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Subat 2015, sayfa

Yuksek kalite faktérine sahip (= 60000) olan kuvars ayar c¢atali (quartz tuning
fork, QTF), atomik kuvvet mikroskobunda angstrom dizeyinde bir ¢oézundrlik
saglamaktan, hassas saat Uretimine, gaz senyoérlerinden, gaz fazindaki
akiskanlarin dinamiginin takibine kadar yiksek hassasiyetin 6nemli oldugu birgok

alanda kullanilmaktadir.

Piezoelektrik kuvars kristal mikroterazilerde (piezoelectric quartz crystal
microbalance, QCM) oldugu gibi, kuvars ayar catalinda da, ylzeyde biriken
molekiller veya maddeler, frekans dederinde degisimler meydana getirmektedir.
QTF’lerin yuksek kalite faktori (= 60000) , QCM sistemlerine gore, daha yuksek
hassasiyet, daha kalici yapisal 6zellikler ve disuk maliyetli olmasi nedeniyle, bu

sistemlerin “Kitle hassas Biyosensor” arastirmalari icin dne gikmasini saglamigtir.

QTF’lerin sensor uygulamalarindaki en blyUk problem, kuvars kristal Uzerine
kaplanmis bakir elektrot yapisindan dolayi, su basta olmak Uzere, iletken tim sivi

ortamlar icerisinde kisa devre yaparak kullanilamaz hale gelmeleridir.



Bu g¢alismanin amaci; sivi igerisinde kisa devre yapmadan tepki verme yetenegine
sahip kuvars ayar catali (QTF) temelli bir “kitle hassas biyosensor platformu’nun
hazirlanmasidir. Bu hedefin gergeklestirilebilmesi i¢cin  QTF’in  ylzeyindeki
elektrotlarin yalitkan bir madde ile nanometre (nm) mertebesinde kaplanmasi
amaclanmistir. Bu hedef dogrultusunda piyasadan temin edilen QTF’ler, dncelikle
plazma polimerizasyon (PIzP) yontemi ile monomer olarak hekzan kullanilarak
yalitkan hale getirilmigtir. Yalitkan QTF vylzeyler, yine plazma polimerizasyon
yontemiyle etilendiamin (EDA) monomeri kullanilarak biyolojik ajanlari
baglayabilecek bir fonksiyonel grup (-NH2) kazandiriimak tUzere modifiye edilmistir.
Amin gruplarinin aktivasyonu bifonksiyonel gluteraldehit ¢apraz baglama ajani ile

gergeklestiriimistir.

Aktif aldehit grubu iceren QTF ylzeylere, model biyomolekil olarak biyotin
immobilize edilmis ve “biyosensor’e ait taniyici tabaka olusturulmustur. Hazirlanan
“biyosensor”, farkli derisimlerdeki avidin ¢oOzeltisi ile etkilestirilerek “QTF temelli

kitle hassas biyosensor” Gn performans olgimleri kaydedilmistir.

Bu calisma suresince, QTF yuzeylerine uygulanan butin iglemlerden 6nce ve
sonra frekans degerleri Olgulmustir. Burada oOncelikli amag¢ yuksek kalite
faktorine sahip olan QTF’lerin 6lcim hassasiyetini en az etkileyecek optimum

sonuglar elde etmek olmustur.

Olusturulan tim yluzeylerde meydana gelen degisimler atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), Fourier donusumlu kizildtesi spektroskopisi (FTIR-ATR) ile karakterize

edilmigtir.

Calisma, yuksek kalite faktorll, yliksek hassasiyete sahip, performansi gelistirilmis
bir kutle hassas biyosensorun kuvars ayar catali kullanarak geligtirilebilecegini

gOstermesi agisindan onem tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: Plazma Polimerizasyon, Kuvars Ayar Catali (Quartz Tuning
Fork/QTF),Hekzan, Biyosensor, Avidin-Biyotin
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Quartz Tuning Fork (quartz tuning fork, QTF), that has high quality factor (=
60000), is used where high sensitivity is important such as providing a
dissolvability at the level of angstrom of atomic power microscope, Production of
sensitive clock and gas detecting element as well as monitoring the dynamics of

fluid in gaseous phase.

As such in piezoelectric quartz crystal microbalance (piezoelectric quartz crystal
microbalance, QCM), also in quartz tuning fork, molecules or substances which
accumulate at the surface, cause changes on frequency value. In comparison with
QCM systems, high quality factor (= 60000) of QTF is preferred for researches of
“Mass Sensitive Biosensor” due to its high precision, higher outlast idiosyncrasy

and less expense.

The biggest problem of sensor applications of QTF — especially inside water — is
the condition that it becomes unusable by short circuit into all conductive liquid

medium, because of coper electrode which is covered with quartz crystal.

This study is purposed to prepare a “mass sensitive biosensor platform” hinges

upon quartz tuning fork (QTF) which has ability of response without short circuit

\Y



within liquid. In order to fulfil this objective, it is aimed to cover electrons on the
surface of QTF with a conductive substance in the scale of nanometer (nm). In
accordance with this target, QTFs which are supplied from the market are turned
into insulator by using hexane as monomer by plasma polymerization method
(P1zP). Insulator QTF surfaces are modified to generate a functional group (-NH2)
that can link biological agents by using ethylene diamine (EDA) to monomer again
with plasma polymerization method. Activation of amine groups are performed with

cross bonding agent of bio functional glutaraldehyde.

QTF surfaces which contain active aldehyde group, are immobilized with biotin as
model biomolecule and revelation layer which belongs to “biosensor” is created.
Performance measurements of “QTF-based mass sensitive biosensor” are
recorded by activating avidin solution at different concentrations with prepared

“biosensor”.

During this study, the frequency values are measured before and after all
operations which are applied to QTF surfaces. The primary purpose here is to
obtain optimum results which would minimally affect the measurement sensitivity

of QTFs that have high quality factor.

At all the generated surfaces changes are observed and characterized with atomic

power microscope (AFM) and Fourier alternate infrared spectroscopy (FTIR-ATR).

Importance of this study comes to its findings that demonstrates a mass sensitive
biosensor which has high quality factor, high sensitivity and advanced
performance can be improved by use of quartz tuning fork.

Key Words: Plasma Polymerization, Quartz Tuning Fork (QTF), Hexane,

Biosensors, Avidin-Biotin
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1. GIiRIS
Canllarin cevrelerindeki degisimi algilama ve yanit verme mekanizmalari,
biyosensarlerin geligtiriimesi igin temel olusturmustur [1], [2]. Biyosensdrler; siklikla
biyolojik analizler i¢in kullanilan bir ¢esit 6zel sensordir ve "International Union of
Pure and Applied Chemistry" IUPAC [3] tarafindan, "kimyasal bir bilesige karsi
verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere donugturen cihazlar"
olarak tanimlanmaktadir [4]. Son yillarda mikro elektronik alanindaki gelismeler ve
biyolojik molekullerin olaganustu duyarhliktaki yanit verme kapasitelerinin
kesfedilmesi, biyosensoér teknolojilerinin hizla gelismesine neden olmustur [4], [5].
Bunun sonucunda; tip, eczacilik, gida guvenligi, cevre kirliligi, askeri uygulamalar

gibi bir gok alanda kullaniimak tzere farkli tipte biyosensorler gelistirilimistir.

Biyosensorlerin ¢ogu basit olarak iki kisimdan olugmaktadir. Bunlardan ilki;
biyoreseptor olarak adlandirilan, hedef molekilin yakalandidi biyolojik baglanma
bdlgesidir. Digeri ise, gerceklesen baglanma sonucunda olusan, biyokimyasal /
fizikokimyasal etkilesimleri Olgulebilir elektronik sinyallere c¢eviren donusturtcu
(transducer) kismidir. Biyoreseptor ve donusturtcindn tipi biyosensoérin sinifini
belirlemektedir [6].

Nanobiyosensorler; biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin biyolojik
sistemlerin secicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin iglem yeteneginin
birlestiriimesiyle gelistirilen, nano bilesenleri bulunan kuguk algilayici cihazlardir.
Biyoloji, fizik, kimya, muhendislik gibi birden ¢cok akademik disiplini ilgilendiren bir
konudur. Biyoteknoloji ve gida endustrisinde dretimin kontrolinde ve drun
analizinde, tipta biyoaktif maddelerin tayin ve izlenmesinde, endustriyel gaz ve
sivilarin analizinde, c¢evre Kirliligi analizi ve kontrolinde, biyoloji, kimya,
veterinerlik, askeri amaclar, guvenlik ve diger birgcok alanda cgesitli analizlerde

yaygin olarak biyosensarler kullanilabilmektedir [7], [8], [9]-[10].

ideal bir biyosensériin; basit ve disiik maliyetli olma, kicultilebilme, kisa cevap
suresi, tekrar kullanilabilirlik, segicilik, yiksek duyarlilik, ylksek fiziksel dayaniklilik
gibi 6zellikleri gostermesi istenir [7]. Bu Ozellikleri gelistirmeye yonelik disiplinler

arasi ¢alismalar, ginimuzde de buyuk 6nem tagimaktadir.



Biyosensor uygulamalarinda; piezoelektrik, potansiyometrik, optik, iyon secici alan

etkili transistor gibi ¢esitli gevirici turleri kullaniimaktadir [11].

Bu calismada, kutlehassas bir biyosensor gelistirebilmek igin yiksek kalite faktoru
ve Ustin teknik 6zelliklere sahip bir ¢evirici olan QTF'in kuvars kristal kullaniimasi
planlanmigtir. Fakat QTF, Uzerine kaplanmis bakir elektrot yapisindan dolayi, su
basta olmak Uzere, iletken tUm sivi ortamlar igerisinde kisa devre yaparak
kullanilamaz hale gelmektedir. Bu sebeple biyosensdr uygulamalarinda yeni bir
platform olarak kullanilabilmesi icin QTF ylzeyindeki bakir elektrot kisimlari
yalitkan hale getiriimesi gerekmektedir. Bu amagla yuzeylere bir gesit kaplama
islemi uygulanmahdir. Literatirde bulunan kaplama islemleriyle kiyaslandiginda
cok ince ve c¢ok daha homojen kalinlikta kaplama saglayabilen plazma
polimerizasyon yontemi tercih edilmigtir. Bu sure¢ son derece temizdir, bir bagka
ifadeyle klasik sureglerde kullanilan ¢dzuculer, baglaticilar, stabilizorler ve benzeri
kimyasallara burada gerek olmadigindan durin c¢ok saftir. Bu ozellikle tip

uygulamalarinda onemli bir avantaja sahiptir.

Bu calisma kapsaminda maddenin dorduncu hali olarak belirtilen plazma, yuzey
yalitkanlastirimasi ve fonksiyonellestiriimesi amaciyla kullaniimaktadir. Tezde
kullanilan plazma sistemi dusuk basing - dusuk sicaklik plazmasidir. Duguk basing
plazma sistemleri Ozellikle elektronik ekipmanlarin yuksek hassasiyetlerde
kaplanmasina olanak verecek aktif plazma fazini olusturabilmektedirler. Dusuk
sicaklik plazmalari elektronlar, pozitif ve negatif iyonlar, nétr atomlar, molekdller ve

fotonlar iceren kismi iyonize gazlardir [12].

Kullanilmasi planlanan disuk sicaklik plazma polimerizasyon yodnteminin en
onemli avantajlarindan biri de sadece en digta bulunan tabakanin
modifikasyondan etkileniyor olmasidir. Boylece, modifiye edilen substratlarin yigin
Ozellikleri degismediginden dolayi yuzey 6zellikleri kontrolli bir sekilde modifiye
edilebilmektedir. Boylece QTF’lerde yuksek hiz, glvenilirlik, hassasiyet gibi pek

¢cok parametrenin geligsimi saglanabilmektedir.

QTF ylzeyinin plazma polimerizasyon yontemi ile hekzanin kaplama islemi
sonucu yalitkan 6zellik kazanmasina dair herhangi bir akademik ¢alismaya daha

once literaturde rastlanmamis olup ilk olarak bu arastirma ile gergeklestirilmistir.



Bu dogrultuda QTF’lerin ylzeyi hekzan plazmasi ile kaplanarak yalitimi saglanmis
ve biyosensor hazirlamada kullanilacak biyolojik tanima ajaninin immobilizasyonu
icin uygun zemin hazirlanmistir. Hekzan yuzeyler etilendiamin (EDA) plazmasi ile
modifiye edilerek ylzeyde amin gruplari olusturulmustur. Daha sonra gluteraldehit
ile yuzey aktivasyonu yapilarak aldehit gruplar olugturulmustur. Modifiye
yuzeylerin her bir basamakta kutlesel, fiziksel ve kimyasal degisimleri cesgitli
teknikler ile gézlemlenmis, ylizeyde meydana gelen kitle artisi ile QTF yapinin

rezonans frekansi degisimi takip edilmistir.

Biyosensor arastirmalarinda siklikla kullanilan biyotin-avidin  etkilesimi, bu
arastirmada da model olarak segilmistir. Biyotin, QTF yuzeyine aldehit gruplar
araciligi ile baglanmig ve biyosensorun taniyici tabakasi olusturulmustur. Farkli
derisimlerdeki avidin ¢ozeltileri ile etkilestirilen biyosensorin frekans degisimleri
ile, avidin derisimine karsi frekans sapmasi grafigi diger bir deyisle kalibrasyon

dogrusu hazirlanarak ¢alismalar sonlandiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler
2.1.1. Biyosens6r Tanimi
Biyosensorler (biyoalgilayicilar), bunyesinde biyolojik bir duyurucusu bulunan ve

bir fizikokimyasal gevirici ile birlestiriimis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir.

Biyosensorlerin ¢alisma prensibi, biyolojik bir elementin analiz edilecek madde ile
etkilesime girmesine dayanmaktadir. Bu etkilesim sonucu olusan fiziksel, kimyasal
vb degisiklikler biyolojik elementin uygun bir gevirici sistemiyle dogrudan veya
dolayli olarak birlestiriimesiyle Olculebilir elektronik sinyale c¢evrilmektedir. Bu
kapsamda biyosensorler taniyici tabaka, gevirici ve elektronik kisim olmak Uzere 3

bilesenden olusur.

Bir baska degisle biyosensorler, genel olarak analizlenecek madde ile secimli bir
sekilde etkilesime giren biyoaktif bir bilesenin bu etkilesim sonucu ortaya gikan
sinyali ileten bir iletici sistemle birlegtiriimesi ve bunlarin bir dlgim sistemi ile

kombinasyonu ile olusturulurlar.

Kimyasal sensorler, kimyasal bilesik ve iyonlara tersinir ve segici olarak cevap
veren ve konsantrasyona bagli olarak elektrik sinyali Ureten minyatlrize edilmis
ceviricilerdir [13]. Bu tanima goére cihazin tam bir sensér olarak anilabilmesi igin,
konsantrasyonun her iki yondeki degisiminin de izlenebiliyor olmasi gerekir.
Kimyasal sensorlerin bir alt grubu olan biyosensorler, son yillarin en énemli ve
uzerinde durulan konulari arasindadir. Bu sistemde, enzim, antibadi, reseptor gibi
O0zel ve spesifik tanima mekanizmasina sahip bazi molekilerin sinyal Uretecek

sekilde elektrotlara adaptasyonu mumkuandur.

Leland C, Clark Jnr, (1962) biyosensor c¢alismalarina katkilari buyUktar.
Calismalarinda membran igine enzimi, taniyici olarak ekleyerek elektrokimyasal
sensorlerin daha akilli hale gelecegini acgiklamiglardir. Bu kavram, diyaliz
membrani kullanilarak Gzerine glikoz oksidaz tutuklanan Clark oksijen elektrotu ile
takip edilen azalan oksijen derisimiyle orantili olarak glikoz derigiminim

Olclilmesine dayanmaktadir.

