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NANOLIF KAPLI KUVARS KRISTAL MIKROTERAZI YOZEYLER ILE KUTLE
HASSAS BIYOSENSORLERIN PERFORMANSININ GELISTIRILMESI

Nursen Zigal
0z

Bu calismanin amaci; kitle hassas biyosensorlerin performansini arttirmak
amaciyla kuvars kristal mikroterazi (QCM) ylzeylerin elektro-egirme yontemiyle
nanoliflerle kaplanmasi ve karsilastiriimali olarak degerlendiriimesidir. Elektro-
egirme yontemiyle kaplanan QCM kristallerinin yuzeylerinin ylzey alani/hacim
orani artacaktir. Nanoliflerin ¢caplari ne kadar klguk olursa biyoaktif yizey o kadar

artacak dolayisiyla yuzeyde daha hassas 6lgim yapma olanagi saglayacaktir.

Elektro-egirme yontemi polimer esasli nanoliflerin Gretimi icin kullaniimaktadir. Bu
yontem, kati ve bosluklu igyapiya sahip, uzun boylarda, homojen ¢apta ve c¢esitli
komposizyonlarda nanolif Uretimi saglamaktadir. Piezoelektrik prensibini kullanan
kuvars kristal mikroterazi (QCM) biyosensor ile etkilesen ve baglanan analit

miktarinin meydana getirdigi kutle degisimlerini cok hassas olcebilecektir.

On calismamizda elektro-egirme ydntemiyle daha ince ve sirekli nanolif elde
etmek icin polivinil alkol (PVA) ile farkli parametrelerde calisiimistir. PVA polimeri
yagda ve ¢oziucude ¢ozunmez, kararhdir ve film haline getiriimesi kolaydir. PVA
polimeri ile oda sicakliginda elektro-egirme yontemini kullanmak mumkunddr. Bu
polimerle QCM kristallerin ylzeyinde olusturulan nanolif yapilarin modifikasyonu,
plazma polimerizasyonu yontemiyle amino grubu iceren monomerler kullanilarak
gerceklestiriimistir. Calisma kapsaminda amino grubu olusturmak igin Alilamin

(AA) monomeri tercih edilmigtir.

Plazma islemi gérmus elektrospan nanolif modifiyeli ylzeylere kimyasal
aktivasyon uygulanmis ardindan biyotin yuzeye immobilize edilmigtir. Taniyici
tabaka olusturulduktan sonra sensér performansinin dlglilmesi igin ylzeyler avidin

ile etkilestirilmigtir.

Her basamakta, ylzeylerde meydana gelen degisimler taramali elektron
mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), Fourier dontsumli kizildtesi
spektroskopisi (FTIR-ATR) ile karakterize edilmigtir.



Elektro-egirme iglemiyle nanolif kaplanan yuzeylere uygulanan tum iglemler
nanoliflerin etkisini karsilastirmak amaciyla nanolif kaplanmayan fakat plazma
polimerizasyonu modifikasyon ve kimyasal aktivasyonun ardindan taniyici
tabakanin olusturuldugu, daha sonra avidinle etkilestirilen (bog) kristal ylzeylerine
de uygulanmigtir. Calismanin sonucunda nanolif kaplanan kristallerin sensor

performansinin daha yuksek oldugu gorulmustar.

Anahtar Kelimeler: Elektro-egirme, plazma polimerizasyonu, kuvars kristal
mikroterazi, biyosensor, avidin-biyotin

Danisman: Prof.Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik A.B.D.



IMPROVEMENT OF THE PERFORMANCE OF MASS SENSITIVE
BIOSENSORS BY NANOFIBER COATED QUARTZ CRYSTAL
MICROBALANCE SURFACES

Nursen Zigal

ABSTRACT

The piezoelectric quartz crystal microbalance (QCM) surfaces were modified with
electrospun fibers in order to increase the performance of mass sensitive
biosensors, and compare it with sensors made up of plain crystals. The procedure
of electrospining is expected to increase the surface area to volume ratio. As the
fiber diameter decreases the surface area will increase, potentially increasing the

sensitivity of the sensor.

Electrospinning is a very versatile tool to produce polymeric nanofibers. This
method provides fibrous, solid, long, homogenous fibers with different
compositions. A piezoelectric quartz crystal, with its mass sensitive property, is
capable of measuring the amount of analyte bound to the biological recognition

element on the crystal surface, with high sensitivity.

In the preliminary studies, polyvinyl alcohol (PVA) was selected as electrospinning
agent to produce, thinner and regular nanofibers. The main advantages of PVA
include insolubility in oil and solvents, stability and filming. It can be processed
with electrospinning in ambient temperature. The surfaces of QCM crystals
covered with PVA nanofibers were further modified with plasma polymerization
technique to incorporate amino groups on surface. Alilamine (AA) monomer was
used as the precursor in plasma modification studies. After the chemical activation
of plasma treated surfaces, biotin molecules were immobilized on the surfaces to
create the recognition layer of mass sensitive biosensor. The performance of the
sensor was tested using avidin as an analyte. After each modification, the changes
of crystal surfaces were monitored using Scanning Electron Microscopy (SEM),
Atomic Force Microscopy (AFM), Fourier Transform Infrared Spectroscopy with
ATR and Grazing Angle (FTIR-ATR-GA) techniques.

The prepared recognition layers were compared with the same type of mass

sensitive sensors but nanofibers. The mass sensitive sensors prepared by



nanofiber coated crystals have shown much higher performance against sensors

without nanofiber.

Keywords: Electrospinning, plasma polymerization, quartz crystal microbalance,

biosensor, avidin-biotin
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1 GIRIS

Biyosensorler; gaz veya sivi ortamda bulunan maddelerin nicel ve/veya nitel tayin
ve izlenmesi amaciyla kullanilan, biyolojik tanima mekanizmasina sahip analitik

ekipmanlardir.

Nanobiyosensoarler; biyolojik tepkimelerde hedef analitleri denetlemek igin biyolojik
sistemlerin segicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin iglem yeteneginin
birlestiriimesiyle gelistirilen, nano bilesenleri bulunan kuguk algilayici cihazlardir.
Biyoloji, fizik, kimya, muhendislik gibi birden ¢ok akademik disiplini ilgilendiren bir
konudur. Biyoteknoloji ve gida endustrisinde dretimin kontrolinde ve Urlin
analizinde, tipta biyoaktif maddelerin tayin ve izlenmesinde, endustriyel gaz ve
sivilarin analizinde, ¢evre Kirliligi analizi ve kontrolinde, biyoloji, kimya, veterinerlik
ve diger birgok alanda c¢esitli analizlerde yaygin olarak biyosensorler
kullanilabilmektedir (Buck, 1990; Kumar, 2000; Beyhan, 2008; Hao ve ark, 2009).

ideal bir biyosensériin; basit ve disiik maliyetli olma, kigultilebilme, kisa cevap
suresi, tekrar kullanilabilirlik, secicilik, yiksek duyarhlik, yiksek fiziksel dayaniklilk
gibi 6zellikleri gostermesi istenir (Buck, 1990). Bu 6zellikleri gelistirmeye yodnelik

disiplinler arasi ¢alismalar, gunimuzde de buylik énem tasimaktadir.

Biyosensor uygulamalarinda; pieozoelektrik, potansiyometrik, optik, iyon segici
alan etkili transitor gibi gesitli gevirici turleri kullaniimaktadir (Mutlu ve Boyaci,
2011). Piezoelektrik kuvars kristal mikroterazi (QCM) sistemleri biyosensor
calismalarinda kullanilabilen ve bu ¢alismada tercih edilen kitle hassas cgevirici
turadur (Kumar, 2000). Biyosensorun taniyici tabakasindaki antibadi ve ortamda
bulunan antijen (analit) etkilesiminin meydana getirdigi kitle degisimleri QCM ile

cok hassas olcllebilir (Mutlu, 2011).

Bu galismanin temel amaci, biyosensor uygulamalarinda kullanilan kutlehassas
kuvars kristal ylzeylerin elektro-egirme yontemiyle modifiye edilmesi ve bu sayede
biyosensor performansinin gelistiriimesidir. Elektro-egirme ydntemi ile olusturulan
nanolifler yiksek ylzey alani/hacim orani, yuksek uzunluk/cap orani ve gézenek
boyutunu kontrol edebilme olanadi saglar (Li ve ark., 2004; Li ve ark., 2006; Suslu,
2009; Ding ve ark., 2010).



Elektro-egirme yontemiyle %10 (w/w) polivinil alkol polimer ¢ozeltisi kullanilarak
uygun parametrelerde kuvars kristal ylzeyleri modifiye edilmigtir. PVA polimeri ile
oda sicakliginda elektro-egirme yontemini kullanmak mumkanddr, polimer
kararhdir yagda ve c¢oziclude c¢ozinmez, film haline getiriimesi kolaydir ve bu
yonleri goz onune alindiginda g¢alismada kullanilmasi tercih edilmistir (Galaev ve
ark., 2002; Kumar ve ark., 1998).

Ortamdaki analitin tayin edilmesi igin ylzeyde fonksiyonel gruplarin olusturulmasi
ve bu fonksiyonel gruplara hedef analiti taniyici biyoajanin immobilize edilmesi
gereklidir. Bu amacla nanolif kapl cevirici yuzey Uzerinde uygun fonksiyonel
gruplarin olusturulabilmesi amaciyla “plazma polimerizasyon” teknigi kullaniimigtir.
Amin grubu olusturulmus QCM ylzeylere, kimyasal aktivasyon sonrasi, segilmis
olan model protein olan biyotin immobilizasyonu gergeklestiriimistir. Bu sekilde
olusturulan taniyici tabakanin, diger bir deyigle kutle hassas biyosensorun, avidine

karsi segicilik, hassasiyet ve dogrusallik temelinde performansi incelenmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Biyosensorler

Biyosensoarler; izole enzimler, bagisiklik sistemleri, dokular, organeller veya butun
hucrelerdeki belirli biyokimyasal reaksiyonlari kullanarak, genellikle elektriksel,
termal ya da optik sinyallerle kimyasal bilesenleri belirleyen bir aractir (IUPAC,
1997). Bir bagka deyisle, hedef analitle spesifik olarak etkilesime giren biyolojik
tanimlama elementi ile bu etkilesim sonucunu Olgulebilen sinyale donusturebilen
ceviriciden olusan analitik aygitlar biyosensor olarak adlandiriimaktadir.
Biyosensorler, biyolojik algilayici elementin segciciligi ve hedef analitin

konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal Uretirler.

Clark ve Lyons’ un (Clark ve Lyons, 1962) 1962 yilinda glukoz elektrodu
hazirlamasiyla baslayan biyosensor calismalari guinumuze kadar surmugstur ve
gunumuzde de yogun bir sekilde caligmalar devam etmektedir. Bu galismalari iki
grup altinda toplamak mumkundur. Birinci grup caligmalar, var olan oOlgim
sisteminin hassasiyetini, dogrusalligini, segciciligini, tekrar kullanilabilirligini ve
cevap suresini yani biyosensorin performansini gelistirmek icin yapilan
calismalardir. ikinci grup calismalar da ise biyosensér ile daha farkli madde veya

molekulun nitel veya nicel dlgumunun gercgeklestiriimesi Uzerine yogunlasmaktadir.

Biyosensoarler tip, tarim, gida, eczacilik, gevre, savunma gibi birgok alanda énemli
rol oynamaktadir. Bugune kadar vyuzlerce farklh madde igin biyosensor
hazirlanmasina karsin bunlarin birkagi ticari olarak uretilmektedir (Mutlu ve Boyaci,
2011).



2.1.1 Biyosensorlerin temel bilesenleri

Biyosensorler, taniyici tabaka, cevirici ve elektronik bolum olamak Uzere U¢

kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Biyosensorlerin genel tasarim prensibi

2.1.1.1 Taniyici tabaka

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 algilayabilecegi
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 reseptorleri, DNA, lektin gibi
molekuller) antijenler, hormonlar, DNA parcalari ve glikoproteinlerin molekuler
tanimlamasinda kullaniimaktadir. Refraktif indeks, 1sik absorpsiyonu ve elektriksel
yuk gibi sistemin fizikokimyasal parametrelerini dedistirmektedir ve bu degisimler
uygun sensorlerle algilanmaktadir. Biyokatalitik ajan olarak ise saf enzim veya
enzim sistemleri, organeller, mikroorganizmalar ve bitkisel ve hayvansal doku
parcalari kullaniimaktadir. Biyokatalitik ajanlar, analit Uzerinde molekuler degisime
neden olmakta ve molekuler dontisim sonucu ortamda azalan veya artan madde

miktarini takip ederek sonuca ulasgiimaktadir.



2.1.1.2 Cevirici

Ceuviriciler, analit ile biyoajan etkilesmesi sonucu olusan biyokimyasal sinyali
fiziksel sinyale donustirmektedir. Bir sensérde en o6nemli bilesen taniyici
tabakadir. Diger taraftan yaratilan sinyal seviyesi veya sinyal guriltd orani can
alici bir 6nem tasiyorsa, bu durumda kritik bilesen elektronik ya da fiziksel gevirici
olmaktadir. Cevirici turleri ve c¢alisma prensipleri kisaca gizelge 2.1° de
gosterilmistir (IUPAC, 1999; IUPAC, 1991).

Cizelge 2.1 Ceuvirici turleri ve galisma prensipleri

Cevirici Calisma Prensibi

Elektrokimyasal sensorler Analit ile elektrot arasindaki etkilesimden
meydana gelen elektrik sinyallerinin 6lgumu
esasina dayanir

» Potansiyometrik iki elektrot arasindaki potansiyel farkinin
Olcumunu esas almaktadir, elektrot potansiyeli
analit derigimini tanimlar

» Amperometrik Potansiyeldeki akim giddetinin 6lgumu esasina
dayanir

» Voltametrik Rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da
empedanstaki degisimin dlgcimunu esas alarak
calisirlar

» Alan etkili (FET) (ISFET) | Yar iletkenin alan etkisi dahilinde giris
voltajinin  module ettigi iletim prensibi ile

cahgirlar
Optik sensorler Madde derisimine bagh olarak absorbans
degisimi, luminesans degisimi ya da

floresansin olgtlmesidir

» Absorbans Gegirgen bir ortamda olgulir, analitin ya
kendisinin ya da bazi uygun belirteclerle
reaksiyonunun absorblama yetenegi
kaynakhdir

» Reflektans Bir immobilize belirte¢ yardimiyla gecirgen

olmayan ortamlarda olgulur

» Luminesans Alict  sistemdeki bir kimyasal reaksiyon
tarafindan yayilan 1s1gin siddetinin Olgllmesi
temeline dayanir




> Floresans

> Kirllma indisi

» Optotermal etki

» Isik sacilimi

Termal sensorler

Kiitle hassas sensorler

> Piezoelektrik sensorler

» Ylzey akustik dalga
sensorleri

Elektriksel sensorler

» Metal oksit yari iletken
sensorler

» Organik yari iletken
sensorler

> Elektrolitik iletkenlik
sensorleri

> Elektriksel gegirgenlik
sensorler

Isinlamadan kaynaklanan pozitif emisyon etkisi
olarak olgulur

Cozelti bilesimindeki degisimin sonucu olarak
Olculur. Kirllma indisi ayni zamanda yuzey
plazma rezonans etkisini icerebilir

Isik absorpsiyonundan kaynaklanan isil etkinin
Olgcumu temeline dayanir

Ornegin iginde bulunan belli bir boyuta sahip
parcalardan kaynaklanan etkisi temeline
dayanir

Analiti iceren belirli bir kimyasal reaksiyonun ya
da adsorpsiyonun Isi etkilerinin olgimune
dayanir

Bu sensorler, modifiye bir ylzeydeki kitle
degdisimini destek materyalindeki bir 6zelligin
degisimi olarak yansitir. Kutle degisimi analitin
birikimi sebebiyle olur

Analitin kitlesinin osilatordeki birikimi
sebebiyle, kuvars osilator plakasinin yarattigi
frekans degisimin dlgimune dayanir. Gazlarda
ya da ¢oOzeltilerde kullanihir

Analitin belli bir miktarinin ¢okmesiyle Uretilen
akustik  bir dalganin  yayilma  hizinin
degisikligine dayanir

Elektrokimyasal bir prosesin olmadigi, ancak
analitin  etkilesimi  sonucunda elektriksel
Ozelliklerdeki degisim meydana gelmesiyle
sinyal yukselmesi temeline dayanir

Analit gaz bilesenlerinin tersinir indirgenme
prosesi temeline dayali olarak gaz faz
dedektoru olarak kullanihirlar

Yuk tasiyici yogunlugunu dizenleyen yuk
aktarim komplekslerinin olusumu temeline
dayanir




Manyetik sensorler Analiz edilen gazin paramanyetik 6zelliklerinin
degisimine dayanir.

Digerleri Ornegin a, B, y radyasyonu sensorlere
kimyasal = kompozisyonun  belirlenmesinde
temel olusturabilir.

Biyoajan ve ceviricinin birgok kombinasyonu mumkidn olmasina kargin minimum
sure ve maliyette maksimum fiziksel sinyal olusturabilecek kombinasyonu segmek

amaclanmaktadir.

2.1.1.3 Elektronik boliim

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

gorunttlemeler yapilabilmektedir.

