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[bookmark: _Toc40975997]Введение
В настоящее время достигнуты значительные успехи в области лечения многих хронических и смертельно опасных заболеваний человека, таких как сахарный диабет, онкологические заболевания, многие вирусные заболевания. Всё большее значение, таким образом, приобретает проблема своевременного выявления болезни на начальных этапах1,2, а также дальнейшей диагностики с целью определения необходимости проведения, корректировки или прекращения лечения.
В современной диагностике большинства соматических заболеваний отдельное место занимает определение различных биоаналитов (химических биомаркеров) в биологических жидкостях и тканях человека. Так, например, при лечении пациентов, больных сахарным диабетом большое внимание уделяется постоянному контролю концентрации глюкозы в крови. Не менее важна разработка методов экспресс-определения содержания L-аланина и пероксида водорода в организме. Известно, что одной из основных причин кетотической гипогликемии может являться недостаток аланина в плазме крови3. Пероксид водорода участвует в большом количестве процессов в организме и его недостаток или избыток может также быть сигналом развития патологического процесса. 
Для определения биоаналитов часто используются биосенсоры - специальные датчики, чувствительные к тем или иным химических веществам. Задача  современных химиков-материаловедов заключается как в  совершенствовании современных сенсорных платформ, так и в поиске и разработке принципиально новых биосенсоров и методов их производства. Сейчас всё большую популярность приобретает так называемая гибкая носимая электроника (flexible wearable devices), поскольку с её помощью можно создавать носимые сенсорные платформы. Это приводит к появлению интереса к конструированию электрических цепей на поверхности или внутри гибких полимерных материалов. 
Целью данной работы является лазерно-индуцированный синтез электрокаталитически активных сенсоров на основе медных композитов на поверхности диэлектриков, таких как стекло, стеклокерамика, полимерные материалы; изучение полученных композиционных материалов, их электрохимических свойств; оценка возможности использования данных материалов в качестве биосенсоров на такие биоаналиты как глюкоза и пероксид водорода.  


