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Περίληψη

Το θέμα που θα παρουσιαστεί σε αυτό το άρθρο είναι ο ολοκληρωμένος βιοχημικός

μικροαισθητήρας. Αρχικά, παρατίθενται οι τεχνολογίες-ορόσημα που βοήθησαν στην

εξέλιξη αυτής της τεχνολογίας. ΄Επειτα, επεξηγείται η αρχή λειτουργίας ορισμένων

από αυτών έτσι ώστε να γίνουν κατανοητά τα προτερήματα και τα μειονεκτήματα

του καθενός. Οι τεχνολογίες που θα παρουσιαστούν είναι τα ISFET καθώς και

κάποιες παραλλαγές αυτών, τα ChemFET και τα EnzymeFET , που επίσης έχουν

βασιστεί πάνω στην τεχνολογία των ISFET . Τέλος, εφόσον αναφερθούν τα γενικά

συμπεράσματα όλων των τεχνολογιών αυτών, παρουσιάζεται μια σημαντική εφαρμογή

της τεχνολογίας αυτής η οποία είανι ικανή να ανιχνεύσει το DNA ή RNA διαφόρων

μικροοργανισμών.

1. Εισαγωγή

Η
πρώτη επαναστατική τεχνολογία, βάση

της οποίας εξελίχθηκαν και όλες οι υ-

πόλοιπες τεχνολογίες που θα παρου-

σιαστούν παρακάτω, εμφανίστηκε στις αρ-

χές του 1970 και ονομάστηκε ISFET . Την

ίδια περίοδο εμφανίστηκαν και αισθητήρια συ-

στήματα βασισμένα σε διακριτά ημιαγωγά υ-

λικά και ηλεκτρόδια, τα οποία προτιμήθηκαν

από τα ISFET , καθώς ως τεχνολογίες ήταν

ποιο προσιτές στον ιατρικό χώρο, αφού δεν

απαιτούσαν ιδιαίτερες γνώσεις μικροηλεκτρο-

νικής ή εξεζητημένες τεχνολογίες παρασκευ-

ής. Επομένως, οι πρώτες εφαρμογές των IS-
FET άρχισαν να εμφανίζονται αρκετά χρόνια

αργότερα, στα τέλη της δεκαετίας του 90 και

χωρίς να υπάρξει ουσιαστική εμπορική εκμε-

τάλλευση.

Από τα έτη 2002, 2008 και έπειτα, αρ-

χίζουν και πραγματοποιούνται περισσότερες

έρευνες πάνω στην τεχνολογία αυτή με απο-

τέλεσμα να εμφανιστούν τα ChemFETs και

τα EnzymeFETs , το καθένα από τα οπο-

ία έχει αντίστοιχα προτερήματα και μειονε-

κτήματα όμως και τα δύο αποτελούν σημαντι-

κή εξέλιξη της τεχνολογίας. Στις αρχές του

2010 άρχισαν να παρουσιάζονται έρευνες οι

οποίες εξερευνούσαν παραλλαγές πάνω στην

τεχνολογία της πύλης ενός ISFET . Από το

2015 όμως, ξεκινά η χρήση μικροσκοπικών

ηλεκτροδίων στην πύλη των FET που σημα-

τοδοτεί και την ανάπτυξη εφαρμογών για την

ανίχνευση πρωτεϊνών. Τέλος αξίζει να ανα-
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φέρουμε πως μετά το 2010, εμφανίζεται και

η τεχνολογία των nanofluidics . Πρόκειται

για μηχανολογική κατεργασία σε μικροσκο-

πικό επίπεδο που σκοπό της έχει να δημιουρ-

γήσει ελεγχόμενα κανάλια ροής του προς ε-

ξέταση υλικού στον αισθητήρα. Τα nanoflu-
idics , αν και αποτελούν σημαντικό κομμάτι

του κλάδου αυτού δεν θα αναλυθούν στο πα-

ρόν άρθρο.

2. Τεχνολογίες αισθητήρων

2.1. ISFET

Η έννοια του ion-sensitive FET ή αλλιώς

ISFET που παρουσιάστηκε στις αρχές της δε-

καετίας του 1970 από τον P. Bergveld [1] βα-

σίστηκε στην τεχνολογία των metal-oxide-
semiconductor FET (MOSFET) . Η γενική

αρχή του στηρίζεται στην ιδέα ότι ένα MOS-
FET του οποίου η μεταλλική πύλη έχει αφαι-

ρεθεί και το οποίο έχει βυθιστεί σε ένα διάλυ-

μα, με την παράλληλη χρήση ενός ηλεκτρο-

δίου αναφοράς, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για

να ανιχνεύσει ιόντα. Δεδομένης της σπου-

δαιότητας των ιόντων υδρογόνου οι αρχικές

έρευνες στράφηκαν στην ανίχνευσή του.

