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Tiivistelma

Tama kirjallisuuskatsaus pyrkii luomaan laajahkon perustepohjan grafeenimateriaaleista ja
naiden funktionalisoimisesta proteiineilla ja tietyilla muilla biomolekyyleilld. Erityista
huomiota on  kiinnitetty erilaisten  vuorovaikutusten  rooleihin  ja  biologisiin
(yhteis)vaikutuksiin.  Grafeenimateriaalien ja  biomolekyyleilld  funktionalisoitujen
grafeenimateriaalien sovelluskohteita on tarkasteltu ja ndiden jatkosoveltamista spekuloitu ja
ehdotettu lopputulokset- ja yhteenvetoluvussa. Lisaksi tarpeellisiksi katsottuja perustietoja
kuvantamismenetelmistd,  grafeenimateriaalien ~ valmistamisesta, sekd  proteiinien

funktionaalisesta rakenteesta on esitelty kirjallisuuden pohjalta katsauksen seassa.

Grafeenimateriaaleihin voidaan liittdd proteiineja ja muita biomolekyylejd. Puhdas
grafeenipinta sitoo biomolekyyleja hydrofobisilla vuorovaikutuksilla, kun grafeenioksidipinta
puolestaan sitoo biomolekyylej& koordinoivilla vuorovaikutuksilla ja kovalenttisilla sidoksilla.
N&amé sitovat vuorovaikutukset myds muokkaavat liitettdvia biomolekyyleja ja mahdollisesti
my06s grafeenimateriaalia. Lisaksi ympadriston muutoksien kyky irrottaa ja muokata
grafeenimateriaaleihin sidottuja biomolekyylej& riippuu siitd, miten biomolekyylit on

kiinnitetty pintaan.

Grafeenipinnoilla on useita mahdollisia sovelluskohteita muun muassa bioteknologiassa ja
teollisuudessa. Grafeenimateriaalien pintoja ja ndiden funktionalisointia voidaan tutkia useilla
eri tavoilla, kuten muun muassa fluoresenssilla ja mikroskopian muodoilla, kuten elektroni-,
atomivoima- ja valomikroskopialla. N&iden sovelluskohteiden mahdollisuuksien arvioimiseksi
ja turvalliseksi tekemiseksi tdytyy grafeenimateriaalien ja biomolekyylien véliset

vuorovaikutukset tuntea tarkasti.



Esipuhe

Téama kandidaatintutkielma on Kirjoitettu kevéélla 2019 Jyvaskylan yliopistossa kandidaatin
tutkintoa varten. Kemian laitoksen johtaja, professori Mika Pettersson toimi tydn ohjaajana

Jyvaskylan yliopiston nanotiedekeskuksesta.

Tutkielman aihe kasittelee padasiallisesti grafeenin ja sen johdannaisten vuorovaikutuksia
proteiinien kanssa, sekd ndiden wvuorovaikutusten soveltamista grafeenimateriaalien ja
esimerkiksi proteiinien sitomisessa toisiinsa. Aihe on aarimmaisen laaja ja poikkitieteellinen
yhdistelmd solu- ja molekyylibiologiaa, kemiaa, sekd mikro- ja nanotason fysiikkaa. Tdman
vuoksi aihetta pyrittiin rajaamaan pelkastaan pintaraapaisuksi, mutta aiheesta kattavan ja
yhtendisen kokonaisuuden luomiseksi kirjallisuuskatsaus kdy melko perusteelliseksi lapi myos
hieman I6yhemmin asiaan liittyvia aiheita. Proteiinin perusrakennetta ja laskostumista kaydaan
lapi, jotta proteiinien vuorovaikutukset grafeenimateriaalien kanssa selittyisivat luontevasti.
Liséksi grafeenin ja sen johdannaisten valmistutusta ja kuvantamista on kayty lapi katsauksen
tasapainottamisen nimissé. Aiheen rajauksesta huolimatta tutkielma venyi pituudeltaan, mika

toivottavasti korreloi asiasisallon maaran kanssa.

Kaytetyt ldhteet koottiin valtaosin kdyttden Googlen ilmaista Scholar-hakukonetta, Jyvaskylan
yliopiston kirjaston JYKDOK-tietokantaa ja ACS Publications:in julkaisutietokantaa. Osa
kéytetyistd lahteistd 10ydettiin my6s muista l&hteistd. Suurimmaksi ongelmaksi ldhteiden ja
viitteiden kanssa nousi kaytettyjen lahteiden tapa viitata toisiinsa, mika vaikeutti tarkkojen
alkuperdislahteiden I6ytdmistd ja ndihin viittaamista. Tama oli erityisen selvdd esimerkiksi
grafeenin  perusominaisuuksia ja rakennetta késiteltdessd, koska t&hdn liittyvét
perustutkimukset ja koonnit ovat valtaosin grafeenitutkimuksen alkuajoilta, mink& vuoksi

suurin osa naisté lahteisté viittaa toisiinsa, vaihtelevalla selkeydella.

Haluaisin kiittdd Mika Petterssonia ohjauksesta ja mahdollisuudesta syventya aiheeseen.
Haluaisin kiittaa erityisesti myds Saara Kaskea ja Jussi Ahokasta palautteesta kandin siséllostéa
ja kirjoitusasusta, seka teknisestd avusta lahteiden kanssa. Haluaisin kiittaa lisédksi kaikesta
enemman tai vahemman rakentavasta palautteesta, jota olen saanut kemian opiskelijoiden
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1 Johdanto

Grafeeni on yksikerroksista levymaista hiiltd, jonka voidaan ajatella muodostavan grafiittia
latoutuessaan.’” Nobel-palkittuja Novoselovia ja Geimid tutkimusryhmineen pidetdan
ensimmaising, jotka onnistuivat tuottamaan aitoa yksikerroksista grafeenia vuonna 2004,1:8-13
vaikka muun muassa P.R. Wallacen grafiittia tutkivasta, jo vuonna 1947 ilmestyneestd,
julkaisusta* voidaankin huomata joitain viitteitd grafeenille kokeellisesti todetuista
elektronisista ominaisuuksista. Grafeenista on olemassa my0ds hapettunut muoto:
grafeenioksidi, jota voidaan valmistaa hapettamalla esimerkiksi grafeenin valmistuksen
yhteydessd, ja tatd seuraavilla lampokaésittelyilla muokata rakenteeltaan ja ominaisuuksiltaan

takaisin kohti grafeenia. 121418

Grafeenimateriaalien ominaisuuksiin voidaan vaikuttaa esimerkiksi muuttamalla niiden
kerrospaksuuksia: mikd muuttaa muun muassa sen valon transmissiivisyytta ja jaykkyytts;8:19
tai pintaryhmié: grafeenioksidin happiryhmét vuorovaikuttavat ympériston kanssa eri tavoilla
kuin puhdas grafeeni ja voivat reagoida herkemmin ympérdivien aineiden kanssa.>®41°
Samaten pintaan  kiinnitetyt  (mahdollisesti  katalyyttiset)  biomolekyylit  (kuten
proteiinit/entsyymit) voivat sallia grafeenimateriaaleille uusia bio-ominaisuuksia yhdistettyna

kyseisten grafeenimateriaalien omiin ominaisuuksiin.820-37

Grafeenimateriaaleista ja ndiden biomolekyylikomposiiteista voidaan kehittda useita erilaisia
konkreettisia  sovelluksia, kuten (bio)sensoreita, seka sahkdisia ja elektronisia
komponentteja,1418:24.27:3536.38.39 Nita biomolekyylien ja grafeenimateriaalien yhteenliittymia
koossa pitavat vuorovaikutukset voivat kuitenkin tehdd néistd myos eri tavoilla haitallisia
kiinnitetyille proteiineille, ymparistélle ja jopa kokonaisille elollisille systeemeille,18:24-27:34:3540
Liséksi naiden vuorovaikutusten vahvuuksien biomolekyyli- ja sitoutumistyyppikohtaiset
muutokset  ympaéristotekijoiden  (esimerkiksi  pH-arvon) muuttuessa tulee tuntea

nanomateriaalien epdhaluttuihin paikkoihin vuotamisen vélttamiseksi,!8:23.24.26,31,34.35,37

Tamé Kirjallisuuskatsaus pyrkii esittelemaan yleisesti grafeenin ja sen johdannaisten
ominaisuuksia, sek& erilaisia vuorovaikutuksia, joilla proteiinit ja muut biomolekyylit voivat
liitty& grafeenimateriaaleihin. Grafeenimateriaalien mahdollisiin vaikutuksiin eldvissa soluissa

ja kudoksissa on my®ds Kiinnitetty huomiota téssé katsauksessa.



2 Taustatietoa grafeenista

Grafeeni on yksi kiintedn hiilen allotrooppinen muoto, joka koostuu yksittaisesta
atomikerroksesta sp?-hybridisoitunutta hiilta, vaikka joskus silla viitataan alle 10 kerroksiseen
levymiiseen rakenteeseen.>>%! Grafeenin voidaan titen ajatella olevan yksittdinen kerros
yleisesti esiintyvaa grafiittia (Iuonnollisesti esiintyvaa hiilen allotrooppia)?, joka koostuu
useammasta ladotusta kerroksesta grafeenia, jotka liittyvat yhteen heikoilla van der Waals-
vuorovaikutuksilla.>” Yksikerroksisen -eli aidon— grafeenin onnistuneesta eristamisesté
mainittiin ensimmaisen kerran vuonna 2004 julkaistussa artikkelissa®, jolloin grafeenia

“kuorittiin” mekaanisesti pyrolyyttisesta grafiitista.>® 2

2.1 Grafeenin rakenne ja ominaisuudet

Grafeeni on rakenteeltaan yhden atomin paksuista hiililevya, jossa jokainen hiili on sitoutunut
kolmeen muuhun hiileen.! Tassa molekulaarisessa rakenteessa jokaisen hiilen voidaan kuvata
muodostavan kolme yksoissidosta ja yhden delokalisoituvan kaksoissidoksen, eli tassa
kennomaisessa rakenteessa on kolme o-sidosta jokaisesta hiilestd ja m-sidokset muodostavat
delokalisoituneen elektroniverhon hiililevyn yla- ja alapuolelle.>**1"4! Tama sitoutuminen
juontuu hiilen kyvystd hybridisoitua elektroniorbitaaleiltaan, mik& voidaan mallintaa
grafeenissa sp-hybridisaationa, jossa hiilen valenssikuoren s-orbitaali ja kaksi p-orbitaalia
hybridisoituvat kolmeksi matalaenergisemmaksi sp?-orbitaaliksi, jittden yhden vapaan
korkeaenergisemmén p-orbitaalin.>** Geometrisesti sp?-orbitaalit osoittavat vaakatasossa
toisistaan poispdin ja hybridisoitumaton p-orbitaali suuntautuu kohtisuoraan grafeenin tasoa

kohti.>1"41 Edell4 kuvailtu on nahtavilla kuvassa 1.

b)

Kuva 1: a) Grafeenin hiilien sitoutuminen toisiinsa yksois- ja kaksoissidoksilla. b) p-Orbitaalien

suuntautuminen grafeenin rakenteessa. Chemdraw Professional.



Kuvasta 1 voidaan huomata, kuinka grafeenin kaikki c-sidokset suuntautuvat tasomaisesti
levyssd, kun n-sidokset muodostavat p-orbitaalit suuntautuvat osoittamaan yhdensuuntaisesti.
Tama p-orbitaalien samansuuntaisuus johtaa m-elektronien delokalisoitumiseen.’*!” Koska
grafeeni vuorovaikuttaa van der Waalsin voimilla,>'"# voidaan todeta, ettd grafeeni on
hydrofobista.*? Grafeenin mittaluokka on itsessdan vaikuttava tekija useissa sen
ominaisuuksissa: grafeenissa on painoonsa suhteutettuna paljon mahdollista pinta-alaa
(2630 m? - g1),* joka on taynni poolittomia aromaattisia renkaita, mika vahvistaa van der
Waals- vuorovaikutuksia ja aromaattista m-m-vuorovaikutusta.l’*? Van der Waalsin
vuorovaikutusta tehostanee lisdksi se, ettd grafeenin wvuorovaikutuspinta-alan suuruus,
verrattuna sen pieneen kokonaiskokoon, myos altistanee grafeenin kontaktivuorovaikutuksien
indusoinnille.! Lisaksi grafeenin kiteen yksikerroksisuuden ja pienen koon ansiosta grafeenin
koko pinta on nakyvilla ja taten pienetkin kemialliset muutokset ilmenevit.! Edella mainitun
vuoksi voidaan pitad itsestdén selvana, etta grafeenin ominaisuuksia voidaan kétevasti tutkia ja
seurata pintoja kuvantavilla menetelmilla, kuten atomivoimamikroskopialla®11:14.22.23.2643-46 j5

tunnelointivirtamikroskopialla®1443,

Grafeeni on monien ominaisuuksiensa puolesta ylivertainen verrattuna moniin yleisesti
kéytettyihin materiaaleihin. Mekaanisilta ominaisuuksiltaan grafeeni on perinteistd terasta
parempaa.’ Se on samaan aikaan todella joustavaa, mutta samalla vedettaessa huomattavasti
lujempaa (sen elastinen kerroin [Youngin moduuli] on terapaskalien luokkaa)*® kuin teras.*84°
N&ma mekaaniset ominaisuudet johtuvat edelld esitellyistd grafeenin tasomaisista o-
sidoksista.>1"4! Koska nama sidokset ovat samassa tasossa ja liittavat jokaisen hiilen samalla
tavalla kolmeen muuhun hiileen, sidokset ovat sp?-hybridisoituneessa grafeenissa vahvoja.>!"*!
Lisaksi mainittakoon, ettd grafeenilevyn kerrosten m&&rd on suoraan verrannollinen sen

jaykkyyteen.8

Grafeenin lammadnjohtavuus on noin 5000 W - m~1 - K~1.4” Taméa korkea lammonjohtavuus ei
johdu grafeenissa delokalisoituneista w-elektroneista, vaan puhtaassa grafeenissa lampo siirtyy
grafeenin tasomaisia kemiallisia sidoksia pitkin varahdellen.'” Epapuhtaassa kiderakenteessa
tai molekulaarisesti epataydellisessd grafeenissa tama ei valttamatta pade.’ Itseninen grafeeni
on my6s hyvin valoa lapdisevaa (noin 2,3 % valosta absorboituu) ja sen kyky estdd valon

lapitunkeutumista on suoraan kytkdksissa siihen, kuinka monta kerrosta sita on paallekkéain.®

Puhdas grafeeni on puolimetallina hyvin sahkda johtavaa,1*41%49 ja se kestad suuria
sidhkovirtoja (suurempia kuin 108 A-cm™2)°. Puhdasta grafeenia pidetdan “luonnollisena”

zero-gap-puolijohteena, jossa valenssi- ja johdinvyon valiin ei jaa ollenkaan Kiellettya



energiavalia, mutta nama elektronivy6t eivat myoskdan kosketa 14591750 Taman
elektronivyorakenteen voidaan katsoa johtuvan grafeenin laaja-alaisesta aromaattisten -
elektronien delokalisaatiosta, jonka ajatellaan aiheuttavan grafeenin johtavuuden.'” Grafeenin
valenssi- ja johdinvy6t kohtaavan pistemdisesti niin sanotuissa Diracin pisteissd, jotka
sijaitsevat kuvien 2 ja 3 osoittamalla tavalla suhteessa niin sanottujen Brillouinin vyohykkeiden

kulmissa.1>17:41

Kuva 2: Havainnollistava kuva Diracin pisteiden (K ja K’) sijainnista grafeenissa. a) Grafeenin
kaksiulotteinen alkeiskoppi. b) Diracin pisteiden (K ja K’) sijainti Brillouinin vydhykkeissa
(katkoviivat) suhteessa hiiliatomeihin (harmaat pisteet). ¢) Kohdan a kuva hilatasoilla ja kohdan b kuvan
Brillouinin vyohyke merkittyna suhteessa diffraktiopisteisiin. Kuva lainattu lahteesta 5: Warner, J.H.;
et al. toimittaman teoksen “Graphene : Fundamentals and Emergent Applications” Schaffel, F.:n

kirjoittamasta osasta “The Atomic Structure of Graphene and Its Few-layer Counterparts .

L)

Kuva 3: Grafeenin valenssi- ja johtavuusvoiden fysikaalinen kohtaaminen pistemdisesti Diracin
pisteissd (K ja K’). Kuva lainattu l&hteestd 1: Mas-Ballesté, R.; et al. julkaisusta “2D materials: to

graphene and beyond” .



Johtuen grafeenin elektronivdiden hienovaraisesta (pistemaisestd) kosketuksesta Diracin
pisteissa, elektronivydrakenteeseen ja tasta seuraavaan johtavuuteen voidaan helposti vaikuttaa
useilla eri tavoilla.1*"°® Naistd ehka tunnetuin on sahkokentalle altistaminen,® mutta
elektronivoiden sijainteihin  toistensa suhteen voidaan vaikuttaa muun muassa
magneettikentilld, substraateilla ja grafeenin muotoa muuttamalla. 4174150 Esimerkiksi kuvan
3 oikealla puolella nédkyvén elektronivoiden pisteméisen kosketuksen muokkaus voi johtaa
ylemman (niin sanotun Fermi-tason ylittdvan) johtavuusvyon miehitykseen esimerkiksi
valenssielektroneilla, jolloin johtuminen tapahtuu varauksensiirtajaelektronien vélityksell4 tai
(Fermi-tasosta) alemmalle valenssivytlle syntyvéén elektronisesti tyhjadn” tilaan, jonka
liilkkuminen saa virran kulkemaan.>*%450 Tama muuttaa (douppaa/rikastaa/seostaa) grafeenin
johtavasta puolimetallista n- tai p-tyypin puolijohteeksi, kuten Bekyarova, E.; et al. ovat
onnistuneet tekemaan aryyli-ryhmia grafeenin pintaan liittaessaan.?® Elektronisen vyodaukon
puuttumisen voidaan myos ajatella tuottavan jatkuvan absorptiospektrin, silla elektronit voivat
vyovalin puuttuessa suorittaa elektronisesti rajoittamattoman maaran virityssiirtymid, jolloin

mahdollinen absorptiospektri tulee olemaan aukoton.!