1. [bookmark: _Toc40975998]Литературный обзор
1.1. [bookmark: _Toc40975999]Основные понятия: сенсоры, электрохимические сенсоры, биосенсоры. Бесферментные электрохимические сенсоры, состав и свойства 
Понятие сенсор можно определить как устройство, способное измерять некоторую физическую величину4. Согласно другому более узкому определению сенсор - это устройство, способное регистрировать изменение входящего сигнала (input) и преобразовывать его в выходящий электрический сигнал (output)5. Химические сенсоры - сенсоры, которые способны реагировать на различные химические вещества и реакции. Химические сенсоры делятся по принципу, лежащему в основе измерительной способности на: электрохимические, физические и оптические. Электрохимические сенсоры - наиболее распространённый вид химических сенсоров, которые выдают сигнал, пропорциональный содержанию исследуемого аналита в растворе.  В свою очередь электрохимические сенсоры также можно классифицировать по физическому параметру системы, который они измеряют на потенциометрические (потенциал), амперометрические (сила тока или плотность силы тока) и кондуктометрические (сопротивление или электропроводность)6. Электрохимические биосенсоры (здесь и далее просто биосенсоры) - это электрохимические сенсоры, используемые или разрабатываемые для определения содержания биоаналитов. 
Все биосенсоры условно разделяются на ферментные и бесферментные. Ферментные биосенсоры определяют концентрацию изучаемого вещества при протекании окислительно-восстановительных реакций, катализируемых ферментами, которые по специальной методике наносятся на электроды. Эти биосенсоры на данный момент наиболее распространены7. Наиболее известным ферментным сенсором является глюкозоксидазный биосенсор, используемый в электрохимических глюкометрах - приборах, применяемых для измерения концентрации глюкозы в крови, принцип действия которых основан измерении тока (амперометрия). Cуществует три поколения глюкозоксидазных сенсоров8.
Действие сенсоров первого поколения основано на измерении силы тока, проходящего через электрод при протекании на нём реакции окисления пероксида водорода. На первой стадии процесса кофактор ФАД+ (флавин аденин динуклеотид) превращается в ФАДН2, окисляя глюкозу до глюконолактона:
[image: ]
 Далее в результате реакции окисления восстановленной формы кофактора ФАДН2 обратно в ФАД+ кислородом в смеси образуется пероксид водорода: 
[image: ]
Таким образом, изучая реакцию окисления пероксида водорода обратно в кислород, удаётся косвенно измерять концентрацию глюкозы: 
[image: ]
На рисунке 1 представлено схематическое изображение принципа работы ферментного сенсора первого поколения 
[image: ]
Рисунок 1. Схематическое изображение принципа работы ферментного сенсора первого поколения
Растворимость и парциальное давление кислорода в биологических жидкостях меняется в широких пределах, кроме того сенсоры первого поколения имеют низкую селективность. Это привело к развитию ферментных биосенсоров и появлению сенсоров второго поколения. Принципиальное отличие заключается лишь в том, что в них роль пары кислород – пероксид водорода выполняет другая редокс пара в виде восстановленной и окисленной форм того или иного медиатора, среди которых: гексоцианоферрат 2 – гексоцианоферрат 3, ферроцен – катион ферроцения, хинон – гидрохинон и другие (рисунок 2). Основным недостатком данного типа сенсоров является взаимодействие двух редокс пар, что в свою очередь уменьшает чувствительность электрода. 
[image: ]
Рисунок 2. Схематическое изображение принципа работы ферментного сенсора второго поколения
В результате работы сенсоров третьего рода происходит прямой перенос электрона между активным центром фермента и электродом (рисунок 3). Возникает проблема доступа к активному центру фермента – кофактору ФАДН2/ФАД2+, которая составляет очень малую часть фермента глюкозооксидазы. 
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Рисунок 3. Схематическое изображение принципа работы ферментного сенсора третьего поколения
 Несмотря на заслуженную популярность, ферментные сенсоры имеют ряд существенных недостатков (кроме перечисленных выше), которые в первую очередь связаны с недостатками самих ферментов как биоселективных элементов. Среди них: относительная нестабильность большинства ферментов в агрессивных средах, дороговизна выделения ферментов в чистом виде, а также необходимость иммобилизации ферментов на каком-то носителе9. 
Уже сейчас проведено и опубликовано большое количество работ по созданию электрохимических и оптических бесферментных сенсоров (рисунок 4) - сенсоров, в которых электрокаталитическую активность проявляют соединения и материалы, не являющиеся ферментами. 
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Рисунок 4. Ферментные и бесферментные сенсоры на глюкозу  
При электроокислении глюкозы на бесферментных сенсорах происходит полуреакция электровосстановления другой редокс-пары, которой часто является метал-оксид или метал-гидроксид в зависимости от pH раствора (рисунок 5). Данная технология позволяет отказаться от использования ферментов в биосенсорике, и тем самым избежать проблем, ассоциированных с их применением (нестабильность во агрессивных средах, дороговизна, необходимость иммобилизации ферментов на каком-то носителе). 
[image: C:\Users\Влад\Desktop\Диплом\картинка работа бесферментного сенсора.bmp]
Рисунок 5. Схематическое изображение принципа работы бесферментного сенсора
Далее рассмотрены некоторые материалы, используемые для создания современных бесферментных сенсоров. 
[bookmark: _heading=h.ipt8bx2gbsm3]Для создания и совершенствования как ферментных, так и бесферментных сенсоров активно применяются наноматериалы. Так, для разработки биосенсоров используются наночастицы металлов, углеродсодержащие наноматериалы (углеродные нанотрубки, графен, квантовые точки), оксиды переходных металлов, а также композитные материалы10 на основе комбинаций вышеперечисленных материалов.
1.2. [bookmark: _Toc40976000]Современные биосенсоры с позиций материаловедения 
Бесферментным сенсорам посвящено множество обзоров последних лет11,12, где описаны наиболее изученные и перспективные методы получения электродных материалов. Среди них – использование различных наноматериалов, таких как наночастицы или наностержни металлов или оксидов металлов, различных углеродных наноматериалов.
На протяжении уже нескольких десятилетий продолжает расти количество работ, посвящённых исследованиям в области наночастиц. Это обусловлено в том числе наличием у частиц наноразмера уникальных физических и химических свойств. Не удивительно, что наночастицы находят своё применение и в электроаналитической химии, ведь они обладают большой площадью поверхности, а сенсоры на основе их - большим соотношением сигнал-шум, а также высокой чувствительностью и каталитической активностью. 
Наиболее изученными являются наночастицы таких металлов как золото, серебро, платина. Хорошо изучены наночастицы палладия, рутения, никеля, меди и других металлов13. Среди наиболее распространённых аналитов - глюкоза и пероксид водорода, которые также являются объектами исследования в данной работе. Ниже приведены примеры сенсоров на основе наночастиц металлов на эти аналиты.  
Высокоселективный бесферментный сенсор на глюкозу с пределом обнаружения 52нМ разработан авторами работы14 на основе стеклоуглеродного электрода. Проведена модификация электрода наночастицами состава Pt-Ni с добавлением активированного угля. Селективность сенсора подтверждена отсутствием аналитического сигнала на такие аналиты как фруктоза, лактоза, хлорид натрия, дофамин, мочевая кислота, аскорбиновая кислота при проведении амперометрии.
Авторы работы15 создали сенсор на глюкозу на основе композита наночастицы меди – графен. Среди прочих стадий создания сенсора основными являются химическое парофазное осаждение (chemical vapor deposition) графена на поверхность медной фольги и нанесение наночастиц меди на поверхность осаждённого графена. 
Много работ посвящено изучению электроаналитических свойств металлических наночастиц по отношению к пероксиду водорода11. Так, в работе16 путём электроосаждения наночастиц золота на электрод из нитрида галлия получен бесферментный сенсор на пероксид водорода. 
Известно, что размеры и морфология поверхности электрода оказывают существенное воздействие на результаты электрохимического анализа. В работе17 было показано, что в случае электровосстановления пероксида водорода на графитовом электроде, модифицированном наночастицами серебра, размеры и поверхностный избыток наночастиц влияют на получаемые циклические вольтамперограммы. 
Ведётся разработка биосенсоров и на более сложные с химической точки зрения аналиты. Так, интересный результат был получен в работе18, авторы которой использовали золотые наночастицы для изготовления биосенсора на основе каппа-каррагинан-полипиррол нано-биокомпозита для определения ДНК рыбы малазийского склеропагеса.
Таким образом, металлические наночастицы находят широкое применение в качестве активных компонентов ферментных и бесферментных сенсоров. 
В силу обладания большой площадью поверхности, высокой проводимостью и химической инертностью, оксиды многих переходных металлов, комбинированные с металлическими наночастицами и некоторыми полимерами (PMMA, polyaniline) также используются для создания сенсоров19.  Активно изучаются различные структурные модификации тех или иных оксидов, например, оксида цинка. Так, бесферментный газовый сенсор на этанол на основе наностержней ZnO получен авторами20. 
Таким образом, показано, что биосенсорика является одной из множества потенциальных областей применения углеродных материалов, в том числе наноразмерных, благодаря наличию у последних (фуллерены, нанотрубки, графен) уникальных физико-химических свойств21. Углеродные наноматериалы используются для разработки как ферментных, так и бесферментных биосенсоров, как в составе композитных материалов, так и сами по себе. В качестве одного из многих примеров приведём работу19, авторами которой создан бесферментный сенсор на глюкозу на основе углеродных квантовых точек, декорированный наночастицами оксида меди. 
В работе22 авторы разработали сенсор для определения пероксида водорода на основе стеклоуглеродного электрода, модифицированного наночастицами Pd-Cu и т.н. «чёрным углеродом» (black carbon). Полученный электрод успешно протестирован на пероксиде водорода, выделяемом живыми клетками Raw 264.7, показано, что предел обнаружения составляет 54нМ. 
В работе23 авторы разработали высокоселективный сенсор на глюкозу на основе полых шарообразных частиц оксида никеля NiO и восстановленного оксида графена (Reduced graphen oxide rGO).
Говоря о современных биосенсорах нельзя отдельно не упомянуть о носимой гибкой электронике. За последнее десятилетие потенциальные области применения носимой гибкой электроники привлекают интерес научного сообщества и индустрии24. Например, в области медицины и здравоохранения подобные устройства могут быть использованы для сбора и анализа таких данных как температура тела, частота сердечных сокращений, уровень некоторых биомаркеров в организме в реальном времени.25,26. Разработка гибких устройств, носимых на коже позволит анализировать не только кровь, но и другие биологические жидкости: пот, слёзы, слюну. Показано, что появление и внедрение неинвазивных методов мониторинга концентрации глюкозы в организме позволит избежать многих проблем, которые вызваны использованием наиболее распространённых сейчас глюкометров, так, мониторинг глюкозы в крови станет более удобным, быстрым и безболезненным. Компоненты электрических цепей удаётся создать на различных гибких полимерных материалах, таких как ПЭТ27, полиимид28.