2.1.2 Biyosensorlerin performans parametreleri

Biyosensorlerin - performanslari  dort temel parametre dikkate alinarak
degerlendiriimektedir. Bunlar hassasiyet ve olgum siniri, cevap suresi, dogrusallik

ve segicilikdir.

Hassasiyet ve Olclim siniri: Hassasiyet, bir kimyasal tiriin degisimindeki degisime

badli olarak sensorin ¢ikis sinyalinin (S) son duragan halindeki degisimi (AS/ AC)
olarak tanimlanir. Bir bagka deyigle, olusturulan kalibrasyon dogrusunun egimi
biyosensorun hassasiyetidir. Sensorun buyukligu, 6lgim ortamina dogru kimyasal

tirtn katle aktarim hizi gibi faktorler duyarliga etki etmektedir.

Olglim siniri ise bir elektrotta gergeklestirilebilecek olan en disik analit derigimi
olarak tanimlanmaktadir. Olgiim siniri, kullanilan elektronik cihazin ayirma giici ile

sinirhdir.

Cevap Suresi: Bir biyosensorde tam plato degerinin %95’ ine ulasmak igin gegen

sure o biyosensorun cevap suresi olarak kabul edilmektedir. Bir sensorun dinamik
cevabi, Olctigu hedef analitin derigsimindeki bir degisiklige ne kadar hizli cevap

verdigini belirler. Temel mekanizma genellikle, kimyasal turlerin 6rnekten iletkenin



aktif yizeyine basit difizyonudur. Hedef analit ve/veya reaktantin tayin edilen kutle

aktarimi derigim farklarina, etkin difuzyon katsayilarina baghdir.

Dogrusallik: Olgiim ortaminda ¢dzinmis analitin maksimum derisimi ile minimum
derisim araliginda, sinyal sabit bir duyarlilikla 6l¢iimelidir. Sisteme eklenen her
analit derigimi ile olgulen sinyal arasindaki iligki belirli bir analit derisimine kadar
dogrusal olmalidir. Biyosensorlerde dogrusallik sinirt  biyosensorlerin  temel

bilesenleri tarafindan ve hazirlanma sekline bagh olarak degismektedir.

Secicilik: Sensorun cevabi sadece belirli bir grup analit derisimine ve hatta tek bir
analite duyarh olmali, diger kimyasal turlerden etkilenmemelidir. Analiz ortaminda
Olcim sistemi Uzerinde girisim yapacak veya Olgimu maskeleyecek kimyasal
yapilarin veya ortam gurultulerinin bulunmasi mumkundur. Dolayisiyla hazirlanan

biyosensorin bu tir etkilerden korunmus olmasi gerekmektedir (Boyaci, 1998).

2.1.3 Biyosensorlerin siniflandiriimasi

Sensorler birgok farkli 6zelliklerine gore siniflandiriimiglardir. Kullanilan biyoajana
bagli olarak; enzim sensoérler, immunosensorler, DNA sensorler olarak
siniflandinlabildigi gibi gevirici turine bagh olarak elektrokimyasal, optik, termik
sensorler gibi siniflandirilabilmektedirler. En gecerli olani ise IUPAC (1991)

tarafindan “sinyal cevirici” lerine gore yapilan siniflandirmadir.

2.1.3.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal sensorler dogrudan dogruya elektrik sinyalleri Gretmektedirler.
Yaygin olarak elektrokimyasal sensorleri potansiyometrik, amperometrik,

voltametrik ve alan etkili biyosensorler olarak dort baslikta incelemek mumkuandur.

Potansiyometrik Biyosensorler: Potansiyometri, bir galisma elektrotu ve referans

elektrot arasindaki potansiyel farkinin Olgimunl esas almaktadir. Belirlenen
elektrot potansiyeli dogrudan analit derigimini tanimlamaktadir. Potansiyometrik
sensorlerin dislk hassasiyet, spesifik olmayan etkilesimlere ait ve aletsel sinyal
alinmasi gibi blyik problemleri vardir. Ozellikle sinyal/girllti orani analitik

problemlere sebep olmaktadir (Ozansoy, 2007).

Amperometrik Biyosensorler: Genel anlamda akim siddetinin Olcimi esasina

dayanir. Akim siddeti, calisma elektrotunda ylUkseltgenen veya indirgenen



elektroaktif turlerin derisiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot olarak gorev
yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz edilecek turlerin
derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. Goézlenen akim elektroaktif tarlerin
yigindaki konsantrasyonlariyla veya biyokatalitik tabakalar arasindaki uretim veya
tuketim hizlanyla direk iligkilidir (IUPAC, 1999; Gunaydin, 2009).

Voltametrik Biyosensorler: Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve

kapasitansta 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, ylzey voltaji, ylzey yuklu ve performansindan
etkilenir. Bu Ozellikleriyle elektrokimyasal tabanl sensorlerin olusumunda FET
kullanihr, 6lcum ortamindan surekli alinan sinyalin takibine izin verir. Metal oksit
yari iletken alan etki transistorlerini (MOSFET) ya da iyon duyar alan etki
transistorlerini  (ISFET) esas alan enzim sensorleri, enzim ile alan etki
transistorlerinin birlestiriimesini ifade edecek sekilde enzim alan etki transistorleri
(ENFET) olarak adlandirilirlar (Xu ve ark., 2005). Olduk¢a dusuk tespit limitlerine
sahip olup kucluk hacimde orneklerin kullaniimasina olanak tanimaktadir.
Elektrokimyasal analiz i¢cin gereken malzeme, diger analitik metotlarla

karsilastirildiginda ¢ok daha ucuz ve basittir.

2.1.3.2 Optik biyosensorler

Optik ceviricilerde 1s1gin iletimindeki degisimin Olglilmesi veya floresansin
Olculmesi s6z konusudur. Isigin iletimindeki degisimin olglilmesine dayali, optik
esasll sensorlerde, olcum sistemi, madde derigsimine bagl olarak absorbans veya
luminesansta degisim gdsteren bir boya igerir veya CO,, O,, pH degdisimi gibi bir
fizikokimyasal Ozellikten faydalanilir. Bu sensorlerde en onemli etken, fiber
boyunca isik iletiminin etkinligidir. Floresansin dl¢uldigu durumlarda ise fiberin
kendi Ozelliklerindeki (intrensek) degisimleri kapsar ve arka alan (evanescent)
immunosensorler ve yuzey plazmon rezonans immunosensorler olarak iki gruba
ayrilirlar.  Optik sensorlerde, absorbsiyon, yansima veya floresans olgim
sistemlerinden biri kullanilir. Floresans olgimleri en ¢ok kullanilandir. Sensoérin

konfigurasyonu optimal dizaynda en Onemli faktordir ve hassashgi, dinamik



bolgeyi, cevap verme suresini, secimliligi ve kullanim zamanini tayin eder
(Cokeliler, 2006).

2.1.3.3 Termal biyosensorler

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 yaltiimis ortamdaki termistorler veya termofiller aracihigiyla izlenir.
Kullanilan termistorler ¢ok kuguk sicaklik degisimlerine bile duyarlidir. Dolayisiyla

¢ok dusuk miktardaki substrat derigsiminin 6lgimune olanak tanir.

Malzemenin sicaklik degigsimine kargi elektrik potansiyel olusturmasi 6zelligi olarak
bilinen pyroelektrik etkiyi kullanan pyroelektrik geviriciler (Sekil 2.2), termoelektrik

malzemelere kiyasla daha avantajlidir;1200°C’de bile kararlidirlar (Rodoplu, 2011).
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Sekil 2.2 Pyroelektrik cevirici

2.1.3.4 Manyetik biyosensorler

Ortamdaki manyetik degisikligi algilayan ve buna bagh olarak c¢ikisinda gerilim
ureten elemanlara manyetik gevirici denir. Manyetik nano pargaciklarin isaretleyici
olarak kullanilmasiyla manyetik ceviriciler de biyosensdr uygulamalarinda
kullaniimaktadir (Sekil 2.3). Spin vanasi, Hall sensoérl, anizotropik manyetik direng
(AMR) ve dev manyeto-direng (GMR) sensoérleri biyosensor cgeviricileri olarak
kullaniimaktadir (Guanxiong ve ark., 2006).
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Sekil 2.3 Manyetik cevirici ve manyetik isaretleyici nano pargaciklarla antijen
tayininin gosterimi

2.1.3.5 Kiitle hassas biyosensorler

Cevirici olarak piezoelektrik kristallerin kullanildi§i kltle hassas biyosensorler,
rezonans frekansindaki degisime bagli olarak nanogram/cm? seviyesinde kiitle
degisimini Olgebilen ve bu nedenle antikor-antijen etkilesimlerinde sikga kullanilan
biyosensorlerdir. Klitle hassas biyosensorlerin calisma prensibi piezoelektrik etkiye
dayanir. Piezoelektrik kuvars kristal, sivi faz igcinde Sauerbrey prensibine uygun
olarak calisabilen, elektrottaki kitle degisiminin, osilasyon frekansindaki degisimle

Sauerbrey denkligine gore degistigi sistemlerdir (Cokeliler, 2006).

2.2 Piezoelektrik Etki

1880 yilinda Fransa’ da Pierre ve Jacques Curie tarafindan bazi kristallerin,
yuzeylerine digaridan uygulanan basing ile orantili olarak elektrik tretme o6zelligi
oldugunu kesfetmislerdir. Bu etki “piezoelektrik etki” olarak adlandiriimaktadir.
Daha sonra bu olayin tersinir oldugu kanitlanmigtir. Tersinir bir olay olan
piezoelektrik etki kuvars ve bazi seramiklerle (seignette tuzu ya da baryum titanat)

Ozel bicimde duyarlidir.

Piezoelektrik kristallerde gergeklesen titresim kristal icindeki atomlarin belli
zamanda orijinal konumlarindan deforme olmus konumlarina ge¢meleri, buradan
yine orijinal konumlarina donmeleri ve tekrar deforme konuma gec¢meleri
seklindeki donglyu ifade etmektedir. Bu ddngdlerin birim zamanda tekrarlanma
sayisi kristalin rezonans frekansi olarak adlandiriimaktadir. Piezoelektrik
kristallerde bulunan pozitif ve negatif yukli iyonlar titresim sonucu polarizasyon
olusturur. Bu salinim frekansina karsin salinan bir elektrik alan olusumu vardir.
Elektrik alan salinim frekansi ile rezonans frekansi aynidir. Salinimin yéndq,
kristalin elektrik alandaki oryantasyonuna, kristalin oryantasyonu ise kristalin
kesme yonune baglidir. Ayrica kristalin rezonans frekansi; boyut, yogunluk gibi

kendi fiziksel 6zelliklerine de dayanmaktadir (Beyhan, 2008).
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Piezoelektrik kristaller gevirici sistemlerde genel olarak yuzeyde kutle algilanmasi
ve gerinim Olgimunde kullanilirlar. Monokristal yapida atomlar, kibik kafes sistemi
olusturmaktadir. Bu yap! icerisinde, arti ve eksi yukli atomlar kayma gerilimleri
etkisiyle surekli yer degistirmektedir. En yaygin kullanilan piezoelektrik kristal

kuvarstir.

Sensor uygulamalarinda Y- kesme ailesine bagl AT- kesme ve BT- kesme kuvars
kristaller kullaniimaktadir. Sekil 2.4' de gosterildigi gibi AT- kesmede, kuartz
tabaka, z ekseninden +35°25’ aclyla, BT- kesmede ise z ekseninden -49° aclyla
kesilmistir (O’Sullivan ve ark., 1999). AT kesme kristallerde sicaklik katsayisi,
kesme selinden dolayr 10-50 °C arahdinda 1 ppm/°C civarinda sifira oldukga
yakindir ve bu da kristalin genis bir frekans araliginda rezonans frekansinin kararl

olarak kalmasina olanak tanir.

Z

AT-cut 3357250
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Sekil 2.4 Kuartz kristalin eksenlerde gosterimi AT- kesme ve BT- kesme

Bu kristaller 10-16 mm kalnliginda disk, kare veya dikdortgen seklinde
olmaktadirlar. Piezoelektrik uygulamalarinda kristal iki metal elektrot arasinda
sandvi¢c edilerek salinan elektrik alanin kristal yuzeyine dik yonde olmasi
saglanmaktadir. Olusan elektrik alani kristal yidin yapisinda mekanik salinima
neden olur. Altin, gumus, aliminyum veya nikel, metal elektrot olarak
kullanilabilirken; kristal olarak ise kuvars, turmalin ve rochelle tuzu (KNaC4H4Og)
tercih edilmektedir. Altin elektrotlar inert olmalari nedeniyle birgok uygulamada
kullaniimaktadir. Rezonans frekanslari 5, 9 veya 10 MHz olabilmektedir ve
depozite edilen metal miktari ile kristalin galisma frekans seviyesi ayarlanmaktadir.
Kuvars kristaller de fiziksel, kimyasal ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle analitik

uygulamalarda tercih edilmektedir.
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Piezoelektrik etkiyi kullanan araclarin iki genel sinifi vardir: yigin akustik dalga
(bulk acoustic wave, BAW) ve yuzey akustik dalga (surface acoustic wave, SAW).
Piezoelektrik kuvars kristaller (PQC) BAW araglardir, kuvars kristal mikroterazi
(QCM) ve kalinlik kayma modu (thickness shear mode, TSM) olarak da
tanimlanabilirler. QCM terimi kristalin kutle hassasiyetini belirttigi icin sikca
kullanilir. TSM terimi ise kristalin titresim hareketini belirttigi i¢in kullanilir (Bunde
ve ark., 1998). Ylzey akustik dalga prensibiyle calisan SAW araglarda elektrotlar
kristalin ayni ylzeyinde bulunur. SAW araclar, PQC’ lere gbére daha hassas
olmalarina kargin biyolojik ¢ozeltiler ylzey akustik dalgalari zayiflattigi igin biyolojik

uygulamalarda genellikle PQC sistemler kullanilir.

2.2.1 Kuvars kristal mikroterazi

Piezoelektrik kutle sensorlerin kullanimi agisindan en ¢ok segici kimyasal
sensorler Uzerinde arastirmalar yogunlasmistir. Genelde kuvarsin kristal olarak
kullaniimasindan dolayr bu tir kimyasal sensodrler kuvars kristal mikroterazi
sistemleri olarak aniimaktadir. Lord Rayleigh’ in mekanik olarak rezonans halinde
olan kristalin kutlesinin degismesiyle kristalin referans frekansinin da degistigini
gOstermesi piezoelektirk kristallerin mikroterazi sistemi olarak kullaniminin temelini
olusturmaktadir. Sauerbrey’ nin kristal Uzerindeki kutle birikimi ile rezonans
frekans degisimi arasindaki iligkiyi asagidaki ampirik denklemle acgiklamasiyla
birlikte kristallerin kimyasal sensodrlerde kullanimi baslamistir (Guilbault ve ark.,
1988).

Af 2 fooAm
AVPaHq 2.1)
Af

: Olglilen frekans kaymasi

fo : Kristalin rezonans frekansi (Hz)

Am : Kitle degisimi (g)
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A : Pizeoelektrik olarak aktif alan, kuvars kristal Gzerindeki elektrot yuzey alani

(cm?)
Pa: Kuvarsin yogunlugu ( 2.648 g cm™)

Ha - Kuvarsin kayma katsayisi (2.947.10-11 g cm™)

Bu denkleme gore AT kesme kristal kullanildiginda elektrot ylzeyi tuzerinde biriken
kitle ¢ok fazla degil ise birim alandaki kristalin kitle degisimi, kristalin rezonans
frekansindaki degisimiyle orantilidir. Bu sekilde elektotlarin aktif alanina baglanan

molekullerin miktari rezonans frekanstaki azalmayla olgulebilir (Skadal, 2003).

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

sivilar i¢in asagidaki denklem gecerlidir (Kanazawa ve Gordon, 1985):

Af = —f 3/2 | npL
0 #aka (2.2)

Bu denklemde nL ¢ozeltinin vizkositesini, pL ¢ozeltinin yogunlugunu temsil eder.

2.2.2 Kuvars kristal mikroterazi sistemlerin kullanim alanlari

Gunumuzde ategleyici, saat, mikroskop, yuksek frekansta ses Uretimi, ses iletimi
ve algilanmasi, yar iletken teknolojileri, hassas sicaklik olgimu gibi birgok
uygulamada piezoelektrik o6zellik gosteren kristallerden yararlaniimaktadir.
Mikroterazi sistemlerinin ilk uygulamalari piezoelektrik kristaller ylzeyine spesifik
olmayan bir bicimde depozite edilen kutlelerin algilanmasi seklindedir. Daha sonra
yapilan ¢alismalarda kristal ylzeyi olgulmesi hedeflenen maddeyi spesifik olarak
baglayan kimyasal algilayici maddelerle kaplanarak bir kimyasal sensoére

donasturalmastur (Cokeliler, 2006).

