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OZET

BiYOLOJIK UYGULAMALAR ICIN DIRENC SENSORLERI

ALTUNGEYIK,Yunus
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Fizik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Sedat AGAN
2014, sayfa 63

Bu tez ¢alismasinda biyolojik uygulamalar i¢in direng sensorleri iizerinde
calisilmigtir. Sensorler Termal kaplama cihazi ve PECVD yontemi ile iiretilmistir.
Calisma prensibi, biyolojik numunenin sensor tizerine eklenmesi ile olusan direng
degisimini tesbit etmektir. Dikey kapasitor sensorler tasarlanmis olup, metal kaplama
icin Altin ve Krom malzemeler kullanilmistir. Metal plakalarin arasina ise dielektrik
malzeme olarak SiO; ve Al,O3 malzemeleri kullanilmistir. Nano bosluklu kapasitif
nano biyosensorlerin fabrikasyonu yapilmis olup disiik frekans degerlerinde ve
yiiksek frekans degerlerinde sensérler test edilmistir. Uretilen nano-biyosensérler

tekrarlanabilirlik, kararlilik ve giivenilirlik testlerinden ge¢cmistir.

Anahtar kelimeler: Biyosensor, doniistiiriiciiler, termal kaplama cihazi, ALD ve

PECVD yontemi, fotolitografi, Islak asindirma.



ABSTRACT

RESISTIVE SENSORS FOR BIOLOGICAL APPLICATIONS

ALTUNGEYIK, Yunus
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Physics, Ph. G. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sedat AGAN
2014, pages 63

This thesis is about on resistance sensors for biological applications. Sensors
have been produced by PECVD method via thermal coating device. Working
princible is to locate resistance change on biologic sample if it is added to sensors.
Vertical capacitive sensors have been designed, Gold and chrome materials have
been used for metal plating. SiO, and Al,O3 have been used for dielectic meterial
between the metal plate. The fabrication of biosensors are made and sensors have
been tested at low and high frequency. Nano-biosensors which were produced has

been passed the test of repeatability, stability and reliability.

Key Words: Biosensor, Converting, the Thermal Coating Device, ALD and PECVD
Method, Photolithography, Wet Etching.
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1.GIRIS

Biyosensorlerin tarihi 50’ 1i yillarda L.C. Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde
(Ohio, ABD) ameliyat esnasinda hastanin kaninda bulunan O, miktarinin
Ol¢iilmesiyle baslar. Bu 6nemli gelismenin ardindan 1962 yilinda Clark ve Lyons
Glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile birlestirerek kan igerisinde bulunan
glukoz diizeyini belirlediler. Boylece yeni bir analitik sistem agiga ¢ikti. Bu sistem
bir biyolojik sistemin yliksek spesifisikligini (enzim) ve fiziksel sistemin tayin
duyarliligini birlestirmis olup genis kapsamli bir uygulama olanagi bulmustur.

Bir biyolojik sividaki glukoz ve c¢oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki
membrant gegerek elektrod yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside
doniistiir ve bu sirada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O, elektrodu ile
baslangigtaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, Ol¢iiliir. Aradaki fark ortamdaki
glukozun oksidasyonu ic¢in harcanan Oz olup buradan biyolojik sividaki glukoz
miktar1 hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen
sensOrler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger birgok
maddenin tayini miimkiindiir. Béylece hazirlanan analiz sistemlerine biyosensor’adi
verilir [1]. Bu materyallerin gelistirilmesi 1960’l1 yillarda baslamistir. Tarihin ilk
biyosensorii 1974 yilinda piyasaya stiriillen Yellow Spirngs Instrument (YSI)’dir.
Yaklagik elli yillik bir siiregte hizli bir gelisim gosteren iiretim calismalar
giintimiizde yeni bir bilim dali haline gelmis ve artik “Biyomalzeme Bilimi” olarak
adlandirilmaktadir [2]. Biyomalzemeler; tip, biyoloji, kimya, doku miihendisligi,
bilgisayar ve malzeme bilimlerinin de ortak bir paydasi olarak degerlendirilmektedir.
Biyomalzemeler biliminin, son yillarda adindan sik¢a soz ettiren ve pek cok farkli
alanlarda yaygin kullanimi1 bulunan bir alt dali da “Biyosensorler”dir [1,3]. Biitiin
canl varliklar yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in kendilerine uygun ortam ve sartlarda
bulunmak isterler. Dolayisi ile yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in bulundugu
ortamdaki degisimleri hizli bir sekilde algilayip adapte olmaya c¢alisirlar. Canlilar bu
uyarilar1 algilamayr miimkiin kilan biyolojik maddelerin analiz sistemleriyle bir
araya getirilmesi ile biyosensorler olusturulmustur. Biyosensorler teknolojinin

gelismesi ile ¢ok hizli bir gelisim gostermistir ve International Union of Pure and



Applied Chemistry tarafindan olusturulan Biyosensorleri Siniflandirma  ve
Adlandirma Komisyonu 1996 yilinda hazirlayip yayimnladigi biyosensor tanimi
biyomikrochiplerin gelisimi nanoteknolojinin gelismesi ile gegerliligini yitirmistir.
Biyonsorler; siklikla biyolojik analizler i¢in kullanilan 6zel sensordiir ve
"International Union of Pure and Applied Chemistry" (IUPAC) tarafindan, "kimyasal
bir bilesige kars1 verilen biyolojik yaniti optik, termal veya elektriksel sinyallere
doniistiiren cihazlar" olarak tanimlanmaktadir [4].

Glinlimiiz teknolojisi ile liretilmis cihazlarda insanlarin beklentileri siirekli
daha kiiciik, daha ucuz materyalle iiretim, uzun kullanim 6mrii ve diizgiin ¢aligmasi
olmustur. Sensorler; Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensorler ve
biyosensorler olarak siniflara ayrilirlar. Teknolojinin hizli bir bigcimde ilerlemesi
sensorlerin algilama hassasiyetini arttirmaktadir ve biyolojik molekiillerin yiiksek
duyarliliga karsilik verme potansiyelinin kesfedilmesi, biyosensor teknolojilerinin
hizla gelismesine olanak saglamaktadir. Teknolojinin hizli bir sekilde gelismesi ve
degisim gdstermesi sayesinde biyosensorlerin kavram ve tanimlarinda Onemli
adimlar atilmaktadir. Biyosensorler; tip, eczacilik, gida giivenligi, ¢evre kirliligi ve
askeri uygulamalar gibi bir¢ok farkli alanda kullanilmak tizere farkli 6zelliklere sahip
biyosensorler gelistirilmistir. Biyosensorler genel olarak, biyolojik yapidaki analitleri
algilayan sensorler veya reseptor birimi biyomolekiiler yapida olan sensorlerdir.
Klasik tahlil analizinin uzun slirmesine karsin biyosensorler daha kisa siirede analiz
yapabilmektedirler. Nano-biyosensorler; uygulanmasi kolay, ekonomik, hizli analiz

yapabilme ve boyutlarinin kii¢iik olmasi1 nedeniyle taginmasi kolaydir.

1.1. Biyosensorlerin Genel Yapisi

Biyosensorler reseptor ve doniistiiriicii olmak tizere iki temel yapidan olusur.
Eger bir reseptor (biyolojik) biyomolekiiler bir yapiya sahip ise bu yapiya
biyoreseptor adi verilir. Biyoreseptorler analiti fark edebilen biyomolekiillerdir.
Reseptore baglanan molekiil ligand diye adlandirilir. Biyolojik veya biyolojik
olmayan Orneklerde analizi yapilacak olan madde veya materyale Analit denir.
Biyosensoriin doniistiiriicli kismi ise biyoreseptoriin analiti algiladig: esnada iirettigi

kimyasal veya fiziksel sinyali elektrik sinyallerine doniistiiren yapidir. Sekil 1° de bir


http://tr.wikipedia.org/wiki/Ligand

biyosensoriin temel yapist goriilmektedir. Reseptor hedef analite 6zgii oldugu igin
anahtar-kilit uyumu gerceklesir. Bir biyosensoriin genel yapisi temsili olarak Sekil

1.1’ de gosterilmistir.

o

DONUSTUORUCD RESEPTOR

ann

Sekil 1.1. Biyosensoriin yapsisi

Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik, ¢ozeltiler i¢erisinde genis bir yogunlasma
araliginda 6l¢lim yapabilir. Fakat biyosensorler organik bir yapi kisimlarina sahip
olduklar1 i¢in pH, iyon siddeti, sicaklik gibi dis ortam faktorlerinden etkilenmesi

biyosensoriin Omriinii kisaltmaktadir.

1.2. Biyosensorlerin Calisma Prensibi

Bir biyosensor ii¢ temel kisimdan olusmaktadir. Bu temel bilesenler Sekil
1.2’ de gosterilmistir.
1) Segici tanima 6zelligine sahip biyomolekiil (Sekil 1.1.c* de a)
2) Cevirici (Sekil 1.1° de b)

3) Elektronik devre elemanlar1 (Sekil 1.1. ¢* de ¢, d ve e)

) b) :} d) e)

a

5
P

Sekil 1.2. Biyosensorii olusturan yapilar [5]



Sekil 1.3° de biyoreseptor olarak kullanilan yapilar ve doniistiiriicti olarak kullanilan
yapilar gosterilmistir. Bu yapilar olusturulan biyosensére 0zgii avantaj ve

dezavantajlar saglamaktadir.

| Biyosensdr |
| Brmek | | Biyoreseptor Transduser H Elektronik || Veri Isleme
L Enzimler
0 OD—* | Antikorlar Elektrodiar
AVA l:l Nikleik asitier Transistdrier
o0 ﬂ Mikroorganizmalar -
—» Termistorier Mikroelekironik
roelektroni
0 A |: Dokular Onti
ptik fiberler
ﬂ O | Hiicreler
0 [ Plezoelektrik
A O  vapaybiyolojik kristaller
reseptirler

Sekil 1.3. Biyoreseptor olarak kullanilan yapilar ve doniistiiriicii olarak kullanilan

yapilar [6]

1.3. Biyoreseptor Molekiilleri

Biyosensorlerin gelismesinde teknoloji ve bilim anahtar rol oynayan temel
faktorlerdir. Biyosensor tizerindeki biyomolekiil tabaka analiz edilecek madde
(analit) ile secici olarak etkilesime giren ve oldukg¢a hassas biyolojik bir yapidir.
Biyoreseptor molekiiller olarak, biyolojik molekiiller (antikor, enzim, protein,
niikleik asitler gibi) ya da canli biyolojik sistemler (hiicre, doku ve
mikroorganizmalar) gibi yapilar kullanilabilir. Biyoreseptor olarak kullanilacak
molekiillerin en 6nemli 6zelligi, tespit edilmesi istenen hedef molekiile kars1 yliksek

afinite ve 0zgiinliik gostermeleridir [4].



Asagida gosterilen yapilar biyoreseptor olarak en ¢ok tercih edilen biyolojik
kaynaklardir. Bu yapilar;
a- Enzimler
b- Antikorlar
- Reseptor Proteinler
d- Aptamerler
e- Mikroorganizmalar

f- Diger adaylar

1.3.1.Enzimler

Biyoreseptér molekiilleri igerisinde en ¢ok tercih edilen yapilardan birisi
enzimlerdir. Neredeyse tiim enzimler protein yapidadir. Enzim tepkimelerinde,
tepkimeye giren molekiillere substrat denir. Bir canli hiicredeki tepkimelerin
neredeyse tamami yeterince hizli olabilmek i¢in enzimlere gereksinim duymaktadir.
Enzimler, bulundugu ortamdaki kimyasallar igerisinden yanlizca kendilerine 6zgii
olan substrati segerler. Tim diger reaksiyonlarda oldugu gibi enzimatik
reaksiyonlarda da ortamin sicakligi, pH ve ortam sartlar1 6nemlidir. Enzimler bir
tepkimenin aktivasyon enerjisini (E, veya AG*) azaltarak ¢alisir ve bdylece tepkime
hizin1 ¢arpict sekilde artirir. Cogu enzim tepkimesi, ona karsilik gelen ve
katalizlenmeyen tepkimeden milyonlarca kere daha hizlidir. Diger katalizorler gibi
enzimler de katalizledikleri  tepkime  sonucunda tiikenmez ve bu
tepkimelerin dengesini degistirmez. Ancak, diger ¢ogu katalizérden farkli olarak
enzimler ¢cok daha ozgiildiir (spesifiktir). Enzimlerin 4000'den fazla biyokimyasal
tepkimeyi katalizledigi bilinmektedir [7].