Grafeenin kemialliseen reaktiivisuuteen vaikuttaa sen poimuttuneisuus, joka indusoi sen
muutoin vakaita sp?-hybridisoituneita hiilia reagoimaan luomalla rasitusta hiili-hiili-
sidoksiin.2*"1 Nama grafeenin reaktiivisuudelle altistavat poimut luonnostaan vakauttavat
grafeenia, joka ei ole Kiinnitettynd pintaan.**> Grafeenin pinnan kovalenttinen
funktionalisointi muuttaa hiilien sp?-hybridisoitumisen sp3-hybridisoitumiseksi, mika lisad
naiden hiilien lahialueiden reaktiivisuutta grafeenissa ja on havaittavissa grafeenin sp®-
hybridisoituneissa reunoissa ja rakenteen virhekohdissa.'”>! Grafeeniin voidaan liittaa
kemiallisia ryhmié kovalenttisesti myos valillisesti: hapettamalla grafeenin pintaa happiryhmia
sisaltavaksi grafeenioksidiksi, jolloin molekyyleja voidaan funktionalisoida pintaan kiinni
naiden happiryhmien reaktioilla.>!"®! Grafeenia voidaan lisaksi funktionalisoida heikoilla
sidoksilla, kuten van der Waals- ja m-n-vuorovaikutuksilla, jolloin grafeenin sp?-hybridisaatio

ei muutu ja taten elektroniset ominaisuudet eivat muutu pysyvasti.l’42

2.2 Grafeenioksidi

Grafeenioksidi on grafeenin hapettunut muoto, jota voidaan valmistaa grafiitista,>®1%14-18
Hapettunut grafeeni —grafeenioksidi — sisaltdd happiryhmid, jotka riippuvat sijainnista:
epoksi- ja hydroksidiryhmét hapettuvat valtaosin sp?-hiiliin grafeenin pinnalla, kun karbonyyli-

ja karboksyyliryhmat puolestaan hapettuvat grafeenin sp3-hiiliin grafeenin reunoilla ja



virhekohdissa.>®1>1"1851 Grafeenioksidin pinnalla on usein myos hapettumattomia alueita,
jotka ovat sp?-hybridisoituneita ja aromaattisia.’® Happiryhmien (kvalitatiivinen ja
kvantitatiivinen)® kiinnittyminen grafeenin pintaan muuttaa grafeenin monia rakenteesta
riippuvia ominaisuuksia.>®'*'> Happiryhmét esimerkiksi tekevit grafeenin hydrofobisesta
pinnasta hydrofiilisen>'* ja muuttavat sen johtavuutta muokkaamalla elektronirakennetta.>%°
Grafeenin  kemiallisista ominaisuuksista ja reaktiivisuudesta puhuttaessa voidaan
grafeenioksidin yhteydessa mainita happiryhmien liittymisen grafeenia kemiallisille reaktioille
altistavat vaikutukset: sp?-hybridisoituneiden hiilien muutos sp3-hybridisoituneiksi,® seka

esimerkiksi epoksidi-ryhmien grafeenin pintaan liittyessaan aiheuttama poimuttuminen.®

Grafeenioksidin grafeenista eroavia ominaisuuksia voidaan kayttdd hyvaksi esimerkiksi
grafiitin grafeenikerrosten erottelussa.>®11%16 Grafeenioksidia voidaan valmistaa tehokkaasti
grafiittia vahvoilla hapettimilla hapettamalla grafiittioksidiksi, jonka kerrokset voidaan erottaa
grafeenioksidiksi.>®1214-1618  Grafiittioksidin erottelu grafeenioksidiksi perustuu pinnoille
funktionalisoitujen happiryhmien erilaisiin ominaisuuksiin.>®21516 Happiryhmat voidaan
hajottaa 1ammolla, jolloin hajoavista happiryhmista syntyvéd kaasunpaine tyontdd kerrokset
erilleen,’® tai kerrokset voidaan erottaa altistamalla grafiittioksidi vedelle, jolloin
grafeenioksidilevyt irtoavat toisistaan happiryhmien halutessa entropian ajamina
vuorovaikuttaa vesimolekyylien kanssa.>'#® Taman jalkeen syntynyttd grafeenioksidia
voidaan kasitell&d vahvoilla pelkistimilld, jolloin suurin osa happiryhmista pelkistyy pois, mutta
grafeenin rakenne ei palaa tiydelliseen ja toistuvaan sp?-hybridisaatioon, vaan syntyy niin
sanottua pelkistettyd grafeenioksidia.>®® Edella kuvatusti tuotetun grafeenioksidin ja sen
pelkistetyn muodon molekyylitason rakenne tulee aina olemaan satunnainen, mutta pelkistetyn
grafeenioksidin hiili:happi-suhde on noin 16:1, kun grafeenioksidille hyvaksytty empiirinen
kaava on "C,O0(OH)” hiili:happi-suhteella noin 2,0:2,9.5°

Vaikka pelkistetyn grafeenioksidin rakenteesta voidaan edelleen poistaa happea ja rakennetta
néin palauttaa edelleen takaisin puhtaan grafeenin tapaiseksi —saannolliseksi ja aromaattiseksi
rakenteeksi— lampokasittelyill4,® ei grafeenioksidilla ole sen helposta valmistuksesta
huolimatta suurempaa kayttod esimerkiksi elektroniikan valmistuksessa, koska syntyvaa
rakennetta ei nykytekniikoilla voida hallita tarkkaan muun muassa jéljelle jaévien ei haluttujen
kemiallisten ryhmien vuoksi.>*®'® Esimerkiksi kaasunpainetta kéytettaessd tuotetuttujen
levyjen pinnoille j&da usein funktionaalisia ryhmid.!® Grafeenioksidin ja pelkistetyn

grafeenioksidin rakenteet ovat havainnollistettuina kuvassa 4.



Kuva 4: a) Grafeenioksidi hapettuneine ryhmineen. b) Pelkistetyn grafeenioksidin rakenne. Huom.
alkuaineet eivét valttdamattd ole empiirisessd suhteessa, koska kuvalla kuvataan vain rakenteita.

Chemdraw Professional.

2.3 Grafeenin valmistus

Grafeenia voidaan tuottaa (tai useammassa tapauksessa erotella) erilaisilla tavoilla, joilla
kaikilla on puolensa liittyen tuotetun grafeenin puhtauteen ja saantoon. Grafeenia voidaan
erotella grafiitista liuotinten tai mekaanisen voiman avulla.1%!2141653 joka tapauksessa naiden
erotusmenetelmien taytyy voittaa grafeenilevyjen valissd vallitseva sidosenergia (2 eV -
nm~1)* tavalla tai toisella, ettad grafiitin muodostavat levyt voidaan erottaa toisistaan.*?
Ensimmaéinen varmistettu —vuonna 2010 Nobelilla palkittu — yksittaiskerroksisen grafeenin
eristys tapahtui vuonna 2004 Novoselovin tutkimusryhman toimesta, kun grafiittikerroksia

revittiin erilleen teipin avulla.t#*3

Grafeenikerrosten erottelu tdlld niin sanotulla ”Scotch tape -metodilla” perustuu siihen, ettd
grafiittia sidotaan teipin liimapuoleen, jonka jalkeen liimapuoli taitellaan tiiviisti Kiinni itseensa
tai toisen teipinpalan liimapuoleen, jonka jalkeen liimapuolet revitaan erilleen toisistaan. 01214
Toistamalla teipinpalojen yhteen liimaamista ja irti repimistd useita kertoja, voidaan grafiittia
purkaa aina yksittéisiin grafeenikerrokseen asti, jolloin yksittaiskerroksiin paatyminen voidaan
havainnoida yksittdishiilikerroksien transmissiivisyydesta juontuvasta pinnan lapindkyvéksi
muuttumisesta.'>!° Tuotetut grafeenilevyt, jotka ovat yhden tai muutamien kerrosten paksuisia,
voidaan tdmén jalkeen irrottaa teipistd piilevyyn asetoniliuotuksella, jonka jalkeen
liuotusasetonille altistettu piilevy pestdan epdpuhtauksista vedella ja propanolilla.'> Ohuimpien

grafeenilevyjen uskotaan liittyvan piilevyyn, koska niiden suuri pinta-ala/massa-suhde tehostaa



van der Waalsin vuorovaikutuksia ja muita pinta-alaan suoraan verrannollisia

vuorovaikutuksia, 1?1742

Toinen sarja tdysin mekaanisia tapoja erottaa grafeenikerroksia liittyvat atomivoima- tai
tunnelointimikroskopiaan: grafeenikerroksia erotellaan talttaamalla” erilleen useammasta
kerroksesta, tai raaputtamalla grafiittia pintaa vasten (vrt.  Kirjoittaminen).t24
Grafeenikerroksia voidaan kirjoittaa” —esimerkiksi piioksidiin— raaputtamalla atomivoima-
tai tunnelointivirtamikroskoopilla grafiittia pintaa vasten, kun ’talttaaminen” puolestaan
tapahtuu ajamalla kyseisten mikroskooppien neulaa jo valmiiksi kiinnitettya grafiittia vasten,
jolloin neula tyontaa grafiitin kerroksia erilleen ohuemmiksi levyiksi.!? Naistd kahdesta

”kirjoittaminen” on “talttaamista” helpompaa ja tuottaa yleensa ohuempia grafeenilevyja.'?

Edelld kuvailtujen mekaanisten erottelukeinojen hyva puoli on se, etta niilla voidaan tuottaa
halvalla/yksinkertaisesti grafeenia ja grafeenikerroksia, joiden molekylaarisia rakenteita ei ole
muokattu, minka johdosta tuotettujen néaytteiden ominaisuudet ja yksittdislaatu ovat
erinomaisia. 11?141 Mekaaniset erottelukeinot karsivat huonoina puolinaan kuitenkin
tuotettujen grafeenilevyjen kerroslukumé&éran lahes mahdottomasta hallinnasta, sek&
tuotettujen naytteiden pienestd koosta ja maarastd.’%121® Lisiksi “Scotch tape -metodin”
tiedetddn jattdvan joissain tapauksissa teipin Kkiinnitysaineita tuotetun grafeenin pintaan ja
katkaisevan sen kiteita.'? Vaikka esimerkiksi ultradanitaajuudella varahtelevalla timanttiteralla
voidaan erotella tasapaksuisia grafeenilevyjd, soveltuvat grafeenikerrosten mekaaniset
erottelukeinot huonon saantonsa vuoksi parhaiten vain laboratorio- ja tutkimusnaytteiden

valmistukseen, valitettavasti.'0+#14

Mekaanisen erottelun liséksi grafeenikerroksia voidaan ajaa erilleen fysikaalisesti myds
liuottimien avulla.1%12141653 Grafiitin muodostavia grafeenikerroksia erotetaan liuottimilla,
jotka tekevat kerrosten dissosioitumisen suotuisaksi, kun kerrosten vélisia sidoksia hairitaan
sekoittamalla liuosta ultradanelld, joka varisyttda grafiitin muodostavia grafeenikerroksia
erilleen.10121453  Grafeenikerrosten erottelussa kaytetdan yleensd poolittomia ja/tai
mahdollisesti aromaattisia liuottimia, jotka vakauttavat eroteltuja grafeenikerroksia van der
Waals- ja m-m-vuorovaikutuksilla.!?®® Naiden lisaksi joitain poolisia orgaanisia liuottimia
(kuten dimetyyliformamidia ja dimetyyliasetamidia) sekd vesiliukoisia tensideja voidaan
kayttad erottelussa.'®>® Erotteluun soveltuvia liuottimia yhdistad kuitenkin yksi ominaisuus:
niiden pintaenergiat vastaavat tai lahestyvat grafeenikerrosten pintaenergiaa (~70 — 80 m] -
m~2)%3 101253 miks laskee esimerkiksi ultradanelld systeemiin tuotavan sekoitusentalpian

tarvetta kohti nollaa.> Grafiitin grafeenikerroksiin purkamisen jalkeen ohuimmat ja kevyimmat



kerrokset voidaan erotella raskaammista sentrifugoimalla, jonka jalkeen yhden ja muutaman
kerroksen paksuiset levyt voidaan suihkuttaa pinnalle (esimerkiksi piilevylle) talteenottoa ja
puhdistusta varten.!2*3 Grafeenikerrosten toisistaan irti “liuottamiseen” voidaan lisaksi kayttaa
ylikriittista hiilidioksidia, joka ensin tunkeutuu grafiitin kerrosten véliin ja paineen laskiessa
kaasuuntuessaan irrottaa  grafeenikerroksia kaasunpaineellaan toisistaan.’®  Lopuksi
mainittakoon, ettd hydrofobisia proteiineja ja peptidisekvensseja voidaan ainakin teoriassa
kayttdd ohuiden grafeenikerrostumien erotteluun grafiitin kerrosrakenteesta, koska namé
peptidisekvenssit pyrkivat tunkeutumaan grafiitin kerrosten valiin poolittomaan ymparistéon

molempien ollessa poolisessa ymparistossa.®*

Liuotinperusteisella grafeenin erottelulla on monia etuja mekaanisella voimalla erotteluun
néhden: liuotinerottelu on taloudellista, helppoa ja helposti skaalattavissa, eiké se sinélldén
muuta grafeenikerrosten kemiallista rakennetta, joten puhdistetulla tuotteella on erinomaiset
—grafeenilta halutut— ominaisuudet.’%21653  Grafeenin tuottaminen liuottimilla omaa
kuitenkin samoja huonoja puolia kuin mekaaninen erottelu: suhteelliset saannot jaavat pieniksi
ja tuotettujen grafeenilevyjen ja -kerrosten koot ovat riippuvaisia taysin aloitusmateriaalista ja
nain valtaosin hallitsemattomissa.'%!? Keinotekoisesta yksisuuntaisesta pyrolyyttisesta
grafiitista (HOPG : Highly Oriented Pyrolytic Graphite) saadaan aikaan hyvélaatuista
grafeenia, mutta kerrosten erottelu on hankalaa.*?> Rakennevirheiti ja epapuhtauksia sisaltavat
luonnongrafiitti ja raudanjalostuksesta saatava “’Kishin grafiitti” ovat helpommin eroteltavissa
kerroksiksi virheellisten rakenteidensa vuoksi, mutta tuotetussa grafeenissa tulee olemaan
rakennevirheitd ja (rauta)epdpuhtauksia.'> Lisdksi liuotuksen yhteydessd kaytetty
ultradanisekoituksen muoto tulee vaikuttamaan tuotettujen grafeenilevyjen ominaisuuksiin,
kuten paksuuteen.2 Tama ei sinallaan ole ongelma, mutta liiallinen ultragénisekoitus voi liuosta

kuumentaessaan indusoida ei haluttuja reaktioita tuotettavan grafeenin ja liuottimen valille.?

Grafeenin mahdollinen tuottaminen grafeenioksidin ja tamén pelkistamisen avulla on késitelty
tarkemmin aiemmin (luvussa 2.2). Tastd mainittakoon edelleen, ettd vaikka grafiitin ja
grafeenin hapetus ja pelkistys takaisin on halpaa ja yksinkertaista; ei se tuota ominaisuuksiltaan

haluttua tuotetta rakenteen hallitsemattomien muutosten vuoksi (vrt. kuva la ja kuva
4b).5’10‘16’55

Grafeenia voidaan tuottaa liséksi  kemiallisesti  reagoittamalla  PAH-yhdisteiksi
bentseenirengaspohjaisia  polymeereja tai dendrimeerejd.'*'® PAH-yhdisteita (joista
grafeenirakenteita voidaan jatkojalostaa) kaytettdessd tarvitaan mieluiten pitkill4
alkyyliryhmilla varustettuja  (2,4,6)-trialkyylifenyyleja  erdédnlaisina tieltd liikkuvina
molekylaarisina tukitelineind, jotka estdvdat PAH-molekyylien kasaantumista ja ndin
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helpottavat synteesid parantamalla liukoisuutta.’>® Grafeenin edella kuvattu kemiallinen
synteesi muista aromaattisista molekyyleista ei tuota suurikokoisia paloja, mutta sallii reunojen
helpon  funktionalisoinnin ~ halutuilla ~ ryhmilla.*>1®  Grafeenin ~ tuottaminen
grafeenioksidivélimuodon kautta ja liuoskemiallinen synteesi voidaan usein todeta
kannattamattomaksi, koska korkealaatuista grafeenia on helppoa —edell& kuvatuilla tavoilla—

erotella grafiitin (jota helposti saatavilla) kerroksista.'?