Ozel tasarlanmis cam membran pH elektrotlar, kimyasal sensér tanimmin ilk

uygulamalaridir. Bir tur ince cam membranin H* iyonuna karsi segici gegirgenligi
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sensodrlerin dogusuna neden olmustur. ilk ticari pH elektrot Beckman firmasi
tarafindan 1935’de piyasaya surulmustur. Kimyasal sensorlerdeki buluglar,
1966’da kalsiyum, flor, gimus ve sdlfit iyonlari igin, iyon segici elektrotlarin
geligtiriimesi, buna 1967’de potasyum iyonunun katilmasi ile devam etmistir.
Birgok iyon segici membranlarin gelistiriimesi ve polimer ile elektronik
teknolojisininde bir araya gelmesi ile dogrudan potansiyometrik olgimlerle sonug
veren elektrotlar piyasaya surtlmustir [14]. Biyosensér tanimi, enzim ile modifiye
edilmis iyon secici elektrotlar ile ilgili ¢calismanin 1977’ de yayinlanmasi ile

literattre girmigtir [15].

2.1.2. Biyosensorlerin Ozellikleri

Genel olarak tim analitlerin 6lgim tekniklerinde, kimyasali, bulundugu kompleks
yapidan ekstrakte etmek ve girisim yapabilecek maddelerin uzaklastiriimasi igin
saflastirma ve daha sonrasinda tayin s6z konusudur. GUnimuzde, ince tabaka
kromatografisi (TLC), sivi kromatografisi (LC), ylksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) en cok kullanilan analit ayirma yontemleri arasindadir [16].
Kromatografik yontemlerle ayirma iglemi gerceklestirildikten sonra UV
adsorbsiyonu, floresans o6lcumu, kutle spektrofotometresi ya da amperometrik
tayin yontemleri kullanilarak analiz yapilmaktadir. Saflastirmak i¢in kromatografik
yontemler yaninda “Analit-Spesifik  Antibadi” etkilesimlerinin  kullanildigi
immiinokimyasal teknikler de kullanilabilmektedir (Ornegin; ‘mikrotitre plate
enzyme linked immunosorbant assay’ (ELISA), ‘radioimmunoassay’,

‘immunoaffinity column assay’ (ICA) vb.

Biyosensorler, diger analiz yontemleri ile yaris halindedir. Bu yarista, uygun
hassasiyeti ve dogrusal Igi gostermesi gerekirken, baglangi¢cta bazi avantajlari da

barindirir. En 6n plana c¢ikan 6zelligi ise secicilik ve taginabilirligidir.

2.1.3. Biyosensorlerin Genel Tasarim Prensibi
Bir kimyasal ya da biyosensorun temel calisma prensibi U¢ ana bileseni ile

tanimlanmaktadir.
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Sekil 2.1. Biyosensorlerin genel tasarim prensibi

En onemli bilesen, reseptor olup taniyici tabaka olarak da adlandirilir. Bu tabaka
genellikle yapisinda bulunan ve tanimak istedigi kimyasala 6zgu enerjik etkilesimi
ile tanimay1 gerceklestirir. ikinci bilesenin fonksiyonu, taniyicida olusan maddeye
0zgu sinyali, bu sinyalle orantili bir dlgulebilir bir enerjiye ¢evirmektir. Bu gorev
genis bir segenekler yelpazesi sunan fiziksel ceviricilere dismektedir. Son olarak,
analitik sistem, 6n guglendirici, empedans donustiricl, multi-plexer, analog-dijital
donagturict vb. gibi elektronik birimle desteklenmekte, bu ¢eviricinin hemen
arkasina yerlestiriimektedir. Bu birimde dikkat edilmesi gereken, sisteme disaridan

girisimde bulunabilmesi olasi manyetik, elektrik alanlarindan sakinmaktir.

Bir kimyasal sensoérde en dnemli bilesen taniyici tabakadir. Diger taraftan yaratilan
sinyal seviyesi veya sinyal gurulti orani can alici bir 6nem tagiyorsa, bu durumda

kritik bilesen elektronik ya da fiziksel gevirici olmaktadir.

Biyolojik taniyici ajan kendi spesifik oldugu ajani tanir, onunla etkilesime girer ve
cevirici sistemin algilayabilecegi sinyali Uretir. Bu substrat i¢in enzim olabildigi gibi,
antijen igin antikor, seker icin lektin, tamamlayici sekans i¢in nikleik asit olabilir.
Biyosensorun yapilandiriimasinda en onemli nokta, biyolojik tanima isleminin
hassashgi, hedef kimyasala spesifik ligidir. Her reaksiyon igin kullanilabilecek

evrensel kavramda bir gevirici vardir.
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Sekil 2.2. Taniyici ve gevirici tabaka turleri

Tayin edilecek analit ile secici ve tersinir olarak reaksiyona giren ve analit
konsantrasyonlariyla orantili sinyaller ureten biyolojik ajanlar taniyici tabakayi
olusturmaktadir. Biyolojik taniyici ajan kendi spesifik oldugu ajani taniyip onunla
etkilesime girmektedir. Bu etkilesim sonucunda cevirici sistemin algilayabilecedi
sinyali Uretmektedir. Biyosensorin yapilandiriimasinda en énemli nokta, biyolojik

tanima isleminin hassashgi, hedef kimyasala spesifik olmasidir.

Genellikle biyoajanlar, biyoaffinite ve biyokatalitik ajanlar olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Biyoaffinite ajanlari (antikorlar, hormon reseptoérleri, DNA, lektin gibi
molekuller) antijenler, hormonlar, DNA parcgalari ve glikoproteinlerin molekuler
tanimlamasinda kullaniimaktadir. Refraktif indeks, 1sik absorpsiyonu ve elektriksel
yuk gibi sistemin fizikokimyasal parametrelerini degistirmektedir ve bu degdisimler
uygun sensorlerle algilanmaktadir. Biyokatalitik ajan olarak ise saf enzim veya
enzim sistemleri, organeller, mikroorganizmalar ve bitkisel ve hayvansal doku
parcalari kullanilmaktadir. Biyokatalitik ajanlar, analit zerinde molekuler degisime
neden olmakta ve molekuler donusum sonucu ortamda azalan veya artan madde

miktarini takip ederek sonuca ulasiimaktadir.

2.1.3.1. Cevirici
Ceviriciler, analit ile biyoajan etkilesmesi sonucu olusan biyokimyasal sinyali

fiziksel sinyale donustirmektedir. Bir sensdrde en onemli bilesen taniyici
tabakadir. Diger taraftan yaratilan sinyal seviyesi veya sinyal gurlltu orani can
alici bir 6nem tasiyorsa, bu durumda kritik bilesen elektronik ya da fiziksel gevirici

olmaktadir. Biyoajan ve geviricinin birgok kombinasyonu mumkun olmasina kargin



minimum sure ve maliyette maksimum fiziksel sinyal olusturabilecek

kombinasyonu se¢gmek amacglanmaktadir.

2.1.3.2. Elektronik B6lUum

Cevirici tarafindan olusturulan sinyallerin goruntilenmesi ve/veya depolanmasi
amaciyla kullanilan boélimddr. Olusan fiziksel sinyal herhangi bir islem
yapiimaksizin uygun bir ekranda goruntulenebildigi gibi sinyaller veri aktarim
kartlari ile bilgisayar ortamina aktarilarak istenilen g¢evrimler, hesaplamalar ve

goruntulemeler yapilabilmektedir.

Ornegin, 1sisal degisim, herhangi bir kimyasal ya da biyokimyasal reaksiyonu
kismen izlemeyi mimkin olan bir sinyal olarak dugtnulebilir. Ornegin antibadi lerin
kullanildigi bir elektrotta, antijen miktarinin tespiti, enzimatik tepkimeden tamamen
farkh bir durum igerir. Burada olusan antijen antikor bilesigi herhangi bir sinyal
uretmediginden ancak kitle hassas bir gevirici kullanimini ile takip edilebilir. Kitle,
yogunluk ya da viskozite degisimlerine hassas olabilecek piezoelektrik ceviriciler,
ayrica kuvars bazl piezoelektrik osilatorler, yluzey akustik dalga izleyicileri,

evrensel bir gevirici igin potansiyel kavramlardir.

Cizelge 2.1. Cevirici turleri ve galisma prensipleri

Cevirici Turd Tanwyici turleri

Biyolojik

Molekil Adlandirma

Olgum Prensibi

Potansiyometrik
Amperometrik
Voltametrik Alan etki
(FET)

Elektrokimyasal Enzim Enzim Elektrot

Yuzey iletkenlik

Elektrolit iletkenlik Antibad Immunosensor

Elektriksel

Floresans Absorbsiyon

Yansima LUminosans Mikroorganizme
Kirinma indisi Isik Hucre, doku

saciimasi

Optik Mikrobial Sensor

Manyetik Paramanyetiklik

Piezokristalin rezonans
Kitle Hassas frekansi Ylzey akustik
dalga

Reaksiyon isisi

Termal Adsorbsiyon isisi




2.1.4. Biyosensorlerin Performans Parametreleri
Biyosensodrlerde en iyi dlgim sistemini belirlemek igin bazi genel fiziksel 6zellikler
gereklidir. Bu ozelliklerden en dnemli olanlari ve ideal biyosensorin karakteristik

davranislari sunlardir [17].

Hassasiyet: Bu Ozellik, bir kimyasal tirin degisimindeki degisime bagh olarak,
biyosensorun ¢ikis sinyalinin (S) son duragan halindeki degisimi (AS/ AC) olarak
tanimlanir. Sensorin buydkliagad, o6lgim ortamina dogru kimyasal turin kuitle

aktarim hizi gibi faktorler duyarliga etki etmektedir.

Dinamik cevap: Bir biyosensorin dinamik cevabi, Olctuglu hedef analitin

derisimindeki bir degisiklige ne kadar hizli cevap verdigini belirler. Temel
mekanizma genellikle, kimyasal turlerin 6rnekten iletkenin aktif ylzeyine basit
difizyonudur. Hedef analit ve/veya reaktantin tayin edilen kutle aktarimi derigim

farklarina, etkin difUzyon katsayilarina baghdir.

Dogrusallik: Olgiim ortaminda ¢dzinmis analitin maksimum derigsimi ile minimum
derisim araliginda, sinyal sabit bir duyarlilikla ol¢ctilmelidir. Sisteme eklenen her
analit derigimi ile olgulen sinyal arasindaki iligki belirli bir analit derisimine kadar

dogrusal olmahdir.

Olcim_siniri: Bir elektrotta gerceklestirilebilecek olan en diisiik analit derigimi
olarak tanimlanmaktadir. Olgiim siniri, kullanilan elektronik cihazin ayirma giici ile

sinirhidir.

Secicilik: Sensorun cevabi sadece analit derisimine duyarl olmali, diger kimyasal
turlerden etkilenmemelidir. Antibadi-antijen etkilesimi gibi spesifik mekanizmalarin
kullanildigi durumda, dogal olarak, bu performansta herhangi bir sorun

olmamaktadir.

Bu parametreler disinda, biyosensoér émru, yapilan toplam 6lgim sayisina ya da
Olcllen analit derigsiminin buyUkligine gore tanimlanmaktadir. Bu nedenle,
biyosensori buzdolabinda saklamak ya da biyolojik maddenin biyoaktivitesini
koruyacak 6zel bir cevrede bulundurmak gerekebilir. Ayrica, biyosensorun tekrar

kullanilabilirlik sayisinin tanimlanmasi ile bu 6zelligi ifade edilebilir.



2.1.5. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Sensorler bircok farkli 6zelliklerine gore siniflandiriimislardir. Kullanilan biyoajana
bagli olarak; enzim sensorler, immunosensorler, DNA sensorler olarak
siniflandinlabildigi gibi gevirici tirine bagh olarak elektrokimyasal, optik, termik
sensorler gibi siniflandirilabilmektedirler. En gecerli olani ise IUPAC (1991) [18]

tarafindan “sinyal ¢evirici” lerine gore yapilan siniflandirmadir.

2.1.5.1. Elektrokimyasal Biyosensorler
Elektrokimyasal sensorler dogrudan dogruya elektrik sinyalleri Uretmektedirler.
Yaygin olarak elektrokimyasal sensérleri potansiyometrik, amperometrik,

voltametrik ve alan etkili biyosensoérler olarak dort baslikta incelemek mimkuindur.

Potansiyometrik Biyosensoérler: Potansiyometri, bir galisma elektrotu ve referans

elektrot arasindaki potansiyel farkinin olgimunu esas almaktadir. Belirlenen
elektrot potansiyeli dogrudan analit derigsimini tanimlamaktadir. Potansiyometrik
sensoérlerin dusuk hassasiyet, spesifik olmayan etkilesimlere ait ve aletsel sinyal
alinmasi gibi buyik problemleri vardir. Ozellikle sinyal/guriltii orani analitik

problemlere sebep olmaktadir [19].

Amperometrik Biyosensorler: Genel anlamda akim siddetinin 6lgimU esasina

dayanir. Akim siddeti, calisma elektrotunda yukseltgenen veya indirgenen elektro
aktif tarlerin derigiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot olarak gorev yapan
ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz edilecek turlerin derigimlerinin
belirlenmesinde vyararlanilir. Goézlenen akim elektro aktif tdrlerin yigindaki
konsantrasyonlariyla veya biyokatalitik tabakalar arasindaki Uretim veya tiuketim
hizlariyla direk iligkilidir [20], [21].

Voltametrik Biyosensorler: Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve

kapasitansin artma, empedansta azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak
rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da empedanstaki degisimin olgUmunu esas

alan sensorler bu grupta yer almaktadir.

Alan Etkili Biyosensoérler: Alan etkili transistorler (FET) gerilim kontrollG yari iletken

devre elemanidir. FET iletim, ylUzey voltaji, ylzey yuki ve performansindan
etkilenir. Bu Ozellikleriyle elektrokimyasal tabanli sensorlerin olusumunda FET

kullanilir, 6lgim ortamindan surekli alinan sinyalin takibine izin verir. Metal oksit
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yari iletken alan etki transistorlerini (MOSFET) ya da iyon duyar alan etki
transistérlerini (ISFET) esas alan enzim sensoérleri, enzim ile alan etki
transistorlerinin birlestiriimesini ifade edecek sekilde enzim alan etki transistorleri
(ENFET) olarak adlandirilirlar. Oldukga dislk tespit limitlerine sahip olup kucuk
hacimde orneklerin kullanilmasina olanak tanimaktadir. Elektrokimyasal analiz i¢in
gereken malzeme, diger analitik metotlarla karsilastirildiginda ¢ok daha ucuz ve

basittir.

2.1.5.2. Optik Biyosensadrler

Optik ceviricilerde 1s1gIn iletimindeki degisimin Olgulmesi veya floresansin
Olgulmesi s6z konusudur. Isigin iletimindeki degisimin Olglulmesine dayali, optik
esasll sensorlerde, olcum sistemi, madde derisimine bagli olarak absorbans veya
luminesansta degisim gdsteren bir boya igerir veya CO2, O2, pH degdisimi gibi bir
fizikokimyasal Ozellikten faydalanilir. Bu sensorlerde en oOnemli etken, fiber
boyunca isik iletiminin etkinligidir. Floresansin o6lgclldiglu durumlarda ise fiberin
kendi Ozelliklerindeki (intrensek) dedisimleri kapsar ve arka alan (evanescent)
immuanosensorler ve yizey plazmon rezonans immunosensdrler olarak iki gruba
ayrilirlar. Optik sensorlerde, absorbsiyon, yansima veya floresans 0l¢gim
sistemlerinden biri kullanilir. Floresans olcimleri en ¢ok kullanilandir. Sensoérin
konfigirasyonu optimal dizaynda en o6nemli faktordlr ve hassasligi, dinamik

bdlgeyi, cevap verme suresini, segimliligi ve kullanim zamanini tayin eder [22].