Enzimler genelde hangi tepkimeleri katalizledikleri ve bu tepkimelerdeki
substratlara 6zgildiirler. Enzim ve substratlarinin birbirini tamamlayici sekil, yiik
ve hidrofilik/hidrofobik 6zellikleri bu 6zgilligii meydana getirir. Enzimler
ayrica steroizomerik, yonsel ve kimyasal 6zgiillik de gosterebilirler [8]. Sekil 1.4” de

biyoaktif materyal hiyerarsisinde enzimlerin yeri gosterilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Substrat
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aktivasyon_enerjisi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimyasal_denge
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrofilik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidrofobik
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Stereospesifisite&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Regiospesifisite&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kemospesifisite&action=edit&redlink=1
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Sekil.1.4. Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal hiyerarsisinde

enzimlerin yeri [10]

Enzimler hangi tepkimeyi katalizledikleri ve bu tepkimeye hangi substratin
girdigine ¢ok biiyiik bir 6zgilliik gosterirler. 1894'te Emil Fischer bunun nedeninin,
enzim ve substratinin birbirine tam uyan tamamlayici geometrik sekilleri olmasindan
dolay1 oldugunu oOne siirmiistir [9]. Bu fikir "anahtar kilit" modeli olarak
bilinmektedir. Bu model enzim 6zgiilliigiinii agiklayabilir ama gecis halinin enzim
tarafindan stabilizasyonunu agiklamaz. "Anahtar ve kilit" modeli artik yetersiz
sayllmaktadir, "indiikklenmis uyum" modeli halen en yaygin kabul goren enzim-

substrat-koenzim seklidir.

1.3.2. Antikorlar

Antikorlar bir glikoproteindir. Sekil 1.5° de goriildiigii gibi Y seklinde olup
iki adet antijen tanima bolgesi bulunur. Antijeler viicuda girdiginde bagisiklik
sistemini uyarirlar ve sadece o antijene uygun olan antikorun liretimine bagslanir.
Antikorlar1 birbirinden ayiran temel fark antijen tanima bolgeleridir. Her antikor
kendine 6zgiin olan antijeni tanir ve ona gecici olarak baglanir. Sekil 1.5 de bir

antikorun goriiniimii, temsili yapisi1 ve antijen baglanma bolgeleri gosterilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hermann_Emil_Fischer

a.) b.)

Antijenler

Antijen baglanma

» \7 bolgesi

Sekil 1.5. a.) Bir Antikorun gériiniimii, b.) Antikorun temsili yapis1 ve antijen

baglanma bolgeleri [11]

1.3.3. Reseptor Proteinler

Reseptor proteinler, biyolojik bilesikler icin yiiksek ve 6zgilin olarak baglanma
ozelligine sahiptirler. Bu 6zellikler sayesinde biyoreseptor olarak biyosensor

teknolojisinde kullanilmaktadirlar.

1.3.4. Aptamerler

Aptamerler, spesifik hedef molekiillerine baglanabilen peptid molekiilleri
veya oligoniikleik asitlerdir. Aptamerler genelde rastgele diizenlenmis genis
havuzlardaki dizilerden olusurlar. Aptamerler ayrica MRNA'nin yapisinda bulunur.
Aptamerler temel arastirmalar ve klinik amaclar icin makromolekiiler ilaglar olarak
kullanilabilir. Aptamerler, laboratuvarda diizenlenmis birer niikleik asit ¢esididir ve
SELEX (ingilizce: systematic evolution of ligands by exponential enrichment)

yontemiyle olusturulurlar.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Peptid
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1.3.5. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalarin bir¢ok ¢esidi bulunur. Bu alan igerisine, bakteriler,
mantarlari, mikroskobik bitkileri, planarya ve Amoeba gibi mikro hayvanlari i¢ine
almaktadir. Bazen viriislerde mikro organizmalarin igerisine dahil edilsede, viriisler
canli olarak kabul edilmemektedir [12]. Mikroorganizmalarin biiyiik kismi tek
hiicreli olsada, bu hepsine genellenemez ¢iinkii bazi1 ¢ok hiicreli organizmalar

mikroskobik yapilarda iken bazilarida makroskobiktir.

1.3.6. Diger Adaylar

Diinya iizerinde, biyosensorlerde kullanilan yapilardan biyoreseptor olarak
kullanilabilecek bir ¢ok biyolojik materyal bulunmaktadir. Bunlardan bazilari;
hiicreler, bakteriler, organeller, membran tabakalar1 yer almaktadir. Herhangi bir
biyolojik yapinin biyoreseptér amagli kullanimi i¢in tek kosul, materyalin istenilen
analiti dogru bir sekilde tanima kapasitesine sahip olmasidir [13]. Cizelge 1.2° de
Uygun algilayici-gevirici bilesenleri ve literatliirde gecen giiniimiizdeki durumlar
gosterilmistir [14]. Gilinlimiizde biyosensdrler; biyobilesen ve sinyal iletici sistem
olarak pek cok farkli maddeyi ve sistemi igermektedir. Bunlarin en 6nemli olanlar

Cizelge 1.1’ de verilmistir [15].

Cizelge 1.1. Biyobilesen ve sinyal iletici sistemlerde kullanilan en 6nemli yapilar

Analit Biyobilesen Sinyal iletici Sistem
Metaller Elektrokimyasal Esasli
Enzim Antikorlar Yari iletken Esasli
Substrat Doku kesitleri Fotometri esasli

Inhibitor Mikroorganizmal Fluometri esash
Antikor-Antijen Niikleik asitler Piezoelektrik

Niikleik asit Lipidler Kuartz kristal mikrobalans
Mikroorganizmalar Hiicre organelleri Mikroantileverlar




Cizelge 1.2. Biyosensorlerin literatiirde gecen giintimiizdeki durumlari [12]

Algilayicl

Mikroorganizmalar- Doku | Niikleik | Kimyasal
Cevirici Enzimler | organeller Antikorlar | Kesiti | asitler algilayici

Elektrotlar

a) Amperometrik R o e

b) Potansiyometrik | #** wk ek

Transistorler ok -

Termistorler ¥

Fiber Optik * *

Piezo elektrik
kristaller 4

*  Arastirma asamasi

**  Arastirma ve prototip gelistirme agsamast

**% Arastirma ve ticari lirlin agsamasi

Farkl1 uygulamar icin farkl tiplerde biyosensorler iiretilmektedir. Uretilen farkli tip
biyosensorlerin herbirine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Cizelge
1.3’ de bir biyosensorde kullanilan enzim, doku kesitleri, mikroorganizmalar

kullanmanin avantajlar1 ve dezavantajlar1 verilmistir.



Cizelge 1.3. Biyosensorlerde kullanilan kanaklarin avantaj ve dezavantajlari

KAYNAK AVANTAJ DEZAVANTAJ
e Daha spesifiktir e Pahalidir
Saf Enzimler e Difiizyon sorunu yoktur | @ Kararlilig: diisiik

e Daha kisa siirede analiz | @immobilizasyon sorunu

e Kullanim miktar1 azdir | e Kullanim siiresi kisa

e Yiiksek kararlilik e Diflizyon sorunu yoktur
e Yiiksek aktivite e Daha uzun analiz siiresi
Doku Kesitleri e Diisiik maliyet eMikroorganizma iiremesine
e Kullanim kolaylig1 acik
e Dayaniklilik yiiksek e Difiizyon sorunu vardir
Mikroorganizmalar | e Hazirlama kolaylig: ® Daha uzun analiz siiresi

e Yuksek kararlilik

1.4. Calisma Prensiblerine Gore Sensorler

Biyosensorleri ¢alisma prensiplerine gore dort grupta incelemek miimkiindiir.
Bunlar;
a) Biyoaffinite Esasli Biyosensorler
b) Biyokatalitik Esasl Biyosensorler
¢) Immobilize Hiicre esasli Biyosensorler

d) Transmembran Esasli Biyosensorler

1.4.1. Biyoaffinite Esash Biyosensorler

Antijenlerin, Hormonlarin, DNA pargaciklarinin ve glikoproteinlerin molekiiler
tamimlanmasinda kullanilirlar. Biyoaffinite Esasli Biyosensorlerde; Antikorlar,

Hormon Almaclari, DNA, Lektin vb. gibi yapilar kullanilmaktadir.
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1.4.2. Biyokatalitik Esash Biyosensorler

Bu tip biyosensorde iletici sistem iizerinde enzim immobilizasyonuyla
enzimin substrati, inhibitorii, aktivatorii veya koenzimi olan cesitli kimyasal

maddelerin tayininde 6nem arzetmektedir.

1.4.3. immobilize Hiicre Esash Biyosensorler

fletici sistem iizerinde hiicrelerin immobilizasyonuyla o hiicreler tarafindan
metabolize edilen ¢esitli maddelerin tayininde bu tiir biyosensorler tercih

edilmektedir.

1.4.4. Transmembran Esash Biyosensorler

Cesitli molekiillere spesifik reseptor veya farkli membran proteinlerini igeren
hiicre membranlarinin iletici sistem {izerinde immobilizasyonuyla sz konusu

molekiillerin se¢imli bir sekilde tayinlerinde tercih edilmektedirler.

1.5. iletim ve Ol¢iim Sistemine Gore Biyosensérlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler 6l¢iim prensiplerine ve transduser tiiriine gore asagidaki gibi
siiflandirilir [16].
a. Elektrokimyasal esasli (Amperometri, Potansiyometri)
b. Optik esasli (Fotometri, Fliiorometri, Biyoliiminesans)
c. Piezoelektrik esash (Kuartz kristal mikrobalans, Mikrokantileverlar)

d. Kalorimetri esasli (Termistorler)
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1.6. Ceviriciler

Biyosensorlerin biyolojik tanima kisminin bulundugu yani “taniyici tabaka”
ve ikinci kismida ise “Cevirici (Transducer)” yapisindan olusur. Déniistiiriiciiler,
algilayicilarin biyolojik reaksiyonunu olgiilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiriirler.
Biyokimyasal reaksiyonun 6zelligine uygun olan doniistiiriiciiler tercih edilir. Bunlar;

a-Piezoelektrik doniistiirticiiler
b-Iletkensel doniistiiriiciiler
c-Elektrik kapasitans doniistiiriiciiler
d-Termoelektrik doniistiiriiciiler
e-Geleneksel Doniistiirticiiler

f- FET Tipi Dondstiirticiiler

1.6.1. Piezoelektrik Doniistiiriiciiler

Piezoelektrik algilama sensor yiizeyinde bulunan biyoreseptdr ile sensor
izerine enjekte edilen analitin reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan kiitle artisina
bagli olarak kristalin rezonans frekansindaki degisimin Olciilmesi temeline dayanir
[17]. Basitce ifade edecek olursak; Piezoelektrik malzemeler {izerine uygulanan
mekanik zorlamaya gerilim lireterek tepki verir ve bu olay tersinir 6zelik gosterir.
Piezoelektrik doniistiirticiiler viriislerin tayininde kullanilabilir. Ayrica kalbe destek
cihazlarinda, titresim Olcerler i¢in ivme algilayicilarinda, giiriiltii kontroliinde, basing

algilamasini gibi alanlarda kullanilmaktadir [18].