Обилие научных статей и регулярно обновляющихся обзоров на тему бесферментных сенсоров указывает на возрастающий интерес к этой теме. Показано, что число различных материалов, используемых для создания биосенсоров, а также методов их создания неуклонно растёт. Как и во многих областях науки и техники в биосенсорике активно используются композитные материалы, которым посвящён следующий подраздел. 
1.3. [bookmark: _Toc40976001]Композитные материалы и их роль в биосенсорике
Среди перечисленных выше бесферментных сенсоров многие созданы на основе материалов, называемых композитными материалами. По определению29, композитные материалы – это материалы, представляющие собой механические смеси двух и более составляющих и обладающие физико-химическими свойствами, положительно отличающимися от свойств собственных составляющих по отдельности. Композитные материалы, или композиты, в общем случае состоят из наполнителя – материала, обладающего высокой прочностью и жёсткостью, чаще всего определяющего механические свойства всего композита, и матрицы, основной (но далеко не единственной) функцией которой является придание материалу формы.29 
Композитные материалы также находят своё применение в электрохимии. С использованием гидротермического метода авторами30  был получен нанокопозит, содержащий графеновые нанопластины (GNPs) и титановые нанотрубки (TNTs). Методом циклической вольтамперометрии изучены свойства полученного нанокомпозита, возможность иммобилизации фермента пероксидазы хрена и получен ферментный сенсор на основе этого фермента.
Активно исследуются электрохимические свойства медьсодержащих композитных материалов и возможности их применения в качестве электрохимических биосенсоров на различные биоаналиты. Авторы31  разработали электрохимический биосенсор для определения аминокислот на основе меди, наноалмаза и углеродных нанотрубок. Полученный электрод показал высокую электрокаталитическую активность в растворе гексоцианоферрата калия и по отношению к L-аминокислоте после иммобилизации фермента оксидазы L-аминокислот (LAAO). 
На данный момент существует множество методов получения различных материалов, в том числе на основе меди. Поскольку современные сенсорноактивные  материалы включают в себя большую группу различных по строению форм, различаются и методы их создания. Методы получения композитных материалов выбираются с учётом их состава, как матрицы, так и наполнителя. Иногда используются комбинации двух нескольких методик32. 
Для получения наночастиц и, соответственно, биосенсоров на их основе,  используются химические методы - коллоидный синтез в растворе. Однако химический синтез наночастиц металлов сталкивается с проблемой стабилизации образующихся коллоидных растворов, необходимости применения поверхностно-активных веществ. Используемые поверхностно-активные вещества, в свою очередь приводят к неизбежному снижению электрохимической активности образующихся наночастиц33. 
Несмотря на обилие методов синтеза и модификации сенсорных материалов на основе композитных материалов, продолжаются поиски и работы в данной отрасли. Это обусловлено необходимостью расширять перечень аналитов, доступных к определению, улучшать чувствительность и селективность отдельных сенсорных платформ. Данная работа также посвящена этой цели.
1.4. [bookmark: _heading=h.y4qrgc131iu0][bookmark: _Toc40976002]Методы лазерного синтеза
Для создания сенсорных материалов активно используются лазерно-индуцированные методы синтеза, к которым относят лазерное спекание, лазерное осаждение металлов из раствора и другие. Далее подробно обсуждаются данные методы и перспективы их развития. 
Методы прямого лазерного письма – методы лазерного синтеза, а также модификации материалов, при осуществлении которых происходит непрерывное перемещение лазерного луча и облучаемого объекта относительно друг друга. Данное условие выполняется при помощи перемещения лазерного луча относительно объекта, либо объекта относительно луча.  Термин «метод прямого лазерного письма» может использоваться для описания технологических процессов модификации поверхности, таких как: нанесение металлических дорожек на поверхность диэлектрика при помощи лазерного осаждения (laser chemical vapor deposition  LCVD, лазерного осаждения металлов из растворов ЛОМР), лазерное спекание, лазерная абляция и другие34. Одним из основных преимуществ данной группы по сравнению с другими методами структурного формирования является пространственная селективность – возможность создания паттернов очень высокого разрешения, ограниченного лишь размером фокусного пятна лазера. Ниже рассмотрены некоторые заслуживающие внимания примеры использования данных методов для получения микроструктурных фрагментов.
Синтез микроструктурированных осадков на металлических плёнках и поверхности диэлектриков при помощи прямого лазерного письма – перспективный метод получения печатных плат для нужд микроэлектроники. К примеру, авторы работы35 применили т.н. «лазерно-индуцированную термохимическую запись», которая заключается в нагреве металла (часто хрома) сфокусированным лазерным излучением не выше температуры плавления. При этом происходит окисление облучённой поверхности до оксида металла при атмосферном давлении. Далее образец обрабатывают в подходящем растворителе (кислоты, щёлочи) и сформированный оксидный слой защищает остов сформированного паттерна от травления, в результате чего на поверхности металла образуется выступающий микроструктурный фрагмент.
Импульсная лазерная абляция в жидкости (pulsed laser ablation in liquid PLAL) – метод, основывающийся на облучении материала, находящегося в жидкости,  сфокусированным импульсным излучением. Метод успешно используется для синтеза наночастиц как самих по себе, так и в составе нанокомпозитных материалов. Например, авторы работы36 при помощи данного метода получили нанокомпозит оксид графена, допированный наночастицами оксида меди и серебра, который показал антибактериальную активность по отношению к бактериям E.Coli и S.Aureusю. Основными преимуществами метода является одностадийность, а также удовлетворение требованиям зелёной химии. 
Многие методы прямого письма основаны на нанесении капель на нужную поверхность, при помощи данных методов формируются паттерны металлов, полупроводников, полимеров и даже биологических соединений, таких как ДНК, белки или клетки 37. Ранее наиболее распространёнными технологиями в этой области являлись различные вариации inject принтинга. Однако основным их недостатком является необходимость использования сопла для продавливания через него суспензии жидкости или пасты, что существенно ограничивает минимальные размеры паттерна и допустимое разрешение нанесения. Альтернативой, лишённой данного недостатка, является метод лазерно-индуцированного прямого переноса (laser-induced forward transfer LIFT)38 Он основывается на облучении материала, который находится на донорной подложке, сфокусированным импульсным излучением, в результате чего капли этого материала переносятся на обрабатываемую поверхность, которая расположена снизу. Основным преимуществом метода перед принтингом является отсутствие необходимости использовать сопло.
Часто технологии составляются из нескольких этапов производства, например, комбинированием лазерных и химических методов. Например, в работе39 авторы осуществили меднение поверхности полипропилена, допированной углеродными нанотрубками. В качестве первой стадии - активация поверхности диэлектрика импульсным лазерным излучением. Далее следует стадия выдерживания активированной поверхности в водном растворе соли меди без применения электролиза. 
Лазерный синтеринг или спекание – это метод аддитивного производства, основанный на спекании мелких твёрдых частиц (наночастицы, порошки), путём локального нагрева их не выше точки плавления сфокусированным импульсным или непрерывным лазерным излучением. Целью использования данного метода является получение 3-D структуры из мелких частиц пластика, металла, керамики или стекла. Одно из современных направлений развития данной технологии – импульсный лазерный синтеринг наночастиц металлов на гибких подложках вызывает особый интерес, поскольку позволяет синтезировать гибкие устройства путём принтинга паттернов высокого разрешения на материалах с низкой термостойкостью40,41. 
Обсуждаемые выше методы используются также для синтеза биосенсоров. Ведутся исследования возможности применения также других методов прямого лазерного письма для разработки и производства биосенсоров, некоторые из которых приведены далее:
Лазерное осаждение металлов из растворов – метод металлизации диэлектрических материалов, обладающий такими преимуществами как дешевизна (отсутствует необходимость применения дорогостоящего оборудования), безопасность (отсутствует необходимость работы с вредными веществами) и экспрессность (в сравнении с некоторыми другими лазерными методами – laser chemical vapor deposition LCVD и laser-induced film transfer technique LIFT)42. Метод позволяет синтезировать биосенсоры на основе микроструктурированных осадков меди, серебра, никеля, других металлов и их комбинаций. В работе43  авторами описан синтез микроструктур меди, обладающих электрокаталитической активностью по отношению к биоаналитам D-глюкозе и пероксиду водорода. 
Выше уже обсуждалась существенная роль металлических наночастиц в современной разработке и исследовании биосенсоров. Сложно переоценить практическое значение химических и электрохимических методов в изготовлении наночастиц и сенсоров на их основе, однако данные методы, бесспорно, имеют существенные недостатки. Лазерно-индуцированные методы, лишённые недостатков химических методов синтеза наночастиц, например, лазерное осаждение металлов из растворов предлагают достойную альтернативу классическим методам синтеза наночастиц и биосенсоров на их основе44. 
Материалы на основе графена (graphen-based materials GBMs) продолжают привлекать внимание благодаря наличию уникальных физико-химических свойств. Они находят применение в качестве материалов для оптоволоконных устройств, хранения энергии, биосенсоров и т.д.45 Закономерно возникает необходимость модификации уже используемых и поиска новых методов синтеза графен-содержащих материалов. Одним из таких методов является метод прямого лазерного письма. Авторами работы46 получен ферментный биосенсор на глюкозу на основе многослойного графена (multilayer graphen, MLG). 
Таким образом, на основе лишь этих примеров можно сделать вывод, что лазерно-индуцированные методы получения сенсорноактивных материалов являются перспективными в данной отрасли.
В данной работе используется метод селективной металлизации диэлектриков, состоящий из нескольких трёх стадий, первой из которых, называемой лазерной модификацией, является лазерное облучение поверхности. Данный метод называется селективной металлизацией поскольку металлизации подвергаются только те участки поверхности, которые были предварительно модифицированы лазером. Полное описание методики представлено ниже.


