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Sazetak i

SaZetak

Nosivi opticki (bio)kemijski senzori na papiru i tekstilu

Diplomski rad

Zahvaljuju¢i danasnjim brojnim tehnoloskim dostignuc¢ima, fokus istrazivanja
(bio)kemijskih senzora usmjeren je prema realizaciji nosivih analitickih uredaja.
Nosivi (bio)kemijski senzori su alati koji omogucavaju kontinuiranu i neinvazivnu
analizu sadrzaja bioloskih fluida (npr. znoj, suze, slina, medustani¢na kapljevina ili

dah) kao i detekciju odredenih supstanci u okoliu nositelja senzora.

Opticki (bio)kemijski senzori su vrsta (bio)kemijskih senzora pomocu kojih se
dolazi do Zeljene informacije pomocu interakcije s elektromagnetskim zracenjem.
U literaturi se ¢esto spominju pod klju¢nom rije¢i ,optode®, zbog velike sli¢nosti s
njihovim elektrokemijskim ekvivalentima-elektrodama. Problemi kao $to su odabir
pogodnih materijala, izvor napajanja te vjerodostojnost prikupljenih podataka za
analizu glavni su razlog komercijalne nedostupnosti nosivih kemijskih senzora. U
zadnje vrijeme, sve je veci interes za koriStenjem papira i tekstila kao supstratnih
materijala. Dostupnost, pristupac¢nosti te niska cijena papira sasvim su opravdani
razlozi za odabir takvog supstrata. S druge strane, tekstilni senzori su s prakti¢nog

stajali$ta najinteresantniji kako bi se ve¢ nalazili integrirani u odjevnim predmetima.

Cilj ovog rada bio je ispitati dobro utvrdeni mehanizam ion-selektivnih optoda
na razli¢itim supstratima. Pripravljeni su senzori za kalij na bazi valinomicina i
lipofiliziranog Nile Blue indikatorskog bojila, te je provedena njihova analiticka
karakterizacija s potencijalnom primjenom u analizi sadrZaja znoja. U okviru ovog

istrazivanja, kromatografski papir se pokazao kao najbolji supstrat.



Sazetak ii

Eksperimentalni rezultati ispitivanja optoda na kromatografskom papiru su
pokazali da dinami¢ko podru¢je obuhvaca preko tri reda veli¢ine (10" M - 104 M K*)
koje je zadovoljavaju¢e za prakticnu primjenu s obzirom na cinjenicu da se

prosje¢na koncentracija kalijevih iona u znoju nalazi upravo u tom intervalu.

Treba naglasiti da je upotrebljivost ovih senzora limitirana zbog poznatog
problema s ispiranjem osjetilnih komponenti senzora $to pokazuju rezultati
karakterizacije; obnovljivost, ponovljivost i stabilnost. Ovako pripravljene papirne
kalij-selektivne optode bi se mogle koristiti za predvidenu aplikaciju u obliku

jednokratnih test-traka.

Kljuéne rijeci: (Bio)kemijski senzori - Opticki - Nosivi - lon-Selektivne Optode -
Indikatorsko bojilo - Senzori na bazi papira - Senzori na bazi tekstila - Kalij - Znoj -

Jednokratne test-trake



Abstract iii

Abstract

Wearable paper and textile based optical (bio)chemical sensors

Master's thesis

Numerous advancements in today’s technology had impact on research of
(bio)chemical sensors. Focus has been shifted towards realization of wearable
analytical devices. Wearable (bio)chemical sensors are analytical tools that provide
the opportunity for continuous and non-invasive analysis of body fluid content
(such as sweat, tears, saliva, interstitial fluid or breath), as well as the ability to detect

substances in the environment of their user.

Optical (bio)chemical sensors represent the subclass of (bio)chemical sensors
where interaction with electromagnetic radiation is employed in order to extract
useful information. They are most commonly named “optodes” in the literature, due
to great similarity with their electrochemical equivalents-electrodes. Certain
problems such as choosing appropriate materials, external power sources and
credibility of harvested data still represent the challenge that needs to be resolved
in order to start commercial production of wearable (bio)chemical sensors. A
growing interest in using paper and textile as substrate materials has been observed.
Availability and affordability of low-cost paper are main reasons to choose this
material. On the other hand, textile-based sensors would be most practical due to

simple integration with existing clothing material.

The ultimate goal of this thesis was to investigate the mechanism of ion-selective
optodes on different substrates. Potassium-selective optodes based on valinomycin
carrier and lipophilized Nile Blue indicator dye were fabricated with potential
application in analyzing the sweat content. Fabrication of sensors was followed with

their analytical characterization.