Kristaller, sensor olarak kutle Olgimu diginda basing, gaz, akig, agirlik, nem
sensérleri ve kaplama kalinh@r oOlgimlerinde de kullaniimaktadir. Kristallerin
yuzeyine biyolojik ligand molekdl immobilizasyonu ile hedef molekullerin

algilanmasi da saglanmaktadir.
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2.3 Elektro-Egirme Yontemi

Tekstil endustrisi yillardir gérintist ve dokunusu ipek lifine benzeyen lif elde
etmek i¢in ugras vermislerdir. Bunun sonucunda da ¢ok ince (ultra-fine) lif terimi
tekstil endustrisinde yerini almistir (Kozanoglu, 2006). Nanolifler, ¢aplari 1,0
mikrondan daha az olan lifler i¢in kullanilan terimdir. Tipik nanoliflerin ¢aplari 50 ile
300 nanometre arasindadir. Nanolifler 4 farkli yontemle Uretilmektedirler. Bunlar;
fibrilasyon, meltblown, bikomponent, elektro-egirme yontemleridir. Elektro-egirme
digindaki lif dretim yontemlerinde, lif Uretiminde mekanik kuvvetleri esas etken
olarak kullanir. Ote yandan elektro-egirme yodnteminde, elektrik alan kuvvetleri

yardimi ile polimerden lif olusumu saglanir (Audrey ve loannis, 2003).

Polimer esasli nanoliflerin Uretimi i¢cin en etkin yontem elektro-egirme yontemidir.
Bu teknikte, polimer uygun bir ¢éziucude ¢ozuldukten veya isi ile eritildikten sonra
bir ucu kapali ve daralan, obur ucunda kuguk bir delik bulunan cam bir pipetin
(veya siringanin) icine yerlestirilir (Rutledge ve Fridrikh ve ark., 2007). Daha sonra
polimer ¢ozeltisine/eriyigine ve pipetin agik ucunun yakinindaki bir toplayici
levhaya yuksek gerilim (50 kV' a kadar) uygulanir. Sonug olarak toplayici levhada
olugan agimsi yuzeyde ¢aplari 30 nm' den 1 mikronun Uzerindeki degerlere kadar

degisen lifler tretilmektedir.

Elektro-egirme, geleneksel ¢gekme metotlarindaki gibi polimer eriyigini kaliptan
digariya dogru iten dis bir mekanik kuvvetin uygulanmasiyla degil, potansiyel farki
olan toplayiclya germe kuvveti saglamasi igin akigskana uygulanan elektrik akimi
sayesinde gercgeklesir. Yeterince yuksek voltaj olusturuldugu zaman polimer
¢Ozeltisi damlacigindan polimer c¢ozeltisi fiskiyesi olusmaktadir. Cozeltideki

polimer zinciri dUgumleri elektro-egirme fiskiyesinin ayrilmasini engellemektedir.

Yuksek yuzey alanina/ hacim oranina ve nanometre mertebesinde ¢apa sahip ¢ok
ince fiber yapi elde edebilmek, ¢esitli amaglara yonelik islevsellestirmede kolaylik
saglamak, islem kolayligi, Ustin mekaniksel 6zellikler gibi 6zellikleri elektro-egirme
yonteminin 6nemli avantajlaridir. Elektro-egirme metoduyla iletken polimerler,
metaller, yariiletkenler ve karbonlar ile galisilarak nanometre mertebesinde ¢aplara
sahip nano lif ve nano tuplerin Gretimi gergeklestirilir. Doku muhendisliginde, ilag
tasinim uygulamalarinda, elektriksel ve optik uygulamalarda olmak Uzere pek ¢ok
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alanda elektro-egirme yontemiyle calismalar yapilmaktadir (Agarwal ve ark.,
2008).

2.3.1 Tarihge

1600’10 yillarda, William Gilbert’ in manyetizma Uzerine ¢aligmalarini surdartrken
tesaduf bir sekilde elektro-manyetizmanin sivilar Gzerine etkisini gézlemlemesiyle
elektro-gekim ydntemi ortaya ¢ikmistir (Kataphinan, 2004; Lam, 2004; Kozanoglu,
2006). 1882'de Lord Rayleigh (Chun, 2005), elektrik ylkune sahip damlalarin
elektro-Uretim sirasinda gosterdigi duzensiz hareketler Uzerinde c¢alismistir. Bu
calismanin sonucunda, damla Uzerine etkiyen iki kuvvetten birinin elektrik kuvveti,
digerinin ise elektrik kuvvetine tam zit yonde damlay etkileyen yuzey gerilimi
kuvveti oldugunu gostermigtir. Elektrik kuvvetinin ylzey geriliminden kaynaklanan
kuvveti yendigi anda damla, ince jetlere ayrilarak akmaya baslamistir (Chun, 2005;
Sanders, 2005; Reneker ve ark., 2000). Rayleigh bu ¢alismasinda, damlanin igne
ucundan ¢ikmasi i¢in gerekli maksimum yUku de hesaplamistir (Pawlowski ve ark.,

2003; Reneker ve Chun, 1996). Bu olay igin kritik nokta denklemi asagidaki gibidir:
q° =64 n’goya’ (2.3)

Burada;

g: damla Uzerindeki yUk,

€0 serbest uzayin iletkenlik sabiti,

y: damlanin yuzey gerilimi,

a: damlanin ¢capidir (Rangkupan, 2002).

1914 yihinda Zeleny, damla ucundaki (meniscus) elektrik yukld yogunlugunu
basingli sivi kolonunun yuksekligine bakarak tespit etmigtir (Chun, 2005). 1915
yilinda da damladan jete gecis durumunu incelemis ve Lord Rayleigh ile ayni
sonuglar elde etmistir (Chun, 2005). 1917 yilinda ise Zeleny, ilk defa
elektriklenmis  sivi yuzeylerinin  hizli  elektro-hidrodinamik  garpmasini
g6zlemlemistir. Go6zleminin sonucunda olusan spreyin ¢dzicunun yapisinin,
yUuksek gerilimin ve borunun ucundaki sivi basincinin bir fonksiyonu oldugunu

belirlemistir (Marginean ve ark., 2004).
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1960’ I vyillarda Taylor tarafindan yapilan cesitli ¢alismalarda, elektriklenmig
sivilarin temel teorik prensipleri aciklanmistir (Hohman ve ark., 2001). Bu
calismalardan bir tanesinde, iki sivi arasindaki koni ara yuzin elektrik alan
icerisinde dengede oldugu gosterilmistir (Kataphinan, 2004). Elektrik alan etkisi
altinda sivi yuzeyi yuklenir ve karsilikli yuklerin birbirlerini itmesi ile dis bir kuvvet
olusur. Esik degerini gectikten sonra elektrostatik kuvvetle, sivi damlacigi bir koni
seklini alir ve fazla yukler koninin ucunda olusan yuklenmis jetten disari ¢ikar.
Taylor, elektriksel kuvvetin ylzey gerilimine esit oldugu bu kritik noktada koni
olustugunu ve bu koninin yarim agisini 49,3° olarak tahmin etmistir. Bu tahminleri

yaptigi deneylerle uygunluk gostermistir (Rangkupan, 2002).

Taylor tarafindan gelistirilen teoride (Mohan, 2002), bir elektrik alan igindeki viskoz
damladan ince liflerin olusmasi, elektriksel kuvvetler tarafindan ylklenen sivi
yuzeyindeki maksimum karasizliktan dolayi gergeklestigi aciklanmistir. Yiksek
gerilimlerde kuresel bir damla olusur ve kritik noktada viskoz damlanin yarikiresel
sekli bozularak jet olusumundan 6nce koni seklini alir (Sekil 2.5). Koni ucundan
taban cizgisi arasinda a ~ 50 derecede yari dikey aci vardir. Elektriksel kuvvetlerin
etkisi altinda, viskoz akiskanin ylzey kivrimhgi degisir. Bu sirada yuzey gerilimi

elektriksel kuvvetlere karsi koyan tek kuvvettir.

Maksimum kararsizlik halindeki kritik voltaj (Vc) degerinin denklemi, Taylor
tarafindan 1969’ da verilmistir (Mohan, 2002).

Vc? = 4(HY/L? )*( In( 2L/R)-1,5)*(1,3nRT)*( 0,09 ) (2.4)
Burada;

H: elektrodlar arasi mesafe (cm),

L: kilcal borunun uzunlugu (cm),

R: kilcal borunun yari ¢api (cm) ve

T: ylzey gerilimi (dyne/cm) dir.

Jet igindeki akis alani, jet ekseni boyunca uzunlamasina (extensional) bileskeye

sahip bir hiz degisimi (gradient) gibi olacaktir. Uzunlamasina hiz degisimi (ikinci tar
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karasizliktan kaynaklanan benzer yuklerin birbirini itmesi) ¢ok ince lif olusumu ve
polimer zincirlerinin uzamasinda ¢ok verimli olarak bilinir. Bunun yaninda,
elektrostatik uzamaya sebep olan uygulanan gerilimin artmasiyla liflerin capi azalir
(Mohan, 2002).

L

S damlas

Eh

d
&/ "p

Sekil 2.5 Taylor konisinde olusan yari konik agisi

Gunumuze kadar devam eden calismalarda islem parametreleri ve polimer
cOzeltileri degistirilerek gesitli boyutlarda ve yapilarda lif eldesi ve elde edilen bu
liflerin kullanim alanlari ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir (Kozanoglu, 2006; Kaya,
2009).

2.3.2 Elektro-egirme sisteminin ¢alisma prensibi

Elektro-egirme sisteminde kullanilacak polimer uygun bir ¢éziclde ¢dzllir veya
Is1 ile eritilip ucunda kuguk bir delik bulunan cam bir pipetin veya siringanin icine
yerlestirilir. Daha sonra polimer ¢ozeltisi/eriyigi ile pipetin agik ucunun karsisindaki
bir toplayici levha arasina 50 kV’ a kadar gerilim uygulanir. Besleyici Unitedeki
ignenin ucunda asili durumda duran polimer damlasi kritik bir gerilim degerine
kadar, yuzey geriliminin uyguladigi kuvvetlerden dolayl kuresel bir bigimde
bulunur. Uygulanan potansiyel fark bir esik degerine ulasti§i anda, elektrostatik
kuvvetler yuzey gerilimi kuvvetlerine esitlenir. Bu noktada polimer damlasi sekil
degistirerek koni bicimini alir. Bu koniye Taylor konisi denir. Polimer damlasi
Taylor konisi halini aldiktan sonra gerilimdeki ¢ok kuguk bir artisla birlikte koni

ucundan bir jet figskirir. Jet toplayici levha ile metal igne ucu arasinda ilerlerken
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farkl yollar izler. Yuklenen jet Taylor konisinden ¢iktiktan sonra belli bir mesafede
kararli bir sekilde hareket eder. Daha sonra jette kararsizlik hali belirir. Kullanilan
polimerin ¢ozeltisi veya eriyiginin 6zelligine ve sistem degiskenlerine bagli olarak
degisebilen U¢ kararsizlik hali mevcuttur. Jet bu kararsizlik hallerinden sadece
birini gésterebilecegi gibi U¢ kararsizlik halini de gdsterebilir (Shin ve ark., 2001).
Bu kararsizlik halleri; (i) Klasik Rayleigh kararsizligi, (i) Eksenel simetrik elektrik
alan akimlanmasi, (iii) Whipping kararsizhigi olarak Shin ve arkadaslari (2001)

tarafindan agiklanmis ve matematiksel olarak modellenmistir.

Polimer Cozeltisi

. I

Taylor Konisi

W/
Sinnga Pompasi

= Yiiksek Gerilim
Kaynagi

Sekil 2.6 Elektro-egirme duzenegi
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2.3.3 Elektro-egirme iglemine etki eden parametreler

Elektro-egirme sisteminde, son Urdnin morfolojisi ve vyapisi elektrostatik
kuvvetlerin ve ¢ozelti parametrelerinin sinerjik etkisinden etkilenmektedir
(Ramakrishna ve ark., 2005).

Bu parametreler ¢ baslik altinda incelenebilir;

1. Cozelti degiskenleri
1.1.Molekuler agirlik ve viskozite
1.2.lletkenlik
1.3.Yuzey gerilimi
1.4.pH

2. Islem degiskenleri
2.1.Uygulanan gerilim
2.2.Polimer akis hizi
2.3. Toplayici levha ile igne arasindaki mesafe
2.4. Toplayici levhanin hareketi

3. Cevresel degiskenler
3.1.Sicaklik
3.2.Bagil nem
3.3.Basing

2.3.3.1 Cozelti degiskenleri

Molekuler Agirlik ve Viskozite: Lif morfolojisine etki eden dnemli bir parametre olan

polimerin molekuler agirhgr ve konsantrasyonu, viskoziteyi etkilemektedir.
Molekuler agirhgr buylkse yani polimer zincirleri uzunsa polimer ¢ozeltinin
viskozitesi de yuksektir. Lif olusumu icin konsantrasyon degerinin veya
viskozitenin belli degerleri asmasi gerekmektedir. Aksi takdirde lif olusumu yerine
damla olusumu meydana gelmektedir. Ayni zamanda ¢ozeltinin konsantrasyonu
degisen viskozite ve yuzey gerilimlerinden dolayi elektro-egirme yontemi ile

olusturulmus lifler i¢in sinir olusturmaktadir (Subbiah ve ark., 2005).

Elektro-egirme islemi sirasinda polimer ¢ozeltisinin gerilmesi (stretching) ve
incelmesi sonucu fiber yapi olusur. Polimer zincirlerinin birbirlerine dolanmasi

(entanglement) olmasaydi elektriksel olarak gerilen jet kirilird1 ve diizgun fiber yapi
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olusmasi mumkun olmazdi. Bu nedenle elektro-egirme igleminde monomer
cOzeltileri kullanmak elverigli degildir ve egirme ylksek molekuler agirlikli polimer

cozeltileri kullanilir.

Viskozitesi dusuk ¢ozeltiler ile fiber yapi elde etmek gl¢ oldugu gibi, viskozitesi
¢cok yuksek olan c¢oOzeltilerin de egirme iglemi baslayamadan igne ucunda
¢Ozeltinin kurumasi ve surekli bir egirme islemi gozlenememesi gibi dezavantajlari
vardir (Zhong ve ark., 2002).

Coklu jet olusmadigi slrece fiber capi en ¢ok c¢ozelti viskozitesine baglidir.
Cozeltinin konsantrasyonu artarsa viskozitesi artar. Viskozitesi yuksek g¢ozeltiler
bukulme kararsizliklarina daha fazla karsi koyduklari igin toplayici Uzerinde
fiberlerin daha klglUk bir alanda biriktikleri gértlmuastir, bu durum jetin fazla
incelememesini ve fiber caplarinin daha buyidk olmasini agiklar (Zhao ve ark.,
2004; Huang ve ark., 2003).

Konsantrasyonun lif gapi Uzerindeki etkisi konsantrasyonun artmasiyla lif gapinin
da artacadi yonundedir. Konsantrasyonun lif olusumu sirasinda olusan hatalarda
da buylk etkisi vardir. Bu hatalara boncuksu yapi veya tespih tanesi (bead)
denmektedir (Reneker ve ark., 2000; Lee ve ark., 2003; Zuo ve ark., 2005).

lletkenlik: Elektro-egirme isleminde damla yiizeyinde toplanan yiklerin itme
kuvveti ile polimer cozeltisi gerilir. Cozelti iletkenligi fazla olan polimerlerde
iyonlarin fazla olmasindan dolay! ylk tasima kapasitesi artar ve bu da uygulanan
elektrik alan ile daha fazla gerilime sebep olur (Kozanoglu, 2006). Eger ¢ozelti
iletkenligi artarsa daha fazla yuk jet tarafindan taginir. Eger ¢ozelti tamamen
gerilmezse boncuk formu olusur. E§er ¢ozeltiye ¢cok kigik bir miktar tuz ya da
polielektrolit eklenirse ¢ozeltinin tasidigi yuk artacagi i¢in ¢ozelti daha fazla gerilir,
daha ince ve boncuksuz fiber yapi olusumu gergeklesir (Zhong ve ark., 2002).

Cozelti iletkenligi arttikga jet capi da kugulecegdi igin bukilme kararsizh@r artar.

Dolayisiyla fiberler daha genis bir alanda toplanir (Choi ve ark., 2004).

Yuzey Gerilimi: Yuzey gerilimi ylzey alanini diusurme egilimindedir, bunu da

damlacik olusturarak gergeklestirir. Ylzey aktif madde kullanmak ylizey gerilimini

dusurecegi icin boncuksuz fiber yapi elde edilebilir (Zeng ve ark., 2003). Polimer

21



¢cOzeltisine ethanol gibi duguk yuzey gerilimine sahip ¢ozuculler eklenerek de
duzgun fiber elde edilebilir (Fong ve ark., 1999).

pH: Elektro-edirme isleminde kullanilan ¢dzeltinin pH degeri de lif morfolojisini
etkilemektedir. Son ve arkadaslari (2005) polivinil alkol (PVA) Uzerinde yaptiklari
calismada, artan pH degerlerinde yani bazik durumda daha duz ve ince lifler elde
ederken, asidik durumda c¢o6zeltinin surekliligini kaybettigini ve liflerde boncuklu
yapilarin meydana geldigi gdézlemlemislerdir. Bunun nedenini ise asidik

durumlarda PVA'’ nin proton fazlaligindan kaynaklanmasiyla agiklamiglardir.