2. [bookmark: _Toc40976003]Экспериментальная часть
2.1. [bookmark: _Toc40976004]Методика эксперимента 
В экспериментальной части данной работы поставлена задача синтезировать композитные медьсодержащие структуры на различных диэлектрических подложках (селективная металлизация диэлектрических материалов) и изучить их состав, строение и электрохимическую активность по отношению к глюкозе и пероксиду водорода.
Материалы диэлектрических подложек, подверженных металлизации: полиэтилентерефталат (ПЭТ) (марки Aldrich), полиэтиленнафталат (ПЭН) (марки Aldrich), полиимид (марки Kapton DuPont), содово-известковое стекло (далее просто – стекло) состава SiO2 (72,2%) - Na2O (14,3%) - CaO (6,4%) - MgO (4,3%) - K2O (1,2%) - Al2O3 (1,2%) и стеклокерамический материал Ситалл СТ-50-1 (далее – стеклокерамика) состава SiO2 (60.5%), Al2O3 (13.5%), CaO (8.5%), TiO2 (10.0%) и MgO (7.5%) (масс.) Все химические вещества, используемые в данной работе, обладают степенью чистоты ХЧ марки Sigma Aldrich: гидроксид натрия, сульфат меди, формальдегид, тартрат натрия-калия, нитрат серебра, пероксид водорода, глюкоза. 
Весь процесс получения структур состоит из нескольких этапов. На первом этапе  проводится облучение поверхности подложки сфокусированным импульсным лазерным излучением с длиной волны 532 нм и длиной импульса 10пс. Лазерный луч падает на подложку, которая постоянно перемещается относительно луча по заданному паттерну (рисунок 6). Источник излучения – твердотельный пикосекундный лазер Nd:YVO4 (иттрия ортованадат, допированный неодимом). Данная стадия называется модификацией поверхности, поскольку под воздействием лазерного излучения в результате физических процессов, н-р, лазерной абляции, локального перегрева, на поверхности материала происходит разрыв старых химических связей, образование новых функциональных групп. 
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Рисунок 6. Схема процесса лазерной модификации диэлектрической поверхности
Далее следует выдерживание облучённой поверхности в растворе нитрата серебра с концентрацией 5*10-4М в течение 8 минут (здесь и далее все указанные значения концентрации, температуры и времени подобраны экспериментально) данные условия по при комнатной температуре. Ионы серебра(I) восстанавливаются на активированной поверхности в результате химического взаимодействия с функциональными группами облучённого материала. Итогом данной стадии является «активация» поверхности металлическим серебром. В данном случае металлическое серебро является катализатором для следующей стадии.
Завершающая стадия включает химическое осаждение меди на активированную поверхность, которая на 30 минут при 30°C помещается в водный раствор состава: сульфат меди в качестве источника меди и окислителя 0,12М, формальдегид в качестве восстановителя 0,3М, гидроксид натрия 1,2М для установления pH 12,7 и тартрат натрия-калия 0,35М (схема 1).




