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РЕФЕРАТ 

 

Звіт про НДР: 204 стор.,  4  табл., 84  рис., 221 джерел. 

 

СЕНСОР ДНК, ОЛІГОНУКЛЕОТИД, ГІБРИДИЗАЦІЯ, ЕЛЕКТРОЛІТ, СТРУМ ОБМІУ, 

НАНОКРИСТАЛ, НАНОСТРУКТУРОВАНИЙ НАПІВПРОВІДНИК, СУЛЬФІД 

КАДМІЮ, ОКСИД ТИТАНУ, МОРФОЛОГІЯ, БІОФУНКЦІОНАЛІЗАЦІЯ 

НАНООБ'ЄКТІВ, СПЕЦИФІЧНІ ПОСЛІДОВНОСТІ НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ, 

СПЕКТРОСКОПІЯ ЕЛЕКТРИЧНОГО ІМПЕДАНСУ 

 

Об’єкт дослідження – методи створення високоефективних біологічно-

функціоналізованих напівпровідникових електродів для імпедіометричного 

сенсору на основі  нанокристалів сульфіду кадмію та наноструктурованих оксидів 

титану.  

 Мета роботи –  дослідження механізмів утворення відгуку імпедансної 

спектроскопії з  наноструктурованими напівпровідниковими електродами   та їх 

використання для селективного сенсора специфічних послідовностей нуклеїнових 

кислот 

Методи дослідження -- електро-фізичні методи контролю режимів росту 

наноструктурованих напівпровідників, методи скануючої електронної мікроскопії, методи 

оптичної спектроскопії поглинання і люмінесценції, електрохімічні методи дослідження 

напівпровідників в електроліті, імпедансна спектроскопія, методи молекулярної біології 

для імобілізації, гібридизації, дегібридизації олігонуклеотидів. 

 

Реалізовано методики виготовлення наноструктурованих електродів двох 

типів - у формі вуглецевого волокна або золотого мікродрота, з масивом 

нанониткових кристалів CdS на його поверхні, та у вигляді шару 

наноструктурованого оксиду титану на титані.  Розроблено оптичні методи 

контролю оптичних властивостей щіток нанокристалів CdS.  

Електроди функціоналізовано біологічними рецепторами – 

олігонуклеотидними зондами, здатними високоселективно розпізнавати специфічні 

послідовності цільової ДНК. Досліджено  електричні властивостей електродів 

різної морфології в електрохімічній комірці методом імпедансної спектроскопії як 
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до, так і після біофункціоналізації Модифіковані олігонуклеотидами електроди з 

розвиненою поверхнею склали основу гібридизаційних ДНК сенсорів, де реєстрація 

зв’язування цільової ДНК відбувається з використанням спектроскопії електричного 

імпедансу. Розроблено та оптимізовано універсальні методи іммобілізації 

олігонуклеотидів-зондів на поверхнях кристалів CdS та поруватих плівок оксидів 

титану. За допомогою імпедансної спектроскопії досліджено особливості взаємодії 

олігонуклеотидів-зондів, іммобілізованих на поверхні виготовлених електродів, з 

комплементарними, частково-комплементарними та некомплементарними 

послідовностями нуклеїнових кислот.  

Досліджено шляхи підвищення селективності розроблених ДНК-сенсорів 

зокрема, проведення досліджень за підвищеної температури, яка відповідає 

оптимальній температурі гібридизації цільової ДНК (а саме, комплементарних 

фрагментів нуклеїнових кислот в складі аналізованих зразків) з сенсорною 

поверхнею, модифікованою повністю комплементарним олігонуклеотидним 

зондом. Показано, що застосування принципово нових типів електродів 

забезпечило можливість зниження межі визначення олігонуклеотидів з 1нМ до 

0,001 нМ порівняно до сенсорних пристроїв на основі традиційних золотих 

електродів, які використовуються для реєстрації сенсорних сигналів з 

використанням спектроскопії електричного імпедансу. Проведення експериментів 

за оптимальної температури гібридизації забезпечило істотне збільшення 

селективності розроблених чутливих елементів ДНК сенсорів щодо зв’язування 

потенційних інтерферентів, присутніх у досліджуваних зразках (частково-

комплементарних та некомплементарних послідоностей нуклеїнових кислот). 

Створено експериментальні зразки імпедіометричних гібридизаційних ДНК 

сенсорів для визначення специфічних послідовностей нуклеїнових кислот та 

доведено їхню функціональність для високочутливого та високоселективного 

аналізу цільового аналіту. 
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ABSTRACT 

  

Research report: 194 p., 4 tab., 84 fig., 221 sources.  

 

Key words are DNA sensor, oligonucleotide, specific nucleic acid sequences, hybridization, 

electrolyte, exchange current, nanocrystal, nanostructured semiconductor, cadmium 

sulfide, titanium oxide, concentration, electrical impedance spectroscopy. 

 

The object of research is methods of creation of highly efficient biologically 

functionalized semiconductor electrodes for an electrical impedance spectroscopy sensor 

based on nanocrystals of cadmium sulfide and nanostructured titanium oxide.  

The aim of the work is to study the mechanisms of impedance spectroscopy response 

with nanostructured semiconductor electrodes and their use for selective sensor of 

specific nucleic acid sequences. 

Research methods are electro-physical methods of control of growth modes of 

nanostructured semiconductors, scanning electron microscopy, optical spectroscopy of 

absorption and luminescence, electrochemical methods of research of semiconductors in 

electrolyte, electrical impedance spectroscopy, methods of molecular biology for 

immobilization, hybridization and dehybridization. 

 

 Nanostructured electrodes of two types are made - in the form of a carbon 

fiber with an array of needle CdS crystals on its surface and in the form of a 

nanostructured layer of titanium oxide on titanium. Optical methods for controlling the 

optical properties of CdS nanocrystal brushes have been developed. The electrical 

properties of electrodes of different morphology in an electrochemical cell were studied 

by impedance spectroscopy both before and after biofunctionalization. These data was 

compared to similar measurements for carbon fiber, oxidized titanium foil and gold wire 

electrode. The mechanisms that determine the selectivity and the limit of detection of the 

DNA sensor are analyzed. Obtained results will be used in further project 

implementation. They pave the way for low-cost effective electrodes for sensors based on 

electrical impedance spectroscopy. 
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Ways to increase the selectivity of the developed DNA sensors were investigated, in 

particular, to conduct research at elevated temperature, which corresponds to the optimal 

hybridization temperature of target DNA (namely, complementary nucleic acid fragments in the 

analyzed samples) with a sensor surface modified with a fully complementary oligonucleotide. It 

is shown that the use of fundamentally new types of electrodes has made it possible to reduce the 

limit of determination of oligonucleotides from 1 nM to 0,001 nM compared to sensor devices 

based on traditional gold electrodes used to record sensory signals using electrical impedance 

spectroscopy. Experiments at the optimum hybridization temperature provided a significant 

increase in the selectivity of the developed sensitive elements of DNA sensors to bind potential 

interferences present in the studied samples (partially complementary and non-complementary 

nucleic acid sequences). 

Experimental samples of impediometric hybridization DNA sensors for determination of 

specific nucleic acid sequences have been developed and their functionality for highly sensitive 

and highly selective analysis of the target analyte has been proved. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ, ПОЗНАК, ОДИНИЦЬ, І ТЕРМІНІВ 

 

 

ВАХ – вольт-амперна характеристика;  

EIS – спектроскопія електричного імпедансу; 

GOPS – 3-гліцидилоксипропіл-триметоксисилан; 

KDP 250 мМ калій-дігідрофосфатний буферний розчин 

MCH – 6-меркапто-1-гексанол; 

1×SSC - буферний розчин, що містить 15 мМ цитрат натрію та 150 мМ NaCl 

(pH 7,2); 

mod-Ph - одноланцюговий олігонуклеотид, що відповідає фрагменту гена bcr-

abl філадельфійської хромосоми, тіольований на 5’ кінці (5’-Thiol-C6-

GTCGAAGGGCTTTTGAACTCTGCT-3’) 

P1 - повністю комплементарний до mod-Ph одноланцюговий олігонуклеотид  

5’-AGCAGAGTTCAAAAGCCCTTCAGC-3’ 

Bcrex14 - частково комплементарний одноланцюговий олігонуклеотид  

5’-CCACTGGATTAAGCAGAGTTCAA-3’ 

npt02 - некомплементарний одноланцюговий олігонуклеотид  

5’-GATCTTCGTCCAGATCATCC-3’ 

 

АЧХ – ампер-часова характеристиками 

СЕМ – скануюча електронна мікроскопія 

АСМ – атомно-силова мікроскопія 

АЦП – аналогово-цифровий перетворювач 

ЦАП – цифро-аналоговий перетворювач 

ПК – персональний комп’ютер 
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ВСТУП 

 

Розробка нових надійних та недорогих методів детектування 

специфічних послідовностей нуклеїнових кислот, асоційованих з розвитком 

ряду патологій організму людини, зумовлених різноманітними генетичними 

порушеннями, а також інфекційними захворюваннями є актуальною задачею 

сучасної аналітичної біотехнології, молекулярної біології та медичної 

діагностики. Це забезпечить як ефективну ранню діагностику, так і розробку 

нових ефективних підходів щодо лікування зазначених захворювань. 

Традиційні методи детектування специфічних послідовностей нуклеїнових 

кислот, найбільш поширеним з яких є метод ПЛР [1-2], мають ряд обмежень, 

найбільш критичними серед яких є застосування дороговартісного обладнання, 

необхідність у висококваліфікованому персоналі, висока ціна та довгий час 

аналізу одного зразка.  

З цього погляду, перспективним видається розробка гібридизаційних 

ДНК-сенсорів, здатних розпізнавати специфічні короткі послідовності цільової 

ДНК (до 20 нуклеотидів), які називають мішенями. Такі пристрої можуть 

успішно використовуватись як для потреб медичної діагностики та 

криміналістики, так і для виявлення точкових мутацій, а також ушкоджень 

ДНК різноманітними генотоксичними факторами [3].  

Особливістю гібридизаційних ДНК-сенсорів є те, що ДНК в них 

виступає одночасно і селективним біологічним рецептором і аналітом. 

Селективні елементи ДНК-сенсорних пристроїв отримують шляхом 

біофункціоналізації фізичних перетворювачів так званими ДНК-зондами 

(олігонуклеотидами певної послідовності, які комплементарні фрагментам 

цільової ДНК, та іммобілізовані на поверхні фізичного перетворювача). 

Найбільш ефективним підходом до реєстрації взаємодії олігонуклеотидного 

ДНК-зонда з цільовою ДНК є створення безміточних безреагентних ДНК 

сенсорів. Складність процесу реєстрації афінних взаємодій такого типу полягає 

в тому, що зв’язування цільової ДНК з олігонуклеотидним зондом, 

іммобілізованим на поверхні перетворювача, не веде до утворення жодних 
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електроактивних продуктів, тому зазвичай найбільш популярними підходами 

до реєстрації ДНК-ДНК афінних взаємодій є такі, що грунтуються на 

визначенні зміни маси, сумарного заряду, ємності іммобілізованого 

олігунуклеотида тощо після його взаємодії з цільовою ДНК. Одними з 

найбільш чутливих та широковживаних методів реєстрації ДНК-ДНК 

взаємодій є методи поверхневого плазмонного резонансу та імпедансної 

спектроскопії [4-5].  

Метод спектроскопії електричного імпедансу (EIS) широко 

застосовується в біосенсориці, оскільки дає змогу досить точно реєструвати 

взаємодію іммобілізованих на поверхні фізичного перетворювача 

біомакромолекул з відповідними аналітами. На електрохімічний імпеданс 

системи впливає цілий ряд параметрів, зокрема: ємність подвійного 

електричного шару, що залежить від кількості орієнтованих диполів на 

поверхні електрода; хімічна поляризація, що виникає в результаті протікання 

на поверхні електрода електрохімічних реакцій; концентраційна поляризація, 

спричинена дифузією іонів з межі розподілу у об’єм електроліту; ємність 

матеріалу електродів; опір електроліта тощо, тоді як протікання на поверхні 

фізичного перетворювача багатьох біохімічних процесів, в тому числі афінних 

взаємодій, може спричиняти зміни цих параметрів, які можна легко 

зареєструвати [6]. За допомогою методу спектроскопії електричного імпедансу 

можна ефективно реєструвати утворення афінних комплексів, яке відбувається 

без утворення електрохімічно-активних продуктів, зокрема взаємодію антиген-

антитіло, а також утворення гібридизаційних комплексів олігонуклеотидів з 

цільовою ДНК, оскільки такі взаємодії супроводжуються змінами заряду та 

поляризованості молекул на межі розподілу електрод-електроліт [7–9]. 

Загальновизнано, що на ефективнісь реєстрації біосенсорних сигналів за 

допомогою методу EIS істотно впливає ряд неселективних процесів, які 

відбуваються в об’ємі електроліту та не пов’язані з біохімічною реакцією, 

зокрема, зміни електропровідності в результаті додавання аналізованого 

зразка, утворення афінних комплексів в розчині, а не на поверхні електроду, 

електрофорез, тощо. Підвищення селективності сенсорного пристрою можна 
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досягнути шляхом збільшення внеску саме поверхневого сигналу, що можна 

ефективно забезпечити шляхом отримання принципово нових 

наноструктурованих електродів зі збільшеною площею поверхні. Даний проєкт 

передбачає застосування як фізичних перетворювачів для гібридизаційних 

ДНК-сенсорів щіток ниткоподібних  напівпровідникових кристалів CdS та 

наноструктурованого оксиду титану, технології виготовлення яких 

розробляються групами вчених з Інституту фізики напівпровідників ім. 

В.Є. Лашкарьова НАН України та Інституту фізики НАН України, що є 

співвиконавцями даного проєкту [10-11]. Оскільки ці технології відповідають 

підходу «знизу-вгору», на відміну від традиційних наномеханічних підходів 

створення субмікрометрових структур «згори-вниз», вони є набагато 

ефективнішими та економічнішими. 

Даний проєкт спрямований на розробку методів біофункціоналізації 

електродів нового типу на основі щіток ниткоподібних  напівпровідникових 

кристалів CdS та поруватого оксиду титану олігонуклеотидами-зондами та 

створення сенсорних пристроїв для детектування гібридизаційних взаємодій з 

комплементарною цільовою ДНК на поверхні модифікованих електродів, 

розроблення методики виявлення афінних взаємодій за допомогою методу 

спектроскопії електричного імпедансу, а також розроблення підходів до 

підвищення чутливості та селективності гібридизаційних сенсорних пристроїв 

на основі наноструктурованих кристалів CdS та наноструктурованого оксиду 

титану. Отримання цих результатів сприятиме подальшій розробці ДНК-

сенсорів для ранньої діагностики захворювань. 
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ЧАСТИНА 1. МОЛЕКУЛЯРНО – БІОЛОГІЧНІ, БІОФІЗИЧНІ ТА 

СЕНСОРНІ АСПЕКТИ ПРОЄКТУ 

1 Гібридизаційні ДНК сенсори та особливості реєстрації ДНК-ДНК 

взаємодій (огляд літератури) 

 

Ідентифікація послідовностей молекул нуклеїнових кислот протягом 

багатьох років привертає істотний інтерес дослідників, оскільки надає 

важливу інформацію про наявність різноманітних спадкових захворювань, 

спадково-зумовленої схильності до патологій, а також, зважаючи на те, що 

кожен живий організм має чітко визначену послідовність ДНК, дозволяє 

ідентифікувати та діагностувати інфекційні захворювання вірусної, 

бактеріальної чи грибкової природи [12]. Всі розроблені на сьогодні методи 

ідентифікації ДНК грунтуються на здатності специфічних послідовностей 

ДНК до гібридизації з комплементарними ДНК зондами [13–15], тоді як 

полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) завдяки своїй надзвичайній чутливості 

залишається найбільш популярним і вживаним методом та «золотим 

стандартом» лабораторної діагностики [16]. Незважаючи на істотні переваги 

традиційних аналітичних методів на основі полімеразної ланцюгової реакції 

(ПЛР та ПЛР в реальному часі), які наразі використовуються у більшості як 

наукових, так і діагностичних лабораторій, жоден з них не може бути 

використаний поза лабораторією, всі вони потребують наявності навченого 

кваліфікованого персоналу, досить дорогого обладнання, час аналізу одного 

зразка становить кілька годин, а сам метод є дороговартісним.  

Розробка нових методів високоселективного визначення 

послідовностей нуклеїнових кислот залишається актуальною задачею, 

оскільки на сьогодні відсутній метод, який би забезпечував високочутливий, 

високоселективний та швидкий (в режимі реального часу) аналіз, а також міг 

би застосовуватись або в домашніх або в польових умовах. Останніми роками 

зростає інтерес дослідників до розробки афінних біосенсорних пристроїв, в 

тому числі на основі фрагментів нуклеїнових кислот та аптамерів. Такі 

пристрої відповідають всім зазначеним вище вимогам, можуть бути легко 



 17

мініатюризовані та є недорогими при масовому виробництві. 

Роботи з розробки сенсорних пристроїв на основі фрагментів 

нуклеїнових кислот розвиваються в двох паралельних напрямках, а саме: 

розробка гібридизаційних та афінних сенсорів. Гібридизаційні сенсори або 

«геносенсори» здатні реєструвати взаємодію специфічних послідовностей 

нуклеїнових кислот після їх гібридизації з комплементарними 

олігонуклеотидними зондами, іммобілізованими на поверхні фізичного 

перетворювача. Вважається, що електрохімічні гібридизаційні сенсори є 

перспективними для розробки діагностичних пристроїв для експерес-

діагностики у лабораторіях або використання у домашніх умовах, а також для 

розробки мультисенсорних платформ для швидкого та недорогого 

детектування специфічних послідовностей нуклеїнових кислот [17]. 

Характерною рисою гібридизаційних сенсорів є те, що вони розпізнають 

специфічні послідовності нуклеїнових кислот, розмір яких не перевищує 25 

нуклеотидів. Окрім медичної діагностики такі пристрої можуть 

використовуватись для розв’язання фундаментальних задач, зокрема для 

визначення точкових мутацій та генетичного поліморфізму, а також у 

криміналістиці. Крім того, за допомогою таких сенсорів можливо визначати 

ушкодження ДНК різноманітними генотоксичними факторами. 

Можливість розробки афінних ДНК-сенсорів грунтується на тому, що 

окрім гібридизаційних взаємодій, для нуклеїнових кислот властиві досить 

специфічні взаємодії з рядом малих органічних молекул та білків [18]. Як 

селективний елемент у таких сенсорах використовують як одно- так і 

дволанцюгові олігонуклеотиди, а також нативну чи термічно денатуровану 

ДНК і аптамери. Афінні ДНК-сенсори зазвичай використовують для 

вивчення білок-нуклеїнових взаємодій, а також для контролю взаємодій між 

ДНК та фармацевтичними препаратами чи пошкоджуючими речовинами. 

Загальновизнано, що афінні ДНК сенсори є набагато менш селективними 

щодо цільового аналіту порівняно з сенсорами на основі гібридизаційних 

взаємодій, які вважаються абсолютно селективними та здатними відрізняти 

послідовності, що різняться лише одним нуклеотидом [19]. У випадку 
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афінних ДНК сенсорів аналіти взаємодіють з певними нуклеотидами або 

парами основ, що зумовлює статистичний характер формування сенсорних 

відгуків, оскільки у молекулі нативної ДНК присутні всі нуклеотиди. 

Подібний механізм має місце і у випадку визначення речовин, які змінюють 

3-мірну структуру нуклеїнових кислот або розщеплюють їх фосфатний 

скелет [20].  

Зважаючи на переваги, які мають сенсорні пристрої на основі 

фрагментів нуклеїнових кислот, істотний прогрес у розвитку підходів до 

реєстрації ДНК-ДНК взаємодій, а також можливі галузі потенційного 

застосування ДНК сенсорів, інтерес до розробки таких пристроїв щорічно 

зростає. ДНК сенсори використовують для ідентифікації біологічного 

матеріалу за первинною послідовністю ДНК (зокрема для діагностики 

вірусних і бактеріальних інфекцій та спадкових хвороб); ранньої діагностики 

онкологічних захворювань за специфічними маркерами та контролю 

ефективності лікування під час прийому протипухлинних препаратів; а також 

для визначення ефективності фармацевтичних препаратів та мутагенів [21-

23]. 

Основною проблемою при створенні ДНК сенсорів є розробка та 

удосконалення підходів, які дозволять зареєструвати афінні взаємодії, які, як 

зазначалось вище, не супроводжуються появою у аналізованому зразку 

жодних електроактивних продуктів [24–25].  

Зважаючи на це, найбільш поширеним є підхід до створення ДНК-

сенсорів, який використовує непряму реєстрацію гібридизаційних взаємодій 

за рахунок використання або електрохімічно-активних або флуоресцентних 

міток з подальшою їх детекцією електрохімічними чи оптичними 

перетворювачами. На сьогодні розроблено ряд пристроїв, робота яких 

грунтується на використанні електрохімічно-активних груп [26], іонів металів 

[27], ферментів [28], флуоресцентних сполук [29], квантових точок [30], які, 

як правило, ковалентно приєднують до ДНК. Крім того, популярним є 

застосування вільних електрохімічно-активних маркерних молекул, які 

зв’язуються або з одноланцюговою, або з дволанцюговою ДНК і дають 
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характерний електрохімічний сигнал на перетворювачі. Зазвичай у 

лабораторній практиці використовують два типи електроактивних маркерних 

молекул (інтеркалятори та мічені ДНК-зонди для сендвічного аналізу). 

Маркери першого типу, найбільш вживаними з яких є метиленовий синій 

[31], Мелдола синя [32], дауноміцин [33], адріаміцин [34], фенантролінові 

комплекси іонів перехідних металів [35], які включаються до складу 

дволанцюгової ДНК шляхом інтеркаляції, проте не спроможні взаємодіяти з 

одноланцюговим ДНК-зондом. Тому за присутності мішені зменшується 

електрохімічний сигнал маркера, що реєструється як величина піку 

окислення чи відновлення на робочому електроді. Деякі інтеркалятори, 

зокрема, бромистий етидій, можуть забезпечити формування оптичного 

сенсорного відгуку, та можуть бути використані для створення 

флуоресцентних ДНК-сенсорів [36].  

В наявній на сьогодні науковій літературі міститься велика кількість 

робіт зі створення реагентних ДНК сенсорів з використанням редокс-

індикаторів. Зокрема, одним з найбільш поширених індикаторів є барвник 

метиленовий синій, здатний специфічно зв’язуватись з гуаніном, присутнім у 

одноланцюговій ДНК. У багатьох роботах показано, що струм метиленового 

синього, зв’язаного з одноланцюговою ДНК, зменшується після гібридизації 

[37]. Проте, для метиленового синього також характерне високоафінне 

зв’язування з дволанцюговою ДНК за рахунок електростатичних взаємодій, 

зв’язування з борозенками подвійної спіралі, а також за рахунок 

інтеркаляційних взаємодій. Таким чином, багато з опублікованих на сьогодні 

робіт містять багато протирічь, оскільки сигнал відновлення метиленового 

синього після гібридизації може або зростати або зменшуватись залежно від 

умов експерименту [38–40]. Крім того, оскільки ДНК-аналіт є значно 

більшою за ДНК зонд, гібридизація збільшує як кількість дволанцюгової, так 

і одноланцюгової ДНК біля поверхні електроду, що змінює інтерфейс на межі 

розподілу електроліт-електрод, і, в свою чергу, додатково ускладнює 

інтерпретацію результатів. 

Застосування підходу з використанням міток, ковалентно приєднаних 
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до одного з компонентів афінної реакції, є набагато більш ефективним 

порівняно до підходу з використанням інтеркаляторів. При такій схемі 

аналізу отримують мічені ДНК-зондів для сендвіч-аналізу. В даному випадку 

окрім двох компонентів сенсора – іммобілізованого зонду та аналіту, що з 

ним гібридизується, екзогенно додають ще третю редокс-мічену репортерну 

послідовність. Ця послідовність є комплементарною певній послідовності 

цільової ДНК, проте зв’язується в іншому місці, чим зонд. Мітки за своєю 

природою можуть бути як ферментативними (пероксидаза хріну, лужна 

фосфатаза) [41], так і неферментативними ( похідні фероцену, бензохінону, 

фенотіазинів, тощо) [42–44]. Флуоресцентні мітки (зокрема квантові точки) 

[45] забезпечують можливість простої візуальної реєстрації події 

гібридизації. Це ж стосується і міток на основі частинок колоїдного золота та 

забарвленого латексу [46–47]. 

Крім того, як мітки при створенні ДНК-сенсорів також застосовують 

золоті або срібні наночастинки, зокрема, описано створення 

кондуктометричного ДНК сенсора, в якому ДНК зонд іммобілізують між 

кондуктометричними Al/Al2O3 планарними електродами. Гібридизація веде 

до утворення електропровідного шару золота і замиканню контактів між 

електродами [48]. Мітки з наночастинок золота або срібла, зв’язані з 

біофункціоналізованою сенсорною поверхнею, можна визначати і 

вольтаметрично, реєструючи величину струму окислення наночастинок, 

проте такий підхід є досить технологічно складним та може бути 

реалізований лише в лабораторних умовах [49].  

Як правило, межа визначення цільового аналіту за допомогою 

міточних ДНК-сенсорів не є дуже низькою і, зазвичай, становить 10-8 –10-9 М 

[50, 51]. Перевагою таких сенсорів є те, що вони зовсім не чутливі до 

неспецифічної крос-гібридизації, проте складність процедури аналізу 

збільшує імовірність похибок при аналітичній детекції ДНК, унеможливлює 

ефективне застосування таких систем поза лабораторією, а також істотно 

збільшує час аналізу. 

Ряд робіт присвячений також детектуванню специфічних змін самої 
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ДНК за зміною електрохімічних чи оптичних характеристик. Це можуть бути 

зворотні або незворотні конформаційні зміни, частковий гідроліз, 

метилювання або окислення окремих нуклеотидів. У такий спосіб створено 

ряд афінних ДНК сенсорів для вивчення взаємодії ДНК з лікарськими 

препаратами [52], токсинами [53], а також забруднювачами довкілля [54].  

Проте, аналіз наявної на сьогодні наукової літератури свідчить про те, 

що найбільш перспективним з погляду розробки методів ефективного аналізу 

послідовностей нуклеїнових кислот, які можуть бути успішно використані 

поза лабораторією для аналізу в режимі реального часу, є сенсори в яких 

відбувається пряма реєстрація гібридизаційних взаємодій за умови наявності 

комплементарних послідовностей ДНК та утворенню Уотсон-Кріківських пар 

основ між цільовим аналітом та зондом, іммобілізованим на поверхні 

фізичного перетворювача.  

На сьогодні запропоновано ряд підходів до прямої реєстрації 

гібридизаційних взаємодій, зокрема, з використанням спектроскопії 

поверхневого плазмонного резонансу [55-56], п’єзоелектричних сенсорів на 

основі кварцевих резонаторів [57] або за допомогою електрохімічних 

підходів, що грунтуються на реєстрації змін ємності іммобілізованого на 

поверхні електроду біоселективного шару [58, 59], або на використанні 

спектроскопії електричного імпедансу [60, 61]  

Реєстрація гібридизаційних взаємодій може відбуватись як із 

застосуванням додаткових реагентів, так і за їх відсутності. Зазвичай як 

додаткові реагенти використовують електрохімічно-активні чи оптично-

активні маркерні молекули, які додають у робочий розчин, вони дифундують 

до поверхні носія, де реагують з ДНК [62]. Безреагентні методи реєстрації 

гібридизаційних взаємодій з практичної точки зору є більш ефективними, 

оскільки в такому разі скорочується процедура аналізу через відсутність 

стадії відмивки, а також нескладну технічну можливість автоматизації. 

Вартість аналізу з використанням безреагентних сенсорів також є набагато 

меншою у порівнянні з реагентними сенсорами [63].  

Найбільш поширеними з розроблених на сьогодні безреагентних 
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методів реєстрації гібридизаційних взаємодій є підходи з застосуванням 

спектрометрії поверхневого плазмонного резонансу [64], п’єзоелектричних 

сенсорів на основі кварцевих резонаторів [65], а також за допомогою 

електрохімічних методів [66]. На сьогодні розроблено ряд підходів до 

безреагентної електрохімічної реєстрації гібридизаційних взаємодій [67–70]. 

Зокрема, один з підходів до детектування специфічних послідовностей 

нуклеїнових кислот ґрунтується на тому, що гуанін може електрохімічно 

окислюватись [67]. Очевидно, що розрізнити електрохімічні сигнал, який 

виникає внаслідок окислення гуаніну, який міститься в ДНК зонді, 

іммобілізованому на поверхні, та сигнал, що виникає внаслідок зв’язування 

цільового аналіту з таким зондом неможливо без додаткової модифікації 

ДНК зонда. Це можна забезпечити у випадку заміни гуаніну ДНК зонду на 

інозин – основу, яка відсутня у природній ДНК, проте формує пари з 

цитозином і не є електроактивною [67]. 

Досить ефективний підхід до розробки безреагентних ДНК-сенсорів, в 

якому як чутливий елемент ДНК сенсорів використовуються іммобілізовані 

частково самокомплементарні ДНК-зонди, мічені електроактивною міткою 

(наприклад фероценом), запропоновано Фаном та співавторами [68]. 

Принцип роботи такого сенсора полягає в тому, що при збільшенні 

температури відбувається плавлення самокомплементарної подвійної спіралі 

ДНК в результаті чого зникає електрохімічний сингал мітки. Гібридизація 

комплементарних послідовностей ДНК також спричиняє збільшення відстані 

між міткою та електродом, що веде зо зменшення електрохімічного сигналу. 

З використанням такого підходу продемонстровано можливість визначення 

модельних олігонуклеотидів, зокрема тіольований олігонуклеотид 5′-NH2-

(CH2)6-GCGAGGTAAAACGACGGCCAGTCCTCGC-(CH2)6-SH-3′ був 

використаний як зонд, тоді як для контролю селективності сенсора 

використовували комплементарний олігонуклеотид 5′-

TTTTTACTGGCCGTCGTTTTACTCTTT-3′, а також повністю. 

Некомплементарний нуклеотид з рандомною послідовністю нуклеотидів (5′-

CGTATCATTGGACTGGCCATTTAT-3′) [68].  
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Не зважаючи на те, що у даному варіанті реєстрації гібридизаційних 

взаємодій застосовується мітка, яка приєднана до зонду, сама процедура 

аналізу не потребує отримання коньюгату цільового аналіту з міткою, а 

детектування специфічних послідовностей ДНК є безреагентним, що у 

перспективі може спростити протокол визначення як у аналітичних 

лабораторіях, так і у домашніх умовах.  

 

Рисунок 1.1 - Схема електрохімічного гібридизаційного ДНК сенсора з 

використанням тіольованих самокомплементарних олігонуклеотидних зондів, 

мічених фероценом [68]  

 

Альтернативний підхід до безреагентного визначення ДНК 

грунтується на тому, що гібридизаційна взаємодія веде до змін 

електрохімічних властивостей іммобілізованого зонду та, відповідно, змінює 

інтерфейс на межі розподілу електрод-електроліт. Після гібридизації 

відбувається перерозподіл аніонів та катіонів, змінюється сумарний заряд 

комплексу, що можна зареєструвати за допомогою електрохімічних 

перетворювачів з використанням методу спектроскопії електричного 

імпедансу. Такий підхід є найбільш перспективним з запропонованих на 

сьогодні для реєстрації гібридизаційних взаємодій, оскільки не потребує ані 

мічення компонентів афінної реакції, ані додавання жодних реагентів для 

реєстрації події гібридизації [69]  

При розробці сенсорів такого типу варто враховувати те, що зазвичай, 

можливість аналізу реальних зразків за допомогою ДНК сенсорів 

визначається чистотою реального зразка, а саме співвідношенням аналіт 
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(послідовність-мішень) - інтерферент у ньому. Чим більше це 

співвідношення, тим більш імовірна можливість аналізу зразків. Важливу 

роль у цьому також відіграє межа визначення цільового аналіту за допомогою 

сенсора, що розробляється [71, 72]. Так, найбільш імовірно ефективно 

аналізувати за допомогою ДНК-сенсорів реальні зразки, отримані як продукт 

ПЦР-ампліфікації, де концентрація фрагменту-мішені, істотно більша. 

Грубий же лізат клітин і, навіть, екстрагована з нього очищена ДНК – 

набагато складніші для аналізу.  

Таким чином, важливою та досі нерозв’язаною задачею сучасної 

аналітичної біотехнології є підвищення чутливості сенсорів для прямої 

реєстрації гібридизаційних взаємодій, що в перспективі забезпечить 

ефективний аналіз реальних зразків.  

Зважаючи на це, даний проєкт присвячений розробці нового типу 

безреагентних гібридизаційних ДНК сенсорів на основі методу спектроскопії 

електричного імпедансу з викорстанням наноструктурованих молекулярно-

напівпровідникових систем у вигляді принципово нових електродів з 

розвиненою поверхнею. Застосування електродів на основі щіток 

ниткоподібних напівпровідникових кристалів, отриманих конденсацією з 

газової фази , а також електродів на основі поруватого оксиду титану, 

отриманого шляхом анодного окислення забезпечить зниження мінімальної 

межі визначення цільового аналіту гібридизаційними ДНК-сенсорами у 100 

разів та складе основу універсального методу детекції специфічних 

послідовностей нуклеїнових кислот, пов’язаних з канцерогенезом, 

різноманітними спадковими та інфекційними захворюваннями. 