Kemiallinen kaasufaasipinnoitus (CVD : Chemical Vapour Deposition) on suosittu suureen
mittakaavaan soveltuva grafeenintuottometodi, jolla voidaan synnyttda rakenteeltaan puhtaita,
pinta-alaltaan isoja  ja paksuudeltaan ohuita (valtaosin yksikerroksisia)
grafeenilevyja. 1012141655 Kaasufaasipinnoituksessa  hiilenlahteend  toimivaa  ainetta
kuumennetaan hoyrystymis-/sublimoitumispisteeseen, jolloin hdyrymaéinen hiilenléhde kohtaa
katalyyttisen siirtymametallipinnan, joka katalysoi vetykaasun poistumista hdyrystyneesta
yhdisteestd, minka jalkeen grafeenia muodostuu katalyyttina toimivalle metallipinnalle, 0121655
Prosessi alkaa mahdollisimman siledn siirtymametallipinnan kuumennuksella noin 800 —
1000 °C l&mpdtilassa vety-argon-seoksella késitellen, mik& puhdistaa metallin pintaa ja
parantaa sen rakennetta.'®%° Taman jalkeen reaktion hiilenlahteena toimivaa yhdistetta, kuten
alkoholia tai hiilivetyd, kuumennetaan yleensda noin 800 — 1100 °C kaasuuntumisen ja
metalliin liukenemisen aikaansaamiseksi.'>1¢% Alkoholeja (kuten etanolia) hiilenlahteeni
kaytettdessa voidaan tosin kayttdd matalampia reaktiolampétiloja (= 300 °C), mutta tdma

pienentad pinnoituksella saatavien grafeenilevyjen pinta-alaa.>®

Hoyrystymisen jalkeen hiiliyhdisteestd vapautuu vetya katalysoidusti siirtymametallipinnalla,
joka voi koostua nikkelistd, koboltista, kuparista, platinasta, palladiumista, ruteniumista,
iridiumista, tai naiden lejeeringistd.l%!2® Pintaan kaytetyt metallit vaikuttavat tuotettuun
grafeeniin ja saantoon, sekd mahdolliseen grafeenin syntymekanismiin.1%12°5% Reaktiossa
syntyvan grafeenin sitoutumisetdisyys metallipintaan vaikuttaa k&&nteisesti grafeenilevyjen
kokoon: grafeeni muodostaa suurempia levyja lahemmaéksi pintaa esimerkiksi nikkelin ja
koboltin kanssa, kuin esimerkiksi platinan ja palladiumin pintaa, joissa levyjen pinta-alat jaavat
pienemmiksi.t? Grafeenin syntymismekanismi siirtymametallilla riippuu myos kaytetysta
metallista. Useimpien siirtymémetallien —kuten nikkelin ja koboltin— tapauksessa
siirtymé&metallipintaan jaava hiili liukenee metallin hilaan kuumuudessa, mistad se poistuu
lampotilan laskiessa ja kiteytyy grafeenikerroksiksi.'%12® Naita siirtymametalleja kaytettaessa
syntyvien grafeenikerrosten paksuutta voidaan yrittdd hallita metallin tai ndiden lejeeringin
valinalla seuraavasti: ohuempia levyja voidaan tuottaa valitsemalla metalli tai seos, johon hiilen

liukoisuus lampétilan funktiona on vihaisempi.2%
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Grafeenikerrosten paksuutta voidaan vahentdd myds pitdmalla hiilipitoisen hdyryn osapaine
matalana samalla, kun kokonaispaine reaktioymparistossi korkeana.>® Kupari eroaa muista
kéytetyista siirtymametalleista siind, ettd sen huonon hiililiukoisuuden vuoksi sen pintaan
kertyva hiili ei liukene, vaan alkaa muodostamaan grafeenia jo kuumennuksen aikana.'%5%
Kuparin pinnalla tuotettu grafeeni on yksinomaan yksikerroksista, koska kuumennuksen aikana
metallin pinnalle syntyva ensimmainen grafeenikerros estda hoyrystyneen hiilildhteen jatkuvan
paasyn katalyyttiselle  pinnalle.®®  Grafeenin  kaasufaasipinnoitus  kuparille  on
kaasufaasipinnoituksista ehka paras vaihtoehto, koska se tuottaa verrattain helposti
yksikerroksista grafeenia, jonka kerrosten lukumaaréd voidaan lisata sekoittamalla kupariin
esimerkiksi nikkelia.>>° Mainittakoon, ettd kupari eroaa muista siirtymametalleista lisaksi
siten, ettd esikuumennuksessa ja -késittelyssa ylijaanyt vety haittaa grafeenin muodostumista

sen pinnalla, toisin kuin esimerkiksi nikkelin pinnalla.'?

Metallipintoja voidaan kayttdd tasapaksujen grafeenikerrosten muodostamiseen myos
asettamalla siirtymametallikerros HOPG:in paalle alipaineeseen (jota séateleméallda voidaan
myo6s hallita tuotettujen kerrosten maarédd) ja kuumentamalla matalampaan 650 °C
lampotilaan.2°"%8 Talla tavalla tuotettu grafeeni ei ole altis esimerkiksi kaasuuntuneiden
hiilivetyjen mukana tuleville epapuhtauksille.*? Lisaksi grafeenia voidaan tuottaa
hoyrystamalla piikarbidista (SiC) piitd pois noin 1000 — 1200 °C lampétilassa, mutta

piikarbidin ja tarvittavien kuumennusvalineiden hinta tekevit tasta epakaytannollista, 101416

Yll4 esitellyill& grafeenin valmistuspoluilla on selvasti omat heikkoutensa ja vahvuutensa, jotka
vaikuttavat niiden valintaan. Nama kuitenkin kaikki nayttaisivat kiteytyvén valmistuksen
taloudellisuuteen, joka maéaardytyy tuotteen puhtauden (kvaliteetin) ja madrén/tuotannon
skaalattavuuden (kvantiteetin) tasapainon mukaan. Yksi ndista valmistusmetodien valintaan
vaikuttavista tekijoistd on tuotteen kvaliteettiin liittyvd puhtaus; tarkemmin ottaen puhtaus
mahdollisista synteesireagensseista ja adsorboituneista sivutuotteista.®

3 Grafeenimateriaalien ja proteiinien yhdistaminen

Proteiinit ja ndiden biokatalyyttiset muodot: entsyymit, ovat luonnon rakennuspalikkoja, joiden
ominaisuuksia voidaan yhdistell4 ja muokata grafeeniin fyysisesti yhdistamalla.'®2°-3" Suyuresta
lupaavuudestaan huolimatta, grafeenimateriaalien vuorovaikutukset biologisten komponenttien
kanssa —muutoksille herkissd— fysiologisissa ymparistdissa voivat aiheuttaa huomattavaa
bioyhteensopimattomuutta, mik& pitdd ottaa huomioon ja pyrkid ensin minimoimaan

esimerkiksi funktionalisoinnilla,823-2534.40
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3.1 Proteiinien rakenne ja vuorovaikutukset

Proteiinit ovat solujen tukirakenteiden ja kemiallisten koneistojen (entsyymeina toimiessaan)
perusrakennuspalikkoja, jotka koostuvat ketjutetuista aminohapoista, jotka jaavat
(poly)peptidisekvenssiin “aminohappojimiksi”.2®3°33 Proteiinien rakenne ja taten niiden
mahdollinen katalyyttinen toiminta riippuu tdysin niiden aminohapposekvensseistd, seké

sekvenssien johdosta proteiineihin liittyvista prosteettisista ryhmista.30-335°

Proteiinisynteesissd kaytettdvien 20 perusaminohapon aminopddt (N-terminaalit) ja
karboksyylipaat (C-terminaalit) kondensoituvat yhteen (kun DNA:sta k&&nnettyd RNA:ta
luetaan ribosomissa) muodostaen sekundaarista amidiryhmaa muistuttavia peptidisidoksia,
jattden proteiinin primiérirakenteen muodostavien aminohappojamien o-hiiliin liittyneet
sivuketjut  vapaiksi  vuorovaikuttamaan toistensa, muiden (poly)peptidisekvenssien
aminohappojamien ja prosteettisten ryhmien kanssa.?%3%-32% Primaarirakenteiden sisaltamat
sivuryhmét muodostavat tdman jalkeen yksittdisia sekundaarirakenteita vuorovaikutuksillaan,
riippuen ympariston pH-arvosta ja hydrofobisuudesta/-fiilisyydestéd: hydrofobisesti Van der
Waals- ja n-n-vuorovaikutuksilla (ei polaariset ja aromaattiset aminohapot: esimerkiksi alaniini
ja tyrosiini); poolisesti, kuten vetysidoksilla ja suolasilloilla (polaariset ja varautuneet
aminohapot: esimerkiksi seriini, seka lysiini [+] ja asparagiinihappo [—]); sekd muodostamalla
kovalenttisia sidoksia (esimerkiksi kysteiini).230319 Nama sekundaarirakenteiden yksittaiset
laskokset vuorovaikuttavat toistensa kanssa edelld mainitusti, muodostaen laajempia
tertiddrirakenteita, jotka voivat puolestaan muodostavat muiden polypeptidisekvenssien
tertiddrirakenteiden  kanssa  kvaternadrirakenteita  liittymélla  yhteen  samoilla
vuorovaikutuksilla, jotka ohjaavat edelld mainittujen sekund&ari- ja tertidarirakenteiden
muodostumista.?%3%%° Entsyymien toiminnan kannalta tarkeat prosteettiset rynmét kiinnittyvit
usein suolasilloilla muuhun proteiinin laskokseen tdmén kationisista sivuryhmista: esimerkiksi
hemoglobiinin ja myoglobiinin tapauksessa porfyriinin rauta-kationi vuorovaikuttaa suoraan

laskoksesta 16ytyvan histidiinin kanssa.®?

Proteiinien laskostumista voidaan muuttaa ja laskosta denaturoida lampdtilan sekd muiden
ympaéristotekijoiden muutoksilla:  hydrofiilisessa (kuten fysiologisessa) ymparistossa
poolittomat sivuryhmét pyrkivat laskostumaan tertiddrirakenteiden sisélle suojaan poolisilta
livottimilta, kuten vedeltd, kun rakenteen pooliset seka varatut ryhmat pyrkivat jddmaan
proteiinien ulkopinnoille vuorovaikuttamaan esimerkiksi veden kanssa.2%°%° Hydrofobiseen
ymparistoon joutuessaan proteiinin laskos voi purkautua/uudelleen jarjestaytyd, kun
hydrofiiliset ryhmét pyrkivét vuorovaikuttamaan toistensa kanssa ja hydrofobiset pddseméaan

kosketuksiin liuotinympariston  kanssa.®>*® Taman wvuoksi voidaankin ajatella, etti
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polypeptidilaskokset vaativat fysiologisen vesiympariston pysyikseen vakaina.®>° Laskosten
kovalenttiset sidokset ja suolasillat ovat vahaisempia maaraltdan, vaikka ne vakauttavat
laskosta huomattavasti enemman korkeammilla sidosenergioillaan: tdman vuoksi niiden
ajatellaan olevan véhdisemmassa roolissa useimmissa proteiineissa, vaikka ne luovatkin
vakaampia laskoksia.?>%31% Kovalenttiset sidokset ja suolasillat laskosten rakenteissa ovat
riippuvaisia ympériston pH-arvosta, koska ympariston hapettavuus/pelkistavyys voi hapettaa
auki kovalenttisia (esimerkiksi kysteiinien muodostamien disulfidisiltojen) sidoksia.>03%
Proteiinien suolasiltojen pH-herkkyys johtuu niitd muodostavien sivuketjujen pelkistymisesta
ja hapettumisesta isoelektristen pisteidensa (pI) mukaisesti, joka johtaa muutoksiin nédiden
varauksissa, mikd puolestaan vaikuttaa ndiden valiseen elektrostatiikkaan.'*° Proteiinien
denaturaatio (eli rakenteen menetys) voi johtaa joko proteiinin toiminnallisuuden pysyvaan tai
véliaikaiseen menetykseen, tai jopa aggregoitumiseen, jolloin avautuneen laskoksen
paljastuneet ryhmat alkavat liittym&adn muihin vastaaviin proteiineihin, mahdollisesti
indusoiden viel&d ehjia proteiineja denaturoitumaan ja kasautumaan soluille tuhoisiksi

polypeptidikertymiksi,30:32:3359

Proteiinit voivat toimia rakenteellisina rakennuspalikkoina ja kemiallisina katalyytteina:
entsyymeind, jotka katalysoivat reaktioita biologisissa ympéristoissd tehokkaasti ja
spesifisesti. 3323335 Entsyymit ja vasta-aineet (immunoglobuliinit : Ig) ovat selektiivisia
substraateistaan (aineista, joita ne kompleksoivat itseensd reversiibelisti) ja entsyymien

tapauksessa tuottamiensa aineiden mahdollisesta isomeriasta. 303233

Proteiinien selektiivisyys niitd aineita kohtaan, joiden kanssa ne vuorovaikuttavat, johtuu
proteiinien konformaatiosta.3%323% |askostuneet proteiinit muodostavat pinnoilleen/sisilleen
kuoppia’lkammioita, jotka  sisaltdvat  substraattien  vuorovaikutuksille  ”avoimia”
aminohappojamien sivuketjuja ja mahdollisia prosteettisia ryhmid, jotka vuorovaikuttavat
orientoivasti ja mahdollisesti reaktioita katalysoivasti.>>*%33 Kun substraatti kompleksoituu
proteiinin/entsyymin aktiiviseen keskukseen heikoilla vuorovaikutuksilla, se indusoi
mahdollisia muutoksia proteiinin laskoksen konformaatiossa.?*323% Entsyymien tapauksessa
aktiivisen keskuksen hydrofobinen vakuoli, tdman laskoksessa orientoituneet sivuketjut, seka

mahdolliset prosteettiset ryhmét katalysoivat taman jalkeen substraattien reaktioita.**33

Aktiiviset keskukset tarjoavat liuotinvapaan (luonnossa vedettdmén) tilan, eli paljastavat
substraatit toisilleen ja orientoivat substraatit oikealla tavalla toisiinsa ndhden, sek& pakottavat
rakenteellista rasitetta sidosiin (mika lisda reaktiivisuutta) vaintamalla substraatteja.%3
Lisaksi keskukset tarjoavat protoneja siirtdvid sivuryhmia, jotka voivat happo-emas-

reaktioillaan indusoida reaktioita substraateissa, siirtaa reaktioissa liikkuvia” elektroneja, seké
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vakauttaa mahdollisten reaktioiden vélituotteita sitomalla naitd heikoilla sidoksilla ja

viliaikaisilla kovalenttisilla sidoksilla.3%32

Proteiineja, niiden rakenteita ja ndiden rakenteiden muutoksia voidaan tutkia
fotonispektrometrian keinoin.36%-85 Aromaattiset aminohappojadmét absorboivat ~280 nm
aallonpituudella, mink& lisdksi myds proteiinien konformaatioiden muutoksista johtuvat
elektroniset muutokset nakyvit UV/Vis-spektrissa.3+® UV/Vis-spektrometrialla voidaan myos
havaita proteiinin kiinnittyminen esimerkiksi grafeenioksidin pintaan.®* Proteiinien rakenteita
voidaan erotella FTIR-spektrometrian avulla, koska muutokset laskoksessa liittyvat usein myds
sivuketjujen funktionaalisten ryhmien ja naiden vérahdystilojen muutoksiin.®* Lisdksi
Raman spektroskopiaa voidaan myos kayttaa funktionaalisten ryhmien tutkimiseen.®%6!
Proteiinien rakennetta ja rakennevuorovaikutuksia voidaan karakterisoida hyvin tarkasti myos
kayttamalli NMR-spektrometriaa (NMR : Nuclear Magnetic Resonance).®® Esimerkiksi
ymparistostd ja tdméan muutoksista johtuvia laskosmuutoksia voidaan kuvata NMR-

spektrometrian avulla.®

3.2 Grafeenimateriaalien funktionalisoiminen proteiineilla

Grafeenin pintaan voidaan liittdd proteiineja ja muita biomolekyyleja joko suoraan
kosketukseen heikoilla vuorovaikutuksilla tai kayttamé&lla molekulaarista vélikappaletta eli
adapteria.?t-24343740 | jsiksi grafeenioksidin ja taman pelkistetyn muodon pinnoille voidaan
liittdd proteiineja sekd& heikoilla vuorovaikutuksilla, ettd kayttden hyvéksi ndiden pinnoilla
luonnostaan esiintyvia kemiallisia ryhmié ja virheitd vahvojen kovalenttisten sidosten aikaan

saamiseksi.!8:23-26:34.35

Grafeenimateriaalien, eli eri kerrospaksuisten grafeenilevyjen, grafeenioksidilevyjen ja
pelkistettyjen grafeenioksidilevyjen monet yhteiset ominaisuudet tekevat niisté erityisen hyvia
materiaaleja  biomolekyylien, kuten proteiinien, Kkiinnitykseen verrattuna muihin
(nano)materiaaleihin. 2343 Yksi naista yhteisistd ominaisuuksista on suuri ominaispinta-ala,
jonka vuoksi niiden pintoihin voidaan pakata adsorboituvia ja muilla tavoilla Kiinnittyvia

proteiineja verrattain suuria maaria helposti, 8243

Grafeenikerrosten lukumaarén ei tiedetd vaikuttavan biomolekyylejé sitovien kovalenttisten tai
heikkojen sidosten vahvuuteen suoraan, vaikka kerrosmaarén voidaan ajatella olevan myés yksi
grafeenimateriaalien tarkeimmistd ominaisuuksista, joka vaikuttaa muun muassa ndaiden

jaykkyyteen.'83435  Kijinnitettdvien  biomolekyylien —maard suhteutettuna  grafeenin
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kokonaismadraan on kéanteisesti verrannollinen grafeenilevyjen kerrosten lukuméaéaraén, koska
kerrostuneessa grafeenilevyssa kaikki mahdollinen grafeenikerrosten pinta-ala ei ole vapaana
adsorptioon.’®?* Voidaan siis todeta, ettd grafeenin kerrosmaard on vaihtokauppaa levyn
jaykkyyden ja proteiinia adsorboivan pinta-alan Vvélilla. Mainittakoon lisaksi, ettd
kerroslukumaaré tulee vaikuttamaan levyjen elektroniseen herkkyyteen muutoksille, kuten
ympériston kemikaalikoostumuksen ja grafeenimateriaalien omien pintojen muutoksille.*
Grafeenimateriaalien proteiinikomplekseja yhdistdd my0s se, ettd niissa vallitsevat
vuorovaikutukset tulevat aina olemaan sekoitus useista mahdollisista heikoista

vuorovaikutuksista, mahdollisten kovalenttisten liitosten lisaksi.24343°

Grafeenin hydrofobiseen ja aromaattiseen pintaan voidaan liittda proteiineja melko pysyvasti
kayttden hyvaksi heikkoja hydrofobisia vuorovaikutuksia, kuten Van der Waalsin
vuorovaikutuksia, sekd aromaattisuudesta johtuvaa m-m-vuorovaikutusta,!8?1-2527,34-36
Proteiinit voidaan liittda talléin joko suoraan grafeenin pintaan tai kayttaméalla polymeeristéa
vélikappaletta, jolloin biomolekyylit jaavét etdisyydelle grafeenista, mik& véhentad ei haluttuja

vuorovaikutuksia ndiden ja grafeenin vélille.?":3438

Proteiinien adsorptio suoraan puhtaan grafeenin hydrofobiseen pintaan tapahtuu heikoilla
hydrofobisilla Van der Waals- ja m-m-vuorovaikutuksilla: osittain sen vuoksi, ettd puhtaan
grafeenin pinnassa ei ole ryhmid, joita voitaisiin reagoittaa kovalenttisesti 1821:24.27:343537 Tyma
sitoutuminen juontaa juurensa proteiinien hydrofobisista aminohappojamisté peptidiketjuissa,
joista erityistapauksina voidaan mainita aromaattiset aminohappojamat,2%:27:3437.40
Aromaattisten aminohappojen sivuketjut pyrkivdt vaikuttamaan grafeenin pinnan kanssa n-m-
vuorovaikutuksilla siten, ettd ne orientoivat sivuketjujensa aromaattiset renkaat
samansuuntaisesti —rinnan— grafeenin aromaattisen pinnan kanssa maksimoidakseen

vuorovaikutuksen naiden valillg. 23437

Né&iden m-m-vuorovaikutuksen vahvuus riippuu aromaattisen aminohappojdman identiteetista
polarisaatioherkkyyden kautta:?'** mita suurempi ja homogeenisemmin konjugoitunut
sivuketjun aromaattinen ryhma on, sitd vahvempaa ja ldheisempaa sitoutuminen on.?t
Puhtaaseen grafeeniin aromaattiset sivuryhmat sitoutuvat valille noin 3,2 — 3,5 A, mika vastaa
sitoutumisvahvuusjarjestystd Trp > Tyr > Phe > His, joka on suoraan verrannollinen
vertailtujen aminohappojamien sivuketjujen aromaattisten ryhmien kokoon, sek& jatkuvaan
homogeeniseen konjugaatioon.?* Aminohapon molekulaarinen geometria ei muutu mitenkaan
tastd vuorovaikutuksesta, minka vuoksi grafeenilevyn kaartuminen vahentda sidosvahvuutta,

koska aromaattisen sivuryhman ja grafeenin vilinen vuorovaikutuspinta-ala vihenee.?! Tama
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pinta-alan ja polarisaatioherkkyyden suora korrelaatio sitoutumisen vahvuuteen voidaan katsoa
todisteeksi  vallitsevasta hydrofobisesta sitoutumisesta van der Waals- ja 7-n-
vuorovaikutuksilla.?l Tama katsoo myds yhteen sen kanssa, ettda suuremman koon
—ja tata kautta suuremman mahdollisen pinta-alan — omaavat proteiinit  sitoutuvat
hydrofobisiin grafeenipintoihin vahvemmin.® Tatd havaintoa tukee lisdksi laskennallinen
havainto, etté yksittdiset kahtaisioniset aminohapot eivét kykene sitoutumaan grafeenin pintaan
kunnolla, koska ioniset N- ja C-terminaalit kompleksoituvat veden kanssa mahdollistaen
liukenemisen pinnalta.®” Optimioloissa sivuketjujen aromaattiset osat pyrkivat latoutumaan
tasaisen grafeenin péélle tavalla, joka muistuttaa orientaatioltaan luonnossa esiintyvén grafiitin

grafeenikerrosten latoutumista.?