Схема 1. Уравнение реакции восстановления меди формальдегидом в щелочной среде


2.2. [bookmark: _Toc40976005]Физико-химические методы анализа, использованные в данной работе
Электрохимические методы анализа. Хроноамперометрия и циклическая вольтамперометрия
Электрохимические методы находят своё применение в различных областях науки и техники, таких как научные исследования, контроль качества продукции, геология, экология медицина и т.д. Они имеют такую распространённость благодаря наличию следующих преимуществ: экспрессность, простота в использовании, высокая чувствительность. Электрохимические методы анализа основаны на изучении и использовании процессов, протекающих на электродах и в приэлектродном слое. Электродом называют проводник, обладающий электронной проводимостью и находящийся в контакте с проводником, обладающим ионной проводимостью - электролитом. В электрохимии различают три вида электродов по выполняемой функции - индикаторный (рабочий), вспомогательный и электрод сравнения. Индикаторный электрод должен обратимо реагировать на изменение концентрации измеряемого аналита для качественного и количественного анализа. Электрод сравнения же должен обладать известным и постоянным потенциалом. 
Любое электрохимическое исследование проводится в электрохимической ячейке - электрической цепи, составной частью которой является анализируемый раствор. Простейшая электрохимическая ячейка состоит из пары электродов, помещённых в раствор. Существуют двух- и трёхэлектродные электрохимические ячейки. Двухэлектродные электрохимические ячейки состоят из рабочего электрода и электрода сравнения. В  большинстве случаев этого достаточно, однако при протекании больших токов через электрохимическую ячейку электрод сравнения в двухэлектродной ячейке может поляризоваться - значение потенциала изменяется  на неизвестную величину - и таким образом переставать выполнять свою функцию. Для того чтобы этого избежать используют трёхэлектродные ячейки - добавляют к индикаторному электроду и электрода сравнения вспомогательный.
Все электрохимические методы классифицируются по измеряемому параметру электрохимической ячейки. В хроноамперометрии и вольтамперометрии измеряется сила тока, протекающего через ячейку.
Хроноамперометрия - электрохимический метод, основанный на измерении зависимости силы тока, протекающего через ячейку, от времени при постоянном электродном потенциале индикаторного электрода, который поддерживается при помощи потенциостата. 
Вольтамперометрия - электрохимический метод, изучающий зависимость силы тока от потенциала рабочего электрода. Зависимость силы тока, протекающей через ячейку от потенциала, называется вольтамперограммой. Для регистрации полярограммы на ячейку при помощи источника постоянного напряжения подают линейную развёртку потенциала с определённой скоростью. Именно поэтому при изучении вольтамперограмм важно знать при какой развёртке потенциала они были зарегистрированы. Циклическая вольтамперометрия - разновидность вольтамперометрии, при котором потенциал сначала развёртывается в прямом, а потом в обратном направлении. Выводы о качественном и количественном составе исследуемого раствора делают, определяя потенциалы, при которых наблюдаются максимумы тока и высоту этих пиков соответственно.  
Исследование электрохимических свойств полученных структур проводилось на  потенциостате «Elins P-301» (производитель - Electro Chemical Intruments) с использованием методов хроноамперометрии и циклической вольтамперометрии. Все измерения проводились в трёхэлектродной ячейке, в которой в качестве рабочего электрода выступал изучаемый электрод, электрода сравнения – хлорсеребрянный и вспомогательного – стеклоуглеродный (рисунок 7). В качестве фонового электролита для всех измерений использовался 0,1М раствор NaOH, к которому на протяжении каждого исследования по порциям добавлялся изучаемый аналит так, чтобы его концентрация увеличивалась на известную требуемую величину. Циклическую вольтамперометрию снимали при скорости развёртки потенциала 0,05В*c-1 в диапазоне потенциалов от -0,8В до 0,8В.  Хроноамперометрия проводилась при перемешивании. Все электрохимические измерения проводились при комнатной температуре. 
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Рисунок 7. Трёхэлектродная электрохимическая ячейка для определения электрокаталитической активности исследуемых структур.  
Сканирующая электронная микроскопия. Энергодисперсионная рентгеновская спектроскопия. 
Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ, SEM) - один из наиболее широко используемых методов, применяемых для исследования свойств электропроводящих объектов различного состава в нано- и микрометровом масштабе. Предел разрешения сканирующего электронного микроскопа приближается к нескольким нанометрам, а увеличение легко варьируется от 10x до более 300000x. СЭМ предоставляет сведения о топографии поверхности, а также обеспечивает информацией о составе изучаемой области.
 В типичном сканирующем электронном микроскопе пучок электронов с энергией в диапазоне от нескольких сотен эВ до 50 кэВ фокусируется на поверхности образца в пятно диаметром примерно 5 нм, которое сканирует поверхность с помощью системы отклоняющих катушек. Когда электроны сталкиваются с поверхностью и проникают в нее, происходит ряд физических взаимодействий, которые приводят к эмиссии электронов и рентгеновского излучения из образца, и при попадании эмитированных электронов в катодно-лучевую трубку формируются СЭМ-изображения. Анализируя рентгеновское излучение, излучаемое образцом можно также делать вывод о его качественном и количественном составе, на основе этого базируется метод рентгеноспектрального микроанализа (РСМА). Снабжение электронных микроскопов энергодисперсионными анализаторами позволяет осуществлять анализ химического состава образцов.
Главным ограничением метода является требование проводимости исследуемого объекта ввиду того, что облучение пучком электронов непроводящих образцов приводит к накоплению поверхностного заряда, препятствующему исследованию образца. Для исследования непроводящих образцов их поверхности предварительно покрывают тонким слоем проводящего вещества (обычно углерода, алюминия или золота).
Морфологию полученных структур изучали при помощи сканирующей электронной микроскопии СЭМ, а атомарный состав при помощи рентгеноспектрального микроанализа РСМА.  Электронно-микроскопическое исследование проводили на сканирующем электронном микроскопе «Zeiss Supra 40VP» с полевым (Field Emission) катодом, колонной электронной оптики GEMINI и полностью безмасляной вакуумной системой с режимом работы на низком вакууме (VP). Регистрацию осуществляли при n-кратном увеличении (вплоть до 8000-кратного).
Порошковая рентгеновская дифракция
Порошковая рентгеновская дифракция (метод порошка) – разновидность рентгеноструктурного анализа, метод исследования структурных характеристик материала при помощи дифракции рентгеновских лучей на порошке или поликристаллическом образце исследуемого материала. Метод позволяет качественно и полуколичественно идентифицировать различные фазы в их смеси. Результатом исследования является зависимость интенсивности рассеянного излучения (количественная характеристика) от угла рассеяния (качественная характеристика).   Практическая реализация метода представляет собой облучение образца в виде порошка рентгеновским излучением с определенной длиной волны (чаще всего Kα1 линия меди) с последующим изучением дифракционной картины (зависимости интенсивности рассеянного излучения от угла рассеяния) и получением из нее данных о размерах и форме элементарной ячейки исследуемого кристаллического вещества.
Для изучения фазового состава структур проведён рентгеноструктурный анализ, который проводился в Ресурсном Центре СПбГУ «Рентгенодифракционные методы исследования» на дифрактометре Bruker D2 Phaser, снабжённым детектором LynxEye с использованием излучения CuKα в 2θ-диапазоне 0°-100°.
Оптическая микроскопия
После синтеза все образцы первично изучены с помощью оптической микроскопии с использованием микроскопа Olympus BX-51. На основании полученных данных проводилась оптимизация режимов лазерной модификации поверхности (выбор оптимальных параметров лазерной модификации) 
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3. [bookmark: _Toc40976006]Обсуждение результатов
3.1. [bookmark: _Toc40976007][bookmark: _GoBack]Синтез сенсорноактивных структур. Оптимизация режимов лазерной модификации поверхности
Отдельное значение приобретает подбор оптимальных условий для лазерной модификации поверхности (мощность излучения, скорость перемещения лазерного луча относительно подложки, а также расстояние между соседними линиями)
Нужно подобрать такие условия, чтобы успешно провести модификацию поверхности, создав модифицированный участок заданной геометрии и размера (в нашем случае прямоугольник 2мм*10мм), в то же время, не осуществив её разрушения (например, обугливанием, в случае с полимерными углеродсодержащими материалам). Среди изучаемых параметров:
- частота следования импульсов; 
- мощность лазерного излучения; 
- диапазон скоростей сканирования лазерным лучом; 
- диапазон расстояния между соседними линиями.
Для того чтобы подобрать оптимальные параметры лазерной модификации для каждого материала были испробованы несколько наборов параметров. Указанные выше вариабельные характеристики изменялись в пределах, приведённых в таблице 1. 
Температуры плавления углеродсодержащих полимерных материалов значительно ниже таковых для стеклокерамики и стекла. Например, Tплав.(полиэтилен) = 130-135ºС, Tплав. (стекло) = 1200-1500ºС. Также энергии связей в полимерах ниже, чем в стёклах. Например, энергия связи C-C составляет 357кДж/моль, а энергия связи Si-O 930кДж/моль47. Поэтому полимеры, используемые в данной работе, легче, чем стекло и стеклокерамика, подвергаются активации и термической деструкции под воздействием сфокусированного лазерного излучения. Для того чтобы избежать деструкции материалов скорости сканирования полимерных материалов примерно в 10 раз превышают таковые для стеклокерамики и стекла.
Для того, чтобы активировать поверхность, превосходящую по ширине диаметр сфокусированного лазерного луча, луч и подложка должны перемещаться относительно друг друга по расположенным близко линиям. Этот процесс напоминает штриховку (см. рисунок 6). Таким образом, формируется ещё один вариабельный параметр – расстояние между соседними линиями. 
Таблица 1. Диапазоны вариабельных параметров для разных материалов
	Материал
	Скорость сканирования (v), м*с-1
	Расстояние между соседними линиями (h), мкм