1.6.2. iletkensel Déniistiiriiciiler

Amperometrik 6l¢lim sabit gerilim altinda bulunan elektrokimyasal hiicreden
gegcen akim yogunlugunun Olgiilmesi prensibine dayanmaktadir. Burada referans
elektrod ve Olgiim elektrodu seklinde iki elektrod kullanilmaktadir. Yiikseltgenme
veya indirgenme reaksiyonu Olgiim elektrodu tarafindan gergeklestirilir. Elektroliz
siresince, analitin yapisina gore Ol¢iim elektrodu anot yada katot olarak

davranabilmektedir [17]. Bir solusyonun iletkenligindeki degisim bu solusyon
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icerisindeki reaksiyonun hizini belirlemede kullanilabilir. Olusan iyonlarin yaptig
haraket sonucu iletkenlikdeki degisimleri baz alan bu teknik bir ¢ok enzim ile ilgili
reaksiyon hizlarmin 6l¢iilmesinde kullanilmaktadir. Asagida gosterilen 6rnek Sekil
1.6’ da, sistem tizerinde birbirine paralel iki biyosensor bulunmaktadir. Hedef analite
0zglin antikor ikinci sensérde bulunmaktadir. Bir numarali sensor referans olup, iki
numarali sensorde olusan baglanma sonucu iletkenlikte bir degisme meydana gelir.
Dontistiirticti iletkenlikdeki degisimi algilar ve referansin iletkenligi ile karsilagtirilip

dijital uyar1 haline dontistiirtiliir [19].

Zaman t
R
N
b) L
>
Zaman t
N
<)
>

Sekil 1.6. Biyosensoriin ylizeyine bakteri eklenmesinden 6nce ve sonra iletkenlikteki

degisim gosterilmistir ( R: direng ) [19]
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1.6.3. Elektrik Kapasitans Doniistiiriiciileri

Elektrik ile yiiklenen cisimler siga barindirirlar ve Siga bir cismin yiik depo
etme yetenegidir. Kapasitans 6l¢iim metodu kullanilarak olusan bir doniistiiriictidiir.
Ornegin; Nanobiyosensdr iizerindeki antikorlar hedef analit ile etkilesime girerler.
Ortamin dielektrik sabitinde oncekine oranla degisme meydana gelir ve bu degisim

dijitalize edilerek yorumlanir.

1.6.4. Termoelektrik Doniistiiriiciiler

Biyosensor lizerine enjekte edilen analit ile biyoreseptdr arasinda olusan
reaksiyon sonucu sistemin entalpisi degisir. Bu degisimin Ol¢iilmesi ile termometrik
algilama gergeklesir. Sicakligin 6lgiilmesi amaci ile optik, mekanik veya elektriksel
metodlar kullanilabilir. Sistemde olusagak olan sicaklik degisimi ile dogrusal olarak
elektrik sinyali iiretilebilir. Termal sensorlerin olusturulmasinda elektriksel yontem

en etkili yontem olarak kabul edilir [17].

1.6.5. Geleneksel Doniistiiriiciiler

Geleneksel — doniigtiiriiciiler  tige  ayrilirlar.  Bunlar;  amperometre,
potansiyometre ve fiber optik kablo kullanan fotometredir. Biyotanima reaksiyonlari
genelde kimyasal tirtinler tiretir ve bu triinler elektrokimyasal metotlarla tesbit etmek
miimkiindiir. H,0, (veya reaktif O,) bir ¢ift elektrod vasitas1 ile dlgiilebilir. Once
referans elektrodun karsisinda olan elektroda (Ag/AgCl veya Kalomel) uygun bir
voltaj uygulanir. Bu durumda hedef molekiiller olan H,O, veya O, elektrotta
yiiksetkenir ve ardindan bir akim olusur ve olusan bu akim amperametre ile algilanir.
Potansiyometre ise bir membranin iki tarafindaki H+ farkina bakarak calisir.
Fotometre ise olusan 15181 sinyal olarak algilar. Fiber optik kablolar olusan bu 15181

yonlendirmede kullanilirlar [20].

14



1.6.6. FET Tipi Déniistiiriiciiler

Iyon konsantrasyonlarindaki degisimi algilayabilen FET> ler oldukca
kullaniglidirlar [13].

1.7. Biyosensorlerin Kullanim Durumuna Gore Siniflandirilmasi

Biyosensorler kullanim sekillerine gore: Tek kullanimlik, ara kullanimlik ve

stirekli kullanimlik olmak {izere 3 kategoriye ayrilir.

1.7.1. Tek Kullanimhik Biyosensorler:

Elektrokimyasal veya optik hiicre icerisinde bir se¢ici eleman ve doniistiiriicii
bulunur. Numune ¢6ziiciisii ile reseptor arasinda reaksiyon basladiktan birka¢ saniye
sonra kronoamperometrik olarak ol¢iim islemi gergeklesmektedir. Bu tip
biyosensorlerin dezavantajlar1 maaliyeti yiiksektir, dogruluklar1 ve kararliliklar
diisiiktiir, kolay kalibre edilemezler. Genellikle kandaki glukoz miktarinin

oOlgtilmesinde kullanilirlar [21].

1.7.2. Ara Kullanimhik Biyosensorler:

Genellikle akis olan ortamlarda kullanilirlar. Bu sensorlerin 6l¢iim sonuglari
yiksek dogruluk ve kesinlik saglar. Diisiik konsantrasyonlarda bile hassasiyetleri
oldukga yiiksektir. Ayrica kullanim Omiirleri yiiksek olan bu tip biyosensorlerin
maliyetleri ise distiktiir. Fakat portatif olmayan ara kullanimlik biyosensorler
laboratuvar ortamina bagimlidir. Bu tip sensorlerin yonga iizerinde laboratuvar (Lab

on a chip) uygulamalarinda kullanilmasi tizerinde ¢alisilmaktadir [21].
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1.7.3. Suirekli Kullanimlik Sensorler:

Yapilar1 basittir ve maliyetleri diistiktiir. Bu tip sensorler ¢ogunlukla canli
dokulardaki uygulamalar i¢in kullanilan yontemler arasinda en az etkin olan sensor
cesididir. Algilama yetenekleri oldukga diisiik olmalari, cogu durumda dogruluk ve
kesinlikleri  kontrol edilememektedir, verdikleri cevaplar ise tam olarak

anlasilamamaktadir [21].

1.8. ideal Bir Biyosensorde Aranan Nitelikler

Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken parametreler asagida verilmistir [22].

1) Segicilik: Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken en énemli parametrelerden
birisidir. Eger yeterli oranda segici degilse, bu eksiksiligin giderilmesi uzun siiren ek

islemler gerektirir.

2) Kullanim Omrii: Biyosensérlerin kullanim émiirlerini belirleyen en énemli faktor
biyolojik ¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir. Ayrica, ¢evirici aktivitesindeki
azalmalar biyosensoriin kalibrasyon sikligini, stabilitesini, tekrarlanabilirligini ve

diger ozelliklerinide etkilemektedir.

3) Kalibrasyon Gereksinmesi: Ideal bir biyosensériin kalibrasyona gerek duymamasi
veya en az diizeyde kalibrasyona gereksinmesi istenir. Kullanim 6miirleri boyunca

biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

4) Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensor icin, elektrodun ayni1 kosullar altinda arka
arkaya yapilan Olglimlerde yaklasik olarak ayni sonuglar1 okunmasi gerekir. Sekil
1.7 de tekrarlanabilirlik Ornegi gosterilmistir. Ayrica sensorler i¢in yapilan
calismalarda tekrarlanabilirlik parametresi olduk¢a 6nemlidir. Tekrarlanabilirlik ne

kadar iyi olursa biyosensor uygulamalar1 da o denli iyi olur.
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Tekmrlanabilir dlgiimler Kararhlik durumu

Cilas simali

Zaman

Sekil 1.7. Giivenilir bir biyosensoriin tekrarlanabilirlik ve kararlilik 6l¢timiinii [4,22]

5) Stabilite: Elektrot stabilitesinin (kararliliginin) yiiksek olmasi ideal biyosensorler
icin gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina

baglidir. Ayrica; pH, 1s1, nem, ortam, O; derisimi gibi parametrelerden de

etkilenmektedir.

6) Yiiksek Duyarlilik: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin ( 6rnegin
antikorlar) yalmz belirli maddelere karsi duyarli olmasi ideal biyosensorlerin

ozellikleri arasindadir.

7) Yeterli Diizeyde Tayin Sinir1: Tasarlanan bir biyosensoriin tayin smirinin belirli
bir derisim degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot
yiizeyinin biylikligli, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi,
immobilize edilen madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir. Sekil 1.8 de cevap

zamani ve tolerans bandi araligi gdsterilmistir.

Zaman

Sekil 1.8. Cevap zamani ve tolerans bandi [4,22]
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8) Genis Olgiim Araligi: Biyosensér uygulamalarinda 6lgiim aralign olarak
adlandirilan bolge biyosensorlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer oldugu

derisim araligidir.

9) Genis Ol¢iim Araligi: Biyosensér uygulamalarinda 6lgiim araligi olarak
adlandirilan bolge biyosensorlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer oldugu

derisim araligidir.

10) Hizli Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani Ornegin amperometrik
calismalarda ilk 6rnekten ne kadar siire sonra ikinci 6rnegin dlgiilebilecegini belirler.
Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa

ikinci 6rnek de ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

11) Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler ideal
biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar

daha sonra basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da maliyeti diisiiriilmistir.

12) Kiigiiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve
boyutlarmin kiigiiltiilmesi biyosensor tasariminda 6nemlidir. Buna karsin, biyosensor
yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en

onemli parametredir.

1.9. Uygulama Alanlari

Biyosensorlerin hazirlamasi, tiretimi ve teknolojileri ayrica biyosensdrlerin
uygulama alanlar1 giindelik hayatin her alaninda, 6zellikle medikal tani, gida, ¢evre
analizleri, tarimsal Uriinlerin kontrolii amaci ile yogun kullanimi giinden giine
artmaktadir [23].

Biyosensorlerde reaksiyonlarin spesifikliginin yiiksek olmasindan dolay1, tip

alaninda kullanilmaya ¢ok elverislidir.
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Biyosensorler;
a. Biyomedikal alan
b. Proses kontrolii

i. Biyoreaktor kontrolii

1i. Gida Uretim ve analizi

c. Tarla tarim1, bag-bahge tarimi ve veterinerlik

d. Bakteriyel ve viral tani

e. Endiistriyel atik su kontrolii

f. Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

g. Maden ve isletmelerinde toksik gaz analizleri

h. Askeri uygulamalar gibi alanlarda kullanilirlar.

Bu degerler 2000 yilindan bu yana 10 kat bliylime gostermistir ve hizla biiylimeye
devam etmektedir. Tanimlanan gen-ilag iligkileri ise 1990°da yok denecek kadar az
iken 2007°de 510’a ¢ikmistir. (TEPAV Subat 2012) Bugiine kadar 180’den fazla

farkli madde i¢in biyosensor hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar1 ticari olarak

tiretilmektedir [24].

Biyosensdr Uretimi

Fizik Kimya

Biyoloji

Elektronik

Yazihim

Mikro elektro-mekanik sistemler(MEMS)
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Kriminal

inceleme

Tarim Biyolojik

Savunma

Sekil 1.9. Biyosensdr iiretiminin sematik gosterimi
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1.9.1. Biyosensorlerin Tip Alaninda Kullanim

Tip alaninda en c¢ok tercih edilen biyosensor ¢esidi enzim sensorleridir.
Enzim sensorleri, Ol¢iimlerindeki yiiksek duyarlilik, uygulama ve kurulumdaki
kolaylik ve ticari uygun transduser ¢esitlerinin bollugu yer almaktadir. Son yarim
asirda yayginlasan diyabet hastaligini teshis etmekte kullanilan glikoz oksidazli
enzim sensoril en fazla ilgiyi ¢eken biyosensordiir [25].

