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Містяться результати теоретичних та експериментальних досліджень, які необхідні для розробки гібридно-інтегральної мікроаналітичної електрохемілюмінесцентної системи. Шляхом проведення обчислювального експерименту руху проби з амінокислотами у мікрофлюїдних каналах визначено вплив конструктивно-технологічних параметрів на ефективність вихідного аналітичного сигналу. На основі подальшого розвитку методу утворення мікроструктур у матеріалі з полімеру лазерною абляцією розроблено технологію виготовлення платформи з мережею каналів контрольованих розмірів та заданої топології, необхідних для проведення капілярного електрофорезу. З використанням методу Ленгмюра-Блоджетт та електрохімічних і електрохемілюмінесцентних методів розроблено технологію створення електрохемілюмінесцентного трансд’юсера з нанорозмірними структурами, сенсорні властивості якого підтверджено при визначенні амінокислоти пролін.
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ВСТУП

Розробка технологічної бази створення пристроїв селективного та чутливого визначення діагностичнозначущих речовин за  кількісним складом яких можна судити про різні захворювання є важливим завданням біомедичного приладобудування. 

З використанням досягнень мікро- та нанотехнологій стало можливим реалізовувати пристрої  детектування біологічних об’єктів в різноманітних середовищах, а також отримувати інформацію о структурі  біологічних об’єктів на рівні окремих молекул. Це стало можливим завдяки використанню у медицині та біології нанотехнологічних приладів - атомно-силових мікроскопів(АСМ). АСМ може бути застосований не тільки як нанорозмірний вимірювач морфології поверхонь но і як високочутливий сенсор .   

Можливість реалізації сенсорів на базі АСМ  з’являється за рахунок вимірювання механічних деформацій кантілеверів викликаних впливом аналітов. Однак цьому передує наявність низки невирішених проблем, пов’язаних як з утворенням на поверхні кантілеверів чутливого к аналітам шару, так і аналізом механічних деформацій. Зокрема, для розробки імуносенсора потрібно утворення селективного шару, котрий би взаємодіяв  з антитілами або антигенами. 

Тому актуальним при створенні імунних сенсорів на основі кантілеверних систем АСМ є розробка методу модифікації поверхні кремнієвих кантілеверів, котрий забезпечує селективну взаємодію антитіл (антигенів) з модифікованою поверхнею.  

Мета і задачі дослідження. 

Метою роботи   є розробка концепції та методу побудови високочутливої нанотехнологічної сенсорної системи, що використовуватимуть новітні принципи наноелектромеханічних систем кантілеверного типу, для проведення контролю та функціональної діагностики біооб’єктів й визначення їх морфологічних особливостей. 

Задачі, на вирішення яких спрямовано проект:

- розробка та дослідження математичної моделі нанотехнологічної сенсорної системи щодо залежності її чутливості від низки факторів (радіусу кантілевера, його матеріалу, маси адсорбованих часток тощо) для прецизійного вимірювання характеристик біологічних об’єктів (маси, морфології тощо), що мають важливе значення для біології, медицини, екології.

- теоретичне дослідження процесів, що протікають у наноелектромеханічній системі (НЕМС) кантілеверного типу, відпрацювання вимог до характеристик системи, визначення принципів застосування кантілеверів для проведення функціональної діагностики;

- розробка принципів побудови аналітичної сенсорної НЕМС з перетворювачем кантілеверного типу; 

- відпрацювання методик роботи сенсорної НЕМС з біологічними об’єктами на прикладі модельної системи для визначення її функціонального стану;

- апробація розробленої концепції та методу з оформленням відповідних актів випробування; 

- проведення патентних робіт з охорони отриманих розробок; 

- проведення маркетингових досліджень з можливої комерціалізації результатів розробок у медицині, біології та екології. 

Об’єкт дослідження. Процес визначення антигенів і антитіл людини за допомогою сенсора на основі кантілеверних систем.

Предмет дослідження. Метод і сенсорний пристрій на базі кантілеверних систем для реєстрації антитіл і антигенів людини. 

Етап І

ТЕОРЕТИЧНІ Й ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ, СПРЯМОВАНІ НА ВИНАЙДЕННЯ НОВИХ ЗАКОНОМІРНОСТЕЙ, ЩО МОЖУТЬ СТАНОВИТИ ВИХІДНІ ПОЛОЖЕННЯ ДЛЯ РОЗВИТКУ ЗАПРОПОНОВАНОЇ КОНЦЕПЦІЇ ТА МЕТОДУ ПОБУДОВИ НАНОТЕХНОЛОГІЧНОЇ СЕНСОРНОЇ СИСТЕМИ З ВИКОРИСТАННЯМ КАНТІЛЕВЕРНИХ ПЕРЕТВОРЮВАЧІВ

1 Аналітичний огляд

1.1 Принцип роботи АСМ

Принцип роботи АСМ заснований на вимірюванні величини силової взаємодії, котра виникає між зразком і острієм кантілевера [рис. 1.1]. Кантілевер представляє 

[image: image1.wmf]z

F


із себе консоль з жорстко закріпленим кінцем на вільному кінці якої розміщена мікро голка, яка і є зондом. За допомогою високо пріцезіонних п’єзоелементів досліджуваний зразок підводиться до зонду. При зменшенні відстані між зондом і зразком спостерігається різке зростання силової взаємодії між ними [45]. Коли величина силової взаємодії починає перевищувати сили пружності кантілеверу, відбувається деформація кантілевера. Знаючи механічні характеристики конкретних кантілеверів, стає можливим визначити величину силової взаємодії, вимірюючи величину деформації кантілеверів. Враховуючи те, що величина силової взаємодії пропорційна відстані між кінцем зонда і молекулами на поверхні зразка, може бути реконструйована морфологія поверхні досліджуваного зразка.

Фіксація зміни деформації кантілевера є корисним сигналом АСМ на основі якого відбувається реконструкція морфології поверхні досліджуваного зразка. Вимірювання деформації проводиться за допомогою [44] оптичної системи. Для цього на верхню дзеркальну поверхню кантілевера направляють промінь лазера, який відбиваючись від кантілевера потрапляє на чотирьохсекційний фотодетектор. Деформація кантілевера призводить до того, що змінюється положення променя на фотодетекторі.

	[image: image4.png]




	Рисунок 1.2 -  Відхилення проміню під дією  вертикальних і латеральних сил


Якщо промінь лазера переміщується між верхніми і нижніми секціями фотодетектора то вертикальне відхилення кантілевер може бути знайдено з величини фотострумів в кожній секції:
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відхилення кантілевера по горізонталі визначається наступним виразом:
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1.2 Силова взаємодія що виникає в системі кантілевер-об’єкт

У АСМ взаємодія котра виникає між вістрям зонда і поверхнею зразка є силовою. Розглядаючи силові взаємодії котрі виникають між зондом і зразком слід виділити наступні типи взаємодії:

- сили Ван-дер-Ваальса;

- сили пружності;

- капілярні сили;

- електростатичні сили;

- аддгезіоннние сили.

Сили Ван-дер-Ваальса.

Сили Ван-дер-Ваальса мають електричну природу, виникають між атомами або молекулами і можуть бути розділені на три групи:

Орієнтаційні взаємодії (диполь-дипольна взаємодія): Виникає між молекулами, які є постійними диполями. Енергія такої взаємодії дорівнює:
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де 
[image: image8.wmf]k

 - стала Больцмана, 
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 - абсолютная температура, 
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1

p

p

- дипольні моменти відповідно першого і другого диполів, 


[image: image11.wmf]r

 - відстань між диполями.