	Стеклокерамика
	0,1; 0,2
	10; 15

	Стекло
	0,2; 0,4; 0,6; 0,8
	10; 15; 20

	Полиимид
	2; 4; 6
	10; 15; 20

	ПЭН
	2; 4; 6
	10; 15; 20

	ПЭТ
	2; 4; 6
	10; 15; 20


После лазерной модификации подложек были сделаны и изучены их СЭМ – фотографии и оптические фотографии, представленные в таблицах 2-11. 


Таблица 2. СЭМ-фотографии поверхности стеклокерамики после лазерной модификации
	P=0,61Вт
	V=0.1 м/c
	V=0.2 м/c

	h=10µм
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	h=15µм
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Таблица 3. СЭМ-фотографии поверхности стекла после лазерной модификации
	PP=6,23Вт
	V=0.2 м/c
	V=0.4 м/c
	V=0.6 м/c
	V=0.8 м/c

	h=10 мm
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	h=15 мm
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	h=20 мm
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Таблица 4. СЭМ-фотографии поверхности полиимида после лазерной модификации
	P=3,83Вт
	V=2 м/c
	V=4 м/c
	V=6 м/c

	h=10 μм
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	h=15 μм
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	h=20 μм
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Таблица 5. СЭМ-фотографии поверхности ПЭН после лазерной модификации
	P=3,83Вт
	V = 2 м/c
	V = 4 м/c
	V = 6 м/c

	h=10µм
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	h=15µм
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	h=20µм
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]










Таблица 6. СЭМ-фотографии поверхности ПЭТ после лазерной модификации
	P=4,63Вт
	V = 2 м/c
	V = 4 м/c
	V = 6 м/c

	h=10µм
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	h=15µм
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	h=20µм
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На основании полученных данных сделан выбор оптимального режима лазерной модификации для каждого материала (таблица 12).  
После лазерной модификации в соответствии с разработанной методикой проведена активация поверхности, путём выдерживания в течение 8 минут в растворе нитрата серебра с концентрацией 5*10-4М.
Завершающая стадия включает химическое осаждение меди на активированную поверхность, которая на 30 минут при 30°C помещается в водный раствор состава: сульфат меди 0,12М, формальдегид 0,3М, гидроксид натрия 1,2М и тартрат натрия-калия 0,35М. В таблицах (7-11) представлены фотографии, полученные с использованием оптического микроскопа после проведения всех стадий синтеза. 