2.3.3.2 islem degiskenleri

Uygulanan Gerilim: Elektro-egirme isleminde uygulanan gerilimin lif capi ve

morfolojisine blyuk etkileri mevcuttur. Gerilim kaynagi ¢ozeltide gerekli yuikleri
indUkledigi gibi ¢ozeltinin egrilmesi igcin gerekli elektrik alani da yaratir. Genellikle 6
kV’ tan buyuk negatif veya pozitif gerilim, igne ucundaki damlacigin Taylor konisi
olusturmasi igin gereklidir (Taylor, 1969). Cozelti veya eriyigin jet halinde Taylor
konisinden figkirmasi igin kritik bir gerilim degerine ihtiyaci vardir. Yapilan ¢ogu
calismada incelenen gerilimin etkisi tek bir parametre olarak incelenememis ve

varsayimlar yapilmigtir.

Taylor konisinin sabit olarak elde edilmesi i¢in besleme orani ve gerilimin iyi
ayarlanmasi gerekir, besleme oranina gore daha yuksek gerilim uygulanmasi
gerekebilir. YUksek gerilim sadece fiberlerin fiziksel seklini degistirmez ayni
zamanda kristalinitesini de degistirir. Elektrik alan polimer molekdllerinin elektro-
egirme sirasinda duzenli yapida birikmesine sebep oldugu icin fiberlerde
kristalinite artar (Zhao ve ark., 2004).

Gerilimin artmasiyla lif gapi belli bir noktaya kadar azalirken, o noktadan sonra
gerilimin artmasi daha fazla polimer beslenmesine neden olur. Taylor Kkonisi
ignenin ucunda olma egilimi gosterirken artan gerilim degeri ile koni igne iginde
olusmaya baglar ve daha fazla polimer cekilir. Ote yandan lif capi artarken elektro-
egirmede hata olarak nitelendirilen lifler Gzerinde boncuklu yapi olusmaya baslar
(Deitzel ve ark., 2001; Reneker ve Chun, 1996; Fong ve ark., 1999; Lee ve ark.,
2003; Zarkoob ve ark., 2004; Zhong ve ark., 2002; Huang ve ark., 2003).
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Polimer Akis Hizi: Polimer akig hizi, jetin hizini ve malzeme transfer hizini

etkileyen 6nemli bir parametredir. Besleme orani arttik¢a igne ucunda toplanan
damlacik boyutu da artar. Akis hizindaki artig lif capinin kalin olmasini ve gézenek
capini buyudk olmasina neden olur. ClnklU uygulanan gerilimin sabit kalmasinda
dolayl malzemeyi inceltecek yeterli elektriksel kuvvetler azalmis olacaktir (Huang
ve ark., 2003; Li ve Xia, 2004b; Zhong ve ark., 2002).

Damlacik boyutu artinca yol boyunca taginan ¢ozucu miktari da artar dolayisiyla
¢ozucunUn buharlagmasi icin daha ¢ok zaman gerekir. Bagka bir deyisle dusuk

besleme orani ¢ézucunun buharlagsmasi i¢cin dnemlidir (Rodoplu, 2011).

Toplayici Levha ile igne Arasindaki Mesafe: Toplayici levha ile igne arasindaki

mesafe lif morfolojisini etkileyen bir diger énemli dediskendir. Bu mesafede lif
olusumu meydana gelir, ¢ozlicl uzaklasir ve lif katilasir, toplayicida lif depolanma
zamani bu arada gergeklesir. Bu mesafenin artmasi ile jetin izleyecegi mesafe de
artacagindan lifin inceligi artar ve lifler kuru bir sekilde toplanir. Mesafe elektrik
alan kuvveti ile ters orantili oldugu icin jetin uzamasini saglayan elektrik alan
kuvvetleri azalir dolayisiyla fiber capi artar (Zhao ve ark., 2004). Eger mesafe
dusuk olursa konsantrasyon parametresi ihmal edilerek lifler islak olarak
toplanacagindan boncuklu yapilar meydana gelir. Ayni zamanda dusuk mesafede
Buckho’ nun g¢alismasinda yuvarlak kesitten yassi kesite dontisim de gdzlenmistir
(Subbiah ve ark., 2005).

Toplayici Levhanin Hareketi: Elektro-egirme isleminin gerceklesmesi icin kaynak

ile toplayici arasinda elektrik alan olugsmasi istenir, bu sebeple toplayici levha
aliminyum gibi iletken malzemelerden secilir. Daha kararli potansiyel fark

olusturmak igin iletken levha topraklanir.

Yalitkan ylzey Uzerinde fiberlerin toplanmasi isteniyorsa iletken levhanin éntine
yalitkan toplayici yerlestirilir. Elektro-egirme sirasinda fiberler toplayici Uzerine
hizla yuklerini birakirlar, yalitkan toplayicida topraklama olmayacagi icin biriken
yuklerin itme kuvveti neticesinde fiberler Ust Uste birikemez ve toplayici yluzeyde
daha seyrek birikirler (Rodoplu, 2011).
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Sadece toplayicinin iletkenligi degil, toplayicinin sekli ve hareketli olup olmamasi
da fiber karakteristigini etkiler. Daha duzenli fiber elde etmek icin yardimci elektrik

alan kaynaklari da kullanilabilir.

2.3.3.3 Cevresel degiskenler

Sicaklik: Sicaklik ¢ézucunun buharlagma oranini arttirirken ¢ozelti viskozitesini
dusurur. Daha duzenli kaguk ¢aph fiberler elde edilir ancak ¢ozeltiye enzimler ve

proteinler eklendiginde yuksek sicaklikta bozunabilirler.

Bagil nem: Yapilan arastirmalar sonucunda, bagil nem arttikga lif capinin da arttigi
g6zlemlenmistir. Bu durumun sebebi olarak, polimer ¢ozeltisinin ylizeyinde olugsan
elektrostatik yuklenmeme oldugu vurgulanmistir. Bir baska deyisle lifin incelmesi
icin gerekli olan elektrik alan gticinin bagil nem dolayisiyla azalmasi veya tam

olarak ylzeye etki edememesidir (Tan ve Lim, 2006).

Basinc: Basing atmosfer basincinin altinda oldugunda sivinin akmaya karsi
direnci azalir, bu durum dizensiz jet kararsizliklarina sebep olur. Viskozitesi dusuk
¢Ozeltiler icin dUsuk basingta elektro-egirme gerceklesmeyebilir. Ancak viskozitesi

yuksek ¢ozeltilerle ¢alisirken vakum altinda elektro-egirme gerceklesebilir.

2.4 Plazma Polimerizasyonu

Plazma polimerizasyon teknigi, her turli materyalin yuzey 0ozelliklerinin
degistirilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Radyo frekansi yuk
bosalimi, mikrodalga, atmosferik basing, duslik basing, dusuk sicakhk vb. farkli
sistemler ile plazma modifikasyonu gercgeklestirimektedir. Radyo frekansi yuk
bosalimi polimerizasyon teknidi ile ylzeylere adhezyon, islanabilirlik, membran
gegirgenligi, dayaniklilik, asinmaya karsi direng, su-tutmama, yuzey sertligi ve
biyolojik dokularla uyum (biyouyumluluk) gibi 6zelliklerin kazandiriimasi mimkun
olmaktadir (Yasuda, 1976; Yasuda ve Iriyama, 1989; Inagaki, 1982; Tusek ve ark.,
2001; Bae ve ark., 2001; Gancarz ve ark., 2002; Kaminska ve ark., 2002). Plazma
modifikasyonu ile bozulma ve asinma, oksidasyon, ¢apraz baglanma gibi ylzeyin
¢ok ince bir tabakasinda olusan yapisal degisimler sonucunda modifiye edilmemis
yuzeylerden tamamen farkli ozelliklere sahip yeni yuzeyler elde edilmektedir
(Yasuda, 1984; Yasuda ve Iriyama, 1989; Kaminska ve ark., 2002). Radyo

frekansi yik bosalimi tekniginin avantajlari; ¢evre acgisindan guvenli olmasi,
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birbirine benzerlik (tekduzelilik) ve tekrarlanabilirlik saglanabilmesi, kullanilan
gazlarin ve monomerlerin gesitliligi, yigin Ozelliklerindeki degigimin en aza
indirgenebilmesi ve secici bir modifikasyonun saglanabilmesidir (Bae ve ark.,
2001; Yasuda ve Iriyama, 1989).

2.4.1 Plazmanin ozellikleri

Plazma, maddenin dérdincl hali olarak tanimlanir (Yasuda 1976; Yasuda and
Iriyama 1989; Akman, 1993; Li ve ark., 1997). Yuksek sicaklik, kuvvetli elektrik
veya magnetik alanlarin etkisi plazma olusumunu saglamaktadir. Guglu bir
elektriksel bosalimla da plazma olusturabilmek mudmkindir. Plazma ortaminda
enerji kazanan serbest elektronlar, ortamdaki diger atomlar ve molekullere
carparak enerjilerini transfer ederler ve bu esnada isima gercgeklestirirler. Bunlarin
da birbirleriyle reaksiyona girmeleri sonucu ortamda ¢ok degisik tur ve sayida yeni
molekuller, atomlar, radikaller, iyonlar vb. olusur (Akman, 1993; Li ve ark.,1997,;
Tusek ve ark., 2001). Gaz sicakhigina bagl olarak plazmayi iki baslhk altinda
toplamak mumkuandar (Li ve ark., 1997; Tusek ve ark., 2001).

Yiiksek sicaklik plazmasi; gaz sicakhigi 10° K’ den fazladir. Giines sisteminde
meydana gelen nukleer patlamalar ve kontrolli flizyon reaksiyonlari ylksek
sicaklik plazmasina érnek olarak verilebilir. Sicak plazmada, ortamda esas olarak

¢ok sayida iyon bulunmaktadir.

Diisiik sicaklik plazmasi; gaz sicakligi 10° K’ den daha diisiiktiir. Burada iyonlarin
yani sira diger elemanlardan da onemli miktarda bulunur. Duguk sicaklik plazmasi
da iki baslik altinda incelenebilir: (i) Sicak plazma; gaz sicakligi 1000 K’ den daha
fazladir, normal sartlarda 10* K civarindadir. Lamba i1simasi, elektrik arki ve diger
yuksek-gu¢ bogsalimlari sicak plazmaya 6rnek olarak verilebilir; (i) Soguk plazma;
gaz sicakhgl 1000 K’ den daha diisiktir, normal sartlarda 10% K civarindadir.
Dusuk basingta gergeklesen yuk bosalim plazmalari soguk plazmaya ornektir
(1eV=11600 K).

Plazma ortamina konan bir materyal ylizeyinde kopmalar (“etching”) veya birikme
(“deposition”) olusur. Plazma parametrelerinin degistiriimesi ile bu iki prosesten

birini etkin kilmak mumkuanduar. Plazma ile kaplama yapmanin iki temel avantaji
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vardir; kaplamanin ¢gok homojen ve ince olmasidir (Yasuda, 1984; Yasuda 1976;
Yasuda and Iriyama 1989; Flosch ve ark., 1992; Akdogan ve ark., 2006).

Plazma polimerizasyonunda Ozellikleri degistirilecek materyal yuzeyinde olusan
polimerin kimyasal yapisi, birikim miktari (kalinligi) ve bunlarin homojenitesini
etkileyen birgcok parametre vardir. Ayrica plazma polimerizasyonu tekniginde
kullanilan monomerlerin kolaylikla polimerize olabilen ¢ift baglar gibi reaktif
fonksiyonel gruplara sahip olmalari gerekir. Plazma etching ve plazma
polimerizasyonu  arasindaki denge bogsallm  parametreleriyle  kontrol
edilebilmektedir (Flosch ve ark., 1992).

Organik maddelerin plazma ortaminda polimerizasyonu amagclandigi durumlarda
dusuk sicaklik plazmasini uygulanmaktadir. Bunun baslica nedeni materyal
yuzeyinde olugan organik polimerik yapinin yuksek sicaklikta kolaylikla degrade

olmasidir.

2.4.2 Plazma polimerizasyonu hizini etkileyen parametreler

Plazma polimerizasyonunun hizi 6ncelikle kullanilan monomerin yapisina baghdir
(Yasuda, 1985). Buna ek olarak, plazma polimerizasyonunun hizina etki eden
kontrol edilebilen parametreler reaktor geometrisi, monomer akis hizi, basing,
bosalim glcu, plazma suresi, frekans, elektrot acikliyi vb. makro parametrelerdir

(Kaminska ve ark., 2002). Bu parametrelerin etkileri kisaca su sekildedir:

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

bag iceren etilenden daha hizli polimerize olmaktadir.

Reaktor geometrisi ylUzeye biriken polimerin kimyasal yapisi ve kalinligini
dolayisiyla kaplamanin her iki yonden de homojenitesini etkileyen onemli
hususlardan biridir. Plazma polimerizasyonunda degisik sekillerde tasarlanmis
reaktorler kullaniimaktadir. Reaktorin tubdler, dikdortgen kesitli veya diger
sekillerde olmasi monomerin reaktor iginden akig dinamigini etkiler. Monomerin
plazma bolgesinden gegis hizi (alikonma suresi) ve sekline (tlrbllent, laminer,

vb.) bagl olarak birikimin kimyasal yapisi ve homojenitesi degisir.
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Monomer akig hizinin hem birikim miktarini hem de dolayl olarak biriken polimer
kimyasini degistirdigi rapor edilmektedir. Monomerin akig hizinin artmasiyla
genellikle birikim dogrusal olarak azalir. Duguk monomer besleme hizlarinda,
konvektif akim terimlerinin etkisinin azalmasiyla difizyonun baskin olacagi
durumda reaktore beslenen hemen hemen tUm monomerin polimerize olarak

yuzeyde birikmesi mumkun olabilmektedir.

Basing plazma ortaminin yapisini dolayisiyla polimerizasyon hizi ve yuzeyde
biriken polimer yapisini etkileyen 6nemli bir parametredir. Elektriksel bosalim
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 molekdillerinin iyonizasyonu ve
hizi basinca bagli oldugundan Pg’ nin degeri polimer birikim hizini ve polimerik

kaplamanin kimyasal yapisini etkiler.

Genellikle bosalim glcu arttikga polimer birikim miktari artar. Elektriksel bosalim
reaktor icinde tamamen gerceklestikten sonra ilave edilen voltajin serbest
radikallerin Uretimini arttirmadigi, boyle durumlarda monomerin akig miktarinin,

polimer birikimini belirleyen parametre olarak 6nem kazandigi not edilmelidir.

Plazma polimerizasyonunda yatigkin duruma ulagildiktan sonra, surenin
artmasiyla yalnizca kaplama kalinhginin arttigi, polimerizasyon hizi ve yuzeyde
biriken polimerin yigin yapisinda énemli bir degisiklik olmadigi sdylenebilir. Ancak,
Tusek ve arkadaslari (2001), NH3 plazmasi ile Poliamid 6 levhalarini modifiye
ettikleri calismalarinda, azot igeren gruplarin yapiya girisinin artan iglem suresiyle
arttigini ve temas acgisinin azaldigini; ¢ok uzun islem surelerinde ise yluzey
yikiminin negatif etkisinin fonksiyonel gruplarin pozitif etkisine Gstiin gelmesiyle
yuzeydeki amino gruplarinin sayisi azalirken temas acisinda artis gozlendigini
belirtmektedirler.

ic elektrot agikhigi da plazma polimerizasyonun hizini etkileyen énemli bir
faktérdir. I¢ elektrot acikhigi daraltildiginda (yiiksek elektron yodunlugu) hiz
artmaktadir.

Gerek organik ve gerekse organo-metalik bilesiklerin plazma ile polimerlesme

mekanizmalari ve polimerlesme kinetikleri oldukga karigiktir.  Plazma
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polimerizasyonunda polimer bir seri kompleks reaksiyonlar sonunda olugsmaktadir.
Bu nedenle gerek polimer olusturma (ve depolanma) hizi gerekse olusan
polimerlerin gesitli ozellikleri elektriksel bogalma ile ilgili gesitli kosullara baghdir.

Boylece deney degiskenleri arasinda yukarida detaylari agiklandigi tzere;

1. Uygulanan elektriksel bosalmanin turt (igten elektrotla kapasitif, distan
elektrotla induktif gibi

2. Uygulanan elektriksel bosalma ile ilgili diger degiskenler (bosalmanin gicu,

frekansi, monomer basinci, monomer akis hizi)

3. Elektriksel bosalmanin uygulandidi reaksiyon kabi (reaktor) ile ilgili
degiskenler (reaktor yatay boru ya da an seklinde ayrica monomerin girig

ve elektrotlara gore dagilis geometrisindeki farkliliklar)

4. Polimerin Uzerine kaplandigi ortamin yeri sekli yapisi vb. gibi bazi unsurlar

rol oynamaktadir.

2.4.3 Plazma polimerizasyonunun mekanizmasi

Genel olarak, materyal yuzeyleri ile dusuk basingta meydana gelen yik bosalimi
plazmasinin reaksiyonlari G¢ baslik altinda 6zetlemek mumkundur (Tusek ve ark.,
2001):

Birikim (deposition): Gaz fazinda bulunan argon, amonyak, karbon monoksit, flor,

hidrojen, azot, azot dioksit gibi maddeler ile yluzeydeki turler arasinda temelde

¢capraz baglanmalar ile yeni fonksiyonel gruplar olusturulmaktadir.