2.1.5.3. Termal Biyosensadrler

Temel prensipleri; bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak
substrat derigiminin  belilenmesine dayanir. Butun biyolojik reaksiyonlar
ekzotermiktir. Enzimatik reaksiyon sonucu olugsan sicaklik degisimi ile substrat
konsantrasyonu arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir. Sicaklik degisimleri
termal olarak yahtiimis ortamdaki termistorler veya termofiller araciligiyla izlenir.
Kullanilan termistorler ¢gok kuguk sicaklik degisimlerine bile duyarhdir. Dolayisiyla

cok dusuk miktardaki substrat derisiminin dlcimune olanak tanir.

Malzemenin sicaklik degisimine karsi elektrik potansiyel olusturmasi 6zelligi olarak
bilinen pyroelektrik etkiyi kullanan pyroelektrik ceviriciler, termoelektrik

malzemelere kiyasla daha avantajlidir; 1200 °C’ de bile kararlidirlar [23].
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2.1.5.4. Manyetik Biyosensoarler

Ortamdaki manyetik degisikligi algilayan ve buna bagli olarak ¢ikisinda gerilim
ureten elemanlara manyetik ¢evirici denir. Manyetik nano parcaciklarin isaretleyici
olarak kullanilmasiyla manyetik ceviriciler de biyosensor uygulamalarinda
kullaniimaktadir (Sekil 2.3.). Spin vanasi, hall sensori, anizotropik manyetik direng
(AMR) ve dev manyeto-direnc (GMR) sensoérleri biyosensor ceviricileri olarak
kullaniimaktadir [24].

Sekil 2.3. Manyetik gevirici ve m:_:m_y_etik isaretleyici nano pargaciklarla antijen
tayininin gosterimi

2.1.5.5. Kitle Hassas Biyosensadrler

Cevirici olarak piezoelektrik kristallerin kullanildigi kitle hassas biyosensorler,
rezonans frekansindaki degisime bagli olarak nanogram/cm? seviyesinde kiitle
degisimini dlgebilen ve bu nedenle antikor-antijen etkilesimlerinde sikga kullanilan
biyosensdrlerdir. Kutle hassas biyosensdrlerin galisma prensibi piezoelektrik etkiye
dayanir. Piezoelektrik kuvars kristal, sivi faz igcinde Sauerbrey prensibine uygun
olarak galigabilen, elektrottaki kutle degisiminin, osilasyon frekansindaki degisimler
1959 yihinda G. Sauerbrey tarafindan gelistirilen denkligine goére degistigi
sistemlerdir [23].

Sauerbrey denklemi asagidaki gibi tanimlanir:

22
Af = — fo am

A{Pqlq
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Af: Olgiilen frekans kaymasi
fo: Kristalin rezonans frekansi (Hz)
Am: Kitle degisimi (g)

A: Piezoelektrik olarak aktif alan, kuvars kristal GUzerindeki elektrot ylzey alani

(cm?)
pq: Kuvarsin yogunlugu ( 2.648 g cm™)
1q - Kuvarsin kayma katsayisi (2.947.10-11 g cm)

Bu denkleme gore AT kesme kristal kullanildiginda elektrot yuzeyi Gzerinde biriken
kutle ¢ok fazla degil ise birim alandaki kristalin kutle degisimi, kristalin rezonans
frekansindaki degisimiyle orantilidir. Bu sekilde elektrotlarin aktif alanina baglanan

molekullerin miktari rezonans frekanstaki azalmayla 6lculebilir [25].

Sivi ¢Ozeltilerde ise Sauerbrey denklemi bu sekli ile gegerli degildir. Newtonsal

sivilar i¢in asagidaki denklem gecerlidir [26]:

n
A= — f03 /2 LPL
TthqPq

Bu denklemde n. ¢ozeltinin viskozitesini, pL ¢ozeltinin yogunlugunu temsil eder.

2.2. Piezoelektrik

2.2.1. Piezoelektrik Tanimi

Piezoelektrik kelimesi Latince bastirmak-press anlamindaki “piezo” on ekinden
turetilen bir kavramdir. Piezoelektrik iletken olmayan billurdan yontulmus bir levha
belli bir dogrultuda uygulanan bir baski (cekme ya da sikistirma) sonunda, billur
levhanin iki ylzunde ters igaretli yuklerin (+q ve -q) ¢cikmasiyla nitelendirilen bir

olaydir.

Piezoelektrik malzemelerin 6zelligi, kristal yapilarina bagh olarak bir kuvvet etkisi
altinda Kaldiklarinda elektrik akimi Uretmeleri. 1665"en beri varligi bilinen
piezoelektrik 6zelligi, ilk kez 1880"de Pierre ve Jacgues Curie kardesler tarafindan
kesfedilmistir. Pierre Curie dnceleri Pyroelektrik ve kristal simetrisi arasindaki ilgi
Uzerine calismigtir. Bu calisma, kardesleri sadece basingtan meydana gelen
elektriklenmeyi aramak zorunda birakmis, fakat tahmini olarak basincin ne yénde
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uygulanabileceg@i ve kristal siniflarinin etkisi agiklanmamigtir. Rochelle tuzu gibi
bircok diger kristalde de bulunmustur. Hankel “piezoelektrik” ismini Onermistir.
Piezoelektrik elektriksel ve mekanik sistemler arasindaki bir etkilesimdir. Dogrudan
(direkt) piezoelektrik etki mekanik gerilme tarafindan Uretilen elektrik
kutuplanmasidir. Piezoelektrik Ozellik malzemenin kristal yapi yoneliminin bir

sonucudur.

Piezoelektrik malzemelerin ¢ogunlukla kullanilan tipi kursun-zirkonyum-titanyum
(PZT) piezo seramiklerdir. Piezo seramik malzemeler elektriksel etkiyi mekanik
buayuklige, mekanik etkiyi elektriksel buyukluge donustiren simetri merkezi

olmayan kristallerdir. Yaygin olarak kullanilan piezo seramik malzemeler;

e Kuvars (SiO2)

¢ Rochelle tuzu (NaKC4H404H20)
e Baryum titanat (BaTiO3)

e Turmalin

e Amonyum dihidrojen fosfat

e Etilendiamin tartarat

2.2.2. Piezoelektrik Ozellik

Surekli kutuplasmaya sahip bir asimetrik iyonsal kristale basin¢g uygulanirsa
kutuplar arasi uzaklik azalir, ylzeyinde yuk birikimi artar, dolayisiyla iki ug¢
arasinda bir gerilim farki dogar ve bir iletkenle birlestirilirse akim iletilir. Boylece
mekanik etki elektriksel buyuklige donusur. Diger taraftan, ayni kristalin iki ucu
arasina bir gerilim uygulanirsa (-) yukler (+) elektroda, (+) yukler (-) elektroda
dogru cekilir, (-) ve (+) yik merkezleri arasinda uzaklhk artar ve bunun sonucu
kristalin boyu buyur. Alanin yonu degisirse ayni isaretli yukler birbirlerini iter ve
kristalin boyu kisalir. BOylece elektriksel etki mekanik buyuklige donusur. Bu

davranisa piezoelektrik 6zellik denir.
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2.2.3. Piezoelektrik Etki
Biyosensorlerde kutle degisim esasli sistemler son yillarda en ¢ok ilgi ¢ekenlerdir.

Bu amacla piezoelektrik kristaller kullanilir.

Piezoelektrik kristallerin gevirici sistemlerde kimyasal analiz ve genel olarak
algilama iglemlerindeki kullanim alani iki kategoride incelenebilir. Birincisi ylizeyde
katle algilanmasi, ikincisi gerinim oOlgimudur. Piezoelektrik ’lerin ylzeyde kitle
algilanmasinda kullanildi§i alanlara 6rnekler arasinda nem algilayicilari, film

kaplama monittrleri, gaz sensdrleri ve kimyasal sensorler verilebilir.

Kristallerde vibrasyon s6z konusudur. Vibrasyon kristal icindeki atomlarin belli bir
zamanda orijinal konumlarindan deforme olmus konuma gec¢meleri, buradan yine
orijinal konuma doénmeleri ve bunu izleyen evrede tersi yonde deforme konuma
gecmeleri seklinde tekrarlanan bir davranigi ifade etmektedir. Bu dongulerin birim
zamanda tekrarlanma sayisi kristalin rezonans frekansi olarak tanimlanir.
Piezoelektrik kristallerde pozitif ve negatif yUkll iyonlar vardir. Vibrasyon sonucu
yuk dagihimi degisir, baska bir ifade ile polarizasyon olusur. Dolayisiyla bu salinim
frekansina karsi salinan elektrik alan olusumu s6z konusudur. Elektrik alan salinim

frekansi rezonans frekansi ile aynidir.

Mono kristal yapida atomlar, bir kibik kafes sistemi olusturmaktadir. Bu yapi
icerisinde, arti ve eksi yukli atomlar kayma gerilimleri etkisiyle surekli yer
degistirmektedirler. Pratikte en yaygin olarak kullanilan piezoelektrik kristal
kuvarstir. Dogal olarak bulundugu gibi sentetik olarak da Uretilebilen tamamen

okside olmus bir kristalin bilesiktir (silisyum dioksit).

Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller 10-16 mm kalinhginda disk, kare
veya dikdortgen seklindedirler. Sekil 2.4’de goéruldugu gibi piezoelektrik

uygulamalarinda kristal iki metal elektrot arasina sandvi¢ edilmektedir.
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Osilatér Devresine Baglanti

Kuatrz

Elektrot / Sivi Ortam
(Au, Ag, vb.)

Sekil 2.4. Siviiginde galigabilen kuvars kristal

Bu sekilde yerlesmesi salinan elektrik alanin kristal yuzeyine dik yonde olmasini
saglar. Olusan elektrik alani kristal yigin yapisinda mekanik salinima yol agar.
Metal elektrotlar altin, gumus, aliminyum veya nikel olabilir. Kristalin ¢alisma

frekans seviyesi depozite edilen metal miktari ile ayarlanmaktadir.

Piezoelektrik kutle sensdrlerin gelecede yonelik kullanimi igin yapilan ¢alismalarin

en ¢ok yogunlastigi konu segici kimyasal sensorlerdir. Piezoelektrik kristal olarak
genellikle kuvarsin kullaniimasi nedeniyle bu tur kimyasal sensorler kuvars kristal
mikrobalans sistemleri olarak adlandinimaktadir. 1957 yilinda Saurbery,
piezoelektrik kristali ince filmlerin kalinhdini élgmek icin kullanmistir. Kristaldeki
frekans kaymasi ile kitle degisimi baglantisi Uzerinde ¢alisan Saurbery ampirik bir
esitlik gelistirmistir. Saurbery’nin ¢alismasi kalinlik kayma modunda ¢alisan kuvars
kristallerde ylzeye biriken filmin kltlesi ile buna karsilik gelen frekans degisimini
aciklamaktadir [27].

Piezoelektrik sadece iletken olmayan materyaller Gzerinde etkilidir. Bunlara 6rnek
olarak seramikler ve kristallerdir. En verimli ve bilinen piezoelektrik materyal
kuvarstir(SiOz).

2.2.4. Sensdr Uygulamalan

Piezoelektrik 6zelligin sensor teknolojisinde kullanimi gaz faz Jlgumleriyle
baslamistir. Havada bulunan gesitli gazlarin organofosfor bilesiklerinin, aromatik
hidrokarbonlarin dlgilmesi icin piezoelektrik kristalli sensorler gelistirilmistir [28].

Piezoelektrik kristallerin sulu fazda da o6zellikle ¢ok duslik konsantrasyonda
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bulunan iyonlarin tayininde [29] ve suyun toplam tuz miktarinda bulunmasinda

kullanimi ile ilgili birgok rapor vardir [30], [31].

Piezoelektrik kristallerin biyosensér uygulanmasina ilk ©6rnek Shons ve
arkadaslarinin c¢alismasidir. Burada kristaller, Nyebar C adi verilen ticari
polimerlerle kaplanmis bu ylzeye albimin hidrofobik etkilesme ile fiziksel olarak
immobilize edilmistir. Immobilize albimin tagiyan kristallerin anti-albiimin antikor
bulunan ¢ozeltilerle etkilegtirilerek immunkompleksin olugsmasi izlenmistir. Boylece
yapistirma testine gore oldukga kisa sUrede gerceklestiriimesi en Onemli
avantajidir. Iste bu ilk uygulamalardan sonra antikor-antijen etkilesimi (zerine

dayanan piezoelektrik kristaller uygulamalari hizla artmistir.

Piezoelektrik esasl sistemler hem sivi hem de gaz fazda kullanilabilen
sistemlerdir. Sensorin taniyici bolima kiglk ve ucuz bir kristalden ibarettir. Birgok
ligand immobilize edilip sayisiz analit tayini yapilabilir. PQC, kimyasal sensorler
icin hizli, hassas ve uygulanabilir ceviricilerdir. Herhangi bir kutlesel degisime
hassas olduklari igin aktif sensor bileseni olarak ucuz ve stabil bir se¢genek bulmak,
PQC caligmalarinda odaklanilan konudur. Bu ceviriciler, ginimuize kadar birkag

biyomolekul ve mikroorganizma tayini igin kullanilmistir.

Gunumuzde kuvars kristaller mikroorganizma tayini i¢in kullanilabilen yontemler

haline gelmigtir [22].

Kristaller, sensor olarak kuatle olgumu diginda basing, gaz, akis, agirlik, nem
sensorleri ve kaplama kalinhgr olguimlerinde de kullaniimaktadir. Kristallerin
yluzeyine biyolojik ligand molekdl immobilizasyonu ile hedef molekillerin

algilanmasi da saglanmaktadir.

2.3. Kuvars Kristaller
Kuvars diinya lzerinde feldspattan sonra ikinci olan en fazla bulunan mineraldir.

Kuvarsi 6zel kilan piezoelektrik 6zelligidir.

Piezoelektrik dzellige sahip kuvars, SiO2 mono kristalidir. Her birim hiicresi ti¢ tane
SiO2 molekilinden olusan kuvars kristali, codu kimyasal ¢éziiciilerden

etkilenmedigi gibi, kristal yapisini ¢gok yuksek sicakliklara kadar koruyabilmektedir.

Kuvars kristalin dogada a-kuvars ve B-kuvars olmak Uzere iki farkli formu
bulunmaktadir (Sekil 2.5).
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a-kuvars B-kuvars

Sekil 2.5. a-kuvars ve B-kuvars formu

573°C inversiyon sicakliginda a-kuvars, B-kuvars’a tersinir olarak donusmektedir
[32]. B-kuvars sadece inversiyon noktasinin Uzerindeki sicakliklarda olustugu icin
gOrebildigimiz tim kuvars kristaller a-kuvars formdadir. Kristalin bu formu, 573°C

sicaklhgina kadar piezoelektrik 6zelligini kaybetmeden kararl olabilmektedir.

Piezoelektrik sensor uygulamalarda yuksek sicakliklara kargi dayanikli olmasi ve

suda ¢ozinmemesinden dolayi, kristalin a-kuvars formu kullaniimaktadir.

Piezoelektrik dedektoér 6zelliginin saglanmasi igin kuvars kristaller belli bir agiyla
kesilir. Kristal yapinin karakteristik duzlemiyle kesme tabakasinin arsindaki agi AT
ve BT kesmelerde farkhidir. AT kesme kristaller digerlerine gore ¢ok daha kararlidir

ve sicaklik katsayilari 1 ppm/°C ‘dir [33].

Piezoelektrik sensor uygulamalarinda, kuvars kristallerin mevcut kesim tipleri
icinde, sicaklik degisimlerinden en az etkilenen, oda sicakliginda en kararli kristal

tipi olan AT-kesim kuvars kristalleri tercih edilmektedir.

Bu kesim tum standart kuvars kristallerde ve ayni sekilde ayar catal kuvars

kesimlerinde kullanilir.
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2.3.1. Kuvars Ayar Catali (QTF)
Ayar catal (Diyapozon)

ingilizce bir ifade olan tuning fork, tirkcede “ diyapozon, ayar catali™ anlamina

gelmektedir.