Giliniimiiz teknolojisi ile elde edilmis biyosensdrler, cok az miktar kanda ve
idrar igerisinde bulunan glikoz tayinini ¢ok hizli bir sekilde gergeklestirmektedirler.
Tip alaninda kullanim s6z konusu oldugunda biyouyumluluk ¢ok oOnemli bir
parametredir. Viicut i¢i kullanimda enzim igeren membran iizerinde fibrin birikimi
ve platelet olusumu gibi tehlikerler meydana gelebilir veya viicut dokularinda
iltihaplanmalar olabilir [26]. Bu gibi sorunlarin oniine ge¢mek igin biyosensoriin
dokularla temas edecek yiizeyleri 06zel malzemelerle kaplanir. Diger tibbi
biyosensorlere ornek verecek olursak iire ve kreatinin elektrotlari, kolesterol
elektrotlari, asetilkolin elektrotlaridir. Bu sensorler sayesinde onemli hastaliklarin
teshisi saglanabilir. Ornegin iire seviyesi bobrek islevini takip etmekte, kolestrol
seviyesinin gozetimde tutulmasi arteriyosklerozlarinin engellenmesinde, asetilkolin
elektrotu kas yorulmalarinin degerlendirilmesinde kullanilirlar [27].

Tip alaninda kullanilan biyosensoérlerde mikrobiyal sensorler kullanilmaz.
Bunun nedeni mikroorganizmalar i¢in kiiltiir ortam1 olma 6zelligini tasiyan biyolojik
stvilarla calisilmasidir. Biyokiitlenin biliylimesi, hiicrelerin sizmast ve ornek
ortaminin kontamine olmasiyla birlikte, biyokatalitik matriksi deforme eder. Ayrica
mikrobiyal sensorler ¢ok sayida enzim igerirler ve pek ¢ok medikal analiz igin
yeterince uygun degildirler.

Immiinolojik reaksiyonlarin  dzgiilliigiiniin yiiksek olmasindan dolayi,
immiinolojik biyosensdrler tipta kullanilmaya elveriglidir. Bu sensorler ilag etken
madde 6l¢iimiinde yaygin olarak kullanirlar. Ornegin teofilin sensorii, hamilelik testi
icin HCG hormonu sensorii, kanser teshisi i¢in alfa-fetoprotein sensorii, hepatit B
icin yiizey antijen sensori, tipta kullanilan immiinolojik sensorlerdir [28]. Protezlere
yerlestirilen biyosensorler sayesinde, protez ylizeyinde lireyen bakterilerin tiirleri
tespit edilir ve protez iginde bulunan antibakteriyel maddeler salgilanip ve

enfeksiyon engellenir [26].
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1.9.2. Cevre Koruma Ve Kontroliinde Biyosensorler

Biyosensorler 6zellikle sehirlerde ¢evre kalitesi, atmosfer ve su kirliliginin
diizenli olarak kontrol edilebilmesine olanak tanimaktadir. Su kirliligi hem
endiistriyel hem de ev artiklarindan kaynaklanmaktadir. Biyosensorler sudaki
organik  Kkirliliklerin ~ olgiilmesi ve toksit maddelerin tayin edilmesinde

kullanilmaktadirlar.

1.9.3. Askeri Alanda Biyosensorler

En tehlikeli kitle imha silahlarindan biri de biyolojik silahlardir. Biyolojik
saldirilara karst yapilabilecek en etkili énlem tehlikeyi onceden belirleyip gerekli
onlemleri en hizli sekilde alinmasini saglamaktir. Biyosensorler, bu gorevi en iyi
sekilde yerine getirirler. Biyosensorler gilivenilir, yanlis ve negatif sonug¢ vermekten
uzak, Ozgilin, hassas, kolay kullanilabilir ve hizli bir sekilde sonug¢ verirler. Bu
katagoride ilk ticari biyosensor BioVeris, Response Biomedical Corporation ve QTL

tarafindan piyasaya siiriilmiistiir.

1.9.4. Gida Sektoriinde Biyosensorler

Gida sektoriinde uygulanan analizler kalite ve giivenlik amacina yonelik
olarak gergeklestirilmektedir. Kaliteden amag, bazi fiziksel 6zellikler ve kimyasal
bilesenlerin  miktarlarinin  belirlenmesi,  giivenlikten = ama¢ ise  zararh
mikroorganizmalar1 veya onlarin toksinlerini ve diger allerjen ve toksik bilesenlerin
miktarlarini hizli bir sekilde saptamaktir. Ayrica gidalara disaridan eklenen ve belirli
bir amaca yonelik olan veya olmayan maddelerin tespiti de ayrica ¢cok Onemlidir
[29]. Gida sektoriinde biyosensorlerin kullanilmasi, igslenmis ve ¢ig gidalarda
kontaminasyonu belirlemede, fermentasyon siirecinin ¢evrimigi olarak hizli bir
sekilde kontrol edilmesine imkan tanir.

Biyosensorler maliyetlerinin az olmasi nedeniyle ¢evrimigi 6l¢iim sistemleri

olusturularak HACCP (Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalari) sistemlerinde
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kontrol mekanizmasi olarak kullanilabilmektedir. Cizelge 1.4” de iiretilen baz1 gida

tirtinlerinin igerisindeki bilesenler i¢in biyosensor uygulamalari gosterilmistir.

Cizelge 1.4. Baz1 gidalar ve icerisindeki bilisenler i¢in biyosensdr uygulamalari

(Cizelgede A: Amperometrik, P: Potansiyometrik ) [30]

Analit Uygulama Biyokomponent | Doniistiiriicii | Tespit
arahg
Glikoz meyve sulart | Glikoz oksidaz A 50-500 mM
ve sut
Glikoz ve Siit Glikoz oksidaz, A 4,44 g/100g
Laktoz mutarotaz (laktoz)
Fruktoz Bal, siit, D-fruktoz A 50 x107°-
meyve suyu | dehidrogenaz 1072 mol/L
ve sarap
Nigasta Bugday unu | Amiloglikosidaz A 5 x107®-
ornekleri ve glikoz oksidaz 10x10~*
mol/L
L- Sentetik L amino asit A
aminoasitler | 6rnekler oksidaz ve
horseradis
perpksidaz
L-malat Sarap, meyve | L-malat A 0,01-1,2
sular1 ve dehidrogenaz ve mol/L
cider salsilat
hidroksilaz
Askorbik asit | Meyve sular1 | Askorbat oksidaz A 5x107% -
1,2 x1073
M
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1.9.5. Biyosensorlerin Biyolojik Savas Ajanlarin (BSA) Tespitinde Kullanilmasi

Biyolojik savas ajanlar1 (BSA) 11 Eyliil saldirilar1 sonrasi toplum igerisinde
en korkulan saldir1 tiirli olmaya baslamistir. 1995°de Tokyo’da sarbon saldirisindan
sonra, 11 Eyliil saldirilarinda da yine sarbonlu mektuplar ortaya ¢ikmistir. Bu yiizden
bu tiir saldirillarin 6niine gecebilmek i¢in dikkatler BSA iizerine yonelmistir [31].
Terorist saldirillarin yaninda, 17 farkli tilkeden biyosilah tiretimiyle alakali projelerin
yiriittiilmekte oldugu tahmin edilmektedir. Hastalik Kontrolii ve Engellenmesi
Merkezi (ing: Center for Disease Control and Prevention (CDC)) tarafindan yapilan
bir arastirmaya gore bir terOristin ABD sehirlerinden birine kasitli birakacagi
sarbonun verebilecegi ekonomik zararin maliyeti 477,8 milyon—26,2 milyar $/100
bin Kisi olarak hesaplanmigtir [32]

BSA’lar ¢esitli siniflara ayrilir. Bunlar;

a) Etkilerine Gore (6ldiiriicii etkili BSA’lar ve siddetli hasta yapan BSA’ lar),
b) Taksonomilerine gore,
¢) Salmim Sekillerine Gore (Aerosoller, vektorlerle, su veya yiyecekle taginanlar),

d) Sebep Olduklar1 Klinik Sendromlara Gore (sistemik hastalik ajanlari) [32].

1.10. BSA’larin Tesbitinde Zorluklar

Biyolojik saldirilarda en biiyiik problem, biyolojik saldirilar ile olagan
hastalik belirtileri arasindaki farkin belirlenmesidir. Biyolojik savas ajanlar1 (BSA)
diye algilanan ve esasinda olagan bir enfeksiyonel hastaligin mevsimsel artmasi da
olabilir veya daha az zararsiz ajanlarin sebep oldugu rahatsizliklar da olabilir. Bu
sorularin cevaplanmasinda molekiiler tekniklere oldukc¢a biiylik is diismektedir.
“Tedavi I¢in Tesbit (TIT)” ve “Koruma Igin Tesbit (KIT)” diye iki tiir cihaz
kullanilmaktadir. TIT’de amag kisinin BSA’ya maruz kaldigi birkag saat icinde
BSA’nm tesbiti iken, KIT BSA’nin ortama birakilmasindan birka¢ dakika icinde
(hastalik bulasmaya baslamadan) tesbitini hedefler. TIT’ler genelde hastane
laboratuvarlarinda kullanilan analitik cihazlar iken, KiT’ler sensor (biyosensor) tiirii
cthazlardir [32,34]. Cizelge 1.5 de Bazi bakteri tiirleri ve viriis tlirlerinin yayilma

yollari, kulugka siireleri ve kisi lizerinde ortaya ¢ikan belirtiler verilmistir.
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Cizelge 1.5. Bazi1 bakteri ve virlislerin yayilim yollari, kulucka siireleri ve

semptomlari [32]

Dogrudan bireyden bireye bulasan hastahklar

Bakteriler Yayilim yolu Kulugka siiresi ve Semptomlar
oldiriiciilik
Kolera Su ve gida Saatler — tedavi Sulu ishal, kusma,
kontaminasyonuyla | olunmazsa %25’lere | Bacakta kramplar.
varan Oltim riski
Tifo Su ve gida 3 giinle 8 hafta Zayiflama, agr1 ve
kontaminasyonuyla | arasinda, orta ates
derecede Oliimciil
Cigek Direk temas, viicut | 1-17 giin. Yiiksek Yiiksek ates,

S1V1S1

Olim orani

kansizlik, 6dem,
kaslarda agr1, bas
agrisi

Ebola,marburg

Muhtemel hayvan
tasiyicilar

2-21 giin. Yiksek
olum orani.

Yiiksek ates, asir1
halsizlik, kansizlik,
noktalr kanama,
bas agrisi, kaslarda
agri

Bireyden bireye bulasma yok veya kismi bulasma s6zkonusu ise

Sarbon Sporla, aerosoller, | 1-5 giin. Yiiksek Ates, halsizlik,
gida Olim sok. 36 saat
igerisinde Oliim
olabilir.
Aflotoksin Aerosoller, Degisik stirelerde Ates, nefes darligi,

kontamine gida ve
sular

alinan doza ve
yonteme gore dliim
orani degisir.

okstirtik, karaciger
hasarlari, kanser,
oli dogum
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1.11. Biyosensoriin Tasarlama Asamalari

Biyosensdrlerin gelistirimesi i¢in ¢alisan kisilerin fizik, biyoloji, biyokimya,
elektronik, elektrokimya, immobilizasyon konulari hakkinda bilgisi olmasi1 gerekir.
Bir biyosensoriin ¢alisma prensibine kabaca maddeler halinde inceleyecek olursak;

1) Yapilacak biyosensor ¢aligmasina ilk olarak algilanacak analitin belirlenmesi ile
baslanir.

2) Daha sonra hedef analite uygun bir biyoreseptor se¢imi yapilir.

3) Biyoreseptore uygun immobilizasyon yontemi segilir.

4) Hedef analit ile reseptor arasinda olusan etkilesimi algilayan uygun bir
dondiistiiriicii sistem se¢imi yapilir.