Polimerizasyon (polymerisation): CH gibi organik bir monomerin polimerizasyonu

yoluyla materyal ylzeyinde ince bir film olusumu polimerizasyon prosesini
olusturur. Polimerizasyon, gaz fazindaki turler arasindaki reaksiyonlari, gaz
fazindaki turler ile yuzeydeki turler arasindaki reaksiyonlari ve sadece yuzeydeki
turler arasindaki reaksiyonlari icermektedir. Polimerizasyonun mekanizmasi, gaz
faz ve ylizeyde meydana gelen reaksiyonlarin her ikisini de iceren polimerizasyon
prosesinin karmasikligi nedeniyle henlz yeterince anlasilamamigtir. Ortamda

mevcut olan c¢esitli reaktif gruplar (6rnegin, iyonlar, serbest radikaller v.s) Radyo
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frekansi (RF) plazma polimerizasyon reaktorinde monomerin polimerizasyonuna

katkida bulunur.

Temizleme ve yuzeyden kopmalar (ethcing): Bir materyal ylzeyinde bulunan

maddeler yuzeyden ugucu urunler olusturulmak kosuluyla kimyasal reaksiyonlar ile
fiziksel kopmalar seklinde uzaklastinlirlar. Yuzeylerden organik bulasilarin

uzaklastiriimasi igin oksijen igeren plazmalar kullaniimaktadir.

Genel olarak plazma, yuksek sicakliklar kuvvetli elektriksel veya manyetik
alanlarin etkisiyle olusur. Herhangi bir elektriksel bosalmanin plazma olarak
adlandirilabilmesi igin oncelikle ortamdaki pozitif ve negatif yuk tasiyicilarinin
sayica birbirine esit olmalari kosulu gereklidir. Plazmada iyonlagsma derecesinin
10 ile 10°® arasinda oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu da plazma ortaminda biiyiik
Olgcude elektronlarin bulunmasi anlamina gelmektedir. Plazmada serbest radikal
konsantrasyonunun iyonlara kiyasla, 10°-10* defa daha fazla oldugu
belirtiimektedir. Plazmada pozitif ve negatif yuk tagiyicilarinin birbirine esit olmalari

kosulu az sayidaki elektron ve pozitif iyonlarin sayica esit olmalari demektir.

Plazma polimerizasyonu, ‘plazma-uyariimis’ ve ‘plazma-hal’ polimerizasyonunun
toplamini igerir. Monomerlerin, dogrudan polimere eklenmesi ile gerceklesen
polimerizasyona ‘plazma-uyariimis’ polimerizasyon adi verilimektedir. Once
atomlarin birlesmesi ile ara uUrunlerin, daha sonra da son Urinun olusmesi ile
gerceklesen polimerizasyon mekanizmasina ‘plazma hal’ polimerizasyonu adi
verilmektedir. Plazma polimerizasyon her iki polimerizasyonun toplami seklinde

olusur.

2.4.4 Plazma polimerizasyonu tekniginin avantajlar

Plazma polimerizasyonunun en 6nemli avantaji, bir 6n kosul aranmaksizin tim
organik bilesikler kullanilarak materyal yuzeylerinin modifiye edilebilmesidir. Diger
kaplama yontemleriyle kargilastirildiginda, ¢ok ince ve ¢ok daha homojen
kalinlikta kaplama daha kisa zaman dilimlerinde saglanabilmektedir. Ozellikle
yeterli akisin saglanabilecegi ince film kaplamalari gerektiren membran
seperasyon prosesleri i¢cin bu yontem son derece avantajlidir (Yasuda, 1984).
Proses temizdir, klasik proseslerde kullanilan ¢ozuculer, baglaticilar, stabilizorlere,
vb. burada gerek olmadigindan urin ¢ok saftir. Bu, 6zellikle tip uygulamalarinda
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onemli bir avantaj olarak vurgulanmaktadir. Kaplama diger yontemlerde bir gok
basamakta ve uzun surede (24 saat gibi) gergeklestirilirken plazma polimerizasyon
yontemiyle prepolimer sentezi, kaplama solUsyonun hazirlanmasi, kaplama
prosesi, kurutma gibi prosesler tek basamakta gerceklestirilebildiginden 1 saatten
daha kisa surelerde sonuca varilabilmektedir (Mutlu ve ark., 1997; Inagaki ve ark.,
1982; Flosch ve ark., 1992). Dusuk sicaklik plazma polimerizasyonu yonteminin
en Onemli avantajlarindan birinin de substartlarin sadece en dista bulunan
tabakalarinin modifikasyondan etkilenmesi oldugunu belirtmiglerdir. Bodylece
modifiye edilen substratlarin yigin 6zellikleri degismediginden dolay! yuzey
Ozellikleri kontrollu bir sekilde modifiye edilebilmektedir (Yasuda 1976; Yasuda and
Iriyama 1989).

2.5 Avidin — Biyotin Etkilesimi

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

Biyotin canli batin hucrelerde az miktarda bulunan ve sitrik asit ¢evrimi ve hucre
blyUmesini de igeren bazi biyolojik prosesler icin kritik dnemi olan vitamindir.
2443 Dalton molekul agirligina sahip goreceli olarak kuguk bir molekil olan
biyotin, biyolojik aktivitesinde belirgin bir degisiklik olmadan bircok molekll ve
proteinle birlesebilmektedir. Bu 6zelliginden dolayi biyolojik analitlerin tayininde ve
saflagtirimasinda kullanilan bir ara¢ haline gelmistir. Bu iglem igin 6ncelikle
molekul biyotinle etiketlenir, ardindan biyotin-baglayan immobilize proteinle

etkilesime sokularak molekulin saflagtiriimasi saglanir.
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Sekil 2.7 Biyotinin kimyasal yapisi

Avidin-biyotin kompleksi protein ve ligand arasinda bilinen en giiglii (Kq=10"° M)
kovalent olmayan etkilesimdir. Avidin ve biyotin arasindaki bag c¢ok hizl
gerceklesir ve bag olustuktan sonra pH, sicaklik, organik ¢ozuculer ve diger
yapisal bozunmaya neden olan ajanlardan etkilenmemektedir. Avidin ve biyotin bu
Ozelliklerinden dolayr bu molekullerden bir tanesiyle konjuge olan proteinlerin

tayininde veya saflastirmasinda oldukga kullanighdir.
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Avidin Konjuge Biyotin Avidin-Biyotin Kompleksi

Sekil 2.8 Avidin-biyotin kompleksi

Biyotine karsi ylksek afinite gdsteren avidin molekull, doért biyotin molekula
baglama kapasitesine sahiptir (Sekil 2.8). Avidin ve biyotin arasindaki etkilesimin
gucu bu bagin kullanildigi uygulamalari etkileyebilir ¢giinkl avidin-biyotin bagini

kirmak i¢in gereken zorlu kosullar hedef proteini denature edebilir.
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2.6 Tez Calismasinda Kullanilan Yuzey Analiz Yontemleri

2.6.1 Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR-ATR)

infrared Absorpsiyon Spektroskopisi, diisiik enerjili infrared (IR) bélgedeki isinlarin
kullanildigi absorbsiyon spektroskopisidir. Belirli sartlara sahip molekuller IR 1sinini
absorplayarak molekul igi titresim enerji duzeyleri arasinda gegisler olur.
Molekullerdeki titresim frekanslarina uyan infrared fotolarinin dalga sayilari 4000 —
650 cm™ arasinda degisir. Bu degerle 15 pm ile 2,5 pm dalga boyu araligina
karsilik gelirler.

Monokromotoérler yardimiyla dalga boylarini  segerek olgimun  yapildigi
spektrofotometrelerde herhangi bir anda sadece secilen dalga boyundaki
spektroskopik bilgi toplanir. Ancak bazi spektrofotometrelerde 6zel yodntemler
kullanilarak tum frekanstaki bilgiler ayni anda elde etmek mumkinddr. Bu tur
spektrofotometrelerde monokromotér bulunmaz. Bu sekilde gerceklestirilen
uygulamalarda spektrum frekans dlgeginde degdil zaman élgeginde elde edilir ve bu
spektruma interferogram denir. interferogram, adsorpsiyon spektrumunun Fourier
donusumuduar. Elde edilen veri bir bilgisayar araciligi ile ters Fourier dontsimu
alinarak frekans Olgegindeki bilgilere donusturalir. Bu sekilde gergeklestirilien IR
uygulamasi Fourier Transform Infrared Spektoskopisi (FTIR) adini alr (Yildiz ve
Geng, 1993; Ratner, 1996).

Proteinlerin IR spektrumlari, karakteristik amid gruplari ile iligkili absorpsiyon
bantlari vermektedir. Bu spektrumlarda, duzlemsel vibrasyon modlari genellikle
C=0 gerilmesi, C-N gerilmesi, N-H gerilmesi ve O-C-N bukulmesine aittir. Dizlem
digi vibrasyonlar ise genellikle C-N torsyonundan kaynaklanmaktadir. Proteinlerin
amid gruplarina ait karakteristik bantlar, ikincil aminlerin absorpsiyon bantlari ile
benzerlik gostermektedir ve “amid” bantlari olarak adlandirilmaktadir. Toplamda 9
tane amid bandi vardir. Bunlar; amid A badi, amid B bandi, ve amit |-VII bantlaridir
(Cizelge 2.2) (Schrader 1995; Stuart 2004; Akdogan, 2010).
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Cizelge 2.2 Amid bantlari ve goéruldukleri dalga boylari

Amid Bandi Dalga boyu (cm™)
A 3300

B 3110

I 1653

I 1657

11 1299

v 627

V 725

VI 600

VII 200

Bazi amid bantlari, proteinlerin konformasyonel degdisimlerine kargi digerlerinden
daha hassastir amid | ve Il bantlari, protein ikincil yapilarinin belirlenmesinde en

sik kullanilan amid bantlardir (Kato ve ark., 1987)

Amid Il bandi (1600-1500 cm™), cogunlukla protein yapisindaki N-H bikilme
(%60) ve C-N gerilme (%40) vibrasyonlarindan olugsmaktadir. Amid Il bandini,
proteinin ikincil yapisina bagl olarak, bilesenlerine ayirmak mumkundur (Stuart,
2004).

Proteinlerin ikincil yapilarindaki degisimlerin incelenmesinde en kullanigh bant,
amid 1l bandidir (1700-1600 cm™). Amid | bandi, protein yapisindaki C=0O
gerilmesinin  %80’ini icermektedir ve N-H bukulmesi ve C-N gerilmesi
vibrasyolarini da icermektedir. Amid | bandinin bulundugu dalga boyu genellikle
protein yapisindaki H baglarindan etkilenmekte ve s6z konusu proteinin ikincil
yapisina gore degismektedir. Proteinler genellikle farkli konformasyonlardaki
polipeptit fragmanlari icermektedir ve bunun bir sonucu olarak amid | bandi, Ust
uste binmig cesitli bilesen bantlarini iceren karmasik bir yapidadir. Bu bilesen
bantlari, heliksler, B-yapilar, donusler ve rastgele yapilardir. Bu bilesenlere ait
dalga boylari, cizelge 2.3’ da verilmigtir (Schrader, 1995; Stuart, 2004; Kitano ve
ark., 2008).
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Cizelge 2.3 Amid | bandi bilesenlerinin goruldugu dalga boylari

Dalga boyu (cm™) Amid | bandi bileseni
1695-1670 intermolekiiler B-yapisi
1690-1680 intermolekiler B-yapisi
1666—-1659 ‘3-donlslt’ heliks
1657-1648 a-heliks

1645-1640 Rastgele katlanmalar
1640-1630 intramolekdiler B-yapisi
1625-1610 intramolekiiler B-yapisi

ikincil tirev ve dekonvoliisyon ydntemleri kullanilarak yapilan egri uydurum
islemleri ile proteinlerin ikincil yapilari hakkinda bilgi sahibi olmak mumkandur.
Amid | bandinin bilesenlerinin % oranlari, her bir bilesene ait bantlarin belirlenerek,
bunlarin amid | bandinin toplam alanina goére hesaplanmasi ile elde
edilebilmektedir (S$ekil 2.8). Bu igslem, amid | badinin batin bilesenlerinin
absorptivite degerlerinin esit oldugu kabul edilerek gergeklestirimektedir (Kato ve
ark., 1987; Schrader, 1995; Stuart, 2004).

Absorbans ‘

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Dalgaboyu (em™)

Sekil 2.8 Amid | bandinin bilesenleri
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2.6.2 Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM)

Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM), Taramal Prob Mikroskopisi grubu altinda yer
alan en taninmis ylzey inceleme tekniklerinden biridir. AFM, kantilever yayin
ucuna Yyerlestiriimis o6rnek ylzeyini taramaya yarayan sivri bir tipten olusur.
Kantilever genellikle egrilik yarigapi nanometre mertebesinde olup silikon veya
silikon nitritten yapilmistir. Tip 6rnege yaklastirildiginda, tip ve ornek arasindaki
kuvvetler Hook Yasasina gore kantileverin bukilmesine sebep olur (Butt ve ark.,
2005; Catalkaya, 2011).

Sistem temel olarak, birka¢c atomdan olusan bir ignenin pieozo elektrik kontrol
elemanlar araciligi ile yuzeye ¢ok yakin olarak, incelenen yluzey Uzerinde ug¢
boyutta hareket ettirilmesine dayanir. ignenin konumundaki bozulmalar bir lazer
1s1g1 tarafindan algilanilarak buyataltr. Boylece ince tipin yluzeydeki itme ve ¢gekme
kuvvetler ile seklinin bozulmasi ile yuzey topografyasi cikariimis olur. AFM
yardimiyla ylzey topografyasi nanometre seviyesinde belirlenir (Meyer ve ark.,
1998).
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Sekil 2.9 Atomik Kuvvet Mikroskopunun sematik gésterimi
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2.6.3 Taramal elektron mikroskopisi (SEM)

Taramal elektron mikroskopisi, yuzey davranislarinin daha iyi anlasilabilmesi igin
morfolojik ve topografik bilgi veren yuzey analiz yontemlerinden biridir. SEM
goruntuyd 1sik dalgalari yerine elektronlari kullanarak buyatur. Bu yontemle 1sik
mikroskobundan ¢ok daha buyuk Olgeklerde, ayrintili goruntl elde edilebilir. Isik

dalgalari olmadigi i¢in elde edilen goruntu siyah beyazdir.

Elektronlarin  6rnek icerisinden gegebilmesi i¢in ornegin iletken olmasi
gerekmektedir. Analizi yapilacak ornegin yalitkan olmasi durumunda yuzeye Ozel

yontemlerle altin puskurtilerek ince bir iletken film olusturulur.

Ornekler mikroskop icindeki vakuma dayanacak sekilde hazirlanir, vakum
kolonuna dikkatlice yerlestirildikten sonra sizdirmaz kapak kapatilir. Hava
kolondan uzaklagtirildiktan sonra, elektron tabancasindan gonderilen yuksek
enerjili elektron demeti, elektronlari tek bir noktaya odaklayacak sekilde
tasarlanmis bir dizi manyetik lensten gegirilir. Elektron demeti ornek Uzerindeki her
noktaya carparken, yuzeyden gonderilen elektron demeti dedektdre gonderilir.
Cevirici ile dedektorden gelen sinyaller goruntlye gevrilir. YUzeydeki her noktadan

gonderilen elektron sayisi ile son goruntu elde edilmig olur.
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3 MATERYAL VE METOD

Sunulan tezin temel amaci, kitle hassas biyosensorlerin performansini arttirmak
amaciyla kuvars kristal mikroterazi yuzeylerin elektro-egirme yontemiyle

nanoliflerle kaplanmasi ve karsilastiriimali olarak degerlendiriimesidir.

Sunulan c¢alismayl 5 ana baslik altinda 6zetlemek mumkdnddr. Bu asamalar

siraslyla,

=

Elektro-egirme yontemiyle nanolif Gretimi

2. Plazma polimerizasyonu (PIzP) yontemiyle ylzey modifikasyonu

w

. Ylzeyin kimyasal aktivasyonu
4. Taniyici tabakanin olugturulmasi
5. Biyosensor performansinin belirlenmesi

Plazma Destekli Biyomlhendislik ve Biyoteknoloji (PABB) Arastirma Grubu
tarafindan daha 6nce yapilan g¢alismalar degerlendirilerek, bu ¢alismanin temeli
olusturulmustur (Cokeliler, 2006; Ozansoy, 2007; Rodoplu, 2011). Yukarida
vurgulanan “katle hassas biyosensorin performansini  arttirma” hedefi
dogrultusunda sonuglarin literatur verileri ile karsilastirilabilmesi agisindan, avidin-
biyotin etkilesimi model olarak segilmigtir. Elektro-egirme ydntemiyle ince,
boncuksuz ve surekli yapida nanolifler elde etmek igin %10 (w/w) polivinil alkol
(PVA) ¢ozeltisi (Rodoplu, 2011) kullanilarak farkli islem parametrelerinde (gerilim,
polimer besleme orani, igne-toplayici arasi mesafe) yapilan 6n c¢alismalarin
sonuglari de@erlendirilerek c¢alismanin kalan kisminda kullanilacak olan iglem
parametreleri belirlenmistir. Elektro-egirme yontemi ile nanolif kaplanan yuzeylere
biyoajan immobilize edebilmek amaciyla amino grubu iceren fonksiyonel gruplar
plazma polimerizasyonu yontemiyle olusturulmus ve bu iglemi takiben %2,5 (v/v)
gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak kimyasal aktivasyon gergeklestirilmigtir.
Biyosensorun taniyici tabakasinin olusturulmasi biyotinin ylizeye tutuklanmasi ile
tamamlanmistir. Olusturulan avidin biyosensorunin performansi, farkli avidin
derisimlerindeki c¢ozeltilerin taniyici tabaka ile etkilestiriimesi ve biyotin-avidin

baglanmasinin yarattigi kitle degisiminin frekans degerlerindeki sapmanin

37



Olcilmesiyle saptanmistir. Avidin konsantrasyonuna karsi frekans sapmasinin
grafige gegciriimesiyle elde edilen kalibrasyon grafiginin analizi sonucunda
biyosensoriin dogrusallik ve hassasiyet yonundeki performansi belirlenmistir.
Gelistirilen biyosensoér, ayni yontemlerin nanolif icermeyen piezoelektrik kuvars
kristal yuzeyine uygulanarak hazirlanan biyosensorun performansi ile

kargilastiriimistir.