Індукційні взаємодії. Індукційний ефект полягає у взаємодії диполя однієї молекули з диполем, індукованим полем диполя першої молекули в сусідній молекулі. Ці диполі паралельні. Енергія індукційної сили дорівнює:
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де 
[image: image13.wmf]a

 - поляризованість другої молекулу,
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 - дипольний момент першої молекули, 


[image: image15.wmf]r

 - відстань між диполями. 

Ця формула вірна тільки для точкових диполів, тобто за умови малості розмірів диполів в порівнянні з відстанню між ними. Якщо умова точкових диполів не виконується, то необхідно проводити розрахунок взаємодій монополів - точкових зарядів.

Дисперсійні (лондонівські) взаємодії, виникають між двома наведеними диполями. Вони проявляються на дуже коротких відстанях. У неполярний молекулі в відсутність поля електрони не можуть бути нерухомими, тому дипольний момент дорівнює нулю тільки в середньому. Диполі осцилюють, індукуючи один одного, в результаті чого між ними виникають сили тяжіння. Дисперсійні сили мають квантовомеханічну природу. Енергія такої взаємодії дорівнює:
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де  
[image: image17.wmf]h

- стала Планка, 


[image: image18.wmf]0

w

 - частота первинного коливання осцілятора, 
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  - відстань між осціляторами, 


[image: image20.wmf]a

 - поляризованість осцилятора.

 Капілярні сили.

Враховуючи той факт, що в атмосферному повітрі міститься волога. Проводячи дослідження в атмосфері, на поверхнях об'єктів контактуючих з повітрям, конденсується волога з атмосфери, що призводить до поява тонких плівок рідини на поверхні об'єктів. У випадки якщо необхідно розвести два контактуючих об'єкта (відведення кантілевера від поверхні зразка), наявність рідкої плівки призводить до появи меніска (Рисунок 2), викликаного капілярними силами. Враховуючи малість розмірів об'єктів наявність капілярних сил робить істотний вплив на кантілевери, а відповідно і на вимірювання.

	[image: image21.png]




	Рисунок 1.3 - Схема контакту сфери з площиною з утворенням рідинного меніска: 1-сфера; 2-меніск; 3-плоска поверхня


Розмір і форма меніска  характеризуються величинами r1 і r2, що звуться основними радіусами. Співвідношення між r1 і r2 описується наступним виразом:
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де 
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r

 - радіус Кельвіна, який визначається з рівняння Кельвіна [46]:
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Тут γ - поверхневий натяг рідини; Vm - молярний об'єм рідини; k = 8,31 Дж / (моль ⋅ К) - універсальна газова стала; T - абсолютна температура в зоні контакту; p - тиск парів рідини; ps - тиск насичених парів.

Вважаючи. Кут утворений дотичними до кіл радіуса і радіусу в точці їх перетину. Кут утворений дотичною до окружності радіуса і площиною 3. Для розглянутої схеми величина визначається як :
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Перепад тиску на кордоні меніска описується рівнянням Юнга-Лапласа [42]:
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(1.9)

У розглянутому випадку r1 <0 і рівняння (1.9) запишеться як:
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(1.10)

Знак величини P визначається тим, що атмосферний тиск зовні меніска перевищує тиск рідини усередині меніска. З цією обставиною пов'язана негативна кривизна його бокової поверхні. За рахунок перепаду тисків виникає сила притягання взаємодіючих поверхонь, що дорівнює добутку P на площу поперечного перерізу меніска в горизонтальній площині [16]:
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При розгляді системи рівнянь (1.8), (1.10) і (1.11) була отримана наближена формула [25], що дозволяє визначити максимальну силу меніска при відстані між тілами D = 0:
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Електростатичні сили.

Електростатичні сили викликані взаємодією заряджених частинок, дана взаємодія описується добре відомим законом Кулона:
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У випадки електрично нейтральних молекул кулонівські сили відсутні. Однак якщо наблизити вістря зонда до поверхні зразка на відстань порівняній з міжатомною відстанню відбувається електростатичне взаємодія відповідних електронів. Дана взаємодія призводить до електростатичного відштовхування, при відстанях порядку комптонівської довжини хвилі електрона, [image: image31.png]


≈3.86·10−13 м істотним стає прояв нелінійних ефектів квантової електродинаміки. Так потенціал точкових зарядів з урахуванням радіаційних поправок першого порядку приймає вигляд:
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де - комптонівського довжина хвилі електрона, - стала тонкої структури і.

Поява експоненціально убуваючого членів порядку у вираженні [1.14], призводить до збільшення сили кулонівського взаємодії:

1.3. Перетворювачі біохімічних реакцій в аналітичний сигнал

Можливість створення ефективних мікрокантілеверних аналізаторів передбачає розгляд основних характеристик їх конкурентних аналогів. За типом трансдьюсера розрізняють декілька типів хімічних іммуносенсоров: електрохімічні, оптичні, гравіметричні і силові. Електрохімічні перетворювачі є найбільш перспективними по відношенню до гравіметричних та оптичних системам детекції, так як функціонально не залежать від різних параметрів середовища, таких як оптична щільність, прозорість і т.д. Електричні трансдьюссери є принципово простими системами електродів і дозволяють в значній мірі миниатюрізіровать розміри електрохімічних сенсорних систем у порівнянні з оптичними. Найбільш перспективні в цьому відношенні друковані (screen-printed) електроди, що представляють собою об'єднану на єдиній підкладці електрохімічну ячейку [19].

1.3.1. Амперометричний аналізатор

Амперометричний іммуносенсор (АІС) належить до типу електрохімічних біосенсорів, вимірюваним сигналом в яких є струм окислення або відновлення електроактивних частинок. У ньому поєднуються переваги електродних процесів (висока чутливість, лінійна залежність сигналу від концентрації, селективність за рахунок роботи при різних потенціалах) і висока специфічність імунної реакції [20]. Так як безпосередньо визначати імунні реакції за допомогою АІС не представляється можливим унаслідок того, що самі по собі компоненти імунної реакції найчастіше є електроінертнимі, в систему сенсора вводяться ферментні мітки. У цьому випадку трансдьюсер визначає концентрацію продукту ферментативної реакції ферменту при розщепленні субстрату.

В якості електроактивних речовин також використовуються іони металів та інші електроактивні з'єднання.

Найбільш поширені ферментативні мітки, що використовуються в імуноаналізу при окисленні субстрату в присутності H2O2, - це пероксидаза хріну [21-23] і лужна фосфатаза [24,25], що каталізує реакцію дефосфорілірованія різних органічних фосфатів, продукт якої визначається амперометричним методом. Портативна АІС-система була розроблена для визначення бактерій Escherichia coli c використанням антитіл, маркованих пероксидазою хріну; чутливість сенсора дозволяла визначати наявність бактерій з концентрацією 50 клітин / мл за 22 хвилини [21]. Сенсор являв собою мембрану, що складається з провідної сітки вуглецевих волокон, на якій іммобілізованої антитіла, специфічні до антигену. При пропущенні через іммунофільтраціонную сітку бактерії зв'язувалися з модіфіцірованнимі на ній антитілами. Для вироблення аналітичного сигналу пов'язані клітини маркірувалися специфічними антитілами, кон'югованими з пероксидазою хріну. Дана схема реалізації імунохімічної аналізу називається шаруватої (sandwich-scheme). Шарувата схема неконкурентного аналізу була реалізована в АІС-сенсорі на IgG кролика [24], маркування якого проводилося за допомогою анти-IgG, кон'югованого з лужної фосфотаза.