5) Olusturulacak Biyosensoriin 6lgiim araliginin genis olmasi, tekrarlanabir olmasi,

Olcltimde olusan parazitlerin en aza indirilmesi ve secici olmasina dikkat edilir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1. Isisal Buharlastirma (PVD) Sistemi

Birden ¢ok metal kaplama yontemi bulunmaktadir. Isisal buharlastirma
yontemi (PVD) bunlardan biridir ve en ¢ok tercih edilen metal kaplama yontemidir.
Fiziksel buhar biriktirme cihazinin resimleri Sekil 2.1° de gosterilmistir. Fiziksel
bubhar biriktirme yonteminde, kati bir metalin rezistif olarak 1sitilmasi ile
buharlastirilarak, serin bir ylizey Tlzerinde biriktirilmesiyle olusur. Kaplama
esnasinda kaplanacak maddenin esit dagilmasi i¢in altlik sabit ve belirlenen uygun
hizda dondiiriiliir. Metal buharlastiktan sonra ylizeye yapisana kadar ortamdaki gaz
molekiilleriyle ¢arpigmalara ugrar, istenmeyen bu carpismalar nedeniyle kaplama
tam olarak gergeklesmez. 20°C’de hava i¢in ortalama serbest yol, sirasiyla 10 ve
10 Torr basinglarda 45 ve 4500 cm’dir. Bu yiizden vakum odasindaki kaynak ile
altlik arasindaki 10-50 cm mesafe boyunca metal buharinin diiz bir sekilde giderek
yiizeye yapisabilmesi i¢in 10° Torr’ dan daha diisik bir basingta calismak

gerekmektedir.

Sekil 2.1. Isisal buhar biriktirme sistemi (UNAM-Vaksis PVD Vapor — 3S)
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Iyi bir kaplama elde etmek i¢in en énemli sartlardan biri vakumdur. Kaplanan
metalin kalimhigmi 06lgmek icin kaplama bdlgesine bir kalinlik dedektorii
yerlestirilmistir ve cihazin dis kisminda kalinlik monitorii bulunmaktadir. Kaplanan
kalinligin izlenmesi i¢in kullanilan kristal dedektor ile althik arasinda yatay mesafe
oldugu i¢in bu iki yilizeyde biriktirilen metal miktarlarinin oranmi belirlenmelidir. Bu
oran “Referans faktorii (Tooling factor)” olarak adlandirilir. Cizelge 1.6° da bazi

metallere ait referans faktorleri verilmistir [35,36].

Cizelge 1.6. Baz1 metallere ait referans faktorleri [37]

Metal Yogunluk Akustik Referans AKkim
(g/cm?) empedans faktorii
Au 19.30 23.17 1.55 54.0
In 7.30 10.49 1.30 34.0
Cr 7.20 28.95 1.55 50.0

2.2. Plazma ile Giiclendirilmis Kimyasal Buhar Depolama Sistemi (PECVD)

Ince film iiretmek igin cesitli tekniklerden yararlanilmaktadir. Cok daha ince
film dretmek igin farkli tekniklerden kullanilir. Isisal buhar biriktirme (PVD) ve
kimyasal buhar biriktirme (CVD) yontemleri bu tekniklerden birkagidir. Bu teknikler
arasinda en sik kullanilan CVD yontemidir. CVD teknigin plazma destekli cesidi
olan plazma-destekli kimyasal buhar biriktirme (PECVD) ve Radyo frekansi (RF)
yontemleri iizerinde en ¢ok tercih edilen kaplama yontemidir. Bu tekniklerin diger
yontemlere gore en Onemli avantaji kaplanacak malzemeyi yiiksek sicakliga
¢ikarmadan kaplamaya olanak saglamasidir. CVD tekniginde biiyiitme sicakligi 700—
900 °C arasinda degisirken PECVD teknigi ile sicaklik 150 — 350 °C arasinda
caligma imkani saglar. Yiiksek biiylitme sicakliklart altinda IC uygulamalarda bazi
malzemeler arasinda olusabilecek difiizyonlar ve benzer sorunlar olusmaktadir ve bu
sorun PECVD teknigi ile diisiik sicalik kullanilarak olusabilecek biiyiitme hatalarini
en aza indirgenmesi saglanmis olur. Plazma biriktirme sistemi; igerisinde plazmanin

elde edildigi reaktor, birbirine paralel disk seklinde iki elektrot, gazlarin bilesenlerine
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ayrilmasi i¢in radyo frekansh gerilim uygulayan RF jeneratori, reaktdre kontrollii bir
sekilde gaz akisini saglayan igne vana, akis Olcer ve diizenleyicilerin oldugu gaz
girisleri ile cikislarinin mekanik vakum pompalarinin bulundugu bir sistemden
olusmaktadir. Paralel iki elektrot arasina dogru akim (DC) uygulanarak elektrik
alanin katkisiyla elektrotlar arasinda bir ka¢ pF degerinde bir kapasitans olusur ve RF
sinyali uygulanir. Gonderilen gazlar anot-katot arasina plazmanin sadece bu iki
elektrot arasinda olugmasi saglanir. Bu plazma olugmasi istenilen kaplamanin cinsine
gore ortamda bulunan SiHs, GeHs, N,O gibi gerekli bulunan gazlari bilesenlerine
ayirir ve altlik iizerinde ince bir film tabakasi halinde olusturulmasina olanak saglar.
Baslangic asamasinda bu kullanilan teknikte tabakalar arasina uygulanan elektrik
alan ortamda igerisinde bulunan gazlarin kinetik enerjilerinin artmasina ve bu sayede
gaz ortamindan ayrilan bazi1 gaz molekiillerin iyonize olmasina sebep olur ve dolayisi
ile iyonize olmus molekiillerin birbirleri arasinda etkilesimesi sonucu reaksiyon
baslatilir. Islem devam ederken ortamda icerisinde yeni elektronlar iiretilmesi devam

eder ve bu olusum plazmanin olusumunu saglar [38].

RF
T
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- - SiH,
e NH,
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Sekil 2.2. Plazma ile giiclendirilmis kimyasal buhar depolama (PECVD) sistemi [38]

1970 ’lerden sonra, RF yardimi ile plazma olusturma siklikla kullanilmaya
baglanmistir. Bu yontemin kullanilmas: ile yiiksek teknoloji gereksinimi duyulan
Ozellikle biiyiik boyutlu elektronik devrelerde, ince film {iretimi ve inceltme

yontemlerinde bu yontemden yararlanilmaktadir. RF, diger plazma tiirlerinden biiyiik
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boyutlarda uygulanabilir olmasi sebebiyle onemlidir [38]. Sekil 2.3° te PECVD

sistemi goziikmektedir. Reaksiyonu Silan gazi i¢in gosterelim [38];

e + SiH;——» SiH, +Hy+ e (21)
— > SiHz+H+e 2.2)
— Si+2H,+¢e (2.3)

Sekil 2.3. PECVD sistemi (UNAM-CVD)

2.3. Fotolitografi (Sekil aktarimi)

Litografi, basitce sOylemek gerekirse 1sikla yazma islemi olarak
tanmimlanabilir. Teknolojideki ve yariiletken endistrisinin gelismesi sayesinde
litografinin kullanim alanlar1 ve kabiliyetlerinde Onemli gelismeler olmustur.
Litografi 1sikla yapildig1 gibi bir elektron demetini yonlendirerek maskesiz olarak

veya bagka yontemler kullanilarakda yapilabilir ancak, alternatif sistemlerin kurulum
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isletim maliyetleri yliksek olmasi ve uygulama alanlari sinirli olmasindan dolay1
genellikle arastirma amacli olarak kullanilirlar. Uretim siireclerinde ¢ogunlukla
fotolitografi kullanilir. Fotolitografi de en ¢ok tercih edilen yontem UV-litografidir.
UV 1sik bir maske iizerinden, bu dalga boyundaki 1s18a duyarli ve wafer iizerine
serilmis olan fotoreziste iletilir. Maskenin sekli, rezistin 6zellikleri ve devaminda
kimyasal siire¢ler sonunda arzu edilen mikro veya nano sekil yari iletken {izerine
transfer edilmis olmaktadir [39].

Fotolitografi yapilmak istenen bir kalibin materyal iizerine aktarilmasinda
kullanilan bir islemdir. Bilgisayar programi1 (CAD) kullanarak c¢izilen 6rnek (sekil
2.4.a) Sekil 2.4.b’ de gorillen maske lizerine aktarilir. Bu Maske cam levhadan
yapilmistir ve ylizeyinde, istenilen sekli tasiyan 1sikla opak bir materyal bulunur.
Maske hazirlandiktan sonra substrat (sekil 2.4.c), 1s18a duyarli organik bir polimerle
kaplandigr zaman sekil aktarilmasi ile isleme baslanir (sekil 2.4.d). Substrat ile
maske birlestirilir. UV 151k maske icinden 1s18a duyarli organik polimer iizerine
gonderildiginde, (sekil 2.4.e) maskenin seffaf kisimlari altindaki 1s18a duyarh
polimer ¢oziinerek ¢ozelti haline gecer.Bu kabartma pozitif fotorezist olarak bilinir.
(negatif fotorezist te sekil ters yonde olusmaktadir). Levha ile maske ayrilarak ¢ozelti
ortamdan uzaklastirilir (sekil 2.4.f). Sekil aktarilmasinda uygulanan diger bir yontem

ise “Soft litografi” dir [40,41].

5 ) S48

a) Bilgisayar b) Maske

.y

d) Fotorezist

e) Mask Aligner f) Developer

Sekil 2.4. Fotolitografi ile hazirlanan 6rnegin transferi
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Islem, yas (s1vi kimyasal maddelerle ) veya kuru (gaz fazindaki kimyasal
maddelerle) olmak iizere ikiye ayrilir. Heriki yontem de izotropik veya anizotropik
islemle gerceklesebilir. Sekil oyma izotropik islem ile esit olarak tiim yonlerde
gerceklestirilirken (Sekil 2.5 sol), anizotropik islemle sadece tek yonde
gerceklesmektedir (Sekil 2.5 orta ve sag). Etching malzemesi olarak silikon (hem yas
hem kuru yontem uygulanabilir), cam ( akigkanallar1 yapmak icin genellikle yas

yontem uygulanir) ve plastikler kullanilmaktadir [31].

substrat

Sekil 2.5. izotropik (sol) ve anizotropik (orta ve sag) asindirma [31]

2.4. Nanoaralik Temelli Kapasitif Biyosensorler

Nano aralik, sagladigi minimum Ornek hacmi ve diizglin elektrik alan
sayesinde ¢ok az miktardaki hedef molekiillerini hassas bir sekilde algilama
yetenegine sahiptir. Cesitli tiretim tekniklerine dayali olarak ¢ok sayida aygit, nano
aralik literatiirinde de rapor edilmistir [42]. Bu aygitlar yatay veya dikey nano
aralikli aygitlar olarak kategorize edilebilir (Sekil 2.6° da a ve b).
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Nanokanal

Nanotel elektrot

Nano bosluk

Sekil 2.6. Yatay nano aralikli aygitlar a ve b literatiirdeki bazi yatay aygitlar [43,44]

Dikey nano aralikli aygitlar, dikey olarak tasarlanmis elektrotlar ile
olusturulmaktadir (Sekil 2.7.A). Bu tiir sensorler genellikle elektrotlar arasinda
nanometre boyutunda yiikseklik igerecek sekilde [45], daha sonra kismen
asindirilacak olan katmanlar icerecek sekilde olusturulmaktadir [46,47]. Bu tiir
aygitlarin en Onemli avantaji, diisik maliyetli olusudur. Bu teknikler, diisiik
maliyetinin yanisira iyi bir kalinlik, diizgiin bir yapi, ve kontrol edilebilir bir

fabrikasyon islemi sunmaktadir.

A) B)

15nm of nanogap

Sekil 2.7. Dikey nano aralikli aygitlar a ve b literatiirdeki bazi dikey nano aralikli
aygitlar [47,48]
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Yatay aygitlar, litografi veya kimyasal depolama gibi yOntemlerle
tiretilmektedirler fakat bu yapilar yiiksek verim saglayamazlar. Ama bakteri gibi
mikron Olgegindeki hedefleri algilanmasi ig¢in standart optik litografiden
yararlanilabilir. Iyonlar igin relaksasyon frekansi saflastirilmis su icerisinde 280 kHz
civarindadir [49,50]. Bu durumda yiiksek frekans parazitik etkileri ortaya ¢ikar ve
yiiksek maliyetli 6l¢iim araglar1 gerekmektedir.