 

2 Вибір олігонуклеотидів для створення безреагентних 

гібридизаційних ДНК-сенсорів на основі спектроскопії електричного 

імпедансу та умов реєстрації гібридизаційних взаємодій 

 

 

Інтенсивний розвиток промисловості і сільського господарства 



 25

спричиняє істотне забруднення довкілля токсичними сполуками і, як 

наслідок, зумовлює ріст кількості випадків хронічних захворювань, зокрема, 

онкологічних, нейродегенеративних, а також серцево-судинних патологій 

[73, 74]. Стрімке зростання кількості хронічних захворювань у світі 

спостерігається з 30-х років ХХ сторіччя, і, очевидно, пов’язано з початком 

індустріалізації [75] Аналіз причин та динаміки смертності у розвинених 

країнах свідчить про те, що основні причини смертності різняться для 

початку та кінця ХХ сторіччя. Якщо на початку ХХ сторіччя основною 

причиною сметрності були інфекційні захворювання, то наприкінці ХХ та у 

ХХІ сторіччі смертність в основному пов’язана з онкологічними 

захворюваннями. Це, швидше за все, спричинено розвитком промисловості та 

початком промислового виробництва продуктів харчування [74]. При цьому, 

важливим є те, що збільшення витрат на охорону здоров’я у більшості країн 

світу не сприяє розв’язанню цієї проблеми. 

Ефективним рішенням може бути лише профілактика виникнення 

таких захворювань та розробка методів їх ранньої діагностики як в 

спеціалізованих лабораторіях, так і в домашніх умовах, зокрема з 

використанням ДНК-сенсорів, що забезпечить можливість вчасного вибору 

адекватних терапевтичних стратегій. Це значно покращить якість життя 

пацієнтів, оскільки попередить розвиток ускладнень, а також значно 

скоротить витрати на медичне обслуговування хронічних хворих, які наразі є 

дуже високими [76].  

Особливої актуальності розробка універсальних принципів створення 

високочутливих методів визначення специфічних послідовностей ДНК 

набула в наш час, що пов’язано з необхідністю експрес-діагностики 

інфекційних вірусних (Covid 19) та бактеріальних захворювань, в тому числі 

таких, що є резистентними до традиційних методів лікування. Розробка 

універсальних підходів до створення гібридизаційних ДНК сенсорів 

забезпечить можливість швидкої адаптації безреагентних гібридизаційних 

ДНК-сенсорних систем для виявлення специфічних послідовностей ДНК, 

пов’язаних з різноманітними онкологічними, спадковими, чи інфекційними 
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захворюваннями, адже пандемія 2019-2021 р.р. може виявитись далеко не 

останньою з пандемій, спричинених вірусами тваринного походження. Все це 

дозволить сучасній науці миттєво реагувати на потреби суспільства, в тому 

числі по попередженню поширення захворювань (створення тест-систем для 

експрес-діагностики хворих та виявлення носіїв) та боротьбі з новими 

захворюваннями (розробка вакцин, нових високоселективних та 

малотоксичних лікарських препаратів, тощо).  

Як модельну систему для розробки елекрохімічних гібридизаційних 

ДНК сенсорів в даному проєкті було використано спеціфічні послідовності 

нуклеїнових кислот, наявність яких у людини пов’язують з розвитком 

неопластичних захворювань, зокрема лейкемій, які супроводжуються 

хромосомними транслокаціями. Одніє з причин розвитку таких захворювань 

є утворення так званої філадельфійської хромосоми (Ph′ chromosome), яка 

виникає в результаті реципрокної транслокації між 9 та 22 хромосомами 

людини [77, 78]. Ця транслокація спричиняє утворення гібридного гена bcr-

abl і синтез відповідного білку BCR-ABL, який вважається основним 

фактором розвитку захворювання [79]. Існує кілька різновидів Ph'-

позитивних лейкемій, що визначається формуванням різних форм гібридного 

гену bcr-abl і, відповідно, різних білків BCR-ABL, що є тирозинкіназами. 

Ефективне лікування можливе лише у випадку використання ефективного 

інгібітора тирозинкінази BCR-ABL, що унеможливить подальший розвиток 

захворювання. Таким чином, розв’язання проблеми ранньої діагностики типу 

Ph'-позитивної лейкемії є надзвичайно актуальним і може бути реалізоване 

шляхом розробки ДНК-сенсорів на основі спектроскопії електричного 

імпедансу (EIS). 

Оскільки розвиток захворювання пов’язують з появою тирозинкіназ 

BCR-ABL [79], ранню діагностику можна забезпечити визначаючи у 

аналізованих зразках відповідні м-РНК, за участі яких відбувається синтез 

цих білків.  

Гени bcr та abl у нормі складаються з 23 та 11 екзонів та знаходяться 

на 22 та 9 хромосомі людини, відповідно. Розриви цих генів відбуваються для 
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гена abl завжди в одній ділянці довжиною 300 кб, тоді як для гена bcr – в 

трьох різних областях. Розрив гена  bcr в ділянці довжиною 5,8 кб, що має 

назву M-bcr (major breakpoint cluster region) [80] спостерігають в 95% 

випадків захворювань на хронічну мієлогенну лейкемію та 25-30% випадків 

захворювань на гострий лімфобластний лейкоз. Ця ділянка містить п‘ять 

екзонів, що мають назву b1-b5, яка за іншою класифікацією (з початку гена) 

відповідає екзонам е12-е16. Більшість розривів відбуваються в інтроні після 

екзона е14 (b3). В результаті перебудови е14а2 (b3a2) зріла мРНК BCR-ABL 

містить фрагмент гена bcr, що закінчується екзоном е14, і фрагмент гена abl, 

що починається з екзона а2. Ми обрали саме цю ділянку для детектування 

експресії гібридного гена bcr-abl. 

Ключовим моментом у створенні ДНК сенсорів для 

високоселективного розпізнавання послідовностей нуклеїнових кислот є 

визначення послідовності та довжини олігонуклеотида-зонда, що має бути 

іммобілізований на поверхні електрода, виконуючи роль біоселективного 

елемента сенсорного пристрою. У даному проєкті для вибору 

олігонуклеотида-зонда був використаний класичний підхід, який 

застососують у молекулярно-біологічних дослідженнях при підборі 

праймерів для полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Оптимальна довжина 

праймерів для ПЛР становить від 18 до 30 нуклеотидних основ. Вважається, 

що олігонуклеотид з 18 основ є унікальною послідовністю (такою, що не 

повторюється) для ДНК довжиною 418 = 7 × 1010 нуклеотидів і буде 

гібридизуватися тільки в одному місці більшості еукаріотичних геномів [81]. 

Коротші праймери можуть виявитися неспецифічними через теоретичну 

можливість гібридизації з більше, ніж з одною комплементарною 

послідовністю в геномі. З іншого боку, для довших праймерів збільшується 

ймовірність утворення внутрішньомолекулярних самокомплементарних 

дволанцюгових фрагментів, що будуть заважати гібридизаційним 

взаємодіям з послідовністю цільової ДНК. 

Як кандидати для створення ДНК-зондів було проаналізовано ряд 

послідовностей, розташованих у ділянці стикування гібридного гена bcr-abl, 
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які містили однакову кількість нуклеотидів обох вихідних генів, а саме від 9 

до 15. Вибір оптимальної довжини олігонуклеотида-зонда здійснювали за 

допомогою веб-сервера DINAMelt [82]. Розраховували зміни вільної енергії 

Гіббса при утворенні внутрішньомолекулярних вторинних структур 

ділянками стикування гібридного гена bcr-abl різної довжини, відповідними 

комплементарними послідовностями, а також при гібридизації між ними 

(формуванні специфічних міжмолекулярних зв′язків). Показано, що зміна 

вільної енергії Гіббса при гібридизації збільшується при збільшенні довжини 

нуклеотидної послідовності, що свідчить про посилення гібридизаційних 

взаємодій. (Таблиця 2.1). При цьому приріст GHybr зростає при збільшенні 

довжини на кожні 2 основи, досягаючи максимального значення для 

олігонуклеотидів, що складаються з 22 та 24 основ, після чого починає 

зменшуватись зі збільшенням довжини олігонуклеотида-зонда. Формування 

ж внутрішньоланцюгових вторинних структур стає термодинамічно вигідним 

лише починаючи з розміру 24 основи. При цьому всі значення GSelf для них 

досить невеликі і є істотно меншими за відповідні значення GHybr (Таблиця 

2.1). Наведені розрахунки свідчать про те, що, первинна послідовність 

ділянки стикування гібридного гена bcr-abl в межах 18-30 нуклеотидів може 

забезпечити ефективну міжланцюгову гібридизація при мінімальній 

імовірності утворення внутрішньоланцюгових вторинних структур.  

Зважаючи на те, що найбільше співвідношення GHybr/GSelf 

спостерігається для олігонуклеотиду-зонда довжиною 24 основи, 

олігонуклеотид GCTGAAGGGCTTTTGAACTCTGCT було обрано для 

формування біоселективного елементу біосенсора. Для іммобілізації на 

поверхні фізичного перетворювача його 5′-кінець через спейсер із 6 

метиленових груп було модифіковано SH-групою.  

Передбачалось, що застосування спейсера із 6 метиленових груп 

унеможливить значні стеричні перешкоди при формуванні гібридизаційного 

комплексу на поверхні фізичного перетворювача.  

Модифікований спейсером олігонуклеотид-зонд був названий mod-Ph, 
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тоді як повністю комплементарний до нього олігонуклеотид з послідовністю 

AGCAGAGTTCAAAAGCCCTTCAGC отримав назву P1. Для контролю 

селективності процесу гібридизації на поверхні фізичних перетворювачів 

були використані частково комплементарний олігонуклеотид Bcrex14, який є  

комплементарним лише до фрагмента mod-Ph, що походить від гена bcr, а 

також некомплементарний неспецифічний олігонуклеотид npt02. 

З використанням веб-сервера DINAMelt отримано найбільш ймовірні 

варіанти міжмолекулярних дволанцюгових структур, що формуються при 

гібридизації за участю mod-Ph, P1, Bcrex14 та npt02 (Рисунок 2.1).  

Відомо, що успіх гібридизації іммобілізованих одноланцюгових 

тіольованих олігонуклеотидів з комплементарними цільовими аналітами 

визначається рядом факторів, зокрема хімічним складом середовища, 

величиною pH та іонної сили, значенням температури тощо. 

Найбільш вживаними буферними розчинами для гібридизації 

олігонуклеотидів та фрагментів нуклеїнових кислот є фосфатні або Трис-

вмісні буферні розчини з нейтральним значенням рН (7,0 – 7,3). Зокрема, в 

роботах [83] та [84] показана можливість успішної гібридизації у Трис-

вмісних буферних розчинах, зокрема 10 мM Tris буфері, що містить 1 мM 

EDTA та 1 M NaCl, а також 10 мM Tris буфері (pH 7.3), що містить 50 мM 

NaCl. В даному випадку гібридизація відбувалась за кімнатної температури 

протягом 90 хв та 1 години, відповідно. Keighley та співавтори [19] довели 

можливість успішної гібридизації олігонуклеотидів в 50 мM фосфатному 

буфері (pH 7.0), що містить 100 мM K2SO4. Інші автори проводили подібний 

експеримент, використовуючи 1 M NaCl [85], проте процес гібридизації 

тривав 14 годин 
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Таблиця 2.1 - Зміни вільної енергії Гіббса при формуванні 

внутрішньоланцюгових вторинних структур різними за розміром ділянками 

стикування гібридного гена bcr-abl різної довжини (GSelf проби), 

відповідними послідовностями (GSelf мішені), а також гібридизації між ними 

(GHybr) 
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Умови гібридизації 0.083 M Na+, 0 M Mg++при 22°C. 
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Рисунок 2.1 - Формування найбільш ймовірних міжмолекулярних 

дволанцюгових структур між олігонуклеотидом-зондом mod-Ph, та 

олігонуклеотидами-мішенями P1 (А), Bcrex14 (Б) і npt02 (В). Структури 

розраховані за умови гібридизаціїї в розчині, що містить 0.083 M Na+, 0 M 

Mg++, при 22°C  

 

Вибираючи умови проведення гібридизації з використанням обраного 

на попередньому етапі модифікованого олігонуклеотида-зонда mod-Ph, як 

біоселективного елементу ДНК-сенсорного пристрою, ми виходили зі 

зручності умов проведення аналізу як для дослідника, так і для майбутнього 

користувача. Ми вважали, що аналіз має проводитись за кімнатної 

температури, а робочим буферним розчином як для гібридизації, так і 

відмивки компонентів зразка, що зв’язались з поверхнею електрохімічного 

перетворювача неспецифічно, має бути широко вживаний в молекулярно-

біологічних дослідженнях буфер SSC, що містить цитрат і хлорид натрію 

[86]. При цьому, ефективної гібридизації з застосуванням цього буфера 
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можна досягнути, використовуючи 90 мМ цитратний буфер (pH=7,2), що 

містить 0,9 М NaCl (6×SSC), а відмивку можна проводити у 30 мМ 

цитратному буфері (pH 7,2), що містить 300 мМ NaCl [86]. 

Для реєстрації взаємодії іммобілізованого на поверхні 

електрохімічних преретворювачів олігонуклеотида-зонда mod-Ph та 

цільового аналіту нами був обраний 7,5 мМ Na-цитратний буфер, pH 7,0, що 

містить 75 мМ NaCl (0,5×SSC). Це забезпечило можливість використання 

одного буферного розчину у всій процедурі анаізу (для етапу реєстрації 

афінних взаємодій та етапів промивки електрохімічної комірки). За 

допомогою веб-сервера DINAMelt для обраних умов проведення 

експерименту були розраховані найбільш ймовірні міжмолекулярні 

дволанцюгові структури, що можуть утворюватись між олігонуклеотидом-

зондом mod-Ph та відповідними мішенями P1, Bcrex14 і npt02. Розраховані 

структури афінних комплексів наведені на Рисунку 2.1. 
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3 Іммобілізація олігонуклеотидних зондів на поверхнях 

електрохімічних перетворювачів 

 

 

Вибір адекватного методу іммобілізації біомакромолекул на поверхні 

фізичного перетворювача є надзвичайно важливим при розробці сенсорного 

пристрою адже визначає по-перше саму можливість визначення аналіту, 

чутливість та селективність біосенсора, а по-друге є одним з основних 

джерел похибок при біосенсорному визначенні. Іммобілізація передбачає 

переведення біополімерів у нерозчинну форму шляхом фізичного чи 

хімічного зв’язування з поверхнею фізичного перетворювача [87]. Оскільки 

галузь розробки ДНК-сенсорів сьогодні активно розвивається, дослідниками 

запропоновано ряд підходів до інтеграції олігонуклеотидних зондів у складі 

біосенсорного пристрою, в тому числі - для іммобілізації ДНК на поверхнях з 

золота, диоксиду титану та напівпровідникових поверхнях (зокрема, CdS). 

Сьогодні широко застосовують іммобілізацію шляхом адсорбції; хімічну 

іммобілізацію з утворенням ковалентних зв’язків, а також варіанти 

зв’язування з застосуванням афінних взаємодій [87 – 144]. 

Для вибору оптимального методу іммобілізації олігонуклеотиду mod-

Ph на поверхні наноструктурованих електродів, що використовуються у 

даному проєкті, було проаналізовано наявну наукову літературу, що описує 

різні методи інтеграції ДНК у складі біосенсорних пристроїв на основі 

різноманітних фізичних перетворювачів [87–92, 93, 94–144] та визначено 

методи, що є найбільш ефективними для біофункціоналізації електродів на 

основі золота, наноструктурованого оксиду титану та CdS.  

Підходи з використанням адсорбційних взаємодій є найпростішими з 

існуючих на сьогодні, оскільки не потребують ані складної підготовки 

поверхні перетворювача ані використання хімічних сполук [102, 103]. 

Іммобілізація ДНК шляхом адсорбції відбувається за рахунок формування 

електростатичних електростатичних зв’язків, що формуються між негативно 
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зарядженими фосфатними групами ДНК та позитивно зарядженими 

полімерами, якими модифікують поверхню фізичного перетворювача. Як 

позитивно заряджені полімери, якими модифікують поверхню робочих 

електродів, використовують як природні (хітозан) [104–106], так і синтетичні 

полімери - полі-L-лізин (PLL) [96, 107], поліпірол (PPy) [108], поліанілін 

[109], поліетиленімін [110] тощо. Так, наприклад, у роботі [104] описаний 

підхід, в якому для модифікації Nb електродів, допованих диоксидом титану, 

використовували хітозан, що забезпечує збільшення площі поверхні 

електроду і, як наслідок, кількості іммобілізованих біомакромолекул та 

підсилення електрохімічного сигналу. Іншими авторами показано можливість 

адсорбційної іммобілізації ДНК поверхні немодифікованих наночастинок 

диоксиду титану без використання додаткових полімерів [89] при значеннях 

рН6. В роботі [94] показано, що кількість адсорбованої на  поверхні TiO2 

ДНК різко зростає (до чотирьох разів) при рН 2 порівняно до вищих значень 

рН (рН 4–10). 

Подібні принципи широко застосовують також для іммобілізації 

олігонуклеотидів та ДНК на напівпровідникових поверхнях, зокрема на 

поверхні квантових точок CdS [100, 101]. 

Адсорбційна іммобілізація є найбільш м’яким та найбільш 

популярним методом іммобілізації олігонуклеотидів, проте зворотня природа 

цього типу зв’язування може зумовлювати часткову десорбцію біомолекул 

протягом аналізу і, як наслідок, його недостатню відтворюваність. Зазвичай 

цей метод не дозволяє досягнути ані високої концентрації біомолекул, ані їх 

орієнтованого розташування на поверхні перетворювача, проте це можна 

частково компенсувати за умови застосування високочутливих фізичних 

перетворювачів, зокрема кондуктометричних електродів зі збільшеною 

площею поверхні. Ефективність методу буде, в основному, визначатись 

властивостями поверхні – зарядом, наявністю полярних груп, гідрофобністю, 

тощо. Істотним недоліком також є невелика операційна стабільність чутливих 

елементів сенсорних пристроїв, отриманих у такий спосіб, проте частина цих 

проблем може бути вирішенна за умови одноразового використання 
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селективних елементів ДНК сенсорів. 

Альтернативним підходом до інтеграції ДНК у склад біосенсорного 

пристрою є метод ковалентної іммобілізації, який передбачає утворення 

ковалентних зв’язків між ДНК та поверхнею фізичнного перетворювача. Для 

забезпечення ковалентної іммобілізації біомолекул варто враховувати, що 

нуклеїнові кислоти можуть бути ковалентно іммобілізовані лише на 

поверхнях, які містять певні функціональні групи (альдегідні, карбоксильні, 

епоксидні, аміногрупи). Таким чином, за відсутності таких груп, поверхня 

фізичного перетворювача має бути модифікована або на молекулярному 

рівні, наприклад, шляхом обробок різноманітними хімічними реагентами, або 

на макроскопічному рівні, шляхом формування на поверхні перетворювача 

полімерних плівок, що мають різні функціональні групи, як правило, 

карбоксильні [111], альдегідні [112], сульфонові [113], епоксидні [93, 114] та 

ізотіоціанатні [115]. При цьому саму ДНК також модифікують. Як правило, 

використовують модифікацію ДНК аміногрупами (-NH2), тіольними групами 

(-SH), або карбоксигрупами (СООН) для подальшого ковалентного 

зв’язування з металом, оксидами металів або зі специфічними 

функціональними групами, які знаходиться на поверхні електрода [87]. Для 

утворення ковалентного зв'язку між аміногрупою та карбоксильною групою 

широко застосовують карбодііміди, зокрема, 1-етил-3-(3- 

диметиламінопропіл) карбодіімід [111, 116–118], тоді як для утворення 

ковалентного звязку між двома аміногрупами, однією з яких модифікована 

ДНК використовують глутаровий альдегід, що забезпечує утворення основ 

Шиффа [119–121].  

ДНК, модифіковану тіольними групами, можна успішно 

іммобілізувати на немодифікованих золотих поверхнях за рахунок сильної 

взаємодії сірки з золотом та утворенню самовпорядкованих шарів 

тіольованих біомолекул на поверхні золотих електродів [87, 116], а також на 

поверхні наночастинок золота [92]. Наночастинками золота можуть також 

модифікувати диоксид титану з метою подальшого прикріплення тіольованих 

ДНК [92]. Добре відомо, що тіольовані фрагменти нуклеїнових кислот 
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можуть бути успішно іммобілізовані на поверхні золотих електродів, що 

зазвичай використовуються для реєстрації електричного імпедансу, завдяки 

наявності SH-груп та утворенню сульфідів золота. Проте, варто враховувати 

те, що у таких випадках також існує можливість зв’язування олігонуклеотида 

з поверхнею за рахунок взаємодії тимідин-золото [122]. Частково цю 

проблему можна усунути, використовуючи блокування ділянок золота, які є 

вільними від олігонуклеотидів. Блокування поверхні забезпечує зменшення 

рівнів неспецифічного зв’язування та підвищення доступності змістовних 

послідовностей до взаємодії з цільовою ДНК. Популярними реагентами для 

цього є коротколанцюгові тіоли, зокрема, 2-меркаптоетанол [123], 

тіогликолева кислота [124], 6-меркапто-1-гексанол (МСН) тощо [83, 125, 

126]. Саме обробку сенсорної поверхні 100 мкМ розчином МСН у воді 

протягом 30 хв після стадії іммобілізації одноланцюгових тіольованих 

олігонуклеотидів ми використовували в даній роботі для остаточного 

формування біоселективних елементів ДНК сенсорів. 

Крім того, як низькомолекулярні тіоли, так і тіольовані фрагменти 

нуклеїнових кислот, здатні до утворення самовпорядкованих шарів на 

поверхні квантових точок CdS [127]. Вперше іммобілізація тіольованої ДНК 

поверхні напівпровідників (квантових точок) було описана у роботі [128] і з 

того часу активно застосовується вченими у галузі аналітичної біотехнології 

та біосенсорики [129, 130]. Автори успішно використали такий підхід для 

розробки сенсорів для визначення ДНК та деяких мікро-РНК. Тіольовані 

олігонуклеотиди також успішно іммобілізують на CdSe/ZnS квантових 

точках [131, 132].  

Окремо варто звернути увагу на матеріали перетворювачів, які містять 

на своїй поверхні гідроксигрупи, зокрема диоксид титану. Наявність 

гідроксигруп на поверхні дає можливість модифікувати її аміногрупами з 

через утворення самовпорядкованих шарів органічних силанів. Зокрема, 

найбільш ефективним є підхід з використанням 3-

амінопропілтриетоксисилану (APTES) та 3-

гліцидилоксипропілтриметоксисилану (GOPS) [87, 97, 133–139]. Сама 
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процедура модифікації поверхні, що містить гідроксигрупи, в тому числі 

диоксиду титану, є нескладною і полягає в інкубації TiO2 в розчині, що 

містить 2% 3-амінопропілтриетоксисилану, 5% деіонізованої води та 93 % 

етанолу при кімнатній температурі протягом 1 год [137]. Реація відбувається 

згідно рівняння, наведеного на Рисунку 3.1  

 

 

 

Рисунок 3.1 - Модифікація поверхні диоксиду титану з використанням - 3-

амінопропілтриетоксисилану згідно [137] 

 

Аналогічний підхід з використанням APTES для модифікації 

поверхні диоксиду титану для подальшої іммобілізації карбоксильованої 

ДНК описано в ряді робіт [97–99]. Рядом авторів продемонстровано підхід 

до іммобілізації карбоксильованої ДНК на гідроксил-вмісних поверхнях, 

модифікованих дофаміном [90, 91, 95], що виконує роль спейсера. Як 

спейсер для подальшої взаємодії з ДНК також використовують 

поліетиленгліколь [140]. 

Модифіковану аміногрупами ДНК можна також іммобілізувати на 

поверхнях, що містять гідроксигрупи, використовуючи комбінацію двох 

реагентів APTES та фенілізотіоціанату [134], а також на поверхнях, що 

містять сульфогрупи, використовуючи біфункціональнй зшиваючий агент 

акрилхлорид [141]. 

Альтернативою використанню досить жорстких для біомолекул 

методів ковалентної іммобілізації є використання афінних взаємодій, 

зокрема авідин-біотин чи стрептавідин-біотин. В такому випадку 
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біотинільовану ДНК іммобілізують на поверхнях перетворювачів, 

модифікованих авідином чи стрептавідином шляхом ковалентної 

іммобілізації. Взаємодія біотин-стрептавідин є однією з найсильніших 

нековалентних взаємодій, а сам метод є досить універсальним. Істотною 

його перевагоє є можливість утворення орієнтованого шару 

олігонуклеотидів, що надалі може забезпечити ефективну гібридизацію з 

таргетними послідовностіми. Крім того, завдяки наявності у однієї 

молекули стрептавідину чотирьох сайтів зв’язування біотину можна 

досягнути високої густини олігонуклеотиду-зонду на поверхні 

перетворювача. [88, 132]. На жаль, такий метод іммобілізації є 

малопридатним для створення електрохімічних імпедіометричних сенсорів, 

оскільки пов’язаний з формуванням додаткового шару білка на поверхні 

електроду, що впливатиме на інтерфейс електрод-електроліт та істотно 

ускладнить інтерпретацію результатів вимірів. 

Таким чином, методи ковалентної іммобілізації є досить гнучкими, 

забезпечують високу операційну стабільність сенсорних пристроїв, 

відсутність десорбції іммобілізованої ДНК з поверхні електрода протягом 

аналізу [142, 143], може забезпечувати орієнтовану іммобілізацію ДНК на 

твердих поверхнях, проте, передбачають попередню хімічну модифікацію 

ДНК реакційно-здатними групами, що ускладнює процедуру модифікації 

поверхні фізичного перетворювача [144].  
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4. Методика біофункціоналізації  поверхні електродів на основі  

масивів нанокристалів CdS та наноструктурованого оксида титану 

 

 

4.1  Методика біофункціоналізації наноструктурованих електродів у 

формі вуглецевого волокна з масивом напівпровідникових нанокристалів СdS 

на його поверхні олігонуклеотидами та дослідження їх взаємодії з 

комлементарними та некомплементарними послідовностями нуклеїнових 

кислот 

 

4.1.1 Методика виконання вимірювань. Метод вимірювань 

грунтується на здатності комплементарних між собою одноланцюгових 

олігонуклеотидів до гібридизації. Вимірювальна установка складається з 

аналізатора імпедансу ISX3 (Німеччина, Sciospec Scientific Instruments 

GmbH), універсального електрохімічного аналізатору VoltaLab 80 (Франція, 

Radiometr Analitical SAS) для роботи з непроточною електрохімічною та 

мікропроточною термостатованою комірками. При роботі з мікропроточною 

термостатованою коміркою (Інститут фізики напівпровідників ім. В. Є. 

Лашкарьова НАН України, Інститут молекулярної біології і генетики НАН 

України) до вимірювальної установки підключали термостат (Інститут фізики 

напівпровідників ім. В. Є. Лашкарьова НАН України), полярограф POL-21 

(Україна, MTech Lab) та перестальтичний насос ISMATEC (Німеччина, 

Швейцарія, ISMATEC PUMPS). Вимірювання у електрохімічній комірці 

об'ємом 2,5 мл проводили з використанням семи різних типів електродів, 

підключених до вимірювальної установки, а саме: вюрцитний і сфалеритний 

CdS на вуглецевому волокні, сфалеритний CdS на золоті, чисте золото, чисте 

вуглецеве волокно (Інститут фізики напівпровідників ім. В. Є. Лашкарьова 

НАН України), оксид титану (TiO2) і наноструктурований оксид титану 

(Інститут фізики НАН України). Об’єм мікропроточної комірки з вбудованим 

у неї електродом зі сфалеритним CdS на золоті становив ~ 160 мкл, введення 
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аналізованих розчинів у мікропроточну комірку здійснювали за допомогою 

перистальтичного насосу ISMATEC (Німеччина, Швейцарія, ISMATEC 

PUMPS). 

4.1.2 Засоби вимірювальної техніки, допоміжні пристрої, реактиви 

та матеріали.  Під час виконання вимірювань використовують такі засоби 

вимірювальної техніки (далі - ЗВТ), допоміжні пристрої, реактиви та 

матеріали: 

– ваги аналітичні KERN 770 (Німеччина) на 220 г (далі – ваги); 

– аналізатор імпедансу ISX3 (Німеччина, Sciospec Scientific 

Instruments GmbH) (далі – АІ); 

– універсальний електрохімічний аналізатор VoltaLab 80 (Франція, 

Radiometr Analitical SAS) (далі – VoltaLab); 

– твердотільний термостат будь-якого типу з підтримкою 

температури від +25 до +99 ᵒС (далі – термостат); 

– полярограф POL-21 (Україна, MTech Lab) (далі – полярограф); 

– перестальтичний насос ISMATEC (Німеччина, Швейцарія, 

ISMATEC PUMPS), що забезпечує швідкість потоку від 4 до 400 мкл/хв (далі 

– насос); 

– секундомір механічний будь-якого типу, з границею допустимої 

похибки ± 1,0 с за 30 хв; 

– піпеточні дозатори змінного об’єму BIOHIT PROLINE (Франція, 

Sartorius) або аналогічні, об’ємом 2-20 мкл, 20-200 мкл, 100-1000 мкл (далі – 

самплер); 

– мірні циліндри на 50 мл, 100 мл, 1000 мл (далі – циліндр); 

– скляний бутиль з гвинтовою кришкою і градуюванням, світле 

скло, на 100 мл, 250 мл, 500 мл, 1000 мл, виробник «Склоприлад» або 

аналогічні; 

– стакан мірний B-1-1000; 

– пластикові пробірки будь-якого виробника 1.5, 5, 50 мл; 

– пластикові одноразові накінечники для самплерів CAPP Expell на 

10 мкл, 200 мкл, 1 мл, 5 мл або аналогічні; 
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– деіонізована вода Milli-Q, тип І, R = 18,2 МΩ см, отримана за 

допомогою установки „Simplicity Water Purification” (США, “Millipore”) (далі 

– вода); 

– синтезований одноланцюговий олігонуклеотид mod-Ph, що 

відповідає фрагменту гена bcr-abl філадельфійської хромосоми, тіольований 

на 5’ кінці (5’-Thiol-C6-GTCGAAGGGCTTTTGAACTCTGCT-3’) (Німеччина, 

metabion international AG). У флаконі від виробника міститься 505,0 мкг, для 

приготування розчину 100 мкМ mod-Ph у комерційну упаковку з висушеною 

речовиною необхідно додати 656 мкл води (далі – mod-Ph); 

– повністю комплементарний до mod-Ph одноланцюговий 

олігонуклеотид P1 5’-AGCAGAGTTCAAAAGCCCTTCAGC-3’ (Німеччина, 

metabion international AG). У флаконі від виробника міститься 218,4 мкг, для 

приготування розчину 100 мкМ P1 у комерційну упаковку з висушеною 

речовиною додають 298 мкл води (далі – P1); 

– частково комплементарний одноланцюговий олігонуклеотид 

Bcrex14 5’-CCACTGGATTAAGCAGAGTTCAA-3’ (Німеччина, metabion 

international AG). У флаконі від виробника міститься 199,3 мкг, для 

приготування розчину 100 мкМ Bcrex14 у комерційну упаковку з висушеною 

речовиною додають 271 мкл води (далі – Bcrex14); 

– некомплементарний одноланцюговий олігонуклеотид npt02 5’-

GATCTTCGTCCAGATCATCC-3’ (Німеччина, metabion international AG). У 

флаконі від виробника міститься 135,4 мкг, для приготування розчину 100 

мкМ npt02 у комерційну упаковку з висушеною речовиною додають 225 мкл 

води (далі – npt02); 

– калій фосфат одноосновний KH2PO4 з молекулярною масою 

136,09 г/моль, виробник Sigma-Aldrich, № за каталогом STBJ8643; 

– натрій хлорид NaCl, ч.д.а., виробник IMCoPharma; № за 

каталогом М0102076; 

– натрій цитрат Na3C6H5O7·2H2O, ч.д.а., виробник IMCoPharma; 

№ за каталогом 00013133; 
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– 6-меркапто-1-гексанол (MCH), виробник Fluka № за каталогом 

451088; 

– сечовина CH4N2Oб з молекулярною масою 60,06 г/моль, ч.д.а., 

виробник Sigma-Aldrich, № за каталогом SLCH6516; 

Всі засоби вимірювальної техніки, що їх застосовують під час 

проведення дослідження, мають бути повірені (атестовані) відповідно до 

положень чинної нормативної документації. 

Допускається використовувати інші засоби ЗВТ, реактиви та 

матеріали з технічними та метрологічними характеристиками, не гіршими, 

ніж зазначені. Всі ЗВТ мають бути повірені або атестовані в установленому 

порядку. 

4.1.3 Вимоги безпеки. Під час виконання вимірювань виконують 

вимоги [145], а також вимоги безпеки, наведені в технічній документації на 

ЗВТ, реактиви та матеріали, які застосовують під час аналізу. 

Вміст шкідливих речовин у повітрі робочої зони не повинен 

перевищувати гранично допустимих концентрацій, встановлених згідно з 

[146].  

4.1.4 Вимоги до кваліфікації операторів. До виконання вимірювань 

та розрахунку значень розширеної невизначеності їх результатів допускають 

осіб з освітою не нижче середньої технічної, які мають відповідну 

кваліфікацію, стаж роботи за спеціальністю не менше одного року та таких, 

що пройшли інструктаж з охорони праці. 

4.1.5 Умови виконання вимірювань. Вимірювання проводять за 
таких умов: 

– температура навколишнього повітря від 17 до 23 ºС; 

– відносна вологість повітря – до 80 %; 

– атмосферний тиск від 84 до 106 кПа; 

– напруга живлення електромережі змінного струму 220 В. 

4.1.6   Підготовка до виконання вимірювань. 

4.1.6.1 Готують буферний розчин 0,5×SSC, pH 7,0. Буферний розчин 

отримують з використанням концентрованого буферного розчину 20×SSC, 
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що готують шляхом розчинення у 800 мл води 175,3 г NaCl та 77,4 г цитрату 

натрію, доведення рН до значення 7,0 з використанням 10% HCl та доведення 

загального об’єму розчину водою до 1 л. Концентрований буферний розчин 

20×SSC використовують для приготування розбавлених буферних розчинів 

різної концентрації (10×, 5×, 2×, 1×SSC); 0,5×SSC готують шляхом 

розведення 1×SSC водою у співвідношенні 1:1. 