Субстратом для мітки був дігідрохінон дифосфату, який окислявся до гідрохінону з вивільненням двох електронів. Межа виявлення сенсора склала 8нг/мл її при часі інкубації міченого імуноглобуліну кролика порядку однієї години.

Амперометричний іммуносенсор на низькомолекулярну речовину кокаїн, був представлений A. Сулейманом [22], електроактивних маркером в ньому була пероксидаза хріну, кон'югована з антитілами на бензоілекгонін (частина молекули кокаїну), іммобілізована на мембрані, прикріпленою до O2-електроду. У процесі аналізу гаптен з гранично низькою концентрацією 10-7 М / л інгібував ферментативну реакцію окислення субстрату за рахунок створення стеричних перешкод для проникнення субстрату до активного центру ферменту.

Амперометричні іммуносенсори (найчастіше використовують складні системи посилення сигналу, наприклад за допомогою ферментативної реакції, що вимагає додаткових реагентів) не дозволяють безпосередньо контролювати протікання імунологічної реакції. Крім цього амперометричні іммуносенсори характеризуються більш широким розкидом величини похибки визначення, в залежності від використовуваної мітки і схеми імуноаналізу. Найбільш часто похибка визначення становить від 2 до 20%, хоча в окремих випадках може бути і вище.

1.3.2. Потенциометричний аналізатор

Іншим класом електрохімічних сенсорів є потенціометричні сенсори, вимірюваний якими сигнал, - це потенціал на іонноселективном електроді, що змінюється в результаті дії іонних продуктів реакції. Поверхня робочого електрода зазвичай модифікується для забезпечення селективності сенсора. Різниця потенціалів між робочим і контрольним електродом виникає в тому випадку, коли між ними перестають текти іонні струми. Як правило, електроди або модифіковані зразком, або відокремлені від зразка мембраною і поміщені в певний електролітний розчин [26].

Електрокаталітичні властивості редоксних ферментів дозволяють використовувати їх в якості міток в потенціометричних сенсорах. В якості ферментного маркера реакції імунного зв'язування похідних симазин 6-пентілкарбоксіл і 6-етілкарбоксіл використовувалася пероксидаза в комплексі з антигеном [25]. Антитіла електроосаждались на срібному електроді, після чого центри зв'язування обложених антитіл насичувалися міченими молекулами симазина. Після введення аналізованих речовин відбувалася десорбція мічених антитіл, з пропорційним зменшенням електрохімічного сигналу. Повний цикл роботи сенсора займав 14 хвилин при порогової чутливості 3 нг / мл. 

1.3.3 Ємнісний іммуносенсор

 Принцип функціонування ємнісного датчика полягає в вимірюванні діелектричних властивостей органічного шару, нанесеного на один з електродів конденсатора, в результаті зміни його товщини і діелектричних характеристик. В окремому випадку зміна діелектричної константи є наслідком поверхневої імунохімічної реакції антиген-антитіло. Прикладом ємнісного іммуносенсора є датчик для визначення гіалуронана-зв'язуючих білків (структурний компонент позаклітинного матриксу) [27]. Структура ємнісного датчика включала золотий електрод з ковалентно-щепленими до нього антитілами кролика за допомогою самоорганізованих тіолових і глутаральдегідних линкеров. Сенсор дозволяв селективно визначати молекули аналізованого речовини при концентраціях 10-1000 нг / мл.

1.3.4. Кондуктометричні датчики

Четвертим різновидом електрохімічних сенсорів є кондуктометричні датчики, які вимірюють зміни сили струму, що проходить між двома електродами при постійній зовнішній напрузі. В роботі [28] був описаний швидкий і високочутливий резистивний датчик на кролячий IgG, що складається з Анти-IgG, вбудованого в матрицю електрода, виготовленого з провідного полімеру полі (3,4-етілендіоксітіофен). У процесі інкубації антигену з концентрацією 10-10 г / мл при подачі постійної напруги 0.8 В датчик поліпшував свою провідність з виходом на плато насичення за гранично короткий час порядку трьох хвилин. Представляється також цікавим розроблений Сансбергом та ін [29], аналізатор на гербіцид атразин. В якості підкладки для іммобілізації антитіл був обраний провідний полімер, допований іонами I. Гербіцид, пов'язаний глюкозаоксідазой в процесі аналізу контактував з активними центрами антитіл на полімерній матриці.

Резистивна система зчитування починала функціонувати, коли в буферний розчин вводилася глюкоза і лактопероксідаза. При окисленні глюкози вироблявся пероксид водню, використовуваний іншим ферментом для зміни властивостей допірующей домішки від I- до I3-, яка відповідає за якість провідності полімеру. Порогова чутливість сенсора склала 25нг / л. а час необхідний для аналізу - 15 хвилин.

1.3.5. Оптичні іммуносенсори

Оптичні іммуносенсори можна розділити на три групи [30]: прямі, що не використовують мітки для контролю іммунореакціі, і непрямі, використовуются, як правило, флуоресцентні або електролюмінесцентні мітки. Третя група сенсорів здійснює контроль концентрації пофарбованого продукту ферментативних реакцій.

Робота хемілюмінесцентного сенсорів заснована на мітках, генеруючих фотони. Зазвичай даний вид аналізатора працює за конкурентним принципом. Світло, що випускається пов'язаною міткою на межі оптоволокна, передається для посилення на фотопомножувач. Прикладом такого сенсора є датчик на кокаїн і його метаболіти, що визначаються в людській сечі [31]. У даній роботі на поверхню скошених торців чотирьохканального оптоволокна, прививався кон'югат казеїну з бензоілекогіном; утворюваний шар заповнювався антитілами миші (CY5-Ab) з ціаніновими флуоресцентними мітками. У процесі інкубації сенсора похідними кокаїну інгібувати флуоресценція мічених антитіл. Діапазон ефективних концентрацій визначення бензоілекогіна варіювався від 0.75 до 50 нг/мл. Час аналізу, включаючи час протікання процесу регенерації поверхні рецептора на оптоволокні не перевершувало 4 хвилини. В роботі [32] також представлений конкурентний кокаїновий сенсор з іммобілізованими моноклональними антитілами на кварцовому оптоволокні. В аналізований зразок додавався кокаїн з міткою флуоресцеїну, і вимірювалася сумарна інтенсивність флуоресценції пов'язаних з антитілами молекул кон'югату з пороговою концентраційної чутливістю 15Нм.

До оптичних сенсорів, які не використовують мітки, відносяться датчики поверхностного плазмонного резонансу (surface plasmon resonance, SPR), які функціонують завдяки феномену вторинного збудження світла відбитої хвилі вільно осцилюючими електронами (плазмонами). При певному куті падіння монохроматичного поляризованого світла на поверхню металевих провідників спостерігається мінімум відбивання, що виникає при строго певному куті падіння, названого кутом резонансу. Високочутливий SPR-сенсор на морфін був запропонований в роботі [30]. Кон'югат БСА з морфіном фізично сорбировали на поверхню золотої тонкої плівки. Було показано що при збільшенні концентрації антитіл у розчині, також відбувалося лінійне збільшення зсуву резонансного кута. Додавання морфіну в буфер з антитілами призводило до конкуренції між зв'язуванням на поверхні і в розчині і до зменшення ефективної концентрації антитіл, яка фіксувалася по зсуву кута плазмонного резонансу.