Στο σχήμα 1 παρουσιάζεται η αρχή λει-

τουργίας. Εδώ το διάλυμα εμφανίζεται ως

χωρητικότητα CDL- Double-layer . Το δυνα-

μικό ψ0 ¨βλέπει’ χωρητικότητες τόσο προς το

FET όσο και προς το διάλυμα και είναι αυτό

που ελέγχει τη ροή ρεύματος στο FET . Η

διαφορά ΔΨ0 παρατηρείται από δύο διαλύμα-

τα με διαφορετικό βαθμού ιονισμού. Με αυτό

τον τρόπο η μέτρηση του βαθμού ιονισμού ή

του pH ενός διαλύματος ισοδυναμεί με τη

μέτρηση της χωρητικότητας CDL.

Σχήμα 1:

Α) Απλουστευμένο μοντέλο ενός ηλεκτροχημι-

κού αισθητήρα με οξείδιο ως υλικό διεπαφής. Το

φορτίο στην επιφάνεια προκαλεί τη μεταβολή στο

δυναμικό ΔΨ0.

Β) Το ισοδύναμο κύκλωμα του μοντέλου του αι-

σθητηρίου, όπου CDL, COX και Cb είναι οι χω-

ρητικότητες του διαλύματος, του οξειδίου και

της περιοχής εξάντλησης αντίστοιχα, όπως πε-

ριγράφονται από τους Shoorideh-Chui [2].

2.2. Τεχνολογία CMOS

΄Ενα σημαντικό βήμα στην εξέλιξη των IS-
FET ήταν η χρησιμοποίηση της κλασικής με-

θόδου κατασκευής CMOS ώστε να δημιουρ-

γηθούν συστοιχίες αισθητήρων pH [3]. Η

υπάρχουσα τεχνολογία CMOS , μη τροπο-

ποιημένη, είναι πολύ αξιόπιστη και βελτιστο-

ποιημένη, επιτρέποντας την παραγωγή αισθη-

τήρων με χαμηλή κατανάλωση και ευελιξία

στην κατασκευή. Τα ISFET που παράγο-

νται με αυτή την τεχνική, κατασκευάζονται

επεκτείνοντας το μέταλλο της πύλης του FET
ώστε αυτό να φτάσει στην επιφάνεια του ολο-

κληρωμένου. Δυστυχώς αυτή η προσέγγιση,
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αν και εύκολη στην παρασκευή, προσθέτει μια

επιπλέον χωρητικότητα σε σειρά μεταξύ του

διαλύματος και της πύλης, μειώνοντας τελικά

την ευαισθησία και το εύρος μέτρησης [4].

2.3. Διαφοροποιήσεις

Με την πάροδο του χρόνο και με γνώμονα

την προσπάθεια για αισθητήρες με καλύτερη

ακρίβεια ή επιλεξιμότητα, προτάθηκαν αρκε-

τές παραλλαγές της παραπάνω μεθόδου. Μια

τέτοια παραλλαγή είναι το floating-gate FET
όπως παρουσιάστηκε το 2003 [5], αλλά και με

διάφορες παραλλαγές και μεταγενέστερα.

΄Οπως φαίνεται και στο σχήμα 2 αυτού του

είδους ο αισθητήρας έχει δύο πύλες. Η μία

χρησιμοποιείται για ανίχνευση και η άλλη για

έλεγχο. Ηλεκτρικά και οι δύο έχουν ανάλογη

λειτουργία και είναι χωρητικά συζευγμένες

στον ίδιο ακροδέκτη. ΄Ετσι αλλαγές στο φορ-

τίο οποιασδήποτε πύλης επηρεάζουν το δυνα-

μικό στο οξείδιο.

Σχήμα 2: Floating-gate FET

Μια άλλη διαφοροποίηση είναι το double-
gate ISFET . Αυτό έχει παρόμοια δομή με το

floating-gate , με τη διαφορά ότι υλοποιεί τη

δεύτερη πύλη στο πίσω μέρος αυξάνοντας την

απόκριση του αισθητήρα. Η μορφή αυτή με-

λετήθηκε κυρίως για εφαρμογές από ανάλυση

pH μέχρι ανίχνευση DNA και χρησιμοποιεί

τεχνολογία τρανζίστορ λεπτού φίλμ [6], [7].