4.1.6.2 Готують 0,25 М розчин KH2PO4, pH 4,0.  

4.1.6.3 Для вимірювань у електрохімічній комірці готують 10 мкМ 

розчин олігонуклеотида-зонда mod-Ph у 0,25 M KH2PO4. Для іммобілізації 

mod-Ph на поверхні електродів у електрохімічну комірку (об’єм 2,5 мл) 

вносять 250 мкл 0,25 М KH2PO4 і 250 мкл 10 мкМ mod-Ph у 0,25 M KH2PO4, 

розчин перемішують, електроди занурюють у електрохімічну комірку з 

готовим 1 мкМ розчином mod-Ph. 

4.1.6.4 Готують вихідні розчини таргетів (P1, Bcrex14, npt02) (Т) з 

концентраціями 1 мкМ та 10 нМ для вимірювань у електрохімічній комірці у 

0,5×SSC. Для приготування 1 мкМ Т у 0,5×SSC у пробірку вносять 444 мкл 

води, 150 мкл 2×SSC і 6 мкл 100 мкМ Т у воді. Для отримання 10 нМ Т у 

0,5×SSC у пробірку вносять 792 мкл води та 8 мкл 1 мкМ Т. Необхідні для 

вимірювань концентрації Т (0,1–10 нМ) готують безпосередньо у 

електрохімічній комірці шляхом додавання аліквот розчинів концентрованих 

Т у 0,5×SSC: 

4.1.6.5 Готують 1 мкМ розчин олігонуклеотида-зонда mod-Ph для 

вимірювань у мікропроточній комірці. Для приготування 500 мкл 1 мкМ mod-

Ph у 0,25 М KH2PO4 у пробірку вносять 325 мкл води, 125 мкл 1 М KH2PO4 і 

50 мкл 10 мкМ mod-Ph у воді. 

4.1.6.6 Для вимірювань у непроточній електрохімічній комірці та 

мікропроточній термостатованій комірці готують розчини Т з 

концентраціями 10 пМ–10 нМ шляхом додавання аліквот (10–100 мкл) 

вихідних концентрованих 10 нМ та 1 мкМ Т у 0,5 SSC буферний розчин.  

4.1.6.7 Після іммобілізації олігонуклеотида-зонда mod-Ph на поверхні 

електродів у роботі з обома видами комірок проводять блокування поверхні 
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електроду 100 мкМ розчином 6-меркапто-1-гексанолу у воді, що 

унеможливлює неспецифічне зв’язування аналізованих фрагментів 

нуклеїнових кислот з поверхнею електродів. 

4.1.6.8 Регенерацію іммобілізованого на поверхні електроду 

олігонуклеотида-зонда після взаємодії з відповідними таргетами здійснюють 

за допомогою промивки електрода 8 М розчином сечовини. Розчин готують 

розчиняючи 96,1 г сечовини у 200 мл води. 

4.1.6.9 Необхідний для роботи скляний багаторазовий посуд має бути 

чистим та висушеним за температури 120±3 ᵒС; сухий посуд має зберігатись 

без доступу вологи. Пластиковий одноразовий посуд збергіється у 

комерційній, щільно закритій упаковці, у сухому чистому місці. 

4.1.7 Біофункціоналізація електродів на основі CdS 

4.1.7.1 Для біофункціоналізації електродів у електрохімічні комірки 

вводять 1 мкМ розчин одноланцюгового, тіольованого на 5’ кінці 

олігонуклеотида-зонда mod-Ph (об’єм розчину становить 400 мкл та 2,5 мл 

для мікропроточної термостатованої комірки і непроточної електрохімічної 

комірки, відповідно. Електроди інкубують у 1мкМ розчині mod-Ph впродовж 

1 год., після чого комірку промивають водою для видалення 

олігонуклеотидів, що не зв’язались з поверхнею.  

4.1.7.2 Блокування вільної від олігонуклеотидів поверхні електродів 

здійснюють обробкою перетворювачів 100 мкМ розчином 6-меркапто-1-

гексанолу у воді протягом 10хв. Після промивки електрохімічної комірки 

водою та 0,5×SSC всі подальші електрохімічні виміри здійснюють у 0,5×SSC. 

4.1.7.3 Після блокування поверхні проводять гібридизацію 

іммобілізованого олігонуклеотида-зонда з розчинами відповідних таргетів 

(P1, npt02, Bcrex14). Введення розчинів Т здійснюють від найменшої до 

найбільшої концентрації. При роботі з непроточною електрохімічною 

коміркою час гібридизації з таргетними послідовностями становить 10 хв, 

після цього електрохімічну комірку промивають 0,5×SSC, заповнюють 

свіжим буфером та реєструють зміни імпедансу системи. Цикл вимірів 

повторюють для кожної концентрації таргетної послідовності (10 пМ – 
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10 нМ).  

Регенерацію біофункціоналізованої поверхні після взаємодії з 

відповідними таргетними посілідовностями (дегібридизацію) проводять 

шляхом відмивки електродів у 8 М розчині протягом 3 хв. Після 4-кратної 

промивки водою та 1× промивки у 0,5×SSC проводять наступний цикл 

вимірів імпедансу системи у свіжому 0,5×SSC. Процедуру регенерації 

повторюють після завершення роботи з кожною аналізованою таргетною 

послідовністю. 

4.1.7.4 При роботі з мікропроточною коміркою гібридизацію Т 

проводять подібно до процедури, описаної у п.4.1.7.3. Робочі концентрації, 

необхідні для вимірювань (10 пМ, 0,1 нМ, 1 нМ, 10 нМ і 100 нМ для P1; 0,1 

нМ, 1 нМ, 10 нМ для Bcrex14 і npt02) готують у пластикових пробірках і 

вводять у мікропроточну комірку від найменшої до найбільшої концентрації 

поетапно. Гібридизацію Т здійснюють протягом 10 хв., промивку та подальші 

електрохімічні виміри здійснюють у 0,5×SSC. Регенерацію іммобілізованого 

олігонуклеотида-зонда здійснюють як описано у п. 4.1.7.3, використовуючи 

промивку потоком розчину 8 М сечовини протягом 2-3 хв. або шляхом 

плавлення утворених на поверхні електрода гібридизаційних комплексів за 

підвищеної температури до 67°С та подальшої промивки протягом 2-3 хв. 

чистим робочим буферним розчином 0,5×SSC (67°С). 

4.1.8 Виконання вимірювань  

4.1.8.1 Проведення вимірювань у непроточній електрохімічній 

комірці об’ємом 2,5 мл. На першому етапі вимірюють усі аналізовані 

ектрохімічні показники (спектр імпедансу в діапазоні до 10 МГц, вольт-

амперну характеристику (ВАХ) та електричну ємність у залежності від 

потенціалу зміщення (C(V))) на немодифікованих електродах у 0,5×SSC і у 

0,25 М KH2PO4 буферних розчинах. Надалі проводять біофункціоналізацію 

поверхні електродів шляхом іммобілізації на їх поверхні 1 мкМ mod-Ph у 0,25 

М KH2PO4, рН=4.0. Після інкубації електродів 1 год у розчині 1 мкМ mod-Ph 

у 0,25 М KH2PO4, електроди занурюють у чистий 0,25 М KH2PO4 та 

повторюють цикл електрохімічних вимірів, реєструючи спектри імпедансу в 
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діапазоні до 10 МГц, ВАХ та C(V)) для визначення успішності іммобілізації 

mod-Ph на поверхні електродів. Надалі електроди промивають водою та 

занурюють у 2,5 мл розчину 100 мкМ MCH, інкубують протягом 10 хв, 

промивають 1 раз водою і 1 раз 0,5×SSC, в якому проводять вимірювання. 

Проводять цикл аналогічних електрохімічних вимірів у свіжій порції 

0,5×SSC. 

Вносять у електрохімічну комірку 2,5 мл 10 пМ таргетної 

послідовності у 0,5×SSC, та після 10 хв. інкубації і промивки 0,5×SSC 

проводять оцінку електрохімічних параметрів у 0,5×SSC. Процедуру 

повторюють для кожної нової концентрації таргетів. 

Оцінку електрохімічних показників проводять у 0,5×SSC для кожної 

концентрації таргетних олігонуклеотидів (10 пМ, 0,1 нМ, 1 нМ, 10 нМ і 100 

нМ для P1; 0,1 нМ, 1 нМ, 10 нМ для Bcrex14 і npt02).  

Регенерацію біофункціоналізованої поверхні проводять з 

використанням розчину 8М сечовини, як описано у п. 4.1.7.3.  

4.1.8.2 Проведення вимірювань у мікропроточній термостатованій 

комірці. На першому етапі усі електрохімічні показники вимірюють на 

немодифікованих електродах (спектр імпедансу реєструють в діапазоні до 10 

МГц) у 0,5×SSC і та 0,25 М KH2PO4 буферних розчинах при температурі 35,0 

± 0,1 ᵒС. Надалі проводять біофункціоналізацію поверхні вбудованого у 

комірку електроду на основі нанокристалів CdS, шляхом інкубації електроду 

у 1 мкМ розчині mod-Ph у 0,25 М К-фосфатному буфері, рН=4,0. Виміри 

електрохімічних показників проводять у процесі іммобілізації для 

відстежування кінетики процесу. Промивають мікропроточну комірку чистим 

0,25 М KH2PO4, та проводять вимірювання імпедансу системи у чистому 0,25 

М KH2PO4 при 35,0 ± 0,1 ᵒС. Після промивки комірки водою вводять розчин 

100 мкМ MCH та інкубують 10 хв. (t = 35,0 ± 0,1 ᵒС). Промивають комірку 

чистим 0,5×SSC буфером, підвищують температуру до 59,6 ± 0,1 ᵒС та 

проводять весь цикл електрохімічних вимірів, як описано у п. 4.1.8.1. Всі 

подільші кроки аналізу послідовностей олігонуклеотидів та електрохімічні 

вимірювання проводять при температурі 59,6± 0,1 ᵒС. 
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Гібридизацію комплементарних та некомплементарних 

олігонуклеотидів досліджують для концентрацій таргетів 10пМ-10нМ. Для 

кожної з концентрацій розчин олігонуклеотиду у 0,5×SSC, інкубують у 

мікропроточній комірці протягом 10 хв. Після інкубації промивають комірку 

0,5×SSC, проводять весь цикл електрохімічних вимірів, як описано у п. 

4.1.8.1. 

Регенерацію іммобілізованого олігонуклеотида-зонда проводять з 

використанням 8М розчину сечовини при температурі 59,6 ± 0,1 ᵒС, 

пропускаючи розчин через комірку протягом 4 хв. Альтернативний метод 

регенерації передбачає плавлення утворених на поверхні електрода 

гібридизаційних комплексів за відсутності додаткових хімічних реагентів та 

за підвищеної температури 67,0± 0,1 ᵒС. Надалі проводять промивку 

мікропроточної комірки 0,5×SSC буферним розчином та реєструють 

електрохімічні показники у 0,5×SSC за температури проведення 

експерименту 59,6 ± 0,1 ᵒС. Всі зазначені процедури проводять за швидкості 

потоку 220 мкл/хв. 

4.1.8.3 Обробку отриманих даних проводять в програмному 

середовищі Origin 8.6 з використанням операційної системи Windows 7. 

Отримані експериментальні дані представляють двома способами: 1) в 

координатах залежності уявної частини імпедансу від дійсної; 2) в 

координатах залежності дійсної і уявної частин від частоти коливань. 
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4.2 Методика біофункціоналізації електродів на основі 

наноструктурованого оксиду титану та дослідження їх взаємодії з 

олігонуклеотидами різного ступеню комплементарності 

 
4.2.1 Методика виконання вимірювань 

Метод вимірювань грунтується на здатності комплементарних між 

собою одноланцюгових олігонуклеотидів до гібридизації. Під час 

експерименту було проведено іммобілізацію одноланцюгових 

олігонуклеотидів на поверхні електродів на основі оксиду титану та 

досліджено можливість гібридизації з олігонуклеотидами різного ступеню 

комплементарності. 

Виміри проводять в полімерній кюветі розміром 12.5 х 12.5 х 45 мм 

(BRAND® standard disposable cuvette, Німеччина). Об'єм розчину електроліту 

для проведення електрохімічних вимірів становить 1000 мкл, а геометричні 

розміри електроліту в кюветі 10 х 10 х 10 мм. Електроди занурюють в 

електроліт на глибину 9 мм. Застосовані електроди мають плоско-паралельну 

конфігурацію з відстанню між електродами 9мм. Вихідні (немодифіковані, 

інтактні) електроди мають вигляд смужок з титану розміром 0.1×3×50 мм. На 

поверхні титанових смужок сформований наноструктурований пористий шар 

оксиду титана, що містить пори діаметром 0,025 мкм та довжиною 0.5 мкм. З 

одного кінця смужки сформована зона електричного контакту до електроду. 

Схема кювети зображена на Рисунку 4.1. 
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Рисунок 4.1. Схема кювети 

 
Повний електричний опір кювети (імпеданс) визначають за 

допомогою вимірювача імпедансу Е7-20 («Приборэлектро», Росія) в інтервалі 

частот 100Гц -100кГц. Вимірювання проводять з кроком 10 Гц при 

вимірюванні в діапазоні від 100Гц до 1 кГц та з кроком 1 кГц при 

вимірюванні в діапазоні від 1 кГц до 100 кГц. Амплітуда тестового сигналу 

становить 40мВ. На один спектр один вимір. Час вимірювання одного 

повного спектру становить ~ 20 хв. 

4.2.2 Засоби вимірювальної техніки, допоміжні пристрої, реактиви 

та матеріали 

 Під час виконання вимірювань використовують такі засоби 

вимірювальної техніки (далі - ЗВТ), допоміжні пристрої, реактиви та 

матеріали: 

– ваги аналітичні KERN 770 (Німеччина) на 220 г (далі – ваги); 

– вимірювач імпедансу Е7-20 («Приборэлектро», Росія) 

– кювета BRAND® standard disposable cuvette об’ємом 5 мл (Merk, 

Німеччина) 

– секундомір механічний будь-якого типу, з границею допустимої 

похибки ± 1,0 с за 30 хв; 

SSC 

TiO2+modpH TiO2+modpH 

40mV
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– піпеточні дозатори змінного об’єму BIOHIT PROLINE (Франція, 

Sartorius) або аналогічні, на 2-20 мкл, 20-200 мкл, 100-1000 мкл (далі – 

самплер) 

– мірні циліндри на 50 мл, 100 мл, 1000 мл (далі – циліндр); 

– скляний бутиль з гвинтовою кришкою і градуюванням, світле 

скло, на 100 мл, 250 мл, 500 мл, 1000 мл, виробник «Склоприлад» або 

аналогічні; 

– стакан мірний B-1-1000; 

– пластикові пробірки будь-якого виробника 1.5, 5, 50 мл; 

– пластикові одноразові накінечники для самплерів CAPP Expell на 

10 мкл, 200 мкл, 1 мл, 5 мл або аналогічні; 

– деіонізована вода Milli-Q, тип І, R = 18,2 МΩ см, отримана за 

допомогою установки „Simplicity Water Purification” (США, “Millipore”) (далі 

– вода); 

– синтезований одноланцюговий олігонуклеотид mod-Ph, що 

відповідає фрагменту гена bcr-abl філадельфійської хромосоми, тіольований 

на 5’ кінці (5’-Thiol-C6-GTCGAAGGGCTTTTGAACTCTGCT-3’) (Німеччина, 

metabion international AG). У флаконі від виробника міститься 505,0 мкг, для 

приготування розчину 100 мкМ mod-Ph у комерційну упаковку з висушеною 

речовиною необхідно додати 656 мкл води (далі – mod-Ph); 

– повністю комплементарний до mod-Ph одноланцюговий 

олігонуклеотид P1 5’-AGCAGAGTTCAAAAGCCCTTCAGC-3’ (Німеччина, 

metabion international AG). У флаконі від виробника міститься 218,4 мкг, для 

приготування розчину 100 мкМ P1 у комерційну упаковку з висушеною 

речовиною необхідно додати 298 мкл води (далі – P1); 

– частково комплементарний одноланцюговий олігонуклеотид 

Bcrex14 5’-CCACTGGATTAAGCAGAGTTCAA-3’ (Німеччина, metabion 

international AG). У флаконі від виробника міститься 199,3 мкг, для 

приготування розчину 100 мкМ Bcrex14 у комерційну упаковку з висушеною 

речовиною необхідно додати 271 мкл води (далі – Bcrex14); 
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– некомплементарний одноланцюговий олігонуклеотид npt02 5’-

GATCTTCGTCCAGATCATCC-3’ (Німеччина, metabion international AG). У 

флаконі від виробника міститься 135,4 мкг, для приготування розчину 100 

мкМ npt02 у комерційну упаковку з висушеною речовиною необхідно додати 

225 мкл води (далі – npt02); 

– калій фосфат одноосновний KH2PO4 з молекулярною масою 

136,09 г/моль, виробник Sigma-Aldrich, № за каталогом STBJ8643; 

– калій фосфат одноосновний KH2PO4 з молекулярною масою 

136,09 г/моль, виробник Sigma-Aldrich, № за каталогом STBJ8643; 

– натрій хлорид NaCl, ч.д.а., виробник IMCoPharma; № за 

каталогом М0102076; 

– натрій цитрат Na3C6H5O7·2H2O, ч.д.а., виробник IMCoPharma; 

№ за каталогом 00013133; 

– 6-меркапто-1-гексанол (MCH), виробник Fluka № за каталогом 

451088; 

– сечовина CH4N2O з молекулярною масою 60,06 г/моль, виробник 

Sigma-Aldrich, № за каталогом SLCH6516; 

Всі засоби вимірювальної техніки, що їх застосовують під час 

проведення дослідження, мають бути повірені (атестовані) відповідно до 

положень чинної нормативної документації. 

Допускається використовувати інші засоби ЗВТ, реактиви та 

матеріали з технічними та метрологічними характеристиками, не гіршими, 

ніж зазначені. Всі ЗВТ мають бути повірені або атестовані в установленому 

порядку. 

4.2.3. Вимоги безпеки. 

Під час виконання вимірювань виконують вимоги [145], а також 

вимоги безпеки, наведені в технічній документації на ЗВТ, реактиви та 

матеріали, які застосовують під час аналізу. 

Вміст шкідливих речовин у повітрі робочої зони не повинен 

перевищувати гранично допустимих концентрацій, встановлених згідно з 

[146]. 
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4.2.4 Вимоги до кваліфікації операторів 

До виконання вимірювань та розрахунку значень розширеної 

невизначеності їх результатів допускають осіб з освітою не нижче середньої 

технічної, які мають відповідну кваліфікацію, стаж роботи за спеціальністю 

не менше одного року та таких, що пройшли інструктаж з охорони праці. 

4.2.5 Умови виконання вимірювань. 

Вимірювання проводять за таких умов: 

– температура навколишнього повітря від 17 до 23 ºС; 

– відносна вологість повітря – до 80 %; 

– атмосферний тиск від 84 до 106 кПа; 

– напруга живлення електромережі змінного струму  В. 

4.2.6 Підготовка до виконання вимірювань. 

4.2.6.1 Буферний розчин для виконання електрохімічних вимірювань 

(0,5×SSC, pH 7,0) готують розведенням водою концентрованого буферу 

20×SSC, рН=7,0 (1:20). Концентрований буфер 20×SSC рН=7,0, що готують 

шляхом розчинення у 800 мл води 175,3 г NaCl та 77,4 г цитрату натрію, 

доведення рН до значення 7,0 з використанням 10% HCl та доведення 

загального об’єму розчину водою до 1 л. Концентрований буферний розчин 

20×SSC використовують для приготування розбавлених буферних розчинів 

різної концентрації (10×, 5×, 2×, 1×SSC; 0,5×SSC). 

4.2.6.2 Готують 0,25 М KH2PO4 буферний розчин, pH 4,0. Буферний 

розчин отримують з використанням концентрованого буферного розчину - 1 

М KH2PO4. Для цього у 100 мл води розчиняють 13,61 г KH2PO4. Отриманий 

розчин розводять водою у 4 рази та отримують 0,25 М K-фосфатний буфер, 

рН 4.0. 

4.2.6.3 Для вимірювань у електрохімічній комірці готують 10 мкМ 

розчин олігонуклеотида-зонда mod-Ph у 0,25 M KH2PO4. Для іммобілізації 

mod-Ph на поверхні електродів у електрохімічну комірку (об’єм 2,5 мл) 

вносять 250 мкл 0,25 М KH2PO4 і 250 мкл 10 мкМ mod-Ph у 0,25 M KH2PO4, 

розчин перемішують, електроди занурюють у електрохімічну комірку з 

готовим 1 мкМ розчином mod-Ph. 
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4.2.6.4 Готують вихідні розчини таргетів (P1, Bcrex14, npt02) (Т) з 

концентраціями 1 мкМ та 10 нМ для вимірювань у електрохімічній комірці у 

0,5×SSC. Для приготування 1 мкМ Т у 0,5×SSC у пробірку вносять 444 мкл 

води, 150 мкл 2×SSC і 6 мкл 100 мкМ Т у воді. Для отримання 10 нМ Т у 

0,5×SSC у пробірку вносять 792 мкл води та 8 мкл 1 мкМ Т. Необхідні для 

вимірювань концентрації Т (0,1–10 нМ) готують безпосередньо у 

електрохімічній комірці шляхом додавання аліквот розчинів концентрованих 

Т у 0,5×SSC: 

4.2.6.6 Для електрохімічних вимірювань у електрохімічній комірці 

готують розчини Т з концентраціями 10 пМ–10 нМ шляхом додавання 

аліквот (10–100 мкл) вихідних концентрованих 10 нМ та 1 мкМ Т у 0,5×SSC 

буферний розчин. 

4.2.6.7 Після іммобілізації олігонуклеотида-зонда mod-Ph на поверхні 

електродів з наноструктурованого оксиду титану проводять блокування 

поверхні електродів 100 мкМ розчином 6-меркапто-1-гексанолу у воді, що 

унеможливлює неспецифічне зв’язування аналізованих олігонуклеотидів з 

поверхнею електродів. 

4.2.6.8 Регенерацію іммобілізованого на поверхні електроду 

олігонуклеотида-зонда після взаємодії з відповідними таргетами здійснюють 

за допомогою промивки електродів 8 М розчином сечовини. Розчин готують 

розчиняючи 96,1 г сечовини у 200 мл води. 

4.2.6.9 Необхідний для роботи скляний багаторазовий посуд має бути 

чистим та висушеним за температури 120±3 ᵒС; сухий посуд має зберігатись 

без доступу вологи. Пластиковий одноразовий посуд збергіється у 

комерційній, щільно закритій упаковці, у сухому чистому місці. 

 

4.2.7 Виконання вимірювань. Детальний опис дослідження 

взаємодії олігонуклеотидного зонду mod-Рh з олігонуклеотидами різного 

ступеню комплементарності на поверхні електродів на основі 

наноструктурованого оксиду титану 
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4.2.7.1. Готують 8 кювет, які заповнюються по мірі експерименту 

різними розчинами: 

Кювета №1 – 100 мкМ 6-меркапто-1-гексанол 

Кювета №2 – розчин таргету P1 

Кювета №3 – буферний розчин 0,5×SSC, pH 7,0 

Кювета №4 – вода 

Кювета №5 – сечовина 8 М 

Кювета №6 – розчин таргету npt02 

Кювета №7 – розчин таргету Bcrex14 

Кювета №8 –0,25 М KH2PO4 буферний розчин, pH 4,0 та розчин mod-

Ph 

4.2.7.2. У кювету вносять 1 мл буферного розчину 0,5×SSC, pH 7,0, 

підключають електроди до вимірювального приладу та занурюють їх у 

кювету з буферним розчином 0,5×SSC, pH 7,0 на глибину – 9 мм.  

4.2.7.3. Проводять вимірювання спектру імпедансу інтактних 

електродів в діапазоні від 100Гц до 100кГц. 

4.2.7.4. Промивають електроди у воді 5 хвилин шляхом занурення 

електродів в кювету №4 з водою. 

4.2.7.5. Занурюють електроди в кювету №8 з 0,25 М KH2PO4, pH 4,0. 

4.2.8.6. Проводять вимірювання імпедансу інтактних електродів як 

описано в п. 4.2.8.3. 

4.2.7.7. Виймають електроди з кювети №8. Відбирають самплером з 

кювети №8 100 мкл розчину та вносять 100 мкл 10 мкМ mod-Ph 

(одноланцюговий, тіольований на 5’ кінці олігонуклеотид) для отримання 

кінцевої концертрації 1 мкМ mod-Ph у розчині. Розчин перемішують.  

4.2.7.8. Занурюють електроди в кювету №8 та інкубують протягом 30 

хвилин. На цій стадії відбувається іммобілізація олігонуклеотидів mod-Ph на 

поверхні електродів (біофункціоналізація електродів).  

4.2.7.9. Робочий розчин в кюветі №8 заміняють на 0,25 М KH2PO4, pH 

4,0 та занурюють в нього електроди. Промивку проводять протягом 5 хвилин. 
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4.2.7.10. Занурюють електроди у кювету №4 з водою для проведення 

промивки електродів протягом 5 хвилин. 

4.2.7.11. Занурюють електроди в кювету №1 з 100 мкM водним 

розчином меркаптогексанолу та інкубують електроди протягом 15 хвилин 

для блокування вільної від олігонуклеотидів поверхні електродів. 

4.2.7.12. Занурюють електроди у кювету №4 з водою та проводять 

промивку електродів протягом 5 хвилин. 

4.2.7.13. Занурюють електроди у кювету №3 з 0,5×SSC, pH 7,0 та 

проводять вимірювання імпедансу як описано в п. 4.2.8.3. 

4.2.7.14. В нову пусту кювету №2 додають 990 мкл 0,5×SSC, pH 7,0 та 

10 мкл 10 нМ таргету Р1 для отримання кінцевої концентрації 0.1 нМ таргету 

Р1 у розчині. Перемішують розчин. 

4.2.7.15. Занурюють електроди у кювету №2, проводять інкубацію 

протягом 20 хв. 

4.2.7.16. Занурюють електроди в кювету №3 з 0,5×SSC, pH 7,0 та 

проводять вимірювання імпедансу таким же чином як в пункті 8.3. 

4.2.7.17. З кювети №2 відбирають самплером 91 мкл розчину та 

додають 91 мкл розчину 10 нМ таргету Р1 для отримання кінцевої 

концентрації 1 нМ таргету Р1 у розчині. Перемішують розчин.  

4.2.7.18.  Занурюють електроди у кювету №2, проводять інкубацію 

протягом 20 хв. 

4.2.7.19. Занурюють електроди в кювету №3 з 0,5×SSC, pH 7,0 та 

проводять вимірювання імпедансу як описано в п. 4.2.8.3. 

4.2.7.20. З кювети №2 замінюють розчин на 1 мл 10 нМ таргету Р1. 

4.2.7.21. Занурюють електроди у кювету №2, проводять інкубацію 

протягом 20 хв. 

4.2.7.22. Занурюють електроди в кювету №3 з 0,5×SSC, pH 7,0 та 

проводять вимірювання імпедансу як описано в п. 4.2.8.3. 

4.2.7.23. Занурюють електроди в кювету №5 з розчином 8М сечовини, 

інкубують 5 хвилин для проведення регенерації біофункціоналізованої 

поверхні (дегібридизації таргету) 
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4.2.7.24.  Промивають електроди у воді 1 хвилину шляхом занурення 

електродів в кювету №4 з водою. Замінюють воду у кюветі повторюють 

процедуру промивки 5 разів. 

4.2.7.25. Повторюють експеримент, як описано в пунктах 4.2.8.13-

4.2.8.24, використовуючи як цільовий аналіт 10нМ таргет npt02 (повністю 

некомплементарний олігонуклеотид). 

4.2.7.26. Повторюють експеримент, як описано в пунктах 4.2.8.13-

4.2.8.24, використовуючи 10нМ таргет BCRex14 (частково комплементарний 

олігонуклеотид). 

4.2.8. Обробка отриманих даних відбувалась в програмному 

середовищі Origin 8.6 з використанням операційної системи Windows 7. Дані 

були представлені двома способами: 1) в координатах залежності уявної 

частини імпедансу від дійсної; 2) в координатах залежності дійсної і уявної 

частин імпедансу від частоти. 
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5 Електрохімічні властивості електродів  

з молекулярними оболонками олігонуклеотидів 

 

5.1 Властивості електродів з нанокристалами CdS 

 

В якості поверхні для нанесення нанокристалів сульфіду кадмію були 

використані волокна з піровуглецю діаметром 5мкм у вигляді пучка, вуглецеві 

волокна активоавні нікелем електрохімічно  та золоті мікродроти діаметром 

50мкм. Всі виміри потенціалів проведено за триелектродною схемою з 

хлорсрібним електродом порівняння за допомогою приладів універсального 

потенціостата-імпедіометра VoltaLab та імпедіометра ISX-3.  

На рисунку 5.1.1 порівнюються вольт-амперні характеристики (ВАХ) 

електродів з золота та платини з тимиж матеріалами з кристалами CdS на 

поверхні в 250 мМ калій-дігідрофосфатного буферного розчину. ВАХ типові для 

металевих електродів в електроліті- містять типову діодну характеристику як в 

катодній так і в анодній гілці. Вольт-амперні характеристики в електроліті 0,5SSC 

електродів неактивованого та активованого нікелем вуглецевого волокна, 

вуглецеві електроди з нристалами CdS типові для металевих електродів в 

електроліті- містять типову діодну характеристику як в катодній так і в анодній 

гілці. Струм електродів з нанокристалами від 3 до10 разів перевищує струм 

електрода –основи для нанесення кристалів. Густина обмінного струму 

напівпровідникових кристалів з електролітом на 2 порядки нижче, ніж у золота чи 

вуглеця. Але повна поверхня нанокристалів CdS приблизно на 3 порядки 

перевищує площу геометричної поверхні золотого або вуглецевого електроду . 

Тож, обмінний струм електродів з нанокристалами CdS від 3 до10 разів 

перевищує струм основи, на котрій були вирощені нанокристали. 

Тобто струм електродів з нанокристалами практично визначається струмом 

з нанокристалів. Обмінний струм починає зростати при потенціалах більше ±0,5В. 

Область ВАХ в межах ±0,5В представляе інтерес для подальших досліджень 

біомодифікованих електродів оскільки визначається особливостями будови 
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пограничних шарів напівпровадника та електроліту  Імпеданс електродів з 

нанокристалами CdS ( зануреними в електроліт 0,5SSC з  Pt допоміжним 

електродом ) в залежності від частоти в параметричному представленні ImZ(F) - 

ReZ(F) зображено на рисунку 5.1.2. 
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Рисунок 5.1.1-Вольт-амперні характеристики в електроліті 250 мМ калій-

дігідрофосфатного буферного розчину електродів з золота та платини – а; з тими 

ж матеріалами з кристалами CdS на поверхні – б. 

 

Позитивні значення ImZ(F) відповідають індуктивному характеру імпеданса 

в діапазоні частот 1-10МГц, а від'ємні значення - відповідно ємністному об'єкту. В 

результаті формування різних молекулярних оболонок на поверхні електродів 

помітно змінюється як високочастотна , так і низькочастотна частина спектру 

імпедансу. Низькочастотна частина зсувається вздовж вісі ReZ(F). Помітна зміна 

нахилу залежності ImZ(F) - ReZ(F) відбувається тільки при переході від електроду 

без оболонок до електроду з молекулярною оболонкою. Імпедансні спектри для 
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інших електродів з нанокристалами CdS на поверхнідемонструють аналогічні 

особливості: 

1) високі індуктивні значення імпедансу електродів на частотах 1-10МГц, 

тоді як для більшості традиційних електродів характерний емністний імпеданс;  

2) при утворенні молекулярних ковалентно зв’язаних оболонок на поверхні 

изькочастотна частина зсувається вздовж вісі ReZ(F); 

Рисунок 5.1.2- Імпеданс електродів з нанокристалами CdS на вуглецевому 

волокні  в залежності від частоти ImZ(F) - ReZ(F) . Електрод CCdS6 занурений в 

електроліт 0,5SSC з  Pt допоміжним електродом. 

 

3) значна зміна нахилу залежності ImZ(F) - ReZ(F) відбувається тільки при 

переході від електроду без оболонок до електроду з молекулярною оболонкою, 

тобто в результаті імобілізації (при цьому змінюється і частотна залежність 

ImZ(F)  таReZ(F));  

4) після введення проби олігонуклеотиду відбувається перехідний процес, 

який супроводжується зсувом спектру імпедансу вздовж вісі дійсних величин і 

поступовим поверненням протягом одиниць- десятків хвилин до стаціонарного 

значення. Ця нестаціонарна варіація імпедансу звичайно в кілька разів перевищує 

стаціонарну зміну спектру імпедансу;  

5) в низькочастотній частині спектру немає принципової різниці між 

електродами з нанокристалами CdS вюрцитної та сфалеритної симетрії.  
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В високочастотній частині спектрів імпедансу електродів з вуглецевого 

волокна та золота не розділяються окремі резонанси. Спектри імпедансу золотого 

електроду  демонструють якісно такі ж особливості, що були зазначені для 

нанокристалів  CdS в пп.1) - 4). тільки абсолютні значення зсувів імпедансу 

приблизно в 5 разів менші. Для вуглецевого електроду не виконується п3). Це 

свідчить про адсорбцію modPh на розвиненій поверхні вуглеця . 

В високочастотній частині спектрів імпедансу можна спостерігати 

характеристичні коливальні моди окремих груп кристалів або мікро-кристалів та 

їх зсув в результаті формування ковалентно імобілізованих на поверхні шарів, 

наприклад ДНК, Рисунок 5.1.3 

Спектри комплексного імпедансу мають характерну послідовність 

резонансів. Зміна їх частот в результаті формування моношарових оболонок 

становить сотні кілогерц, що перевищує чутливість кварцового резонатора 10МГц 

в 104 раз в данному  простому експерименті. Слід зазначити, що імпеданс 

вімірюється з точністю 6 десяткових розрядів. Представлені на рис. варіації 

імпедансу становлять від 3 до 4 десяткових розряди і мають досить високу 

точність визначення для детального аналізу та порівняння. 