Чутливість сенсора до морфіну склала близько 0.1 нг/мл. Аналогічна схема застосовувалася також для визначення метамфетаміну [30]. Іммуносенсори на основі поверхневого плазмового резонансу зазвичай характеризуються дуже низькою межею виявлення, а також найменшою похибкою визначень (на рівні 2-8%) у всьому діапазоні визначуваних концентрацій, але мають більш вузький інтервал робочих концентрацій і вимагають використання дорогого, складного в експлуатації обладнання, тому вони є менш поширеними, у порівнянні з економічними і досить простими в експлуатації амперометричними системами.

Оптичні іммуносенсори, засновані на детектуванні неферментних міток є найбільш поширеними. Як правило, маркерами служать флуоресцентні або люмінесцентні мітки, які забезпечують високу чутливість аналізу.

Оптичне детектування ферментних міток використовується при розробленні іммуносенсорів досить рідко. Необхідність тривалих, багатостадійних операцій робить застосування даних іммуносенсорів меньш вигідним у порівнянні з застосуванням традиційного твердофазного імуноферментного аналізу. Найуспішнішими виявилися спроби створення методик визначення низькомолекулярних сполук. Так, наприклад, в раніше згаданій роботі [33] імунний комплекс кокаїну з міченими антитілами детектуют, вимірюючи активність ферменту спектрофотометрично.

Таким чином, незважаючи на ряд переваг оптичних іммуносенсорів перед електрохімічними (наприклад нечутливість до електричних поме-хам і більшу безпеку при дослідженнях in vivo), вони залишаються поки менш розробленими, ніж інші види сенсорів.

1.3.6. П’єзокварцеві імунносенсори

Першими мас-сенсорами, що перевершив масовий межа чутливо-сті 1 нг, стали кварцові п’эзорезонатори, які зробилися загальнодоступними 40 років тому і з тих пір зайняли лідируючі позиції в багатьох галузях науки і промисловості.

Більшість дослідників при вивченні адсорбційних властивостей тон-ких плівок використовують метод кварцового мікровзвешіванія, за допомогою якого визначають масу моношаровий плівки молекул з точністю 10-11 г, близькою до теоретичної межі [34]. Кварцове мікровзвешіваніе (КМВ) є резонансним методом, заснованому на використанні мас чутливих п’эзорезонаторов - вимірювальних автогенераторного пристроїв, завдання яких полягає в перетворенні прирощення приєднаної маси в прирощення вихідної частоти. У п’эзокристалла збуджуються подовжні акустичні коливання на власній частоті р f, На один з електродів, напилених на резонатор, наносять досліджуваний об'єкт, після чого записують зміна частоти, яке можна інтерпретувати як зміну маси. При внесенні в систему зовнішньої маси її частота змінюється і різниця частот 
[image: image33.wmf]f
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 до і після адсорбції служить корисним сигналом, що дозволяє оцінити приєднану масу 
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 за допомогою рівняння Зауербрея [7]:
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де υ - швидкість акустичної хвилі в кристалі, 

ρ - щільність покриття.

Більш сучасні пристрої, засновані на принципі поверхневих акустичних хвиль (surface acustic waves, SAW) п’эзокристалла, практично застосовуються в суміжних областях з методом кварцового мікровзвешіванія. Їхня відмінність від сенсорів КМВ полягає в більш складній архітектурі збудливих електродів, що дозволяють генерувати на в пезокрісталі поверхневі ультрависокочастотні хвилі. Відповідно SAW-сенсори володіють вищою чутливістю [35,36] у порівнянні з датчиками КМВ.

Описаний метод поширений завдяки надійності, розробленості і незамінності в деяких випадках, але має і недолік, який полягає в тому, що інтерпретація результатів (і відповідно застосування методу) можлива для структур з відомим поверхневим розподілом по товщині або ж для плівок із сталою товщиною, таких , як Ленгмюра-Блоджетт. Перевагою п'єзоелектричних іммуносенсоров є можливість прямого контролю за іммунореакціей, оскільки в разі масивних антитіл або антигенів відпадає необхідність використання будь-яких міток або додавання додаткових реагенттів. Цікавим видається застосування п’эзокварцевих резонаторів для прямого визначення кокаїну [37], в якому кон'югат похідних гаптена (кокаїну) за допомогою тіолових сполук іммобілізованої на золотій поверхні електрода кварцового резонатора. Визначення вироблялося конкурентним методом з використанням поліклональних антитіл вівці. Порогова чутливість склала 34 нг / л (100пМ / л), а час аналізу - 15 хв.

П'єзоелектричні іммуносенсори внаслідок прямого контролю взаємодії антигенів з антитілами пред'являють особливо суворі вимоги до специфічності антитіл, оскільки перехресні реакції призводять до значних спотворень результатів. Однак при обліку неспецифічного зв'язування похибка визначень за допомогою п'єзоелектричних іммуносенсоров залишається відносно малою - від 3-5 до 10-15%.

Існуючі обмеження не знижують інтересу до розробки іммуносенсорних пристроїв і є скоріше стимулами для більш інтенсивної роботи в цій області.

Для вивчення можливості створення сенсорних пристроїв на основі кантілеверів, необхідно розглянути вихідні фізичні характеристики кантілеверів і можливість їх вимірювання. Зважаючи на те що, система кантілевер-АСМ є механічною, фізичними характеристиками котрі можуть бути використані при реєстраціі є механічні деформаціі кантілеверів та частоти власних коливань. Таким чином дія аналіта повинна викликати зміну однієї із двох механічних характеристик або одночасну зміну обох. В процесі виконання роботи були розглянуті зовнішні фактори, котрі впливають на механічні деформації кантілевера і його резонансні властивості. 

Таким чином із таблиці 1 видно, що при створенні іммунних сенсорів на основі кантілеверів існує два шляхи. Перший вимірювання деформацій кантілеверів викликаних силами поверхневої напружності шару адсорбованих на поверхні імунних комплексів. Другий вимірювання зміни резонансних властивостей кантілевера внаслідок зміни маси, викликаної адсорбованим шаром імунних комплексів. 

[image: image36.png]pre— e —
et — e
uamecime
— [ra—
el e o || o XecKHS oot egopuaum
o wonorueckie pi -
BosgeiicTaus ||
3nes Tewneparypusie,
[— e I
o ezt





Таким чином для обґрунтування вибору одного із шляхів побудови сенсорного пристрою, в роботі розглянуті математичні моделі, котрі відповідають механічним деформаціям и резонансним властивостям.