Ayar gatali 1711 yilinda kraliyet sarayinda Ingiliz mizisyen John Shore tarafindan
icat edilmistir. Ayar catali iki uglu bir gatal seklindedir. Digleri elastik metalden,
genellikle celik gubugundan olusturulmustur. Bir yere vuruldugunda titreserek tek

frekansta ses yayan ve calginin ayarlanmasina yardimci olan bir nesnedir ve saf

]
M 1,

bir ses yayar.

(a)

Sekil 2.6. Ayar gatalin sematik gosterisi
Diyapozonlar mizik aletleri disinda, bilim ve tip (isitme ve titresim tedavisi) ve

elektronik alanlarinda kullaniimaktadir.

Kuvars ayar catali (QTF)

Piezoelektrik katle sensorlerin kullanimi agisindan en ¢ok segici kimyasal
sensorler Uzerinde arastirmalar yogunlagsmistir. Genelde kuvarsin kristal olarak
kullanilmasindan dolayr bu tur kimyasal sensorler kuvars kristal mikroterazi

sistemleri olarak anilmaktadir.

Kuvars ayar catali (QTF) bu c¢alismanin temelini olusturmaktadir. QTF
mikrofabrikasyon yontemleriyle 6zel geometriyle kesilmis bir kuvars kristalidir. QTF
yiksek kalite faktori (= 60000) ile yiksek hassasiyette kitle birikimi

Olcebilmektedir.
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Kuvars ayar catali (QTF), QCM ile kargilastirnildiginda yiksek kalite faktora, keskin
frekans tepkisi, yuksek hassasiyet, uzun istikrari ve kutle algilama igin uygun
oldugu kanitlanmistir [34], [35]-[36] ve Bunlarin yani sira disuk maliyetli olmasi

bagka bir avantajidir.

2.3.2. QTF’in Senso6r Uygulamalari
QTF’lerin piyasada saat devrelerinde, ayrica atomik kuvvet mikroskobu icin kuvvet

sensorleri olarak kullaniimaktadir [37].

Bu cihazlar yuzeyinde birikim oldugunda frekans degerinde degisimler meydana
getirmektedir. Bu Ozelliklerinden dolayl hem kitle hassas sensorlerde hem de nem
sensorlerinde kullanilabilmektedirler [38], [39]-[40]. QTF’ler ayni zamanda sivilarin
viskozitesini ve sivi yogunlugu 6lcim c¢alismalarinda da kullaniimistir [41], [42],
[43], [44]-[45].

Yukarida belirtilen uygulamalarin her biri QTF’in rezonans performansina ve kalite
faktori parametrelerinin élgimine dayanmaktadir. Ne yazik ki, QTF’in rezonans

frekans 6lcimu sivi ortam icin uygun degildir.

QTF, biyosensor uygulamalarinda kullanilabilmesi igin sivi ortamda iglem yapma
bilmesi gerekmektedir. Bu sorunu ¢dzmek icin J.Zhang ve S.O’shea QTF’leri
kimyasal sensorlerde kullanmak amaciyla, 1-8 mg/ml konsantrasyonlarinda

hazirlanan polistiren ¢dzeltilerine daldirip kurutmuslardir [46].

Bagka bir ¢calismada Pseudomonas aeruginasa bakterileri kullanarak farkli sure
uygulamalarina (8h-120h) tabi tutulan QTF yuzeylerinde biyofilm olusumunu
saglayarak direnglerini arttirmaya c¢alismislardir [47]. Kiristallerin ylzey

modifikasyonu farkh yontemlerle yapiimaktadir:

¢ Kimyasal modifikasyon
e Daldirmayla kaplama
e Yulzeyde jel olusumu
e Plazma polimerizasyon

o Elektropolimerizasyon
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2.4. Plazma Polimerizasyon Teknigi

Plazma, maddenin dorduncu hali olarak tanimlanir. Plazma polimerizasyon teknigi,
her turli materyalin ylzey oOzelliklerinin dedistiriimesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Radyo frekansi yuk bosalimi, mikrodalga, atmosferik
basing, dusuk basing, dusuk sicaklik vb. farkli sistemler ile plazma modifikasyonu
gerceklestiriimektedir. Plazma modifikasyonu ile, bozulma ve asinma, oksidasyon,
¢apraz baglanma gibi yuzeyin ¢ok ince bir tabakasinda olugan yapisal degigimler
sonucunda, modifiye edilmemis ylzeylerden tamamen farkli 6zelliklere sahip yeni

yuzeyler elde edilmektedir [48], [49].

2.4.1. Plazma Kaplama

Plazma kaplama teknolojisi alev sprey ve ark spreyden sonra gelistiriimistir.
Metallerin korozyona, yuksek sicaklik oksidasyonuna ve asinmaya Kkarsi
direnclerinin arttirlmasi seramik kaplamalarla mumkdanddr. Bu tur kaplamalarin
uygulanmasi plazma kaplama teknolojisi ile de yapilabilmektedir [50]. Bu yontemle
gerceklestirilen kaplama belirtilen 6zellikleri sagladigi gibi, ana malzemenin ustin
Ozelliklerinden tokluk ve sekil degistirile bilirlik 6zellikleri korunmaktadir ve bdylece

metal ve seramiklerin tstln 6zelliklerinden bir arada faydalaniimaktadir [51].

Plazma kaplama ergime derecesi ¢ok yuksek kaplamalar igin uygulanir. Elektrik
arki, elektrot ve ikincil elektrot olarak davranan nozula uygulanir. Basingli inert gaz
(argon, helyum, azot, hidrojen) ve elektrotlar arasindan gegirilir. Cok yUksek
sicakhga ulasan gaz, plazma formuna donUsur. Plazma sprey sistemi, gug

kaynagi, gaz kaynagi, tabanca ve toz besleme Unitelerini igerir [52].

Plazma kaplama yonteminde sicaklik 20,000 ° K’e kadar ulasir. Plazma ile Uretilen
bu yuksek sicaklik kaplama malzemesini ¢ok yuksek sicakliklara ulastirir. Bu
yuksek sicakliga ragmen alttaki materyal ¢ok isiya maruz kalmaz ve mikro
yapisinda herhangi bir degisim olmaz. Plazma sprey kaplama yontemiyle, ¢ok
yuksek plazma sicakligi sebebiyle bilinen tim malzemeler kaplanabilir (seramik,

metal, polimer) [53].

2.4.2. Plazmanin Yapisi
Plazma maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukga farkh 6zelliklere sahip
olmasi nedeniyle maddenin doérdincu hali olarak tanimlanir [54], [55]. Atomik

halde bulunan gaza biraz daha enerji almasi ile mevcut gaz atomlarinin son

21



yorungesindeki elektronlari biraktiklari, elektronlarini kaybetme olayina da (+) iyon
haline gegme oldugu, olusan bu hale de “plazma” dendigi ifade edilir. Genel olarak
plazma, yiksek sicaklikta kuvvetli elektrik veya manyetik alanlarin etkisi ile olusur.
Guclu bir elektriksel bosalim da plazma olusturabilir. Plazma ortaminda Enerjisi
artan molekullerin ortaya gikardigi serbest elektronlu tirler ve radikaller enerjilerini
diger molekullere ya da modifikasyona ugratilacak turtin yizeyine transfer ederek

yeni tlrler, fonksiyonel gruplar olustururlar ve/veya polimerlegirler [54], [55]-[56].

Plazmanin iletken oldugunu ve bu iletken sayesinde de katl malzeme yuzeylerine
atomik seviyede kaplama yapmamizi saglar. Yine plazmaya 6rnek olarak gunes,

yildirim ve ates ornekleri verilebilir.

Plazma polimerizasyon teknigi hemen hemen butun turdeki maddelerin yuzey
Ozelliklerini degistirmek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Maddenin yuksek
enerjili plazma halinden faydalanilarak kullanilan bu teknikte gi¢ kaynagi olarak,
radyo frekansi, mikrodalga, ark kullanilabilir. Uygulama metodu olarak da dusuk ya

da yuksek sicaklik plazmalari bulunmaktadir.

Plazma polimerizasyon ile bir én kosul aranmaksizin tim organik bilesikler
kullanilarak materyal yUzeylerinin degistiriimesi yontemin en dnemli avantajidir.
Diger kaplama yontemleriyle karsilastirildiginda, ¢ok ince ve ¢ok daha homojen
kalinhkta kaplama saglanabilmektedir. Bu nedenle plazma polimerizasyon
uygulanmig ylzeyler bir ¢ok pratik uygulamada kullanim alani bulabilmektedir.
Proses son derece temizdir, bir baska ifadeyle klasik proseslerde kullanilan
¢Ozuculer, baglaticilar ve stabilizérler burada gerek olmadigindan drin ¢ok saftir.
Bu oOzellikle tip uygulamalarinda onemli bir avantaj olarak vurgulanmaktadir.
Kaplama diger yontemlerde bir ¢cok basamakta ve uzun siurede (24 saat gibi)
basarilirken burada, tek basamakli bir islemle sonuca c¢ok kisa zamanda (1
saatten az) ulasiimaktadir [57]. Cunku yuk bosalim teknigi ile gergeklestirilen
modifikasyon igsleminde prepolimer sentezi, kaplama sollisyonun hazirlanmasi,
kaplama prosesi, kurutma gibi prosesler tek basamakta gergeklestiriimektedir [58-
59], dusuk sicaklik plazma polimerizasyon yonteminin en énemli avantajlarindan
birinin de substratlarin sadece en digta bulunan tabakalarinin modifikasyondan

etkilenmesi oldugunu belirtmislerdir. Boylece, modifiye edilen substratlarin yigin
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Ozellikleri degismediginden dolayi yuzey ozellikleri kontrolli bir sekilde modifiye
edilebilmektedir.

Uygun parametreler ve islenecek malzemeler Dbirlestiginde ylzeyde
degistirilebilecek o6zelliklerden bazilari, islana bilirlik, ylzey serbest enerjisi,
gecirgenlik, sertlik, korozyona diren¢ ya da istenilen uygulamaya gore biyo
uyumluluk olarak sayilabilir [58], [56].

Plazma destekli yuzey modifikasyonunun geleneksel yontemlere gére en buylk
ustunligu yuzey oOzelligi degisirken maddenin yigin yapisina etki etmemesidir.
Yuzeyde olusan, polimer birikmesi, oksitlenme, ¢apraz baglanma gibi degisimler
yigin yapida gorulmez. Biyomedikal uygulamalarda elastikiyet ve sertlik dGnemli bir
parametre iken, canli ile temasta bulunan ylzeyin de biyo uyumluluk agisindan
onemi vardir. Ayrica yigin yapisindan farkh olarak modifikasyona ugramasi
gerekebilir [49].

Plazma, gaz sicakligina bagli olarak iki baglik altinda incelenebilir [55], [56] :

a) Yiksek sicaklik plazmasi; gaz sicakhgi 108K'den fazladir. Giines
sisteminde meydana gelen nikleer patlamalar ve kontrolli flizyon

reaksiyonlari yiksek sicaklik plazmasina 6rnek olarak verilebilir.

b) Dislk sicaklik plazmasi; gaz sicakligi 108K’den daha duasuktir. Dislk
sicaklik plazmasi da iki baslik altinda incelenebilir: (i) Sicak plazma; gaz
sicakligi 1000K'den daha fazladir, normal sartlarda 10%K civarindadir.
Lamba 1simasi, elektrik arki ve diger yuksek-gui¢ bosalimlar sicak
plazmaya Ornek olarak verilebilir; (ii) Soguk plazma; gaz sicakhgi
1000K'den daha duslktir, normal sartlarda 102K civarindadir. Disilk
basingta gerceklesen ylik bosalim plazmalari soguk plazmaya o6rnektir
(1eV=11600K).

Plazma ortamina konan bir materyal yuzeyinde kopmalar (etching) veya birikme
(deposition) olusur. Plazma kosullarinin ayarlanmasiyla bu iki prosesten birinin
etkin olmasi s6z konusudur. Bu uygulamalarda plazmada kaplamanin iki dnemli
avantaji vurgulanmaktadir. Bunlar; kaplamanin gok homojen kalinlikta ve ince
olmasidir [48], [59].
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Plazma polimerizasyonun ’'da Ozellikleri degistirilecek materyal yluzeyinde olusan
polimerin kimyasal yapisi, birikim miktari (kalinhdi) ve bunlarin homojenitesini
etkileyen bir cok parametre vardir. Ayrica, plazma polimerizasyon tekniginde
kullanilan monomer ’lerin kolaylikla polimerize olabilen c¢ift baglar gibi reaktif
fonksiyonel gruplara sahip olmalari gerekir. Plazma etching ve plazma
polimerizasyon arasindaki denge bosalim parametreleriyle kontrol edilebilmektedir
[59].

2.4.3. Plazma Polimerizasyon Hizini Etkileyen Parametreler

Plazma polimerizasyonun hizi kullanilan monomerin yapisina baghdir [12]. Buna
ek olarak, plazma polimerizasyonun hizina etki eden kontrol edilebilen
parametreler reaktor geometrisi, monomer akig hizi, basing, bosalim gucu, plazma
suresi, frekans, elektrot acikligi vb makro parametrelerdir [49]. Bu parametrelerin

etkileri agagida ayri ayri ele alinarak 6zetlenmistir.

Monomerin yapisinin doymamislik derecesinin plazma polimerizasyon hizina
etkisi gok onemlidir. Benzer reaksiyon kosullarinda, Uglu bag iceren asetilen ikili

bag iceren etilenden daha hizl polimerize olmaktadir.

Reaktor geometrisi ylzeye biriken polimerin kimyasal yapisi ve kalinligini,
dolayisiyla kaplamanin her iki yonden de homojenitesini etkileyen onemli
hususlardan biridir. Plazma polimerizasyonunda degisik sekillerde dizayn edilmis
reaktorler kullaniimaktadir. Reaktorin tubudler, dikdortgen kesitli veya diger
sekillerde olmasi monomerin reaktor icinden akis dinamigini etkiler. Monomerin
plazma bolgesinden gecis hizi (alikkonma suresi) ve sekline (tirbulent, laminer, vb)

bagl olarak birikimin kimyasal yapisi ve homojenitesi degisir.

Monomer akig hizinin hem birikim miktarint hem de dolayli olarak biriken polimer
kimyasini degistirdigi rapor edilmektedir. Monomerin akig hizinin artmasiyla
genellikle birikim dogrusal olarak azalir. Dusik monomer besleme hizlarinda,
konvektif akim terimlerinin etkisinin azalmasiyla difizyonun baskin olacagi
durumda reaktbre beslenen hemen hemen tim monomerin polimerize olarak

yuzeyde birikmesi mimkin olabilmektedir.

Basing plazma ortaminin yapisini dolayisiyla polimerizasyon hizi ve ylzeyde

biriken polimer yapisini etkileyen onemli bir parametredir. Elektriksel bosalim
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oncesi basing (Po) ile elektriksel bosalim sirasinda basing (Pg) birbirinden
farkhdir. Po Dbelirli bir akis miktarinda pompalama miktariyla orantilidir.
Pompalama miktari arttikga Po miktari diser. Gaz molekillerinin iyonizasyonu ve
hizi basinca bagl oldugundan Pg’nin degeri polimer birikim hizini ve polimerik

kaplamanin kimyasal yapisini etkiler.

Genellikle bogalim gucu arttikga polimer birikim miktari artar. Elektriksel bosalim
reaktor icinde tamamen gergeklestikten sonra ilave edilen voltajin serbest
radikallerin Uretimini artirmadigi, boyle durumlarda monomerin akis miktarinin,

polimer birikimini belirleyen parametre olarak 6nem kazandigi not edilmelidir.

