалом, пiдтверджує адсорбцiю функцiо-
налiзувальних молекул на поверхнi нанотрубок з утворенням суцiльного покриття iндивi-
дуальних ВНТ бiомолекулами.

Таким чином, у результатi проведених дослiджень показано нековалентну взаємодiю
ряду бiологiчних молекул та їх похiдних iз одношаровими та багатошаровими ВНТ, яка
приводить до утворення здатних стабiльно диспергуватися у водних середовищах комплек-
сiв. Встановлено, що процес взаємодiї вiдбувається на рiвнi окремих нанотрубок та iнiцiює
ряд змiн морфологiчних i структурних характеристик ВНТ. Ключова роль у формуваннi
водно-диспергованих комплексiв належить бiологiчним молекулам з гiдрофобно-гiдрофiль-
ними властивостями. Найбiльш ефективними сполуками для функцiоналiзацiї одношарових
та багатошарових ВНТ, за результатами наших дослiджень, виявилися дволанцюгова ДНК,
сумiш дНТФ, натрiєва сiль АТФ, БСА, компоненти екстракту склистого тiла та гумат нат-
рiю.
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Рис. 3. Результати атомно-силової мiкроскопiї зразкiв функцiоналiзованих за допомогою ДНК багатошаро-
вих ВНТ. а — тривимiрне зображення, цiна подiлки по осi X — 1000 нм, по осi Z — 200 нм; б — двовимiрне
зображення з лiнiєю топографiчного перерiзу в перпендикулярнiй площинi; в — двовимiрний топографiчний
перерiз. Трикутник вказує на функцiоналiзовану ВНТ
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Функционализация углеродных нанотрубок с помощью молекул
биологического происхождения различной природы

Для расширения возможностей применения углеродных нанотрубок (УНТ) в биотехноло-
гии исследована способность молекул биологического происхождения взаимодействовать
с УНТ. Показано формирование стабильных водных полидисперсных коллоидных систем
однослойных и многослойных УНТ, нековалентно функционализированных с помощью ря-
да биомолекул — двухцепочной ДНК, дезоксирибонуклеозидтрифосфатов, аденозинтрифо-
cфата натрия, бычьего сывороточного альбумина, белков экстракта стекловидного те-
ла, гумата натрия. Приведены результаты рамановской спектроскопии, трансмиссионной
электронной и атомно-силовой микроскопий функционализированных УНТ, которые свиде-
тельствуют о ряде морфологических и структурных изменений, вызванных функционали-
зацией. Обсуждаются механизмы нековалентного взаимодействия биомолекул с УНТ.
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Functionalization of carbon nanotubes using biological molecules of
various nature

In order to expand biotechnological applications of carbon nanotubes (CNTs), the ability of bio-
logical molecules to interact with CNTs is studied. We report the formation of stable aqueous
polydisperse colloidal systems of SWNTs and MWNTs non-covalently functionalized with several
biomolecules — double-stranded DNA, deoxyribonucleotide triphosphates, adenosine triphosphate
sodium salt, bovine serum albumin, vitreous body extract proteins and sodium humate. The results of
Raman spectroscopy, transmission electron and atomic-force microscopies of functionalized CNTs
demonstrating morphological and structural changes in CNTs caused by the functionalization are
shown. Mechanisms of non-covalent biomolecules-CNTs interactions are discussed.
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