Batln bu iglemler sirasinda her basamakta Research Quartz Crystal Microbalance
(RQCM) sisteminden yararlanarak kuvars kristal yluzeylerine biriken kitle miktari
frekans degisimleriyle Olgulmuastir. Kristal ylzeylerinde yapilan modifikasyon
islemlerinden sonra yuzey fiziksel ve kimyasal olarak SEM, AFM ve FTIR-ATR ile

karakterize edilmistir.
3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal malzemeler

Sunulan tez calismasinda, kuvars kristal ylzeylerine uygulanan elektro-egirme
yonteminde kullanilan polivinil alkol (ort. My= 70000-100000 g mol™") Sigma
(Almanya) firmasindan temin edilmigtir. YUzeyde fonksiyonel grup olusturmak igin
uygulanan plazma polimerizasyonu isleminde Acros Organics (Belgika)
firmasindan satin alinan alilamin (Allylamine, 98+%, extra pure, M,= 57.09 g
mol™") kullanilmistir. Yiizeylerin kimyasal aktivasyonu gluteraldehit ¢ozeltisi (25%,
Mw= 100,12 g mol™", AppliChem, Almanya) ile yapilmistir. Sigma (Almanya)
firmasindan satin alinan biyotin ve avidinin birbirleriyle olan etkilesiminden
yararlanarak sensor denemeleri gergeklestiriimistir. Calismalarda tampon ¢ozeltisi
olarak NaCl iceren fosfat tamponu konsantre halde temin edilmis ve seyreltilerek

kullaniimistir (10x PBS, Sigma, Almanya).

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallarin agik ve kapali molekul formulleri

Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Elektro-egirme sisteminde kullanilan polimerin kapal ve agik molekdl

formalu
Polimer Kapali Molekul Formuli Acik Molekul Formuliu
Polivinil alkol (C5H40)n 3 W
OH OH

Cizelge 3.2 Plazma polimerizasyonu sisteminde kullanilan monomerin kapali ve
acik molekul formuli

Monomer Kapali Molekil Formuli Acik Molekil Formiuli

Alilamin

CsH/N HECMNHE

(CsHsNHy)

Cizelge 3.3 Calisma sirasinda kullanilan diger kimyasal malzemelerin kapali ve
acik molekul formuli

Kimyasal Kapali Molekul Formuli Acik Molekul Formulu
i
Gluteraldehit CsHsO- H—%—[CHEJS— ——H
i

3.1.2 Piezoelektrik kuvars kristal malzemeler

Tez calismasinda hazirlanan kutle hassas sensorde cgevirici olarak, kararl yapisi
ve yuksek sicakliklarda piezoelektrik Ozelliklerini kaybetmemeleri nedeniyle
Maxtek Inc., (ABD) firmasindan temin edilen kuvars kristaller kullaniimigtir.
Eylemsiz olmalari nedeniyle altin elektrotlu, rezonans frekansi 5 MHz olan ve BT
kesimden daha kararli ve sicaklik katsayilari 1 ppm/°C olan AT kesme tipi kristaller

tercih edilmistir.
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Calismada kullanilan kristale olabildigi kadar yakin yerlestiriimis bir i¢ osilasyon
devresi tagiyan kristal tutucu (CHC 100C Holder) Maxtek Inc. (ABD) firmasindan
satin alinmistir. Deney sistemimizde kullaniimak igin temin edilen kristallerin ve

kristal tutucunun (holder) ézellikleri gizelge 3.4’ de gosterilmektedir.

Cizelge 3.4 Maxtek firmasindan temin edilen kristallerin ve kristal tutucunun
(holder) ozellikleri

Kuvars Kristal Mikroterazi (Maxtek Ltd. QCM Seri No
149238-1/175-1)

Frekans 5.0 MHz
Kristal Kesimi AT
Yuzey Parlatiimig

Elektrot Materyali Adhezyon/Dis Kisim Titanyum/Altin

Kristal Tutucu (Maxtek Ltd. CHC 100C

Holder)
Uzunluk 10 cm
Materyal CPVC

alisma Sicaklik Araligi | -25/95 °C
Calis d

3.2 Metot

3.2.1 Elektro-egirme isleminde kullanilacak polimer ¢ozeltisinin
hazirlanmasi
Elektro-egirme isleminde kullanilan polivinil alkol, 80 °C’ de suda ¢dzlinen bir

polimerdir. PVA’ nin %10 luk (w/w) sulu ¢dzeltisi, 1sitmali kangtiricida 4 saat
sureyle karistirilarak hazirlanmistir.
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3.2.2 Elektro-egirme sisteminin kurulumu

GAMMA High Voltage Research Inc. (ABD) firmasindan temin edilen glg
kaynaginin [dogru akim (DC) 30 kV] negatif ucu toplayici levhaya, pozitif ucu ise
siringa ignesine baglanmigtir. Siringa pompasi (NE 300, New Era Pump System

Inc., ABD) yardimiyla sisteme polimer beslenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Elektro-edirme a) sisteminin goéruntusu, b) igne-toplayici levha gorintisu,
c) toplayici levha goruntisu

3.2.3 Elektro-egirme sistemi parametrelerinin belirlenmesi

Elektro-egirme yontemiyle ylzeylerde boncuksuz, ince ve surekli nanolif yapi elde
edilmesi amacglanmistir. Bunun igin daha dnce yapilan arastirmalar da géz éninde
bulundurularak bazi parametreler sabit tutulmus ve yeni sistem igin ideal kosullar
belirlenmistir. %10 (w/w) sulu PVA ¢dzeltisi yatay sistemde 0,8 mm igne ¢api ve
10,2 mm siringa ¢api sabit tutularak islem parametrelerinin (igne ve toplayici levha

arasindaki mesafe, uygulanan gerilim, polimerin besleme hizi ve igslem slresi)
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degistirilmesi ile sistem parametreleri optimize edilmistir. igne ve toplayici levha
arasindaki mesafe 3-5 cm arasinda degistirilirken, 10-15 kV araliginda yuksek
gerilim uygulanmistir. Polimer sisteme 1,1—4 ml/h hiziyla beslenip islem suresi 1-5
dakika araliginda degistirilmistir. Elektro-egirme oncesi ve sonrasi kristallerdeki
frekans farki Olguldukten ve kristal ylzeylerinin karakterizasyonu (SEM, AFM,
FTIR-ATR) yapildiktan sonra galismanin devami igin uygun olan parametreler
secgilmis ve calismanin kalan kismina bu parametreler kullanilarak devam

edilmistir.

3.2.4 Plazma polimerizasyonu yontemi

Kiutle hassas biyosensor hazirlamak amaci ile piezoelektrik kuvars kristallerin
yuzeylerinde elektro-egirme yoéntemi ile olusturulan nanoliflerin  biyotini
baglayabilmesi igin lif ylUzeyleri plazma polimerizasyonu yontemiyle modifiye
edilerek amino gruplar olusturulmustur. Bu amagla, ornek yuzeyler duguk basing
(< 0.2 mbar), radyo frekansh (13.56 MHz) Plazma Polimerizasyon sistemi (Pico,
Diener Electronics, Almanya) kullanilarak amino grubu igeren uygun bir monomer
varliginda yuk bosalimina tabi tutulmustur. PIzP sisteminin teknik 6zellikleri gizelge
3.5’ de, sematik gérinumua sekil 3.2’ de ve dlizenegdinin gdsterimi sekil 3.3’ de

verilmistir.

Cizelge 3.5. Plazma Polimerizasyonu sisteminin teknik ozellikleri

Kumanda dolabi G 550 mm, Y 330 mm, D 500 mm

Hulcre @ 150 mm, L 320 mm

Hucre hacmi Yaklasik 5 litre

Gaz girisi igneli valf (izerinden 2 gaz kanali

Alternator 13,56 MHz, kademesiz

Vakum pompasi Leybold, Trivac D2,5B tipi (2,5 m?¥h)

Kumanda Yari otomatik, zamanlayici Uzerinden iglem suresi
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Nanolif kapl kuvars kristal yuzeylerinde amino grubu olugturmak amaciyla alilamin
(AA) monomeri ile 45 Watt bogsalim glcunde ve 5 dakika islem slresinde plazma
polimerizasyonu uygulanmistir. Bunun icin drnekler hazneye yerlestirildikten sonra
reaktor kapag! kapatilip vakum uygulanmaya baglanmistir. Reaktor igerisindeki
basing 0,30 mbar a dusene kadar beklendikten sonra sisteme baglanan
monomer, 10 dakika boyunca reaktor i¢i basinci 2 mbar olacak sekilde reaktore
beslenerek reaktor igerisinin tamamen monomer buhari ile dolmasi saglanmigtir.
Sure sonunda monomer akisi kesilmis ve jeneratér devreye sokularak belirlenen
parametrelerde ylzey modifikasyonu gergeklestirilmistir. Sistemden inert gaz
olarak 5 dakika boyunca argon gazi gegirilip 6rnekler vakum ortaminda 5 dakika
daha bekletildikten sonra reaktorden cikartiimistir. Kitle hassas biyosensor
performansindaki degisimi karsilastirmak amaci ile standart, islem gérmemis bir
grup piezoelektrik kuvars kristalde bu kademeden itibaren paralel olarak, tim

calismalarda modifiye edilmigtir.

Akis Hizi
! Ayar Vanasi
Ucli Gaz
Vanasi &
Gaz Tupu
Ak Olger
Ornek Seh
Ornek Sehpasi A
* Bakir Elektrodlar = O
Plazma Toprak
Vakum Polimerizasyon Wattmetre
Pompasi Reaktoru

Sekil 3.2 Plazma polimerizasyonu sisteminin sematik gorintusu
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AgmalKaparna Zarmanlayic

Basing
Gostergesi

igne Vana

Gaz Girigi Vakum
Pornpasi
Vakurn Havalandirma
Pornpa Gaz 1/2
badlantsi Gig (MHz)

Hawalandirma Gug (KHz)

Jenaratdr

Ornek Tablasi
Reaktor

Gug gostergeleri

Monorner tanki

Sekil 3.3 Plazma polimerizasyon diizenegdinin gésterimi

3.2.5 Yizeyin kimyasal aktivasyonu

Kuvars kristallerin ve nanofiberlerin yluzeyinde olusturulan amino gruplarini,
biyolojik ajanin (antibodi, DNA segmenti, aptamer vs.) baglanabilecegi bir
fonksiyonellik  kazandirmak amaci ile  kimyasal aktivasyon iglemi
gerceklestiriimistir. Bu amacla 6nceki ¢alismalarimiz géz éntinde bulundurularak
pH 7.4 fosfat tamponu (Na;HPO,4.2H,O/KH,PQO,) icerisinde hazirlanmis % 2.5
(v/v)" lik gluteraldehit ¢ozeltisi kullaniimistir (Cokeliler, 2006; Karamollaoglu ve
ark., 2009; Sir, 2009). Serbest amin ugclari ile gluteraldehitin aldehit uclari

reaksiyona girerek sift baz reaksiyonu ile baglanmaktadir (Tabrizi, 2005).

Kimyasal aktivasyon surekli ve kesikli olmak uzere iki yontemle yapilabilmektedir.
Kesikli yontemde; %2,5 (v/v) gluteraldehit ¢oOzeltisi ylzeye damlatilir, 2 saat
bekletildikten sonra deiyonize su ve tampon ¢ozeltiyle 5 dakika boyunca yikanir.
Surekli yontemde ise; akis ortaminda dengeye gelen sisteme %2,5 (v/v)
gluteraldehit ¢dzeltisi ayni akis hizinda ortama enjekte edilir ve ardindan 2 saat

sureyle akig hucresinden tampon ¢ozelti gegirilir.
Bu tez kapsaminda kimyasal aktivasyon igin kesikli yontem secilmistir.

3.2.6 Taniyici tabakanin olugturulmasi

Yuzeyi kimyasal aktivasyonla biyolojik ajan tutuklamaya hazir hale getirilen kuvars
kristallerin Uzerine model olarak secilen biyotin immobilize edilmistir. Biyotinin

yluzeyde immobilizasyonu igin kullanilacak derisimin saptanmasinda, biyotinin
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baglanma miktari kadar immobilizasyon sonrasi avidine karsi afinitesinin
yuksekligi bir kriter olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, pH 7.4 tampon ¢ozelti ile
1 mg/mL’ lik ve 0.25 mg/mL’ lik hazirlanan iki ayri biyotin ¢ozeltisinden iki ayri grup
piezoelektrik kuvars kristale 40 ul damlatiimig ve 1 gece bekletilmigtir. Tampon ve
deiyonize suyla yikanan yuzeyler kuruduktan sonra frekans ol¢gumleri alinip sensor

denemeleri i¢in hazir hale getirilmigtir.

3.2.7 Biyosensor performansinin belirlenmesi

Kltle hassas biyosensorin taniyici tabakasini olugsturan biyotin derigimini
belirlemek Uzere kristaller iki farkh grup olarak ayrilmis ve Gzerlerine 0.25 ve 1.00
mg/mL avidin ¢ozeltisi damlatilarak 2 saat bekletiimis ve yikama isleminden sonra
frekans degerleri olgulmustar. Avidin ¢ozeltisinin derisimine karsi elde edilen
frekans sapmalar 2 farkl biyotin derisimi igin grafige gecirilmistir. Bu iki noktali iki
ayri grafikte elde edilen edim (hassasiyet= Afekans sapmasi/Aavidin derisimi) degerine
bakarak, yuksek hassasiyet veren biyotin derisimi, biyosensor olarak hazirlanacak
kristallerin yuzeyine biyotin immobilizasyonunda diger bir deyigle taniyici
tabakanin hazirlanmasinda kullaniimigtir. Bu veriler 1s1dinda, kalibrasyon
dogrusunun hazirlanmasi amaci ile taniyici tabaka, toplamda 4 farkh avidin
derisimi (0.1-1.00 mg/mL) ile etkilestiriimis ve biyosensorin cevabina karsi avidin

derisimi grafigi hazirlanmistir.

Nanolif kaplama ile kitle hassas biyosensorlerde performansin gelistiriimesine
yonelik bu tezde, nanoliflerin etkisini karsilastirmak amaci ile nanolif icermeyen
piezoelektrik kuvars kristal ylzeyler, ayni parametrelerde plazma polimerizasyonu,
kimyasal aktivasyon, taniyici tabakanin olusturulmasi ve avidin etkilesimi
asamalarindan gecirilerek biyosensor hazirlanmig ve karsilastirmali kalibrasyon

dogrulari elde edilmigtir.

Sunulan tezin temel amacina yonelik olarak, kutle hassas biyosensorlerin
performansini arttirmak amaciyla yapilan galigmalarin basamaklari sematik olarak
sekil 3.4’ de verilmistir.
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Sekil 3.4 Taniyici tabakanin tasarimi ve cevabi

3.2.8 Modifiye edilmis kuvars kristallerin karakterizasyonu

3.2.8.1 SEM goriintiilemesi

Yuzeylerin taramali elektron mikroskopisi (Scanning Electron Microscope, SEM)

goruntuleri Raith e-LINE (Almanya) cihazi kullanilarak, farkli buyutmelerde elde
edilmistir. Ornek ylizeyleri iletken oldugu igin goriintileme isleminden &nce
kaplama yapilmasina ihtiyagc duyulmamistir. SEM gorintilemesi igin elektro-
egirme yontemiyle elde edilen lifler 1 gun sureyle oda sicakhginda bekletilmis, bu
sayede lif Uretimi sirasinda tamamen buharlasamayan su polimerden

uzaklastiriimigtir.