Proteiinien liittdminen suoralla kontaktilla grafeeniin ei ole valttamatta kaikista paras
vaihtoehto, miké&li halutaan tuottaa grafeeni/proteiini-komplekseja, joidenka ominaisuudet ovat
yhteenliittymia ndiden ominaisuuksista.?’ Grafeenin (ja sen johdannaisten) hydrofobiset
vuorovaikutukset proteiinien polypeptidisekvenssien kanssa vaantavat proteiinien laskoksia
kaikista eniten ndiden pyrkiessd maksimoimaan vuorovaikutuspinta-alansa, miké voi johtaa
toiminnallisiin alueisiin kohdistuessaan proteiinin toiminnan tehon muutoksiin, estymiseen tai
pahimmassa tapauksessa koko proteiinin denaturoitumiseen.?”343%4% On siis melko selvia, etta
mitd enemman pintaan liitettdvat proteiinit laskostuvat pelkéastddn hydrofobisten (van der
Waals/n-m) vuorovaikutusten avulla; sitd enemman niiden laskos muuttuu grafeenin pinnalla.?’
Lisaksi grafeeni (jos sen taipuisuus sallii) pyrkii maksimoimaan vuorovaikutuspinta-alan
vaantymalla ja poimuttumalla itse proteiinin pinnan mukaisesti.®* Tama grafeenin pinnan
geometrian ja suoraan adsorboituvan proteiinin mahdollisten aromaattisten aminohappojamien
aiheuttama elektroninen n-n-vuorovaikutus voi lisaksi muuttaa grafeenin elektronisia (muun
muassa séhkoisid) ominaisuuksia ilman, ettd grafeenin omat elektroniset ominaisuudet

menetetdan lopullisesti, koska grafeenin molekulaarinen rakenne ja sp?-hybridisaatio eivat
muutu 1,17,21,22,24,36,41,50

Vaikka grafeenin pintaan voidaan suoraan adsorboida proteiineja hydrofobisilla
vuorovaikutuksilla melko pysyvasti, liittyy tahan heikoilla vuorovaikutuksilla liittdmisen
mahdollisiin kéyttokohteisiin vaikuttava puoli: ymparistén muutokset (kuten esimerkiksi pH-
arvon vaihtelut) voivat johtaa pinnalle suoraan adsorboituneiden polypeptidien
huuhtoutumiseen.®*  Tama johtuu proteiinien polypeptidirakenteita ~muodostavien
aminohappojadmien sivuketjujen ympériston pH-arvon mukana muuttuvista varauksista
(esimerkiksi histidiinissa imidatsoli-renkaan typpiryhmissa)®!, joidenka muutokset riippuvat

niille ominaisista protonien assosiaation ja dissosiaation pH-raja-arvoja madrittavista
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isoelektrisista pisteista (pI).18233134 Tama dissosioituminen tapahtuu, kun sivuketjut muuttuvat
varatuiksi, koska ionisessa muodossa olevat sivuketjut hylkivat grafeenin hydrofobista pintaa.*’
pH-arvon muuttumisen aiheuttama varautuminen ja tastd seuraava dissosiaatio grafeenin

pinnalta ovat asteittaisia, johtuen sivuketjujen eroavista isoelektrisista pisteists. 263!

Grafeenin pinnan ja siihen liitettyjen proteiinien vélisia epatoivottuja vuorovaikutuksia, kuten
denaturoitumista, voidaan vélttaa liittdmalla proteiini etdédmmalle grafeenin pinnasta kayttaen
vilikappalemolekyylig. 182223273436 Nama grafeenin ja proteiinin viliin asetettavat adapterit
(kuten esimerkiksi 1-pyreenibutaanihappo sukkinimidyyliesteri) omaavat usein hydrofobisen
”jalan”, joka vuorovaikuttaa esimerkiksi m-m-vuorovaikutuksilla grafeenin  pinnan
delokalisoitunecen m-elektroniverkoston kanssa, sekd “pdan”, joka sitoo proteiineja

kovalenttisesti niiden aminohapporungon sivuketjujen amiini-ryhmiin reagoiden,?22327:3436

1-pyreenibutaanihapon  sukkinimidyyliesterissa (PYR-NHS : 1-pyrenebutanoic acid
succinimidyl ester) PYR-pdd koostuu butaanihapolla funktionalisoidusta ’pyreeni-lautasta”,
joka sitoutuu grafeenin pintaan w-m-vuorovaikutuksilla polaarisessa ympadristossd, kuten
vedessi.?2343¢ Proteiineja “ankkuroiva” NHS-péad puolestaan koostuu sukkinimidyyliesterista
(Paktivoidusta  esteristi”)?’, joka on sidottu ennemmin mainitun PYR-pdin
butaanihappokomponentin  karboksyyliryhman jadnteeseen typestian.?>%43  NHS-pdan
sukkinimidyyliesteri reagoi (lievasti eméaksisissa oloissa) proteiinin pinnalle jaineiden
(esimerkiksi lysiinien j&&nteiden) sivuketjujen amiiniryhmien kanssa, jolloin  N-
hydroksisukkinimidi dissosioituu proteiinin amiinin korvatessa tdman, mika synnyttaa
sekundaarisen amidisillan proteiinin ja adapterin valille.?>** Yksi lupaava muunnos PYR-NHS-
valikappaleesta on niin sanottu NHS-tripodi-vélikappale, jonka kolmessa pyramidimaisesti alas
osittavassa, grafeeniin sitoutuvassa “jalassa” on jokaisessa pyreeni-lautta” ja padassa “aktivoitu

esteri”, joka sitoo proteiinin kovalenttisesti.?’?®

On huomattu, ettd tdman tyyppiset adapterit sdilyttdvat proteiinien (esimerkiksi
immunoglobuliinien) toiminnallisuuden paremmin, kuin yksittdiselld “jalalla” varustetut
adapterit.?”?2 NHS-pa4dn omaavien adapterien suurimpia erityisetuja on niiden kyky toimia
alustana bioaktiiviselle kuvioinnille, jossa kaytetddn muun muassa proteiineille soveltuvaa niin
sanottua mikrokontaktiprinttausta (microcontact printing : puCP).2%%
Mikrokontaktiprinttauksessa polymeeristd valettuun, halutusti kuvioituun, leimasimeen
véliaikaisesti  liitetyt ~ (esimerkiksi) solut adsorboituvat Ileimasimesta lopulliseen
kohdepintaansa, kun leimasin painetaan tati pintaa vasten.®” Tama tekniikka kykenee ainakin
1 um resoluutioon.®” Tama vuoksi mikroprinttaus mahdollistaa grafeenipintojen hallitun ja

tarkan, pysyvan ja selektiivisen kuvioinnin halutuilla proteiineilla, kun painatuskontakti tuo
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proteiinin vapaita amiiniryhmia reaktioetaisyydelle adapterin NHS-paésta.?? Mainittakoon, etta
mikropainatus toimii myods puhtaalle grafeenipinnalle, mutta edelld kuvaillun suoran kontaktin
haittojen listaan voidaan t&ssd tapauksessa lisatd, ettd verrattuna adapteriliitokseen: suora
kuviointi adsorbtiolla ei ole yhta pysyvaa, kuin kuvioitu kovalenttinen liittdminen adapteriin.??
Huonoina puolina PYR-NHS-valikappaleiden kédytolle voidaan joissain yhteyksissa mainita
selvasti aleneva suhteellinen proteiinien adsorptio pinta-alaa kohden, sek& adsorboineen
grafeenipinnan vahaisempi jaykistyminen, kun vertailukohteena on suoraan pintaan tapahtuva

adsorptio.?’

Grafeenipinnan ja proteiinien vélisind valikappaleina voidaan kéyttaa myos taysin biopohjaisia
polymeereja ja peptideja, mikd on mahdollisesti suuri etu: muuntogeenisid soluja voidaan
kayttad haluttujen adapterien valmistamiseen DNA-templaatin - mukaan.”?> Nama
polypeptidisekvenssit ovat usein perdisin luonnossa esiintyvista proteiineista ja ne sisaltavat
noin kolme selvaa osuutta.?® Grafeenin pintaan adsorboituva paa (GB), joka koostuu valtaosin
aromaattisista aminohappojamistd, sekad pelkistetyn grafeenioksidin tapauksessa joistain
varatuista peptideista (esimerkiksi Asn).% Vilikappaleosa, joka pitaa liitettavan solun tai
proteiinin etdisyydella grafeenipinnasta ja jolla voi olla proteiiniesikuviltaan (esimerkiksi
elastiinilta) perésin olevia ominaisuuksia.?® Seka biomolekyyleja sitova pai, jossa sijaitsee
soluja tai proteiineja heikosti tai kovalenttisesti sitova peptidiketju (esimerkiksi soluja

tukirankaan sitova integriini).??

Toisin kuin puhtaassa grafeenissa, grafeenioksidissa on pinnalla huomattavia maariéa
reaktiivisia happiryhmid, joihin proteiineja ja muita biomolekyylejd voidaan liittda
kovalenttisesti.?#?0:343> | jsiksi sen pinnan happiryhmia voidaan muokata: esimerkiksi
epoksiryhmaét ja mahdolliset esteriryhmat voidaan muuttaa karboksyyliryhmiksi pelkistamélla
nama ensiksi hydroksidiryhmiksi ja tdmén jalkeen reagoittamalla ndméa kloorietaanihapon
kanssa.?* Yksinkertainen tapa liittda proteiineja suoraan grafeenioksidiin on reagoittaa
grafeenioksidin, sek&d tamén pelkistettyyn muotoon j&dneisiin  karboksyyliryhmiin
vélireagenssia: esimerkiksi n-hydroksidisukkinimidia (NHS), joka voi reagoida edelleen
proteiinien vapaiden amiiniryhmien kanssa, muodostaen amidisillan, kuten PYR-NHS-

adapterien tapauksessa. 2426343

Proteiineja voidaan liittda taysin kovalenttisesti grafeenioksidiin myds muodostamalla pitkié
hiilivetyketjuja ndiden ja grafeenioksidin vélille: karboksyyliryhmiin funktionalisoidaan
ensiksi halutun pituisia diamiineja, jotka liittyvat grafeenioksidin pinnalle amidisiltojen avulla
ja omaavat timan vastaisessa paassa vapaan amiiniryhmin.® Ndihin vapaisiin amiiniryhmiin

voidaan reagoittaa taas halutun pituisia dialdehydejd, jolloin grafeenioksidin pinnalle
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muodostuneet ketjut pitenevat saadessaan keskiosiinsa sekundaérisia imiinisiltoja ja vapaisiin
paihinsa aldehydiryhmia.®® Nama vapaat aldehydiryhmat voivat reagoida proteiinien vapaiden
amiiniryhmien kanssa, muodostaen kovalenttisia siltoja (sekundaarisia imiiniryhmia)
proteiinien ja niita grafeenioksidiin yhdistavien hiilihydraattiketjujen valille.*® Grafeenioksidin
ja proteiinien yhteen liittamisessa etaisyydelle toisistaan voidaan kéayttaa valikappaleina myds
peptidiketjuja ja muita biologisia polymeereja.?*3* Tyypillisid esimerkkeja talldisista ovat

polyetyleeniglykaani (PEG) ja polylysiini-polymeerit.2434

PEGyloinnissa grafeenioksidin pinnan karboksyyliryhmiin reagoitetaan amiiniryhmiin
ketjunsa paattavia polyetyleeniglykaaneja kovalenttisesti, kdyttaen hyvaksi edelld kuvailtuja N-
hydroksidisukkinimidi-vélireagenssia  kayttdvia reaktioita, mink& jalkeen liitettyjen
polymeerien vapaiksi jaaneisiin amiineihin voidaan liittdd proteiineja uudella NHS-
kasittelylla.2#3* Polylysiinien kovalenttinen funktionalisointi puolestaan tapahtuu suoralla
reaktiolla grafeenioksidin epoksiryhmien ja polylysiinien amiiniryhmien valilla emaksisisséa
oloissa.?* Polylysiinien liittaminen tall4 reaktiolla mys pelkistaa grafeenioksidia, mika voi olla

eduksi tuotteen jatkokasittelyssé.?*

Grafeenioksidia kovalenttisesti funktionalisoitaessa voi kuitenkin tapahtua sivussa myos
adsorptiota  heikoilla  vuorovaikutuksilla  esimerkiksi  grafeenioksidiin  jaaneisiin
hapettumattomiin, aromaattisuutensa sailyttaneisiin, alueisiin m-m-vuorovaikutuksilla.823
25:34.35 Nista aromaattisuutensa sailyttaneista alueista grafeenioksidin pinnalla kertoo lisaksi se,
ettd taysin peptidipohjaiset, aromaattisia aminohappojamié siséltavia grafeeniin adsorboituvia
paita (GB) sisaltavat biopolymeerit voivat sitoutua myds grafeenioksidin pintaan.?
Sitoutuminen on tosin 80 % vahaisempad, kuin esimerkiksi pelkistetyn grafeenioksidin
pintaan, mika viittaa sitoutumisen suoraan verrannollisuuteen sp?-hybridisaation ja nain
aromaattisen pinnan méaadraan grafeenimateriaalin  pinnalla.?® Adapterimolekyylin tai -
hiiliketjun muodostaminen liitettdvén proteiinin ja grafeenioksidin vélille minimoi epéhaluttuja
vuorovaikutuksia grafeenioksidin ja proteiinin valilla, kuten edelld mainitusti grafeenin ja

proteiinien valilla.3*

Grafeenioksidiin proteiineja adsorboivista heikoista vuorovaikutuksista ilmeisimmét ovat
vetysidokset ja elektrostaattiset vuorovaikutukset.'®?4263435 Tams voidaan huomata
esimerkiksi aromaattisten aminohappojamien sitoutumisesta: laskennallisesti on todettu, ettd
vaikka vuorovaikutusta tapahtuu hydrofobisesti esimerkiksi =n-m-vuorovaikutuksilla, on
aromaattisten aminohappojamien sidosvahvuusjarjestys grafeenioksidin kanssa His > Trp >
Tyr > Phe, jonka erot puhtaan grafeenin sidosvahvuusjérjestykseen johtuvat sivuketjujen

mahdollisuuksista vuorovaikuttaa elektrostaattisesti.?*3*3> Tasta sidosvahvuusjarjestyksesti
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mainittakoon tosin, ettd Zhang, Y.; et al. antavat ymmartaa julkaisussaan* yhdeksi lahteekseen
Rajesh, C.; et al. julkaisun?', vaikka tassa ei ainakaan suoraan selvitetd grafeenioksidiin
kohdistuvaa  sitoutumista.  Elektrostatiikan  ja  vetysitoutumisen  paaasiallisuus
vuorovaikutuksina grafeenioksidin ja proteiinien Vvalilla ilmenee lisdksi proteiinien
grafeenioksidiaffiniteetin kasvuna niiden varauksellisten aminohappojdmien konsentraation
mukana.?® Tosin painotettakoon, ettd hydrofobiset vuorovaikutukset voivat silti olla osa
kokonaisvuorovaikutusta, 1223435 kuten edelld on todettu. Happiryhmien lisiksi
grafeenioksidiin voi liittyd proteiineja myds sen valmistuksesta jaéneisiin kidevirheisiin, kuten