Plazma polimerizasyonunda vyatigkin duruma ulagildiktan sonra, surenin
artmasiyla yalnizca kaplama kalinhginin arttigi, polimerizasyon hizi ve yuzeyde
biriken polimerin yigin yapisinda dénemli bir degisiklik olmadigi séylenebilir. ic
elektrot agikligr da plazma polimerizasyonun hizini etkileyen énemli bir faktordur.

ic elektrot acikh@i daraltildiginda (yiiksek elektron yogunlugu) hiz artmaktadir.

Gerek organik ve gerekse organo-metalik bilesiklerin plazma ile polimerlesme
mekanizmalari ve polimerlesme kinetikleri oldukga karigiktir.  Plazma
polimerizasyonunda polimer bir seri kompleks reaksiyonlar sonunda olugmaktadir.
Bu nedenle gerek polimer olusturma (ve depolanma) hizi gerekse olusan
polimerlerin cesitli 6zellikleri elektriksel bosalma ile ilgili ¢esitli kosullara baghdir.

Boylece deney degiskenleri arasinda yukarida detaylari aciklandigi Uzere;

1) Uygulanan elektriksel bosalma ile ilgili diger degiskenler (bosalmanin gucu,

frekansi, monomer basinci, monomer akis hizi)

2) Elektriksel bosalmanin uygulandi§i reaksiyon kabi (reaktor) ile ilgili
degiskenler (reaktor yatay boru ya da an seklinde ayrica monomerin giris ve

elektrotlara gore dagilis geometrisindeki farkhliklar)

3) Polimerin tzerine kaplandigi ortamin yeri sekli yapisi vb. gibi bazi unsurlar

rol oynamaktadir.

2.4.4. Plazma Polimerizasyonun Mekanizmasi
Genel olarak, materyal ylzeyleri ile disuk basingta meydana gelen yik bosalimi

plazmasinin reaksiyonlari U¢ baslik altinda 6zetlenmigtir [56];
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1)

2)

3)

Yuzey reaksiyonlari: Gaz fazinda bulunan turler ile yuzeydeki tarler

arasindaki reaksiyonlar ve sadece yuzeydeki turler arasindaki reaksiyonlar
yluzeyde sirasiyla fonksiyonel gruplar ve ¢capraz baglar olusturmaktadirlar.
Bu tdr reaksiyonlarin o6rnekleri, argon, amonyak, karbonmonoksit,
karbondioksit, flor, hidrojen, azot, azot dioksit, oksijen ve suyla

gerceklestirilen plazma islemlerini igermektedir.

Plazma polimerizasyonun: CHa, C2Hes, C2Fs ve CsFe gibi organik bir

monomerin polimerizasyon yoluyla materyal ylzeyinde ince bir film
olusumu plazma  polimerizasyon  prosesini  olusturur.  Plazma
polimerizasyon, gaz fazindaki turler arasindaki reaksiyonlari, gaz fazindaki
trler ile ylzeydeki turler arasindaki reaksiyonlari ve sadece yuzeydeki
turler arasindaki reaksiyonlari igermektedir. Plazma polimerizasyonun
mekanizmasi, gaz faz ve yuzeyde meydana gelen reaksiyonlarin her ikisini
de iceren polimerizasyon prosesinin karmagikhigi nedeniyle henlz yeterince
anlasilamamigtir. Ortamda mevcut olan cesitli reaktif gruplar (6rnegin,
iyonlar, serbest radikaller vs.) RF plazma polimerizasyon reaktériinde

monomerin polimerizasyonuna katkida bulunur.

Temizleme ve yizeyden kopmalar (etching): Bir materyal ylzeyinde

bulunan maddeler yuzeyden ugucu Urunler olusturulmak kosuluyla kimyasal
reaksiyonlar ile fiziksel kopmalar seklinde uzaklastirilirlar. Yuzeylerden
organik bulasilanin uzaklastirimasi igin oksijen iceren plazmalar

kullaniimaktadir.

Genel olarak plazma, yuksek sicakliklar kuvvetli elektriksel veya manyetik
alanlarin etkisinde olusur. Herhangi bir elektriksel bosalmanin plazma olarak
adlandirilabilmesi icin 6ncelikle ortamdaki pozitif ve negatif yik tasiyicilarinin
sayica birbirine esit olmalari kosulu gereklidir. Plazmada iyonlagsma derecesinin
10° ile 10 arasinda oldugu 6ne siirlilmektedir. Bu ise plazma ortaminda bulyik
Olcide elektronlarin bulunmasi demektir. Ayni calismada, plazmada serbest
radikal konsantrasyonunun iyonlara kiyasla, 10% - 10* defa daha fazla oldugu
belirtimektedir. Plazmada pozitif ve negatif yuk tagiyicilarinin birbirine egit olmalari

kosulu az sayidaki elektron ve pozitif iyonlarin sayica esit olmalari demektir.
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Plazma polimerizasyon, ‘plazma-uyarilmis ’'ve ‘plazma-hal’ polimerizasyonun
toplamini icerir. Monomerlerin, dogrudan polimere eklenmesi ile gergeklesen
polimerizasyona ‘plazma-uyarilmig’ polimerizasyon adi verilmektedir. Once
atomlarin birlesmesi ile ara urunlerin, daha sonra da son urinin olusmasi ile
gerceklesen polimerizasyon mekanizmasina ‘plazma hal’ polimerizasyon adi
verilmektedir. Plazma polimerizasyon her iki polimerizasyonun toplami seklinde

olusur.

2.5. Avidin biyotin etkilegimi

Avidin-biyotin etkilesimi, bircok protein ve nukleik asit tanimlamasi ve saflastirma
yontemlerinde kullaniimaktadir. isaretlenmis biyotinin kiiclik ve stabil olmasi,
avidin-biyotin etkilesimine imkan veren isaretli molekullerin diger molekullerle ¢ok
nadir girisimde bulunmasindan dolay! yuksek duyarhlikh deneylerin gelistiriimesi

amaciyla kullanilir.

Avidin, kus ve suUringen yumurtalarinda bulunan antibiyotik etkisi olduguna
inanilan biyotin-baglayan proteindir. 67000-68000 Dalton agirligina sahip tavuk
avidini genis bir pH ve sicaklik araliginda fonksiyonelligini ve stabilitesini koruyarak

her biri biyotin molekuline baglanabilen dort birimden olusmaktadir.

Biyotin canli batin hucrelerde az miktarda bulunan ve sitrik asit ¢gevrimi ve hucre
buyumesini de iceren bazi biyolojik prosesler igin kritik dnemi olan vitamindir.
2443 Dalton molekul agirligina sahip goreceli olarak kuguk bir molekul olan
biyotin, biyolojik aktivitesinde belirgin bir degisiklik olmadan birgcok molekul ve
proteinle birlegebilmektedir. Bu 6zelliginden dolayi biyolojik analitlerin tayininde ve
saflastirimasinda kullanilan bir ara¢c haline gelmistir. Bu islem icin dncelikle
molekul biyotinle etiketlenir, ardindan biyotin-baglayan immobilize proteinle

etkilesime sokularak molekulin saflagtiriimasi saglanir.

O

X

HN” “NH
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iy~ " COOH

Sekil 2.7. Biyotinin kimyasal yapisi
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Avidin-biyotin kompleksi protein ve ligand arasinda bilinen en gigli (Kd=101° M)
kovalent olmayan etkilesimdir. Avidin ve biyotin arasindaki bag c¢ok hizli
gercgeklesir ve bag olustuktan sonra pH, sicaklik, organik ¢ozuculer ve diger
yapisal bozulmaya neden olan ajanlardan etkilenmemektedir. Avidin ve biyotin bu
Ozelliklerinden dolayr bu molekullerden bir tanesiyle konjuge olan proteinlerin

tayininde veya saflastirmasinda oldukga kullanighdir.

’.-E L

Avidin Konjuge Biyotin Avidin- Biyotin Kompleksi
Sekil 2.8. Avidin-biyotin kompleksi

Biyotine karsi ylksek afinite godsteren avidin molekill, dért biyotin molekuli
baglama kapasitesine sahiptir (Sekil 2.8). Avidin ve biyotin arasindaki etkilesimin
gucu bu bagin kullanildigi uygulamalar etkileyebilir ¢glinkl avidin-biyotin bagini

kirmak icin gereken zorlu kosullar hedef proteini denatire edebilir.

2.6. Tez Caligmasinda Kullanilan Yuizey Analiz Yontemleri

2.6.1. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR-ATR)

Fransiz matematikgisi Sean Fourier ‘in (1786-1830) gelistirdigi ve Fourier trans-
formasyon (donugum) olarak adlandirilan bir matematiksel igsleme gore, bir dalga

hareketi basit sinis veya kosinusu ifadelerin toplamina tanimlanabilir.

infrared Absorpsiyon Spektroskopisi, diisiik enerjili infrared (IR) bélgedeki isinlarin
kullanildigi absorbsiyon spektroskopisidir. Belirli sartlara sahip molekuller IR 1ginini

absorplayarak molekul i¢i titresim enerji duzeyleri arasinda gegigler olur.

Molekullerdeki titresim frekanslarina uyan infrared fotolarinin dalga sayilari 4000 —
650 cm™ arasinda degisir. Bu degerle 15 um ile 2.5 uym dalga boyu araligina
kargilik gelirler.

Monokromotoérler yardimiyla dalga boylarini  secerek 6lgimdn  yapildidi

spektrofotometrelerde herhangi bir anda sadece secilen dalga boyundaki

spektroskopik bilgi toplanir. Ancak bazi spektrofotometrelerde 6zel yodntemler
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kullanilarak tum frekanstaki bilgiler ayni anda elde etmek mumkinddr. Bu tur
spektrofotometrelerde monokromotér bulunmaz. Bu sekilde gergeklestirilen
uygulamalarda spektrum frekans dlgeginde degdil zaman élgeginde elde edilir ve bu
spektruma interferogram denir. interferogram, adsorpsiyon spektrumunun Fourier
donusumudur. Elde edilen veri bir bilgisayar araciligi ile ters Fourier donusimu
alinarak frekans Olgegindeki bilgilere donusturulir. Bu sekilde gerceklestirilen IR

uygulamasi Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) adini alir [60], [61].

2.6.2. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) cok yuksek ¢ozundrlikli bir taramali kuvvet
mikroskobudur. Ulasiimis ¢6zinlrlik birkag nanometre &lgeginde olup optik
tekniklerden en az 1000 kat fazladir. AFM’nin énclli olan taramali tinelleme
mikroskobu 1980lerin basinda Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer IBM Research -
Zirin'te  gelistiriimis, arastirmacilara 1986 Nobel Oduli'nii  kazandirmigtir.
Sonrasinda Binnig, Quate ve Gerber 1986’da ilk atomik kuvvet mikroskobunu

gelistirdiler.

Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM), Taramali Prob Mikroskopisi grubu altinda yer
alan en taninmis yluzey inceleme tekniklerinden biridir. AFM, kantilever yayin
ucuna yerlestiriimis ornek yuUzeyini taramaya yarayan sivri bir tipten olusur.
Kantilever genellikle egrilik yaricapi nanometre mertebesinde olup silikon veya
silikon nitrattan yapilmigtir. Tip 6rnege yaklastirildiginda, tip ve 6rnek arasindaki

kuvvetler Hook Yasasina gore kantileverin bukilmesine sebep olur [62], [63].

Sistem temel olarak, birkac atomdan olusan bir ignenin piezoelektrik kontrol
elemanlar araciligi ile yuzeye c¢ok yakin olarak, incelenen yuzey Uzerinde Ug¢
boyutta hareket ettirilmesine dayanir. ignenin konumundaki bozulmalar bir lazer
1s191 tarafindan algilatilarak buyatalir. Boylece ince tipin yluzeydeki itme ve ¢cekme
kuvvetler ile seklinin bozulmasi ile ylzey topografyasi cikariimis olur. AFM

yardimiyla ylizey topografyasi nanometre seviyesinde belirlenir [64].
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Sekil 2.9. Atomik Kuvvet Mikroskopunun Sematik gosterimi
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3. MATERYAL VE METOD

Bu g¢alismanin temel amaci, QTF'’in sivi icinde kisa devre yapmasini engelleyerek,
bu sistemin kitle hassas biyosensorlerde kullaniimasinin oninu agacak yeni bir
platformun olusturuimasidir. QTF’in kisa devre yapmasini engellemek Uzere
kuvars ayar catalin ylzeyi plazma polimerizasyon (PlzP) ydntemiyle uygun bir
monomer kullanilarak yalitkan hale getirilecek ve bu yapi biyosensor

arastirmalarinda kullanilabilecektir.

Buradaki oncelikli amag¢ ylksek kalite faktérine sahip olan QTF’ in &lgim
hassasiyetini en az etkileyecek sekilde ve frekansini fazla distrmeden suya karsi
izolasyonunu saglayacak kaplamayi gerceklestirmektir. Bunu takiben biyomolekail

immobilize edebilecek bir yapiya kavusturulacaktir.

Sunulan calismayl 5 ana baslik altinda 6zetlemek mimkdndir. Bu asamalar

siraslyla;

1. Plazma polimerizasyon yontemiyle QTF bakir ylzeylerinin yalitkan hale

getirilmesi

2. Plazma polimerizasyon yontemiyle yilizeyde biyolojik ajan immobilize

etmek amaciyla fonksiyonel grup olusturulmasi

3. Yuzeydeki fonksiyonel gruplarin biyomolekll baglamasina uygun olacak

sekilde kimyasal aktivasyonunun gerceklestiriimesi
4. Taniyici tabakanin olusturulmasi

5. Biyosensorin sivi igerisinde hedef analit ile etkilestiriimesi ve

frekansindaki degisimin olcimi yapilarak performansinin belirlenmesi

Yukarida vurgulanan “kutle hassas biyosensorlerde kullanmak amaciyla
hazirlanan QTF platformun” performansinin test edilmesi dogrultusunda, sivi

avidin ¢oOzeltisi icinde biyotin ile etkilesimi model olarak segilmistir.

Plazma polimerizasyon yontemi ile izolasyon icin kullanilabilecek uygun bir
monomer ve bu monomeri islem sonunda QTF ylzeyinde yalitkan polimere

donulstlrecek plazma parametreleri (bosalim gug ve suresi) segilmistir.

Plazma polimerizasyon yontemi ile kaplanan ytzeylere biyoajan immobilize etmek
amaciyla ylizeyde amin grubu igeren fonksiyonel gruplar plazma polimerizasyon
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yontemiyle olusturulmus ve bu iglemi takiben %2,5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi
kullanilarak kimyasal aktivasyon gergeklestiriimigtir. Biyosensorun taniyici
tabakasinin olusturulmasi model tanima ajani olarak secilen ve avidin ile bag
yapma 0Ozelligi dolayisi ile birgok biyosensor ¢alismasinda model olarak kullanilan
biyotinin yliizeyde immobilizasyonu ile tamamlanmistir. Olusturulan taniyici tabaka
ile sivi icerisinde biyotin-avidin baglanmasinin yarattigi kutle degisimi frekans
degerlerindeki sapmanin Olgllmesiyle gerceklestiriimistir. Gelistirilen biyosensor,
ayni yontemlerin hekzan kaplama igcermeyen QTF’lerin ylzeyine uygulanarak

hazirlanan biyosensoriun performansi ile kargilastiriimistir.