Другою особливістю імпедансу електродів з нанокристалами на поверхні в 

широкому діапазоні частот є його індуктивний характер. Вимірені в наших 

експериментах значення ImZ  відповідають індуктивності 1 мкГн при частоті 

8МГц. Прямі виміри індуктивності  сполучаючих дротів за допомогою RLC-метра 

дали значення 20 нГн (жорсткі одножильні дроти довжиною 40мм, діаметром 

0,5мм). Тобто, індуктивність системи електрод з нанокристалами на поверхні- 

електроліт пов'язана саме з нанокристалами. В нашій  попередній публікації 

доведено, що в діапазоні частот одиниць мегагерців імпеданс індивідуального 

кристалла є індуктивним і може сягати 1-10Гн (в залежності від розмірів 

нанокристалу) внаслідок його п'єзоелектричних властивостей. У використаному 

способі підключення електродів окремі нанокристали виявляються підключеними 

параллельно. При використаній площі електрода та густині нанокристалів 

(виміряній за допомогою електрономікроскопічних зображень) параллельно 

підключено 7 105 нанокристалів. Ця величина узгоджується з індуктивністю 
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електрода,  виміряною експериментально на основі спектрів імпедансу Для 

зазначеного походження індуктивного характеру імпедансу можна зробити 

прогноз: при зменшенні площі електрода його індуктивність повинна зростати, а 

окремі резонанси проявлятимуться чіткіше. 

Рисунок 5.1.3 - Зміна комплексного імпедансу системи електрод з 

нанокристалами CdS з сформованою мономолекулярною оболонкою 

олігонуклеотида modPh та MCH ( меркаптогексанолу для повного заповнення 

хемосорбційного шару)  в результаті гибридизациї з олігонуклеотидом P1. Розчин 

0,5 SSC, 100pM P1, спостереження протягом перших 5 хвилин. 

 

Низькочастотна частина спектрів імпедансу (100Гц-100КГц) більш детально 

представлена на рисунках 5.1.4-5.1.5. На рисунку 5.1.5 детально розглянуто 

фрагмент рисунку 5.1.4 з іммобілізованими нанокристалами CdS  вюрцитного та 

сфалеритного типів , вирощених на вуглеці. 
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Рисунок 5.1.4- Порівняння імпедансу електродів з шаром modPh до та після 

обробки в розчині 10нМ Р1. 

Імпеданс електродів з нанокристалами CdS на порядок менший ніж у 

вуглецевого волокна, золотого електрода та золотого електрода з кристалами CdS. 

Після обробки в розчині modPh  залежність ImZ(F) - ReZ(F) помітно змінюється, 

як і високочастотна область.  

Обробка в  розчині 10нМ Р1 також викликає систематичну зміну спектрів 

імпедансу всіх електродів в низькочастотній області. 

Відтворюваність базової кривої спектру імпедансу після дегібридизації 

продемонстровано на рисунку 5.1.6. Колами виділено відповідні криві спектру 

імпедансу після дегібридизації нуклеотида Р1. Середньоквадратичне відхилення 

дійсної частини становило 1,5Ом, а уявної - 4Ом. Також наведені вихідні спектри 

імпедансу після імобілізації Відтворюваність базової лінії досить висока, 

враховуючи, що температурна зміна становить 2 Ом/С. Разом з  
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 Рисунок 5.1.5 -Порівняння імпедансу електродів з нанокристалами CdS, 

імобілізованих modPh до та після обробки в розчині 10нМ Р1. 

 

Рисунок 5.1.6 - Відтворюваність базової кривої спектру імпедансу після 

дегібридизації нуклеотида Р1 у порівнянні з вихідним шаром імобілізації. 

Наведено також еволюцію спектрів в процесі дегібридизації.  

-50

0

50

100

150

200

250

300

100 1000 10000 100000

120

140

160

180

200

220

240

260

280

300

320

R
e 

Z
, 

O
hm

F,Hz

 CCd6 IMM 10P1 deh SSC20
 CCd6 IMM 10P1 deh SSC20
 CCd6 IMM 10P1 deh SSC20
 CNiCdS60 modPhMCHSSC
 CCd6 IMM 10P1 deh SSC20
 CCd6 IMM 10P1 deh SSC20
 CCd6 IMM 10P1 deh SSC20
 CNiCdS60 modPhMCHSSC

4Ohm

Ohm
Im

 Z
, O

h
m

200 300 400

0

100

200

300

400

500

-I
m

Z
, O

hm

ReZ, Ohm

 Au m odPhM CHSSC VAH IMP  CV001_02Z.CRV
 Au IMM  10P 1 SSC001_01Z.CRV
 CNi5 modPhMCHSS C VAH IMP CV 001_01Z.CRV
 C IMM 10P1 SSC001_01Z.CRV
 AuCdS modPhMCHSS C VAH IMP CV 001_02Z.CRV
 AuCdS IM M 10P1 S SC001_01Z.CRV
 CNiCdS 30 m odPhMCHSSC VAH IM P CV 001_01Z.CRV
 CCd3 IM M 10P1 S SC001_01Z.CRV
 CNiCdS 60 m odPhMCHSSC VAH IM P CV 001_01Z.CRV
 CCd6 IM M 10P1 S SC001_01Z.CRV



 64

 

 

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

-10

0

10

-Im
 Z

, O
hm

ReZ, Ohm

 CCdS modPh 05SSC 0
 CCdS2 1nM P1 05SSC 0
 CCdS4 10nMP1 05SSC 0
 CCdS6 10nMP1 05SSC 0

100Hz

 

Рисунок 5.1.7 -Спектри імпедансу  вуглецевиих електродів та вуглецю з 

нанокристалами CdS в буферному розчині 0,5SSC, 0,5mM гексацианферрат II 

калію, 0,5mM гексацианферрат III калію з молекулярними оболонками. Імпеданс 

в Омах 
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 цим існує деяка різниця між спектрами імпедансу одразу після імобілізації 

та спектрами після кількаденних вимірювань, кількох циклів заморожування-

розморожування і дегібризації. 

Імпедансні залежності ImZ(F) - ReZ(F) в низькочастотній області для 

електродів з нанокристалами CCdS3 (сфалерит), CCdS6( вюрцит) різної 

морфології дуже близькі, такожяк і зміни в результаті формування молекулярних 

оболонок олігонуклеотидів. 

 Для з’ясування впливу окислювально-відновлювальних компонентів на 

зміну спектрів імпедансу електродів були вимірені спектри імпедансу в 

буферному розчині 0,5SSC, 0,5mM гексацианферрат II калію, 0,5mM 

гексацианферрат III калію. Спектри імпедансу для електродів з нанокристалами 

представлено на рисунку 5.1.7. 

Окислювально-відновлювальна реакція іонів заліза II та III за участю електрона з 

поверхні напівпровідника на 2 порядки збільшує величину обмінного струму та 

впливає на спектр імпедансу і його зміни в результаті формування молекулярних 

оболонок:  

1) імпеданс вуглецевого електрода якісно не змінився; 

2) уявна частина імпедансу електродів з нанокристалами CdS  

зменшилася на порядок, а дійсна  в 2 рази ;  

3) в спектрі імпедансу електродів з нанокристалами з’являються ознаки 

характерних перегинів ( напівколо) на високих частотах; 

4) імпеданс на частотах близько 100КГц носить індуктивний характер,  

5) формування молекулярної оболонки Р1 призводить до зсуву 

залежностей ImZ(F) - ReZ(F)  на величину 11Ом/1нМ. в низькочастотній області 

Таким чином, введення в електроліт компонентів окислювально-

відновлювальної пари суттєво змінює спектри імпедансу. Тому випадкове 

потрапляння окислювально- відновлювальних компонентів в електроліт з проби 

може суттєво вплинути на результати роботи сенсорного приладу 
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5.2 Властивості електродів  з наноструктурованого оксиду титану 

 

В якості електродів були використані смужки фольги титану після різної 

обробки поверхні: термічно оксидований  Ti, плазмово оксидований  Ti, та 

електрохімічно наноструктурований Ti. Всі виміри потенціалів проведено за три – 

та дво-електродною схемою по відношенню до платинового електрода за 

допомогою приладу універсального потенціостата-імпедіометра Е7-20.  

На рисунку 5.2.1 порівнюються вольт-амперні характеристики (ВАХ) 

електродів на основі титану в електроліті 250 мМ калій-дігідрофосфатного та SSC 

буферних розчинів.  ВАХ типові для металевих електродів в електроліті- містять 

типову діодну характеристику як в катодній так і в анодній гілці. Область ВАХ 0-

1,5В визначається будовою подвійного електричного шару на межі 

напівпровадник-електроліт та процесами переносу з участю сорбованих 

олігонуклеотидів і є об’єктом наших досліджень. Зміна ВАХ в результаті 

формування молекулярних оболонок на поверхні електродів незначна і не може 

бути використана ефективно для сенсорних вимірів. Струм обміну в області 0-2В 

визначається однією окислювально-відновлювальною реакцією на межі 

напівпровідник-електроліт, яка забезпечується зустрічним транспортом катионів 

та аніонів і переносом електрона з напівпровідника. Про це свідчить відсутність 

кількох максимумів у ВАХ в діапазоні 0-2В та експоненційний спад струму . 

Низька густина струму визначається як концентрацією окислювально-

відновлювальних компонентів в електроліті, які в даному експерименті 

спеціально в склад електроліту не були введені, так і низькою густиною заселених 

станів в зоні провідності напівпровідника (в нашому випадку n-типу).  

Вибор потенціала зміщення по відношенню до платинового електрода, при 

котрому електроди з наноструктурованного оксида титана будуть ефективно 

використані , є важливим моментом дослідження. Для цього можна зробити 

оцінку потенціалів зміщення, при котрих відбувається виродження 

напівпровідника. Анодне зміщення дає інформацію про край зони провідності, а 

катодне - про енергетичне положення валентної зони. Вольт-ємністні 

характеристики, наведені на рисунку 5.2..2, надають таку інформацію. 
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Рисунок 5.2.1 -Вольт-амперні характеристики (ВАХ) електродів на основі титану 

в електролітах 250 мМ калій-дігідрофосфатного  та 0,5 SSC буферних розчинів: 

TiО2 термічно оксидованого-а; наноструктурованого Tinan1-б;  

наноструктурованого Tinan2-в.  

Ємність системи невироджений напівпровідник-електроліт обмежується ємністю 
напівпровідника завдяки невеликій густині зарядів у порівнянні з металами та 
відповідно великій протяжності області об’ємного заряду. При вироджені 
напівпровідника в результаті зміщення густина заповнених станів зони 
провідності суттєво зростає. Перенос електрона саме з цих станів забезпечує 
протікання реакції окислення-відновлення на межі з електролітом. Тому при 
вироджені напівпровідника ємність системи напівпровідник-електроліт зростає, а 
величина обмінного струму суттєво збільшується. Аналогічний процес 
відбувається при вироджені валентної зони- збільшується ймовірність переносу 
електрону на напівпровідник в процесі відновлення, ємність і струм обміну 
зростають. 
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Рисунок 5.2..2 - Залежність ємності напівпровідникових електродів в електроліті 

0,25М KDP від потенціала зміщення платинового електрода. Напівпровідниковий 

електрод вважається заземленим. Наведено дані, вимірені при різних частотах 

збудження. 

На рисунку 5.2..2 для оксиду титану ТіО2 можна ідентифікувати потенціали 

зміщення, які відповідають виродженню напівпровідника. Виродження зони 

провідності виникає при анодному зміщенні 0,7В, а виродження валентної зони – 

при катодному 2,1В. Різниця цих потенціалів 2,8В добре відповідає відомій 

оптичній ширині забороненої зони анатаза 3,0 еВ. Потенціал зміщення 

наноструктурованого оксида титана, при котрому різко зростає ємність, становить 

1,25В. Це свідчить про інше положення краю зони провідності 

наноструктурованого оксида титану у порівнянні з термічним оксидом титану. 

Зона провідності лежить вище на 550мВ. Ця різниця якісно добре відповідає 

результатам вимірювання ЕРС напівпровідникових електродів по відношенню до 

платинового електрода, представленими в таблиці 5.2.1.  

Контактна кізниця потенціалів подібних матеріалів визначається 
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положенням рівнів Фермі напівпровідників та стрибків потенціалу на межі 

напівпровідник-електроліт. Стрибок потенціалу на межі напівпровідник-

електроліт  визначається зарядженими станами на поверхні напівпровідника , їх 

положенням відносно рівняФермі та здатністю вступати в хімічні реакції з 

електролітом. З впростого вимірювання контактної різниці потенціалів 

неможливо виокремити ці явища. Але можна зробити висновок , що 

експериментальні дані свідчать про якісну різницю  енергетичної схеми 

наноструктурованого оксида титану у порівнянні з діоксидом. З рисунку 5.2..2 та 

таблиці 5.2.1 можна зрбити висновок, що наноструктурований оксид титану має 

роботу виходу приблизно на 0,5 В менше за ТіО2. Матеріали Tinan1  та Tinan2, які 

відповідають глибині наноколодязів на поверхні 0,5мкм та 10мкм і різному часу 

анодної обробки в безводному електроліті, також дещо різняться. Найменшу 

роботу виходу має Tinan1. Якісно така ж закономірність спостерігається і в 

електроліті 0,5xSSC, про що свідчать дані таблиці 5.2.2. 

  Наступні виміри імпедансу проводили із зміщенням 1,3В, тобто в умовах 

виродження наноструктурованого оксиду титану. 

Таблиця 5.2.1-Різниця потенціалів напівпровідникових електродів, 

виготовлених різними технологічними способами, по відношенню до платинового 

електроду в електроліті 0,25М KDP . 

Потенціал Pt, В Потенціал TiO2term, В  Потенціал Tinan1,В Потенціал Tinan2,В  
0 -350mV   
0  -765mV  
0   -454mV 

Таблиця 5.2.2-Різниця потенціалів напівпровідникових електродів, 

виготовлених різними технологічними способами, по відношенню до платинового 

електроду в електроліті 0,5xSSC 

Потенціал Pt, В Потенціал TiO2term, В  Потенціал Tinan1,В  Потенціал Tinan2,В  
0 -425mV   
0  -694mV  
0   -399mV 
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Рисунок 5.2.3-Зміна спектрів імпедансу (діапазон 0,1-300кГц) в результаті 

іммобілізації олігонуклеотида modPh в електроліті 0,25М KDP на електродах : 

TiО2 термічно оксидованого-а;  наноструктурованого Tinan1-б;  

наноструктурованого Tinan2-в. 
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На рисунку 5.2..3 порівнюються зміни імпедансу (діапазон 300кГц, окремі 

виміри до 1МГц) в результаті іммобілізації олігонуклеотида modPh і хемосорбції 

MCH в електроліті KDP згідно протоколу досліджень на титанових електродах . 

Обробка титанових електродів в розчині modPh призводить до зсуву 

імпедансних характеристик ImZ(ReZ)  паралельно за віссю ReZ на 14Ом для TiО2, 

25Ом для Tinan1 і 45Ом для Tinan2. Достатньо щільна оболонка modPh 

формується при обробці в розчині 1мкМ modPh ( див. рисунок 5.2.3). Зменшенн 

струму обміну в електроліті 0,25М KDP в результаті формування імобілізованого 

шару становить приблизно 20%. 

Імпедансні характеристики ImZ(ReZ) електродів з молекулярними шарами 

на поверхні для електроліту 0,5xSSC  , представлені на рисунку 5.2.4, помітно 

відрізняються нахилом від характеристик відповідних електродів без 

молекулярних шарів.   В електроліті 0,5xSSC  реєструється приблизно таке ж 

зменшення обмінного струму на 10-20%. Похідна d(ImZ)/d(ReZ) в області частот 

300-700Гц становить відповідно -0,209 та -0,127 для Tinan1 і -0,214 та -0,152 для 

Tinan2, що помітно більше ніж для TiО2: -0,338 та -0,520 з оболонкою. Як буде 

показано далі, одночасно із зміною нахилу кривих імпедану ImZ(ReZ) змінюється 

і частотна залежність ImZ(F). 

Зміна спектрів імпедансу (діапазон частот 0,1-300кГц) в результаті 

гибридизації олігонуклеотидів Bcr14 та npt на попередньо іммобілізованому  

молекулярному шарі modPh на  титанових електродах в електроліті 0,5SSC 

продемонстрована на рисунку 5.2.5. Зміна спектрів імпедансу  в залежності від 

частоти в результаті гібридизації олігонуклеотиду Р1 на попередньо 

іммобілізованому  молекулярному шарі modPh, олігонуклеотидів Bcr14 та npt на  

титанових електродах в електроліті 0,5SSC  зображена на рисуну 5.2.6. Рисунок 

5.2.7 відповідає нестаціонарній зміні спектру імпедансу під час перехідного 

процесу після введення проби олігонукдеотида Р1. 
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Рисунок 5.2.4-Зміна спектрів імпедансу в результаті формувіння імобілізованого 

шару modPh MCH та наступної гібридизації олігонуклеотиду Р1 на попередньо 

іммобілізованому  молекулярному шарі modPh на  електродах в електроліті 

0,5SSC : TiО2 термічно оксидованого- а; наноструктурованого Tinan1- б; 

наноструктурованого Tinan2- в. 
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Рисунок 5.2.5- Зміна спектрів імпедансу  в результаті гибридизації 

олігонуклеотидів Bcr14 та npt на попередньо іммобілізованому  молекулярному 

шарі modPh на  титанових електродах в електроліті 0,5SSC : Ti термічно 

оксидованого-а; 

 Ti наноструктурованого Tinan2-б. 
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Рисунок 5.2.6 - Зміна спектрів імпедансу  в залежності від частоти в результаті 

гібридизації олігонуклеотиду Р1 на попередньо іммобілізованому  молекулярному 

шарі modPh, олігонуклеотидів Bcr14 та npt на  електродах в електроліті 0,5SSC : 

TiО2 термічно оксидованого- а; наноструктурованого Tinan1- б; 

наноструктурованого Tinan2- в. 
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Рисунок 5.2.7 - Зміна спектрів імпедансу  в залежності від частоти в результаті 

гібридизації олігонуклеотиду Р1 на попередньо іммобілізованому  молекулярному 

шарі modPh під час перехідного процесу після введення проби 10нМ Р1 через час, 

хвилин: Tinan2 modPh 10P1 1 SSC- 5хв; Tinan2 modPh 10P1 2 SSC-10хв;  Tinan2 

modPh 10P1 3 SSC-15хв.  
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5.3 Аналіз механізмів сенсорного відгуку імпедансної спектроскопії з 

наноструктурованими напівпровідниковими електродами  у біоелектролітах 

 

 Важливою особливістю спектрів імпедансу, яка характерна як для 

електродів з нанокристалами CdS, так і для наноструктурованого титану є зміна 

частотної залежності спектрів після формування молекулярних шарів на поверхні. 

З рисунку 5.3.1 видно, що тільки спектр електродів без біооболонки має іншу 

залежність від частоти, ніж F-1/2. Залежність F-1/2 є характерною особливістю 

процесу, обмеженого дифузійно, тобто процесу Варбурга. 

 Аналогічні зміни характерні і для електродів з нанокристалами  CdS, 

представленими на рисунку 5.3.2 у подвійному логарифмічному масштабі. 

 У одновимірних моделях транспорту, обмеженого дифузійно, нахил 

спектрів імпедансу є пропорційним (Dc)-1/2 (D –коефіцієнт дифузії, а c-

концентрація компонента окислювально-відновлювальної реакції на поверхні). 

Тобто, зміна характера залежності від частоти означає зміну механізму 

обмежувальної стадії. Зміна нахилу лінії в залежності від F-1/2 пов’язана із зміною 

коефіцієнта дифузії компонетів реакції. 

Зміна коефіцієнту дифузії відбуається внаслідок формування двовимірної 

молекулярної острівцевої структури з імобілізованих молекул на поверхні 

напівпровідника. Ковалентно зв’язані чи адсорбовані органічні молекули мають 

гідратну оболонку, яка утруднює транспорт поблизу поверхні. Імобілізація 

молекулярного шару на поверхні з густиною 1013см2  призводить до формування 

острівцевої молекулярної структури на поверхні. Олігонуклеотиди   modPh, Р1 , 

BCRex14, npt02 в розчині іонізовані по одному від’ємному заряду на одну 

фосфатну групу, тобто -24е на молекулу олігонуклеотиду Р1. Цей заряд 

компенсується об’ємним зарядом катіонів в двовимірному дифузному шарі 

навколо імобілізованих  на поверхні центрів. Для використаних концентрацій 

електроліту характерна кінетична довжина екранування Стокса-Енштейна 

становить 0,2нМ, а дебаєвський радіус - близько 0,24нм. 
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Рисунок 5.3.1-Спектри імпедансу біофункціоналізованих електродів з 

наноструктурованого титану в залежності від F-1/2. 
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Рисунок 5.3.2- Спектри імпедансу  біофункціоналізованих електродів з 

нанокристалами CdS в подвійному логарифмічному масштабі. 

 

Якісно процес описується в межах підходу Фрумкіна- Дамаскіна [147 ] до 

хемосорбції органічних сполук на поверхні. Деталі процесів можна описати 

якісно наступним чином.  
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концентрації в об’ємі електроліту та приповерхневої концентрації. 

Олігонуклеотиди  modPh, Р1 , Bcr14, npt в розчині іонізовані по одному 

від’ємному заряду на одну фосфатну групу, тобто -24е на молекулу 

олігонуклеотиду Р1. 

 

Рисунок 5.3.3 Схема формування обмінного струму на межі напівпровідник-

електроліт. Кола схематично позначають активні центри на повехні 

напівпровідника, де відбувається перенос електрона і протікає окислювально-

відновлювальна реакція. Стрілки позначають напрямок транспорту компонентів 

окислювально-відновлювальної реакції . Пояснення в тексті. 

  

Іммобілізація  на поверхні напівпровідника , рисунок 5.3.4, відбувається за 

рахунок реакції ковалентного приєднання через тіольну термінальну групу. 

Реакція є енергетично вигідною. Перехідний процес виникє під час формуваннія 

потоку тіолованих олігонуклеотидів до поверхні гібридизованих олігонуклеотидів 

, а також обмежується сорбованими на поверхні молекулами. На рівні аналізу 

фізичного сигналу складно відрізнити повністю та частково гібридизовані центри 

, а також сорбовані молекули. Селективність забезпечується на хімічному рівні за 

рахунок умов вибору реакції та створення умов для десорбції нековалентно 

зв’язаних молекул. 

і  викликає дифузійну ЕРС. Дифузійна ЕРС зменшується з насиченням 
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поверхні  адсорбованими або імобілізованими молекулами. Одночасно 

зменшується кількість центрів на поверхні, де протікає окислювально-

відновлювальна  хімічна реакція. Струм обміну зменшується.  

В результаті часткового заповнення поверхні імобілізованими групами з 

концентрацією порядка 1012 см2 обмінний струм формується за участю меншої 

кількості поверхневих центрів, оскільки частина поверхні тіольована  та 

заблокована modPh. Другим обмежувальним фактором є транспорт компонентів 

окислювально-відновлювальної  хімічної реакції. Він стає дифузійно обмеженим 

внаслідок участі гідратних поляризованих оболонок навколо іммобілізованого 

modPh. Цим пояснюється різна частотна залежність імпедансів до і після 

іммобілізації. Після іммобілізації частотна залежність імпедансу стає 

характерною для моделі Варбурга з залежністю F-1/2 , тобто дифузійно 

обмеженого транспорту. 

Адсорбція на поверхні і гібридизація є енергетично вигідними процесами 

(риунок 5.3.3). Перехідний процес  при введенні проби супроводжується 

виникненням дифузійної ерс, сорбцією частини олігонуклеотидів на поверхні , 

зменшенням концентрації центрів окислювально-відновлювальної  хімічної 

реакції на поверхні, зменшенням обмінного струму та  гібридизації частини 

іммобілізованих олігонуклеотидів. 

В стаціонарному стані обмежувальним фактором є транспорт компонентів 

окислювально-відновлювальної  хімічної реакції. Транспорт є дифузійно 

обмеженим внаслідок участі гідратних поляризованих оболонок навколо 

іммобілізованого modPh . 
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Рисунок 5.3.4- Схема формування іонно- молекулярного шару та обмінного 

струму на межі напівпровідник-електроліт в процесі іммобілізації 

олігонуклеотида modPh. 

 

Рисунок 5.3.5 -Схема формування іонно- молекулярного шару та обмінного 

струму на межі напівпровідник-електроліт в процесі гібридизації modPh-Р1 та 

сорбції на поверхню. 

 

Якісні зміни частотної залежності імпедансу відбуваються при переході від 
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стану рисунок 5.3.3 до стану рисунок 5.3.5. В дійсній частині імпедансу яскраво 

проявляються нестаціонарні зсуви кривих від  2 Ом  до 7 Ом під час перехідних 

процесів, які можна пояснити виникненням дифузійної ЕРС. 

Корисний сенсорний сигнал можна побудувати на аналізі варіації імпедансу 

під час перехідного процесу після введкння проби, а таож стаціонарного 

імпедансу. Перехідна варіація імпедансу, яку можна пояснити виникненням 

дифузійної ерс і , отже, пропорційна  lg(C/C0) - співвідношенню концентрації 

олігонуклеотидів в об’ємі тав електроліті поблизу поверхні. Варіація може бути 

проінтегрована за часом для обчислення кількості аніонів, які продифундували до 

поверхні напівпровідника і прийняли участь у формуванні молекулярної 

оболонки.  Імпеданс в стаціонарному стані визначається струмом обміну, який 

обмежений покриттям поверхні молекулярною оболонкою та транспортом 

компонентів.   

Чутливість методу пропорційна ΔR/R  (ΔR  -варіація опору при 

неконтрольованій зміні умов вимірювань, R –значення опору ) залежить від якості 

стабілізації температури, оскільки всі кінетичні процеси є термоактиваційними. В 

наших вимірах типова варіація  імпедансу з температурою становила 2 Ом/С. 

Стаціонарна зміна  дійсної частини в результаті введенні проби Р1 в концентрації 

1нМ становила приблизно 10Ом. Оцінка чутливості при стабілізації температури 

0,1С – 0,2нМ. Виміри імпедансу з титановими наноструктурованими електродами  

є інформативними в діапазоні 500Гц-10КГц. 

Чутливість стаціонарного методу буде зростати із збільшенням струму 

обміну (в межах відсутності деградації інших компонентів системи). Одночасно з 

цим чутливість перехідної варіації імпедансу буде знижуватися. 

В наших експериментах із використанням наноструктурованого титану 

принципово важливим  є протікання реації ковалентного приєднаня через тіольну 

групу, на відміну від адсорбції н поверхні термічного оксиду титану. На 

електродах з наноструктурованого титану варіація імпедансу якісно не 

змінювалася із зміною глибини нанотубок 0,5-10мкм, діаметру 20-40нм, що 

можна пояснити низьким значенням коефіцієнту дифузії олігонуклеотидів     -    

нижче 10-7см2 с-1. Селективність сенсора реалізується на хімічному рівні за 
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рахунок селективності реакції гібридизації. Ймовірність часткової гібридизації та 

адсорбції може бути зменшена підвищенням температури електроліту, 

додатковою промивкою поверхні сенсора в умовах десорбції. Принципово 

важливо те , що ці оптимальні умови забезпечення селективного відгуку  є 

індивідуальними для кожного олігонуклеотида - мішені. 

Проблемою дослідження і використання сенсорів такого типу є відсутність 

теорії, що описує імпеданс складної системи напівпровідник- електроліт- 

заряджені молекулярні шари густиною  від 1012 до 1014см2 у двовимірному 

представленні, що принципово важливо для врахування екранування заряженої 

ДНК та обмеження транспорту поблизу межі напівпровідник-електроліт. 

Побудова моделі ускладнюється необхідністю усереднення кінетичних процесів 

за поверхнею складної морфології. У вимірених спектрах імпедансу відсутні 

характерні особливості у високочастотній частині у вигляді напівкола, що вказує 

на низьку ефективність використання методу еквівалентних схем , широко 

поширеного для систем з розробленими моделями.  

Інша проблема полягає у відсутності розроблених уявлень щодо механізму 

процесу переносу електрону з досліджених напівпровідників до окислювально-

відновлювальних центрів на поверхні. Адже саме цей процес може бути 

лімітуючою стадією протікання окислювально- відговлювальної реакції на 

поверхні.  
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6 Розробка лабораторного прототипу сенсорного пристрою для 

реєстрації гібридизаційних взаємодій та визначення послідовностей 

нуклеїнових кислот в умовах гібридизації-дегібридизації 

 

6 .1 Розробка лабораторного прототипу сенсорного пристрою для 

реєстрації гібридизаційних взаємодій 

 

Особливості використання спектрів імпедансу для діагностики 

процесів іммобілізації та гібридизації олігонуклеотидів на поверхні 

наноструктурованих напівпровідникових електродів вимагають реалізації 

наступних задач. 

Термостабілізація електродів і електроліту покращує відтворюваність 

результатів, оскільки температура входить у вирази для імпедансу у вигляді 

експоненційних множників. В короткі терміни реалізації проєкту можливо 

реалізувати відтворюваність термостабілізації комірки 0,1С в інтервалі 

температур від 30°С до 95°С. 

Крім того, використання концентрованого розчину сечовини для 

регенерації іммобілізованого на поверхні електродів олігонуклеотида-зонда 

спричиняє прискорену деградацію електродів і є суттєвим фактором, що 

погіршує відтворюваність методу. Використання агресивних розчинів для 

дегібридизації (зокрема 8М розчин сечовини), які зазвичай використовують у 

молекулярно-біологічних дослідженнях, призводить до руйнування шару 6-

меркапто-1-гексанолу, який використовували для блокування поверхні 

електродів і зменшення імовірності неспеціфічного зв’язування аналізованих 

послідовностей нуклеїнових кислот з поверхнею електрода. Використання ж 

підвищених температур також може виявитися простим ефективним 

рішенням для регенерації поверхні модифікованих електродів як 

альтернатива хімічній дегібридизації та забезпечити можливість їх 

багаторазового використання.  

Крім того, проведення аналізу за підвищеної температури може 

підвищити селективність аналізу при гібридизації комплементарних молекул 
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порівняно до частково-комплементарних та некомплементарних. 

Температура дослідження, дещо вища за температуру «плавлення» частково 

комплементарної пари олігонуклеотидів, але нижча за температуру 

плавлення комплементарної пари, може забезпечити умови для селективної 

гібридизації.  

Крім того, використання такого підходу сприятиме розв’язанню однієї 

з основних проблем у галузі розробки ДНК-сенсорів (див. розділ 1), а саме, 

можливості їх застосування для аналізу комплементарних послідовностей 

нуклеїнових кислот у реальних зразках. Так, ситуація зі зв’язуванням 

комплементарного та некомплементарного олігонуклеотидів в модельній 

системі зображена на рисунку 6.1.1 (а). Проте, при аналізі реальних зразків 

можуть виникати наступні проблеми, що схематично зображені 

на рисунку 6 .1.1 (б-д).  

 

Рисунок 6 .1.1 - Гібридизація комплементарних та некомплементарних 

олігонуклеотидів в модельній системі (а) та реальних зразках (б–д) [38] 

 

Зокрема: 

1) послідовність-мішень може бути присутньою у зразку, проте інші 
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його компоненти зразку блокують поверхню електроду, що призводить до 

хибно-негативного результату (рисунок  6.1.1, б); 

2) компоненти матриксу можуть зв’язуватись за рахунок 

перехресної гібридизації або неспецифічно. Якщо це неспецифічне 

зв’язування стійке до відмивки, виникають хибно-позиивні результати 

(рисунок  6.1..1, в); 

3) гібридизація може відбуватись нормально, проте компоненти 

матриксу блокують формування електроактивного сигналу (рисунок 6.1.1 (г); 

4) у випадку роботи з РНК послідовність-мішень може 

розщеплюватись ферментами, присутніми у зразку (Рисунок 6 .1 .1 (д); 

Мінімальний об’єм проточної електрохімічної комірки важливий як 

для мінімізації витрат дороговартісних біологічних реактивів, так і для 

зменшення часу перехідних процесів тепловоїі дифузійної природи. 

Конструкція проточної комірки також може забезпечити фіксоване взаємне 

положення електродів в електроліті, важливе для відтворюваності 

результатів. Для високочастотних вимірювань важливим також є 

використання чотиризондової схеми для вимірювання імпедансу. Сучасні 

вимірювальні прилади використовують функцію калібрування і компенсації 

впливу кабелів. Для ефективного використання цієї функції необхідне 

оптимальне просторове розташування електрохімічних електродів, кабелів та 

входів приладу, що має бути враховане в конструкції вимірювальної 

електрохімічної комірки та її розташування по відношенню до фізичних 

входів вимірювального приладу. 

Принципова схема прототипу сенсорного приладу (Рисунок 6.1.2) 

демонструє як реалізуються функції термостабілізації розчинів та комірки, 

терморегулювання, стабільної прокачки буферних розчинів через об’єм 

комірки, забезпечення стабільних електричних сигналів при вимірюваннях 

імпедансу в діапазоні частот до 10 МГц та ряду потенціостатичних 

досліджень. 
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Рисунок  6 .1.2 - Принципова схема прототипу сенсорного приладу: 1 -

терморегулятор, 2 - перистальтичний мікронасос з ємністями для буферних 

розчинів, 3 - сенсорна проточна електрохіміна комірка об'ємом 200 мкл, 4 - 

термостатована вхідна трубка, 5 - вихідна трубка, 6 - термостат, 7 - робочий 

електрод, 8 - допоміжний електрод, 9 - електронний коммутатор МЕА rack, 

10 - універсальний потенціостат Voltalab 80, 11 - штатив , 12 - аналізатор 

імпедансу ISX-3 , К - комп’ютер 

 

Низька вартість та проста конструкція проточної електрохімічної 

комірки визначають можливість практичного використання в лабораторних 

умовах навіть за умов утилізації після проведення одного дослідження. 