puhtaan grafeenipinnan tapauksessa.?®

Kuten puhtaassa grafeenissa, grafeenioksidin ja proteiinien véliset heikot vuorovaikutukset
riippuvat ymparistosta ja sen muutoksista (esimerkiksi ionivahvuuden ja pH:n), mink& vuoksi
ndma muutokset voivat saada adsorboidut proteiinit dissosioitumaan grafeenioksidin pinnalta
helpommin, kuin kovalenttisesti liitetyt.!8:24263435 pyhtaan grafeenin ja proteiinien vilille jo
esitettyjen heikkojen (hydrofobisten) vuorovaikutusten ymparistopohjaisten muutosten liséksi,
elektrostaattiset vuorovaikutukset grafeenioksidin ja proteiinien valilla saattavat muuttua

hylkiviksi pH-arvojen noustessa, vapauttaen proteiinit,18:242634

Tam& muutos sitovasta hylkivadn vuorovaikutukseen johtuu korkeiden pH-arvojen
aiheuttamasta muutoksesta aminohappojamien sivuketjuissa, jossa positiivisesti tai neutraalisti
varautuneet ryhmat hapettuvat kohti negatiivista varausta menettaessaan protoneja, kun niiden
isoelektriset pisteet ylitetdan.?®3! Kuten puhtaan grafeenin ja proteiinien hydrofobisten
vuorovaikutusten tapauksessa: proteiinien pinta-aminohappojen sivuketjujen eroavien
isoelektristen pisteiden (pl) vuoksi proteiinien dissosiaatio grafeenioksidin pinnasta on
asteittaista pH:n nousun suhteen.?®3! Taman vuoksi proteiinikohtainen pH:n puskurointi
oikealle valille on tarkead proteiinien suorassa adsorptiossa grafeenioksidinkin pinnalle.?34
Grafeenioksidipinnalle liitettyjen proteiinien laskoksiin patevat myos samat vaikutukset kuin
puhtaan grafeenin pinnalle adsorboituihin: ne voivat vaaristyd ja tatd kautta proteiinin
toimintateho voi muuttua: tassa tapauksessa laskoksen ja grafeenioksidipinnan happiryhmien
vuorovaikutusten seurauksena.?6343® Naiden vilisen vuorovaikutuksen luonne ja vahvuus
kuitenkin riippuu proteiinin laskoksesta.?® Suoraan grafeenioksidin pintaan esimerkiksi
amidisilloilla kovalenttisesti funktionalisoidut proteiinit/entsyymit eivat myoskaan valty

talta,24%6

Grafeenioksidin pinnan hallitusta proteiinikuvioinnista mainittakoon, ettd laserin avulla
grafeenin ja grafeenioksidin pintaa voidaan poimuttaa haluttuihin muotoihin ja grafeenioksidin
happiryhmia pelkistdd pois hallituiksi kuvioiksi, jolloin pintojen proteiiniaffiniteettia ja
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funktionalisointireittid voidaan muokata sijaintikohtaisesti.®>8"0 Liséaksi erilaiset proteiinit
vuorovaikuttavat grafeenioksidin ja puhtaan grafeenipinnan l&heisyydessa eri tavoilla ja
mukautuvat néihin: esimerkiksi piparjuuren peroksidaasientsyymi (HRP :
Horseradish peroxidase) ja oksalaattioksidaasi (OxOx : Oxalate oxidase) adsorboituvat
valtaosin hydrofobisilla vuorovaikutuksilla grafeeniin ja pelkistettyyn grafeenioksidiin, mutta
grafeenioksidin  osittaisvarattujen  happiryhmien  l&heisyydessa elektrostatiikka ja
vetysitoutuminen vaikuttavat voimakkaitten, kunhan pH-arvot pysyvit poissa dariarvoista.?634
On tosin huomattu, ettd OxOx ja HRP adsorboituvat paremmin grafeenimateriaaliin mité
pelkistyneempaa se on.>* T4sta on voitu paatelld, ettd valintaan grafeenioksidin, sen pelkistetyn
muodon ja puhtaan grafeenin valiltd proteiinien adsorptiopinnoiksi vaikuttaa adsorboitavan
proteiinin pinnan aminohappojdéanteiden tyypit, eli proteiinin pinnan suhteellinen kyky
vaikuttaa erilaisilla heikoilla vuorovaikutuksilla.?* Hapettuneiden grafeenioksidipintojen
eduksi edelld mainitussa valinnassa (verrattuna pelkistyneempiin grafeenimateriaaleihin)
voidaan todeta sen taipumus vuorovaikuttaa elektrostaattisesti ja vetysidoksilla: sité
pelkistyneemmét, hydrofobisesti vuorovaikuttavat grafeenipinnat denaturoivat proteiineja ja
entsyymeja voimakkaammin.®* Edell4 esitellyt, ldhteiden mukaan yleisesti kuvaillut,18:21-28:34

37 grafeenimateriaalien funktionalisointikeinot ovat kuvattuna kuvassa 5.
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Kuva 5: Proteiinien ja ndiden tapaisten biomolekyylien kiinnitystapoja grafeenimateriaaleihin. a) Suora
hydrofobinen adsorptio puhtaaseen grafeenipintaan. b) Adsorptio etédisyydelle aromaattiseen

grafeenipintaan polypeptidiadapterin (joka koostuu grafeeniin adsorboituvasta aromaattisesta paasta
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(GB); mahdollisesti funktionaalisesta valikappaleesta; seké itse kiinnittyneesta proteiinista tai jostakin
biokomponentista) avulla. ¢) Adsorptio etdisyydelle kemiallisen adapterin (esimerkiksi NHS-PYR)
avulla. d) Kovalenttinen funktionalisointi grafeenioksidiin luomalla pitkd hiilivetymainen
“kovalenttinen silta” proteiinin ja grafeenioksidin vilille. e) Funktionalisointi suoraan grafeenioksidin
pinnan happiryhmiin kovalenttisilla reaktioilla. f) Proteiinin adsorptio grafeenioksidin happiryhmiin
koordinoivilla heikoilla vuorovaikutuksilla (vetysidokset ja elektrostatiikka). g) Proteiinin
funktionalisointi grafeenioksidin pintaan kayttamalla kovalenttisesti funktionalisoitua biopolymeeria

(kuten polyetyleeniglykolia). Kuva koostettu useista eri lhteista.*®?2 283437 ChemDraw, MS Paint.

3.3 Grafeenimateriaalien biologiset vaikutukset ja vaikutukset proteiinien kanssa

Grafeenimateriaalien ja proteiinien yhteisvaikutusten tarkempi esittely voidaan aloittaa
ilmeisimmalla: grafeenimateriaalien vaikutuksesta entsyymien katalyyttiseen aktiivisuuteen ja
vakauteen. Grafeenimateriaaleihin, kuten grafeenioksidiin ja puhtaaseen grafeeniin
funktionalisoidut proteiinit ovat helpompia késitelld, varastoida, puhdistaa ja muunnella kuin
veteen liuenneina olevat, koska grafeenimateriaalin palanen on helpommin kasiteltavissa ja
siirrettdvissa kuin yksittaiset proteiinirakenteet.®® Liséksi liitettyjen proteiinien toimintaa
voidaan muokata pelkan grafeenialustan muodon ja rakenteen muokkauksella.3* Esimerkiksi
grafeenioksidin tiedetddn joissain tapauksissa pelkdn denaturoinnin lisaksi laskostavan
polypeptidien rakenteita uudestaan pintojen laheisyydessa vakaampiin muotoihin: Bs2-
esteraasin on todettu muuttavan a-kierteitdan B-levyiksi vuorovaikuttaessaan grafeenioksidin ja

sen amiinijohdannaisten kanssa, vihentaen aktiivisuuttaan.®

Grafeenimateriaalien pintoihin liitettyjen proteiinien toiminnallisuus (esimerkiksi katalyyttinen
aktiivisuus) voi joissain tapauksissa sailya tai jopa tehostua ennemmin esitellyn vaimenemisen
ja katoamisen sijaan, kun proteiinien laskokset vuorovaikuttavat grafeenin pinnan ja/tai sen
ryhmien kanssa.>*® Esimerkiksi oksalaattioksidaasin (0x0x) katalyyttinen aktiivisuus voi
lisiantyd sen adsorboituessa suoraan hydrofobisempiin grafeenipintoihin.®*  Lisaksi
grafeenioksidin (jonka tiedetaan sitovan kationeja ja metallipartikkeleja happiryhmiinsi)&2334
tiedetddn vaantavan polypeptidien, kuten sytokromi C:n (cyt c) ja piparjuuren peroksidaasin
(HRP) rakenteita: paljastaen niiden prosteettisia hemiryhmia vetamalla niita kohti pintaa ilman,
ettd entsyymin aktiivisuudesta vastaava laskos muuten muuttuu, lisdten aktiivisuutta.*3
Taytyy kuitenkin todeta, ettd HRP:n on havaittu menettdvan kokonaisaktiivisuuttaan
grafeenioksidin pintaan heikoilla vuorovaikutuksilla (elektrostatiikalla ja vetysidoksilla)

adsorboituessaan Zhang, J.; et al. tutkimuksissa.?®
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Grafeenin ja sen johdannaisten pintoihin liitettyjen proteiinien ja entsyymien on todettu usein
olevan aktiivisuudeltaan pH- ja lampévakaampia kuin vapaiden proteiinien.3* Tamé voi juontua
siitd, ettd entsyymit eivat menetd katalyyttisia ominaisuuksiaan, kunhan niiden aktiivisten

keskusten laskokset sailyvat.

Jo esitettyjen seikkojen perusteella voitaisiinkin ehké vaittaa, ettd grafeenimateriaaliin liitetyn
polypeptidin lisd&ntyneen vakauden voidaan ajatella olevan seurausta entsyymien aktiivisten
keskuksien sailymisestd edes jonkin verran toiminnallisina, kun proteiinien grafeeniin
sitoutumisen aiheuttamien vuorovaikutusten seurauksena muut proteiinin laskokset ovat jo
denaturoituneet mahdollisimman paljon. Talléin voitaisiin spekuloida, ettd aktiivisten
keskusten edemmat rakennemuutokset vaikeutuvat, kun niihin yhteydessa olevat muut
laskokset ovat valmiiksi grafeenimateriaalipinnan luoman ympdriston mukaisessa
minienergisessd  konformaatiossa,  jolloin  ympéristotekijoiden  kyvyn  aiheuttaa

konformaatiomuutoksia taytyy olla vahaisempi.

Proteiinien mahdollisesti tehostunut katalyyttinen aktiivisuus itsessaan, tai pdainvastaisissa
tapauksissa aktiivisuuden mahdollista alentumaa kompensoiva kasittelyn helpottuminen ja
mahdollinen vakautus ympariston muutoksilta, tekevat proteiinien ja grafeenimateriaalien
komposiitit houkuttelevimmiksi vaihtoehdoiksi, kuin esimerkiksi liuoksessa vapaana olevat
proteiinit.3* Hyvana esimerkkina tallaisesta komposiitista voidaan mainita hemoglobiinista ja
grafeenioksidilevyistd muodostettava hydrogeeli, joka ylittdd puhtaan hemoglobiinin kaikissa
edelld mainituissa ominaisuuksissa, mukaan lukien aktiivisuudessa.>* Voidaan myds mainita,
ettd Zhang, J.; et al. ovat julkaisussaan?® havainneet, etta grafeenioksidipintojen happiryhmiin
heikoilla vuorovaikutuksilla adsorboidut HRP-entsyymit omaavat samanlaisen entsymaattisen
aktiivisuuden/tehon riippumatta adsorboituneen entsyymin konsentraatiosta/maarésta (K.,; ja
K.qe - Kyt lisadntyvat vain marginaalisesti).?® Julkaisussa myos todetaan, etta entsyymien
adsorptio-/kuvioitumistiheyden taytyy sallia substraateille ja tuotteille tarpeeksi tilaa (reittejd)
siirtyd aktiiviseen keskukseen ja pois.?® Julkaisussa myos havaittiin, ettd HRP:t ottivat
korkeintaan 50 % kaikesta mahdollisesta pinta-alasta kayttoonsa, vaikka proteiiniliuoksen
konsentraation nostoa olisi jatkettu.?® Liséksi steerisen eston muuttumisen todettiin vaikuttavan
kokonaisaktiivisuuteen vahemman, kuin entsyymikohtaisten adsorboivista vuorovaikutuksista

johtuvan laskosten vaaristyman.?

Proteiinien, kuten kaikkien peptidien ja substraattien, liittdminen ohuiden grafeenimateriaalien
pintaan muokkaa grafeenille aiemmin esiteltyja herkkid elektronijakaumia ja tatd kautta

havaittavia sahkoisia ominaisuuksia, kuten johtavuutta.?>?**® Naiden proteiinien ja
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substraattien spesifinen liittyminen ja irtoaminen, sekd ndistd seuraavat biomolekyylien
muutokset ja ympéristoon tuotetut aineet, tulevat edelleen muokkaamaan proteiineilla
funktionalisoitujen grafeenimateriaalien (sdhkoisid) ominaisuuksia.®® Lisdksi kokonaisten
toiminnallisten solujen kiinnittyminen grafeenimateriaalien laheisyyteen voi indusoida
siahkoisesti havaittavia muutoksia grafeenimateriaalien elektronirakenteessa.?? Esimerkiksi
glukoosikonsentraation  havainnointia on tutkittu lupaavilla tuloksilla liittaméalla
glukoosioksidaasia  (GOx)  grafeenista  valmistettuun  kanavatransistoriin ~ (FET :
Field Effect Transistor).®® On todettu, ettd Gox/FET-sensorin herkkyyttd voidaan saatad
transistorin etujannitettd (BIAS voltage) saatamalld.®® Vasta-aineita eli immunoglobuliineja
(1g) grafeeniin funktionalisoimalla (siten, ettd toiminnallisuus sailyy) voidaan grafeenipinnasta
muodostaa hyvin substraatti-/antigeenispesifinen korkean affiniteetin reseptori, joka voi toimia
sidhkoisena  sensorina.**3®  Mainittakoon, ettd monien vasta-aineiden sitoutuminen
antigeeneihinsd on darimmaisen korkeista affiniteeteista johtuen pysyvaa, eika reversiibelid,
mika vahentaa niiden soveltuvuutta ympariston ainekonsentraatioiden muutoksiin dynaamisesti

reagoivina reseptoreina sensoreissa.®

Grafeenimateriaalien ja ympériston vélisia vuorovaikutuksia ja bioyhteensopivuutta voidaan
saataa funktionalisoimalla niiden pintoja proteiineilla.'®23-253440 Naita vuorovaikutuksia
voidaan myos yhdistella yksittdiseen pintaan erilaisilla pinnan funktionaalisten ryhmien
esimuokkauksilla ilman, ettd bioyhteensopivuus karsii: esimerkiksi edellisessa luvussa (3.2)
esitellyilla grafeenimateriaalien pintojen proteiinifunktionalisointikeinoilla ja kuviointitavoilla
(UCP ja paikallinen pelkistaminen laserilla ennen reagoittamista) voidaan liittdd useita erilaisia

polypeptidirakenteita (kuten vasta-aineita) halutuilla orientaatioilla.??24+%

Grafeenin ja sen johdannaisten vesiliukoisuutta (esimerkiksi biologisessa ymparistossa)
voidaan séatad pinnan funktionalisoinnilla ja hapetusasteen asteittaisella muuttamisella, 18:23.2434
Puhdas grafeeni on hydrofobista, toisin kuin grafeenioksidi, minka vuoksi se aggregoituu
polaarisessa (hydrofiilisessa) ymparistossé; sen vesiliukoisuutta voidaan parantaa peittaméalla
sen pinta polaarisilla ryhmilla (esimerkiksi happiryhmilla).!®34 Grafeenioksidi liukenee
luonnostaan veteen ja muihin polaarisiin liuottimiin sen happiryhmien muodostamien
vetysidosten seka elektrostatiikan vaikutuksesta, mutta mikéli sitd halutaan dispersoida
poolittomiin liuottimiin esimerkiksi poolitonta ymparistda vaativia orgaanisia reaktioita varten,
grafeenioksidin pintaa tulee peittdd poolittomilla ryhmilld, kuten (poly)peptideilld ja
polymeereilla.'®224 Esimerkiksi aiemmin mainitut elastiini ja siitd johdetut bioperaiset
peptidipolymeerit voivat estda grafeenioksidia aggregoitumasta poolittomissa ympaéristoissé,

kunnes jokin polymeerin peptidisekvenssista riippuva ymparistotekijé, kuten pH tai lampétila,
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indusoi namid  peptidipohjaiset  polymeerit  aggregoitumaan  toisiinsa.”>  Koska
grafeenimateriaaleja, kuten grafeenioksidia ja sen pelkistettyd muotoa, voidaan kuumentaa
etdaltd (esimerkiksi infrapuna)laserilla, voidaan elastiinimaisilla ryhmill& funktionalisoituja

grafeenimateriaaleja pakottaa aggregoitumaan hallitusti.?2*

Paljaat grafeeni- ja grafeenioksidipinnat ovat luonnostaan sytotoksisia tai eri tavoilla muuten
haitallisia kudoksille, mutta t4t4 voidaan muuttaa proteiineilla, biopolymeereilld ja muilla
vastaavilla aineilla funktionalisoimalla, mika parantaa bioyhteensopivuutta.’3253440 Tama
taytyy ottaa huomioon, koska mekaanisesti erilleen liotetut grafeenikerrastot ja eroteltu
grafeenioksidi ovat yleisessa kaytossa biosovelluksissa, koska naiden tuotanto takaa tarpeeksi
puhtaan/tasalaatuisen tuotteen tarpeeksi halvalla.?* Naiden valmistus ja jatkokésittely voivat
kuitenkin silti jattdd epahaluttuja “jaédnteitd” niiden pintoihin: esimerkiksi aiemmin mainittu
grafiittioksidin happiryhmien hajottaminen grafeenikerroksia erottavan hdoyrynpaineen
aikaansaamiseksi voi jattad jalkeensa reagoivia happiryhmié ja yksittaiset/ketjutetut hapetus-
pelkistys-reaktiot voivat jittad grafeenimateriaalien pintoihin epéhaluttuja adsorbantteja.’®
Liséksi grafeenimateriaalien ominaisominaisuudet voivat itsesséén tehda
grafeenimateriaaleista vaarallisia biologisille systeemeille.*® Molempien laajat pinnat voivat
toimia katalyytteind ja/tai indusoijina reaktioille, jotka voivat vaikuttaa solujen toimintoihin:
erityisesti grafeenioksidin tapauksessa, koska tdmén pinta sisaltdd luonnostaan happiryhmia ja
muita kidevirheita.'® Lisaksi siind, missd puhdas grafeeni ja pelkistetymmat grafeenioksidit
héiritsevét lipidien ja (poly)peptidien toimintaa esimerkiksi solun kalvoilla hydrofobisesti;
voivat grafeenioksidin happiryhmét vahingoittaa solukalvoja indusoidessaan kovalenttisia