Batin bu islemler sirasinda her basamakta Quartz Tuning Fork (QTF) frekans
Olcum sisteminden yararlanarak kuvars kristal yuzeylerine biriken kutle miktari
frekans degisimleriyle Olgllmuistir. Kristal ylUzeylerinde yapilan modifikasyon
islemlerinden sonra yuzey goérsel ve kimyasal olarak AFM ve FTIR-ATR ile

karakterize edilmigtir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Sunulan tez galismasinda, kuvars kristal ylzeylerine uygulanan hekzan, Merck
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Ylzeyde fonksiyonel grup olusturmak icin
uygulanan plazma polimerizasyon igsleminde Fluka firmasindan satin alinan
Ethylenediamine (Ethylenediamine, Mw= 57.09 g mol™) kullanilmigtir. Yizeylerin
kimyasal aktivasyonu gluteraldehit c¢ozeltisi (25%, Mw= 100,12 g mol™,
AppliChem, Almanya) ile yapilmistir. Sigma (Almanya) firmasindan satin alinan
biyotin ve avidinin birbirleriyle olan etkilesiminden yararlanarak sensoér denemeleri
gerceklestiriimistir. Calismalarda tampon c¢ozeltisi olarak NaCl iceren fosfat
tamponu tablet halde temin edilmis ve saf su icinde eriterek kullanilmigtir (Sigma,

Almanya). Tez ¢alismasinda kullanilan bitin kimyasallar analitik standartlardadir.

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallarin agik ve kapali molekul formdlleri

Cizelge 3.1 de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tez galismasinda kullanilan kimyasallarin acik ve kapali molekl

formalleri

Kimyasal Kapali Molekuil Formuli Acik Molekul Formuli
Pl
Hekzan CHs3(CH2)4CHs H—(IZ—cl:—cl:—<|:—<|:—(|:—H

H HHHHH
Ethylenediamine /\/NHZ

(EDA) C2Ha(NH2)2 H2N

O O

Gluteraldehit CsHsO> w
H H

3.2. METOD

3.2.1. Piezoelektrik Kuvars Kristal Malzemeler

Tez calismasinda hazirlanan kitle hassas sensor platformu igin gevirici olarak,
yuksek kalite faktori olan, kararh yapisi, dusik maliyeti, yiksek hassasiyeti ve
yuksek sicakliklarda piezoelektrik Ozelliklerini kaybetmemeleri nedeniyle 6ne
cikan, kuvars ayar catallari kullaniimistir. Piyasadan temin edilen Saronix-ecera
marka QTF ler bakir elektrotlu, rezonans frekansi 32768 Hz ve AT kesme tipindeki

kristaller tercih edilmistir.
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Sekil 3.13.2. Kuvars Ayar Catal ’in goruntisu

Cizelge 3.2. Kuvars Ayar Catall (QTF) 6zelikleri

Frekans Fo 32.768 kHz
Frekans toleransi 25°C +20ppm
Direng R 27T1KQ
Kalite Faktori (Vakum iginde) Q 61730
Kalite Faktori (Vakum Disinda) 10000

3.2.2. Plazma Polimerizasyon Yontemi
Kuvars ayar catali (QTF) temelli bir “kitle hassas biyosensor platformu’nun
hazirlanma igin plazma polimerizasyon yontemi ile QTF’in yuzeyindeki elektrotlarin

nanometre (nm) mertebesinde izolasyon tabakasi ile kaplanmasi amaglanmistir.

Bu islemi takiben biyomolekil baglayabilmesi icin ylzeylerde yine plazma
polimerizasyon yontemiyle amin gruplarn olusturulmustur. Bu amagcla, 6rnek
yuzeyler dusuk frekansh (40 kHz) plazma polimerizasyon sistemi (Pico, Diener
Electronics, Almanya) kullanilarak amin grubu iceren uygun bir monomer
varliginda yuk bosalimina tabi tutulmustur. PIzP sisteminin teknik Ozellikleri
Cizelge 3.3.‘de, sematik gérinima Sekil 3.2.°de verilmigtir.
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Sekil 3.3. Plazma polimerizasyon sisteminin sematik goruntisu

Cizelge 3.3. Plazma Polimerizasyon sisteminin teknik 6zellikleri

Kumanda dolabi G 550 mm, Y 330 mm, D 500 mm
Hucre @ 100 mm, L 270 mm
Hulcre hacmi 4-8 litre
Gaz girisi igneli valf (izerinden tek gaz kanal
Alternator 40 kHz, kademesiz
Vakum pompasi Leybold, Trivac D2,5B tipi (2,5 m3/h)
Kumanda Yari otomatik, zamanlayici Uzerinden iglem suresi

3.2.3. Plazma Sistemi Hazirlanmasi ve Parametrelerinin Belirlenmesi

Kitle hassas biyosensor platformunun taniyici tabakasini olusturmak amaciyla
oncelikle satin alinan QTF lerin yuzeyi hazirlanmigtir. Bunun igin iginde bulundugu
vakumdan cikarilarak 6nce saf su ardindan etanol iginde yikanarak temiz bir

ortamda kurumasi beklenmistir.

Plazma sisteminin hazir duruma getirmek amaciyla daha 6énceden temizlik amaci
ile 100 Watt bosalim gucinde ve 30 dakika islem suresinde etanol plazmasi

uygulanmig, ardindan 100 Watt bosalim gucinde ve 30 dakika islem suresinde
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oksijen plazmasi uygulanmistir. Plazma polimerizasyon yonteminde her kimyasal
veya monomer kullanildiktan sonra baska bir kimyasal veya monomere

gegcildiginde plazma sistemini arindirmak i¢in bu islem uygulanmistir.

Plazma Polimerizasyon Prosediri

= Ornekler plazma sisteminde bakir elektrotlarin ortasinda olacak sekilde
ornek sehpasi Uzerine yerlegtirilir ve reaktorin kapagi sizdirmazlik

saglanacak sekilde kapatilir.
» Vakum pompasi ¢aligtirilir ve reaktor igerisindeki basing dusuruldr.

= Reaktor icerisinde kalan oksijen ve azot atomlar gibi reaktiflerin

supurilmesi igin sistemden 10 dakika inert argon gazi gegirilir.
» Homojen plazmanin saglanabilmesi igin gerekli olan basing tekrar saglanir.
» Reaktor icerisine 10 dakika boyunca monomer ile beslenir.
= |stenilen gli¢ ve sure ayarlanarak jeneratdr calistirilir ve bosalim saglanir.

= |slem sonrasinda jeneratdr kapatilir ve reaktor icerisindeki polimer yiizeyine
tutunabilecek monomer ve radikal kalintilarini uzaklastirmak igin sistemden

5 dakika argon gazi gegirilir.

=  Son olarak ornekler 10 dakika vakum altinda tutulur ve cihazdan alinarak

analizler igin kapali kaplarda saklanir [65].

3.2.4. QTF Bakir Elektrotlarin PlzP Yontemi ile Yalitkan Hale Getirilmesi ve
Direng Olgumleri

Kuvars ayar catallarinin (QTF) bakir elektrotlarinin yalitkan hale getirilmesi igin,

yuzeyleri plazma polimerizasyon teknigi kullanilarak monomer ile kaplanmigtir.

Bu calismada kaplamada kullanmak istedigimiz monomerin, yalitkan 6zelliginin
yani sira, suda ¢ézinmeyen ve kararli bir yapida olmasi diger aranan ozellikler
arasinda yer almaktadir. Bu konuda yaptigimiz 6n galismalar sonucunda hekzan’a

karar verilerek hazirlanan yuzeylerde istenen sonug elde edilmigtir.
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Hekzan formualu (CeHis), dlz zincirli bir alkandir. Laboratuvarlarda yag ¢ozucu

olarak, ayrica sanayide organik ¢dzucu olarak kullaniimaktadir.

Alkanlar yapisinda bulunan hidrojen ve karbon atomlari birbirilerine kovalent
baglariyla bagldirlar. Bundan dolayi alkanlar polarliklari neredeyse yok denilecek
kadar az olan molekullerdir. Su polarlagsmis bir molekul oldugundan alkanlar suda

cbzinmezler.

DuslUk basing-dusik sicaklik, LF (40 kHz) plazma sistemi ile yaptigimiz 6n
denemelerde farkli PIzP parametreleri kullanarak 30, 65, 95 W bosalim gucu ve 5-
10-30 dakika, uygulama suresinde QTF bakir yuzeyleri kaplanmistir. Olusturulan
hekzan kaplamasindan sonra QTF’lerin direngleri, (UNI-TREND GROUP
LIMITED) marka UNI-T 70A model bir multimetre ile 1% NaCl co6zeltisi icinde

Olculmus ve uygun parametreler belirlenmigtir.

Sekil 3.4. UNI-TREND GROUP LIMITED marka UNI-T 70A model multimetrenin
goruntusu

3.2.5. Plazma Polimerizasyon Yontemi ile Yiizeyde Amin Grubu
Olusturulmasi

Bu asama ve bundan sonraki asamalarda sadece QTF’in ucundaki kuvars

yuzeyinin kaplanmasi gerekmektedir, ¢ciinki her tarafi kaplandigi zaman kristalin

titresimlerini engelleyerek piezoelektrik 6zelligini kaybetmesine neden olmaktadir.

Ayrica, fazla yik birikimi nedeniyle frekansi ve bunu takiben kalite faktorini

olumsuz yonde etkileyerek istedigimiz sonuca ulasmamizi engellemektedir.
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Polimer kapli kuvars ayar c¢atal yuzeylerinde amin grubu olusturmak amaciyla
etilendiamin (EDA) monomeri ile 50, 30, 22 Watt bosalim gugclerinde ve 1, 5, 10

dakika islem surelerinde plazma polimerizasyon uygulanmistir. Bunun igin drnekler

hazneye yerlestirildikten sonra reaktér kapagi kapatilip 10 dk 1.21° *mbar vakum
uygulanmigtir. Reaktor icerisindeki basing disene kadar beklendikten sonra
sisteme baglanan monomer, 10 dakika boyunca reaktdr beslenerek reaktor
icerisinin tamamen monomer buhari ile dolmasi saglanmigtir. Sire sonunda
jeneratdr devreye sokularak belirlenen parametrelerde yuzey modifikasyonu
gerceklestiriimistir. Sistemden inert gaz olarak 5 dakika boyunca argon gazi
gegirilip 6rnekler vakum ortaminda 10 dakika daha bekletildikten sonra reaktérden
cikartilmistir.  Kutle hassas biyosensor platformu hazirlamak amaciyla
performansindaki degisimi karsilastirmak igin, standart islem gérmemis bir grup

QTF bu kademeden itibaren paralel olarak, tim calismalarda modifiye edilmistir.

Sekil 3.5. Plazma polimerizasyon sistemin gorintisu

3.2.6. Yuzeyin Kimyasal Aktivasyonu

Kuvars ayar catallarin, kristal ylzeyinde olusturulan amin gruplarini, biyolojik
ajanin (antibadi, DNA segmenti, aptamer vs.) baglanabilecegi bir fonksiyonellik
kazandirmak amaci ile kimyasal aktivasyon islemi gerceklestiriimigtir. Bu amagla
onceki calismalarimiz g6z ©Oninde bulundurularak pH 7.4 fosfat tamponu
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(Na2HPO4.2H20/KH2POa4) igerisinde hazirlanmis % 2.5 (v/v) lik gluteraldehit
¢Ozeltisi kullaniimigtir [22], [66]-[67]. Serbest amin uglari ile gluteraldehit 'in aldehit

uclari reaksiyona girerek sift baz reaksiyonu ile baglanmaktadir [68].

Kimyasal aktivasyon surekli ve kesikli olmak tzere iki yontemle yapilabilmektedir.
Kesikli yontemde; %2.5 (v/v) gluteraldehit c¢ozeltisi QTF’in kuvars ylzeyine
damlatilir, 2 saat bekletildikten sonra deiyonize su ve tampon ¢ozeltiyle 1 dakika
boyunca yikanir. Surekli ydontemde ise; akis ortaminda dengeye gelen sisteme
%2.5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ayni akis hizinda ortama enjekte edilir ve
ardindan 2 saat sureyle akis hucresinden tampon ¢ozelti gegirilir. Bu tez

kapsaminda kimyasal aktivasyon igin kesikli ydontem segilmistir.

Plazma Polimerizasyon —NH;:
-
NH ——NH;
M INH2
T
- n " -
Hekzan Kapli QTF Monomer Plazma Polimerizasyonu

ile modifye edilmis QTF

H H
—NH; Glutararldehit Aktivasyonu  fI—N\AA,
- H
—NH; o o Ao
M e
H R 'xH
Plazma Polimerizasyon ile Glutaraldehit Aktivate edilimis QTF

amino grubu olusturimasi

Sekil 3.6. Kimyasal aktivasyon tepkime asamalari

3.2.7. Taniyici Tabakanin Olugturulmasi

Yuzeyi kimyasal aktivasyonla biyolojik ajan tutuklamaya hazir hale getirilen kuvars
kristallerin Uzerine model olarak secilen biyotin immobilize edilmistir. Bu nedenle,
pH 7.4 tampon ¢ozelti ile 0.1-1 mg/ml* lik hazirlanan biyotin ¢ozeltisinden iki ayr
grup QTF (hekzan kapli ve kapli olmayan) 40 pl damlatiimig ve 37 °C’de bir gece
su banyosunda bekletilmistir. Tampon ve saf suyla yikanan ylzeyler kuruduktan

sonra frekans olcumleri alinip sensér denemeleri i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.8. Biyosensor Performansinin Belirlenmesi
Kltle hassas biyosensorin platformunu olusturan QTF’ler 1Tmg/ml avidin ¢ozeltisi

icerisinde 1 saat bekletilmis ve ¢ozelti igerisinde frekans dederleri dlgiimustdr.

Hekzan kaplama ile QTF platformun kitle hassas biyosensorlerde
kullanilabilmesine yonelik olan bu c¢alismada, hekzan kaplamanin etkisini
kargilastirmak amaci ile hekzan kaplama icermeyen QTF ylzeyler, ayni
parametrelerde plazma polimerizasyon, kimyasal aktivasyon, taniyici tabakanin
olusturuimasi ve avidin etkilesimi asamalarindan gegirilerek biyosensor

hazirlanmis ve frekans deg@erleri dlgulmustar.

Sunulan tezin temel amacina ydnelik olarak, QTF’in sivi i¢inde kisa devre
yapmadan kitle hassas biyosensotrlerde kullanilabilmesi amaciyla yapilan

calismalarin basamaklari sematik olarak Sekil 3.6.’de verilmistir.

Hekzan Kaplama EDA Kaplama
LY
\/wwwlll 0
\ 30W-5dk | 30W-30dk | (60W -10dk | (90W S5dk | (30W - 30dk 50W - 5dk 30W - 5dk 22W - 5dk 22W - 1dk
Plazma
30W -10dk | (60W-5dk | (60W -30dk  (90W - 10dk 50W - 1dk 30W - 1dk

Polimerizasyon

NH,
\/ Kuvars Ayar Catal (QTF) Hekzan Kaplama b Amino Grubu Olugturma NH;
QTF"lerin Yiizey = > = S NH,
Modifikasyonu g I
/4
—N=CH —(CHz): COH
\/ NH2 9% 2.5 (viv) Gluteraldehit Cozeltisi (CHz)s
NH: = S _N=CH —(CHz): COH
Ki I
e NH2 pH 7.4 fosfat tampon ¢bzeltisi igerlisinde —N=CH —(CHz): COH

L

|
X

Aktivasyon
4
. LI \ — Py,
. = 1 | x\ o | | 31"-E+
1 mg/ml Avidin ¢bzeltisi ' "I- ] 31,_5+ ]

Sekil 3.7. QTF kitle hassas biyosensoérin yapilan galigmalarin basamaklarin
sematik goruntusu
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3.2.9. Modifiye Edilmig Kuvars Kristallerin Karakterizasyonu

3.2.9.1. FTIR-ATR Spektroskopisi

Yuzeylerin kimyasal yapilari Fourier transform infrared spektroskopisi (Perkin
Elmer Spektrum 100 FTIR, ABD) kullaniimistir.

Kuvars spektrumunun modifiye yluzeylerde olusan kimyasal gruplara ait bantlari
maskelemesi nedeniyle spektrumlar; bos kuvars kristal ylzeyinin, PlzP modifiye
edilmig, biyotin tutuklanmig kuvars kristal yuzeylerinden ¢ikartilmasi ile elde
edilmistir. Bu iglem cihaza ait yazilim kullanilarak gerceklestirilmigtir.