Golge buharlagtirma teknigi, ¢oziiniirliigli arttirmak i¢in Ornegi egerek,
litografiyi kullanmaktadir [43]. Ancak yiiksek verimli {iretim icin uygun degildir.
Elektron demeti litografisi, nanoboyutta aralik olusturmak icin bir alternatif
sunmaktadir, ancak yiiksek fabrikasyon maliyeti ve aygit basina uzun fabrikasyon
sliresi gibi dezavantajlari da beraberinde getirmektedir [51]. Elektrokimyasal
depolama yontemi de nano aralik formasyonu saglama olanagi sunmaktadir. Fakat

iyi tanimlanmis desenler elde etmek zor olmaktadir [44].

2.5. SENSOR TASARIMI

Bu tez ¢alismasinda yapilan sensoriin tasarimi, Sekil 2.7’ de gosterilmis olup
calisma prensibi, biyolojik numunenin sensor iizerine eklenmesi ile olusan direng
degisimini tesbit etmektir. Algilanmasi1 istenen elemanlar, dielektrik malzemenin
bulundugu bolgeye yerlestirilmistir. Buradaki dielektrik katman, iki elektrotu
birbirinden ayirmak igin ve algilanacak molekiller i¢in tutucu gorevini istlenir.
Olgiimler saflastirilmis su igerisinde yapilmaktadir. Hedef molekiiller dielektrik
bolgeye ulastiginda suyun yerini alarak, aralikli bolgenin dielektrik sabitini
degistirirler. Bu nedenle impedasta ve direng’ te degisiklige neden olur. Saf su,
yiiksek debye uzunlugu sunmaktadir. Boylece nano boslugun heryerinde diizgiin bir
elektrik alani olusturulmaktadir. Elektrotlarin boyutlart nano elektrotlar arasindaki
mesafeye nazaran ¢ok biiyiikk oldugu icin sacak alan etkisi ihmal edilmistir. Sekil
2.8.a’ da tasarlanan sensoriin parmak kisimlarinin 6nden kesit sekli goziikkmektedir.

Sekil 2.8.b” de tasarlanan sensorlerin boyutlar1 goziikkmektedir [49].
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Sekil 2.8. Tasarlanan sensoriin goriiniimii ve ¢alisma prensibi. a) parmaklarin 6nden

kesit gorlinlimi, b) tasarlanan sensorlerin boyutlarinin gosterimi [48]

Biyosensoriin yapist sekil 2.9’ da devre elemanlar: ile gosterilmistir. Sekil
2.9’ da Nano aralikli biyosensoriin paralel kapasitorleri, (C;, C, ve C3) ve direng (Ry

ve Ry) ile modellemesi gosterilmistir.

> \/
» a

‘ Hedef
L R1 < ’_—_‘-_,-—‘f Molekiil
G - = - - =R
g C2 _< ng 2
|

Sekil 2.9. Biyosensorlerin devre elemanlar ile gosterimi

Sekil 2.9’ daki sensor modellemesiyle ilgili iki tane esitlik vardir.

Cp =CICyIC3=C1+Cy+C5 (24)
R, =R,//R, = ]fTRRZ (2.5)
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2.6. Reseptor Yakalanmasi

Antikorlar 1950 1i yillardan itibaren tanida kullanilmaya baslanmis, yiiksek
duyarlhilig1 ve 6zgiilliigli kanitlanmis biyoreseptor molekiillerdir. Antikorlar tim bir
mikroorganizmayi taniyabilecekleri gibi onlara ait toksinleri, sporlari, enzimleri hatta
peptid parcalarini tantyabilirler. Kullanim amaglarina bagl olarak, antikorlarin gesitli
sekillerde modifiye edilebilmeleri énemli avantajlarindadir. Biyoaktif bilesen ile
iletici unsurun birlesiminde farkli immobilizasyon yontemleri kullanilabilir. Temel

iletici i¢in fiziksel olarak jel igerisinde veya polimer bir matrikste tutuklanabilir.

2.7. Biyosensor Uygulamalari icin Empedans Spektroskopisi

Empedans spektroskopisi, ilgilenilen sistemin karakterizasyonunda kullanilan
elektriksel temelli bir tekniktir. Empedans spektroskopisinin pek c¢ok yonden
avantajlar1 vardir. Bunlardan bazilar, oOzgiinlik, disik maliyet, diisiik gig
gereksinimi, boyutta kiiciikliik ve kolay adapte edilebilirliktir [27]. Fakat iyonik
soliisyonlarda, empedans spektroskopisi, elektriksel ¢ift katmani adi verilen bir yiik
perdelemesi ile engellenir. Bu perdeleme empedans 6lciimlerini etkilemektedir ve
kapasitans artisina sebep olmaktadir. Bu perdelemenin oniine gegebilmek i¢in nano
aralikli biyosensorler liretmek gerekmektedir.

Empedans spektroskopisi, impedimetrik tepkilerle ilgilenir. Bu tepki, 6rnegin
elektrik gecirgenligine ve direncine baglidir. Sekil 2.10° da 6rnege uygulanan voltaj
ve akimin gosterimi, V ve I akim ve voltajin biiyiikligii, ¢ ise aradaki faz farkidir. V

ve | biiyiikliikleri ve aradaki faz farki 6lciilebilir.
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Voltaj sinyali

p Akim sinyali

Faz

Sekil 2.10. Voltaj-akim sinyali grafigi

2.8. Biyosensorlerle ilgili Yapilan Cahsma “Graphene Based Biosensors For
Detection Of Bacteria And Their Metabolic Activities”

Huang ve arkadaslariin (2011)’ de belirttigi iizere, Grafin’ in sahip oldugu
olagan {stli elektriksel, fiziksel ve optiksel ozellikleri sayesinde biyosensor
uygulamalar1 ve calismalar1 i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu calisma
icerisinde, Grafin temel {izerine olusturulan bir biyosensoriin E.Coli bakterisi icin
elektriksel olarak yiiksek hassasiyet ve segicilik ile algilandigini gosterilmistir.
Biiyiik ebatli grafin film tabakasi kimyasal buhar biriktirme (CVD) yontemi ile
biiyiitiilmiistiir. Sekil 2.11° de grafin tabanli bir biyosensdriin tasarimi goriilmektedir

[53].

Vg
+ -
Izalasyon

Sekil 2.11. E.coli ve glukoz algilanmasi i¢in grafin temelli nanoelektronik biyosensor

[53]
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Grafin ile tretilmis biyosensor ortam igerisinde bulunan diger bakterilerin
yiilsek yogunlugundan etkilenmemesine ragmen 10 cfu/mL kadar diisik bir
konsantrasyona sahip E.coli bakterisini algilayarak iletkenlikteki degisim
gozlenmistir. Buna ek olarak; Bu biyosensor gercek zamanli olarak E.coli’nin
metobolik faaliyetleri sonucu glukoz oranindaki farki algilanmasinda kullanildi.
Basit, hizli, hassas ve etiketsiz o6zelliklerine sahip biyosensorler hastalik yapan
bakterilerin algilanmasi ve fonksiyonel caligmalar i¢in veya bakteriyal ilaglarin
gozlenmesi igin 6nemli bir platform ortami saglayabilir [53].

Kimyasal buhar biriktirme yontemiyle bakir folyolar {izerinde biiyiik dlgekte
grafin tabakalar1 biyiitiilmistir. Bakir folyolar saf Ar (1000 sccm) ile 10 dk
temizlendikten sonra firina yerlestirildi. 900 °C firin igerisinde etanol ile birlikte gaz
karisimi (%20 H2; 40 sccm), H2 ve Ar gonderilerek kimyasal buhar biriktirme
(CVD)* de grafin tabakas1 biiylitiilmeye baglanir. Grafin biiyiitiildiikten sonra H2/Ar
atmosferi icerisinde 30 dk sogutma islemine birakildi. Bakir folyolar iizerine grafin
filmin biyiitiilmesi klorobenzen igerisinde ¢oziinmiis polimetil metakrilat (PMMA)’
nin ince bir tabaka halinde spin isleminden gegirildikten sonra 180 °C’ de bir dakika
boyunca tavlanmistir. PMMA/Grafin film ardindan kimyasal temizleme yontemi ile
bakir folyodan ayrilmistir. Daha sonra aseton ile PMMA ¢oziiliir. DI su ile 6rnegin
durulama islemi yapilir ve 20 dakika boyunca H,/Ar atmosferinde grafin tavlanir.
Son iglem olarak iki elektrod grafin film ( 2x4 mm?2) {izerine yerlestirilir [53].

Elde edilen Grafin 2 saat oda sicakliginda dimetil formadit (DFM) 5mM
icerisinde molekiiler bag yapmasit saglanir. Sonra 4°C’ de gece boyunca
Na,COsNaHCos (pH 9,0) solusyonu igerisinde 50 ppm Anti E.coli ve K antikorlari
eklendi. Ardindan sistem 0.1 M etanolamin (pH 9) ile 1 saat siiresinde baglayici
molekiiller ile diger molekiiller etkilesime girmemistir.Grafin yiizeyinin morfolojisi
Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) (Dimension 3100, veeco) ile tarandi. Raman
spektroskobisinde 488nm dalga boylu lazer kullanilarak veriler elde edildi. Sekil
2.12° de bu veriler gosterilmistir [53]. Deney boyunca yapilan dlglimler Agilent
B1500A cihazi kullanilarak elde edilmistir. Grafin sensoér 100mV’ da sapma egilimi
gostermektedir. Kap1 voltaji (Vg) grafenin lizerinde PBS solusyonu igerisinde
Ag/AgCI elektrodlar kullanilarak uygulanmistir [53]. Sekil 2.13” de Ethanol, Anti

E.coli, Tween 20’nin sensor iizerine eklenmesi ile degisen iletkenlik miktar
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gosterilmistir. Sekil 2.14” de Farkli pH degerlerine sahip ¢ozeltiler 10, 20, 30 ve 60
dakika boyunca 6l¢tim alinip akim/voltaj grafigi elde edilmistir.

m

i

”»
)

Dalga boyu (cm’)

Sekil 2.12. a) Grafin film tabakasinin Raman ve Spectrum sonucu. Olgek = 0.8 um.
b) Grafin filmin Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) resmi.[53]
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Sekil 2.13. Vds= 100mV’da Ethanol, Anti E.coli, Tween 20’nin sisteme eklenmesi
ile degisen Ids/Vg grafigi [53]



Sekil 2.14. Farkli pH degerleri (pH 3, 5, 7, 9 ve 11) ile tampon ¢ozelti icerisindeki
grafin-FET I/V grafigi. Vds=100mV, Vg=0V. Burada elde edilen veriler

ti¢ cihazdan alinan verilerin ortalamasidir ve hata sapmasi, Standart

sapmalar icerisindedir [53]

29.0 7 0.5mh
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Sekil 2.15. E.coli’nin grafin ylizeye tutuklanmasi ile gercek zamanli iletkenlik
Olgtimii [53]
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Sekil 2.16. A) Farkli konsantrasyonlardaki E. coli’ nin grafin {izerine eklenmesiyle
elde edilen Ids/Vds grafigi (Vg=0). B) E.coli ile birlikte P.acruginosa
bakterilerinin grafin iizerine eklenmesi (100000 cfu/mL) ile elde edilen
Ids/Vds grafigi. C) Farkli konsantrasyonlardaki E.coli ve P.aeruginosa
tarafindan iletkenlik degisimindeki yiizdelik oran. Deneylerdeki her bir
veri alti cihazin Ol¢limiiniin ortalamasi alinarak elde edilmistir. D)
Grafin-FET tizerine Antikor eklenmesinden 6nce ve E.coli (100 cfu/mL,

Vds=100V) eklenmesinden sonra akim voltaj grafigi [53]
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Sekil 2.17. a) Cozeltiler farkli pH degerlerinde (pH 3,5,7,9 ve 11) uygulandiginda
elde edilen es zamanli verilerin akim-zaman grafigi Vds=100mV, Vg=0
ve iletkendeki yiizdelik degisimi gosteren grafik. b) Farkli pH
degerlerinde (pH 3, 5, 7, 9 ve 11) grafin sensoriin transfer egrileri
gosterilmistir. (Vds=100mv, Vg=0 V) ilave: Her bir data igin ii¢
cihazdan alinan Ol¢limlerin ortalamasi kullanilmigtir. Hata sapmasi

standart sapma igerisindedir [53]