reaktioita ja tuottaa hapettavia ryhmia. 182

Grafeenioksidin pintaryhmistd johtuvan sytotoksisuuden on todettu véhentavan sille
altistettujen ihmisen (A549) solukasvustojen aineenvaihduntaa jopa 50 % valittdmasti
altistuksesta, minka on tulkittu viittaavan hapetusvaurioihin.? Lisaksi grafeenioksidin ja timéan
pelkistetyn muodon tiedetadn olevan todella antibakteerisia.'® A549-solukuolemien on todettu
véhenevan tai estyvan lahes tdysin, kun grafeenioksidi peitetadn taysin biopolymeereihin
esimerkiksi PEGyloimalla happiryhmié tai inkuboimalla grafeenioksidi naudan sikion (veri)
seerumissa (FBS : Fetal Bovine Serum), jonka on todettu liittyvdn grafeenioksidin
happiryhmiin suurella affiniteetilla.?> Paallystaessaan grafeenioksidin pinnan assosiaationsa
yhteydessd, FBS yksinkertaisesti passivoi happiryhmid reagoimasta edelleen solun osien
(kuten solukalvon) kanssa, sek& muodostaa ymparistod grafeenioksidilta ja grafeenioksidia
ympéristolta suojaavan biopolymeerikalvon.® Grafeenioksidin sytotoksisuuden ei ole havaittu

riippuvan FBS-kasitellyn grafeenioksidin  tapauksessa lampdtilasta, mutta paljaan
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grafeenioksidin sytotoksisuuden on todettu olevan suoraan verrannollinen ympaériston
lampatilan kanssa.?> Taméan vuoksi epdillaan, etta solukalvon jahmeydella voi olla kadnteinen
yhteys grafeenioksidin sytotoksisuuteen, mika on sindll&an linjassa havainnon kanssa, jonka
mukaan biopolymeeripeitot estavat grafeenioksidin kykya lapaista solukalvoja.?® Voidaankin
todeta, ettd grafeenioksidin funktionalisointi biomolekyyleilla lisaa tarvittaessa liukoisuuden

liséksi my6s sen bioyhteensopivuutta.?*

Pelkistyneemmat grafeenin muodot, kuten puhdas grafeeni,'® ovat myds sytotoksisia: ne
aiheuttavat soluille tuhoa tunkeutuessaan soluihin ja hdiritsemalld proteiinien siséisia ja ulkoisia
hydrofobisia vuorovaikutuksia.*® Kohdatessaan solun proteiinin polaarisessa ymparistossa,
grafeenilastu voi liukua tdmén kvaternédérirakenteen alayksikoiden (tertidérirakenteiden) véliin,
koska sen pinta sitoo néita tertidarirakenteita voimakkaammin kuin ndma toisiaan, johtuen
suuremmasta vuorovaikutuspinta-alasta.*® Tama vélikappaleena toimiva grafeenipinta sallii
erotettujen alayksikoiden liikkua toisista erillaan, mika deaktivoi proteiinin.*° Veren proteiinien
on todettu véhentdvan tatd grafeenimaisten materiaalien (kuten hiilinanoputkien)
sytotoksisuutta, kuten FBS:an tapauksessa grafeenioksidin kanssa.?>° Lopuksi voidaan
mainita, ettd siind missa grafeenioksidin on todettu paéatyvan soluissa vesikkeleihin, voivat
pelkistyneet grafeenipinnat edelld kuvaillun lisdksi synnyttdd sytoplasmassa solulle
hapettamalla  vahingollisia  oksidantteja, eli  reagoivia  happiryhmid  (ROS:
Reactive Oxygen Species).!®?® Lisaksi tiedetdan, ettd grafeenimateriaalien tunkeutuminen
soluihin riippuu niiden koosta: lastut, jotka ovat korkeintaan 5 pm leveitd, voivat l&pdista
solukalvoja, toisin kun lastut, joiden leveys on vahintdan 25 pm: ndiden tiedetddn voivan toimia

kasvualustana soluille.®

Grafeenimateriaalien vaikutukset riippuvat niiden rakenneominaisuuksien, kuten koon, lisaksi
my®s niiden kohdekudoksesta.'® Levymaisten grafeenimateriaalien tiedetadn tukkivan erilaisia
suodattimia pelkan kiderakenteensa vuoksi ja ne kertyvat hengitettyna keuhkorakkuloihin,
mikd on huolestuttavaa, koska muun muassa grafiittiplyn tiedetddn aiheuttavan
keuhkofibroosia.’® Huolestuksen aihetta lisda tieto siita, ettd tulehdusentsyymien ja
vetyperoksidien tiedetadn tuhoavan grafeenimateriaaleja.’® Alveolien herkkyytta verrattuna
esimerkiksi itse ilmavayliin pahentaa se, etta niihin ei erity suurinta osaa muita keuhkojen osia
suojaavaa limaa, joka sisaltda poolittomia hiilivetyketjuja siséltavia glykoproteiineja.'® Koska
grafeenimateriaalien vuorovaikutukset ympdriston aineiden kanssa riippuvat néiden
varauksista ja tdten ympériston pH-arvosta: voidaan eri kudosten ja solujen osien vaihtelevien
pH-arvojen my6s puoltavan grafeenimateriaalien vaikutusten ympéristoriippuvuutta.'® Yhtena

mahdollisena kohdekudoksena voidaan mainita hermoradat: esimerkiksi biopohjaisilla
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polymeereillda funktionalisoidun grafeenin on todettu jattdvan hermosolujen ja niiden osien
normaalin toiminnan ennalleen toimiessaan bioyhteensopivana elektrodina tai elektronisena
komponenttina muun muassa joustavuutensa ansiosta.*®’* Lisdksi myds “puhtaiden”

grafeenipintojen on todettu toimivan mainiona kasvualustana hermoradoille.®

Hyvéana puolena grafeenimateriaalien kudoksiin rikastumisesta voidaan mainita PEGyloidun
grafeenioksidin taipumus kertya korkean aineenvaihdunnan kudoksiin, kuten syépasoluihin ja
maksaan.'®?* Erityisesti syopasoluihin rikastuminen on hyddyksi, koska biopolymeereihin
(kuten polyetyleeniglykoliin) voidaan sitoa ld&keaineita ja fluoresoivia ryhmié, joita voidaan
kayttaa esimerkiksi kasvainten tuhoamiseen.?* Fluoresenssiryhmien vuorovaikutusten on
todettu muutenkin olevan sovellettavissa grafeenimateriaalien kanssa: adaptereilla, kuten NHS-
PYR-kuvioinnilla, liitetyt fluoresenssirynmat eivat vaimene yhtda paljon tai sammu, kuten
suoran adsorbtion tapauksessa, ja grafeenioksidin aromaattisiin alueisiin sitoutuviin pyreenin
tapaisiin laajoihin aromaattisiin levymolekyyleihin voidaan liittd4d syklinen RGD-tripeptidi
etéisyydelle, joka integriineihin sitoutuessaan auttaa aromaattista levymolekyylid irtoamaan
grafeenioksidin pinnasta ja palaumaan fluoresoivaksi.???* Fluoresoivia ryhmié voidaan myos
hyodyntda  suoraan  adsorboitujen  biomolekyylien  yhteydessa.'®?*  Toisin  kuin
nukleiiniemasjuosteet (DNA,RNA), grafeenin pintaan suoraan adsorboidut polypeptidit
(proteiinit) eivat ole turvassa restriktioentsyymeiltd, jotka leikkaavat haluttuja kohtia
peptidisekvensseistd, miké voi irrottaa fluoresoivan ryhmén adsorboivan grafeenimateriaalin

pinnan liheisyydesta ja kumota fluoresenssin sammutuksen, 1824

Yksijuosteiset nukleiiniemdssekvenssit (RNA, ssDNA ja proteiineihin liittyvat aptameerit)
sitoutuvat toiminnallisuuttaan menettamatta grafeeniin tai grafeenioksidin hapettumattomiin
alueisiin aromaattisista emaksistddn m-m-vuorovaikutuksilla, toisin kuin kaksijuosteinen
dsDNA, jonka kaksoiskierteen vastakkaiset fosfaattideoksiriboosijuosteet piilottavat tdman
emasosat muodostamansa kaksoiskierteen viliin.18242735 Koska aptameerit ja SSDNA
sitoutuvat heikommin grafeenimateriaalin pintaan kuin vastinjuosteeseensa tai -proteiiniinsa,
ne irtoavat pinnasta vastinbiomolekyylin ollessa 1dsnd, mikd samalla poistaa
grafeenimateriaalin aiheuttaman sammutuksen mahdollisissa fluoresoivissa ryhmissé.'® Tata
ilmiota voidaan lampdtilan nousun ja yksijuostesekvenssien konsentraation mittaamisen ohella
kayttaa hyvaksi biomolekyylien fluoresenssimittauksissa.'® Lopuksi mainittakoon, etta
grafeenioksidiin kovalenttisesti liitetty SSDNA ei valttdmattd meneta toimintakykyéan, kuten
eivat myoskaan grafeenioksidin pintaan adsorboidut kuljetusmerkkipeptidisekvenssit.?*
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4 Grafeenimateriaalien karakterisointi ja sovellukset

Grafeenia ja sen johdannaisia voidaan soveltaa muun muassa energiantuotannon, laéketieteen,
analytiikan ja elektroniikan alalla.}4182427.3536:383% Nam3 sovellukset kuitenkin vaativat
karakterisointia, joka voidaan suorittaa erillaisilla mikroskopian ja spektrometrian

muodoilla,311:14.43-45.72

4.1 Grafeenimateriaalien ja funktionalisoitujen grafeenimateriaalien karakterisoinnista

Grafeenimateriaalipintoja voidaan Kkarakterisoida tarkemmin atomivoimamikroskopialla
(AFM : Atom Force Microscopy), Raman spektrometrialla, infrapunaspektrometrialla, seka
erillaisilla elektronivirtoihin perustuvilla mikroskopian muodoilla kuten:
pyyhkaéisyelektronimikroskopialla (SEM : Scanning Electron Microscopy),
lapdisyelektronimikroskopialla (TEM : Transmission Electron Microscopy) ja
tunnelointivirtamikroskopialla (STM : Scanning Tunneling Microscopy).3111443-4572 Edell3
mainittuja yksinkertaisempi ja mahdollisesti alustavana ké&ytettdva grafeenipintojen

karakterisointikeino on “taytta” valkoista valoa kéayttava optinen mikroskopia.*

Valomikroskopiassa kaikki aallonpituudet sisaltava valo kohdistetaan grafeenilastuun ja tamén
kiinnityspintaan, joka on mieluiten ~300 nm tai ~100 — 90 nm paksuista piioksidia (SiO;),
koska talléin voidaan havaita myods ohuimmat kerrostumat.*® Mitattavasta pinnasta palaavan
valon méérasta ja aallonpituuksien kontrastimuutoksista voidaan arvioida grafeenikerrosten
madria karkeasti.** Tdma kontrastin muutos voidaan havaita ~550 nm alueella kyseisten
aallonpituuksien lisd&ntymisesta aina noin 10 kerroksen paksuuteen asti, jonka jalkeen edella

mainitulla aallonpituusalueella alkaa tapahtumaan haviamista.*®

Raman spektrometriaa voidaan kéyttdd sekd “puhtaiden”, ettd proteiineilla funktionalisoitujen
grafeenimateriaalipintojen karakterisointiin.’*#>727% Pienten ja spesifisten grafeenipintojen
elektronisen rakenteen tutkimiseen soveltuu niin sanottu mikro-Raman spektrometria, jossa
Raman-mittauksessa kaytettdvad laser-sddettd (~400 — 700 nm) kohdistetaan optisella
mikroskoopilla esimerkiksi piioksidipintaan sijoitettuun naytteeseen.*® Grafeenimateriaalien
rakenneominaisuuksia karakterisoidessa taytyy kuitenkin ottaa huomioon signaalipiikkien
siirtyminen lampd6tilan funktiona sitd enemman mitd vahemman kerroksia néytteessa on:
esimerkiksi yksikerroksisessa grafeenissa G-piikki siirtyy —(1,62 + 0,20) - 1072 cm ™! - K1,

kun kaksikerroksisessa siirtyma on vain —(1,54 + 0,06) - 1072 cm~* - K=1.7
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Ramanissa nahtdvistd signaaleista niin sanottu D-piikki, jonka havainnointi kertoo
elektronisesti ja tata kautta rakenteellisesti epapuhtaasta grafeenipinnasta, sijaitsee aaltoluvulla
~1350 cm~1.244372 Grafeenioksidissa tamé piikki on luonnollisesti huomattavan intensiivinen,
kuten luvuissa 2.1 ja 2.2 esitellyn perusteella voidaan olettaa.** Toinen yleisesti havaittava
signaali on niin kutsuttu sp?-sidosvarahdyksistd johtuva G-piikki, joka sijaitsee grafeenissa
aaltoluvulla ~1580 cm™?, mutta siirtyy grafeenioksidissa hiukan aaltolukuun ~1590 cm™! ja
levenee.}44372-" Grafeenin vyorakenteen hairinta sdhkdkentilld on havaittavissa selvasti G-

piikin vahvistumisesta ja vaelluksesta ylikenttaan (suurempaan aaltolukuun).”

G-piikki& voidaan kayttaa grafeenin molekyylirakenteen virheiden arviointiin vertailemalla tata
D-piikkiin, mink& lisdksi grafeenimateriaaliin adsorboituneet peptidit voidaan havainnoida
tastd piikista leventymina.’*™ Peptidien adsorboituminen leventda G-signaalia, koska
peptidisekvensseistd 16ytyvien amidien signaalit “amidi I’ (~1700 — 1600 cm™1) ja “amidi

II” (~1570 — 1520 cm™1) sekoittuvat G-signaaliin, leventéen sitd.”

Grafeenimateriaalien kerrospaksuuksia voidaan havainnoida niin sanotusta 2D-signaalista,
jonka piikki ilmenee aaltoluvulla ~2700 cm™1.14437274 Grafeenikerrosten lukumaira voidaan
arvioida 2D-piikin muodosta aina noin viiteen kerrokseen asti, kun yksittdisesta kerroksesta
néhtdva todella intensiivinen ja terava piikki heikkenee ja levenee kerrosmaéran kulkiessa kohti
grafiittia, jolloin esille saattaa ilmestyd myos selvahko olkapéi levenneeseen piikkiin, 144374
Grafeenioksidissa ~ 2D-signaali vaimenee, kuten vyorakenteeltaan s&hkokentan avulla
doupatussa grafeenissa.*>’* Happiryhmien poistaminen, eli grafeenioksidin ajaminen
—esimerkiksi lampokaésittelylla— kohti pelkistettya grafeenioksidia palauttaa tdman signaalin
intensiteettia.*® Sahkokentan aiheuttamasta elektronisesta muutoksesta mainittakoon, etté se saa
2D-signaalin my6s liukumaan hieman normaalilta aaltoluvultaan pois, kun kdytetédan tarpeeksi
suurta jannitetta.”* Raman spektrometriasta saatavaa 2D-piikin intensiteetin suhdetta G-piikin
intensiteettiin  voidaan Das, A.; et al. mukaan kéyttd44d grafeenin douppautumisen

havainnointiin.’

Grafeenioksidin funktionaalisia ryhmi& voidaan tutkia infrapunaspektrometrian keinoin
(ATR —/FTIR), mutta talld voidaan my0s tarvittaessa karakterisoida polypeptidien
adsorptiossa muuttuvia —eroavia— rakenteita.?®" Lisaksi edella esitelty G-piikin muokkaus

amidi I:n ja amidi 11:n voidaan havaita infrapunaspektrista.”