1.4. Математичне модулювання

1.4.1. Механічні деформації

Кантілевер являє собою твердотільну консоль, на вільному кінці якої розташовується голчастий зонд (рис.2.1). У процесі сканування на кантілевер діють сили: Fz – поперечна, Fy и Fx – латеральні. У своїх міркуваннях ми будемо вважати, що деформація кантілевера є лінійною, тобто підкоряється закону Гука:
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де 
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 - вектор зміщення вільного кінця кантілевера (з компонентами 
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 - вектор сили, прикладеної до кантілевера (компоненти 
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 - коефіцієнт пропорційності (тензор жорсткості).
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Рисунок 2.1- Прямокутний кантілевер з зондом

Коефіцієнт пропорційності є симетричним тензором другого рангу, що зв'язує два вектора переміщення і сили, звані тензором жорсткості. Перепишемо рівняння (1) в матричному вигляді [4]:
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(2.2)

Щоб знайти компоненти тензора С необхідно вирішити завдання статичних деформацій кантілевер під дією сил, спрямованих у трьох площинах xOz, yOz, xOy.

1.4.2 Диференціальне рівняння кривої вигину кантілевера

 
Визначимо зв'язок між зміщенням якої-небудь точки кантілевера з діючою на нього силою. Для цього розглянемо консоль - балку у якої один кінець є вільним, інший глухо защемлений. Якщо консоль має прямокутний поперечний переріз і на її гранях нанесені дві суміжні паралельні лінії mm і pp (рис.2.2) то, як показують численні дослідні дані, ці лінії при вигині залишаються прямими і повертаються так, що залишаються нормальними до поздовжніх волокон консолі. З цього випливає, що при вигині поперечні перерізи mm і pp
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Рисунок 2.2 - Ділянка консолі

повертаються щодо один одного біля осі, перпендикулярної до площини вигину. Лінія nn1 є слід перетину бічної грані з поверхнею, по якій волокна не зазнають змін довжини при вигині. Отже, подовження якого або волокна s’s1, що знаходиться на відстані y від нейтрального шару, може бути знайдено якщо провести лінію n1s1 паралельно mm. Розглянемо трикутники nOn1 і s1Os|. Дані трикутники є подібними (по двох сторонах і куту між ними), таким чином можемо записати:
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(2.3)

де R - радіус кривизни зігнутої осі балки;
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 - відносне подовження волокна консолі..


Зусилля, що діє на елементарну площадку поперечного перерізу консолі, може бути знайдено як:
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де 
[image: image52.wmf]dS

- елементарна площадка поперечного перерізу консолі;;

        
[image: image53.wmf]s

- напруга в поперечному перерізі балки.

Виходячи з того, що закон Гука може бути записаний у вигляді:
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(2.5)

і враховуючи вирази (3-5), отримаємо:
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Так як при чистому згині зовнішні сили врівноважені, то рівнодіюча всіх сил повинна бути дорівнює 0:
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Момент сили, що припадає на поперечний переріз, є сумою всіх моментів сил, що припадають на елементарну площадку
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де 
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 - момент інерції поперечного перерізу відносно нейтральної осі [5] (
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Щоб вивести вираз, що встановлює залежність між кривизною і формою кривої, ми розглянемо дві суміжних точки a і a1, які перебувають на зігнутої осі на відстані ds одна від одної (рис. 3). Нехай дотична в точці a утворює з віссю x кут, а дотична в точці a1 кут 
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Точка O є точка перетину перпендикулярів до дотичної і визначає центр кривизни і довжину радіуса кривизни. Тоді:
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Враховуючи те, що позитивному приросту ds відповідає негативне прирощення 
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, отримаємо:
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Рисунок 2. 3- Крива вигину кантілевера

Кут 
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 може бути визначений як:
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(2.13)

Підставивши вираз (9) в (13) отримуємо диференціальне рівняння кривої вигину кантілевера:
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(2.14)

У випадки незначних прогинів консолі, які відповідають значенням 
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 значно меншим одиниці, можемо записати вираз (14) у спрощеному вигляді:
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1.4.3Визначення деформації кантілевера під дією поперечної сили
[image: image80.wmf]z

F


Перейдемо до безпосереднього визначення сил діючих в площинах xOz, yOz, xOy (рис. 2.4). У площині xOz на кантілевер діє рівномірно розподілене навантаження q викликане власною масою кантілевера, а також прикладена до кінця кантілевера зовнішня зосереджена сила F (результуюча силової взаємодії, що виникає між зондом і зразком) (рис. 2.5). У закріпленому кінці кантілевера виникає сила реакції опори R, рівна по модулю алгебраїчній сумі зосередженої сили і результуючої розподіленого навантаження і напрвлена протилежно:
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Рисунок 2. 4 - Відхилення кантілевера під дією вертикальної сили.
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Рисунок 2. 5 - Розподіл сил уздовж кантілевера

Відомо, що [6]:
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де 
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Для визначення моменту інерції в довільному поперечному перерізі кантілевера, розглянемо поперечний переріз mn, що знаходиться на відстані x від закріпленого кінця кантілевера. Теореми статики нам дозволяють систему паралельних сил замінити однією силою Q, рівною алгебраїчній сумі даних сил, і однією парою сил M. Отримуємо:
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Постійна інтегрування С може бути знайдена з граничних умов M (l) = 0: 
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Враховуючи те, що в кантілевері мають місце незначні прогини то з достатнім ступенем точності можна використовувати вираз (15):
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Кут нахилу дотичної в довільній точки кантілевер і зсув даної точки кантілівера можуть бути знайдені послідовним інтегруванням виразу (23). Постійні коефіцієнти можуть бути визначені з початкових умов,:
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Перепишемо вирази у вигляді: 
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Таким чином, отримуємо:


[image: image101.wmf]ú

û

ù

ê

ë

é

+

=

12

l

F

q

3

l

EJ

F

z

Δ

4

z

3

z

,





(2.33)


[image: image102.wmf]ú

û

ù

ê

ë

é

+

=

a

6

l

F

q

2

l

EJ

F

3

z

2

z

,

     
          


(2.34)

Відхилення кантілевера уздовж осі y може бути визначене геометрично: 
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тоді: 
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Уздовж осі x відхилення не відбувається тобто 
[image: image105.wmf].
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Порівнюючи вираз (33), (36) з (1) можна зробити висновок, що:
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1.4.4 Визначення деформації кантілевера під дією продольної сили 
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У процесі переміщення кантілевер уздовж осі x між кінцем голки кантілевер і поверхнею досліджуваного зразка виникає поперечна сила спрямована протилежно напрямку руху кантілевер (рис. 2.6). Дана сила створює момент 
[image: image110.wmf]tip

y

l

F

M

=

, що викликає деформацію кантілевера.
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Рисунок 2. 6 - Відхилення кантілевера під дією поздовжньої сили

Таким чином вираз (15) може бути записано таким чином:
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Послідовно інтегруючи вираз і враховуючи початкові умови, 
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Таким чином за аналогією з попередніми міркуваннями можна записати:
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1.4.5- Визначення деформації кантілевер під дією поздовжньої сили 
[image: image123.wmf]x
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Під дією поперечної сили 
[image: image124.wmf]x

F

 виникає складна деформація, яка є суперпозицією плоского згину та кручення. Деформація викликана плоским вигином може бути визначена з виразом (42), для цього необхідно у виразі для полярного моменту поміняти місцями ширину і висоту кантілевер:
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[image: image126.png]




Рисунок 2. 7- Відхилення кантілевера під дією поздовжньої сили

Суворе рішення задачі про кручення балки прямокутного поперечного перерізу є складним [7], тому наведемо кінцеві результати. Залежність кута повороту вістря кантілевер в довільній точки x уздовж кантілевер при крученні має вигляд:
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де 
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 - модуль зсуву;
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Модуль зсуву визначається виразом:
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де 
[image: image131.wmf]E

 - модуль Юнга; 
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 - коефіцієнт Пуассона..