2.4. ChemFets

΄Ενα ISFET το οποίο έχει τροποποιηθεί ώστε

να είναι ευαίσθητο σε ιόντα διαφορετικά του

H+
, τότε ονομάζεται chem-FET [8]. Το

βασικό συστατικό το οποίο επιτρέπει την ε-

πιλεξιμότητα του αισθητηρίου σε ορισμένα ι-

όντα έναντι άλλων που τυχών θα παρενέβαι-

ναν της διαδικασίας είναι μία μεμβράνη ISM
(ion-sensitive membrabe) . Αυτή τοποθε-

τείτε πάνω στην πύλη και δημιουργεί μια μη

πολωμένη διεπαφή με το διάλυμα. Στην ι-

δανική περίπτωση, η διεπαφή είναι διαπερατή

μόνο σε από κάποιο συγκεκριμένο ιόν, αλλά

στην πράξη, τα διάφορα ιόντα παρεμβάλονται

και μεταφέρουν ένα πρόσθετο φορτίο στην

πύλη μέσω της μεμβράνης, περιορίζοντας έτσι

την εκλεκτικότητα και αυξάνοντας το όριο α-

νίχνευσης.

3. DNA και RNA testing

Τέλος, θα παρουσιαστεί μια εφαρμογή ενός

ολοκληρωμένου βιοχημικού μικροαισθητήρα

πάνω σε τεχνολογία CMOS . Αυτός χρη-

σιμοποιείται για την ανίχνευση του DNA ή

RNA παθογόνων μικροοργανισμών όπως In-
fluenza A, Influenza B, Polio και διαφόρων

άλλων ιών. Ο μικροαισθητήρας αυτός χρη-

σιμοποιεί έναν ΣΔ current-sensing modu-
lator ως ανιχνευτή και μια reverse-biased
CMOS diode ως μετατροπέα φωτονίων σε

ηλεκτρόνια. Στη συνέχεια θα γίνει αναλυτι-

κότερη εξήγηση της αρχής λειτουργίας του

κυκλώματος εφόσον πρώτα παρουσιαστεί η

γενική αρχή λειτουργίας ανίχνευσης μικροορ-

γανισμών.

Η γενική αρχή λειτουργίας τέτοιου είδους
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μιρκοαισθητήρων προϋποθέτει την ύπαρξη

μιας μεμβράνης στην πύλη πάνω στην οπο-

ία βρίσκονται ακινητοποιημένοι ανιχνευτές (

probes ). Αυτοί οι ανιχνευτές δεσμεύουν τον

μικροοργανισμό που θέλουμε να ανιχνεύσου-

με και τον ακινητοποιούν σε μια συγκεκρι-

μένη τοποθεσία. Στο διάλυμα μέσα στο οποίο

θέλουμε να ανιχνεύσουμε κάποιον μικροορ-

γανισμό τοποθετούμε ορισμένα φθορίζοντα

μόρια τα οποία αντιδρούν χημικά με τον μι-

κροοργανισμό και ενώνονται στην άκρη του.

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, σε κάθε μικρο-

οργανισμό να υπάρχει αυτή η ταμπέλα (φθο-

ρίζον μόριο) στην οποία όταν προσπέσει συ-

γκεκριμένη συχνότητα φωτός, να αρχίσει και

αυτή να εκπέμπει κάποιο φως το οποίο μπο-

ρεί να ανιχνευτή από μια φωτοδίοδο. Επο-

μένως, αν φωτίσουμε το συγκεκριμένο σημε-

ίο στο οποίο υπάρχουν οι ακινητοποιημένοι

ανιχνευτές ανάλογα με το φως που θα εντο-

πίσει η φωτοδίοδος μπορούμε να βγάλουμε

συμπεράσματα για την ύπαρξη καθώς και για

την περιεκτικότητα στο διάλυμα του προς α-

νίχνευση μικροοργανισμού.

Για την υλοποίηση αυτής της όλης διαδι-

κασίας πρέπει να πληρούνται κάποιες προϋπο-

θέσεις. Αρχικά θα πρέπει το στρώμα του διο-

ξειδίου του πυριτίου (SiO2) να έρχεται σε ε-

παφή με το υδατικό δείγμα. Επίσης, θα πρέπει

να επικρατεί μια θερμική σταθερότητα η ο-

ποία είναι αναγκαία για την επιτυχή πραγ-

μάτωση των χημικών αντιδράσεων που λαμ-

βάνουν χώρα μέσα στο διάλυμα. Η μέγιστη

πυκνότητα των ανιχνευτών είναι η τελευταία

προϋπόθεση που πρέπει να πληρείται και είναι

6 με 9 nm .