Таблица 7. Фотографии поверхности Ситалла после меднения
	P=0,61Вт
	V=0.1 м/c
	V=0.2 м/c

	h=10µм
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	h=15µм
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Таблица 8. Фотографии поверхности стекла после меднения
	P=6,23Вт
	V=0.2 м/c
	V=0.4 м/c
	V=0.6 м/c
	V=0.8 м/c

	h=10μm
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	h=15μm
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Таблица 9. Фотографии поверхности полиимида после меднения
	P=3,83Вт
	V=2 м/c
	V=4 м/c
	V=6 м/c

	h=10μм
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	h=15μм
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	h=20μм
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Таблица 10. Фотографии поверхности ПЭН после меднения
	P=3,83Вт
	V = 2 м/c
	V = 4 м/c
	V = 6 м/c

	h=10µм
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	h=15µм
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	h=20µм
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Таблица 11. Фотографии поверхности ПЭТ после меднения
	P=4,63Вт
	V = 2 м/c
	V = 4 м/c
	V = 6 м/c

	h = 10 µм
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	h=15 µм
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	h=20 µм
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Таблица 12. Оптимизация режимов осаждения 
	Материал подложки
	Мощность лазерного излучения, Вт
	Частота следования импульсов, кГц
	Скорость сканирования, м*с-1
	Расстояние между соседними линиями, мкм
	СЭМ-фотография после модификации
	Оптическая фотография после меднения

	Стеклокерамика
	0,61
	10
	0,1
	15
	[image: ]
	[image: ]

	Стекло
	6,23
	100
	0,2
	15
	[image: ]
	[image: ]

	Полиимид
	4,63
	100
	6
	15
	[image: ]
	[image: ]

	ПЭН
	3,83
	100
	4
	15
	[image: ]
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	ПЭТ
	4,63
	100
	2
	20
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Все синтезированные образцы успешно прошли тест липкой лентой (скотч-тест), при котором для определения степени адгезии покрытия (в данном случае – медного) наклеивают липкую ленту. После удаления ленты на её поверхности не должно оставаться элементов покрытия, такого результата удалось добиться и в данной работе.
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Рисунок 8. Внешний вид образцов после всех стадий синтеза. Слева направо: ПЭН, полиимид, ПЭТ 
  

3.2. [bookmark: _Toc40976008]Исследование морфологии и атомного состава
Для более детального изучения осадков, полученные структуры были изучены на электронном микроскопе с EDX (Energy-dispersive X-ray spectroscopy) приставкой (рисунки 9-13). Рентгеноспектральный микроанализ (РСМА) в некоторых случаях делает возможным провести элементный анализ образца, позволяющий установить, что именно осаждается при лазерно-индуцированном процессе. Для каждого образца снято 3-4 EDX-спектра на разных участках для наиболее точного определения атомарного состава. 
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Рисунок 9. СЭМ-фотографии. Таблица спектр РСМА образца на поверхности стеклокерамики
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Рисунок 10. СЭМ-фотографии и спектр РСМА образца на поверхности стекла
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Рисунок 11. СЭМ-фотографии и спектр РСМА образца на поверхности полиимида
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Рисунок 12. СЭМ-фотографии и спектр РСМА образца на поверхности ПЭН
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Рисунок 13. СЭМ-фотографии и спектр EDX образца на поверхности ПЭТ