Abstract iv

Experimental results have shown that chromatography grade paper seems to be
the most appropriate substrate material, considering the investigated mechanism.
Such paper-based optodes were characterized in greater detail, exhibiting dynamic
range that covers over three orders of magnitude (10" M - 10* M K*), making them
suitable for predicted application. Average potassium concentration in human

sweat lies within that range.

It should be emphasized that the usability of these sensors is limited owing to
the well-known leaching problem, where sensing components are being washed out
of the system. Characterization parameters such as repeatability, reproducibility
and stability have clarified that apparent problem. Paper-based potassium-selective
optodes investigated in this research could therefore be used for predicted

application as single-use, disposable paper strips.

Keywords: (Bio)chemical sensors - Optical - Wearable - Ion-selective optode -
Indicator Dye - Paper-based senors - Textile-based sensors - Potassium - Sweat -

Disposable paper strips
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1 Uvod




Uvod 2

1.1 Nosivi opticki (bio)kemijski senzori na papiru i teksitlu

Zbog sve velih zahtjeva za in-situ kemijskim informacijama zapocet je globalni
trend decentralizacije analiti¢ckih laboratorija.'3! To se posebno reflektirao na
zdravstveni sustav. Potreba za inovativnim rjesenjima koja omoguduju brzu, jeftinu
te ucdinkovitu njegu pacijenata bez prenapucenih bolnica je wuzrokovala
paradigmatsku promjenu; od reaktivne do proaktivne, preventivhe medicine.
Tranzicijom iz medicinskih laboratorija prema near-patient testing (NPT)[l
odnosno point-of-care (POC)[23] pristupu je omoguceno dijagnosticiranje i pruzanje

potrebne njege pacijentima kada i gdje god je to potrebno, bez posrednih institucija.

Kemijski i biokemijski senzori su analiticki alati konstruirani s ciljem
preoblikovanja (bio)kemijskih veli¢ina iz ispitnog uzorka u razumljive izlazne
signale. Sklonost prema sve manjim analitickim alatima koji zamjenjuju ulogu
masivnih laboratorijskih uredaja je rezultirala sve ve¢im razvojem (bio)kemijskih
senzora.lll. Razvijeni su brojni senzori koji se medusobno razlikuju po principu
pretvaranja kemijskih veli¢ina u ekvivalentne mjerljive fizikalne veli¢ine. Medu
njima su prevladavajudi opticki i elektrokemijski senzori. Potonji tip je ve¢ preuzeo
dominantnu ulogu u klinickoj dijagnostici zahvaljujuéi izuzetnoj ucinkovitosti,
jednostavnosti te ekonomskoj pristupacnosti. Brojni komercijalno dostupni POC
elektrokemijski analizatori su prenosivi, dimenzija ljudskog dlana, no ograniceni na

invazivan pristup prikupljanja (bio)kemijskih informacija iz ljudske krvi.[4l

Dostignu¢a u nosivoj tehnologiji su privukla ogroman interes u podrudju
istrazivanja. Fokus se usmjerio prema realizaciji nosivih (bio)kemijskih senzora, iza
kojih stoji motivacija za izradom minimalno ili potpuno neinvazivnih analizatora.
Takvi alati bi omogucili kontinuirano pracenje (bio)kemijskih supstanci u bioloskim
fluidima njihovog korisnika ili u njegovom okolisu. Kako bi se izbjeglo bolno i
neugodno prikupljanje vaznih (bio)kemijskih informacija, alternativni fluidi poput

sline, suza, medustani¢ne kapljevine, znoja*®! i dahal® su u sredistu interesa.
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Za razliku od prenosivih analizatora, nosivi (bio)kemijski senzori u obliku
ukrasnih (npr. narukvica) ili funkcionalnih (npr. pametni sat) naprava bi priustili
mogucnost nenametljivom pristupu (bio)kemijskim informacijama. Prema tome,
takvi alati moraju biti lagani, odgovarajuc¢ih dimenzija te estetski prihvatljivi. A kada
su u izravnom kontaktu s nasim tijelima moraju biti ugodni, fleksibilni i naravno
biokompatibilni.l!  Zahvaljuju¢i lakoj integraciji sa jeftinim beZi¢nim
komunikacijskim tehnologijama (kao npr. bluetooth), prikupljeni podaci bi se
jednostavno prebacivali na pametne telefone ili slicne uredaje. S razvojem ovih
tehnologija je potaknut veliki interes za implementacijom nosivih (bio)kemijskih

senzora za razne medicinske svrhe te potrebe uc¢inkovitijeg fitness monitoringa.[4-6!