Конструкція проточної електрохімічної комірки наведена на рисунку 

6.1..2. Пластини 1 та 5, які забезпечують термостатування та є основними 

жорсткими конструктивними елементами виготовляли з теплостійкого 

полікарбонату. Деталі 2, 3, 4 виготовляли  з силіконової пластини з 
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двостороннім клеєвим покриттям, стійким до водних розчинів. Для відводу 

повітряних бульбашок з об’єму проочної комірки вхідна мікротрубочка 12, 

занурена до контакту з пластиною 5, тоді як вихідний отвір трубки 11 

розташовується всередині пластини 1 у верхній частині комірки. 

Мікротрубочки 11 та 12 герметизували у отворах пластини 1 за допомогою 

силіконового герметика. Проточна електрохімічна комірка встановлена на 

тепловий контакт з пластиною термостата та теплоізольована від оточуючого 

середовища за допомогою листа пінополіетилену. 

Діаметр проточного об’єму становив 8 мм, висота - 2,5мм. Об’єм 

комірки не перевищував 200 мкл. Відстань між електродами визначається 

товщиною пластини 3, яка виготовляється з жорсткого силікону. В наших 

експериментах відстань між електродами становила 1мм.  

Допоміжний електрод виготовляли з платинового дроту діаметром 

0,5мм. Такий електод забезпечує відведення струму до 10мА, тоді як в 

умовах експерименту струм не перевищував 2мкА. 

Деталі конструктивних рішень представлені на рисунках 5.2.3 та 5.2.4. 

Терморегулятор виготовлено в Інституті фізики напівпровідників 

НАН України на основі плати мікропроцесорного двопорогового регулятора 

TR-2out з цифровим датчиком температури DS18b20 (компанія – розробник 

USAV, Київ). Потужність нагрівачів термостата складає 40Вт. Точність 

стабілізації температури в умовах прокачки електроліту через термостат 

складає ±0,1°С в діапазоні 30-95°С. В термостаті передбачено розміщення до 

трьох прототочних комірок та  попереднє термостатування рочину, що 

подається насосом в комірку.  

Вимірювальні електроди комірок підключаються до електронного 

коммутатору МЕА rack за допомогою інтерфейсного адаптера. 



 89

 

 

Рисунок 6.1..3 - Схема конструктивних елементів проточної 

електрохімічної комірки сенсору ДНК: а - схема, б - фотозображення, в - 

комірка з мікротрубочками, 1 - верхня пластина з отворами для 

мікротрубочок; 2, 3, 4 - ізоляційні прокладки з отворами; 5 - нижняя 

термостатована пластина комірки; 6, 7, 8 - отвори у силіконових пластинах, 

які обмежують об'єм комірки; 9 - додатковий електрод; 10 - вимірювальний 

напівпровідниковий електрод з мономолекулярним шаром однониткового 

ДНК; 11 - вихідна та 12 - вхідна мікротрубочки прокачки біоелектроліту 

через комірку 
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б 
Рисунок 6.1..4 - Фотозображення прототипу сенсорного приладу: а - 

загальний вигляд, б - термостат з електрохімічними комірками, 1 -

терморегулятор, 2 - перистальтичний мікронасос з ємностями для буферних 

розчинів, 3 - сенсорна проточна електрохіміна комірка об'ємом 200мкл, 4 - 

термостатована вхідна трубка, 5 - вихідна трубка, 6 - термостат, 7 - робочий 

електрод, 8 - допоміжний електрод, 9 - електронний коммутатор МЕА rack, 

10 - універсальний потенціостат Voltalab 80, 11 -  штатив, 12 - аналізатор 

імпедансу ISX-3. 
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Відтворюваніть даних була досліджена шляхом багатократного 

вимірювання спектрів імпедансу для характерного стану електроду з 

кристалами CdS – після першої іммобілізації, в буферному електроліті 

0,5×SSC при температурі 59,6°С (таблиця 6.1.1). Вибраковка спектрів не 

проводилася. 

 

Таблиця 6.1..1 - Статистичні характеристики відтворення спектрів імпедансу 

Серія 

вимір

ю-вань 

Кіль-

кість 

частот в 

спектрі 

Кількість 

повторних 

вимірів 

спектру 

Середньокв

адра-тичне 

значення 

відхилення  

 Re Z, Ом 

Середньокв

адра-тичне  

значення 

відхилення   

ImZ, Ом 

Протя-  

гом 2 

год. 

1124 18 0,048 0,032 

Протя-

гом 2 

діб  

 

1124 36 0,78 0,20 

 

Результати статистичного аналізу (таблиця 6.1.1) свідчать, що можна 

проводити виділення двох станів комірки при порівнянні даних, одержаних 

протягом двох діб. Зміну в даних можна пояснити десорбцією з поверхні в 

результаті багатократної промивки буферним розчином, зміною 

індуктивності та ємності кабелів в результаті маніпуляцій з електричними 

виводами комірки. Типові середньоквадратичні відхилення даних 

представлені в першому рядку таблиці 6.1..1. 
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6.2 Дослідження імпедансу  з  електродами  CdS в умовах гібридизації-

дегібридизації за допомогою лабораторного прототипу сенсорного пристрою 

 

Для визначення оптимальної температури проведення дослідження з 

гібридизації та дегібридизації досліджуваних комлементарних та 

некомплементарних олігонуклетидів, за допомогою сервісу DINA Melt були 

проаналізовані умови утворення гібридизаційних комплексів 

іммобілізованого на поверхні електродів олігонуклеотида-зонда mod-Ph з 

відповідними таргетними послідовностями (Р1, Bcrex14, npt02). Показано, що 

оптимальною температурою гібридизації пари mod-Ph – P1 за умов 

проведення експерименту (0,5хSSC), є температура 59,5°С, тоді як частково-

комплементарний олігонуклеотид Bcrex14 здатен гібридизуватись з 

іммобілізованим зондом при температурі 47,6°С, а некомплементарний 

олігонуклеотид npt02 здатен утворювати неспецифічні комплекси з mod-Ph 

при температурі 29,9°С. 

Таким чином, для проведення експерименту була обрана температура 

56,5±0,1°С, за якої буде спостерігатись найменший рівень неспецифічного 

зв’язуваня, адже ця температура вище за температуру плавлення комплексу 

modPh-Bcrex14, але нижче від температури плавлення modPh-P1. При цьому, 

підвищення температури до 66,6°С забезпечить (згідно даних DINA Melt) 

плавлення подвійної спіралі, що утворилась при взаємодії mod-Ph та Р1 і 

повну дегібридизацію як комплексу mod-Ph з Р1, так і комплексів mod-Ph з 

некомплементарними та частково комплементарними послідовностями 

нуклеїнових кислот, які можуть бути потенційними інтерферентами при 

аналізі. Передбачалось, що проведення ексерименту при температурі 66,6°С 

забезпечить успішну регенерацію іммобілізованого mod-Ph та подальшого 

багаторазового використання пропонованого сенсорного пристрою.  

Спектри імпедансу комірки з кристаллами CdS в процесі іммобілізації 

(рисунок 6.2 .1) демонструють три характерні стани електрохімічної комірки: 

до іммобілізації, після іммобілізації mod-Ph та після інкубації 6-меркапто-1-

гексанолу.  
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Рисунок 6.2 .1 – Спектри імпедансу мікропроточної термостатованої 

комірки з кристаллами CdS в процесі іммобілізації , 250мМ К-фосфатний 

буфер, температура 34°С. Час інкубації наведено біля маркерів спектрів. 

Спектри дійсної частини імпедансу промарковані повністю зафарбованим 

позначками, а уявної – відповідними напівзафарбованими 

 

Стани відрізняються залежністю від частоти та значенням 

горизонтальної асимптоти дійсної частини на високих частотах. 

Аналогічну зміну характерних рис спектрів імпедансу, виміряних в 

буферному розчині 0,5хSSC після гібридизації modPh - Р1 при різних 

концентраціях Р1 та промивки, можна спостерігати на рисунку 6.2 .2. 

Частотна залежність спектру до іммобілізації якісно відрізняється від всіх 
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іншіх спектрів. Зміна мінімуму дійсної частини спектрів імпедансу 

систематично корелює із зростанням концентрації Р1. Спектри імпедансу, які 

відповідають найнижчим концентраціям Р1, дослідженим в цьому 

експерименті, 1пМ та 0,1нМ цілком відрізняються кількісно від спектру після 

іммобілізації. 
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Рисунок  6.2 .2 - Спектри імпедансу мікропроточної термостатованої комірки 

з кристаллами CdS в процесі гібридизації олігонуклеотиду Р1 в 

концентраціях 10пМ-10нМ. Буферний розчин 0,5хSSC, температура 59,6°С, 

час інкубації 12 хвилин, промивка буферним розчином після кожної 

інкубації. Концентрацію Р1 наведено біля маркерів спектрів. Спектри дійсної 

частини імпедансу промарковані повністю зафарбованим позначками, уявної 

– відповідними напівзафарбованими 

 

Кінетика спектрів імпедансу під час інкубації розчином 1нМ Р1 в 

0,5хSSC представлена на рисунку 6.2 .3. Спектр здійснює немонотонну 

еволюцію під час інкубації наномолярним розчином Р1. Помітні зміни 

реєструються через 15 сек. після початку інкубації (час виміру спектру 
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15сек). Промивка буферним розчином після інкубації призводить до суттєвої 

зміни асимпторичного значення дійсної частини на високих частотах у 

порівнянні з вимірами в присутності 0,1 нМ або 1нМ Р1.  
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Рисунок 6.2 3 - Імпеданс мікропроточної термостатованої комірки з 

кристалами CdS в процесі гібридизації олігонуклеотиду Р1 в концентрації 

1нМ. Буферний розчин 0,5хSSC, температура 59,6°С. Час інкубації Р1 

наведено біля маркерів спектрів в хвилинах 

 

Спектри імпедансу (рисунок 6.2 4) після інкубації в розчині npt02 

якісно відрізняються від спектрів з Р1 та BCRex14 залежністю дійсної та 

уявної частини від частоти. Аналіз залежності дійсної частини імпедансу від 

частоти може бути використаний для оцінки ступеню комплементарності 

олігонуклеотидів поряд з кількісними значеннями асимптоти дійсної частини 

. 
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Рисунок 6.2 .4 - Спектри імпедансу електроду з CdS, модифікованого 

олігонуклеотидом modPh, після інкубації в розчинах P1, частково 

комплементарного олігонуклеотида BCRex14 (BCR) та некомплементарного 

npt02 (NPT) в концентрації 10нМ , після дегібридизації в 8М розчині 

сечовини (послідовно dH1- після інкубації у 100нМ Р1, dhibr2- після інкубації 

з 10нМ npt02, dhibr3 -  після інкубації з 10нМ Bcrex14). Буферний розчин 

0,5хSSC, температура 59,6°С 

 

Зміни спектрів імпедансу при інкубації в розчинах частково 

комплементарного олігонуклеотида Bcrex14 (скорочено позначений як BCR) 

та некомплементарного npt (скорочено позначений як NPT) в концентрації 

10нМ та після дегібридизації в 8М розчині сечовини (рисунок 6.2 .5) 

демонструють  значні зміни після дегібридизації концентрованим розчином 

сечовини. Асимптотичні значення дійсних частин у високочастотній області 

(рисунок 6.2 .4) після обробки сечовиною суттєво відрізняються. Це може 

свідчити про часткове руйнування нанокристалів CdS розчином сечовини.  

Тому були проведені експерименти з використання відомого явища 

дегібридизації або «плавлення» гібридизованих олігонуклеотидів при 

підвищеній температурі. Значення температури дегібридизації 75°С було 
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обрано вище за температуру плавлення всіх використаних в експериментах 

олігонуклеотидів.  
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Рисунок 6.2 .5 - Зміни імпедансу в результаті взаємодії 

іммобілізованого олігонуклеотида mod-Ph у розчинах частково 

комплементарного олігонуклеотида Bcrex14 (BCR) та некомплементарного 

npt02 (NPT) в концентрації 10нМ та після дегібридизації в 8М розчині 

сечовини послідовно dH1- після інкубації з 100нМ Р1, dhibr2- після інкубації 

з 10нМ NPT, dhibr3- після інкубації з 10нМ BCR. Буферний розчин 0,5хSSC, 

температура 59,6°С 

 

Імпеданс електроду з нанокристалами CdS після повторної 

іммобілізації , та кількох циклів інкубації в розчинах Р1-плавлення наведено 

на рисунку 6.2 .6. Для перевірки ефективності використання плавлення при 

температурі 75°С було зроблено порівняльний процес дегібридизації Р1 при 

84°С. Результатати порівнюються на рисунку 6.2 6. Аналіз даних рисунку 

6.2 .6 дозволяє зробити висновки, що дегібридизація плавленням дає кращу 

відтворюваність результатів з електродом CdS у порівнянні з обробкою 8М 
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розчином сечовини. Температура плавлення 75°С - 84°С не призводить до 

руйнування іммобілізованого шару олігонуклеотида-зонда, але дозволяє 

провести ефективну дегібридизацію Р1 і багатократно використовувати 

модифікований шаром mod-Ph 

електрод.
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Рисунок 6.2 6 - Імпеданс електроду з нанокристалами CdS після двох 

циклів гібридизація Р1-дегібридизація плавленням ( 75°С та 84°С) у 

порівнянні з дегібридизацією шляхом обробки розчином 8М сечовини. 

 

Важливі для кількісного аналізу гібридизації асимптотичні значення 

дійсної частини імпедансу на високих частотах після характерних процесів 

іммобілізації, та гібридизації, одержані з даних рисунок 6.2 .1 - рисунок 6.2 .6 

наведені в таблиці 6.2 .1. 
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Таблиця 6.2 .1 - Граничні значення дійсної частини імпедансу на 

високих частотах після характерних процесів іммобілізації, гібридизації та 

дегібридизації 

Маркування експерименту R, Ом 
CdS im2 SSC1nP1 melt75C  w59C 80,53 
CdS im2 SSC59C after IM2 86,56 
CdS im2 SSC59C 1nP1 0 97,6 
CdS im2 SSC59C 1nP1 2 97,7 
CdS im2 SSC59C 1nP1 6 97,92 
CdS im2 SSC59C 1nP1 9 98,06 
CdS im2 SSC59C 1nP1 15 98,64 
CdS im2 SSC59C 1nP1 25 99,06 
CdS im1 SSC59C before IM1 101,23 
CdS im1 SSC59C after IM1 83,49 
CdS im1 SSC59C BCR dH3 urea 253,44 
CdS im1 SSC59C 10nP1 w 161,94 
CdS im1 SSC59C P1 dH1 urea 169,4 
CdS im1 SSC59C dH1 10nNPT w 80,9 
CdS im1 SSC59C NPT dH2 urea  183,29 
CdS im1 SSC59C dH2 10nBCR w 196,66 
CdS im1 SSC59C 100pP1 w 105,3 
CdS im1 SSC59C 10pP1  w 110,23 
CdS im1 SSC59C 1nP1  w 136,55 
CdS im1 SSC59C 10nP1  w 162,88 
CdS im1 SSC59C 01nNPT w 143,76 
CdS im1 SSC59C 1nNPT w 76,62 
CdS im1 SSC59C 10nNPT w 81,13 
CdS im1 SSC59C dH2 1nBCR w 168,84 
CdS im1 SSC59C dH2 01nBCR w 186,36 
CdS im1 KDP34C before im1 56,06 
CdS im1 KDP34C afterMCH w 79,18 
CdS im1 KDP34C modPh 47 w 59,98 
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6.3 Сенсорні характеристики електродів з нанокристалами CdS 
 
Якісний аналіз змін імпедансу в наших експериментах дозволив 

зробити висновок, що величина імпедансу визначається струмом обміну на 

межі електрод-електроліт. Після іммобілізації олігонуклеотиду modPh на 

поверхні електроду струм обміну стає дифузійно - обмеженим. Дифузійне 

обмеження транспорту окислювалього та відновлювального компонентів до 

поверхні пов’язано з молекулярним шаром, який іммобілізовано на поверхні 

електроду. Ефективний опір переносу заряду теорії Варбурга [147] обернено 

пропорційний струму обміну 

0

1
ct

RT
R

F I
     ,    (6.3.1) 

 де Rct – ефективний опір переносу заряду, R- газова постійна, T- 

температура,  F- постійна Фарадея, I0 – струм обміну. 

Якщо припустити, що зміна обмінного струму пов’язана з зміною 

площі електроду, яка доступна для протікання окислювально-

відновлювальної реакції на поверхні, то густину струму можна вважати 

незалежною від покриття поверхні. Таким чином, ми вважаємо, що 

гібридизація призводить до зміни ефективної площі електроду, на якій 

протікає окислювально-відновлювальна реакція і формується струм обміну.  

В такому наближенні ефективний опір переносу заряду теорії 

Варбурга буде обернено пропорційним площі поверхні, вільної від молекул 

іммобілізованого та гібридизованого олігонуклеотидів. 

1
ct

RT
R

F JS
   ,    (6.3.2) 

де J- поверхнева густина обмінного струму, S- площа повехні 

електроду, на якій відбувається окислювально-відновлювальна реакція. 

 Покриття поверхні електроду олігонуклеотидом можна обрахувати як  

відносне зменшення  тієї площі поверхні, де формується струм обміну: 
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1

2

(1 )
RS

S R

    ,    (6.3.3) 

де S - зміна площі поверхні, R1 та R2 - ефективний опір переносу 

заряду в початковому та кінцевому станах  процесу гібридизації. 

Ефективний опір переносу заряду може бути визначений з 

імпедансних характеристик або спектрів імпедансу як високочастотне 

граничне значення дійсної частини [148]. В наших експериментах з 

електродами CdS за спектрими імпедансу однозначно з високою точністю 

визначається високочастотна асимптота дійсної частини імпедансу (таблиця 

5.3.1). Ми пропонуємо проводити інтерпретацію змін високочастотної 

асимптоти дійсної частини експериментально визначеного імпедансу на 

основі ефективного опору переносу заряду теорії Варбурга та формул (2-3). 

Вираз (3) дозволяє просто оцінити зміну покриття поверхні або сенсорний 

відгук  в ряду вимірів з різними концентраціями, де густину обмінного 

струму J можна вважати сталою. Результати оцінки відносного сенсорного 

відгуку, пропорційного покриттю поверхні (3), наведено на рисунку 6.3.1. 

Покриття поверхні Р1 зростає пропорційно логарифму концентрації 

олігонуклеотиду в розчині. Покриття поверхні досягає 0,5 при концентрації 

10нМ. Оскільки точність вимірювань дійсної частини імпедансу ( розділ 5) 

може становити 0,15Ом, то межу визначення Р1 можна оцінити від 1пМ до 

0,1 пМ. 

При температурі розчину 59,6°С покриття поверхні частково 

комплементарним Bcrex14 та некомплементарним npt02 олігонуклеотидами 

має значення на порядок менші від Р1, що демонструє селективність 

визначення комплементарного олігонуклеотиду. 

Логарифмічна залежність сенсорного відгуку від концентрації 

визначається ймовірністю дифузійного зближення комплементарних 

олігонуклеотидів на відстань приблизно 1 нм, коли проявляється 

електростатична взаємодія катіонно-гідратних оболонок, які утримуються 

навколо від’ємно заряженого фосфатного остову.  
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Рисунок 6.3.1 – Сенсорний відгук електроду з нанокристалами CdS, та 

іммобілізованим modPh, після інкубації в розчинах P1, частково 

комплементарного олігонуклеотида Bcrex14 (BCR) та некомплементарного 

олігонуклеотида npt02 (NPT) в залежності від концентрації олігонуклеотидів. 

Час інкубації 12 хвилин, температура 59,6°С, буферний розчин 0,5хSSC. 

 

Таким чином, систематичне вимірювання зміни спектрів імпедансу в 

процесах формування біологічно-функціональних оболонок на поверхні 

електроду з нанокристалами CdS дозволяють визначити ефективний опір 

переносу заряду як високочастотне граничне значення дійсної частини. 

Покриття поверхні електроду як сенсорний відгук обраховане на основі 

експериментальних результатів (рисунок 6.3.1). Сенсорний відгук для Р1 

зростає пропорційно логарифму концентрації олігонуклеотиду в розчині. 

Покриття поверхні досягає 0,5 при концентрації 10нМ. Межу визначення Р1 

оцінено від 0,1пМ до 1пМ в залежності від особливостей методики. 

Селективність визначення комплементарного олігонуклеотиду 

продемонстровано експериментами при температурі розчину 59,6°С: 

покриття поверхні частково комплементарним Bcrex14 та 

некомплементарним npt02 олігонуклеотидами має значення на порядок 

менші від Р1.  
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6.4 Визначення послідовностей нуклеїнових кислот за допомогою 

біофункціоналізованих електродів з наноструктурованого оксиду титану 

 

На Рисунках 6.4.1 (а, б) – 6.4.3 (а, б) зображені частотні залежності 

активної та реактивної частин імпедансу електрохімічної комірки, заповненої 

розчином комплементарного (Рисунок 6.4.1), частково комплементарного 

(Рисунок 6.4.2) та некомплементарного олігонуклеотидів (Рисунок 6.4.3), 

взятих в концентраціях 0,1нМ, 1нМ та 10 нМ. 
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Рис.6.4.1 - Частотні залежності активної (а) та реактивної (б) 

складових повного опору комірки в буферному 0,5хSSC розчині та в 

розчинах комплементарного олігонуклеотиду P1 
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Рис.6.4.2 - Частотні залежності активної (а) та реактивної (б) 

складових повного опору комірки в буферному SSC розчині та в розчинах 

частково комплементарного олігонуклеотиду Bcrex 
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Рис.6.4.3 - Частотні залежності активної (а) та реактивної (б) 

складових повного опору комірки в буферному SSC розчині та в розчинах 

некомплементарного олігонуклеотиду npt02 

 

Як видно з рисунків 6.4.1 - 6.4.3, найбільш помітні зміни імпедансу 

спостерігаються при інкубації електродів в розчинах комплементарного 

олігонуклеотиду Р1. При переході від комплементарного олігонуклеотиду до 

частково комплементарного та некомплементарного олігонуклеотидів видимі 

зміни імпедансу стають менш помітними. 

 

Аналіз частотної залежності імпедансу біофункціоналізованого 

наноструктурованого оксиду титану 

 

Математичний аналіз отриманих імпедансних кривих показав, що 

еквівалентна схема використовуваної електрохімічної комірки в області 

частот від 500Гц до 100 кГц має вигляд, зображений на рисунку 6.2.4, де R - 

опір електроліту між електродами, Cd - ємність подвійного електричного 

шару між електродом та електролітом, Rs - опір переносу заряда, CPE- так 

званий елемент постійної фази, що зазвичай використовується при здійсненні 

опису електрохімічних систем, подібних до застосованих у даному проєкті. 
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Рисунок 6.4.4 - Еквівалентна схема електрохімічної комірки з електродами з 

наноструктурованого титану в області частот від 500Гц до 100 кГц 

 

Отже, виходячи з рисунку 6.2.4, для повного електричного опору Z 

електрохімічної комірки маємо вираз (1): 
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  (елемент постійної фази). 

Відповідно для активної та реактивної частини повного опору комірки 

треба розглядати дійсну та уявну частини виразу (1). Використовуючи (1), 

були чисельно розраховані значення параметрів Rs, α, β, Cd та R для кожної з 

виміряних імпедансних кривих, зображених на рисунках 6.4.1 - 6.4.3. 

Зауважимо, що у всіх випадках вимірювання частотної залежності імпедансу 

комірки значення параметру β практично не змінювалось, та складало 0,75. 

Для чисельних значень інших параметрів еквівалентної схеми були 

виявлені певні кореляції, що відповідають зміні концентрації 

олігонуклеотиду та його типу. Зокрема, на рисинку 6.4.5 помітне слабке 

зменшення розрахованого параметра R з ростом концентрації 

олігонуклеотидів. Зазначимо також на досить великий розкид цього 

параметра по кожній з кривих, який може бути обумовлений в тому числі 
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Cd 

CPE Rs 

Cd 
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зміною відстані між електродами в процесі проведення досліджень (пов’язане 

з промивкою електродів, заміною електроліту в комірці і т.п.). В цілому ж 

говорити про наявність кореляції між типом олігонуклеотида та величиною 

параметра R на даному етапі досліджень не можна. 
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Рисунок 6.4.5 - Відносна зміна опору R в залежності від концентрації 

олігонуклеотида та його типа 

 

Аналогічна ситуація спостерігається щодо параметрів Rs та α 

еквівалентної схеми (Рисунок 6.46, Рисунок 6.4.7). Так само, як і на Рисунку 

6.4.5 відбувається зменшення величин Rs та α з ростом концентрації 

олігонуклеотидів. Кореляції між типом олігонуклеотида та величинами 

параметрів Rs та α не виявлено. 
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Рисунок 6.4.6 - Відносна зміна опору Rs в залежності від концентрації 

олігонуклеотида та його типа. 
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Рисунок 6.4.7 - Відносна зміна параметра α в залежності від концентрації 

олігонуклеотида та його типа 

 

 

При визначені величини ємності подвійного шару Cd виявлені чіткі 

кореляції цього параметра як з концентрацією олігонуклеотида так і з його 

типом (Рисунок 6.4.8). Зокрема, виявлено збільшення величини Cd (з виходом 
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на насичення) з ростом концентрації комплементарного олігонуклеотида Р1. 

З ростом концентрації некомплементарного нуклеотида npt02 велечина 

эмності Сd практично не змінюється (в межах похибки). При збільшенні 

концентрації частково комплементарного олігонуклеотода спостерігається 

слабке збільшення величини Cd. 
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Рисунок 6.4.8 - Відносна зміна ємності Cd в залежності від концентрації 

олігонуклеотида та його типа 

 

Для остаточного висновку про можливість ідентифікації типу 

олігонуклеотида та визначення його концентрації за допомогою 

біофункціалізованих наноструктурованих титанових електродів існує 

необхідність в проведенні додаткових досліджень, спрямованих на оцінку 

відтворюваності отриманих результанів. 
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ВИСНОВКИ ЗА ЧАСТИНОЮ 1 
 
 

1. На основі принципово нових електродів з розвиненою поверхнею 

- нанониткових кристалів CdS та плівок наноструктурованого оксиду титану 

створено експериментальні зразки імпедіометричних гібридизаційних ДНК-

сенсорів для визначення специфічних послідовностей нуклеїнових кислот та 

доведено їхню функціональність для високочутливого та високоселективного 

аналізу цільових аналітів. 

2. Методом спектроскопії електричного імпедансу досліджено 

процеси формування молекулярних оболонок на поверхні електродів Au, 

піровуглецю, піровуглецю з нанокристалами CdS сфалеритної та вюрцитної 

симетрії, золотого електрода з нанокристалами CdS сфалеритної симетрії 

(діаметром від 80 нм до 400нм, довжиною від 0,4 мкм до 14мкм), оксида 

титану TiO2 та наноструктурованого оксида титану з різною морфологією 

(глибиною наноколодязів від 0,3 мкм до 7 мкм, діаметром віл 200 нм до 400 

нм). Діапазон експериментально перевірених концентрацій P1 становив від 

0,001нМ до 10нМ в буферних розчинах SSC. 

3.  За допомогою методу спектроскопії електричного імпедансу 

досліджено особливості взаємодії олігонуклеотидів-зондів, іммобілізованих 

на поверхні електродів на основі нанокристалів CdS та електродів на основі 

наноструктурованого діоксиду титану, з комплементарними, частково-

комплементарними та некомплементарними послідовностями нуклеїнових 

кислот. 

4. Селективність визначення факту формування гібридизованих 

молекулярних болонок забезпечується зміною виміряної залежності ImZ(F) - 

ReZ(F), частотних залежностей компонентів імпедансу та зміною граничного 

значення активної складової імпедансу в діапазоні частот від  150 КГц до 5 

МГц. Стабілізація температури електроліту є критичною для забезпечення 

можливості визначення наномолярних та субнаномолярних концентрацій 

комплементарних послідовностей нуклеїнових кислот. 

5. Показано, що застосування електродів на основі нанокристалів 
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CdS як селективних елементів біосенсорного пристрою забезпечує 

високоселективний аналіз послідовностей нуклеїнових кислот з межею 

визначення від 0,001нМ до 0,1 нМ, залежно від умов проведення аналізу, що 

на два порядки нижче порівняно до пристроїв на основі традиційних золотих 

електродів. Лінійний динамічний діапазон розроблених ДНК-сенсорних 

пристроїв становить від 1пМ до 10 нМ. 

6. Сконструйовано лабораторний прототип гібридизаційного ДНК 

сенсорного пристрою, що забезпечує можливість проведення експериментів в 

мікропроточній кюветі об’ємом до 200мкл за постійної температури у 

діапазоні від 30 до 95°С з відтворюваністю термостабілізації комірки +0,1°С 

та фіксованою відстанню між електродами до 1мм. 

7. Запропоновано шляхи підвищення селективності розроблених 

гібридизаційних ДНК-сенсорів та підходи до їх багаторазового використання. 

Показано, що проведення аналізу за підвищеної температури, яка відповідає 

оптимальній температурі гібридизації іммобілізованого олігонуклеотиду-

зонду з повністю комплементарною послідовністю, забезпечило зниження 

межі визначення комплементарних олігонуклеотидів до 0,001нМ, а також 

істотне підвищення його селективності за присутності потенційних 

інтерферентів (частково-комплементарних та некомплементарних 

послідовностей нуклеїнових кислот) у аналізованих зразках. 
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ЧАСТИНА 2. МАТЕРІАЛОЗНАВЧІ, ТЕХНОЛОГІЧНІ ТА 

ПРИЛАДОБУДІВНІ ПИТАННЯ ПРОЄКТУ  

 

 

7 Розробка методів  виготовлення і контролю  

електрохімічних електродів  з нанонкристалами CdS  

 

 

7.1 Реактор для вирощування нанокристалів CdS 

 

Для виготовлення нанониткових нанокристалів CdS використовується 

метод конденсації у квазізамкненому об’ємі з гарячими стінками, у вакуумі. 

Відкачка реактору проводиться кріогенною сорбційною системою з остаточним 

тиском  1*10-4мм.рт.ст. Ріст нанокристалів CdS при тиску пари 1-0,1 мм.рт.ст. 

фактично є процесом хімічного осадження із газової фази, оскільки при 

температурі росту нанокристалів біля 650С відбувається дисоціація молекули 

сульфіду кадмію - в газовій фазі присутні пара сірки та пара кадмію. Реакція 

синтезу сульфіду кадмію відбувається безпосередньо на гранях нанокристалу - 

зародку. Стехіометрія кристалів контролюється за допомогою додаткового 

випарника сірки. Процес росту контролюється автоматизованою системою. 

 Діаметр кристалів CdS становить десятки-сотні нанометрів, а довжина 

визначається часом росту і може становити від сотень нанометрів до міліметрів. 

Наряду із полікристаличними нанонитками, одержано нанорозмірні монокристали 

CdS, що суттєво для приладів п’єзоелектроніки та електрохімії. В діапазоні 

температур підкладинки 580-630С формуються нанокристали вюрцитної 

структури. При температурі 450-510С одержують сфалеритні кристали. 
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Рис. 7.1.1- Реактор для вирощування нанокриталів CdS хімічним осадженням з 

газової фази в квазізамкненому об’ємі: 1-комп’ютер; 2- багатоканальний 

пррограмований терморегулятор; 3- модуль багатоканального керування 

потужністю; 4- нагрівач джерела випаровування халькогену (25-200С); 5- нагрівач 

джерела диспропорційного сублімаційного джерела пари Cd та S (650-800С); 6- 

нагрівч високотемпературного стола для планарних зразків, піровуглецевого 

волокна та мікродротів ( 490- 750С); 7- нагрівч низькотемпературного стола для 

зразків (320-500С); 8- датчики вакууму; 9- корпус кварцового циліндричного 

реактору; 10- герметичний розбірний ввод термопарних датчиків;11- балон 

воднево-нітрогенової газової суміші;12- кріогенний сорбційний насос; 13- 

вакуумний триступеневий механічний насос ; 14- газовий вихлоп до витяжної 

магістралі; 15- випарник, джерело пари Cd та S (650-800С) ; 16- випарник 

халькогену (25-200С); 17 - високотемпературний стіл для планарних зразків, 

піровуглецевого волокна та мікродротів (490- 750С) ;18- низькотемпературний 

стіл для планарних зразків, піровуглецевого волокна та мікродротів (320-500С); 

19- графітова заглушка квазізамкненого об’єму; 20- термопарний датчик 

температури; 21- газовий вакуумний кран. 
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7.2 Механізми росту нанокристалів CdS , склад та морфологія 

 

Для вирощування нанокристалів широко використовують групу методів, 

відому як механізм росту пар-рідина-кристал. Наночастинка  “ каталізатора “  є 

мікрореактором, а епітаксійний ріст кристала відбувається на межі рідина-кристал 

(або наночастинка-кристал). Наночастинка утримується на кінчику нанокристала 

капілярними силами. При цьому широко використовують хімічні елементи, котрі 

“не взаємодіють” із компонентами пари, але дають розчини, бажано евтектичні, 

наприклад Au, Ag. 

  

  

Рисунок 7.2.1 -  СЕМ зображення  нанокристалів, вирощених методом VS 

(a), наночастинок золота для вирощування методом  VLS (б), нанокристалів, 

вирощених методом методом VLS (в) та методом мікро- тигля на піролітичному 

вуглецевому волокні (г).   