E.coli bakterisinin algilanmasi i¢in hizli, etiketsiz, yiiksek hassasiyet ve segici
Ozelliklere sahip grafin temelli bir biyosensor gelistirilmistir. Grafin sensoér 10
cfu/mL gibi diisiik konsantrasyonda algilama hassasiyetine sahiptir. Iki boyutta
grafin iizerine nanoelektronik biyosensorler, bakterilerin metabolik aktivitelerinin
algilanmasimi saglar ve diger fonksiyonel c¢aligmalarda kullanilmasimi veya
antibakteriyal ilaclarin gézlenmesi i¢in gercek zamanda 6l¢lim yapabilmeyi miimkiin

kilmastir [53].
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. SENSOR TASARIMI

TUBITAK 112M944 numarali proje kapsaminda yapilan calismamizda
biyosensoriin tiretimini gergeklestirmek igin sirasi ile Termal Buharlastirma Sistemi,
Plazma ile Gii¢lendirilmis Kimyasal Buhar depolama (PECVD) ve Fotolitografi
yontemi kullanilmistir. Bu teknikler boliim 2’de anlatilmistir. Kisaca 6zetleyecek

olursak;

i. Termal Buharlastima Sistemi:

Metal kaplama yontemleri arasinda en c¢ok tercih edilen yontem Isisal
buharlastirma yontemidir. Bu islem kati bir metalin 1sitilmasi ile buharlastirilarak,
serin bir ylizey iizerinde biriktirilmesi islemidir. Bu yontemin dezavantaji yiizey
tizerinde istenmeyen piriizliilik olusmasidir. Altlik tabaka kaplama esnasinda sabit
hizda dondiiriilerek ylizey lizerine malzemenin esit dagilimi saglanabilmektedir. Tez
calismasinda metal kaplama islemlerinin tamaminda Vaksis PVD Vapor — 3S Isisal

buharlastirma sistemi ve kaplama cihazi kullanilmistir.

ii. Plazma ile Giiclendirilmis Kimyasal Buhar depolama (PECVD):

Plazma biriktirme sistemi temelde, icerisinde plazmanin elde edildigi reaktdr,
birbirine paralel disk seklinde iki elektrot, gazlarin bilesenlerine ayrilmasi i¢in radyo
frekansh gerilim uygulayan RF jeneratorii, reaktore kontrollii bir sekilde gaz akiginm
saglayan igne vana, akis Olgcer ve diizenleyicilerin oldugu gaz girisleri ile c¢ikistaki
mekanik vakum pompasindan olusmaktadir. PECVD tekniginin diger yontemlere
gore en Onemli Ozelligi kaplanacak malzemeyi yiiksek sicakliga c¢ikarmadan
kaplamaya olanak saglar fakat film kalitesinde (homojenlik, yogunluk) problemi

ortaya ¢cikmaktadir.
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iii. Fotolitografi:

Fotolitografi iiretilecek kalibin tasarimci tarafindan bir bilgisayar programi
kullanarak materyal {izerine aktarilmasinda kullanilan bir tekniktir. Bunun igin
bilgisayar program ile ¢izilen 6rnek maske iizerine aktarilir. Maske hazirlandiktan
sonra altlik, 15182 duyarli organik bir polimerle kaplandigr zaman kalip aktariimasi
baslar. Altlik ile maske birlestirilir. UV 151k maske i¢inden 1518a duyarli organik
polimer lizerine gonderildiginde, maskenin seffaf kisimlar1 altindaki 1s18a duyarh
polimer ¢6ziinerek ¢ozelti haline gecer. Bu kabartma sekli pozitif fotorezist olarak
bilinir. Bu yapiladan tasarlanan sensoriin goriinimii asagida Sekil 3.1° de
goriilmektedir. Parmak seklinde dizilmis birgok biyosensor ile algilayict aygit
olustutulur. Olusturulan biyosensdriin kapasitansin degisimi hesaplanir veya

elektronik aletlerle 6l¢timii yapilir.

Dielektrik
Katman

Sekil 3.1. Tasarlanan sensoriin temsili goriiniimi

3.2. Althk ve Yiizey Hazirhgr:

Fabrikasyonda altlik olarak, silikon, kuartz veya pyrex malzemelerinden
birisi kullanilabilir. Bu proje calismamizda alt ve {ist elektrotlar altin tabaka olarak
biyiitiilmiigtiir. Altin secilmesinin iki 6nemli nedeni vardir. Birincisi yliksek
iletkenliginden dolayi, ikincisi ise altinin oksitlenme yapmamasidir. Fabrikasyona

baslamadan Once, ylizey temizligi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu sebeple, aseton
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((CH3)2CO0O), metanol ve izopropil alkol ((CH3)2CHOH) igerisinde silikon altlik 5
dakika ultrasonik titresime tabi tutulur. Ardindan damitilmig (DI) su ile yiizeyin
temizligi saglanir. Islak olan silikon yiizey Azot gazi kullanilarak kurutulur. Bu
temizleme islemiyle silikon alttas fabrikasyondan 6nce giivenilir hale gelir. Sekil 3.2

de lift-off yontemi ile alt yiizeyin hazirlandigi cihaz gosterilmistir [54].

Sekil 3.2. Lift-off yonteminin uygulandigi tezgah

3.3. Alt Elektrodun Biiyiitiilmesi

Alt elektrodun biiyiitiilmesi i¢in 1s1sal buharlastirma (VAKSIS, PVD Vapor—
3S Thermal) cihaz1 kullanilmigtir. Alt elektrodun biiyiitilmesinde malzeme olarak
altin kullanildi. Altin 6nceden de sdyledigimiz gibi altinin iletkenligi yiiksektir ve
altin havaya maruz kaldigi zaman oksitlenme yapmaz. Oksitlenme, kararlilik ve
tekrarlanabilirlik gibi analiz sonuglarini olumsuz yonde etkiler. Yiiksek vakum
altinda 100 nm kalinliginda altin kaplanmistir. Altinin iist ve alt tabakalara iyi
yapismast i¢in altina ve istine 10 nm kalinliginda krom kaplanmustir. Sekil 3.3° de

alt elektrodun biiyiitiilme asamasi gosterilmistir [54].
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Sekil 3.3. Isisal buharlastirma yontemi ile alt elektrodun biiyiitiilmesi asamasi

Buharlagsma hava molekiilleriyle carpistiginda altliga ulasmadan sacgilmaya
ugrayabilecegi icin, buharlastirma ve kaplama islemi yiiksek vakum altinda
yapilmaktadir. (10 torr). Yiiksek vakumda buharlastirma oéncesi 1s1sal buharlastirma
ile kaplama cihazinin kazaninda temizlik islemleri yapilir. Kazan temizlendikten
sonra kaplama malzemeleri altin ve krom, buharlagsma siirecinde bir kag¢ yiiz
santigrad dereceye kadar teknelere yerlestirildi. Arkasindan vakum pompasi
calistirilarak, uygun vakum degerine ulasmasi beklendi. Malzeme kaplama hiz1 0,5 A
/s olarak ayarland1 ve kaplama baglatildiginda altlik belirli sabit bir rotasyonla

dondiiriilerek, her yere esit oranda kaplama yapilmasi saglandi [54].

3.4. Dielektrik Katmanlarin Bilyiitiilmesi

Saglikli 6l¢timler alabilmek i¢in ve calisan aygit sayisinin yiiksek olmasi igin
dileketrik katmanin kaliteli olmas1 gerekir ve sizint1 akimlarinin olusmamasi istenir.
Bu nedenle SiO; katmanin iizerine sizint1 akimlarin1 engellemesi amaciyla ¢ok ince
(21 nm) Al,O3 kaplamasi yapilmigtir. SiO,, kimyasal plazma buhar biriktirme
yontemi (PECVD) teknigi ile kaplanmistir. Bu kaplama i¢cin UNAM'da bulunan
PECVD sistemi kullanilmistir. Kaplama kalinligi elipsometre (J. A. Woolam V-
VASE) ile Olgiilmiistiir [54]. Kaplanan kalinlik orta kisim yaklasik, 168 nm, kenar
kisimlarda ise 340 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Bu diizensizlik sebebiyle altlik tizerinde

iiretilen cihazlarin hepsinin aymi Ozellikte olmasi saglanamamustir. Ayrica sizinti
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akimi gibi problemlerin ¢oziilmesi i¢in ¢ok ince bir Al,O3; katmani biriktirmeyi
gerektirmektedir. Bu katman atomik katman biriktirme teknigi (ALD) ile
biyiitilmustiir. Sekil 3.4 de Al,O3 katmani, ALD sistemi ile (Cambridge Nanotech,
Savannah 100) 250°C' de biiyiitiilmiistiir.

Dielektrik katman

Krom (C1) PECVDve ALD Krom (Cr)
Altin (Au) > Altin (Au)
Krom (Cr Krom (Cr

Altt g A

Sekil 3.4. Dielektrik katmanlarin biiyiitiilmesi asamasi

3.5. Ust Elektrodun Desenlendirilmesi

Ust elektrodu kaplanmasina baslanmadan 6nce, istenen tasarimi aktarmak
icin fotolitografi islemi gerekir. Fotorezist fotolitografi isleminin en Onemli
elemanidir. Fotolitografi, 110 °C sicak plaka iizerinde malzemenin 5 dk. bekletilerek,
yiizeydeki nemlerden arindirilmasi islemiyle baglar. fotorezistin ylizeye 1iyi
yapigmasini saglamak i¢in HMDS (heksametildisilazan) 40 saniye boyunca dakikada
5000 tur donme hiziyla ylizey iizerine kaplanir. Fotorezist, 50 saniye boyunca
dakikada 5000 tur donme hiziyla 1,3um kalinliginda kaplanmistir. Bu islem
sonrasinda malzeme developer’a maruz birakilarak, istenmeyen bdélgelerin ¢ozeltiye
karigmas1 saglanarak, istenen desenin altlik {izerinde kalmasi saglanir. Burada
developer icerisinde kalma siiresi cok 6nemlidir uzun siire bekletildiginde yiizeydeki
ince parmaklar havada asili kalmaktadir, kisa siirede ise desen tam olarak elde

edilememektedir.
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3.6. Ust elektrodun Kaplanmasi ve Kaldirma Islemi (lift-off)

Ust elektrodun biiyiitilmesi 1s1sal buharlastirma  teknigi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Once 10 nm krom ve ardindan 120 nm altin biiyiitiilerek kaplama
islemi sonlandirilmistir. Sekil 3.5 de Isisal buharlastirma yontemi kullanilarak iist

elektrodun kaplanmasi gosterilmistir.

Fotorezist Fotorezist Au AU
Cr Cr

Au
Cr
® Al20
>
Krom (Cr) Termal Kaplama Krom (Cr)
Altin (Au) Altin (Au)
Krom (Cr Krom (Cr

Fotolitografi

Sekil 3.5. Isisal buharlastirma yontemi ile {ist elektrodun kaplanma sekli

Buharlagtirma ile metal kaplamada istenmeyen kisimlardan kurtulmak igin
asetonun (CHj3),CO) igerisinde bekletilir. Bu islem birkag saat siirer. Asetonun
kaldirma igleminin daha iyi yapabilmesi igin kisa siireli ultrasonik titrestirm
kullanilabilir. Bu islemden sonra desenli iist elektrot elde edilir. Sekil 3.6’ da termal

kaplama sonrasinda sensoriin goriiniimii.
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Au Au
Cr Cr
Au
Cr
Al20
O
rom (Cr
Altin (Au)
Krom (Cr

A

Sekil 3.6. Kaldirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli

3.7. Nano Aralik Olusturma

>
Aseton kullanarak
Kaldirma islemi

Au
Cr
Al20
O
rom (Cr

Altin (Au)

Krom (Cr

A

Nano aralik olusturmak i¢in 1slak asindirma uygulanmistir. Bu stirecte 70:1
oraninda seyreltilmis Hidroflorik asit (HF) kullanilmistir. HF altin1 agindiramadigi
icin st elektrot bir maske gibi davranir. Sekil 3.7’ de sensériin asindirma siireci

gosterilmistir.