Таким чином кінцеве вираз для кута поворта кантілевера при крученні має вигляд:
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Для вільного кінця кантілевер:
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Зсув кінця кантілевер уздовж осі z з геометрії вигину може бути визначене як:
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В увазі малості кута 
[image: image136.wmf]b

 вираз (2.55) можна переписати у вигляді:
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Зсув уздовж осі y викликано дією чистого прогину і може бути записано за аналогією з (44):
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Зсув уздовж осі x викликано як чистим вигином так і крученням, може бути визначено як сума зсувів викликані відповідними деформаціями:
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Зсув вільного кінця кантілевер в результаті прогину визначається виразом (2.50):
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Зсув вільного кінця кантілевер в результаті кручення визначається виразом:
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Повне зміщення:
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Таким чином можемо записати перший стовпець матриці (2):
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1.5 Резонансні властивості

1.5.1 Ефективна маса і власна частота кантілевера

У АСМ крім методик, заснованих на вимірі статичного вигину балки, існують коливальні методики. Для їх використання необхідно знати резонансну частоту кантілевер.

Обчислимо резонансну частоту ізотропного кантілевер маси m у вигляді балки у формі паралелепіпеда довжиною l, товщиною t і шириною w на вільний кінець якого діє зосереджена вертикальна сила F (рис. 2.8).
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	Рисунок 2.8 - Прямокутний кантілевер с зондом


Знайдемо кінетичну і потенційну енергію кантілевера. Розглянемо елемент балки довжиною 
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 котрий знаходиться на відстані 
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 від закріпленого кінця. Кінетична енергія такого елемента є:
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 - відхилення точок осьової лінії балки на відстані y від закріпленого кінця в момент часу 
[image: image151.wmf]t

. Відповідно до формулами (2.22), (2.32) 
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 виражається через відхилення вільного кінця балки наступним чином: 
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Тоді підставляючи значення 
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 в (1) і здісніючи інтегрування по всій довжині балки, отримаємо, що
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Так як на вільний кінець діє зосереджена сила F, то очевидно, що 
[image: image156.wmf]пот
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дорівнює роботі, витраченої на переміщення кінця балки на відстань: 
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де 1/с -коефіцієнт нормальної жорсткості.

Якщо вважати, що коливання в системі відбуваються без дисипації повної енергії 
[image: image158.wmf]W
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 тоді диференціюючи повну енергію за часом, одержимо рівняння руху вільного кінця кантілевер 
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Отже, ефективна маса кантілевера дорівнює 
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(2.67)

Таким чином, обчисливши  
[image: image162.wmf]еф

m

 і знаючи коефіцієнт жорсткості 1/с, визначається отримуємо, що власна частота коливань кантілевер виражається через його параметри наступним чином
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(2.68)

де 
[image: image164.wmf]r

 - щільність кантілевера, 
[image: image165.wmf]E

 - модуль Юнга. 

1.5.2 Коливання в зовнішньому силовому полі 

Розглянемо випадок, коли окрім змушеної сили на осцилятор ще діє зовнішня сила. Рівняння руху в цьому випадку запишеться 
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Дія сили призведе до зміни положення рівноваги осцилятора, щодо якого здійснюватимуться коливання. У випадку малих коливань, можна розкласти в ряд Тейлора в точці, що відповідає положенню рівноваги 
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 де [image: image168.png]


 виражається через [image: image169.png]


 та [image: image170.png]


 в такий спосіб
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(2.71)

 а величину можна визначити виходячи з умови: 

[image: image172.png]


 (2.72)

Виконуючи в рівнянні (2.69) заміну на, відповідно до (2.71) і враховуючи (2.72), отримаємо:
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 де [image: image174.png]


,
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,
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 - коефіцієнт затухання.

Слід зазначити, що членами другого порядку і вище в (2.70) можна знехтувати, тільки якщо виконується умова
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 де [image: image178.png]


- амплітуда коливань на частоті [image: image179.png]


[image: image180.png]1)



. Крім того, можуть виникнути такі ситуації, коли [image: image181.png]


. У цьому випадку необхідно враховувати в (2ю70) члени більш вищого порядку.

Амплітуда коливань, зсув фази у разі наявності градієнта зовнішніх сил можна записати у вигляді:
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(2.76)

 де [image: image184.png]0O000=2000202402-1




- амплітуда коливань на резонансній частоті.

Таким чином, наявність градієнта сили призводить до додаткового зрушенню амплітудно-частотної (АЧХ) і фазо-частотної характеристики (ФЧХ) коливальної системи. На рисунку 2.9 представлені АЧХ і ФЧХ при різних значеннях величини.
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	Рисунок 2.9 - АЧХ - (a) і ФЧХ - (б), при різних значеннях [image: image186.png]


.


Резонансна частота в присутності зовнішньої сили може бути записана у вигляді:
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(2.77)

 Отже, додатковий зсув АЧХ дорівнює:
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(2.78)

 Якщо величина [image: image189.png]


, тоді вираз під коренем формули (2.78) можна розкласти в ряд Тейлора і відповідно :
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З виразу (2.76) випливає, що наявність градієнта сили приводить до зрушення ФЧХ, так що її точка перегину, що відповідає значенню фази рівним [image: image191.png]


, знаходиться на частоті [image: image192.png]C=C01-1
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 і 
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Визначимо зсув фази коливань [image: image194.png]


  при наявності градієнта сили. Нехай осцилятор коливається під дією змушує сили на частоті [image: image195.png]


, тоді зсув фази його коливань складає [image: image196.png]


. У разі наявності градієнта сили зсув фази згідно з формулою (2.76) стане рівним:
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 За умови [image: image198.png]


 вираз (2.82) можна розкласти в ряд Тейлора наступним чином [image: image199.png]
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Отже, додатковий зсув фази при наявності градієнта сили буде дорівнює (рис. 2.10) [image: image200.png]
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Рисунок 2.10- Зміна фази коливань при зміні резонансної частоти коливань. 

[image: image202.png]



Рисунок 2.11- Зміна амплітуди коливань при зміні резонансної частоти коливань.

Обчислимо зміну амплітуди коливань [image: image203.png]


 при наявності градієнта сили (рис. 2.11).

 
Максимум зміни величини [image: image204.png]


  у разі зміни резонансної частоти  досягається на певних частотах коливань змушує сили. Цим частотам відповідає максимальний нахил дотичної до АЧХ (лінійна область АЧХ). 

[image: image205.png]Z=C01-1
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 Зміна амплітуди коливань (2.77) на частоті [image: image206.png]


 (рис. 2.11) у разі наявності градієнта сили у відповідності з формулами (2.77) і (2.81) 
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Розглянутий тип коливань широко використовується в АСМ. 

РОЗДІЛ 2

РОЗРОБКА КОНЦЕПЦІЇ ТА МЕТОДУ ПОБУДОВИ НАНОТЕХНОЛОГІЧНОЇ СЕНСОРНОЇ СИСТЕМИ З ВИКОРИСТАННЯМ КАНТІЛЕВЕРНИХ ПЕРЕТВОРЮВАЧІВ

2.1 Дослідження морфології поверхні біооб’єктів 

В процесі виконання роботи було досліджено зміни морфології ряду біооб’єктів  під дією зовнішнього середовища та фармацевтичних препаратів. Результати дослідження наведено на рисунках.