Επιστρέφοντας στην ανάλυση της συγκε-

κριμένης εφαρμογής, στη συνέχεια θα εστι-

άσουμε στην υλοποίηση του ολοκληρωμένου.

Το ολοκληρωμένο αποτελείται από επίπεδα

στρωμάτων και το συνολικό ολοκληρωμένο

έχει μέγεθος 100 μ m . Στο πρώτο πάνω

στρώμα υπάρχουν ακινητοποιημένοι οι ανι-

χνευτές που δεσμεύουν τους μικροοργανι-

σμούς του διαλύματος που εξετάζουμε. Στο

αμέσως κάτω στρώμα υπάρχει ένα φίλτρο που

φιλτράρει το φως που εκπέμπουν τα φθορίζον

μόρια έτσι ώστε να μπορεί να εντοπίζεται πιο

εύκολα από την φωτοδίοδο. Στο πιο κάτω

επίπεδο, υπάρχει ένας heater με τον οπο-

ίο επιτυγχάνεται η θερμική σταθερότητα που

αναφέρθηκε πιο πάνω. Επίσης, με την βο-

ήθεια του heater μπορούμε να ελέγχουμε

την θερμοκρασία και επομένως να επιτύχου-

με διάφορες χημικές αντιδράσεις που ενεργο-

ποιούνται λόγω των εναλλαγών αυτών, πράγ-

μα που θα το δούμε στη συνέχεια. ΄Επειτα,

υπάρχουν οι μεταλλικές διασυνδέσεις και στο

τέλος υπάρχει η φωτοδίοδος και ο ΣΔ mod-
ulator (ο ανιχνευτής). Ουσιαστικά, το φως

που εκπέμπεται από τις ταμπέλες των μικρο-

οργανισμών φτάνει μέχρι το τελευταίο επίπε-

δο που βρίσκεται η φωτοδίοδος και εκεί γίνε-

ται η διαδικασία της μετατροπής του αναλογι-

κού σήματος (συχνότητα φωτός) σε ψηφιακό

σήμα.

Στη συνέχεια αναλύεται το κύκλωμα του

ανιχνευτή. ΄Οπως έχει προαναφερθεί υπάρ-

χει ένας πρώτης τάξης ΣΔ current-sensing
modulator , ο οποίος αποτελείται από έναν

ολοκληρωτή (Σ operator ) και έναν Ανα-

λογικό σε Ψηφιακό Μετατροπέα (Αναλογ –

Διγιταλ ὃνvερτερ). Επίσης, ο βρόχος κλείνει

με έναν Ψηφιακό σε Αναλογικό Μετατροπέα

( Digital – Analog Converter ), ο οποίος ε-

ίναι ο Δ operator και επιστρέφει πίσω σήμα

που χρειάζεται για την σωστή μετατροπή του

αναλογικού σήματος σε ψηφιακό σήμα. Το

σημαντικό είναι πως αυτό το κύκλωμα δέχε-

ται ως είσοδο το αναλογικό σήμα της φωτο-
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διόδου και επιστρέφει μια ψηφιακή έξοδο που

μπορεί να διαβαστεί και να οδηγήσει σε α-

νάλογα αποτελέσματα.

Παρακάτω εξηγείται αναλυτικά η διαδικα-

σία ανίχνευσης των μικροοργανισμών. Στο

πρώτο στάδιο της διαδικασίας αυτής εναλλάσ-

σουμε την θερμοκρασία με την βοήθεια του

heater και έτσι επιτυγχάνεται η πολλαπλή

αντιγραφή του DNA ή RNA του μικροορ-

γανισμού που βρίσκεται στο διάλυμα. Αυτή η

διαδικασία ονομάζεται αλυσιδωτή αντίδραση

πολυμεράσης ( Polymerase Chain Reaction
– PCR ) και αντιγράφει το γενετικό υλικό του