S102 ve Al03’ e HF saldirisi

—_

Altin (Au)

Islak asindirma

Sekil 3.7. Islak asindirma islemi ve sonrasinda sensoriin sekli

Islak asindirma isleminde asindirma siiresi ¢ok Onemlidir. Asindirma kisa

siireler halinde yapilarak kapasitans Olc¢limleri ile yatay asinma miktar1 kontrol

altinda tutularak yapilmistir.
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3.8. Ol¢iim Sistemi

Uretilen biyosensérlerin direng dlgiimleri UNAM temiz odada yapilmistir. Direng
Olgtimleri igin disiik frekansh ve yiiksek frekansh 6l¢timler yapabilen bir parametre
analizori (Keithley 4200-SCS with 4200-CVU) ve prob istasyonu (Cascade PM-5)
kullanilmistir.  Sekil 3.8 de SPA (Semiconductor parameter analyzer) cihazi

goriilmektedir.

Prob

istasyonu

Sekil 3.8. UNAM temiz odada bulunan parametre analizorii ve prob istasyonu

Uretilen nanosensdr, prob istasyonunun vakum haznesine yerlestirildi, mikro

igne uglar1 yardimiyla iist ve alt elektrotlardan baglanti alind1 (Sekil 3.9).

e — =
= r 3 [N
Mikro- lat :
1 o-manipulator )Iikro-igne

—

. L
i brmert
—

—=

Sekil 3.9. Vakum haznesindeki ornegin mikro-igneler kullanarak elektriksel

Olctimler i¢in baglant1 alinmis durumdaki gériintimii
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Kendi deney istasyonumuzu, cihazlarin yaymis oldugu elektromanyetik dalgalarin
Olciimlerimizi etkilememesi i¢in RG174 koaksiyel kablo ve BRC u¢ kullanarak
kurduk. Sekil 3.9¢ da kurdugumuz prob istasyonu goriilmektedir. Kurdugumuz prob
istasyonunda LCR metre kullanilmistir. LCR metre (RLC metre), alic1 olarak gérev
yapan direng, bobin ve kondansatoriin; direng, endiiktans ve kapasite degerlerini

Ol¢en Olcii aletleridir. Giivenlik kriterlerine sahiptir ve dogruluk pay1 ¢ok yiiksektir.

Sekil 3.10. a) LCR metre cihazi, b) Yaptigimiz prob istasyonu

Uretilen sensorler ile deneylere baslamadan dnce parametre analizorii ve prob
istasyonu ile kendi imkanlarimizla kurdugumuz prob istasyonunda LCR metre
kullanarak alinan verileri karsilagtirdik. SPA ve LCR ile alinan 6l¢tim sonuglar1 Sekil
3.11 ve Sekil 3.12” de gosterilmistir. Sensorler lizerine 6rnek eklenmeden kuru halde
Ol¢iim yaptigimizda SPA ve LCR’den alinan direng degerlerinin uyusmadig:
goriilmiistiir. DI su ile yapilan dlgiimlerde ise SPA ve LCR metre cihazlarindan

alinan degerler yaklasik olarak birbirine esittir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. Sensoriin SPA ve LCR ile alinan 6l¢iimlerin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.12. DI su kullanarak SPA ve LCR’ den alinan 6l¢iimlerin karsilastirilmasi

Uretilen biyosensorlerle dogrudan biyolojik uygulamalar deneylerine
ge¢meden Once ilk olarak biyosensoriin tekrarlanabilirliginin ve kararligininin uygun
olup olmadigini anlamak i¢in biyosensor UNAM temiz odada bulunan parametre
analizorii ve prob istasyonunu Kkullanarak birer giin araliklarla olgtimler yaptik.
Aldigimiz Olgtimler Sekil 3.13° de empedans/zaman grafiginde gosterilmistir.
Empedans degerlerinin yaklasik olarak birbirine esit olmast biiyosensoriin

tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.13. Parametre analizorii kullanarak farkli glinlerde alinan 6l¢tim sonuglari

Bir sonraki asama olarak biyosensorde alinan Ol¢limlere, zamanin etkisinin
olup olmadigini incelemek i¢in biyosensor 2500 sn test edildi. Degisimler UNAM
temiz odada bulunan parametre analizorii kullanilarak alindi. Alinan sonuglar Sekil

3.14’ de gosterilmistir.

KEITHLEY
Cs / Farad : : : ; : : : : : ; : i VBOESS
£40E12 7 Rs/ ohm
1S.0E+3
S30E-12
E20EA2
14 0E+3
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43 0E-12
A8 DEA2 - : N N - : N N N N N N 12063
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T 2 2 2 T D D 2 £ ? 2 e 2 7
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Sekil 3.14. Parametre analizorii kullanarak biyosensoriin uzun zaman araliginda

Olglim testi
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Uretilen biyosensor tekrarlanabilirlik ve kararlilik testlerinden gegmistir.
Biyosensoriin farkli voltaj degerlerine nasil tepki verdigini gézlemlemek igin 10
mV’luk diistik voltaj ile 100 mV ‘luk yiiksek voltaj degerlerini kullanarak deneyler
yaptik. Parametre analizorii kullanarak alinan sonuglar Sekil 3.15° de gosterilmistir.
Sekil 3.15° den anlasilacag iizere sensor diisiik voltaj degerlerinde giiriiltii diizeyi
yiiksek iken yiliksek voltaj degerlerinde calistifinda giiriiltide azalma meydana
gelmektedir.

Biyosensor hazirlik olarak farkli derisimlere sahip NaCl (0,01 M, 0,1 M ve 1
M) solusyonlar ile test edildi. Parametre analizorii kullanarak elde edilen veriler
Sekil 3.16° da gosterilmistir.

-9
C (x10) 100 mV C

100 mV R

e e et bAoAy Rp At A ¢ e ]
’M'.,.-'wv«-w’".' T A A e . ]

28 . . . . . . . . . . . . . 1]

Sekil 3.15. Yiiksek voltaj ve diisiik voltaj kullaniminda giirtiltii diizeyi
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Sekil 3.16. Farkli solusyonlarin iletkenlige etkisini gdsteren diren¢/frekans grafigi

Yiiksek derisime sahip c¢ozelti frekans degisiminden etkilenmedigi
goriilmistiir. Diislik derisime sahip c¢ozeltilerdeki iletkenlik degisimi frekans degeri
arttikca direng azalmaktadir. Disiik derisime sahip cozeltiler 30 kHz’dan sonra
diren¢ degerlerinde kayda deger bir degisim olmamustir.Uretilen biyosensdrler 6n
testlerden gectikten sonra E. Coli deneylerine baslandi. E. Coli’ nin hiicre disina
yaymis oldugu nano boyutlardaki iletken parcaciklar nanoboyuttaki parmakliklar
arasina girerek direng’ in miktarini degistirir.

Deneylerde E. Coli’nin 1075 cfu/ml, 1077 cfu/ml ve 1079 cfu/ml kullanilip
iletkenlikdeki degisim incelendi. Sekil 3.17 ve Sekil 3.18” de E. Coli ‘nin diisiik ve
yiiksek frekansa bagli olarak iletkenlikteki degisimi gosterilmistir. Sekil 3.17 ve

Sekil 3.18” de Ol¢limler Parametre analizori kullanarak alinmistir.
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Sekil 3.17. Diisiik Frekans araliginda iletkenligin frekansa gore degisimi
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Sekil 3.18. Yiiksek Frekans araliginda iletkenligin frekansa gore degisim

Sekil 3.17 ve Sekil 3.18’ ten de anlasilacag iizere iiretilen sensorler yaklasik 15 kHz’
in altinda dogru sonuglar vermektedir. Temiz odada bulunan parametre analizorii
kullanilarak mHz mertebesinde yapilan Olglimlerde sensoriin verdigi tepkiler

giivenilir degildir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Biyosensor teknolojisi, ¢esitli uygulama alanlarinda ¢oklu disiplinler arasi bir
calismayla, ihtiyaglar dogrultusunda geliserek, ¢ok hizli bir sekilde ilerlemektedir.
Biyosensorler klasik tayin yOntemlerine nazaran ¢ogu zaman spesifik, gilivenilir
sonuclar veren, yerinde erken teshis amacli, hassas sonuglarin pratik bir sekilde ve
kisa siirede alinmasini saglamalari, tekrar kullanilabilir ya da disiik maliyetle tek
kullanimlik sekilde seri olarak {iretilebilmeleri ve bu tiirlerin ¢ogu zaman kullanirken
6zel deneyim gerektirmemeleri, onlar1 gelecek vaat eden biyo algilayici sistemler
olarak 6n planda tutmaktadir. Impedans spektroskopisi sagladigi avantajlarla etkin
bir yontemdir ve biyosensor uygulamalar1 i¢in kullanilabilir. Fakat soliisyon i¢inde
iyonlarin olmasi nedeniyle elektriksel ¢ift tabaka olugmustur. Geleneksel olarak,
yiiksek frekanslar (> 100 kHz) elektriksel c¢ift tabakay1 ortadan kaldirmak i¢in tercih
edilir. Bununla birlikte, bu frekanslarda parazitik ve indiiktif etkilerinin yani sira,
yiiksek frekansli sistemler, maliyetlerinin yliksek olmasi nedeniyle tercih edilmez.
Bu tez, diisiik frekans 6l¢iimleri i¢in bir teknik gdstermistir. Bu teknik ayni1 zamanda
Olcim hacmini minimize etmeye yararli bir nano aralik tabanli biyosensor yapisi
gelistirmistir.

Bu tez ¢alismasinda, nano aralik tabanli biyosensorlerin fabrikasyon, tasarim
ve karakterizasyon asamalar1 gergeklestirilerek gosterilmistir. Bu calismada altin
materyal kullanilarak Termal kaplama cihazi ve ALD yontemi ile filmler
biiyiitiilmiistiir. Uretilen nanobiyosensorlerin biyolojik uygulamalar ile farkli kosullar
altinda tepkisini Olctiik. Biyolojik uygulamalar i¢in sensorde meydana gelen direng
degerinin degisimine bagl olarak iletkenlik 6lgiildii. Deneylerde yiiksek voltaj’da
alinan 6l¢iimlerde giiriiltii diizeyinin minimum olugu goriildii. Yiiksek frekansda
yapilan iletkenlik dl¢limlerinde kararsizlik meydana gelmistir bunun sebebi yiiksek
frekanslarda giiriiltii miktar1 ¢ok yiiksektir. Biyosensoriimiiz diisiik frekans ve yiliksek
voltaj 6l¢timlerinde kararli, tekrarlanabilir ve giivenilirdir. Ayrica yiiksek frekansh
sistemler, maliyetlerinin yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilmezler. Alinan sonuglar
sensOriin  biyolojik uygulamalar i¢in duyarli olmasi, tutarli ve kararli olmasi,
beklentilere olumlu cevap vermistir. Bununla birlikte biyosensorler litaretiirdeki cogu

biyosensorler gibi ¢oziilmesi gereken bazi problemler igermektedir. Bunlardan
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bazilar1 biyosensoriin hazirlanmasinin uzun siirmesi, liretilecek sensor i¢in hazirlanan
film tabakasinda olusacak ¢ok kiiciik bir hatanin dl¢lim sonuglarini etkilemesi ve
nano boyutlara inildik¢e maddelerin veya molekiillerin sahip oldugu fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerin de§ismesi ¢6ziilmesi gereken problemlerden bazilaridir.

Bu sensor platformunun ayn1 zamanda kimyasal veya gaz sensorleri olarak
uygulanabilirlik adina potansiyel bulabilecegini sdyleyebiliriz. Gelecekte yapilacak
calismalar i¢in belirli bir biyo isaretleyici olarak bir hedef molekiil {izerinde ¢alisilma
yapilabilir. Ayrica, mevcut platform mikro akiskan sistemi ve diisiik maliyetli bir
ticari kapasitans ¢ip ile entegre edilebilir. Bu birlesim yerinde bakim erken teshis

amactyla yeni ve faydali sistemleri sunabilir.
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