 

a) б) 

в) г) 
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Досліджено також зародкоутворення CdS за рахунок великого 

перенасичення (різниця температур джерела пари та підкладинки більше 160С) та 

ріст на підкладках без попередньо нанесених зародків. Хоча такий ріст є 

повільнішим і механізми контролю діаметру нанокристалів ще у розробці, такі 

кристали CdS можуть бути більш чистими в порівнянні з вирощеними на 

зародках, оскільки матеріал зародку може бути домішкою в отриманих 

нанокристалах. Суттєвими перевагами використання зародків є контроль діаметру 

та положення нанокристалів  CdS, а також  технологічна можливість формування 

нано-гетеропереходів і контактів до нанокристалу.  

Також реалізований метод мікротигля, який дозволяє формувати 

нанокристали із високоіндексними кінцівками, оскільки зона росту розташована у 

основи нанокристалу, в мікрореакторах на поверхні підкладки , рисунок 7.2.2, а-г. 

Лунчаста структура на поверхні піролітичного вуглецю рисунок 7.2.3 а 

формується в результаті хімічного травлення киснем при температурі 270-450С 

протягом 20хвилин.  Механізм формування такої впорядкованої структури 

з‘ясовується. Ріст кристалів відбувається у мікрореакторах при тиску біля 1 

мм.рт.ст. в парах кадмію та сірки. Діаметр нанокристалів визначається діаметром 

апертури макро тиглів- тобто умовами хімічного газофазного травлення вуглецю. 

Довжина кристалів визначається часом росту. В наших електричних 

вимірюванняхвикористовували вуглецеві нитки діаметром 5мкм та нанокристали 

CdS діаметром 200-500нм, довжиною біля 10мкм.  

Вирощування нанокристалів без використання зародків є важливим для 

задач виготовлення нанорозмірних монокристалів, без допуючих домішок.  
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а б 

 

в г 

Рисунок 7.2.2 -Нанокристали CdS, вирощені за механізмами мікротигля, на 

піролітичному вуглецевому волокні діаметром 5мкм, а- мікротиглі, сформовані у 

вуглецевій підкладинці хімічним травленням із газової фази, б- схема транспорту 

речовини в зону росту нанокристалу та формування геометрії кристалу, в -

піролітичне вуглецеве волокно діаметром 5мкм із нанокристалами  CdS, г –

нанокристали  CdS. СЕМ  зображення. 

Нанокриста

Отвір тигля 

Нано-тигель 

Вуглецевий 
нанопорувати
й матеріал
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7.3 Розвиток методик вирощування нанокристалів CdS на піролітичному 

вуглецевому мікроволокні  та планарних золотих мікроелектродах 

 

Піролітичне вуглецеве волокно виготовляють шляхом вакуумного піролізу 

полімерних волокон в діапазоні температур 250-670С із додатковим механічним 

розтягуванням.  СЕМ зображення волокна наведено на рисунку 7.3.1. 

 

 а б 

Рисунок 7.3.1 - СЕМ зображення піролітичного вуглецевого волокна: а- 

бічна поверхня, б- злам. 

 

 

 

Діаметр волокон становить біля 5 мкм. Волокна мають яскраво виражені 

сліди витяжки полімера через фільєру у вигляді повздовжніх канавок на бічній 

поверхні. На зламі волокна поруватість в мікромасштабі не помітна. 

Морфологія нанокристалів сульфіду кадмію, вирощених на поверхні 

вуглецевого волокна при різних температурах порівнюється на рисунку 7.3.2. 

 

 



 117

а б в 

Рисунок 7.3.2 - СЕМ морфологія нанокристалів сульфіду кадмію, 

вирощених на поверхні вуглецевого волокна при різних температурах:  а- 600С, б 

- 470С,  в -540С. Час вирощування  від 20хвилин до 65 хвилин. 

 

 Діаметр щітки, утвореної нанокристалами на поверхні вуглецевого 

вомікроволокна становить  10 - 24 мкм в залежності від температури та часу 

вирощування.  Довжина нанокристалів становила 2,5- 9,5 мкм, діаметр 120-400 

нм. Кристали Рисунок 7.3.2, б - в мають огранку, характерну для сфалеритної 

кристалічної модифікації. 

Вирощування нанокристалів CdS на планарних золотих мікроелектродах, 

виготовлених вакуумним напиленням через маску, є привабливим технологічним 

рішенням для масового виготрвлення електрохімічних сенсорних електродів. Така 

технологічна схема виключає трудомісткі операції з монтажу  вуглецевих  

мікроволокон. На Рисунку 7.3.3   наведено морфологію нанокристалів сульфіду 

кадмію, вирощених на поверхні золотих мікроелектродів шириною 10 мкм та 

товщиною 50нм із додатковим адгезійним шаром хрому 5 нм на поверхні скла. 

Довжина кристалів може бути оцінена 8-12мкм, діаметр 200-500нм. Кристали  

селективно ростуть на поверхні золотих смужок за механізмом VLS із золотими 

зародками. 
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Рисунок 7.3.3.  Морфологія нанокристалів сульфіду кадмію, вирощених 

на поверхні золотих  планарних мікроелектродів при температурі 590С. 

 

  

Висновки за  розділом 7 

Модернізовано лабораторну технологічну автоматизовану установку для 

вирощування нанокристалів CdS хімічним осадженням з газової фази.  

Розроблено методики виготовлення наноструктурованих електрохімічних 

електродів шляхом вирощуванння нанокристалів CdS на поверхні 

піровуглецевого волокна. Досліджено морфологію електродів. Діаметр 

вуглецевих мікроволокон становить 4-6мкм. Діаметр щітки, утвореної 

нанокристалами на поверхні вуглецевого мікроволокна, становить  10 - 24 мкм в 

залежності від температури та часу вирощування.  Довжина нанокристалів 

становила 2,5- 9,5 мкм, діаметр 120-400нм. Кристали мають огранку, характерну 

для сфалеритної кристалічної модифікації. 

Продемонстровано ефективність методики селективного вирощування 

нанокристалів на поверхні золотих мікроелектродів шириною 10 мкм та 

товщиною 50нм із додатковим адгезійним шаром хрому на поверхні скла. 

Довжина кристалів оцінена 8-12мкм, діаметр 200-500нм Вирощування 

нанокристалів CdS на планарних золотих мікроелектродах, виготовлених 

вакуумним напиленням через маску, може бути високоефективним груповим 

технологічним рішенням для масового виготовлення електрохімічних сенсорних 

електродів.  
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8 Контроль властивостей нанокристалів CdS оптичними методами 

 

Досліджено фотолюмінесцентні (PL) властивості нелегованих 

нанокристалів сульфіду кадмію як функцію інтенсивності потужності збудження. 

Спектри PL нанокристалів CdS при кімнатній температурі виявили дві смуги 

випромінювання: з положеннями максимумів 510 нм  і приблизно на 690 нм 

(глибокі дефекти пастки). Продемонстровано регульовану фотолюмінесценцію 

нанокристалів CdS та перехід від основного випромінювального каналу релаксації 

через рівні дефектів до прямої релаксації біля  краю зони , що супроводжувалося і 

зміною кольору люмінесцентного випромінювання. Походження червоного 

випромінювання  пояснюється природними дефектами, такими як вакансії сірки 

або подвійні інтерфейси 

В публікаціях [1-31] наведено різні методи виготовленя нанокристалів  CdS, 

наводяться їх електрофізичні  та оптичні властивості. У попередній роботі [32] 

нами було досліджено вплив технологічних параметрів росту на морфологію та 

оптичні властивості нанопровідників CdS та продемонстровано кореляцію 

співвідношення інтенсивностей люмінесценції зеленї та червонї смуг з густиною 

дефектів  та типом домішки, з якістю вирощування нанокристали. Ця робота 

зосереджена на дослідженні залежності випромінювання фотолюмінесценції 

нанокристалів CdS з двома типами структурних поліморфів ZB та WZ у 

залежності від потужності збудження. 

Нанокристали CdS були синтезовані за допомогою хімічної конденсації з 

пари за технікою квазізакритого об'єму з гарячими стінками. Диспропорційна 

сублімації порошку CdS у високотемпературному реакторі всередині вакуумної 

камери була використана як джерело пари.В експериментах використовували 

порошок CdS напівпровідниковї чистототи. Температура джерела пари становила 

750 ° C. Відкачування кварцового реактора з графітовими столами здійснювалася 

кріогенним сорбційним вакуумним насосом з залишковим тиском у камері ~ 10-5 

Торр. Ця методика дозволяє вирощувати монокристали сульфіду кадмію 

симметрії вюрциту та сфалериту діаметром від десятків до ста нанометрів і 

довжиною до міліметрів, що визначається часом росту. Більш детальний опис 
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технології був опублікований раніше [32, 33]. 

Зазвичай використовується друге джерело додаткової пари сірки. Відомо, 

що термодинамічна рівновага кристала A2B6 з парами сірки зміщується до 

створення нестехіометричних дефектів [34]. Отже, надлишковий тиск пари сірки 

під час синтезу або наступного тривалого відпалу в парах сірки використовується 

для зменшення концентрації дефектів у кристалах або плівках, що ми 

використовували у наших попередніх роботах [32, 35]. Такий підхід помітно 

зменшив дефекти нанокристалів CdS. Однак дана робота спрямована на 

дослідження впливу дефектів на люмінесцентні властивості нанокристалів. Таким 

чином, при синтезі не було використано жодного додаткового джерела пари сірки.  

Нанокристали, використані в цьому дослідженні, вирощували на 

предметному Mo скліх як підкладинках із наночастинками золота як центрами 

зародження. Зародки  золота одержували осадженням на підкладку тонкої плівки 

золота товщиною близько 2 нм, шляхом термічного випаровування з наступним 

відпалом у вакуумі. Товщину плівки під час осадження контролювали кварцовим 

мікрорезонатором. 

 

 Методи дослідження  

Зростання та оптичні властивості нанопроводів CdS досліджувались 

методом рентгенівської дифракції (XRD), скануючої електронної мікроскопії 

(SEM), УФ-видимої фотолюмінесцентної (PL) спектроскопії.  

Дослідження SEM проводили за допомогою JEOL JSM35, JXA-8200. 

Фазовий склад плівок аналізували за допомогою рентгенівської дифракції ex-situ, 

проведеної за допомогою рентгенівського дифрактометра Philips X’Pert PRO з 

випромінюванням CuKα (λ = 0,154 нм). Якісний фазовий аналіз дифрактограми 

проводився за допомогою бази даних ICDD, випуск PDF-2, випуск 2012 р.  

Оптичні властивості матеріалу досліджувались для ультрафіолетової 

видимої (УФ-візуалізації) фотолюмінесценції при кімнатній температурі за 

допомогою автоматичного Спектрометр MDR-23 (LOMO, СРСР) з 

фотоумножувачем ПМТ-100 як детектором та напівпровідниковим лазером з 

довжиною хвилі 407 нм як джерелом збудження. Потужність збудження 
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регулювалася рядом каліброваних нейтральних фільтрів. Для забезпечення 

порівнянності результатів фотолюмінесценції під час вимірювання було 

зафіксовано оптичне нормування інтенсивностей. 

 

Результати та обговорення  

Зображення SEM  вирощеного ансамблю нанокристалів CdS при низькому 

та великому збільшенні представлено на Рисунок 8.1. Як видно на Рисунок 8.1 а, 

велика кількість нанокристалів CdS розподіляється випадково на підкладці. 

Нанокристали, показані на рис. 1б, демонструють огранку, характерну для зміни 

кристалічного політипу. Очевидно, що типова довжина нанокристалів у 

мікрометричній шкалі, а діаметр – порядку ста нанометрів. Деякі нанокристали 

мають золоту крапкою каталізатора на вершині після завершення росту, як це 

можна побачити на рисунку 1.1c. 

 

Рисунок 8.1 - SEM -зображення низької (а) та високої роздільної здатності 

(б, в) нанокристалів CdS. Рис.1 c демонструє залишкову золоту точку на кінці 

вирощеного нанокристалу CdS. 

  

Фазову структуру та кристалічність вирощених нанокристалів CdS 

досліджували за допомогою звичайної рентгенівської дифракції. На рисунку 8.2 

показана рентгенографічна картина синтезованих нанокристалів CdS. Склад 

нанокристалів близький до стехіометричного CdS зі слідами Au -каталізатора і без 

піків побічних продуктів. Видно, що дифракційні піки відповідають наявності 

обох фаз структури CdS. Відношення кубічного ZB до гексагональної фази WZ, 

оцінене методом кількості корунду, становить 59% до 41% відповідно. Золото 

представлено у вигляді розділених наночастинок з кубічною структурою ZB. На 
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рисунку1.1в це підтверджено електронною мікроскопією, що демонструє такі 

наночастинки в кінці вирощених нанокристалів CdS [32]. 

 

Рисунок 8.2 - Спектри рентгенівської дифракції нанокристалів CdS.  

  

Фотолюмінесценцію нанокристалів CdS досліджували при кімнатній 

температурі з різною потужністю збудження, яку змінювали кількома 

нейтральними фільтрами різної щільності.  Спектри люмінесценції наведено на 

рисунку 8.3. Спектри PL  нанокристалів CdS демонструють типові два піки 

випромінювання, які походять з різних збуджених станів, що підтверджено 

багатьма публікаціями [32, 36, 37]. 

 

Рисунок 8.3 - Спектри PL  НК CdS в залежності від щільності потужності 

збудження при кімнатній температурі. Вставка - спектри PL, при щільності 

потужності збудження 100 Вт/см2; Нормовані спектри PL CdS NC в залежності 

від щільності потужності збудження -зправа. 
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Високоенергетична смуга з центром приблизно 510 нм має відносно вузьку 

повну ширину на півмаксімумі (FWHM) близько 15 нм і може бути  віднесена до 

випромінювання біля краю смуги поглинання зони (near-band edge NBE). 

Походження NBE може бути від однієї або обох рекомбінацій вільних електронів 

та дірок або екситонів або носіїв заряду, захоплених на неглибоких станах 

поблизу краю смуги [37, 38]. Широкий пік викидів у діапазоні від 550 нм до 800 

нм пояснюється радіаційною рекомбінацією носіїв на глибоких станах у 

забороненій зоні (випромінювання на рівні дефектів, DLE). Зазвичай він 

асоціюється з переходами, пов'язаними з вакансіями сірки (VS), міжвузловим 

кадмієм, дефектами структури, захопленими електронами/дірками на поверхневих 

дефектах [37, 39]. Ще одним типом структурних дефектів у досліджуваних 

структурах можуть бути електронні стани, індуковані подвійними інтерфейсами в 

нанокристалах CdS [40]. FWHM випромінювання на рівні дефектів набагато 

більше, ніж NBE, що випливає з дефектних комплексів з дещо різними рівнями 

енергії. Для кращого порівняння, усі спектри PL, виміряні при різній потужності 

збудження, нормалізовані на максимальною інтенсивністю DLE та наносяться на 

рисунку 8. 3.б 

При низьких умовах збудження (близько 50 мВт/см2) DLE вносить 

основний внесок у люмінесценцію нанокристалів CdS, оскільки практично всі 

збуджені носії захоплюються дефектними станами в межах забороненої зони. 

Викиди NBE мають значно, більш ніж на один порядок, меншу інтенсивність. 

Через те, що щільність дефектних станів набагато нижча, ніж щільність, 

пов'язаних з екситонами, поруч із смугами, інтенсивність випромінювання DLE 

зростає повільніше, ніж випромінювання NBE. При збільшенні потужності 

збудження різниця інтенсивності PL між викидами DLE та NBE стає меншою.  

Коли потужність збудження досягає свого максимального значення приблизно 21 

Вт/см2, інтенсивність PL зеленого випромінювання NBE стає домінуючою, як це 

видно у відповідному спектри (рисунок 8.3.б.). Подальше збільшення потужності 

збудження робить випромінювання NBE основним радіаційним каналом.  

Це чітко демонструють спектри PL, отримані при збудженні наноструктур 

CdS лазером He-Cd з потужністю лазера близько 100 Вт/см2, який представлений 
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на вставці на рис. 3а. Цей спектр PL був зареєстрований за допомогою 

мікрораманівських систем LabRam HR800.  

Еволюція інтенсивності фотолюмінесценції DLE та NBE НК CdS із зростанням 

потужності збудження Pex представлена на рисунку 8.4. Як можна побачити, 

інтенсивність PL випромінювання DLE повільно збільшується з тенденцією до 

насичення разом із збільшенням щільності потужності збудження, тоді як 

інтенсивність NBE зростає надлінійно, перевищуючи інтенсивність 

випромінювання DLE в певний момент (рисунки 8.3 та 8.4). Вставка рисунку 8.4 

демонструє таку поведінку при низькому рівні збудження. Видно, що при 

низькому рівні збудження і DLE, і NBE підвищуються суперлінійно. 

 

Рисунок 8.4 - Залежність інтенсивності випромінювання NBE (зелений 1) та 

DLE (червоний 2) від потужності збудження. 

  

В результаті конкуренції інтенсивностей NBE та DLE колір, що випромінює 

CdS NC, поступово змінюється від червоного до зеленого. Аналогічні властивості 

випромінювання кольору, що залежить від потужності випромінювання, 

спостерігалися у багатьох наноструктурах, таких як CdS, легований оловом, 

марганцем, індієм [41-44], нанодротами SnO2 [45].  

Щоб пролити більше світла на процес люмінесценції в двох лініях, ці 

залежності представлені в логарифмічному масштабі на рисунку1.5а. Обидві 

залежності показані в різних масштабах для запобігання їх перетину та затінення 

деяких особливостей при високому рівні збудження. 
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Рисунок 8.5 - Інтенсивність PL викидів NBE та DLE  при кімнатній 

температурі як функція щільності потужності збудження Pex (а) та їх 

апроксимація трьома (б) або однією/двома лініями (с). 

  

Видно що обидві залежності візуально поводяться досить подібно, але 

вигин залежності DLE при збудженні приблизно 1,4 Вт/см2 більший. Схожість 

можна пояснити тим, що ми збуджуємо наші нанокристали в зону провідності 

фотонами ~ 2,64 еВ, а випромінювання з дефектних рівнів виникає після 

релаксації електронів із зони провідності на рівнях дефектів у межах забороненої 

щілини. Отже, кількість електронів у зоні провідності та на рівнях дефектів має 

корелювати.  

Насправді існує низка різних моделей можливої нелінійності та зміни 

механізму нелінійності люмінесценції з потужністю збудження [46-49]. Вони 

використовують різні припущення щодо одного або кількох рівнів у забороненій 

зоні. Однак навіть з одним рівнем дефектів у ширині забороненої зони система 

кінетичних рівнянь для такої системи потребує вирішення деяких спрощень і 

існує безліч можливих еволюцій нелінійного відгуку люмінесценції від 

потужності збудження залежно від параметрів моделі. Такі зміни відповідають 

зміні схеми релаксації при зміні потужності збудження і відповідно зміні 

породжених носіїв та населення різних енергетичних рівнів. Наприклад, рисунок 

1.7 у [48] добре відповідає лінеаризації, показаній на рисунку 1.5б, з урахуванням 

вигину залежностей, показаним на рис. 5а. Якщо прийняти цю інтерпретацію, і 

модель швидкості випромінювальної рекомбінації, де інтенсивність 

люмінесценції IPL відповідає залежності [50] 

IPL = η×P excitat. 
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де Pexcitat - потужність збудження, η - ефективність випромінювання, ми 

маємо для показника α, що представляє механізм випромінювальної рекомбінації 

до та після вигину, близькі значення 1,24 і 1,21 відповідно для люмінесценції 

NBE, а в діапазоні переходів між двома різними схемами релаксації α = 0,8. 

Відповідно, для випромінювання DLE цей показник становить α = 0,95 до вигину 

приблизно на 1,4 Вт/см2, опускається до 0,4 у перехідній області та збільшується 

лише до 0,62 після вигину для нової схеми релаксації. Останнє демонструє, що в 

новій схемі релаксації популяція дефектного рівня зростає помітно повільніше, 

ніж раніше, що проявляється при повільному насиченні інтенсивності 

довгохвильової смуги. Необхідно відзначити, що значення показника зростання α 

у залежності інтенсивності PL від збудження визначається домінуючим процесом 

рекомбінації носія в наноструктурі при даній інтенсивності збудження.  

З іншого боку, помилки вимірювання не дозволяють зробити однозначний 

висновок про всі механізми, оскільки особливості залежності від NBE досить 

малі, і цілу залежність можна інтерпретувати як лінійну. Однак вигин залежності 

DLE при збудженні потужності близько 1,4 Вт/см2 більший, і його не можна 

ігнорувати.  

Друга схема лінеаризації показана на рисунку 8.4,в. Розмір символів 

відповідає експериментальним помилкам, і одне лінійне наближення залежності 

NBE, показане на рисунку 8.4, c, наближається не так близько до них, як на 

рисунку1.4b, а досить близько. У цьому випадку для інтенсивності NBE ми 

отримуємо для рівняння (1) α = 1,12. Отримане значення 1.12 є досить близьким 

до 1,07 для аналогічних нанопроводів CdS [36]. Ці значення вказують на те, що 

випромінювання NBE слід в основному пояснювати або вільними, або зв'язаними 

екситонами, або анігіляцією зв'язаних комплексів електронів-дірок, тоді як для 

реконкомбінації зонної смуги α = 2 [51]. Залежність від DLE можна наблизити 

двома лінійними залежностями з α = 0,95 для низького  рівня збудження та α = 

0,49 для високого рівня збудження.  

Незважаючи на неможливість зробити однозначний висновок про динаміку 

носіїв при різних збудженнях, обидва обговорювані підходи вказують на деяке 

сповільнення популяції рівнів дефектів при зростаючій потужності збудження. 
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На додаток до цієї функції, рисунок 13 демонструє інші деталі викиду DLE. 

Зростання FWHM цієї лінії вздовж збільшення потужності збудження було 

помічене раніше, а також помітний зсув максимуму до синього діапазону. 

Залежність пікової енергії лінії DLE від потужності збудження показано на 

рисунку 8.6. 

 

Рисунок 8.6 - Залежність пікової енергії випромінювання DLE від щільності 

потужності збудження. 

  

Якщо порівняти цей зсув близько 65 меВ з червоним зсувом максимуму 

лінії NBE приблизно 10 меВ, що може можна пояснити як невеликий нагрів 

зразка збудженням як перекриття ліній з результуючим візуальним наближенням 

максимумів одна до одної, можна зробити висновок, що зсув максимуму лінії 

DLE та збільшення її FWHM, що виглядає більше як асиметричне розширюються 

до синього діапазону, визначаються деяким додатковим механізмом.  

Ця поведінка демонструє набагато більш чітке насичення, ніж інтенсивність 

лінії DLE на рисунку 8.4. Усі особливості DLE можна легко пояснити, якщо 

припустити кінцеву ємність рівнів дефектів та їх енергетичну дисперсію, як це 

схематично показано на рисунку 8.7. 
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Рисунок 8.7- Схема рівнів дефектів у забороненій зоні. 

  

Головною особливістю наведеної схеми є кінцева кількість рівнів дефектів 

Ndef та їх врахована енергетична дисперсія. Зрозуміло, що заповнення цих рівнів 

визначається двомолекулярним процесом, тобто кількістю вільних електронів у 

зоні провідності nc та кількістю порожніх рівнів дефектів (Ndef - nd), де nd - 

кількість зайнятих рівнів дефектів . Очевидно, що збільшення n-го призводить до 

заповнення дефектних рівнів все більшою та більшою енергією.  

Можна це продемонструвати незалежно від виду рекомбінації електронів з 

будь-яких рівнів у валентну зону (одномолекулярну або двомолекулярний або їх 

суміш або наявність не показаних неглибоких донорів та акцепторів), якщо 

швидкість заповнення рівнів дефектів пропорційна nc (Ndef - nd), як зазначено на 

рисунку 1.7, обмежуючи заповнення цієї смуги при низька та висока потужність 

збудження відповідно nd = knc і nd = Ndef.  

Така схема описує всі особливості випромінювання рівня дефекту. 

Збільшення потужності збудження збуджує все більше електронів до зони 

провідності і відповідно заповнює дефектні рівні все більшою та більшою 

енергією. Однак загальне заповнення рівнів дефектів наближається до граничного 

значення Ndef. В результаті загальна інтенсивність DLE насичується, оскільки 

максимальна кількість дефектів обмежена, а лінія зміщується до більш високої 

енергії, оскільки рівні зі все більшою та більшою енергією також сприяють 

збільшенню люмінесценції FWHM. Оскільки відносно менша кількість вільних 

електронів ослаблюється до рівнів дефектів при їх заповненні, більша кількість 

електронів бере участь у випромінюванні NBE, надаючи додатковий внесок у 

суперлінійну залежність інтенсивності NBE від потужності збудження. 

Нинішній аналіз не може точно визначити природу цих рівнів дефектів, 

однак енергія DLE має максимум у наближеному діапазоні 1,77-1,9 еВ, що згідно 

з опублікованими даними [37, 52, 53, 54] відповідає поверхневому дефекту стану, 

природні дефекти, такі як інтерстилі та вакансії сірки або кадмію. Це припущення 

підтверджується нашими попередніми результатами [32], де інтенсивність DLE 

зменшилася після відпалу зразків у парах сірки, що зменшує кількість вакансій 
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сірки. Помічено, що зростання нанокристалів із стехіометричної кількості кадмію 

та сірки призводить до помітної кількості вакансій сірки. Ми продемонстрували 

[32], що використання зародків золота в якості каталізатора значно збільшує 

швидкість росту нанокристалів, що супроводжує значне збільшення DLE у 

порівнянні з нанокристалами, вирощеними без будь -якого каталізатора. Ми 

пояснили цей факт створенням нестехіометричних дефектів, які не встигають 

виправити через швидке зростання. Велика кількість дефектів, створених завдяки 

двом помітним особливостям нашого синтезу, пояснює створення вузької смуги 

дефектів, що призводить до спостережуваних особливостей DLE.  

Іншим можливим джерелом рівнів дефектів є інтерфейс двійникування. У 

деяких працях він навіть пропонується як основна причина DLE [40, 55]. 

Спектральний та структурний аналіз нанокристалів CdS, синтезованих двофазною 

технікою, показав, що широка смуга випромінювання PL з низькою енергією від 

500 до 750 нм може бути віднесена до оптичних переходів в електронних станах, 

викликаних двійниковими інтерфейсами в нанокристалах [40]. Деякі інші 

дослідження [56] демонструють певний вплив структури на люмінесцентні 

властивості ансамблів лише для мезоскопічних розмірів кристалітів. Однак 

загальних висновків щодо такого впливу немає. Отже, для наших зразків питання 

про вплив поліморфізму на досліджувані оптичні властивості залишається 

відкритим. Загальним результатом, якого можна було очікувати, є більша 

величина FWHM ліній викидів для таких зразків. 

 

Висновки за розділом 8 

 Наші дослідження фотолюмінесцентних властивостей ансамблю 

нанокристалів CdS, синтезованих методом хімічного осадження з газової фази  в 

залежності від потужності збудження, продемонстрували регульовану 

фотолюмінесценцію нелегованих нанокристалів CdS з двома типами кристалічної 

структури, які можуть тонко контролюватися та легко реалізуються, залежно від 

інтенсивності зовнішнього збудження та концентрації природних дефектів.  

Люмінесцентні властивості нанокристалів CdS демонструють конкуренцію 

різних механізмів релаксації, що призводить до різної залежності потужності 
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випромінювання NBE та DLE від потужності збудження та їх зміни під час 

збільшення потужноті збудження. В результаті люмінесценція нанокристалів CdS 

змінює колір разом зі зміною потужності збудження.  

Таким чином, дослідження спектрів поглинання та люмінесценції 

нанокристалів CdS можуть бути використані для контролю їх властивостей в 

промисловості оптоелектронних та сенсорних нанопристроїв. 
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9 Розробка методів  виготовлення шару наноструктурованого оксиду титану 

на титані та його властивості 

 

Можливість швидкого розпізнавання присутності біологічно небезпечних 

молекулярних комплексів та ознак хвороб принципово важливо для покращення 

якості життя та безпеки людини. Створення сучасних нанобіосенсорних 

технологій розпізнавання біологічних маркерів генетичних та інфекційних 

захворювань стимулюється можливостями нових матеріалів, здатних суттєво 

поліпшити умови для швидкої діагностики і вчасного лікування багатьох 

патологій. Детектування специфічних послідовностей нуклеїнових кислот 

патогенів є важливими для ранньої діагностики інфекційних захворювань та 

розробки ефективних терапевтичних стратегій. Певні олігонуклеотиди можуть 

бути використані також для комплексоутворення з вибуховими і високо-

отруйними речовинами. Молекулярна селективна гібридизація олігонуклеотидів, 

попередньо іммобілізованих на сенсорній поверхні, із цільовими нуклеотидними 

послідовностями є оптимальним підходом розпізнавання патогенів і 

використовується в цьому проекті як основа сенсорів, в яких спектроскопія 

електричного імпедансу (EIS) є ефективним методом реєстрації зміни 

конформації, заряду та поляризованості внаслідок утворення молекулярного 

комплексу при селективному зв’язуванні на межі з електролітом. 

Важливим компонентом для підвищення чутливості імпедіометрії є електроди з 

розвиненою поверхнею та компонентним складом, що покращує селективне зв’язування. 

Зазвичай структурована поверхня продукується дороговартісними методами 

наномеханіки. В той же час, сьогодні вже відомі методи створення наноструктурованих 

шарів з розвиненою поверхнею на металах, що базуються на процесах самоорганізації. 

Серед таких методів широку увагу набув метод вирощування впорядкованих масивів 

нанотрубок (наноколодязів) шляхом анодизації поверхні в розчині електроліту. Зокрема і 

створення таких шарів з оксиду титану. 

Структуровані шари окису титану привертають увагу через їх фізичні та 

електрохімічні властивості, високу біосумісність та здатність створювати 

самовпорядковані структури на великій площі поверхні у відносно простому процесі 
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анодизациї.[57-58]. Такі структури можуть знайти застосування у системах з 

фотокаталізом [59-62], генерації водню [63-64], сонячних батареях [65-67], сенсорних 

системах [62],[68], при створенні поверхонь із самоочищенням та біосумісних матеріалів 

зокрема і з адресною доставкою ліків у місце протезування [69-70]. Окремо можна 

виділити ситуацію застосування таких шарів з метою збільшення площі контактної 

поверхні у системах електрод-рідина які застосовуються у імпедіометрії [71]. 

9.1 Контрольоване електрохімічне окислення титану в органічному  

електроліті 

Спираючись на вимоги до електродів для майбутнього тестового приладу 

матеріалом електродів було обрано титанову фольгу. Зважаючи на особливості 

експериментальної сенсорної системи геометрією електроду оброно прямокутник з 

титану шириною 4 мм та довжиною 40 мм. Анодизація титанової фольги відбувається  у 

типовій електрохімічній ванні з двома електродами, Рисунок 9.1.1. Рівень рН не 

контролювався. В якості робочого електроду ми використовували титанову фольгу 

товщиною 110 мкм з вмістом титану 99,93%.  Процес відбувався у тефлоновій ванні з 

розмірами 25х40х35 мм. В якості електроліту використовувався розчин з вмістом етилен 

гліколю, NH4F, та контрольованої невеликої кількості H2O. Використовувалася постійна 

напруга в інтервалі від 10 до 80 В та різний час анодування, від 10 хв до 8 годин. Перебіг 

процесу контролюється за допомогою ампер-часової характеристики, Рисунок  9.1.2.  

З представленого графіка помітно, що формування початкового окисного шару 

відбувається менше ніж за 10 хвилин, зона І, і далі крива демонструє зростання з виходом 

на певне насичення, ділянки ІІ та ІІІ. В цьому проміжку ми можемо впливати на 

геометричні параметри отриманих нанотрубок змінюючи час анодування від 10 хвилин і 

до потрібного часу. 

 

Рисунок 9.1.1 -- Схема електрохімічного реактору з анодування поверхні металів. 
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На геометрію сформованих масивів наноколодязів впливають склад електроліту, 

час анодування та напруга між електродами.  

Рисунок 9.1.2 -- Типова ампер-часова характеристика процесу анодування титанової 

фольги. І — ділянка формування окисного шару на титані, ІІ — ділянка формування пор 

та нанотрубок, ІІІ — процес виходить на стаціонарну стадію. 

Відомо, що на впорядкованість нанотрубок у поверхневому шарі також впливає 

склад матеріалу електроду та стан його поверхні. Ми спробували дослідити вплив стану 

поверхні на результати анодування та визначити склад поверхневих шарів фольги якою 

користуємося. 

Склад поверхневого шару визначався за допомогою рентгенофлуоресцентного 

аналізу. Результати представлено у Таблиці 9.1.1. З наведеного зрозуміло, що всі зразки 

відповідають марці ВТ 1-0. Всі містять більше 99% відсотків титану і в першому 

наближенні домішками можна спокійно нехтувати. 

 

Стан поверхні електродів до обробки було перевірено за допомогою скануючого 

електронного мікроскопа (СЕМ) та силового атомного мікроскопа(АСМ). Отримані 

зображення поверхні наведено на Рисунок 9.1.3. Аналіз зображень показує, що це 

звичайна відносно гладка поверхня, RSM~70 нм, з стохастичним розташуванням 

нерівностей двох масштабів. Більш крупний масштаб є наслідком технологічного 

процесу прокатки фольги і формує бороздки з глибиною ~ 500 нм. І більш мілкий 

маштаб нерівностей формується по всій площі з перепадом на рівні 50-100 нм. Профілі 

поверхні представлено на Рисунок 9.1.4. 
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Таблиця 9.1.1 -- Вміст різних елементів в поверхневому шарі різних зразківтитанової фольги у масових 

відсотках (%). 

елемент % 

 Ті №1 Ті №2 Ті №3 

P 0,011 0,011 0,0103 

S 0,011 0,0084 0,0091 

Ti 99,83 99,87 99,816 

Cr 0,014 0,017 0,0182 

Mn 0,014 0,0101 0,0104 

Fe 0,068 0,071 0,076 

Ni 0,021 0,0237 0,0227 

As 0 0,002 0,0021 

Mo 0 0,003 0 

Рисунок 9.1.3 - Поверхня титанової фольги. а) зображення  з АСМ. б) зображення з 

СЕМ. 