3.2.9.2. AFM Goruntilemesi
QTF lerin, hekzan kaplama sonrasi, yuzeylere biyotin tutuklandiktan sonra ytzeyin
fiziksel karakterizasyonu Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ezAFM CONTROLLER

cihazi kullanilarak elde edilmigtir.

‘ / .%y.

Sekil 3.7. Kullanilan AFM sistemin goruntisu
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3.2.9.3. Frekans Ol¢umleri

QTF’lerin hekzan kaplama, fonksiyonel grup olusturma, kimyasal aktivasyon,

taniyici tabaka olusturma asamalarindan sonra frekans o&lgimleri alinarak

kaydedilmistir. Frekans oOlgimleri Asensis PnP AFM ile olgulmustar. Calismada

cihazin rezonans ekrani kullaniimigtir.

Cizelge 3.4. PnP AFM ozellikleri

PnP AFM
Tarama alani 16umX16um
Z-range 5um
Z ¢O6zunurlugu 1 nm
XY ¢ozunarlugu 3.9 nm

Ekranin galigma parametreleri

Tarama arahgi 0-3 MHz
Arttirma ¢ozunarlugu 0.01 Hz
Genlik arahgi 0-4095 mV
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismanin amaci; kuvars ayar c¢atali (QTF) temelli bir kiitle hassas biyosensoér
platformu’nun hazirlanmasidir. Daha 6nceki bolumlerde de detayli olarak
vurgulandigi gibi, kristalinin yuzeyinde bakir elektrotlar iceren ve sivi igerisinde
kisa devre yapma olasiligli olan QTF yapilarin iletken sivi veya ¢ozelti bulunan
ortamlarda yalitkanlastiriimasinin gerekliligi, QTF’in biyosensor i¢in gevirici olarak
kullanilmasinda en onemli problem olarak kargsimiza g¢ikmaktadir. Bu hedefin
gerceklestirilebilmesi icin piyasadan temin edilen QTF’lerin ylzeyindeki elektrotlar
plazma polimerizasyon (PIzP) yontemi ile monomer olarak hekzan kullanilarak
nanometre (nm) mertebesinde bir film olusturuimasi sonucu yalitkan hale
getirilmistir. Bu yuzeylere, taniyici tabakanin olusturulabilmesi i¢in yine plazma
polimerizasyon yontemi kullanarak fonksiyonel gruplar baglanmis, ardindan bu
gruplarin kimyasal aktivasyonu yapilmistir. Bu aktivasyon islemi sonrasinda
yuzeye taniyici biyoajan olarak biyotin baglanmasi gercgeklestirilerek “avidin igin
biyosensor” hazir hale getirilmistir. Bu biyosensor, farkli avidin derisimlerindeki
cOzeltilerle etkilestirilerek biyosensorin sivi iginde frekans performansi olgiimus
ve kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Plazma polimerizasyonu ve sonrasindaki
asamalar hekzan kaplama igermeyen yuzeyler icin tekrarlanarak, performanslari
karsilastinimistir. Kristal yluzey Uzerinde yapilan modifikasyon islemleri sonucu
elde edilen degisimlerin izlenmesi amaciyla kuvars ayar catal sistemlerinde
frekans olgumleri ile ylzeydeki kiutle degisimleri saptanmistir. Frekans dlgumlerine
paralel olarak yizeyin fiziksel ve kimyasal yapisini tanimlamak Uzere cesitli

karakterizasyon ¢alismalari yapiimigtir.

Materyal ve metot bolimunde bes basamak ile 6zetlenen bu tez c¢alismasinda,
yluzey modifikasyon basamaklarinda alinan sonuglar ile hazirlanan kitle hassas

biyosensor platformun performansi bu bélumde sunulmustur.
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4.1. Plazma Polimerizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu ve QTF
Yuzeyinin lIzolasyonu

Kltle hassas biyosensor uygulamalarinda, genellikle gevirici olarak piezoelektrik
kuvars kristaller kullaniimaktadir. Calismamizda 32768 Hz’ lik, 8.0x3.0 mm

capinda bakir elektrotlu AT-kesim QTF kullaniimistir.

Frekans olcuimleri Asensis PnP AFM ile olgctiimuastir. Calismada cihazin rezonans
ekrani kullanilmigtir. Herhangi bir islem gérmemis, standart bir QTF’in normalde
gOstermesi gereken rezonans frekansi Sekil 4.1'de verilmistir [39]. Geligtirme
asamasinda olan bir yazihm sistemine sahip bu cihazin en yuksek genlik degeri 5
mV olmasi nedeniyle QTF’in genlik gdstergesi Olcim araliginin disinda

kalmaktadir.

10000
8000

6000 T

o __ r'tm_..

0 ; 1 ) 1 ) I . I
32200 32400 32600 32800 33000

Sekil 4.1. Standart QTF rezonans frekans goruntisi

Gelistiriimekte olan yazilimin  verdigi degerler Uzerinden kalite faktorl
hesaplanamamaktadir ancak gerektiinde bu deger Q faktori denklemi

yorumlanarak degerlendirebilir.
Kalite faktoru, asagidaki esitlik ile agiklanabilir. Bu esitlikte:
fo: Kristalin rezonans frekansi (Hz)

Af: Olgulen frekans kaymasi (iki yari glic noktasi arasindaki frekans farki)
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Af

A J

fi Vi

Q= g_f ; Esitliktende anlasildigy gibi Af arttikga kalite faktori dismektedir.

Bu calismada QTF Uzerindeki kutle birikimi, bu birikim sonuncu olusan frekans

degisimleri Gzerinden degerlendirilecektir.

QTF lerin izolasyon amaglh yuzey islemlerinden yani PlzP-(hekzan) filmi ile
kaplamadan 6nceki frekansi Fo=32788 Hz (Sekil 4.2) olarak kaydedilmis ve direnci
R=27.1 KQ olarak olgulmusgtir.

Rezonans egrisi

5 — .
4 I
= 3 ]
X<
=
& 2 4
14
o s : — ——t— : ——t
1] H] 100 150 200 25D 300 35D
Frekans (Hz)
Parametreler
Vz Referans: 400 Yaz
Bipolar Ref: 4054

Rezonans Parametreler
Rezonans Frekansi: 32788 Hz
Genlilc: 4 0595 m

Sekil 4.2. islem gérmemis QTF’in frekans goriintiisi
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QTF yulzeyleri plazma igslemi 6ncesi etanol ve saf su ile temizlenmistir. Bu
yuzeylerin FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.3’de verilmistir. Kuvars kristalde var olan
silisyum oksite (SiO2) ait gerilim pikleri 900-750 cm™ araliklarinda olduklarindan

dolayi eksen disi kalarak gézlenmemistir (Sekil 4.3).

100.5
100
99.5
929
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97
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Sekil 4.3. islem gérmemis kristal ylizeyin FTIR-ATR spektrumu

QTF’in plazma polimerizasyon yontemi ile farkh parametrelerde yapilan

kaplamalar sonrasinda elde edilen direng sonugclari degerlendirilmigtir.

Bu degerlendirme sonucunda, en yuksek direng, 30W ve 30 dk hekzan
monomerinin kullanilarak islem goren yuzeyde gdézlenmis ve bu parametreler

bundan sonraki ¢alismalarda kullaniimak Uzere segilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. PIzP yontemiyle hekzan kaplamada denenmis parametreler

Zaman
Gig 5 10 30
30 30KQ - 1MQ 30KQ - 10MQ 20MQ - 2000MQ
60 1KQ - 20KQ 1KQ - 50KQ 1KQ - 30MQ
90 1KQ - 10KQ 1KQ - 20KQ 1KQ - 25KQ
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Kaplama sonucunda QTF’in baglangigtaki direnci R=27.1 KQ olarak ol¢ultrken,
islem sonrasi direng 2000 MQ olacak sekilde degismistir ve yuzeyin yalitkan hale
geldigi goértlmustar (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. UNI-T 70A model multimetre ile ylzey direncinin élgimu

Plazma polimerizasyon ile hekzan kaplama sonrasinda yizeyler AFM goéruntileri
ile karakterize edilmistir. AFM goérintlisunde de goruldigu Gzere homojen ve ince
bir kaplama elde edilmigtir. (Sekil 4.5.). Ayrica hekzan kaplama 6ncesi yuzey AFM
ile taranmig ve ilgili gorselde hekzan kapli olan ve olmayan yuzeylerin

kargilastirmasi yapiimigtir.
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Sekil 4.5. QTF yizeylerinin AFM gorintisiu a) bos yuzey b) Hekzan kapli ylizey
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QTF’in baslangigtaki 32788 Hz olarak olgulen rezonans frekansi, kaplama
sonrasinda 32763 Hz olarak olguimustur (Sekil 4.6.). Plazma polimerizasyon
yontemi ile yaptigimiz kaplama sonucunda genlikte bir disme olmadigi gibi
rezonans frekansinda sadece 25 Hz kadar bir disls gozlenmistir. Bu veriler

ylzeyde ince bir tabakanin olusturuldugunu gostermektedir.

Rezonans egrisi

7] —— — — — T —

Gerlik [V)

0 R 100 150 200 25D 300 350
Frekans [Hz}

Farametreler
Wz Referans: 400 Yaz
Bipolar Ref: 4054

Rezonans Parametreled
Rezonans Frekansi: 32763 Hz
Genlilc; 405 mV

Sekil 4.6. QTF yuzeylerin (30W-30dk) PIzP ile hekzan kaplanmasi
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Sekil 4.7. Hekzan kaplanan kristal ylizeyin FTIR-ATR spektrumu

Sekil 4.7.’de plazma polimerizasyon (PIzP) yontemiyle hekzan kapladigimiz
yuzeylerde olugan kimyasal gruplarin FTIR-ATR spektrumlari gorilmektedir. 2960-
2850 cm™ arasinda gozlenen titresim bandi C-H gruplarindaki gerilmesini
tanimlamaktadir. 1661-1555 cm™ dalga boylari CHs ve 1472 cm™ dalga boylari
CHe: titresimlerin gostergesidir. PIzP isleminde elde edilen kaplamanin homojen
oldugu, elde edilen FTIR-ATR spektrumunda, hekzan yapisindan kaynaklanan ve

beklenen piklerin disinda baska bir pik gézlenmemesinden anlasiimaktadir.

Farkli surelerde yapilan kaplamalar sonucunda, 20 dakikadan duasuk surelerde
kaplama uygulandiginda istedigimiz diren¢g degerini elde edemedigimiz gibi
rezonans frekanslarinda herhangi bir degisiklik gérilmemistir.

Plazma polimerizasyon ile 30W-5dk yaptigimiz kaplamada R=90KQ araldinda bir

direng olctlmustur ve baslangi¢ frekansi 32788 Hz' den 6 HZ’ lik digus gorilerek
32782 Hz olarak dlgulmastir (Sekil 4.8.).
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PlzP ile 20 dakikadan uzun sitrede kaplama yapildiginda ylzeydeki polimer
birikiminin daha da artmasi beklendiginden, bu durum rezonans frekans ve genlik
deg@erindeki dusus ile gosterilmigtir. PlzP ile (30W-40dk) yizeylere kaplama
yapilmasi sonucunda ylzeyde fazla kitle birikimi dlmustlr ve baslangigtaki 5.0
mV olarak alinan genlik 1.5 mV olarak goériimustir. Ayni zamanda baslangi¢
frekansi 32784 Hz' den 32517 Hz deg@erine dusmustur (Sekil 4.9.a). PlzP ile (30W-
50dk) yapilan hekzan kaplamada daha fazla kltle birikimi sonucunda genlik 0.53

mV olarak Olcllmustir ve frekans degeri 32174 Hz olarak gorUlmustir (Sekil

Rezonans egrisi
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Sekil 4.8. PIzP ile (30W-5dk ) hekzan kaplama
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Sekil 4.9. (a) 30W-40dk yapilan hekzan kaplama (b) 30W-50dk yapilan kaplama
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QTF’ler yuzeyine PlzP ile ylksek bosallm gucunde kaplama yapildiginda
yuzeydeki polimer birikimi fazla oldugundan, rezonans frekans ve genlik degerinde
dusus gorulmastir. Ayni zamanda yuksek bosalim guicl nedeniyle QTF yapisina

zarar vererek titresimlerinde problem oldugu gézlenmistir.

PlzP ile (60W-30dk) yuzeylere kaplama yapilmigtir. Yuzeyde fazla kitle birikimi
olusumu sonucunda basglangigtaki 5.0 mV olarak alinan genlik 1.8 mV olarak
gorulmustir. Ayni zamanda baslangi¢ rezonans frekansi 32787 Hz' den 31917 Hz
olarak ol¢ulmustir (Sekil 4.10.a). PIzP ile (90W-30dk) yapilan hekzan kaplamada
daha fazla kutle birikimi sonucunda genlik 0.72 mV olarak olgulmustur ve frekans
degeri 29600 Hz olarak gorulmustar (Sekil 4.10.b).

Rezonans egrisi (a) Rezonans egrisi (b)
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Sekil 4.10. (a) 60W-30dk yapilan hekzan kaplama (b) 90W-30dk yapilan kaplama

Yuksek bosalim gicu ve uzun surede yapilan hekzan kaplamlarin sonuglari

Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Yuksek bosalim gucu (=30 W) ve 20 dakikadan uzun surede yapilan

hekzan kaplamlari

PlzP-(hekzan) f1(H2) f2 (H2) Af (Hz) AMag (mV)
(30W - 40dk) 32784 32517 267 15
(30W -— 50dk) 32780 32174 614 0.53
(60W - 30dk) 32787 31917 870 1.8
(90W - 30dk) 32782 29600 3182 0.72
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4.2. Yuzeylerde Amin Grubu Olusturulmasi

PlzP-(hekzan) ile kaplanarak izole hale getirilen kuvars ayar catal ylzeylerinde
biyosensorin taniyici tabakasini olusturmak amaci ile kullanilacak biyolojik
molekdillerin immobilize edilecegi amin grubunu olusturmak Uzere etilendiamin
(EDA) monomeri kullanilarak 50, 30, 22 Watt bosalim guglerinde ve 1, 5, 10

dakika iglem surelerinde plazma polimerizasyonu uygulanmigtir.

Cizelge 4.3. PlzP yontemiyle EDA kaplama parametreleri

PIzP f1(Hz) f2 (Hz) Af (Hz)
(22W - 1dk) 32763 32747 16
(22W - 5dk) 32761 32269 492
(22W - 10dk) 32757 31053 1704
(30W - 1dk) 32764 32358 406
(30W - 5dk) 32759 30956 1803
(30W - 10dk) 32760 29481 3279
(50W - 1dk) 32756 29315 3441
(50W - 5dk) 32765 28263 4502
(50W - 10dk) 32753 26385 6368

Cizelge 4.3. te farkli parametrelerde modifiye edilen yilzeylerdeki frekans
degisimlerini vermektedir. Bu sonuglar degerlendirilerek QTF’lerin frekansini en az
etkileyen parametreler secilerek uygulama yapilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda, ylzeyde amin grubu olusturmak amaciyla 22 W bosalim glictiinde ve 1

dk suredeki plazma uygulamasi en optimum kosul olarak segilmistir.

Yuzeydeki kitle birikimi rezonans frekans OlgUmleriyle desteklenmistir.
Baslangigtaki QTF frekansi 32788 Hz ve hekzan kaplandiktan sonra 32763 Hz
olarak Olgllen rezonans frekansi EDA kapladiktan sonraki frekansi 32747 Hz
deg@erine dusmustir (Sekil 4.11.).