μικροοργανισμού μέχρι και 230
φορές. Εδώ

πρέπει να αναφερθεί πως στη συγκεκριμένη

εφαρμογή ακολουθείται μια αντίστροφη δια-

δικασία από την γενική που αναλύθηκε παρα-

πάνω. Πιο συγκεκριμένα, το φθορίζον μόριο

βρίσκεται στην άκρη του ακινητοποιημένου α-

νιχνευτή και εκπέμπει συνεχώς φως. Επι-

πλέον, μέσα στο διάλυμα υπάρχουν συγκεκρι-

μένα μόρια ( primers ) τα οποία όταν πλησι-

άσουν τα φθορίζον μόρια του ανιχνευτή προ-

καλούν την προσωρινή ελάττωση του φωτός

που εκπέμπεται. Η διαδικασία της δέσμευσης

πραγματοποιείται εφόσον σταθεροποιήσουμε

την θερμοκρασία λίγο πιο κάτω από τους 60o

C .

Για να επιτευχθεί η ταυτόχρονη ανίχνευση

διαφορετικών μικροοργανισμών μέσα στο δι-

άλυμα χρησιμοποιούνται πολλοί μικροαισθη-

τήρες 100μ m που αναλύθηκαν πιο πάνω.

Πιο συγκεκριμένα, στην εφαρμογή που ανα-

λύεται, χρησιμοποιούνται 32 x 32 μικρο-

αισθητήρες ( 32x32 array ), ο καθένας α-

πό τους οποίους περιέχει διαφορετικούς ανι-

χνευτές ( probes ) οι οποίοι δεσμεύουν δια-

φορετικούς μικροοργανισμούς. Εφόσον τα

μόρια ( primers ) ενωθούν στη μία άκρη

του κάθε αντίγραφου του γενετικού υλικο-

ύ που έχουν δημιουργηθούν και καθώς δια-

νύουν όλα τα 32ξ32 κουτάκια με τους δια-

φορετικούς μικροαισθητήρες, δεσμεύονται α-

πό τους κατάλληλους ανιχνευτές και ακινη-

τοποιούνται. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα στο

συγκεκριμένο κουτάκι να ελαττώνεται η συ-

χνότητα φωτός που εκπέμπεται. Επομένως,

γνωρίζοντας ποιος μικροοργανισμός θα έπρε-

πε να δεσμεύεται θεωρητικά σε κάθε κουτάκι

και αντίστοιχα εξετάζοντας αν έχει μειωθεί η

συχνότητα φωτός μέσω της φωτοδιόδου του

καθενός κουτιού, επιτυγχάνεται η ανίχνευση

του μικροοργανισμού.

΄Οταν ολοκληρωθεί η διαδικασία της σύλ-

ληψης, πραγματοποιείται μια αντίστροφη δια-

δικασία μέσω της οποίας μπορούμε να ε-

πιβεβαιώσουμε τα συμπεράσματα στα οποία

φτάσαμε. Ειδικότερα, κάθε ένωση μεταξύ ε-

νός ανιχνευτή και του γενετικού υλικού του

κάθε μικροοργανισμού έχει μια μοναδική κα-

μπύλη τήξης ( melt curve ), κατά την οποία

ο αντίστοιχος μικροοργανισμός απομακρύνε-

ται από τον ανιχνευτή που τον έχει δεσμεύσει

και η φωτοδίοδος συνεχίζει να δέχεται ως ε-

ίσοδο το φως που εκπέμπεται από το φθο-

ρίζον μόριο του ανιχνευτή. ΄Ετσι, αξιοποι-

ώντας την μοναδικότητα αυτή μπορούμε να

επιβεβαιώσουμε την ύπαρξη ενός συγκεκρι-

μένου μικροοργανισμού σε ένα από τα κου-

τάκια εξετάζοντας την καμπύλη τήξης κατά

την οποία άρχισε η φωτοδίοδος να ανιχνε-

ύει πάλι φως. Αυτή η διαδικασία επιτυγχάνε-

ται μέσω της αύξησης της θερμοκρασίας από

τους 55o C μέχρι τους 95o C και έτσι ουσια-

στικά δημιουργείται μια συνεχόμενη καμπύλη

τήξης κατά την οποία σε διαφορετικές χρονι-

κές στιγμές οι αντίστοιχοι μικροοργανισμοί

θα αποδεσμεύσουν τους ανιχνευτές.
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4. Συμπεράσματα

Τα συμπεράσματα αυτής της έρευνας είναι

πως η χρήση των ολοκληρωμένων βιοχημι-

κών μικροαισθητήρων θα βελτιώσει με πολ-

λούς τρόπους τον τομέα της υγείας και κυ-

ρίως την ζωή των ανθρώπων και την δυνα-

τότητα
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