На рисунках 9-13 представлены СЭМ-фотографии изучаемых структур в осаждённой области после всех стадий синтеза. Для всех образцов сделаны фотографии с увеличением в 100000, 25000 и 1000 раз. Морфология поверхностей образцов разнообразна – на поверхностях Ситалла, стекла и полиимида образуются кристаллы хаотичной формы, размер которых варьируется от нескольких сотен нм, до нескольких мкм. На поверхности материала ПЭН, однако, наблюдаются структуры, обладающие сферическим строением и, с учётом их состава, могут быть отнесены к наноструктурам. 
Все изученные образцы состоят из меди на (70,26 - 100)%. РСМА спектры всех образцов на полимерных подложках содержат углерод в составе (6,52 – 7,98)%, кроме того образец на стеклокерамике содержит существенные (5,65 - 26,36)% углерода, что можно объяснить напылением углерода на поверхность образца перед проведением СЭМ для улучшения её проводимости. Все образцы кроме ПЭН содержат от 1,31% до 6,85% кислорода, что подтверждает выводы, сделанные на основании результатов фазового анализа (см. далее) об образовании оксидов меди под воздействием кислорода воздуха при хранении образцов. Кроме того кислород входит в состав материала каждой подложки. Также выдвинуто предположение, что материал подложки влияет на вероятность образования монолитного осадка на его поверхности. Для уточнения состава образцов был проведён рентгенодифракционный анализ. 
3.3. [bookmark: _Toc40976009]Исследование фазового состава
Для изучения фазового состава и строения структур проведён рентгенодифракционный анализ, результаты которого представлены на рисунке 14.  [image: ][image: ][image: ][image: ][image: ]
Рисунок 14. Рентгенодифракционный анализ исследуемых образцов. 
Закономерно, что во всех случаях содержатся индивидуальные пики меди. Образцы, в которых в качестве подложки выступают ПЕТ, ПЕН или стеклокерамика наблюдаются также пики оксида меди(II), что может быть объяснено неполным протеканием реакции восстановления меди в растворе и проведением этой реакции в щелочной среде, а также из-за окисления поверхностей кислородом воздуха после синтеза при хранении. Этими же причинами объясняется наличие пиков, соответствующих оксиду меди(I) в дифрактограмме образца с Ситаллом в качестве подложки. Выдвинуто предположение, согласно которому выбранные параметры лазерной модификации и образующиеся после синтеза продукты (соотношение чистой меди и оксида меди) зависят от строения полимера. Эта связь может быть качественно объянена различием температур плавления полимерных материалов (ПЭТ 255ºС, ПЭН 270 ºС, полиимид 375 - 340ºС). 
3.4. [bookmark: _Toc40976010]Исследование электрокаталитических свойств 
С использованием методов циклической вольтамперометрии и хроноамперометрии исследованы электрокаталитические свойства образцов по отношению к D-глюкозе и пероксиду водорода. 
Для всех исследуемых электродов были получены циклические вольтамперограммы для разных концентраций аналитов, хронамперограммы для разных концентраций аналитов и на основании последних построены калибровочные зависимости (рисунки 15 - 21). 
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Рисунок 15. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на подложке ПЭН по отношению к глюкозе
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Рисунок 16. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на подложке ПЭТ по отношению к глюкозе
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Рисунок 17. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на стеклокерамической подложке по отношению к глюкозе
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Рисунок 18. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на стеклянной подложке по отношению к глюкозе[image: ][image: ]
Рисунок 19. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на подложке из полиимида по отношению к глюкозе
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Рисунок 20. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на стеклокерамической подложке по отношению к перекиси водорода [image: ][image: ]
Рисунок 21. Циклические вольтамперограммы и хроноамперограммы для сенсора на стеклянной подложке по отношению к перекиси водорода 
Можно видеть, как при увеличении концентрации аналита увеличивается плотность тока, проходящего через рабочий электрода в соответствующих вольтамперограммах и амперограммах, что и является аналитическим сигналом для данных образцов. Циклические вольтамперограммы отражают эту зависимость качественно, то есть показывают при каком значении потенциала наблюдается увеличение плотности тока при увеличении концентрации аналита. Амперограммы же используются для количественного анализа – на основании данных амперометрии построены калибровочные зависимости, представляющие собой зависимости плотности тока, протекающего через ячейку от концентрации исследуемого аналита. Они позволяют вычислить основные характеристики сенсоров, среди которых:
- чувствительность b (sensitivity) электрода (μA*см-2*μM-1), которая равна угловому коэффициенту прямой,
- предел обнаружения (limit of detection, LOD) (μM), LOD = 3s/b, где s – стандартное отклонение по y-координате (μA*см-2), а b – чувствительность, 
- линейный диапазон (linear range) (μM), диапазон концентраций, для которых выполняется линейная зависимость сигнала от концентрации аналита
Ниже представлена таблица 13, содержащая значения данных параметров для изученных материалов 
Таблица 13. Сенсорная активность изучаемых образцов. 
	Материал подложки
	Аналит
	Линейный диапазон, μM
	Чувствительность электрода, μA*см-2*μM-1
	Предел обнаружения, μA

	Стеклокерамика
	Глюкоза
	5-1000
	0,92
	27,06

	Стекло
	Глюкоза
	30-1000
	0,72
	12,72

	Полиимид
	Глюкоза
	3-1000
	0,78
	22,25

	ПЭН
	Глюкоза
	10-1000
	0,15
	20,04

	ПЭТ
	Глюкоза
	10-1000
	1,06
	17,71

	Стеклокерамика
	Перекись водорода
	3-1000
	0,60
	14,39

	Стекло
	Перекись водорода
	3-1000
	0,35
	90,60


[bookmark: _heading=h.mjcl306w8l50]Полученные образцы обладают сопоставимыми с мировыми аналогами электрокаталитическими свойствами по отношению к D-глюкозе и пероксиду водорода. Это может объясняться достаточно большой пористостью и площадью поверхности электродов, высокой электропроводностью меди. Данные в таблице 14 показывают сравнительную характеристику электрокаталитических свойств по отношению к D-глюкозе некоторых образцов, полученных в данной работе со схожими аналогами, описанными в литературе.   



Таблица 14. Сравнение сенсорных свойств по отношению к D-глюкозе электродов, полученных в данной работе и других схожих электродов.
	Тип образца
	Линейный диапазон, 
	Чувствительность электрода, μA*см-2*μM-1
	Предел обнаружения, μA
	Источник

	Cu-Полиимид
	3 μM - 1 mM
	0,775
	22,251
	эта работа

	Cu-cтекло
	30 μM - 1 mM
	0,718
	12,716
	эта работа

	PtNWA/AuNP/GOx
	15 μM – 2,5mM
	184
	15
	ccccc48

	GOx/Cu-hemin MOFs
	9,1 μM – 36mM
	22,77
	2,73
	ccccc49

	GOx/Au-ZnO/GCE
	1mM – 20mM
	1,409
	20
	ccccc50

	GOx/AuNPs/Cu-BTC
	44,6 μM – 4mM
	-
	14,77
	ccccc51


[bookmark: _heading=h.xojzlau76mql]

[bookmark: _Toc40976011]Выводы
В результате данной работы разработан и успешно протестирован метод лазерной активации и селективной металлизации диэлектрических подложек, позволяющий синтезировать металлические структуры на поверхности различных диэлектриков, таких как стекло, стеклокерамика, гибкие полимерные материалы (ПЭН, ПЕТ, полиимид). Отмечена важность правильного подбора условий лазерной активации, поскольку на первой стадии необходимо как активировать поверхность лазерным лучём, так и не разрушить её. Разработанные методики позволяют получить  структуры с высоким разрешением, электропроводностью и адгезией к поверхности, ограниченным лишь диаметром лазерного луча. Кроме того выдвинуто предположение, согласно которому структура полимера и температура его плавления оказывают влияние на результат синтеза. 	Comment by konyga@mail.ru: Думаю, тут еще можно отдельно дописать, что показана некая взаимосвязь между материалом и параметрами для модификации (+активации). То есть придать научности. На мой взгляд это один из двух основных результатов. 
Исследованы элекрокаталитические свойства синтезированных образцов по отношению к глюкозе и пероксиду водорода – важнейшим биоаналитам. Максимальную чувствительность по отношению к глюкозе равную 1,06 μA*см-2*μM-1 показал сенсор на подложке из ПЭНа, к пероксиду водорода - 0,60 μA*см-2*μM-1  на стеклокерамике. Минимальная концентрация, доступная для определения была обнаружена для сенсоров на основе стеклокерамики и стекла для пероксида водорода 3 μM.
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