Рисунок 9.1.4 -- Профілі поверхні титанової фольги по взаємно перпендикулярних 

напрямах. 
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Рисунок 9.1.5 -- FFT та PSDF функція для поверхні з Рисунок 9.1.3. 

 

2D FFT перетворення показують, що поверхня не має якоїсь певної періодичності в 

структурі поверхні. Те ж саме показує і вигляд PSDF функції. 

Іонно-плазмова обробка поверхні дозволяє в певних межах впливати на її 

морфологію. Зміна морфології поверхні повинна в певній мірі впливати на формування 

масивів наноколодязів. А іонно плазмова обробка в присутності реактивних газів 

дозволяє також міняти її хімічний склад. Останнє буде впливати на спорідненість 

поверхневого шару до “хвостів” тестових фрагментів біологічних молекул та частин 

молекул. Це також може впливати на остаточну чутливість діагностичної системи.  
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9.2  Морфлогія шарів наноструктурованого оксиду титану на титані та його 

властивості 

 

Використовуючи підібраний електроліт та визначені часові межі анодування 

було отримано низку зразків поверхневих шарів з розвинутою поверхнею.  

 
а) 

 
б) 

 
в) 

Рисунок 9.2.1 -- СЕМ зображення поверхні зразків після першого 

анодування. а) — 60 В, 30 хв; б) — 40 В, 1 година; в) — 45 В, 2 години. 

Кожен зразок після анодування промивався у дистиляті, висушувався і 

контрольні зразки досліджувалися на скануючому електронному мікроскопі 

Інституту фізики НАНУ. Приклади отриманих під час сканування зображень 
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наведено на Рисунок 9.2.1. Добре видно, що морфологія поверхні суттєво 

залежить від умов анодування. Можна отримати як слабо впорядковану систему 

наноколодязів з великими відстанями між ними так і щільно упаковані масиви з 

гарним впорядкуванням. Також час опромінення впливає і на глибину колодязів. 

На Рисунок 9.2.2 можна бачити зріз по глибині отриманих шарів. 

 
а) 

б) 

 
в) 

Рисунок 9.2.2 -- Зображення структури анодованого шару по глибині. а) — 

60 В, 30 хв; б) — 40 В, 1 година; в) — 45 В, 2 години. 

Всі три зображення показують торець структури на всю глибину шару до 

підкладинки. Видно, що в цих режимах колодязі формуються практично 

вертикально і на всю глибину шару. На зображенні а) масштабна мітка 

розташована на зображенні поверхні шару. На двох інших, масштабні мітки 
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розташовано на поверхні підкладинки. На а) добре видно, що після зняття шару з 

анодованої поверхні, на ній залишається добре впорядкований шаблон. Більш 

детально це шаблон можна роздивитися на Рисунок 9.2.3. 

 

Рисунок 9.2.3 -- СЕМ зображення поверхні титану після зняття поверхневого 

шару ТіО2 отриманого під час анодування необробленої поверхні.  

Можна бачити, що після зняття шару першого анодування поверхні, 

поверхня зразка набуває періодичного профілювання. Цей профіль створюють 

лунки приблизно однакового діаметру, що щільно розташовані одна біля одної. 

Шаблон створений шаром оксиду першого анодування дозволяє очікувати, що під 

час повторного анодування поверхні, будуть завжди утворюватися гарно 

впорядковані масиви наноколодязів. Експерименти з подвійного анодування в 

різних лабораторіях показують, що саме так і відбувається. Для прикладу на 

Рисунок 9.2.4 зображено поверхню зразка отриманого подвійним анодуванням на 

першому етапі проекту. Видно, що не зважаючи на значну товщину стінок 

наноколодязів, вони розташовані дуже впорядковано. Це зображення отримано на 

атомно-силовому мікроскопі центру колективного користування НАНУ в 

Інституті фізики напівпровідників ім. В.Є. Лашкарьова НАНУ. Результати АСМ 

сканування несуть інформацію про мапу висот поверхні зразка відповідно 

координати на площині. Це дозволяє більш детально дослідити морфологію 

поверхні. Проте, реєстрація зміни висоти обмежена можливостями руху зонду 

вздовж вертикальної координати та можливістю зонду певного фізичного розміру 

попасти в заглиблення на досліджуваній поверхні. В нашому випадку, 

використовувався зонд з характерними розмірами значно меншими за діаметри 



 139

отворів наноколодязів але дослідити їх повну глибину цим методом ми не мали 

можливості. 

а) 

 

б) 

Рисунок 9.2.4 -- Зображення поверхні зразка отриманого подвійним 

анодуванням. а) — вид зверху, б) 3Д реконструкція поверхні зразка. 

На Рисунок 9.2.5 представлено профілі висот вздовж трьох напрямків по 

поверхні зразка. Профілі 1 та 2 знято у взаємно поперечних напрямках по центру 

зразка. Профіль 3 показує ситуацію по діагоналі вікна спостереження. Видно, що 

ми маємо структуру з досить гарною періодичністю. 
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Рисунок 9.2.5 -- Профілі висот на поверхні зразка за трьома напрямками. 1 та 
2 — горизонтальний та вертикальний напрямок, 3 — по діагоналі вікна 

спостереження. 
Період системи знаходиться в межах 150-180 нм. Внутрішній діаметр 

колодязів в межах 60-80 нм. Проте геометрічні параметри наноструктури можна 

варіювати в певних межах. Щоб дослідити вплив поверхневого шару на результат 

подвійного анодування було отримано декілька зразків в різних умовах. В якості 

основи виступали поверхня необробленого титану та поверхня зразків титану з 

таблиці, №1 та №2, після обробки в розряді аргону. Умови обробки наведено у 

главі 10. Зразки було досліджено на АСМ. 

Перше анодування відбувалося 50 хв при напрузі 60 В. Після цього в 

ультразвуковій ванні анодований шар було відлущено і виконано повторне 

анодування напротязі 40 хв при напрузі 60 В. Всі зразки мають схожу морфологію 

але мають відмінності в абсолютних значеннях характеристик. В той же час, ці 

відмінності не є принциповими і потрібне подальше вивчення питання впливу 

домішок та плазмової обробки на результати анодування. 
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Рисунок 9.2.6. Поверхня необробленого титану після подвійного анодування. 

Рисунок 9.2.7 -- Вигляд згори з позначенням місць перерізів для аналізу для 

Рисунок 9.2.6. 

Отримавши профілі з загальної мапи висот для зразка в місцях, що позначені 

на Рисунок 9.2.7 ми можемо оцінити відстані між колодязями та їх діаметри. На 

Рисунок 9.2.8 показано один з профілів. 
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 Рисунок 9.2.8 -- Профіль відповідно до перерізу 1 на вигляді з гори 9.2.7. 

Середнє арифметичне отриманих значень відстані між серединами стінок 

трубок ~203 нм. Діаметр самої внутрішньої порожнини трубки можна оцінити як 

100 нм та більше. Більш точні дані можливо буде отримано з високоточними 

зондами, що їх придбано на поточному етапі виконання проекту. 2D FFT 

пертворення для вікна спостереження дає читке свідчення, що масив є 

впорядкованим і має досить чітку періодичність в усіх напрямках, Рисунок 9.2.9. 

Рисунок 9.2.9 -- 2D FFT  для поверхні на Рисунок 1.2.7. 

Також можна зазначити, що функція PSDF для цієї поверхні демонструє 

наявність другого піка на спаді звичайного розподілу характерного для 

стохастичного зразка, Рисунок 9.2.10. 
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Рисунок 9.2.10 -- PSDF  функція для зразка 9.2.7. 

Зразки для титану обробленого в плазмі аргону зовнішньо мають дуже 

схожий вигляд. Тому можна вважати, що плазмова обробка та мінімальна 

кількість домішки не вносять принципових чинників в процес анодування. Вигляд 

поверхні можна бачити на Рисунках 9.2.11, 9.2.12. 

Рисунок 9.2.11 -- Поверхня після другого анодування для Ті №1. 



 144

Рисунок 9.2.12 -- Поверхня після другого анодування для Ті №2. 

Для обох зразків ми маємо чітку фіксацію впорядкованості на FFT 

перетворенні та PSDF розподілі, Рисунках 9.2.13, 9.2.14. 

а)       б) 

Рисунок 9.2.13 -- 2D FFT для зразків а) №1 та б) №2. 

Для обох зразків ми також можемо одержати профілі вибраних ділянок та 

оцінити відстань між центрами стінок колодязів та їх внутрішні діаметри. Такі 

оцінки дають нам значення 173 нм та 150 нм для №1 та №2 відповідно. Діаметр 

отворів можемо оцінити як ~90 та ~80 нм. Це дещо менше ніж для необробленого 

зразка але процеси самоорганізації ніколи не дають абсолютно однакові 

структури. Щоб чітко визначити є це відхилення значущим чи знаходиться в 

межах похибки експерименту, треба виконати велику серію опромінень з 
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фіксацією меж відхилень результатів і лише тоді можна буде зробити висновки. 

Рисунок 9.2.14 -- Функції  PSDF для зразків №1 та №2. 

Експерименти з подвійним анодуванням показують широкі межі керування 

глибиною колодязів шляхом зміни експозиції. Проте керування діаметром трубок 

значно звужується. Відстань між центрами колодязів було отримано в межах 150-

250 нм. Діаметр самих колодязів є не однорідним і може варіюватися в межах 

30% на одному зразку. Мінімальний отриманий діаметр зараз ~50 нм. 

Максимальний — ~150 нм. 

Висновки за розділом 9 

За час виконання проекту було отримано зразки прототипів електродів 

вкритих шаром з масивами впорядкованих наноколодязів з окису титану. 

Показано можливість отримувати високовпорядковані масиви шляхом подвійного 

анодування на титані з незначним вмістом домішок інших елементів.  

Показано, що очищення поверхні електродів в аргоні до анодування 

принципово не впливає на формування шару. В той же час, фіксується зменшення 

геометричних розмірів структури після плазмової обробки поверхні не зважаючи 

на однакові умови анодування. 
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10 Плазмова обробка поверхні електродів 

 

Добре відомо, що плазмова обробка матеріалів дозволяє змінювати їх 

поверхневі властивостивості декількома шляхами. Осадження поверхневих шарів 

цільового матеріалу дозволяє кардинально міняти властивості поверхні. В той же 

час, імплантація цільових іонів в поверхневі шари матеріалу мішені дозволяє 

більш тонко та лише частково керувати характеристиками поверхні. Наприклад, 

імплантація дозволяє змінювати провідність поверхневих шарів або схему 

електронних рівнів матеріалу. Також оксидування або азотування 

використовують для отримання захисних і декоративних покриттів.  

Плазмове оксидування виконують в низькотемпературній плазмі, що містить 

кисень, утвореної за допомогою розрядів постійного струму, ВЧ і СВЧ розрядів. В 

Такий спосіб одержують оксидні шари на поверхні напівпровідникових сполук 

при виготовленні напівпровідникових приладів і інтегральних схем, при створенні 

тунельних переходів на основі плівок Nb і Pb в кріоелектронних інтегральних 

схемах, а також для підвищення світлочутливості срібно-цезієвих фотокатодів, 

для формування діелектричних бар'єрів у мікроелектроніці. При плазмовому 

способі оксидування іони плазми досягають поверхні виробу з енергіями 

достатніми для їх проникнення в поверхневий шар і часткового його розпилення. 

Якість оксидних плівок, отриманих плазмовим способом за деякими параметрами 

перевершує якість плівок вирощених іншими методами (термічних, 

електрохімічних) [73].  

Імплантація може виконуватися в об’ємному розряді або іонно-пучковими 

методами. Обидва методи мають свої переваги мають використовуватися 

відповідно до вимог технологічного процесу. Перевагою об’ємного методу є 

одночасна обробка всієї поверхні зануреної в плазму, що дозволяє одночасно 

обробляти або велику площу одної мішені або всю поверхню одного або багатьох 

деталей. 
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10.1 Обладнання для обробки поверхні електродів 

 

Нами розроблено і постійно модернізується [74-75] дуговий генератор плазми 

значного об’єму на основі дугового розряду низького тиску з термоемісійним 

порожнистим катодом, який можливо ефективно використовувати для 

оксидування різних матеріалів та виробів. Дуговий розряд з термоемісійнім 

порожнистим катодом дозволяє одержувати чисту (без наявності в ній 

мікрокрапель матеріалу катоду) газорозрядну плазму. Висока концентрація 

електронів в плазмі дугового розряду (порівняно з жевріючим розрядом) дозволяє 

більш ефективно здійснювати нагрів і очищення оброблюваних деталей. Крім 

того робота за меншого тиску (1-10Па) дозволяє обробляти деталі складної форми 

без небезпеки локального перегріву і пробою. Як найбільш енергоефективний, 

цей метод дозволяє генерувати об'ємну плазму  з концентрацією електронів в 

плазмі 1010 ÷ 5х1011 см-3. При цьому досягаються оптимальні умови для іонного 

очищення, нагріву та підтримання температури поверхні в процесі формування 

оксидованого шару. Використання для цих цілей низькотемпературної 

газорозрядної плазми досить перспективно як  екологічно чистий процес, а також 

за енергозберігаючими показниками. Генератор плазми дозволяє працювати з 

струмами в десятки ампер в середовищі реактивного газу (О2,) з великим робочим 

ресурсом. 

Схема макету вакуумної установки для оксидування в плазмі дугового 

розряду представлена на Рисунок  10.1.1.  У плазмогенераторі, катод 2 керамічним 

ізолятором приєднується до вакуумної камери 1. Конструктивно це танталова 

трубка (діаметром 4 і довжиною 35 мм) запресована в молібденовий корпус який 

захищено від реактивного газу алундовою трубкою. Плазмоутворюючий газ аргон 

подається крізь порожнистий катод, одночасно забезпечуючи його захист від 

реактивного газу, що надходить безпосередньо в робочу камеру. Анод виконано у 

вигляді кільця 3 і встановлено в нижній частині вакуумної камери. Для 

неперервного контролю іонного струму насичення використовувався однобічний 

плаский зонд 4 площею 1.0 см2. Для формування однорідного оксидного шару 

тримач зразків 5 діаметром 70 мм встановлено по центру робочої камери, і 
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контролюється його температура. Робочий тиск у вакуумній камері вимірюється 

термопарною лампою 6. Постачання газів в об’єм установки та плавне 

регулювання тиску, баластного і реактивного газів, здійснювалось голчастими 

клапанами напуску 7 в межах 10 �10-1 Па. Вакуумування робочої камери об’ємом 

20 л до граничного тиску ~ 10-1Па здійснювалось двороторним насосом 

послідовно з пластинчасто роторним насосом з масляним ущільненням з 

продуктивністю 15 л/с. Між насосом і вакуумною камерою встановлена 

газорозрядна пастка яка зменшує парціальний тиск парів масла в сто разів. З 

метою створення оптимальних умов для роботи генератору плазми на основі 

дугового розряду з порожнистим катодом при понижених тисках, а також для 

захисту вакуумних насосів від перевантаження під час напуску робочого газу, між 

вакуумною камерою і насосом встановлено керовану діафрагму 8. Змінюючи 

діаметр діафрагми можна змінити перепускну здатність газогону забезпечуючи 

диференційоване відкачування вакуумної системи. 

Для захисту оброблюваних виробів, до входу дугового розряду на робочий 

режим, робочий стіл зі зразками закривається заслінкою 9. Живлення розряду 

здійснюється від високовольтного (стартова ступінь) і низьковольтного (робоча 

ступінь) блоків живлення. Для захисту низьковольтного блоку живлення 

встановлений блокуючий діодний ключ (ДБ). Блок живлення напруги зміщення 

забезпечує іонне очищення оброблюваних деталей під напругою 500-1200 В і 

осадження й активацію поверхні виробів під напругою зміщення 50-600 В. В 

процесі технологічного циклу модифікації електродів для сенсорів треба 

піднімати напругу зміщення робочого столу з зразками до потенціалу близько 

500-600 вольт відносно плазми (аноду). При таких потенціалах робочий стіл 

частково розпилюється і продукти розпилення можуть потрапляти на поверхню 

оброблюваних виробів. Щоб запобігти забрудненню оброблюваних виробів (із 

титану) сторонніми матеріалами  робочий стіл виготовлено повністю з титану 

такої марки як і електроди для сенсорів. 
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Рисунок 10.1.1 -- Схема макету установки для іонно-плазмового оксидування. 

1 – вакуумна камера; 2- порожнистий катод; 3- анод; 4 - однобічний плоский 

зонд;5 – утримувач зразків; 6 – манометрична лампа; 7 – дозуючий вентиль 

(натікач); 8-керована діафрагма. 

 

 

Для імерсійної обробки електродів було виготовлено столик для розміщення 

зразків. Фото нового столика наведено на Рисунку 10.1.2. На фото видно 

закріплені зразки для обробки. Столик дозволяє працювати і з пласкими зразками 

обраної геометрії і з дротом малого діаметра якщо в тому виникне потреба в 

майбутньому. 
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Рисунок  10.1.2 -- Фото утримувача зразків ( оброблювані вироби: 1-

титановий дріт діаметром 1 мм, титанова смужка 40 * 2 * 0.1 мм). 

 

 

 

10.2 Режими плазмової обробки поверхні електродів 

 

При подачі напруги на електродну систему (порожнистий катод - анод) і 

напуску у порожнистий катод баластного газу (Ar) запалюється високовольтний 

жевріючий розряд (U = 1500 B, I ≤ 1 A) і починається нагрів катоду. Температура 

порожнистого катоду зростає до виникнення термоелектронної емісії, завдяки 

чому  розряд переходить в низьковольтний дуговий режим. При цьому 

відкривається діодний ключ і живлення розряду здійснюється від 

низьковольтного силового блоку живлення (U = 35-90 B, I = 5-30 A). Зміною 

струму розряду можна регулювати  його потужність  досягаючи концентрації 

електронів в плазмі  ne ≈ 109 — 1011 см-3 при температурі електронів 2-3 еВ. 

Подачею напруги від блоку живлення зміщення (U= 0-1200 В) можна виконувати 

нагрів, знегажування і іонне очищення  деталей в плазмі інертного газу. При 

потребі в камеру напускається кисень або азот. Регулюванням подачі реактивного 
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газу (кисню, нітрогену) досягають оптимальних умов обробки. 

Розподіл щільності іонного струму на зонд по радіусу вакуумної камери 

(робочий газ аргон/кисень-70/30%, напруга на зонді UЗ = 90 В) для двох струмів 

розряду наведено на Рисунок 2.2.1. Зонд проходить в плоскості тримача зразків з  

виробами що обробляються. Тиск в камері, при якому іонний струм насичення 

максимальний, досягався зміною пропускної спроможності регульованої 

діафрагми 8 (Рисунок 10.1.1). 

Неоднорідність концентрації електронів плазми в робочій зоні (на радіусі 

30 мм від центру робочої камери) не гірше 5% від її середнього значення. 

Випробування генератора плазми протягом десяти годин показало стабільну 

роботу катодного вузла в  плазмоутворюючому середовищі з вмістом кисню. 

Рисунок 10.2.1 -- Залежність щільності іонного струму від положення зонда 

по радіусу вакуумної камери (робочий газ аргон + кисень РАr = 0.024 тор, РО2 = 

0.01 тор, UЗ = - 90 В)  

В наших експериментах під зміщенням U= 500 В проводився нагрів, 

знегажування і іонне очищення  деталей в плазмі інертного газу. Цей період 

обробки  становить близько 15-20 хвилин. Потім оброблені зразки можна було 

вийняти з камери або продовжити процес в присутності реактивного газу для 

формування на поверхні модифікованого шару. Відпал на повітрі в термопічці 
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завжди іде в присутності нітрогену. В плазмовому розряді ми можемо додати до 

основного газу як повітря так і власне кисень. 

 Далі в робочу камеру плавно подається реактивний газ (кисень) і 

починається цикл оксидування виробів. Парціальний тиск кисню в пропорції 

25/75 відсотків підтримувався голчатим на тікачем. При цьому щільність іонного 

потоку становила 3 мА/см2 . Температура робочого столу з виробами 

підтримувалася близько 450С за рахунок прискорених іонів енергію яких  

регулюємо  потенціалом зміщення. Час обробки (оксидування) можна змінювати 

від одиниць хвилин до часів.  

Приклад поверхні електроду після обробки в аргоні можна бачити на 

Рисунок 10.2.2. 

Рисунок 10.2.2 -- Поверхня електрода після обробки в плазмі аргону. 

 

Електрод витримувався в плазмі розряду 25 хв зі зміщенням 260 В. Після 

обробки охолоджувався в відкачаній вакуумній камері. Охолоджений зразок 

передавався на дослідження. Одночасно інші зразки з цієї ж партії передавалися 

на анодування та інші експерименти. Видно, що обробка в плазмі аргону 

принципово не впливає на морфологію поверхні. Профілі поверхні 

представлено на Рисунок 10.2.3. 
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Рисунок 10.2.3 -- Профілі поверхні зразка обробленого в плазмі аргону. Профілі 

по взаємно перпендикулярних напрямах. 

 

Доля імплантованих іонів аргону в поверхневий шар є дуже малою. 

Енергія іонів така, що вони можуть імплантуватися лише в приповерхневий 

шар і цей шар постійно розпорошується. Схожа реконструкція морфології 

спостерігається і у випадку плазмового окислення поверхні електроду в 

присутності до 20% кисню в аргоні. На Рисунок 2.2.4 можна побачити профілі 

поверхні для цього випадку. 

Рисунок 10.2.4 -- Профілі поверхні електроду після обробки в плазмі 

Ar+O2. Профілі у взаємно перпендикулярних напрямках. 

 

Проте, зміна стану поверхневого шару впливає на особливості протікання 

реакцій у електроліті. Було визначено потенціали електродів після різної 

обробки поверхні по відношенню до потенціалу опорного платинового 

електроду. Потенціал необробленого електроду окисненого термічно в 

термопічці виявився -350 мВ. Потенціал електрода окисненого в плазмі в 
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присутності кисню -448 мВ. Титан після анодування з короткими трубками 

~1 мкм -765 мВ. Анодований титан з відносно глибокими колодязями, ~6 мкм, 

демонструє потенціал -454 мВ. І на потенціал електроду впливає кожен варіант 

обробки поверхні. Обробка в плазмі в якій присутні і нітроген і кисень також 

зсуває значення потенціалу, -392 мВ. Хоча зміни у стані поверхні для   

необробленого та обробленого в плазмі з киснем зразка, Рис. 10.2.4, не 

принципові, зсуви у значенні електродного потенціалу досить помітні. 

Звичайно в присутності кисню на поверхні електроду формується поверхневий 

шар ТіхОу і змінюється сама природа шару. Але після анодування на поверхні 

також формується оксидований шар який має відмінність лише у формуванні 

масивів наноколодязів. І ми також бачимо зсуви потенціалу. Природа цих 

розбіжностей може бути пов’язана і з конкретною хімічною формулою кожного 

шару і зі змінами в структурі електронних рівнів в кожному випадку. Для 

точної відповіді на питання потрібні додаткові дослідження. 
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11 Технічне завдання 

на розробку спеціалізованого пристрою для імпедіометричного дослідження 

біорозчинів з використанням розроблених наноструктурованих електродів 

 

Для оперативного аналізу біофункціональних розчинів пропонується 

прототип портативного імпедіометричного вимірювального приладу для 

вимірювання сигналів біосенсорних напівпровідникових електродів на основі 

нанокристалів сульфіду кадмію та наноструктурованих оксидів титану, що буде 

працювати за принципом вимірювача повного імпедансу і фазового зсуву 

досліджуваного розчину в діапазоні частот від 1 Гц до 150 кГц. За його 

допомогою досліджуватимуться механізми утворення імпедансного відгуку 

напівпровідникових електродів, що буде застосовано для селективного 

детектування специфічних послідовностей нуклеїнових кислот. Сенсорний аспект 

роботи приладу полягає в тому, що електропровідність, добротність або тангенс 

кута втрат електрохімічної комірки, утвореної розчином і робочими електродами, 

залежить від вмісту та структури іонних/молекулярних шарів, абсорбованих на 

поверхні електродів. 

Безперечними перевагами розроблюваного пристрою буде його 

портативність, низька вартість в порівнянні із стаціонарними імпедансними 

вимірювачами та оригінальні методики, розроблені до приладу для кількісного 

експрес-аналізу складу рідких сумішей. 

 

Вибір основних технічних характеристик пристрою 

Результати експериментальних вимірювань електропровідності 

наноструктурованих TiO2 та CdS електродів, занурених у плоску електрохімічну 

комірку з буферним розчином, показали, що найбільші зміни активної та 

реактивної складових повного опору при іммобілізації поверхні електродів 

рецепторними білками та при їх взаємодії з компліментарними 

олігонуклеотидами відбуваються в області відносно низьких частот від десятків-

сотень Гц до десятків кГц. Крім того, можливо проводити вимірювання лише в 

декількох частотних точках зазначеного діапазону, а потім вирішуючи систему 
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кількох рівнянь з відповідною кількістю невідомих, знаходити значення 

складових імпедансу та визначити імпедіометричний відгук системи. Тобто в 

принципі вимірювач може бути спроектований для роботи лише на декількох 

фіксованих частотах. 

Але з технічної точки зору такий підхід не є досить доцільним, оскільки 

сучасні вимірювальні пристрою будуються на базі потужних програмованих 

мікроконтролерів, які здатні швидко змінювати схемні параметри у визначеному 

актуальному діапазоні частот для генерації та зчитування сигналів. Тому немає 

необхідності обмежуватися лише декількома фіксованими частотами, більш 

ефективним підходом є можливість просканувати всю зазначену область частот за 

досить короткий проміжок часу (десятки секунд) й тим самим суттєво підвищити 

точність визначення складових імпедансу та відповідно параметрів еквівалентної 

схеми електрохімічної комірки. 

Виходячи з цих міркувань, запропоновано наступні основні технічні 

параметри для розроблюваного імпедіометричного пристрою: 

- діапазон робочих частот – 10 Гц ÷ 150 кГц із кроком 1 Гц; 

- максимальне відхилення частоти основної гармоніки – ±1%; 

- максимальна похибка визначення активної / реактивної складових імпедансу - 

±1% для актуального діапазону частот; 

- напруга живлення – постійна ±9-12 В; 

- максимальний споживаний струм живлення – не більше 0.5 А; 

- сполучення з ЕОМ через інтерфейс USB або RS232; 

- підключення блоку зразка за допомогою коаксіальних кабелів; 

- габаритні розміри – не більше 200х200х50 мм; 

- маса – не більше 0.5 кг; 

 

Загальний вигляд блок-схеми пропонованого портативного вимірювача 

імпедансу на основі мікроконтролерного керування наведений на рисунку 11.1. 
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Рисунок 11.1- Функціональна схема портативного вимірювача імпедансу. 

 

Мікропроцесорний модуль (МП) повинен здійснювати генерацію 

дискретних значень синусоїдального сигналу певної частоти із актуального 

діапазону. Ці значення за допомогою цифро-аналогового перетворювача (ЦАП) 

перетворюються в ступінчастий синусоїдальний сигнал, згладжуються фільтром 

низьких частот (або смуговим фільтром), що видаляє високочастотну область 

спектру. Отриманий синусоїдальний сигнал прикладається до входу 

досліджуваного об’єкту з повним комплексним опором Z, вихідний сигнал 

знімається з резистивного навантаження Rн. Вхідний і вихідний сигнали 

синхронно оцифровуються двоканальним аналого-цифровим перетворювачем 

(АЦП) й отримані дискретні значення надходять до мікропроцесорного модулю, 

де за допомогою дискретного перетворення Фур’є (ДПФ) визначаються їх 

амплітуди та фазовий зсув. Повний імпеданс досліджуваного зразка визначиться 

із виразу: 

вх вих вх вих
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    (11.1) 

Підставляючи сюди вирази для вхідної та вихідної гармонічних напруг 

Uвх = Aexp(-jωt) та Uвих = Bexp(-j(ωt+∆φ)), отримуємо формулу розрахунку 

величини імпедансу Z: 

Rнj
B

A
Z  )1)exp((  = R+jX,    (11.2) 

де А и В - амплітуди вхідної та вихідної напруги, ∆φ – фазовий зсув між 

ними, R – активна складова, Х – реактивна складова імпедансу. Отже, знаючи 
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амплітуди та фазовий зсув зазначених напруг, можна розрахувати повний 

імпеданс досліджуваного розчину. 

 

Деталі схемної реалізації портативного вимірювача імпедансу 

Електронна схема пристрою має бути розділена на два основні модулі: блок 

генератора збуджуючого гармонічного сигналу та блок аналізатора вихідного 

сигналу, що пройшов через досліджуваний зразок (див. блок-схему на рис.1). До 

блоку генератора входять головний мікропроцесор, який здійснює генерацію 

гармонічного сигналу, а також керування блоком аналізатора. Блок аналізатора 

для достатньої швидкості обробки сигналів повинен складатися із двох АЦП (для 

оцифровки вхідного та вихідного сигналів досліджуваного об’єкту) та чотирьох 

допоміжних процесорів (по два для синусної та косинусної складових 

дискретного перетворення Фур’є на кожний із зазначених сигналів). Головний 

процесор зв'язується із сполученим ПК через послідовний інтерфейс. Керування 

роботою вимірювача та вторинну обробка результатів вимірювання, включаючи 

обчислення імпедансу, для спрощення структури портативного вимірювача, 

доцільно здійснити за допомогою сполученого ПК із відповідним програмним 

забезпеченням. 

Блок генератора 

Блок генератора може бути побудований на основі популярних та 

доступних мікросхем: 8-ми розрядного мікропроцесору ATmega8515 та ЦАП на 

основі AD7945. Цей мікропроцесор працює на тактовій частоті 16 МГц, тому 

видача відліків гармонічного сигналу може відбуватися на фіксованій частоті 400 

кГц (~1.3 частоти Найквіста для верхньої межі робочого діапазону частот). Для 

генерації сигналу буде використана табульована синусоїда, записана в постійній 

пам’яті мікропроцесора. 

В межах робочого циклу головний мікропроцесор повинен здійснювати 

наступні операції: 

- обчислення необхідного фазового зміщення для табульованої синусоїди, 

відповідно до заданої частоти сигналу; 

- вибір відповідного значення синусоїди з таблиці й видачу його на вхід ЦАП; 
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- синхронний запуск вхідного та вихідного АЦП блоку аналізатора. 

Ці операції мають циклічно повторюватися протягом 10 або більше періодів 

генерованого сигналу. По закінченню цього часу генерація зупиняється, 

результати вимірювання зчитуються з допоміжних процесорів і відправляються 

до сполученого ПК. Після цього починається генерація на наступній робочій 

частоті (в режимі розгортання). Гармонічний сигнал з виходу генератора 

прикладається до аналізованого зразку через фільтр низьких частот, амплітуда 

сигналу на виході ЦАП в певних межах може бути відрегульована. 

Блок аналізатора 

Блок аналізатора може бути створений на основі мікросхеми АЦП AD7892 

із застосуванням двох АЦП для аналізу сигналів відповідно на вхідній і вихідній 

клемах аналізованого зразка. Чотири допоміжні мікропроцесори повинні 

здійснювати ДПФ вхідного і вихідного сигналів для подальшого визначення їх 

амплітуди і фази (тобто комплексної напруги), причому перший з пари цих 

процесорів обчислює синусну, а другий - косинусну складову. Синхронізація 

роботи АЦП здійснюється головним мікропроцесором. В ході вимірювання 

допоміжні процесори знаходяться в циклі очікування до закінчення чергового 

аналого-цифрового перетворення. На початку кожного робочого циклу головний 

процесор одночасно запускає обидва АЦП, після чого продовжує процедуру 

генерації гармонійного сигналу. 

Процедура розрахунку ДПФ має продовжуватися впродовж декількох (5-10) 

періодів вхідного гармонійного сигналу Після закінчення заданого часу 

обчислені синусна і косинусна складові ДПФ будуть передаватися в головний 

процесор і далі на сполучений ПК по послідовному інтерфейсу. Обчислення 

безпосереднього значення імпедансу здійснюється сполученим ПК за 

допомогою відповідного програмного забезпечення. 

Протокол обміну командами і даними 

Як було зазначено, керування процесом вимірювання буде здійснюватися із 

сполученого ПК по послідовному інтерфейсу. Перед початком вимірювання 

може бути встановлено режим роботи (вимірювання на одній частоті або 

розгортка в заданому діапазоні частот) і, відповідно, робоча частота або 
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початкова і кінцева частоти робочого діапазону. В процесі вимірювання 

головний процесор передає допоміжним процесорам значення необхідних для 

виконання ДПФ попередньо обчислених констант (фазового зсуву табульованої 

синусоїди для заданої частоти) і отримує від допоміжних процесорів обчислені 

значень синусною і косинусної складових ДПФ вхідного і вихідного сигналу. 

Можливий також обмін командами для синхронізації роботи головного і 

допоміжних процесорів. Після закінчення вимірювання головний процесор 

видає на сполучений ПК фактичне значення частоти, для якої проводилося 

вимірювання, і обчислені значення складових ДПФ. 

Робота з вимірювачем імпедансу 

Керування роботою портативного пристрою має здійснюватися за 

допомогою розробленого програмного забезпечення, що працює на сполученому 

ПК. Програма має виконуватися в середовищі Win32 в консольному режимі: 

запуск процедури вимірювання та зміна робочих параметрів здійснюються 

шляхом введення встановлених команд. 