3.2.8.2 FTIR-ATR spektroskopisi

Yuzeylerin kimyasal yapilari Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR),

Grazing Angle aparati kullanilarak elde edilmistir (Perkin Elmer Spektrum 100
FTIR, ABD). Sistemde dedektor olarak mercury cadmium telluride (MCT)
dedektord  kullaniimigtir.  MCT dedektori  olgimlerden o6nce sivi azot ile
sogutulmustur. Spektrumlar 4 cm™ ¢éziinirltigiinde, 80° aciyla ve her bir drnek icin
4 adet tarama alinarak elde edilmistir. Kuvars spektrumunun modifiye ylzeylerde
olusan kimyasal gruplara ait bantlari maskelemesi nedeniyle spektrumlar; bos
kuvars kristal ylzeyinin, elektro-egirme yontemi, PlzP modifiye edilmig, biyotin
tutuklanmis ve avidinle etkilesmis kuvars kristal ylzeylerinden ¢ikartiimasi ile elde

edilmistir. Bu islem cihaza ait yazilim kullanilarak gergeklestiriimigtir.
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3.2.8.3 AEM goruntlulemesi

Kuvars kristallerin, elektro-egirme sonrasi, yuzeylere biyotin tutuklandiktan sonra

ve biyotin-avidin etkilesiminden sonra yuzeyin fiziksel karakterizasyonu Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanilarak elde edilmistir. Modifikasyon once ve
sonrasindaki degisiklikler Atomik Kuvvet Mikroskobu (Ambios, USA) cihaz ile

goruntileme yapilarak belirlenmigtir.
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4 DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan c¢alismanin temel amaci, kutle hassas biyosensorlerin performansini
arttirmak amaciyla kuvars kristal mikroterazi yuzeylerin elektro-egirme yontemiyle

nanoliflerle kaplanmasi ve karsilastirmali olarak degerlendiriimesidir.

Elektro-egirme sistemi ile piezoelektrik kristal ylzeylerde nanolif elde etmeye
yonelik calismalar sonucunda hazirlanan modifiye yuzeylere, taniyici tabakanin
olusturulabilmesi icin plazma polimerizasyon yontemi ile fonksiyonel gruplar
baglanmis ve bu gruplar kimyasal olarak aktive edilmigtir. Bu aktivasyon islemi
sonrasinda ylUzeye taniyici biyoajan olarak biyotin baglanmasi gergeklestiriimis ve
ardindan avidin ile etkilestirilerek biyosensorin performansi dlgulmuastur. Plazma
polimerizasyonu ve sonrasindaki asamalar nanolif icermeyen vylzeyler igin
tekrarlanarak karsilastirmali sonuglar elde edilmigtir. Kristal ylzey Uzerinde
yapilan modifikasyon islemleri sonucu elde edilen degisimlerin izlenmesi amaciyla
kuvars kristal mikroterazi sistemlerinde frekans olgumleri ile yUzeydeki kutle
degisimleri saptanmistir. Frekans olgimlerine paralel olarak ylzeyin fiziksel ve

kimyasal yapisini tanimlamak Uzere c¢esitli karakterizasyon galismalari yapilmistir.

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

biyotin-avidin biyosensoérinin performansi bu bélimde sunulmustur.

4.1 Elektro-Egirme Sistemi ile On Galismalarin Degerlendirilmesi

Elektro-egirme sistemi ile yapilan 6n calismalarda elde edilen sonuglar SEM

karakterizasyonu ile degerlendiriimis ve asagidaki cizelgelerde sunulmustur.

Elektro-egirme islemi sirasinda Taylor konisi elde edildigi sirece boncuksuz fiber
olusmasi, lif gapinin homojen olmasi 6ngéruldugu gibi egirme isleminin de surekli
olarak devam etmesi ve surekli yapida fiber olusmasi 6ngoértulmastur. Literatirde,
elekro-egirme isleminin gergeklestirilecegi duzenegin pozisyonu ile ilgili calismalar
sonunda, Taylor konisinin ve boncuksuz lif olusumunun yatay sistemde daha kolay
ve kararli gergeklestigi belirtiimektedir (Yang ve ark., 2009). Ayrica, grubumuzda
yapilan ilk calismalarda kullanilan 20X20 cm buyuklugindeki toplayici levhada
gorulen nanolif daginikligina engel olmak ve tim liflerin piezoelektrik kuvars kristal
yuzeyinde toplanmasini saglamak Uzere, piezoelektrik kuvars kristallerin yapisina
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uygun olarak tasarlanan yeni toplayici denenmis ve ilk tatmin edici nanolif yapisi 4
cm toplayici-igne arasi mesafede, %10 (w/w) PVA c¢ozeltisiyle elde edilmigtir.
Sekil 4.1’ de yukaridaki parametrelerde elde edilen homojen ¢aplarda, boncuksuz
ve surekli nanolif yapi gorulmektedir. Bu nanolif yapisi, éncelikle yeni tasarimimiz
olan toplayicinin gorevini en iyi sekilde yerine getirdigininin bir gostergesi
olmustur. Bundan sonraki c¢alismalar, yeni toplayici ile yatay pozisyonda

gergeklestiriimistir

Sekil 4.1 Nanofiberlerin surekli yapisi %10 (w/w) PVA, 12 kV, 4 cm

Yapilan 6n calismalarda kuvars kristallerin ytzeylerini kaplamak icin homojen lif
¢apina sahip, boncuksuz yapida ve surekli nanolifler elde edilmesi amacglanmigtir.
Bunun icin bircok degiskenden etkilenen elektro-egirme isleminde, polimer
¢ozeltisinin derigimi, siringa ve igne c¢api gibi parametreler sabit tutulup akig hizi,
uygulanan gerilim, toplayici levha ile igne arasindaki mesafe gibi parametreler
Uzerinde denemeler vyapilmistir.  Yapilan denemelerin  sonuglari  SEM
karakterizasyonu ve frekans farklari géz énidnde bulundurularak degerlendirilmis

ve uygun parametreler secilmigtir.
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4.1.1 lglem parametrelerinin lif morfolojisine etkisinin incelenmesi

4.1.1.1 Akis hizinin lif gapina etkisi

Polimer derigiminin, siringa ve igne gapinin sabit tutuldugu 6n ¢alismada, akis hizi
1,1-1,6 kV arasinda degistirildiginde lif yapisinda meydana gelen degisikler
g6zlenmistir. Calisilan iki parametrede de liflerde boncuk yapiya rastlaniimamistir.
%10 (w/w) PVA c¢odzeltisinin akis hizi arttinldiginda lif capinin daha homojen
oldugu gozlenmigtir (Cizelge 4.1). Daha 6nce yapilan galismalarda da akis hizinin
dusurulmesiyle daha kalin lif capina sahip yapilar elde edildigi gorulmastur
(Rodoplu, 2011).

Cizelge 4.1. Akis hizinin nanolif gapina etkisi

Polimer ¢ozeltisi = %10 (w/w) PVA
Siringa ¢api = 10,2 mm

igne ¢api = 0,8 mm

Mesafe = 4 cm

Gerilim = 12 kV

Akis hizi= 1,1 mL/sa Akis hizi= 1,6 mL/sa
160-225 nm lif cap1 (18,69KX) 155-200 nm lif cap1 (20,24KX)
Boncuksuz yapi Boncuksuz yapi
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4.1.1.2 Gerilimin lif capina etkisi

Gerilimin artmasinin lif gapina etkisi Bolum 2.3.3.2" de de agiklandigi gibi belirli bir
noktaya kadar lif ¢capini azaltma yonindeyken, o noktadan sonra artan gerilimle
daha fazla polimer beslemesine neden olmaktadir. Cizelge 4.2’ de goruldugu gibi
diger parametrelerin sabit tutulup sadece gerilimin degistirildigi calismalarda genel
olarak literatirde de bahsedildigi gibi gerilimin dusurulmesiyle daha kalin ve daha
genis aralikta ¢aplara sahip lifler elde edilmistir (Tan ve ark., 2005; Thompson ve
ark., 2007).

Cizelge 4.2. Gerilimin nanolif gcapina etkisi

Polimer ¢ozeltisi = %10 (w/w) PVA
Siringa ¢api = 10,2 mm

igne ¢api = 0,8 mm

Mesafe = 4 cm

Akig hizi = 1,6 mL/sa

A

Gerilim = 15 kV Gerilim = 12 kV

170-190 nm lif cap1 (22,69KX) 155-200 nm lif cap1 (20,24KX)
Boncuksuz yapi Boncuksuz yapi
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4.1.1.3 igne-toplayici levha arasindaki uzakhdin lif capina etkisi

Igne ile toplayici levha arasindaki mesafenin lif morfolojisine etkisinin incelendigi
bu 6n caligmada, tUm 6n galismalarda sabit tutulan parametrelerin yani sira akis
hizi ve uygulanan gerilim gibi parametreler de sabit tutulmustur. Bu durumda, igne
ile toplayici levha arasindaki mesafe arttikga olusan liflerin ¢api azalmaktadir
(Cizelge 4.3). 5 cm mesafede 120 nm lif ¢apinda lifler elde ediliyorken 4 cm
mesafede ancak 170 nm capinda lifler Uretilebilinmigtir. Literatirde bu durum,
mesafenin elektrik alan kuvvetiyle ters orantili olmasindan dolayi jetin uzamasini

saglayan elektrik kuvvetlerinin azalmasi ile agiklanmaktadir (Zhao ve ark., 2004).

Cizelge 4.3. igne-toplayici levha arasindaki mesafenin nanolif capina etkisi

Polimer ¢ozeltisi = %10 (w/w) PVA
Siringa ¢api = 10,2 mm

igne capi = 0,8 mm

Akis hizi = 1,6 mL/sa

Gerilim = 15 kV

Uzakhk =5 cm Uzaklik =4 cm
120-210 nm lif capi (61,36KX) 170-190 nm lif capi (22,69KX)
Boncuksuz yapi Boncuksuz yapi

52



4.1.1.4 Gerilim ve akis hizinin iliskisi

Elektro-egirme isleminde, birbirleriyle baglantili iki parametre olan akig hizi ve
uygulanan gerilim bu c¢alismada birlikte ele alinmistir. Genel olarak literatlirde
bahsedildigi gibi Taylor konisinin sabit olarak elde edilmesi igin uygulanan gerilim
ve akis hizinin iyi ayarlanmasi gerekir. Uygulanan gerilim duguruldikge Iif
olusturabilmek icin akis hizinin arttinimasi gerekmektedir. Cizelge 4.4’ te de
goruldugu gibi akis hizinin artmasi ile uygulanmasi gereken kritik gerilim degerini
disurmustir. Yapilan galismada 11 kV gerilim ve 4 mL/sa akis hizinda polimer
elektro-egirme iglemine tabi tutuldugunda olusan lif caplari daha homojen
olmasina ragmen boncuklu yapi1 gézlenmistir. Bu g¢alisma kapsaminda boncuklu
yapida lifler tercih edilmedidi icin bu parametre calisiimak igin uygun

gorulmemigtir.

Cizelge 4.4. Gerilim ve akis hizinin iligkisi

Polimer ¢ozeltisi = %10 (w/w) PVA
Siringa ¢api = 10,2 mm

igne ¢api = 0,8 mm

Mesafe =5 cm

Gerilim = 15 kV Gerilim = 11 kV
Akis hizi = 1,6 mL/sa Akis hizi =4 mL/sa
120-210 nm lif gapi (61,36KX) 145-165 nm lif gapi (13,83KX)
Boncuksuz yapi Boncuklu yap1 (470-360 nm)
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4.2 Kuvars Kristal Yiizeylerinin PVA Nanolif Kaplanmasi

%10 (w/w) PVA c¢ozeltisi kullanilarak yapilan 6n ¢aligmalar, SEM goruntuleri ve
RQCM’ de alinan frekans degisimleri sonuclari degerlendirilerek daha sonra
uygulanacak parametreler belirlenmigtir. Ylzey alani arttirilirken kristalin 6lgim
yapabilecegi frekans araliinda kalinmaya 6zen gosterilmistir. Bunun icin 6n
denemeler sonucunda lif ¢apinin homojen ve ince oldugu, boncuklu yapinin
gorulmedigi liflerin elde edildigi uygun gerilim, akis hizi ve mesafe parametreleri
(12 kv, 1,6 mL/sa, 5 cm) secilmistir. Belirlenen bu parametrelerden yola ¢ikarak

islem suresi Uzerinde calismalar yapilmistir. Sekil 4.2° de gorilecedi gibi sire

arttikga olusan lif yigini da artmaktadir.

Sekil 4.2 Elektro-egirme islem parametreleri: 12 kV, 1,6 mL/sa a) 5 dk b) 3 dk

Yapilan denemeler sonucunda 3 dk boyunca 12 kV gerilim, 1,6 mL/sa akis
hizinda, 5 cm igne-toplayici levha arasi mesafe olarak igslem parametreleri
belirlendikten sonra kutle hassas biyosensdr hazirlamak amaci ile kullanilacak
kuvars kristal ylzeylerine bu parametrelerde elektro-egirme iglemi uygulanmigtir.
Cevresel kosullarin minimum duzeyde etki etmesi icin batin kristaller ayni gin

icerisinde ard arda elektro-egirme islemine tabi tutulmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Nanoliflerin gérintisu a) 1.94 KX b) 8.43 KX c) 28.07 KX

4.3 Plazma Polimerizasyonu ile Yiizeylerde Amino Grubu Olusturulmasi

On galismalar takiben belirlenen parametrelerde nanolif kaplanan kuvars kristal
yuzeylerinde amino grubu olusturmak amaciyla 45 W bosalim giclnde ve 5 dk
surede, AA monomeri ile plazma polimerizasyon igslemi gerceklestiriimistir. Plazma
polimerizasyonu sonrasi frekans degisimleri RQCM ile gaz fazinda olgulmastur
(Cizelge 4.5). Hidrofilik PVA nanolifleri ortamdaki nemi tuttuklari i¢in plazma iglemi
ile vakum ortaminda liflere tutunan su ylzeyden ayrilirken ylizeye amino

gruplarinin baglanmasi da saglanmistir.

Frekans olgumleri ile elde edilen sonuglar fiziksel ve kimyasal karakterizasyon

sonuglariyla da desteklenmistir.
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4.4 Yuzeylerin Kimyasal Aktivasyonu

Cizelge 4.6’ da da goruldugu gibi %2.5 (v/v) gluteraldehit ¢dzeltisinin yuzeylerde
bulunan amin gruplari ile kesikli yontem uygulanmasi ile bag olusturmasi sonucu,
yuzeyde artan kutle miktar frekans sapmalarinda da gozlenmis ayrica FTIR-ATR

GA analiz sonuglarinda da tespit edilmistir.

4.5 Hazirlanan Yiizeylere Biyotin immobilizasyonu ile Taniyici Tabakanin

Olusturulmasi

Kltle hassas biyosensodrlerin performansini arttirmak amaciyla kuvars kristal
mikroterazi yuzeylerin elektro-egirme yontemiyle nanoliflerle kaplanmasi, bu
yuzeylere biyoajan baglayacak islevsellige kavusmalari i¢in plazma
polimerizasyonu yontemi ile amino gruplarinin baglanmasi, ardindan cift
fonksiyonlu aldehit gruplari iceren kimyasal aktivasyon islemi sonunda ylzeyler,
hedef analiti (avidin) yakalayacak olan biyoajan (biyotin) ile etkilegtirilerek “kutle
hassas biyosensorin taniyici tabakasi” olusturulmustur. Biyotinin ylzeyde
immobilizasyonu igin kullanilacak derisimin saptanmasinda, biyotinin baglanma
miktari kadar, immobilizasyon sonrasi avidine kargi afinitesinin ytksekligi bir kriter
olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, son kademeye gelmis ylzeyler, biyotinin iki
farkli derisimindeki (0.25 ve 1.00 mg/mL) cozeltileri ile etkilestirilmis ve bu
yuzeylerin avidine karsi ilgisi olculmustir. Bu amacla farkli derisimler ile
biyotinlenmis yuzeyler, avidinin de iki degisik derisimdeki ¢ozeltisi ile etkilestirilmig
ve ylUzeydeki avidin baglanma miktari, frekans sapmalarindaki degisimler ile

degerlendirilerek sekil 4.12 hazirlanmigtir.
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®  Biyotin (1.00 mg/mL) * Biyotin {0.25 mg/ml) — Linear (Biyotin (1.00 mg/mL)) ===~ Linear {Biyotin (.25 mg/ml})
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Sekil 4.4 Biyotinlenmis taniyici tabakanin avidine kargi hassasiyeti

Sekil 4.4’ de farkh avidin derisimlerine karsi, iki farkl biyotin derigimi kullanarak
hazirlanan taniyici tabakanin, avidin baglanma miktarini frekans sapmasi
cinsinden veren iliskiyi gosteren bir grafiktir. Biyosensoérlerde hassasiyet, takip
edilen analitin derisiminin birim degigsimine kargi, sensor cevabinin degisim miktari
olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim dogrultusunda, 1.00 mg/mL biyotin derisimi ile
etkilestirilerek hazirlanan taniyici tabakanin hassasiyeti elde edilen dogrunun
egimi olup 18660 Hz/(mg/mL) avidin degerine karsi gelmektedir. Diger test edilen
biyotin derisimi olan 0.25 mg/mL degeri ile hazirlanan taniyici tabakanin
hassasiyeti ise 3465 Hz/(mg/mL) degerinde kalmistir. Bu nedenle, taniyici tabaka
hazirlama agamasina gelen tum kristaller, 1.00 mg/mL biyotin derigimi ile

etkilestirilerek kalibrasyon dogrulari hazirlanmistir.
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4.6 Yuzeylerin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Her modifikasyon basamagindan sonra SEM, AFM ve FTIR-ATR le

karakterizasyon yapilarak yuzeylerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmigtir.