Із отриманих даних можна зробити висновок, що АСМ може бути використаний для дослідження впливу фармацевтичних препаратів на структуру біооб’єктів. Данні дослідження були впровадженні у роботу ДП «Інститут мікробіології та імунології  ім. І. І. Мечникова» .

2.1.1 Імунний сенсор на основі кантілеверних систем


В ході виконання 1 етапу роботи було сформульовано ряд вимог які необхідно виконати для створення імунного резонансного сенсора на основі кантілеверів:

-зв'язок молекул з поверхнею повинен бути сильнішим ніж міжмолекулярні сили комплексу антиген-антитіло;

-поверхнева щільність молекул повинна бути в достатній мірі низькою, щоб гарантувати взаємодію одиничної молекули;

-молекули повинні володіти достатньою рухливістю, щоб вони могли вільно взаємодіяти з комплементарними молекулами.

2.1.2 Модифікація кремнієвих кантілеверів

В сенсорному пристрої, використовуються механізми молекулярного розпізнавання «ключ-замок», що забезпечують природну селективність до певних антитіл. Реакція міжмолекулярної взаємодії носить афінний тип зв'язування в яких реакція, що відбувається в середині рецепторного шару, не призводить до появи нових продуктів, а утворює стійкий комплекс молекул рецептора з молекулами аналізованої речовини, процес утворення якого описується реакцією:

B + A = BA (4.1)

B - біомолекул сенсороного шару (антитіло), А - молекула аналіту (антиген).

Механізм відгуку рецепторного шару безпосередньо залежить від властивостей кінцевого продукту ВА.

Таким чином задача зводиться до іммобілізації на поверхні кремнію антитіл. Проаналізувавши наукові публікації пов'язані з даною тематикою, було встановлено, що іммобілізацію здійснюють за допомогою послідовних реакцій: сіланізаціі і кон'югування (Рисунок 4.1).
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	Рисунок 4.1 - Схема модифікації поверхні кремнієвих кантілевер


Основним завданням для успішної іммобілізації антитіл, є створення аміногруп-[image: image209.png]


 на поверхні кремнієвого кантілевер, які на наступному етапі будуть коньюговані з аміногрупами антигенів.

В якості модифікатора була обрана похідна силанів 3-амінопропілтріетоксісілан (АПТЕС) має молекулярну формулу [image: image210.png]C9_23C




 стурктурная формула представлена ​​на рисунку 4.2.
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	Рисунок 4.2 - Структурна формула АПТЕС


Етанолова група АПТЕС реагує з гідроксигрупою на поверхні кремнію, утвореної під дією вологи, що міститься в повітрі. Реакція протікає з утворенням етанолу. В залежності від кількості АПТЕС, що припадає на поверхню кремнію, можливо два варіант протікання реакції (Рисунок 4.3).

	[image: image212.png]o oEt  EOH
B
Tolene” g oEtEo ogE0

[ ?u Pu P pH onpu p ?n § o opup
si0; S0,
[
-EtOH
Tolvene o o

sio,






	Рисунок 4.5 - Формування сіланізірованного шару: (а) в умовах дефіциту АПТЕС; (b) в умови достатньої кількості АПТЕС


Для рівномірно розподілу шару АПТЕС по поверхні кремнієвого кантілевер, необхідно підібрати значення мінімальної концентрації розчину АПТЕС так, щоб вона задовольняла варіанти представлені на рисунку 4.5 (а).

Визначення необхідної концентрації АПТЕС було отримано дослідним шляхом, інтервал діапазону концентрацій був обраний на підставі даних представлених в наукових публікаціях із заниженням нижньої межі концентрацій і завищенням верхньої межі концентрацій.

Кон'югірованіє антитіл на поверхні кремнію

Класичним методом зшивки аміногруп біологічних об'єктів, є обробка їх глутарового альдегіду.

Глутаровий альдегід має хімічну формулу [image: image213.png]C528C02



, структурна формула представлена ​​на рисунку 4.6.
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	Рисунок 4.6 – Структурна формула глутарового альдегіду


Процес взаємодії глутарового альдегіду з аміно групами показаний на рисунку 4.7.
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	Рисунок 4.7 Взаємодія глутарового альдегіду з аміногрупами


При модифікації використовувалися наступні матеріали:

АПТЕС 99% виробництва «Sigma-Aldrich Co. LLC »;

абсолютірованний етиловий спирт 99%;

розчин глутарового альдегіду 1,25% в дистильованій воді виробництва «Sigma-Aldrich Co. LLC ».

Протокол проведення модифікації:

1.Помещаем кантілевер в розчинів «хромової суміші» на 20 хв.

2.Проізводім промивку кантілевер в дистильованій воді.

3. Розводимо АПТЕС в абсолютованому етиловому спирті (кількість реагентів залежить від необхідного об'єму розчину)

4. Поміщаємо кантілевер в розчин АПТЕС таким чином, щоб в реакцію вступала тільки нижня сторона кантілевера.

5. Інкубуєм при температурі 60  ° С протягом 30 хв.

6. Робимо промивку кантілевера в дистильованій воді.

7. Поміщаємо сіланізірованнй  кантілевер в розчин глутарового альдегіду на 2 г.

8. Робимо промивку кантілевера в дистильованій воді.

Дослідження модифікованої поверхні проводили за допомогою атомно-силового мікроскопа. Результати дослідження представлені в додатку А.

Виходячи з результатів дослідження модифікованої поверхні, можна зробити висновок, що найбільш рівномірне нанесення модифікатора відбувається при концентрації АПТЕС 5%, подальше збільшення концентрації призводить до того, що надмірна кількість АПТЕС залишається в розчині у вільному вигляді, таким чином не надаючи впливу на модифікуються поверхню. Концентрації АПТЕС вище 5% є надлишковими і в процесі формування селективного шару на поверхні кремнію не беруть участі.

2.1.3 Експериментальне дослідження сенсору на основі кантілеверів

У даній роботі в якості аналіту виступає вірус вітряної віспи Varicella Zoster штам Oka. Динамічні дослідження резонансних частот власних коливань кантілевер з іммобілізованими на їх поверхні специфічними антитілами при утворенні специфічного комплексу антиген-антитіло дають нові данні про протікання процесів формування імунного комплексу та про вплив на їх утворення зовнішніх факторів.

У роботі використовувалися кантілевер серії NSC35 виробництва «Mikro-mash» (рис. 1). Характеристики кантілевер наведені в таблиці 1. Робота проводилася з балкою B (табл. 1).
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Рисунок 4.8 - Кантілевер виробництва «Mikromash» серії NSC35

а - зображення кремнієвих кантілеверів, отримане за допомогою скануючого-електронного мікроскопа;

б - схематичне зображення кремнієвого чіпа з трьома кантілеверами.