AFM soveltuu hyvin paljaiden, sek& proteiineilla ja kokonaisilla soluilla (esimerkiksi

hermoilla) funktionalisoitujen grafeenimateriaalipintojen tarkempaan kuvantamiseen ja ndiden

mekaanisten ominaisuuksien karakterisointiin hyvin,311:14.22.23,26,43-46
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Atomivoimamikroskopiaa voidaan suorittaa talloin kolmella eri tavalla: ensimmadisella naista
saadaan aikaan nopeita, mutta melko raakoja kuvia ajamalla mikroskoopin neulan alle 10 nm
levyistd paaté alle puolen nanometrin paassa mitattavasta pinnasta, jolloin néiden valiset van
der Waalsin vuorovaikutukset hylkivat neulaa pinnasta, mik& johtaa vaantymiseen neulaa
pitelevassa vipuvarressa, mista pinnan muotoja voidaan tulkita.**** T4ama voi tosin painaa
tutkittavaa pintaa hiukan kasaan.** T4td seuraava, hieman tarkempi ja hitaampi tapa perustuu
neulan varayttdmiseen vakiotaajuudella 0,5 — 2 nm pdadssa tutkittavasta pinnasta, jolloin
pinnanmuodot selvitetddn vipuvarren véantymisestd, kun neulan karki ottaa hetkellisen
kontaktin” pinnasta.*® Kolmas, hitain, mutta tarkin tapa suorittaa atomivoimamikroskopiaa
kosketusherkille néytteille perustuu myods vardhtelyyn.*® Téssd neulanpda asetetaan
varédhtelemdan neulan resonanssitaajuutta korkeammalla taajuudella 1 — 10 nm p&&hén
tutkittavasta pinnasta, jolloin pinnan l&dhestyminen pakottaa vuorovaikutuksillaan neulan
véarahtelyn kohti resonanssitaajuutta, jonka perusteella pinnan topografia voidaan ratkaista
ilman, ettd neula koskee Karakterisoitavaan pintaan.*® Toisin kuin pintaa koskettavissa

tapauksissa: timan tiedetadn vetavan pintaa kohti itseaan.*

Grafeenioksidin pinnan happiryhmét tekevat siitd paksumpaa (~1 nm tasaisimmillaan)?® kuin
puhtaasta grafeenista, mutta grafeenin tavoin sekin pyrkii asettumaan erillaisten pintojen
mukaan, minka wvuoksi valittu Kiinnitysmateriaali vaikuttaa atomivoimamikroskopiasta
saataviin tuloksiin.**** Piioksidiin kiinnittiminen on helpompaa, mutta grafeenimateriaalit
asettuvat tdman epatasaisempaan pinnan mukaan lisdten poimuttuneisuutta, kun tasaiseen
kiillepintaan kiinnitetty grafeenimateriaali on taas tasaisimmillaan, mutta tallgin taytyy myos
ottaa huomioon pintoihin kiinnityksen grafeenimateriaaleista poimuja poistava vaikutus.*>#*
Edelld mainitut seikat on huomioitava, kun mitataan esimerkiksi proteiinikuviointia
grafeenipinnassa, koska grafeenimateriaaleihin (esimerkiksi kemiallisilla ja biologisilla
adaptereilla, sek& esimerkiksi grafeenioksidin tapauksessa suoraan) kiinnitettyjen proteiinien
aiheuttamia topografisia muutoksia voidaan mitata atomivoimamikroskopialla.?%2%25
Tarvittaessa ~ talla  tavoin  voidaan  Kkiinnittymistd  seurata  reaaliaikaisesti.?®
Atomivoimamikroskoopin neulanpaata voidaan myos kéyttaa koettimena grafeenimateriaalien
mekaanisten ominaisuuksien mittaamisessa, eli toisin sanoen neulalla tokitdan tutkittavaa
naytettd ja vipuvarren vaannostd ja jousivoimista selvitetddn naytteen vastetta talle

manipulaatiolle.1#%°

Tunnelointivirtamikroskopialla voidaan myos tutkia grafeenimateriaalien pinnanmuotoja,
mutta tdman kayttokohteet rajoittuvat vain johtaviin materiaaleihin, kuten puhtaaseen

grafeenipintaan.>**® Tunnelimikroskopiaa voidaan suorittaa joko vakiovirtaisena, jolloin
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skannausneulan etéisyyttd muutetaan tutkittavasta pinnasta ja etdisyyden muutoksesta luetaan
pinnan topografia, tai skannausneulan etéisyys voidaan pitdé vakiona ja pinnanmuotoja tulkita
muuttuvasta tunnelointivirrasta.*® Lisaksi mahdolliset eristavat (ja ei eristavat) reagenssi-,
sivutuote- ja  avustusainejaddmat  voivat estdd  grafeenimateriaalipinnan  aidon
topografian/kuvioinnin nakymisen (kuten atomivoimamikroskopiassa) minka vuoksi pinnan
mahdollinen puhdistus tdytyy ottaa huomioon mahdollisena esikisittelynd.> STM-ndytteen
mittaaminen eristepinnoilla takaa pelkéstdén itse ndytteen nédkymisen, mutta useat eristeet
(kuten  esimerkiksi  piioksidi)  voivat  kuitenkin  epé&tasaisuudellaan  poimuttaa

grafeenimateriaalinaytetta lisaé ja ndin hairita mittausta.*®

Grafeenipintoja  voidaan kuvata myos pyyhkéisyelektronimikroskopialla  ja
lapéisyelektronimikroskopialla, joiden yksi etu on grafeenin syntymisen kuvaaminen
esimerkiksi CVD:ll4 reaaliajassa.’* SEM-mittauksissa naytettd pommitetaan elektroneilla,
jolloin néytteesté lahtevésta toisioelektroniemissiosta muodostetaan kuva, jonka resoluutiolla
voidaan erotella muun muassa naytteen kiteiden mittasuhteita erinomaisella tarkkuudella.*®
TEM-mittauksissa —tarkempia— resoluutioltaan jopa alle nanometrin (1 — 2 A) tarkkoja kuvia
muodostetaan naytteen lapi ammutun elektronisateen sironnasta.*® Tama tarkkuus yltai jo
kertomaan pinnan ryhmien kiinnittymisestd, silla TEM kykenee paljastamaan topografian
liséksi grafeenin hiilikennoston, mink& sidosten muutoksista voidaan havaita selvasti, onko
kyseessd kemiallinen sitoutuminen tai jokin muu molekylaarinen virhe grafeenipinnassa.*?
Liséksi erottuvasta hiilikennostosta voidaan arvioida grafeenimateriaalin paksuutta:
kerrosmaara lisdd pinnalla erottuvien kuvioiden kontrastia ja on todettu, ettd pariton
kerrosméaéra tuottaa kolmioita muistuttavia varjostuskuvioita, kun parillinen puolestaan tuottaa
hiukan intuitiivisempia kuusikulmiomaisia varjostuskuvioita.** Mainittakoon, etté elektronien
diffraktiosta voidaan lisaksi tulkita grafeenin geometriaa poimuttuneisuuden ja latoutumisen
suhteen.*® Vaikka lapaisyelektronimikroskopia vaikuttaisi olevan kaikin tavoin soveltuvampi,
kuin pyyhkaéisyelektronimikroskopia, silld on ominaisuus, joka taytyy ottaa huomioon: ndytteen
lapaiseva intensiivinen elektroniséde voi vahingoittaa naytetta mittausten aikana.*® Vaikka
tdma taytyy ottaa huomioon mahdollisesti uniikkeja naytteitd kuvantaessa, voidaan tata kéayttaa
hyodyksi: kuumennetusta grafeenindytteestda voidaan kuvioiden poistaa esimerkiksi

molekulaarisia virheita ja ryhmia TE-mikroskoopin elektronisateella.*

Erityisesti grafeenimateriaalipintojen proteiineja ja muita biomolekyyleja kuvantaessa voidaan
kayttaa hyvéksi fluoresoivia leimoja.*8%2 Esimerkiksi valikappalemolekyyleihin liitetyt voidaan
havaita suoraan  fluoresenssista, mink& lisdksi  grafeenipintojen  fluoresenssia

hiljentdvad/sammuttavaa vaikutusta voidaan kayttdd hyvéksi biologisesti muunnellun
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grafeenimateriaalin  kuvantamisessa.’®??> Myos (poly)peptidien alttiutta  restriktiolle
grafeenimateriaalien hydrofobisilla pinnoilla voidaan myos kayttéé karakterisoinnissa hyvaksi:
peptidiketjuun liitettyja  fluoresoivia  sekvenssejd  voidaan  altistaa  halutulle
restriktioentsyymille, jolloin peptidista irtoavan fluoresoivan palasen palautuvaa fluoresenssia

voidaan mitata.!®

Lopuksi vield mainittakoon, ettd grafeenimateriaalien massan lisddntyminen, esimerkiksi
biomolekyylien liittymisen seurauksena, voidaan maarittdd naytteen liikevastuksen ja
ominaisvarihtelytaajuuden muutoksista.?”?® Biomolekyylien liittyminen grafeenimateriaaliin
lisdd sen massaa, miké lisa4 sen liikevastusta, mika voidaan mitata laskevasta ominaisvarahtely-
/resonanssitaajuudesta, eli ominaisvarahtelytaajuuden mittauksista voidaan tarvittaessa
selvittad grafeenimateriaalien massoja.?”"? Alava, T.; Mann, J.A.; et al. ovat kayttaneet tita
hyvaksi tutkimuksissaan?’?, joissa (funktionalisoidun) grafeenin mittaukset on suoritettu

kvartsikidemikrovaa’alla (QCM : Quartz — Crystal Microbalance).?"?

4.2 Grafeenimateriaalien sovelluksista

Grafeenimateriaalien yksi huomiota heréattavin ja ilmeinen sovellusala on elektroniikka.'438
Grafeenin muutoksille herkan zero-gap-vyorakenteen vuoksi sitd voidaan doupata/rikastaa
yksi- ja kaksikerrosgrafeenilevyista puolijohteeksi todella hallitusti, mika mahdollistaa muun
muassa logiikkavirtapiireissa (esimerkiksi MOSFET:eind ja CMOS:eina) kaytettavien
seuraavan sukupolven kanavatransistorien (FET) valmistamisen, joiden ominaisuudet ylittavat
nykyisen sukupolven (vm.~2019) piipohjaiset verrokit.!**® Lisaksi grafeenia voidaan
soveltaa uudenaikaisten yksittdiselektronitransistorien (SET : Single Electron Transistor) ja
spintroniikkaan perustuvien komponenttien (esimerkiksi muisteissa) valmistuksessa.#38
Elektroniikan alalla ehka klassisin esimerkki grafeenin ylivertaisuudesta on sen spekuloitu
kyky sallia miniatyrisaation jatkuminen siit4, mihin se piipohjaisten piirien kanssa jaa.%® Taman
lisdksi grafeenista valmistetut puolijohteet sallivat entistd suuremmat ajo-/kellotaajuudet ja
reaktiotaajuudet niistd valmistetuissa piireissa, sek& vahentavat virtah&viotd ja parantavat
naiden kykya sietad suuria virtoja.'*% Vyorakenteensa vuoksi edella esiteltyjen transistorien
ominaisuuksia voidaan saatdd valmistuksen yhteydessa esimerkiksi kerroslukumééran ja
grafeenin molekulaarisen rakenteen douppaamisen sadtdmiselld, kun grafeenia valmistetaan
esimerkiksi CVD:ll4, jonka avulla voidaan tuottaa tarvittaessa valmiiksi doupattua
grafeenia.’*36:38 Useampi kerros tuotetussa grafeenilevykerrastossa vaatii tosin huomattavasti

voimakkaampaa muuntelua, jotta muutosta ominaisuuksissa saadaan aikaan.®
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Lapindkyvyytenséa ja erinomaisen johtokykynsd, sekd joustavuutensa vuoksi grafeenia voidaan
lisaksi kayttaa lapinakyvissé elektrodeissa/johtimissa, seké johtavissa pinnoitteissa: esimerkiksi
aurinkokennot ovat yksi mahdollinen sovelluskohde.*3 Naiden (verrattain korkeatehoisten)
aurinkokennojen kerdyspintoja voidaan myos valmistaa grafeenista.” Grafeenia ja klassisesti
kaytettyja materiaaleja, kuten kultaa ja piitd, voidaan kayttdd mikro- ja nanotasolla
elektromekaanisten laitteiden ja komponenttien valmistamiseen.®® Naita todella tiiviisti
pakattavia komponentteja voivat olla esimerkiksi kannatinpalkit (cantilever), joidenka asento
reagoi lampdtilan muutoksiin, alkavat vardhtelemé&an niiden lapi johdetun vaihtovirran ajamana
tai muuttavat mittasuhteitaan esimerkiksi laser-kuumennuksen seurauksena.®® Esimerkiksi

edella mainittua varahtelyd voidaan seurata muuttuvasta fotonisironnasta.®

Grafeenimateriaalilevyjd voidaan kayttdd myods suuremman mittakaavan rakenteissa ja
sihkoisissa komponenteissa.** Grafeenin sovelluksia erilaisissa kondensaattoreissa ja litium-
akuissa pidetddn erinomaisina, koska niiden pinta-ala verrattuna muihin mittasuhteisiin
(kaksiulotteisuus)  on  harvinaisen  suuri.!*®  Grafeenimateriaalien  kéyttdminen
rakennekomposiittien ~ valmistuksessa ~ heréttdd  kiinnostusta, koska erilaisilla
funktionalisoinneilla voidaan s&atda grafeenin sekd muiden komposiitin komponenttien
vuorovaikutuksia ja ndin muuttaa komposiitin mekaanisia, sahkodisid ja termisid
ominaisuuksia.'**® Parhaaksi tavaksi tuottaa polymeerikomposiitteja on todettu suorittaa
polymerisointireaktiot grafeenimateriaalin ympérilld, mika takaa tasaisen sekoituksen.*
Biosovelluksiin tdma liittyy siten, ettd grafeenimateriaaleista valmistettuja rakenteita voidaan
kéayttdd kudosten ja solujen tukirakenteina ja kasvatusalustoina, joita voidaan saataa
proteiinikuvioinnilla.’®2*  Grafeenimateriaaleihin ja naiden komposiitteihin ~kuvioituja
proteiineja voidaan soveltaa erdédnlaisten molekylaaristen “ahjojen” valmistamiseen:
proteiineja ympariston muutoksilta mahdollisesti vakauttavaan grafeenimateriaalipintaan

voidaan kuvioida halutuille reaktioille (ja reaktiosarjoille) nanokatalyysilaitteistoja.?*>°

Grafeenimateriaaleja, erityisesti grafeenioksidia, voidaan myo6s kéyttdd aineiden hallittuun
kuljetukseen.!82435 Grafeenimateriaaleihin voidaan adsorboida muun muassa ladkeaineita:
esimerkiksi niihin ennalta funktionalisoituihin  biopohjaisiin  polymeereihin, kuten
polyetyleeniglykoliin.®®?43% Tama esimerkiksi sallii hydrofobisten ladkkeiden kuljetuksen
polaarisissa ympaéristoissa, mikd on hyddyllista erityisesti syopaladkkeiden kohdalla, koska
esimerkiksi PEGyloitu grafeenioksidi rikastuu aineenvaihdunnallisesti ylikierroksilla k&yviin
syopasoluihin.®3 Erilaisten kudosten ja soluelimien eroavia pH-arvoja voidaan myos kayttaa
hyvaksi ladkeaineiden kohdistettuun vapauttamiseen, minka liséksi grafeenimateriaalien jo

valmiiksi hyvid molekyylinkuljetusominaisuuksia voidaan tehostaa vield edelleen lisaamaélla
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tuotettujen grafeenimateriaalikomposiittien pintoihin solujen reseptoreihin selektiivisesti
assosioituvia antigeeneja/vasta-aineita.’® Lisaksi PEGyloituja grafeenimateriaaleja voidaan
kuumentaa myo6s solujen sisélld infrapuna-laserilla, joka mahdollistaa (sy&pd)solujen
keittamisen elavalta.®?* Lisaksi soluihin tunkeutuvan grafeenioksidin funktionalisointia

geenivektoriksi tutkitaan.

Grafeenimateriaalit soveltuvat ominaisuuksiltaan hyvin erilaisiin sensoreihin,1#18.2427.3536.38,39
Grafeeni ja pelkistetty grafeenioksidi voivat jo itsessadn toimia sahkdisina sensoreina, koska
niiden vyorakenteet ovat herkkid ymparistén vuorovaikutuksille ja tatd kautta ympariston
muutoksille.***® Grafeenioksidin sovellukset sensoreissa vaativat sen liittimisen osaksi muihin
komponentteihin, jotka reagoivat sen muutoksiin.® Illmakehin koostumuksen muutoksia
(esimerkiksi kaasukoostumusta ja kosteutta) voidaan mitata sen kanssa kosketuksiin joutuvien
pelkistyneempien grafeenimateriaalien johtavuuksien muutoksista, kun grafeenioksidin
tapauksessa puolestaan pinnan hygroskooppiset happiryhmét saavat grafeenioksidin
turpoamaan imiessaan kosteutta itseensd, mik& voidaan lukea esimerkiksi pietsosédhkdisella
sensorilla.*® Lisaksi grafeenimateriaalien vuorovaikutusta muiden aineiden fluoresenssin
kanssa voidaan kayttdéd sensori- ja  mittaustarkoituksissa.l®?4%  Tami  perustuu
grafeenimateriaalien kykyyn sammuttaa niiden pinnan ldheisyyteen assosioituvien
fluoresenssiryhmien fluoresenssi, joka palautuu, kun fluoresoiva ryhma etdantyy pinnasta.243°
Téaman avulla voidaan havainnoida ja mitata proteiinien alayksikdiden irtoamista muusta
proteiinista esimerkiksi adsorboidun polypeptidisekvenssin entsymaattisen restriktion
yhteydessd, seka liuoksissa tai soluissa vapaana olevia yksijuostepolypeptidisekvensseja
(esimerkiksi ssSDNA ja mRNA) ja proteiineja, kun grafeenimateriaalien pintoihin adsorboidut
vastinjuosteet ja aptameerit dissosioituvat pinnasta assosioituakseen vastinnukleotideihinsé ja -
peptideihinsd. #2435 Mainittakoon tosin, ettd erilaisilla (muita aineita sitovilla)
(bio)molekyyleillda kuvioituja grafeenimateriaaleja voidaan kéayttdd muiden biomolekyylien,

solujen ja virusten kuvioituun pyydystamiseen” jatkotutkimuksia varten.®

Grafeenista voidaan valmistaa todella selektiivisia biomolekyylisensoreita funktionalisoimalla
sithen selektiivisesti ligandeja, kuten antigeenejd, proteiineja ja jopa soluja, sitovilla
biomolekyyleill4, kuten vasta-aineilla (Ig) ja entsyymeilld.242"*>% Grafeeni voi toimia talléin
joko pelkastadn mahdollisista hapetus/pelkistysreaktioista syntyvéa elektronivirtaa valittdvana
elektrodina, tai jopa vahvistimena/herkkyysséatimend, mikali reseptoribiomolekyylit liitetddn
grafeenista valmistettuun kanavatransistoriin  (FET).*%% FET-sensorin ominaisuuksia
voidaan saataa etujannitteelld saddettavan sahkokentan lisdksi muun muassa muuttamalla siihen

kaytettavan grafeenin vydaukkoa douppaamalla.®® Vasta-aineita/immunoglobuliingja (Ig)
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kéytettdessa aineiden sitomiseen/tunnistamiseen, voivat sidottavat aineet kuitenkin jaada
pysyvasti kiinni sensoriin, mik& haittaa sensorin reaktiokykya jatkuvissa ja reaaliaikaisissa