4.6.1 Nanolif kaplanan ylizeylerin AFM ile karakterizasyonu

On caligmalarda SEM géruntileriyle karakterize edilen nanolifler, referans

yuzeyler Uzerinde kaplama yapildiktan sonra yuzey puruzluligu ve kaplama

kalinh@inin incelenmesi igcin AFM ile karakterize edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Kristal ylzeylerinin AFM goruntusu a) bos ylzey, b) nanolif kapl yluzey

Plazma polimerizasyonu ile modifiye edilen yuzeylerin gluteraldehitle kimyasal
aktivasyonu yapildiktan sonra biyotinle immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Sekil
4.6’ da da goéruldigu gibi nanolif kaplanmayan (bos) kristal ylzeylerinde biyotin
seyrek ve az miktarda tutuklanirken nanolif kaph kristallerde daha fazla miktarda

biyotin lif cevresinde yuzeye tutuklanmistir.

Sekil 4.6 Biyotin immobilize edilmis ylzey a) bos ylzey b) nanolif kapl ylzey
(1mg/mL biyotin ¢ozeltisi)
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Sensor denemesi igin taniyici tabakanin olusturuldugu yuzeyler farkl derigsimlerde
avidin c¢Ozeltisi ile etkilestiriimistir. Bunun sonucunda biyotin tutuklamasindan
sonra oldugu gibi bos kristal ylzeylerinde rastgele bir avidin tutuklanmasi s6z

konusuyken, nanolif kaph kristal ylGzeylerinde Iif cevresinde biriken avidin

molekulleri gorulmektedir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 Avidin ile etkilestiriimis ylzey a) bos yuzey b) nanolif kapli yluzey
(1mg/mL avidin ¢ozeltisi)

Yuzey purazlulik sonuglarinda elde edilen ortalama purazitlik degeri (Ra); tepe
ve vadilerin aritmetik ortalamasidir. Ayni Ra’ ya sahip pek ¢ok farkh profil gizilebilir
bu nedenle yluzey topografyasi hakkinda sadece Ra degeri etkili degildir. Profilin
ortalama karekdk sapmasi Rq yani RMS (Root MeanSquare), Ra ile ayni
sakincalara sahiptir ancak “karekok” teriminden dolay: karakteristikleri belirlerken
daha hassastir. Rq degerleri Ra degerlerinden yaklasik %10 daha buyuktur
(Rodoplu, 2011). Nanolif kaplanan ylzeyler bos yuzeylerle karsilastirildiginda
ylzey puruzlilik etkin degeri (Rq) artmistir. Ayrica nanolif kaplanmayan kristallere
nazaran nanolif kaplh kristallere biyotin baglandiginda yuzey purtzligunun arttigini
gostermektedir. Bu durum avidin etkilesiminden sonra tam tersi yonundedir. Yani
nanolif kaplanmayan kristallerde ylizey daha purtzli bir yapiya sahiptir. Nanolif
kaplh ylzeylerde avidin molekilleri lif etrafinda birikmesine karsin diger grup

kristallerde avidin molekllt ylzeye yayllmis durumdadir.

Profilin maksimum yuksekligi Rt; degerlendirme uzunlugu igindeki en ylksek tepe
ile en derin vadi arasindaki farktir. Cizelge 4.5 de goérildigu gibi bos kristal
yuzeylerinde 12.0 olan Rt degeri, nanolif kaplandiktan sonra 331 nm gibi bir

deg@ere ulagsmistir. Bu da yuzeydeki liflerin varligini gdéstermektedir.
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Profilin carpikhgr (skewness) Rsk; Ana ¢izgi etrafinda profilin simetrisini

tanimlamaktadir. Rsk dederi; yuzeyin temel olarak tepelerden mi vadilerden mi

yoksa her ikisinin esit bir birlesiminden mi meydana geldigine igaret etmektedir.

Tepelerin baskin olarak yer aldidi bir ylzey “pozitif carpik” olarak, vadilerin baskin

olarak yer aldigi bir ylzey ise “negatif ¢carpik” olarak tanimlanmaktadir. Eger yuzey

vadiden ¢ok tepeden olusuyorsa carpiklik pozitif, tersi s6z konusu olursa negatif

olmaktadir. islem gérmemis kristalde carpiklik degeri negatifken yapilan her islem

sonrasinda bu degerin bog kristale nazaran arttigi gorulmustar.

Cizelge 4.5 AFM ile olgllen ylzeylerin purGzlalik degerleri

Yuzey Rt (nm) Ra (nm) Rqg (nm) Rsk Rku
Bos 12.0 2.06 2.50 -0.76 2.60
Nanolif 331 59.1 79.0 1.23 4.63
Bos+Biyotin 16.9 3.01 3.65 -0.56 2.49
Nanolif+Biyotin | 447 114 131 0.15 1.76
Bos+Avidin 776 133 170 0.97 4.62
Nanolif+ Avidin | 417 73.4 97.8 1.24 4.67
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4.6.2 Yuzeylerin FTIR-ATR ile kimyasal karakterizasyonu

Plazma polimerizasyon iglemi ve bu islemde etkin rol oynayan parametrelerin
daha iyi anlasilmasi amaciyla FTIR-ATR Grazing Angle spektroskopisi ile

yuzeylerin kimyasal 6zellikleri belirlenmigtir.

Date: Tuesday, December 2

1123 _

111 |

ES7242 !
110 | 68835

109 | 3446

108 | 323544

107 | 145546

291139 5198

108 |
2734171 79137

254419
°eT 105 |

104 |

103 |

102 |

101 J

100

131048
99 | 11 T
983

4000.0 3000 2000 1500 1000 &50.0
cm-1

Sekil 4.8 Nanolif kaplanan kristal ylizeyin FTIR-ATR spektrumu

Sekil 4.8 de elektro-egirme yontemiyle nanolif kapladigimiz ylzeyin FTIR-ATR
spektrumlari gorulmektedir. Hidroksil ve asetat gruplariyla ilgili tim buyuk pikler
gOzlenmigtir. 3235 cm™ de gOzlenen pik molekuller arasi ve molekul igi hidrojen
baglarinda O-H gerilmesini gdstermektedir (Mansur, 2008; Skoog, 1998). 2911
cm™' arasinda gdzlenen titresim bandi alkil gruplarindaki C—H gerilmesini tanimlar.
Elektro-egirme igsleminde elde edilen liflerin homojen bir sekilde yuzeyi

kaplamamasindan dolayi spektrumda hatalar meydana gelmistir.
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Sekil 4.9 Nanolif kapl kristal yizeyinin PlzP sonrasi FTIR-ATR spektrumu

PVA nanolif kaplandiktan sonra plazma iglemi ile 45 W bosalim gticliinde, 5 dk
sureyle alilamin kaplanan oOrnegin Sekil 4.9° da FTIR-ATR spektrumu
gorilmektedir. Spektrumda 3129 cm™ de gézlenen genis pik, amin grubuna ait
gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica hidroksil (OH) grubuna ait
gerilme titresimlerinin de bu genis pike kiguk bir katki sagladi§i séylenebilir. 1428
ve 1317 cm™ civarinda gdzlenen pikler CH gruplarinin diizlem-ici bikilme ve
sallanma titregsimleri olarak isaretlenmiglerdir. Amin miktar fazla oldugunda 3000-
3200 cm™ amin gerilmesi ve 800-900 cm™ amin biikiilme bantlari genistir (Rivas
ve ark., 2003).
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Sekil 4.10 Nanolif kaph kristal ylzeyinin gluteraldehit aktivasyonu sonrasi FTIR-
ATR spektrumu

Nanolif kapl yiizeylerin glutaraldehitle aktivasyonu sonrasi, 3700-2700 cm™
absorbsiyon bolgesindeki spektrumun genisledigi gdézlenmistir. Kimyasal
aktivasyon sonrasi, gluteraldehitin kimyasal yapisi nedeniyle hidroksil gruplarinin
artmasi beklenmektedir. Bu yuzden bu bdlgedeki pik geniglemesi, kimyasal
aktivasyonla birlikte, hidroksil gruplarinin artisiyla agiklanabilir. 2800-3000 cm™
bolgesinde gelisen CHx piklerinin gelismesi, yine gluteraldehit ile ylzeye
kazandirilan —CH baglarini kanitlamaktadir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11 Nanolif kapli kristal ylzeyinin biyotin immobilizasyonu sonrasi FTIR-
ATR spektrumu

Nanolif kapli ylzey Uzerinde biyotin immobilizasyonu sonrasi FTIR-ATR

spektrumu sekil 4.11’ de gériilmektedir. 2933, 2533, 1664 cm™ pikleri sirasiyla —

NH gerilme titresimine, —OH grubunun gerilme titresimine, C=0 gerilme titresimine

isarettir ve protein varhigina isarettir (Huang 2010).
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Sekil 4.12 Nanolif kapli kristal ylzeyinin avidin immobilizasyonu sonrasi FTIR-ATR
spektrumu
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Sensor denemesi yapilan kristallerin avidinle etkilestiriimesinden sonra FTIR-ATR
spektrumu sekil 4.12° de gorulmektedir. Bir onceki bolumde de aciklandigi gibi
3629 ve 3163 cm™deki pikler ile 1654 ve 1531 cm™ de gériilen pikler protein

varligina isarettir.

4.7 Kalibrasyon Dogrusunun Olusturulmasi

Kltle hassas biyosensorlerin performansini arttirmak amaciyla kuvars kristal
mikroterazi yuzeylerin her bir kademede modifikasyonunu iceren caligmalar
sonucunda, elde edilen veriler dogrultusunda, tim asamalar i¢in optimum kabul
edilebilecek parametreler kullanilarak, ¢calismanin son asamasi olan kalibrasyon

dogrusu hazirlanmistir.

Bu asamaya kadar gerceklesen calismalardaki “optimum kosullari” ve
piezoelektrik kuvars kristal Uzerinde yarattigi katle birikimi, olgtlen boyutu ile
frekans sapmasi degerleri, cizelge 4.5 te verilmigtir. Bu c¢izelgede ayrica,
piezoelektrik kuvars kristal Uzerinde elektro-egirme yontemi ile olusturulan
nanoliflerin, kitle hassas biyosensor Uzerinde yarattigi olumlu gelismeleri gérmek
ve performanslarini kargilastirmak amaci ile elektro-egirme disinda kullanilan tim
optimum parametrelerin dogrudan uygulandigi bos kristalden elde edilen

sonuglarda verilmistir.
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Cizelge 4.6 Biyotin-Avidin kitle hassas biyosensorunun Kalibrasyon Dogrusunun
olusmasinda kullanilan asamalar, amaci, optimum c¢alisma kosullari ve
frekans sapma degerleri (Hz)®.

Elektro-egirme

Plazma
polimerizasyonu

Gluteraldehit
aktivasyonu

Biyotin
immobilizasyonu

Nanolif olusturarak
ylzey alaninin
arttirilmasi

Yilzeyde biyomolekiil
immobilizasyonu
amaci ile amino grubu
olusturmak

Yizey-biyomolekdl
arasindaki kovalent
bagin olusturulmasi

“Avidin” takibine yonelik
kutle hassas
biyosensérin taniyici
tabakasini olugsturmak

Polivinilalkol (PVA)

%10 (w/w) sulu ¢ozelti

Monomer: Alilamin
(AA)

Glutaraldehit
%2.5 (viv) pH 7.4

Biyotin
Derigimi: 1.0 mg/mL

Gerilim: 12 kV I(:IQEIJ:I;anS. e (}Pi?zseli%ne]pon 2;'2;,::' dF;BS 2
Mesafe: 5 cm Uygulanan gug: 45 W Etkilesim kosullan: Oda
Akis hizi: 1.6 mL/saat | Uygulama suresi: 5 dk sicakliginda 12 saat
Uygulama suresi: 3 dk
29891106 12741163 329+47 110041476
0** 384+34** 79+26** 2045+148**

* Tablo, 9 replika deney sonucundaki ug degerler atilarak hazirlanmistir.

*Nanolif kaplanmamis (bos) piezoelektrik kuvars kristale ait degerler.

Yukaridaki cizelgeden de net olarak anlagilacagl gibi, piezoelektrik kuvars
kristallerin yUzeyi, nanoliflerin varligi ile buyuk oranda artmis ve her kademede

daha fazla katlenin birikebilmesine yol agmigtir.

Bu gelismelerin 1siginda hazirlanan “taniyici tabaka”, farkli avidin derisimleri ile
etkilestirilerek, kutle hassas biysensorun cevabi elde edilmis ve avidin derigsimine
kargl biyosensorin cevabi frekans sapmasi cinsinden Olgulerek “kalibrasyon
dogrusu” hazirlanmigtir. Bu grafikte, karsilastirma amaci ile bos kristal yluzeyi
icinde ayni avidin derisimleri kullanarak kristalden alinan cevaplar dogrultusunda,
bos kristale ait kalibrasyon dogrusu da hazirlanmis ve Sekil 4.13’ te beraberce

sunulmustur.
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Sekil 4.13 Biyotin-avidin kitle hassas biyosensoérlerinin kalibrasyon dogrulari

Her iki kalibrasyon dogrusu igin avidinin ¢aligilan en ylksek derisimi olan 1 mg/mL
deg@erine kadar her iki kitle hassas biyosensorde dogrusal bir iligki gdzlenmis ve

elde edilen regresyon katsayilari sirasi ile 0.993 ve 0.999 olarak bulunmustur.

Avidinin 0.1 mg/mL derisim degeri i¢in yapilan deneylerde, bos kristalden herhangi
bir cevap alinamamasi nedeni ile bu derisim degeri kalibrasyon dogrularinin
olusumunda her iki ylzey icinde kullaniimamigtir. Bu deger nanolif kapli yluzeyler
kullanilarak hazirlanan biyosensorde 22541234 Hz seviyesinde goézlenmis olup,

dogrusallik alt sinirlari igerisinde kalan okunabilir bir deger olarak kaydedilmigtir.

Nanolif kapli ylzeyler ile hazirlanan biyosensérin hassasiyeti iki nokta
kullanildidinda 18660 Hz/(mg/mL) olarak olgulmus ve buna goére taniyici tabaka
hazirlanmasinda kullanilan biyotin derigsimine karar verilmigti. Kalibrasyon
dogrusunda go6zlenen hassasiyet degeri 19054 Hz/(mg/mL) olup bu deger bos
kristal kullanilarak hazirlanan kutle hassas biyosensorun hassasiyet degerinden
(4404 Hz/(mg/mL)) yaklasik 5 kat daha yuksektir.

Bu iki sonugta gostermektedir ki, elektro-edirme yontemi ile nanolif olusturularak
yuzeyi arttirilan piezoelektrik kuvars kristal temelli kltle hassas biyosensorlerin

performansi her agidan gelistirilebilmigtir.
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5

SONUGLAR

Bu calisma kapsaminda, biyosensor uygulamalarinda kullaniimak Uzere elektro-

egirme yontemiyle kuvars kristal yuzey alanlari arttirllmis ve daha sonra plazma

polimerizasyonu ydntemiyle modifiye edilmistir. Hazirlanan ylzeyler avidin-biyotin

etkilesimden yararlanilarak sensoér denemeleri igin test edilmigtir. Elde edilen

sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

Elektro-egirme yontemi ile nanolif kaplanan ylzeylerin istenilen seviyede
alaninin arttinldigi goérulmustur. Bu sayede planlandigi gibi daha dusuk
derigimlerdeki analit tayinine olanak sagladigi gozlenmis fakat alt siniri
belirleyici deneyler yapimamigtir. Bos kristalde okunamayan 0.1 mg/mL

seviyesindeki avidin derisimi nanolif kapli kristalde okunmustur.

PVA suda c¢o6zinen bir polimer oldugu halde nanolif kaph ylzeyler plazma
polimerizasyonuyla modifiye edildikten sonraki asamalarda gercgeklestirilen
ylkama islemlerinde yuzeyden tamami ile kopmalarin gerceklesmedigi
gOrulmustir. Bu durum nanoliflerin yapisi ve gergeklestirilen modifikasyonun lif

kararlihgini arttirdigi yonunde agiklanmistir.

PVA’ nin suda ¢dzinmesi nedeniyle ilerleyen ¢alismalarda suda ¢ézinmeyen
bir polimerle bu c¢alisma tekrar edilecektir. Bu sayede daha kararh lifler
olusturulacadi dusunulmektedir. Calismalarin  sonucuna goére biyosensor

uygulamalari i¢cin en uygun yuzey olusturulmasi amaclanmaktadir.

Kesikli sistemde gercgeklestirilen immobilizasyon igslemleri bir sonraki ¢alismada
eszamanl Olgim imkani veren surekli sistemde denemesi yapilacaktir. Bu
sayede biyosensor uygulamalari i¢cin daha uygun kosullarda &lgim

alinabilinecektir.

Nanolif kaph kristal ylUzeyleri ile bos kristal ylzeylerinin performans
parametreleri kargilastirildiginda 6ngoéruldugu Uzere yuzey alaninin artmasi
biyosensorin performansinda artisa neden olmustur. Bu durum da ilerleyen

caligsmalar igin umut vaad etmektedir.

Elde edilen sonuglar, arastirma grubumuzda surdurilen sensor hassasiyetini

arttirmaya yonelik calismalarimiza dnculuk etmektedir. Elektro-egirme ve plazma
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polimerizasyonu yontemleri kullanilarak daha kararli yapida ve tekrar edilebilir
Ozellikte biyosensor  yuzeyi gelistirme calismalarinin surdurulmesi

dusunulmektedir.
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