EDA birikimi ile ilgili bu basamak calismada, genlik degerinde ki degisimin en
dusuk oldugu 22W/1dk parametrelerindeki kaplama 16 Hz degisime sebep olmus

ve optimum olarak secilmistir. Bu parametrelerdeki kaplama kalinhginin ve amin

grubu yogunlugunun QTF’in performansini etkilemeyecegi disunulmustar.
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Sekil 4.11. Yluzeylere PIzP ile etilendiamin kaplanmasi

Ayrica, FTIR-ATR ile elde edilen kimyasal karakterizasyon sonuglariyla yuzeyde
amin grubu ulusturuldugunu desteklemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. QTF yizeyinin PlzP ile amin grubu olusturulmasi sonrasi FTIR-ATR

spektrumu
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FTIR-ATR spektrumda 1636 cm de gdzlenen belirgin ve genis pik, amin grubuna
ait gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 2923 ve 2865 cm™ civarinda
gozlenen pikler alt yapidaki PlzP-(hekzan) yapiya ait kaplamadaki CH gruplarinin

titresimleri olarak isaretlenmiglerdir.

4.3. Ylzeyin Kimyasal Aktivasyonu

QTF yuzeyinde plazma polimerizasyon teknidi ile olusturulan amin gruplarin
aktivasyonu gluteraldehit ¢ozeltisi ile yapilmistir, bu sekilde biyolojik ajanin
baglanabilecedi fonksiyonel gruplara donusturaimustur. Yuzeyde artan kutle
miktari frekans sapmalarinda gozlenmis ayrica FTIR-ATR spektrumu sonuglarinda

da tespit edilmistir.

EDA kapladiktan sonra 32747 Hz olarak olcilen QTF’in frekansi kimyasal
aktivasyon sonrasi 32718 Hz olarak olgulmustar (Sekil 4.13.). QTF frekansindaki
29 HZ'lik disus ve ayni zamanda genlik 5.0 mV’ dan 4.3 mV’ a dusmesi biriken

kitlenin gostergesidir.

Rezonans egrisi
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Sekil 4.13. YUzeylerin gluteraldehit ile kimyasal aktivasyon sonrasi
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Sekil 4.14. Yiuzeyin gluteraldehit aktivasyonu sonrasi FTIR-ATR spektrumu

Yilzeylerin gluteraldehit ile aktivasyonu sonrasi, 3500-2900 cm™ absorbsiyon
bolgesindeki spektrumun genisledigi gozlenmigtir. Kimyasal aktivasyon sonrasi,
gluteraldehit ‘in kimyasal yapisi nedeniyle hidroksil gruplarinin artmasi
beklenmektedir. Bu yuzden bu bodlgedeki pik genislemesi, kimyasal aktivasyonla
birlikte, hidroksil gruplarinin artmasiyla agiklanmaktadir. 1635 cm amin gruplarina
ait pikler, 2800-3000 cm™? bodlgesinde olusan CH piklerinin gelismesi, hem
hekzanin olusturdugu CH piklerini hem de gluteraldehit ile ylizeye kazandirilan CH
baglarini kanitlamaktadir (Sekil 4.14.).

4.4. Taniyici Tabakanin Olusturulmasi
Aktif aldehit grubu iceren QTF yilzeylere, model biyomolekil olarak secilen biyotin
immobilize edilmis ve “avidin” igin hazirlanan biyosensdre ait taniyici tabaka

olusturulmustur. islem sonucu AFM goriintiisii ile takip edilmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Biyotin immobilize edilmis yuzeyin AFM goruntusu

islem sonrasinda frekans élciimleri alinmis ve kimyasal aktivasyon sonrasi dlgiilen
rezonans frekans degeri 32718 Hz den kutle birikimi sonucunda 32652 Hz’e inerek
degisim gozlemlenmistir. Ayni zamanda genlik 4.3 mV’ dan 4.2 mV’' a inmesi

yuzeyde kutle birikimini gostermistir (Sekil 4.16.).

Rezonans egrisi
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Sekil 4.16. Biyotin immobilizasyon sonrasi frekans olgimleri
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Sekil 4.17. QTF yuzeyinin biyotin immobilizasyonu sonrasi FTIR-ATR spektrumu

Yuzey Uzerinde biyotin immobilizasyonu sonrasi FTIR-ATR spektrumu Sekil
4.17.’da gorilmektedir. 2800-2900 cm™ bdlgesinde olusan CH piklerinin gelismesi,
hem hekzanin olusturdugu CH piklerini hem de gluteraldehit ile ylzeye
kazandirilan CH baglarini kanitlamaktadir. Ayrica, 1617 cm™ dalga boyundaki
amin gruplarina ait pikler, 3432 cm™ dalga boyundaki NH gerilme titresimine,
2910 cm™ dalga boyundaki pikler OH grubunun gerilme titresimine ve 1754 cm™

dalga boyundaki pikler C=0 gerilme titresimine aittir ve biyotin varligina isarettir
[69].

4.5. Hazirlanan Biyosensoriin Performansinin Belirlenmesi
QTF ylzeyinin biyotin immobilizasyonu sonrasi olusturulan taniyici tabakasinin
frekans Olcumu alindiktan sonra, QTF’ler avidin ¢ozeltisi icerisinde 1 saat

bekletilmis (Sekil 4.18.) ve avidin ¢ozelti icerisinde frekans degerleri dl¢culmustur
(Sekil 4.19.).
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Sekil 4.18. a) Biyotin immobilizasyonu b) Avidin ¢ozeltisinin iginde alinan frekans
Olgtimlerinin goruntusu
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Sekil 4.19.YlUzeylerin avidin ¢ozelti icerisinde frekans dlguimiu
Biyotin immobilize edildikten sonra dlgulen QTF frekanslari 32652 Hz'den 32416
HzZ’'e kadar duasmustar. 1 mg/mL derigsimindeki avidin ¢ozeltisi i¢cinde alinan
rezonans frekansi 236 HZ'lik bir degisime, ve genlik degerinde 4.2 mV’ dan 4.1

mV’ a dugsme QTF Uzerindeki kutle birikiminin gostergesidir.
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Bu sonugtan sonra, biyosensor ylzeyinde avidin birikiminin oldugu ve biyotin ile

bag olusturdugu anlasiimistir.

Hekzan kaplama ile yalitkan hale getirilerek QTF temelli bir kitle hassas
biyosensor platformu’nun hazirlanmasinin frekans performansinin gelistirimesine
yonelik olan bu calismada, hekzan kaplamanin etkisini gostermek amaci ile
hekzan kaplama yapilmayan QTF yuzeyler, plazma polimerizasyon ile EDA
kaplanmigtir. Gluteraldehit ile amin gruplarinin aktivasyonunun ardindan biyotin
immobilize ederek taniyici tabaka olusturulmus ve olculen frekans degerleri
hekzan kaplanan QTF’lerin frekans degerleri ile hemen hemen ayni oldugu
izlenmistir. Son olarak avidin ¢oOzeltisi ile etkilestirildiginde QTF’lerde kisa devre
olusumu gozlenmistir (Sekil 4.20.). Bu g¢alismanin sonucunda plazma
polimerizasyon ile gerceklestirien hekzan kaplamanin QTF’lerde kisa devreyi
engelledigi, bdylece QTF‘lerin biyosensor ¢galismalarinda kullanila bilirliginin uygun

oldugu gosterilmisgtir.
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Sekil 4.20. Hekzan kaplanmayan QTF’lerin avidin ¢dzeltisi iginde alinan frekans

Olcimleri
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4.6. Kalibrasyon Dogrusunun Olusturulmasi

QTF temelli kitle hassas biyosensor platformu’nun hazirlanmasi amaciyla kuvars
ayar catali yuzeylerin her bir kademede modifikasyonunu igeren c¢alismalar
gerceklestiriimistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, tUm asamalar igin optimum
kabul edilebilecek parametreler kullanilarak, c¢alismanin son asamasi olan
kalibrasyon egrisi gizilmigtir.

Bu asamaya kadar gerceklesen calismalardaki “optimum kosullar” ve kuvars

uzerinde yarattigi kutle birikimi, frekans sapma degerleri, Cizelge 4.4" te verilmistir.

Cizelge 4.4. Biyotin-Avidin kutle hassas biyosensor platformunun Kalibrasyon
Egdrisinin elde edilmesinde kullanilan asamalar, amaci, optimum c¢alisma kosullari
ve frekans sapma degerleri (Hz)

Plazma Plazma Gluteraldehit Biyotin

polimerizasyon polimerizasyon aktivasyonu immobilizasyonu
Hekzan kaplayarak Yuzeyde biyomolekiil . . . “Avidin” takibine yonelik
TR P . - Yizey-biyomolekl .

¢ozelti igerisinde kisa | immobilizasyonu amaci . kutle hassas
] : arasindaki kovalent ; .o
devre yapmasini ile amin grubu 9 biyosensoérin taniyici
bagin olusturulmasi
engellemek olusturmak tabakasini olusturmak

Monomer: Etilendiamin e D

Monomer: Hekzan (EDA) Gluteraldehit 1.0 mg/ml pH 7.4 PBS
Frekans: 40 MHz (LF) Frekans: 40 MHz (LF) %2.5 (v/iv) pH 7.4 tampon ¢ozeltide
Uygulanan gig: 30 W ’ . PBS tampon Etkilesim kosullari: 37°C

2 Uygulanan gii¢: 22 W e .
Uygulama siiresi: 30 dk S ¢cozeltide Su banyosu igcinde 20
Uygulama siresi: 1 dk saat
1745 43+3 26+2 50+7

Cizelgede belirtildigi Gzere her asama sonrasinda kuvars malzeme uzerindeki
kutle birikimi artmistir. Bu gelismelerin sonucunda hazirlanan “taniyici tabaka”,
farkh avidin ¢ozelti derisimleri ile etkilestirilerek, kutle hassas biyosensorin
performansi elde edilmis ve avidin derigsimine kargi biyosensorin performansi
frekans sapmalari Olgulerek “kalibrasyon egrisi” hazirlanmistir ve Sekil 4.21 de

sunulmustur.
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Sekil 4.21. Biyotin-avidin kitle hassas biyosensorlerin kalibrasyon egrileri

Cesitli avidin derisimlerine karsi farkli frekans kayma degerleri igeren, gizilen
kalibrasyon egrisi en yuksek derisimi 1 mg/ml olan degeri ve elde edilen regresyon

katsayllari  0.9809 olarak bulunmustur. Bu biyosensoriin  hassasiyeti

(Hz)
1mg avidin/ml

227 bulunmustur.

QTF temelli kitle hassas biyosensor platformunun yuzeyleri hekzan kaplama ile
yalitkan hale getirilerek sivi ortam igerisinde kisa devre engellenmis, bdylece
avidin ¢ozeltisi icinde frekans 6lgumu alinmistir. Elde edilen frekans degeri 32416
Hz olarak belirlenmistir ve sonug olarak QTF’ lerin avidin ¢ozeltisi icerisinde kisa
devre olmadan kullanilabilirligi kanitlanmistir. Hekzan kapli olmayan yulzeyler ise

avidin ¢ozeltisi icinde kisa devre yaparak kullanilamaz hale gelmistir.
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5. SONUCLAR

Bu calisma kapsaminda; yuksek kalite faktorll, yiksek hassasiyete sahip QTF'in,
sivi ortam igerisinde kisa devre yapmadan, kitle hassas biyosensor
uygulamalarinda kullanilmak Gzere yeni bir platform olarak hazirlanmasi
arastinimistir. Bu hedef dogrultusunda, QTF bakir elektrot ylzeyleri plazma
polimerizasyon yontemi uygulanarak nanometre mertebesinde kaplanarak yalitkan
hale getirilmis ve bu yontemle sivi igerisinde kisa devre yapmalari engellenmistir.
Hazirlanan yuzeyler modifiye edilerek, tzerinde model biyolojik molekul olarak
secilen biyotin immobilize edilmig, QTF’ lerin avidin ¢ozeltisi icerisindeki frekans
degerleri  Olgulerek  biyosensérin performansi test edilmisti. Plazma
polimerizasyon yontemiyle hekzan kullanilarak kaplanan QTF ylzeyler Uzerinde
homojen ve kararli bir kaplama elde edilmistir. Bu sekilde elektrot ylzey
direnclerinin istenilen seviyede 20MQ’ dan daha ylksek artis gértlmustir. Bu
sayede hekzan kapli yltzeylerin sivi igerisinde kisa devre yapmalari engellenmis

olup duslk frekans kaybiyla élgimi yapilmigtir.

QTF tabanli kutle hassas bir biyosensor hazirlama amaci ile gergeklestirilen bu
calismada her bir islem sonrasi QTF’e ait frekans degisimleri asagidaki tabloda

Ozetlenebilir.

Cizelge 5.1. QTF kullanarak kutle hassas avidin biyosensor hazirlamada iglem
basamaklarinin frekansa etkisi

f. (Hz) Af (Hz)
Bos yiizey 32788 -
Hekzan 32763 25
Etilendiamin 32747 16
Gluteraldehit 32718 29
Biyotin 32652 66
Avidin (Img/ml) 32416 236

Bu sonugclar bize asagidaki yorumlari yapmaya ve gelecekteki ¢alismalarimizda

uygulayacagimiz yonu belirlemede yardimci olacaktir.
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Yapilan plazma polimerizasyon ile hekzan kaplamada elde edilen
sonuglarin tekrarlanabilirliginin dusuk oldugu gdézlemlenmis olup ilerleyen
calismalarda tekrarlanabilirligi yiksek olan farkli monomerler ile bu ¢alisma
genisletilecektir. Calismalarin sonucuna gore biyosensor uygulamalari igin

en uygun monomer kullaniimasi amaglanmaktadir.

Plazma polimerizasyon ile kaplanan vyizeylerin, kullanilan monomer
Ozellikleri, plazma bosalim glicu ve sureye bagli olarak QTF’lerin hassas

yapilari nedeniyle olumsuz yonde etkilendikleri gézlemlenmistir.

Plazma polimerizasyon ile fonksiyonel grup olusturulmasinda kullanilan
monomer Ozelligi ve QTF’lerin hassas yapilari nedeniyle yanma ve asiri
oksitlenme meydana gelmistir. Gelecekteki calismalarda bu konuyu g6z

onunde bulundurarak baska yontemler denenmesi amaclanmistir.

QTF’lerin hekzan kaplamadan sonraki diger agsamalarda sadece ucundaki
kuvars ylzeyinin kaplanmasi gerekmektedir, ¢inku her tarafi kaplandigi
zaman kristalin  titregimlerini  engelleyerek piezoelektrik  o6zelligini
kaybetmesine neden olmaktadir. Ayrica, fazla yuk birikimi nedeniyle
frekansi ve bunu takiben kalite faktorind olumsuz ydnde etkileyerek
istedigimiz sonuca ulasmamizi engellemektedir. Gelecekteki c¢alismalar

kapsaminda bu sorunun tamamen ortadan kaldiriimasi1 amaglanmistir.

Hekzan kaph QTF ylzeyler ile bos QTF ylzeylerinin sivi igindeki frekans
performanslari kargilastirildiginda, hekzan kapli yuzeylerin sivi iginde kisa
devre yapmadan biyosensorun frekans performansinda artisi gézlemlenmis

olup bu durum ilerleyen galismalar i¢cin umut vaat etmektedir.

Cesitli avidin derisimlerine karsi frekans kayma degerleri igeren bir
kalibrasyon egrisi cizilmistir. ileride yapilacak calismalarda bu biyosensor
geligtirilerek daha dusuk derigsimlerde, 6rnegin antikor-antijen etkilesiminden

yararlanarak ¢aligmalar yapilabilir.
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7) Elde edilen sonuglar, sensor hassasiyetini arttirmaya yonelik ¢calismalara
Isik tutmaktadir. Gelecek galismalarda plazma polimerizasyon yéntemleri
kullanilarak daha kontrollii ve tekrar edilebilir 6zellikte kaplamalar yapilarak

biyosensorlerde kullanim ¢aligmalarinin surdurtlmesi dusunulmektedir.
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