mittauksissa.®

Tukimateriaaliin (esimerkiksi polymeerikomposiittiin) tuettujen, grafeeniin tai pelkistettyyn
grafeenioksidiin Kkiinnitettyjen, entsyymien hapetus/pelkistysreaktioista alun perin johtuvat
elektronivirrat/potentiaalierot voidaan johtaa grafeenista mittalaitteisiin jatkokasittelyd ja
analysointia varten.®® Talle voidaan esitella kaksi hiukan, mutta selvésti, eroavaa reittia:
grafeenipintakatalysoidun "’vélityshapetus/pelkistysreaktion” kautta tapahtuva varauksensiirto,
sekd tutkimusten alla oleva (mahdollisesti tehokkaampi ja vahahairidisempi) suora
varauksensiirto entsyymien reaktiokeskuksista.* Viimeksi mainitun suoran varauksensiirron
mahdollisuutta —entsyymista grafeeniin ja tata pitkin aina mittalaitteistoon asti— tutkitaan
muun muassa piparjuuren peroksidaasille (HRP), koska sen katalyyttinen aktiivisuus (ja tata
kautta varauksensiirto) perustuu hemi-prosteettiseen ryhmaan.®® Suoran varauksensiirron
toivotaan tapahtuvan entsyymin Kkatalyyttisestd prosteettisesta ryhmastda suoraan grafeenin
pintaan, jos tdma saadaan paljastettua grafeenin sahkoa johtavalle pinnalle ilman, etta
entsyymin toimintakyky menetetdan.®® Ensimmaisena mainitusta, entsyymin katalysoiman
reaktion jalkeisestd, grafeenipinnalla tapahtuvasta varauksensiirtoa valittavastd reaktiosta
voidaan antaa  esimerkkind  grafeenipintaan  Kiinnitettyjen  glukoosioksidaasien
(esimerkiksi GOD ja Gox) yhteydessd tapahtuvat reaktiot.® Esimerkiksi (glukoosin
havainnointiin jo edelld kuvaillusti kaytetty, polymeeritukimateriaalissa grafeenin pintaan
funktionalisoitu) GOD tuottaa katalysoimansa hapetusreaktiosarjan yhteydessa vetyperoksidia
(H,0,), jonka voidaan ajatella katalysoituvan grafeenipinnalla hapeksi (0,), kahdeksi
protoniksi (H*) ja kahdeksi elektroniksi (e™), jotka siirtyvat mitattavana varauksena grafeenia

pitkin mittalaitteisiin.®

Grafeenirakenteisiin kanavatransistoreihin liitettyjen entsyymien ja vasta-aineiden kaytosta on
saatu lupaavia tuloksia esimerkiksi glukoosin mittaamisessa.*® Téssé tapauksessa ympariston
muutoksia (kuten glukoosin pitoisuuksia) tarkkaillaan entsyymien katalysoimien/indusoimien
reaktioiden/reaktiosarjojen ja lahistolle sidottujen biomolekyylien aiheuttamista muutoksista
kanavatransistorin (FET) sahkoisissd ominaisuuksissa.®® Viswanathan, S.; et al. tutkivat ja
esittdvatkin naiden kéyttda seuraavan sukupolven kayttajaystavallisemmissa ja tarkemmissa

hoitopaikkalaitteissa” (POC device : Point — Of — Care device) julkaisussaan.®

Grafeenilevyjen  funktionalisointi  (entsyymeilld  bio)polttokennojen  reaktiolevyjen
tuottamiseksi on herattanyt kiinnostusta, koska néit4 voidaan latoa tiiviisti, seka niiden laajaan
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pinta-alaan voidaan pakata suuria méaaria entsyymeja ilman, etta niiden erinomainen johtavuus
menetetdan.®3®  Naiden grafeenista tuotettujen polttokennojen  (EBFC : Enzyme —
Based Biofuel Cell) on todettu olevan ominaisuuksiltaan hyvalaatuisia verrattuna esimerkiksi
muista klassista ja hiilinanomateriaaleista valmistettuihin, vaikka grafeenista valmistettujen
pinta-alakohtainen tehonanto (power density) voi olla vain noin 24 pyW - cm~2 ja elinika vain
noin viikon, johtuen entsyymien luonnollisesta toimintakyvyn katoamisesta.®® Entsyymien
”vanhenemisen” valttdmiseksi ndissd kennoissa voidaan reaktiolevystdilla kasvattaa
muuntogeenisid soluja, kuten hiivoja, joiden luonnostaan uudistuvat pintaproteiinit on
muunneltu  haluttujen  entsyymien  Kaltaisiksi.®®  Tallaisten esimerkiksi  johtavissa
grafeenioksipohjaisissa  hydrogeeleisséd  viljeltdvien  hiivakasvustojen  etuina  olisi
itsekorvautuvan pinnan lisaksi mahdollisten polttoaineiden ja sivutuotteiden taysi poiskulutus,

seka muokkaus.®®

Yksi tapa valmistaa tallaisia polttokennoja on kytkea hapettavan ja pelkistavan entsyymin
metaboliittikierrot yhteen siten, ettd ndiden reaktioissa syntyvat ja kuluvat aineet voivat kiertaa
eristavan valiaineen kautta vastakkaisten entsyymien/elektrodien vélilla samalla, kun virta voi
kulkea ainoastaan grafeenin naihin yhdistamien elektrodien ja johtimien kautta.®® Kaytannossa
tdma tarkoittaa ~muodostettavassa polttokennossa anodin  liittdmistd  (elektroneja
reaktiosarjallaan tarjoavaan) hapetusentsyymeilld (esimerkiksi glukoosioksidaaseilla)
funktionalisoituun grafeenilevykomposiittisysteemiin ja katodin liittamista
grafeenilevy/entsyymikomposiittiin, joka kuluttaa katodille saapuvia elektroneja pelkistystéa
ajavassa reaktiosarjassaan.®* Glukoosioksidaasikomposiittianodien tapauksessa katodin
grafeenikomposiittiin voidaan funktionalisoida vaikka (bilirubiini)oksidaasia, joka pelkistaa
anodin glukoosioksidaasin ja grafeenin katalyysireaktioissa syntyvaa happea (0,).%® Télldisten
polttokennojen voidaankin ajatella olevan erdénlaisia keinotekoisia aineenvaihduntakiertoja

sekoitettuna akkumaiseen rakenteeseen.

Sokereja, rasvoja ja muita vastaavia energianldéhdemolekyyleja (joita esiintyy myds eldvissa
organismeissa) hapettavia polttokennoja suunnitellaan apuimplanteiksi muille virtaa
tarvitseville implanteille, kuten insuliinipumpuille ja erilaisille tahdistimille.®® Tama on kitevaa
ja kaytannollista, kun huomioidaan, ettd grafeenia ja sen johdannaisia voidaan kéyttad inmisen

ja koneen yhdistamiseen hermo/kone-rajapinnoissa.3®46:71

Grafeenipohjaiset hermorajapinnat soveltuvat hyvin fysiologiseen ympéristoon, koska niita
voidaan muovata helposti, ne johtavat sahkoé hyvin, sek& hermoratojen ja -solujen on todettu

kasvavan grafeenin pinnalla sitd paremmin, mit4 hydrofobisempaa grafeenipinta on, ilman ett4
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ne menettivit toimintakykyaan.*®’ Yksia suurimpia syita siihen, miksi grafeenipohjaiset
hermoliitokset (esimerkiksi elektrodit) eivat laukaise hylkivdd immuunivastetta, on niiden
joustavuus verrattuna esimerkiksi metallisiin elektrodeihin, sek& grafeenipinnan kemiallinen
stabiilius eli sen reagoimattomuus fysiologisessa ympéristdssa.3®t Grafeenista valmistettujen
neuroimplanttien on todettu olevan laukaisematta immuunivastetta rottien aivoissa.* Grafeenia
suunnitellaankin kaytettdvin erddnlaisina neurologisina “kéynnistyskaapeleina” lopullisesti
lunastuskuntoon menneiden hermokudosten ohittamiseen.” Esimerkiksi Blaschke, B.M.; et al.
ovat onnistuneet lukemaan rottien aivosignaaleja suoraan hermoista SGFET:eilla (Solution
Gated Field Effect transistor tai Electrolyte Gated Field Effect transistor), joissa hermosignaali
vahvistuu luettavaksi sahkoiseksi signaaliksi, kun hermojen kemiallinen signaali paatyy
SGFET:ien elektrolyyttiin, johon sdédettava etujénnite luo muun muassa vahvistusta saatelevan

sahkokentan.°

5 Lopputulokset ja yhteenveto

Kaikesta aikaisemmin esitetystd voidaan todeta, ettd grafeenista on moneksi: sille nayttaisi
olevan kaytt6d hyvin kirjavissa kohteissa. La&ketieteessa ja bioteknologiassa sen soveltuvuus
bioanalytiikkaan/-sensoreihin,1418:24.27.353638.39 |35k keenkuljetukseen,!82435 sekd rakenne-1824
ja konerajapintakomponenteissa®*#6"! vaikuttavat aiemmin kuvaillun (ja kdytettyjen lahteiden)
perusteella lupaavalta. Grafeeni nayttdisi soveltuvan erityisesti implantteihin ja
aineenvaihdunnan tarkkailuun, joilla voidaan parantaa esimerkiksi diabeetikkojen®®
elaménlaatua. Erityisesti ihmiseen sovellettaessa, proteiinien ja grafeenimateriaalien
vuorovaikutusten tunteminen ja soveltaminen (erityisesti funktionalisointi) tulee olemaan

kirjaimellisesti elintarkeédd, kuten koko aiemmasta tekstista lahteineen voidaan ymmartaa.

Koska proteiinien rakenne maaraa niiden bioaktiivisuuden?30-335 ja taméa rakenne voidaan
selvittdd NMR-spektrometrialla,® voinee 1H-NMR olla yksi soveltuvimmista tavoista tutkia
puhtaan grafeenipinnan proteiineja. Tama sen vuoksi, ettd puhtaassa —tdydellisessa—
grafeenipinnassa ei ole ideaalisesti vetya liittyneend, vaan kaikki hiilet ovat sitoutuneena

toisiinsa.l™®

Yleinen ympariston**®® ja biologisten aineiden®?**® mittaaminen tulee melko varmasti
levittdmé&&n grafeenimateriaaleja kaikkialle, missd ympariston ja biofilmien tarkka hallinta ja
seuranta on elintarked4: esimerkiksi elintarvike- ja yhdyskuntatekniikan saralla. Esimerkiksi
vérdhtelevid nanoskooppisia tukivarsia® voitaisiin  kayttdd rakenteiden ja litosfadrin

mekaanisen vakauden ja varéhtelyn seuraamiseen, teoriassa. Liséksi erilaisten pintojen, kuten



38

esimerkiksi  suojakerrosten  (sahkojohtojen  kuorien, sailididen ja  rakenteiden)
yhtendisyyttd/halkeilua voisi myos olla mahdollista seurata néihin upotetuilla (lapinakyvillg)
elektrodeilla/johtimilla, joita grafeenista voidaan valmistaa.1* Rakenteiden halkeilu melko
varmasti katkaisee johtavat grafeenijohtimet rakenteessa, mink& pitéisi olla sahkdisesti

havaittavissa jopa silloinkin, kun halkeilua ei tapahdu pinnalla.

Grafeenin  levidmisen arkik&yttoon takaa todenndkoisesti myds sen soveltuvuus
elektronisissa'**®  ja  elektromekaanisissa®  komponenteissa,  sekd erilaisissa
komposiittimateriaaleissal**®. Tamin muun muassa kuluttajien keskuuteen levidminen
—grafeenin aktiivisen elimistdon tuonnin liséksi— mahdollistaa altistukset, kuten Sanchez,
V.C.; et al. antava vahvasti ymmartdd julkaisussaan,'® missd grafeenimateriaalien
vuorovaikutusten tuntemista ja tutkimista biologisten systeemien (muun muassa proteiinien)
kanssa korostetaan.'® Luan, B; et al. ja Hu, W.; et al. toteavat myds samaa julkaisuissaan.?°
Esimerkkind tdhan vuorovaikutukseen kohdistetun tutkimuksen hedelmist& ovat huomiot siitd,
ettd veriseerumit proteiineineen passivoivat grafeenimateriaaleja fysiologisesti haitallisilta

reaktioilta,?>*° mika puoltaa grafeenin kayttamista elavien organismien sisalla.

Grafeeninmateriaalien ja proteiinien erilaisten komposiittien (joita on kuvailtu tekstissa jo
aiemmin) soveltuvuudesta ei nayttéisi olevan epéilystakaan, mutta erityisesti entsyymipohjaiset
polttokennot (EBFC) ovat Kkiinnostavia. Pelkédstddn ennalta mainittujen implanttien
voimanldhteena toimimisen® lisiksi niitd voitaisiin kayttaad esimerkikisi selluloosan
hapettamiseen energiaksi, kuten myds biojatteen tapauksessa. Biojatteen hapettamisen
yhteydessad myos lannoitteiden tuottaminen ja esimerkiksi fosforin sek& metallien talteenottoa
voitaisiin tutkia. Edella mainittu mikro-organismien k&ytto tallaisten polttokennojen
elektrodeilla® on ehka soveltuvampaa kehon ulkopuolella kéytettaviin —mahdollisesti
teollisiin— polttokennoihin, kun otetaan huomioon yleistieto, ettd ihmisen immuunipuolustus

ei normaalisti salli useallaisten vieraiden solujen olemassaoloa ihmisen elimistssa.

Ihmisen sisalla kaytettdessd mahdollisten grafeenielektrodien entsymaattista aktiivisuutta
voitaisiin pitkittdd (ainakin teoriassa) kayttdmalla pintaproteiineiltaan muunneltuja yksilon
omia soluja tai solukkoja (mink& pitdsi auttaa immuunivasteen valttamisessa). N&it4 soluja
voitaisiin ~ pitdd  grafeenielektrodin  laheisyydessda  kovalenttisesti  ankkuroiduilla
polymeeriadaptereilla, joidenka soluja sitovissa paissa olisi sidottuina joko integriineja tai
syklisida RGD-péitd. Kokonaisten solukkojen tai kudosten sitominen saattaa myods olla
kaytannollisempad, koska téalloin kaytettavat solut kykenevat enkd uudistumaan/korvautumaan

paremmin, ilman ettd elektrodiin ankkurointi nousee ongelmaksi.
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Suurimmaksi ongelmaksi kehonsiséisissa biopolttokennoissa tulee melko varmasti nousemaan
valiaineiden valinta ja kennon sisustan pysyva erottaminen muusta elimistdsta: mikéali kennon
halutaan k&yttdvan kehon omia rasva-/sokerivarantoja taytyy sen olla avoin esimerkiksi
verenkierrolle, mika voisi ainakin periaatteessa altistaa elimiston muun muassa solujen ja
entsyymien tukimateriaaleina kaytettaville hydrogeeleille®®, muuntogeenisille soluille ja
paljaille nanomateriaaleille. Lisaksi veren omien proteiinien aggreggoituminen polttokennoon
voi ehkd mybs muodostua  mahdolliseksi  ongelmaksi.  Teollisella  tasolla
entsyymipolttokennojen eduksi s&hkdntuotannossa voisi nousta, esimerkiksi selluloosaa
polttaineena kaytettdessa, mahdollinen hiilineutraalius. Toisin kuin 6ljy, jonka hiilivarannot
ovat olleet verrattain kauan pois Kierrosta, voidaan aktiivisessa kaytossa olevasta hyotymetsasta
otettavan hiilihydraatti-/biomassan ajatella olevan valmiiksi kierrossa ja ndin vahintaan melko

hiilineutraalia.’®

Grafeenimateriaalien sovellukset hermo/konerajapinnoissa voivat ehk& myos hy6tya grafeenin
kuvioinnista. Mikali grafeenimateriaalia kuvioitaisiin soluja sitovilla biokomponeneteilla ja
hallitulla hapetuksella/pelkistyksella siten, ettd jokaista esimerkiksi kanavatransistoria (FET)
ympéroivéa alue olisi muokattu hermosoluja sitovaksi (esimerkiksi integriineilld ja RGD-
tripeptideilld) ja kaikki muut ymparoivat alueet hermosoluille epésuotuisiksi: voitaisiin
yksittdisia hermoratoja liittad spesifisesti aina yksittdiseen tai useampaan kanavatransistoriin.
Tamaén etuna olisi hermosiganaalien parantunut eroteltavuus, koska yksittéisten transistorien
séhkoiset vasteet saataisiin yhdistettyd yksittdisten hermoratojen signaaleihin. Naiden
hermoratojen adsorboiviin kohtiin (jokaista yksittaista transistoria ja transistorirypésta kohden)
asettamista varten voitaisiin ehkéd kayttda atomivoimamikroskooppia (AFM), jota voidaan

kayttaa nanokokoisten biologisten naytteiden manipulointiin ja vahingoittamiseen. "’

Lopuksi voidaankin kaikesta edelld esitetysta todeta, etta grafeenimateriaaleilla on jo itsesséén
monia nopeasti laajenevia sovelluskohteita ja niiden funktionalisointi proteiineilla ja muilla
biomolekyyleilld tulee vain lisddméaan niiden kéayttdkohteita, sekd parantamaan niiden
ominaisuuksia. Taman biokuvioinnin/-funktionalisoinnin tulee myos olla hallittua, jotta
haluttuja ominaisuuksia voidaan sdilyttaa esimerkiksi entsyymeja liitettdessa. Tdmén vuoksi
grafeenimateriaalin  valinta, proteiinin valinta ja muokkaus, sek& biomolekyylin
funktionalisointi-/adsorbointimetodi  tulee  valita  harkiten.  Esimerkiksi:  mikali
kohdeympariston pH tiedetaan, kun kaytetdan grafeenimateriaalina grafeenioksidia, tulee tassa
vaiheessa miettid voidaanko proteiineja  funktionalisoida  esimerkiksi  heikoilla
koordinaatiovuorovaikutuksilla vai taytyykd proteiinit liittdd kowvalenttisesti, jotta haluttu

proteiinien pysyvyys saavutetaan. Liséksi kuvioimalla nditd biomolekyyleja tietyilld tavoilla,
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voidaan myods niiden (yhteis)vaikutuksiin ja ominaisuuksiin vaikuttaa. Tasta tulee melko
varmasti olemaan hy6tya muun muassa suurempia supramolekulaarisia systeemeja luodessa,
kuten esimerkiksi aiemmin mainitussa nanokatalyysisséd. Loppujen lopuksi voidaan vield
kaikesta todeta, ettd grafeenin ja proteiinien vélisten ja sisdisten vuorovaikutusten tunteminen
ja hallinta tulee vaikuttamaan tulevaisuudessa suuresti bioteknologiassa, teollisuudessa ja

lopulta arkieldmassamme.
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