Перед початком вимірювань потрібно буде з'єднати послідовний вихід 

пристрою з комунікаційним портом ПК та підключити до пристрою 

досліджуваний зразок за допомогою сигнальних кабелів. За допомогою 

програмного інтерфейсу потрібно встановити режим вимірювання (на одній 

частоті або в діапазоні частот), початкову і кінцеву частоту діапазону, та 

запустити процес вимірювання. В ході вимірювання на моніторі ПК 

відображається залежність імпедансу зразка від частоти. Можливі режими 

відображення окремо активної та реактивної складової, або тангенса кута 

діелектричних втрат (чи добротності). Процес вимірювання при необхідності 

може бути перерваний оператором. По закінченню вимірювань результати 

виводяться на консоль та/або зберігаються на дисковому накопичувачі ПК в 

текстовому файлі. 

 

 

Шлях реалізації вимірювача імпедансу 

Елементна база 
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Найбільш очевидним способом покращення характеристик описуваного 

імпедансного вимірювача є збільшення частоти дискретизації гармонійних 

сигналів, що використовуються для генерації тестової напруги. Але це спричиняє 

підвищені вимоги до швидкодії мікропроцесорів та АЦП. При збільшенні частоти 

дискретизації до 1.5·106 відліків за секунду використовувані в описаній вище 

реалізації мікропроцесори та АЦП стають непридатними. Основне обмеження 

швидкості обчислень обумовлено розрядністю процесору. Очевидно, що кращим 

є використання 16 або 32 розрядних мікропроцесорів. 

Найбільш доступним та чи не єдиним 16-розрядним процесором із 

безкоштовними засобами розробки є MSP430. Однак його максимальна тактова 

частота становить 8 МГц, на відміну від стандартних 16 МГц для процесорів типу 

AVR. Тому MSP430 не буде мати переваг швидкодії перед 8-розрядним 

процесором. 

Доступні також 32-розрядні мікропроцесори з ядром ARM7 (Atmel та 

Analog Devices). ADuC7026 має вбудований багатоканальний АЦП та ЦАП, які 

можуть використовуватись замість окремих мікросхем при частотах дискретизації 

до 1 МГц. Враховуючи, що середня продуктивність процесора становить близько 

40 MIPS, можна вважати, що швидкодія виявиться достатньою для розглянутого 

завдання. Також існують безкоштовні засоби розробки для ARM7. 

АЦП з швидкодією від 1.5 до 10 мільйонів перетворень за секунду (й вище) 

також доступні та досить дешеві. Зокрема, можна розглянути можливість 

використання AD9223 та інших мікросхем того ж ряду (9220, 9221, 9225). 

Вимірювальна схема 

Вельми перспективним виглядає використання схеми самобалансуючого 

мосту (рисунок 11.2) замість використаного вище звичайного подільника напруги. 

Схема мосту побудована таким чином, що потенціал у точці з'єднання Z и Rн 

підтримується рівним нулю, при цьому опір R0 необхідний обмеження струму 

через зразок. В цьому разі імпеданс аналізованого зразка визначається з виразу: 
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Рисунок 11.2 -Самобалансуючий міст. 

 

Однак таке підключення елементів само по собі не дає покращення точності 

параметрів вимірювача. Основною відмінністю даного варіанту від схеми 

включення на рис.1 є те, що в збалансованому стані падіння напруги на зразку не 

залежить від імпедансу зразка (а отже, і частоти). 

Найпростіша реалізація самобалансуючого мосту показана на рис.3. За такої 

реалізації всі характеристики мосту (час встановлення, залишковий розбаланс, 

частотні характеристики) визначаються параметрами обраного операційного 

підсилювача. 

 

 

Рисунок 11.3 - Самобалансуючий міст на операційному підсилювачі. 

 

Схема, що дає більшу свободу в налаштуванні параметрів мосту, наведена 

нижче на рис.4. У початковий момент часу програмовані генератори 1 і 2 

синхронізовані та генерують ідентичні гармонічні сигнали. Мікропроцесор 

регулює фазу сигналу на виході генератора 2 до тих пір, поки фазовий детектор не 

зафіксує збіг фаз. Після цього регулюється амплітуда вихідного сигналу 

генератора 2 до фіксації нуля на виході амплітудного детектора. Отримані таким 

чином значення зсуву фази і відношення амплітуд сигналів на виходах 

генераторів 1 і 2 дозволяють визначити значення імпедансу зразка Z. 
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 Рисунок 11. 4- Самобалансуючий міст з цифровим керуванням. 

 

Отже, застосування пропонованих електричних схем для побудови 

імпедансного вимірювача та використання більш розвиненою елементної бази 

дозволить покращити точності характеристики, при цьому не дуже ускладнюючи 

апаратну частину приладу. Це може бути важливо для досягнення ще більш 

високої чутливості та надійності реєстрації аналізованих олігонуклеотидів в 

концентраційному діапазоні до 10-12 М. 
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ВИСНОВКИ ЗА ЧАСТИНОЮ 2 

 

1   Об’єктом дослідження були  нові наноструктуровані напівпровідникові 

матеріали для електрохімічних імпедіометричних сенсорів ДНК у вигляді 

електродів наступних типів: 

вуглецеві волокна з вирощеними на їх поверхні нанокристалами CdS у 

вигляді призм (діаметр від 70 нм до 150нм, довжина   від 0,4 мкм до 2 мкм, 

відстань  від 100 нм до 200 нм загальною кількістю    від 103 до 107 на електрод) як 

сфалеритної так і вюрцитної симетрії у порівнянні з вуглецевими волокнами 

піролітичного методу виготовлення у вигляді циліндрів діаметром 5 мкм ; 

золоті електроди  діаметром 50 мкм з вирощеними на їх поверхні 

нанокристалами CdS у вигляді призм (діаметр  від 70 нм до 450 нм, довжина  від 

0,4 мкм до 20 мкм, відстань  від 100 нм до 600 нм загальною кількістю   до  107 на 

електрод) сфалеритної  та вюрцитної симетрії у порівнянні з золотими 

електродами у вигляді мікродрота; 

електроди  з титанової фольги з поверхневим шаром наноструктурованого 

оксиду титану (поверхня у вигляді квазірегулярних наноколодязів діаметром  від 

30 нм до 50нм, глибиною від 0,3 мкм до 12 мкм відстанню від 70 нм до 100 нм, з 

геометричною поверхнею  до 20 мм2) у порівнянні з електродами з титанової 

фольги з поверхневим шаром термічно оксидованого титану; 

2  Структурні та геометричні характеристики електродів з нанокристалами 

CdS були досягнуті в результаті реалізації процесу росту нанокристалів - 

хімічного осадження з газової фази при температурі від 450С до 750С в вакуумі.  

3     Розроблено методику виготовлення шару наноструктурованого титану 

на поверхні титанової фольги в процесі контрольованого окислення на аноді в 

органічному електроліті при потенціалах від 10В до 80В, густині струму 

травлення до 5 мА/см2, часі  обробки від 10 хв до 8 годин. Протестовано плазмові 

методики часткового відновлення поверхні електрохімічних електродів. 

4    Морфологію всіх типів електродів досліджували і контролювали 

меиодами скануючої електронної а зондової атомно-силової мікроскопії, 

рентгенівської дифракції. Неруйнуючий оперативний контроль щіток 
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нанокристалів CdS реалізовано методами оптичної спектроскопії поглинання та 

фотолюмінесценції в діапазоні довжини хвилі від 400 нм до 900 нм. 

5   На основі досвіду проведених дослілдень процесів гібридизації за 

допомогою  універсального потенціостата VoltaLab-80 (Франція), в діапазоні 

струму від 1 нА до 5мкА,  та імпедіометра ISX-3 (Германія), в діапазоні частот до 

10 МГц, сформульовано технічне завдання на розробку і виготовлення 

імпедіометра гібридизаційних ДНК-сенсорів та проаналізовано системні рішення 

його реалізації в Україні. 
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ВИСНОВКИ 

 

1    Реалізовано нові молекулярно-напівпровідникові ієрархічні матеріали 

для  ДНК-сенсорів. Об’єктами дослідження для використання в якості електродів 

ДНК-сенсорів на рівні мікро- та нано- структур були: 

 вуглецеві волокна  або золоті мікродроти з вирощеними на їх поверхні 

нанокристалами CdS у вигляді призм діаметром від 70 нм до 450 нм, довжиною  

від 0,4 мкм до 12 мкм, відстанню  від 100 нм до 400 нм, як сфалеритної так і 

вюрцитної симетрії; 

мікроелектроди  титанової фольги з поверхневим шаром 

наноструктурованого оксиду титану (поверхня у вигляді квазірегулярних 

наноколодязів діаметром  від 30 нм до 50 нм, глибиною від 0,3 мкм до 12 мкм, 

відстанню від 70 нм до 100 нм) . 

На рівні молекулярної організації поверхня електродів є молекулярною 

оболонкою з моношару олігонуклеотидів і спиртів, яку ковалентно зв’язали  з 

поверхнею наноструктурованого напівпровідника в процесі  контрольованої 

іммобілізації з водного розчину. 

2     Структурні та геометричні характеристики електродів з нанокристалами 

CdS були досягнуті в результаті реалізації керованого процесу 

самоорганізованого росту нанокристалів - хімічного осадження з газової фази при 

температурі від   400 С до 720 С в вакуумі. Реалізовано керовані процеси 

самоорганізованого  формування шару наноструктурованого оксиду титану на 

поверхні титанової фольги в процесі контрольованого окислення на аноді в 

органічному електроліті при потенціалі до 80 В і густині струму до 5 мА/см2. 

Протестовано плазмові методики  додаткової обробки поверхні електродів.  

Морфологію всіх типів електродів на рівні мікро- та нано- структур досліджували 

і контролювали за допомогою скануючої електронної мікроскопії. Неруйнуючий 

оперативний контроль щіток нанокристалів CdS реалізовано методами оптичної 

спектроскопії поглинання та фотолюмінесценції.  

3      Розроблено електрохімічні методики дослідження процесів 
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формування молекулярних оболонок на поверхні електродів з різною 

морфологією. Діапазон експериментально перевірених концентрацій 

олігонуклеотида P1 становив від 0,001 нМ до 100 нМ в буферних розчинах SSC. 

Досліджено вольт-амперні характеристики, залежності ємності від потенціалу 

зміщення та спектри імпедансу  електродів як до так і після біофункціоналізації. 

За допомогою методу спектроскопії електричного імпедансу досліджено 

особливості взаємодії олігонуклеотидів-зондів, іммобілізованих на поверхні 

електродів на основі нанокристалів CdS та електродів на основі 

наноструктурованого діоксиду титану, з комплементарними, частково-

комплементарними та некомплементарними послідовностями нуклеїнових 

кислот. 

4 Широке використання керованих процесів самоорганізації  дозволило 

створити нові дешеві матеріали електрохімічних електродів з відтворюваними 

властивостями. На основі нових електродів створено експериментальні зразки 

імпедіометричних гібридизаційних ДНК-сенсорів для визначення специфічних 

послідовностей нуклеїнових кислот та доведено  їх функціональність для 

високочутливого та високоселективного аналізу цільових аналітів. 

Продемонстровано, що сенсорний сигнал визначається струмом обміну 

окислювально-відновлювальної реакції за участю молекулярно-модифікованої 

поверхні напівпровідника, є обмеженим дифузійно-дрейфовим транспортом 

скрізь організовану молекулярну оболонку  та залежить від покриття поверхні 

гібридизованим олігонуклеотидом. Селективність визначення факту формування 

гібридизованих молекулярних оболонок забезпечується зміною виміряних 

частотних залежностей компонентів імпедансу Im Z(F) і Re Z(F) та зміною 

граничного значення активної складової імпедансу в діапазоні частот від  150 КГц 

до 5 МГц. Стабілізація температури електроліту є критичною для забезпечення 

відтворюваності під час визначення субнаномолярних концентрацій 

комплементарних послідовностей нуклеїнових кислот. 

5 Реалізовано лабораторний прототип гібридизаційного сенсорного 

пристрою на основі  напівпровідникових наноструктурованих електродів з 

молекулярними ДНК-оболонками, який забезпечує можливість проведення 



 169

експериментів  в проточній мікрокомірці об’ємом до 200 мкл за постійної 

температури у діапазоні від 30 С до 95 С з відтворюваністю термостабілізації 

комірки +0,1 С та фіксованою відстанню між електродами  від 0,05 мм до 1 мм.  

6   Показано, що застосування електродів на основі нанокристалів CdS як 

селективних елементів біосенсорного пристрою забезпечує високоселективний 

аналіз послідовностей нуклеїнових кислот з межею визначення від 0,001 нМ до 

0,1 нМ, залежно від умов проведення аналізу, що на два порядки нижче порівняно 

до пристроїв на основі традиційних золотих електродів. Лінійний динамічний 

діапазон розроблених ДНК-сенсорних пристроїв становить від 1 пМ до 10 нМ. 

Запропоновано шляхи підвищення селективності розроблених гібридизаційних 

ДНК-сенсорів та підходи до їх багаторазового використання. Показано, що 

проведення аналізу за підвищеної температури, яка відповідає оптимальній 

температурі гібридизації іммобілізованого олігонуклеотиду-зонду з повністю 

комплементарною послідовністю, забезпечило зниження межі визначення 

комплементарних олігонуклеотидів до 0,001 нМ, а також істотне підвищення його 

селективності за присутності потенційних інтерферентів (частково-

комплементарних та некомплементарних послідовностей нуклеїнових кислот) у 

аналізованих зразках.  

7   Еелектрохімічні дослідження проведені за допомогою  універсального 

потенціостата VoltaLab-80 (Франція)  та імпедіометра ISX-3 (Германія) в діапазоні 

частот до 10 МГц. На основі досвіду проведених досліджень процесів гібридизації 

сформульовано технічне завдання на розробку імпедіометра гібридизаційних 

ДНК-сенсорів та проаналізовано системні рішення його реалізації в Україні. 

Мета та задачі Проєкту  виконані повністю. 
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Abstract 

 
Photoluminescent (PL) properties of undoped nanocrystals of cadmium sulfide were investigated as the 

function of the excitation power intensity. Room-temperature PL spectra of CdS nanocrystals revealed two 
emission bands: with peak positions at 510 nm (near-band-edge emission) and at about 690 nm (deep trap 
defects). Tunable photoluminescence of CdS nanocrystals with the exchange of the main radiative channel from 
relaxation through defect levels to direct near band-edge relaxation with the change of the color was 
demonstrated. Nonlinear behavior of the intensities of near band-edge and defect level emission lines as well as 
the blue shift of the peak of defect level emission are discussed and explained by the finite capacitance of the 
defect subzone in the forbidden gap. The origin of the red-light emission is due to native defects such as sulfur 
vacancies or twinning interfaces. 
Keywords: CdS, nanocrystals, photoluminescence, crystal morphology 

 
1. Introduction 
Semiconductor nanostructured materials attract great scientific and technical interest, due to their unique 

properties and possibilities to create components for next-generation nanoscale electronic and optoelectronic 
devices.  

Today nanoscale semiconductor structures are widely used as essential components in such devices as 
photodetectors [1, 2], light emission diodes [3, 4], laser [5], solar cells [6], sensors [7-9], optical switches [10], 
etc.  

Ones of the most important functional nanostructures are quasi-one-dimensional (1D) semiconductors 
such as nanowires (NWs), nanobelts, nanorods, and nanotubes. Their unique properties are associated with 
opportunity to rationally and predictably synthesis of single crystal forms with control of all key parameters, 
including chemical composition, size, shape, crystal structure and doping. Optical properties of nanostructures 
are very different from the bulk ones. Even beside of quantum-size effects, high ratio of surface to the volume 
of such structures has big influence on luminescent and optical properties. 

In recent years many one-dimensional semiconductor nanomaterials such as ZnO [11], ZnS [12], GaN 
[13], InP [14] and InAs [15] have been intensively studied and proposed as active components to fabricate 
optoelectronic devices. II-VI compound semiconductors, especially cadmium chalcogenides, are the class of 
materials able to create 1D nanostructure and they have been investigated in such a form too. These materials 
are recognized as promising ones in optoelectronics owing to their high quantum efficiency and variable 
bandgap. 

Among these semiconductors, CdS is one of the most important direct wide bandgap (about 2.5eV 
depending on the polytype [16]) semiconductors with relatively large exciton binding energy (29meV  kTroom) 
and exciton Bohr radius of approximately 2.85 nm. CdS nanostructures possess excellent electronic and optical 
properties owing to large optical absorption coefficients, high emission quantum efficiencies and the ability to 
tune emission in the visible range simply by changing its size or shape. For this reason, CdS nanostructures have 
been considered as promising ones for photodetectors of a visible spectral range [17]. 

Today one-dimensional CdS nanostructures has been synthesized through various approaches, including 
thermal evaporation [18], electrodeposition [19], template-assisted electrochemical synthesis [20], chemical 
vapor deposition [21], solvothermal methods [22], hydrothermal process [23], and vapor-liquid-solid growth 
(VLS) [24]. The most extensively employed methods to synthesize 1D nanostructures are vapor phase growth as 
those methods give opportunities to grow nanostructures with high crystallinity, monodispersity, as well as 
controlled morphology and optical properties. 

The use of nanomaterials as building blocks for various optoelectronic devices requires sufficient 
control of their quality because the intrinsic properties of semiconductor nanomaterials determined by the size, 
shape, and crystal structure are the important factors defining their optical properties. Also a number of 
researches were performed to reveal the influence of strain, alloying and variable stoichiometry of 1D 
nanostructures on their optical and electric properties in order to widening the working range and flexibility of 



 196

devices on the base of nanostructures [25-28].  
One factor in the manipulation of optoelectronic properties is the phase control of semiconductor NCs. 

CdS is well known to exist as two types of structural polymorphs, the cubic sphalerite or zinc blende ZB and the 
hexagonal wurtzite WZ structure. The band gap is Eg  2.42 eV for the bulk WZ phase and Eg  2.53 eV for the 
bulk ZB phase [16]. Transformation of the crystal structure leads to the change of the band gap, and, as a 
consequence, some variation of the optical properties of nanostructures [29-31]. 

In the previous work [32], we investigated the influence of technological growth parameters on the 
morphology and optical properties of CdS nanowires demonstrating correlation of the ratio of intensities of 
green near-band-gap and red defect/impurity luminescence with the quality of grown nanocrystals. This work is 
focused on the investigation of the dependence of the photoluminescence emission of CdS nanocrystals with 
two types of structural polymorphs ZB and WZ as a function of the excitation power. 

2. Experimental section 
2.1. Sample preparation 
Nanocrystals of CdS have been synthesized using chemical vapor condensation by the technique of 

quasi-closed volume with hot walls. Decompositive sublimation of CdS powder in a high-temperature reactor 
inside a vacuum chamber was used as a wapor sourse. CdS powder was a semiconductor purity. Temperature of 
vapor source was 750°C. Evacuation of quartz reactor with graphite stages perfomed with criogenic sorption 
vacuum pump with the residual pressure in the chamber of ~10−5 Torr. This technique allows growing single 
crystals of cadmium sulfide with a diameter from tens to hundred nanometers and the length up to millimeters 
defined by the time of the growth of both wurtzite and sphalerite type of symmetry. More detailed description of 
the technology was published early [32, 33].  

Usually the second source of additional sulfur vapor is used. It is known the thermodynamic equilibrium 
of A2B6 crystal with sulfur vapor to be shifted to the creation of nonstoichiometric defects [34]. So, 
overpressure of sulfur vapor at the synthesis or next long annealing in sulfur vapor is used to decrease the defect 
concentration in crystals or films what we used in our previous works [32, 35]. Such an approach decreased 
defectnes of CdS nanocrystals remarcably. However the present work is aimed to the investigation of the 
influence of defects on luminescent properties of nanocrystals. Thus no additional source of sulfur vapor was 
used at the synthesis. 

Nanocrystals used in the present investigation were grown on Mo glass slides as the substrate with gold 
seeds as nucleation centers. The gold nucleation seeds were prepared by deposition of a thin Au film of about 2 
nm thickness on the substrate by thermal evaporation followed by annealing in vacuum. Film thickness during 
deposition was controlled by quartz microbalance and calculated through the mass uptake value. 

2.2. Characterization 
The growth and optical properties of CdS nanowires were investigated by X-ray powder diffraction 

(XRD), scanning electron microscopy (SEM), UV-visible photoluminescence (PL) spectroscopy.  
SEM studies were performed using JEOL JSM35, JXA-8200. The phase composition of the films was 

analyzed by ex-situ X-ray diffraction carried out with a Philips X’Pert PRO X-ray diffractometer with CuKα 
radiation (λ = 0.154 nm). The qualitative phase analysis of the diffractogram was carried out using the ICDD 
database, PDF-2 Release 2012. 

The optical properties of the material were investigated for ultraviolet-visible (UV-vis) 
photoluminescence at room temperature by the automatic MDR-23 spectrometer (LOMO, USSR) with PMP-
100 photomultiplier as a detector and a semiconductor laser with the wavelength 407 nm as the excitation 
source. Excitation power was regulated by a number of calibrated neutral filters. To ensure comparability of 
photoluminescence results, optical alignment was fixed during the measurement. 

3. Results and discussion 
The SEM image at low and high magnification of as-grown CdS nanocrystals ensemble is presented in 

Fig.1. As it is seen in Fig.1a the large amount of CdS nanocrystals is distributed randomly on the substrate. 
Nanocrystals shown in Fig.1b demonstrate bends distinctive for the change of the crystal polytype. It is apparent 
that the typical length of nanocrystals is in micrometer scale and the diameter is on the scale of hundreds of 
nanometers. Some nanowires show a remaining catalyst gold dot on the top after growth, as it may be seen in 
Fig.1c. 
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Fig. 1. Low (a) and high resolution (b,c) SEM images of as-prepared CdS nanocrystals. The panel c 
demonstrates residual gold dot at the end of grown CdS nanocrystals. 

 
The phase structure and the crystallinity of grown CdS nanocrystals have been investigated by 

conventional X-ray diffraction. Figure 2 shows the XRD pattern of the as-synthesized CdS nanocrystals. The 
composition of the nanocrystals is close to stoichiometric CdS with traces of Au catalyst and no byproduct 
peaks. It can be seen that the diffraction peaks correspond to the presence of both CdS structure phases. The 
ratio of cubic ZB to hexagonal WZ phase, estimated by the method of corundum numbers, is 59% to 41%, 
respectively. Gold is presented in the form of separated nanoparticles with cubic ZB structure. It is confirmed in 
Fig.1c by electron microscopy demonstrating such nanoparticles at the end of freshly grown CdS nanocrystals 
[32]. 

 
 

Fig. 2 X-ray diffraction spectra of the as-synthesized CdS nanocrystals. 
The photoluminescence of CdS nanocrystals was investigated at room temperature under the different 

excitation power changed by a number of neutral density filter. All shown in Fig.3 PL spectra of CdS 
nanocrystals exhibit typical two emission peaks which origin from different excited states is proven in many 
publications [32, 36, 37].  
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Fig. 3.(a) PL spectra of CdS NC dependence from excitation power density at room temperature.  
Insert - PL spectra, at excitation power density 100 W/cm2; (b). Normalized PL spectra of CdS NC from 
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excitation power density. 
 
The high-energy band centered at about 510 nm has a relatively narrow full-width at half-maximum 

(FWHM) of about 15nm and is assigned to the near-band edge (NBE) emission. The origin of NBE might be 
from one or both recombinations of free electron-hole or excitons or charge carriers trapped on shallow states 
nearby the band edge [37, 38]. The broad emission peak ranging from 550 nm to 800 nm is attributed to the 
radiative recombination of carriers on deep states in forbidden zone (defect level emission, DLE). It is typically 
associates with a transitions connected with sulfur vacancies (VS), interstitial cadmium, structure defects, 
trapped electrons/holes at surface defects [37, 39]. One more types of structure defects in investigated structures 
can be electronic states induced by twinning interfaces in the CdS nanocrystals [40]. The FWHM of defect level 
emission is much larger than that of near-bandgap emission what stems from defect complexes with slightly 
varying energy levels.  

For better comparison, all PL spectra measured at different excitation power are normalized by the 
maximum intensity of DLE and plotted in Fig.3b. 

At low excitation conditions (about 50 mW/cm2) the DLE gives the main contribution to luminescence 
of CdS nanocrystals because practically all excited carriers are trapped by defect states within forbidden zone. 
The NBE emission has significantly, more than one order of magnitude, lower intensity. Due to the density of 
defect states is much lower than that of exciton-related near band-edge states, the intensity of DLE emission 
raises slower than NBE emission. At increasing of the excitation power the difference of PL intensity between 
DLE and NBE emissions become smaller and when the excitation power reaches its maximal value about 21 
W/cm2, the PL intensity of the green NBE emission becomes dominant as it is seen in the corresponding spectra 
(Fig.3b.). Further increasing of the excitation power makes NBE emission as the main radiative channel.  

This is clearly demonstrated by the PL spectra, obtained upon excitation of nanostructures CdS with a 
He-Cd laser with laser power of about 100 W/cm2, which is represented in the insert of Fig.3a. That PL 
spectrum was registered using LabRam HR800 micro-Raman systems.  

The evolution of DLE and NBE photoluminescence intensity of CdS NCs with rise of the excitation 
power Pex is exhibited in Fig.4. As may be seen, the PL intensity of DLE emission is slowly increased with 
tendency to saturation along raising of the excitation power density, while the intensity of the NBE grows 
superlinearly exceeding the intensity of the DLE emission after some moment (Figs.3&4). The insert 
demonstrates those behaviors at low level of the excitation, what is not resolved at the origin of Fig.4. It is seen, 
that at low level of excitation, both DLE and NBE rises superlinearly. 

 

 
 

Fig.4. Dependence of the intensity of NBE (green) (1) and DLE (red) (2) emission versus the excitation power. 
 

As the result of the competition of the NBE and DLE intensities, the emitting color of CdS NCs 
gradually changes from red to green. Analogous power dependent emission color tunable property was observed 
in many nanostructures, such as CdS doped by tin, manganese, indium [41-44], SnO2 nanowires [45]. 

To shine more light on the process of luminescence in both lines, those dependences are presented in 
logarithmic scale in Fig.5a. Both dependences are shown on different scales to prevent their crossing and 
shadowing of some features at high level of excitation. 
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Fig.5. Room temperature PL intensities of NBE and DLE emissions as a function of excitation power density 
Pex (a) and their approximation by three (b) or one/two lines (c). 

 
It is seen that both dependences behave visually rather similar, but the bend of the DLE dependence at 

about 1.4 W/cm2 excitation is bigger. The similarity can be explained by the fact that we excite our nanocrystals 
into conduction band by photons of ~2.64eV and emission from defect levels arises after the relaxation of 
electrons from the conduction band on defect levels within the forbidden gap. So, the number of electrons in the 
conduction band and on defect levels should correlate. 

In fact, there are a number of different models of possible nonlinearity and the change of the mechanism 
of nonlinearity of the luminescence with the excitation power [46-49]. They use different assumptions about one 
or few levels in the band gap. However, even with one defect level in the band gap the system of kinetic 
equations for such a system demands some simplifications to be solved and there is variety of possible evolution 
of the nonlinear response of the luminescence from the excitation power depending on the model parameters. 
Such changes correspond to the change of the relaxation scheme at the change of the excitation power and 
correspondingly the change of generated carriers and population of different energetical levels. For example, 
Fig.7 in [48] well corresponds to the linearization shown in Fig. 5b with the account of the bend of dependences 
shown in Fig.5a. If to accept this interpretation, and the radiative recombination rate model, where the 
luminescence intensity IPL corresponds to the dependence [50] 

 
IPL = η×P excitat.      (1) 

 
where Pexcitat is the excitation power and η is the emission efficiency, we have for the exponent  representing 
the radiative recombination mechanism before and after the bend close values of 1.24 and 1.21 correspondingly 
for NBE luminescence, while in the transition range between two different relaxation schemes  = 0.8. 
Correspondingly, for DLE emission this exponent is  = 0.95 before the bend at about 1.4 W/cm2, drops down 
to 0.4 in the transition region and increases to only 0.62 after the bend for new relaxation scheme. The latter 
demonstrates that in new relaxation scheme the population of the defect level grows noticeably slower than 
before what is exhibited in slow saturation of the intensity of long-wavelength band. It is necessary to note that 
the value of the growth exponent  in the dependence of PL intensity versus the excitation is defined by the 
dominant carrier recombination process in nanostructure at a given excitation intensity. 

From the other side, errors of measurements do not allow to make unambiguous conclusion about all 
mechanisms as features of the NBE dependence are rather small and that whole dependence may be interpreted 
as linear. However, the bend of DLE dependence at power excitation about 1.4 W/cm2 is bigger and it cannot be 
ignored. 

The second linearization scheme is shown in Fig.4c. The size of symbols corresponds to experimental 
errors and one linear approximation of the NBE dependence shown in Fig.4c goes not so close to them as in 
Fig.4b, but rather close. In this case for NBE intensity we receive for equation (1)  = 1.12. Obtained value 1.12 
is rather close to 1.07 reported for analogous CdS nanowires [36]. These values indicate that the NBE emission 
should be mainly attributed either to free or bound excitons or bound electrons-hole complexes annihilation 
while for band-band recombination  = 2 [51]. DLE dependence can be approximated by two linear 
dependences with  = 0.95 for low excitation and  = 0.49 for high excitation. 

In spite of impossibility to make unambiguous conclusion about carrier dynamics at different 
excitations, both discussed approaches indicate some slowing of the population of defect levels at rising 
excitation power. 

In addition to this feature, Fig.3 demonstrates other details of DLE emission. The rise of FWHM of that 
line along the increasing of the excitation power was noticed before as well as noticeable shift of the maximum 
to the blue range. Position of the peak energy of DLE line versus the excitation power is shown in Fig.6. 
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Fig. 6. Dependence of peak energy of DLE emission from excitation power density. 
 
If to compare this shift of about 65 meV with red shift of the maximum of NBE line of about 10 meV 

what may be explained as small heating of the sample by the excitation as the overlapping of lines with resulting 
visually approach of maxima one to each other, we can conclude that the shift of the maximum of DLE line and 
increasing of its FWHM, which looks more like assymmetrical widening to blue range, are defined by some 
additional mechanism. 

This behavior demonstrates much more clear saturation than the intensity of DLE line in Fig.4. All 
features of the DLE can be easily explained assuming the finite capacity of defect levels and their energetical 
dispersion as it is shown schematically in Fig.7. 

 

 
 

Fig.7. The possible scheme of the defect levels in the band gap.  
 

The main feature of the shown scheme is the finite number of defect levels Ndef and their indicated 
energetical dispersion. It is clear that filling of those levels is defined by two-molecular process, i.e. by the 
number of free electrons in the conduction band nc and the number of empty defect levels (Ndef - nd), where nd is 
the number of occupied defect levels. It is obvious that increasing of nd results in filling of defect levels with 
more and more high energy. 

It is possible to demonstrate that independently on the kind of electron recombination from any levels to 
the valence band (one-molecular or two-molecular or their mixture or presence of not shown shallow donors 
and acceptors), if the rate of filling of defect levels is proportional to nc(Ndef - nd) as it is indicated in the Fig.7, 
limiting filling of that band at low and high excitation power are nd = knc and nd = Ndef correspondingly. 

Such a scheme describes all features of the defect level emission. Increasing of the excitation power 
excites more and more electrons to the conduction band and correspondingly fills more defect levels with more 
and more high energy. However, the total filling of defect levels approaches the limiting value Ndef. As the 
result, the total intensity of the DLE saturates as the maximal number of defect level is limited and the line shifts 
to higher energy as levels with more and more high energy contribute into the luminescence increasing FWHM 
too. As relatively smaller numbers of free electrons relax to defect levels at their filling, more electrons 
participate in NBE emission giving additional contribution into the superlinear dependence of the NBE intensity 
versus the excitation power. 

The present analysis can not accurately define the nature of those defect level, however the energy of 
DLE has the maximum in the approximate range 1.77-1.9eV what according to published data [37, 52, 53, 54] 
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corresponds to surface-related defect states, native defects such as interstials	 and	 vacancies of	 sulfur or 
cadmium. This assumption is confirmed by our previous results [32], where the intensity of DLE decreased after 
annealing of samples in sulfur vapor what decreases the number of sulfur vacancies. It was noticed that the 
growth of nanocrystals from stoichiometric amount of cadmium and sulfur results in noticeable amount of sulfur 
vacancies. We demonstrated [32] that the use of gold seeds as the catalyst remarkably increases the speed of the 
growth of nanocrystals accompanying remarkable increasing of DLE in comparison with nanocrystals grown 
without any catalyst. We attributed this fact to the creation of nonstoichiometric defects, which have no time to 
be repaired because of fast growth. Big number of defects created because of two noticed features of our 
synthesis explains the creation of narrow defect band resulting in the observed features of DLE. 

Another possible origin of the defect levels is twinning interface. It is even proposed as the main reason 
of DLE in some works [40, 55]. Spectral and structural analyses of CdS nanocrystals synthesized by a two-
phase technique showed that the broad low-energy PL emission band from 500 to 750 nm can be attributed to 
optical transitions in the electronic states induced by twinning interfaces in the nanocrystals [40]. Some other 
investigation [56] demonstrates that some influence of the structure on luminescence properties of ensembles 
just for mesoscopic sizes of crystallites. However there are no general conclusions about such influence. So, for 
our samples the question of the influence of polymorphism on investigated optical properties is still open. The 
general result, which could be expected, is the bigger value of FWHM of emission lines for such samples. 

Conclusions 
 

Our investigations of the excitation power-dependent photoluminescence properties of the ensemble of 
CdS nanocrystals synthesized by the CVD method demonstrated the tunable photoluminescence of undoped 
CdS nanocrystals with two type of crystal structure which can be finely controlled and easily realized, 
depending on outer excitation power and nature defect concentration. 

The luminescent properties of the CdS nanocrystals demonstrate competition of different relaxation 
mechanisms resulting in different power dependence of NBE and DLE emission versus the excitation power and 
their variation during the rise of the excitation. As the result, luminescence of CdS nanocrystals changes color 
along the change of the excitation power. Possible mechanisms of such a behavior are discussed and possible 
origin of defect levels is proposed. 

The results suggest that this kind of CdS nanocrystals can be utilized in the industry of optoelectronic 
nanodevices. 
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