Таблиця 4.1 - Параметри кантілеверів серії NSC35

	NSC35
	
	A
	B
	C

	Резонансная частота, кГц
	min
	165
	240
	120

	
	типова
	210
	315
	150

	
	max
	240
	405
	190

	Коефіцієнт пружності, Н/м
	min
	3.5
	6.5
	2.5

	
	типовий
	7.5
	14
	4.5

	
	max
	12.5
	27.5
	8.5

	Довжина, 
[image: image218.wmf],

5

l

±

мкм
	110
	90
	130

	Ширина,
[image: image219.wmf],

3

w

±

мкм
	35
	35
	35

	Висота, мкм
	min
	1.7
	1.7
	1.7

	
	типова
	2.0
	2.0
	2.0

	
	max
	2.3
	2.3
	2.3


В якості вимірювального пристрою використовувався атомно-силовий мікроскоп (АСМ) NT-206 виробництва ТДВ «Мікротестмашіни» (м. Гомель, Білорусь). Збудження коливань вироблялося п’єзокварцевим генератором, що входить до складу АСМ. Вимірювання частоти проводилося за допомогою оптичної системи (рис. 4.2 ) 
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	Рисунок 4.8 - Схема вимірювання частоти власних коливань кантілевера


При модифікації кремнієвих кантілевери використовувалися наступні матеріали: 3-амінопропілтріетоксісілан АПТЕС Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Buchs, Switzerland), глутаровий альдегід Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Buchs, Switzerland), бідистильована вода, абсолютірований етанол ДП «Завод хімічних реактивів» (м. Харків, Україна), препарат «ЗОСТЕВІР», що містить специфічні антитіла до вірусу Varicella Zoster, вакцина «Окавакс», що містить живий аттенуірований вірус Varicella zoster штам Oka в кількості не менш 2000 БОЮ / мл. 

Очищення кантілевери проводилося в розчині хромової суміші на протязі 10 хв, потім зразок промивають у бидистиллированной воді і висушують. Після чого проводили сіланізацію поверхні кремнію в 0.1% розчині АПТЕС в абсолютованого етанолі. Результат сіланізаціі контролювався за допомогою дослідження морфології поверхні кремнію до і після сіланізаціі (рис.4), а також виміром резонансних частот кантілевери до і після сіланізаціі (рис.5).
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Рисунок 4.9 - АСМ сканування поверхні кремнію:

а - очищена поверхня кремнію до сіланізації (47.8мкм * 47.8мкм);

б - очищена поверхня кремнію до сіланізації (5.2мкм * 5.2мкм);

в - сіланізізована поверхня кремнію (47.8мкм * 47.8мкм);

б - сіланізізована поверхня кремнію (2.1мкм * 2.1мкм).
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Рисунок 4.10 - Величина резонансної частоти власних коливань кантілевери серії NSC35: а - до сіланізаціі;б - після сіланізаціі

Виходячи з отриманих даних можна говорить, що приріст маси після сіланізаціі склав 
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На наступному етапі сіланізірованний кантілевер містили в розчин специфічних до вірусу Varicella zoster антитіл. Вимірювання резонансної частоти проводили через інтервали часу 1 хв, 10 хв, 30 хв, 1г, 2г, 4г, 24г. Відхилення резонансної частоти виявлено не було.

Потім кантілевер занурювали в розчин який містив вірус Varicella zoster у концентраціях не менше 1000 БОЮ / мл і 2000 БОЮ / мл. Вимірювання резонансної частоти проводили кожні 10 сек. до повного припинення зміни частоти власних коливань кантілеверної системи. Результати дослідження представлені нижче (рис. 6).
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Рисунок 4.11 - Залежність частотного відгуку системи на присутність вірусу Varicella zoster від часу при концентрації вірусу 1000 БОЮ / мл і 2000 БОЮ / мл.

ВИСНОВКИ

В процесі виконання роботи було розроблено новітню концепцію та метод побудови високочутливої нанотехнологічної сенсорної системи. Це досягнуто шляхом утворення на поверхні кантілевера шару, котрий ковалентно зв’язується з аміногрупами антигенів та антітіл. 

Був проведений аналітичний огляд, котрий показує перспективність і  необхідність досліджень в цій галузі.

В процесі теоретично дослідження був здійснен математичний опис процесів таких як деформації кантилеверів і зміни резонансних властивостей під дією зовнішніх чинників.

Виконуючи експериментальні дослідження в рамках роботи, був залучен новий метод дослідження поверхневих структур біооб’єктів. Отримані результати були використані в науковій діяльності ДП «Інститут мікробіології та імунології  ім. І. І. Мечникова» , про що свідчить акт впровадження. Результати дослідження запропанованого сенсорного пристрою показують що він може бути використаний як імуносенсор за високою чутливістю 
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Але не зважаючи на отримані позитивні результати, дослідження в цій галузі потребують подальшої  роботи, для удосконалення самого пристрою, а також разробки уніфіцированої методики його застосування широким колом спеціалістів.  
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Додаток А

У додатку наведені результати АСМ дослідження поверхні кремнієвих кантілеверів до модифікації і після модифікації при різних концентраціях модифікатора - АПТЕС.

На рисунку А.1 представлено тривимірне зображення морфології поверхні кремнієвого кантілевера до модифікації, отримане за допомогою АСМ.

[image: image230.jpg]Z,nm
50

K18 lum Y:lS lwm Z:lewm [1.0:1)

Ra: 0.3um R 0.3um
10

=0
120
1100
0
a0
m
o0
50

=
2
10




 

Рисунок А.1 - Тривимірне АСМ зображення поверхні кремнієвого кантілевера до модифікації. Розмір зображення 15.1мкм * 15.1мкм * 1,6 мкм.

На рисунку А.2 представлено тривимірне зображення морфології поверхні кремнієвого кантілевера після модифікації АПТЕСом 2%, отримане за допомогою АСМ.
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Рисунок А.2 - Тривимірне АСМ зображення поверхні кремнієвого кантілевера АПТЕС 2%. Розмір зображення 3.8мкм * 3.8мкм * 31,4 нм.

На рисунку А.3 представлено тривимірне зображення морфології поверхні кремнієвого кантілевера після модифікації АПТЕСом 4%, отримане за допомогою АСМ.

[image: image232.jpg]X:48.0um Yi48.0um 2:565.0mm (17.0:1) Z,nm
Ra: 85.6nm Ra: 109.9mm %
s

e
a
E
351
s
E
24
155
15
1w

7

E





Рисунок А.3 - Тривимірне АСМ зображення поверхні кремнієвого кантілевера АПТЕС 4%. Розмір зображення 47,8 мкм * 47.8мкм * 565 нм.

На малюнку А.4 представлено тривимірне зображення морфології поверхні кремнієвого кантілевера після модифікації АПТЕСом 4,5%, отримане за допомогою АСМ.
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Рисунок А.4 - Тривимірне АСМ зображення поверхні кремнієвого кантілевера АПТЕС 4,5%. Розмір зображення 20,2 мкм * 20,2 мкм * 721 нм.

На рисунку А.5 представлено тривимірне зображення морфології поверхні кремнієвого кантілевера після модифікації АПТЕСом 5%, отримане за допомогою АСМ.
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Рисунок А.5 - Тривимірне АСМ зображення поверхні кремнієвого кантілевери АПТЕС 5%. Розмір зображення 2,1 мкм * 2,1 * 58,5 мкм нм.

На рисунку А.6 представлено тривимірне зображення морфології поверхні кремнієвого кантілевери після модифікації АПТЕСом 5,5%, отримане за допомогою АСМ.
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Рисунок А.6 - Тривимірне АСМ зображення поверхні кремнієвого кантілевера АПТЕС 5,5%. Розмір зображення 8,3 мкм * 8,3 мкм * 354,9 нм.
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Рисунок 1.1 – Принцип роботи АСМ�
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