Optic¢ki (bio)kemijski senzori (tzv. ,optode®) koriste elektromagnetsko zracenje
za pretvorbu kemijskih veli¢ina u mjerljive opticke signale. Prilikom interakcije sa
uzorkom dolazi do promjena u razli¢itim optickim fenomenima u kojim je sadrzana
(bio)kemijska informacija.”! U usporedbi sa dominantnim elektrokemijskim
konkurentima, za opti¢ku detekciju tvari nije potrebna dodatna referentna celija
(kao 8to je to referentna elektroda kod elekrokemijskih), zbog ¢ega je njihova
minijaturizacija puno jednostavnija. Pored toga su otporne na utjecaj elektri¢nih
interferencija $to medu ostalim ukljucuje i staticki elektricitet naseg tijela.!8! Potonja

¢injenica je posebno vazna za implementaciju nosivih optoda.

Interes za materijalima poput papiral® i tekstilal’®! je znatno porastao u
istrazivanju. Osim $to su vrlo prakti¢ni supstrati u sustavu nosivih (bio)kemijskih
senzora,>12l sve je veéi interes i za implementacijom papirnih®! odnosno
tekstilnih™! mikrofluidi¢kih ,,lab-on-a-chip“ platforma. Za mikrofluidi¢ke sustave je
potreban vrlo mali volumen uzorka iz kojeg se moze ekstrahirati ista (bio)kemijska
informacija kao u klasi¢nom laboratorijskom pristupu.'® Mikrofludi¢cke POC
platforme ¢ée sigurno zauzeti vrlo vaznu ulogu u buduéem zdravstvenom sustavu.®!
Zbog toga su potaknuta istrazivanja usmjerena prema medusobnoj integraciji

mikrofluidike i (bio)kemijskih senzora, kao osnove vrlo mo¢nih POC alata.[7-1°]
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1.2 Cilj istraZivanja

U literaturnom istrazivanju (poglavlje 2) su razjasnjenje klju¢ne rijeci
diplomskog rada, od klasifikacije i karakterizacije (bio)kemijskih senzora s
posebnim naglaskom prema implementaciji optoda te njihove integracije u sustav
nosivih (bio)kemijskih senzora. Izdvojeni su prakti¢ni primjeri dostignuc¢a u

implementaciji nosivih optic¢kih (bio)kemijskih senzora (2.3.2.1).

Izdvojeno je i posebno poglavlje za pojasnjenje mehanizma ion-selektivnih
optoda (2.2.3) koje nude alternativno i prakti¢no rjeSenje za detekciju bioloski
vaznih elektrolita, u odnosu na njihove elektrokemijske ekvivalente; ion-selektivne

elektrode.

Cilj eksperimentalnog istrazivanja (poglavlje 3) jest izrada i spektroskopska
karakterizacija ion-selektivnih optoda za analizu kalijevih iona za ciljani uzorak
ljudskog znoja. Implementirane su kalij-selektivne optode na bazi valinomicina i

lipofiliziranog Nile Blue opti¢kog indikatora, na razli¢itim supstratima.

Nakon usporedbe eksperimentalnih rezultata (poglavlje 4) su izneseni
argumenti za njihovu potencijalnu implementaciju u sustav nosivog optic¢kog

(bio)kemijskog senzora.



2 Opdi dio
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2.1 Kemijski i (bio)kemijski senzori

Senzor je uredaj koji je sposoban preoblikovati korisne informacije iz ispitivanog
medija u mjerljive izlazne veli¢ine, naj¢esc¢e elektri¢ne ili optic¢ke.?91 [UPAC je
definirao kemijske senzore kao uredaje koji pretvaraju kemijsku informaciju o
uzorku, od koncentracije pojedina¢ne komponente (analita) pa sve do ukupnog

sastava, u analiti¢ki koristan signal.[”’
Tipi¢an kemijski senzor sadrzava dvije klju¢ne funkcionalne jedinice (slika 2.1):

v' Osjetilnu fazu, odnosno receptor, gdje dolazi do prepoznavanja analita i
generiranja kemijskog signala u kojem je sadrzana trazena informacija.
v" Fizikalno-kemijski pretvornik, koji ¢e prenijeti signal iz prethodne faze i

preoblikovati njegovu energiju u mjerljivu izlaznu veli¢inu (analitic¢ki signal).

interferenti 45315t

e’

&
as b
e ©

)

receptor pretvornik

Slika 2.1: Shematski prikaz sastavnica i principa rada kemijskih senzora

U implementaciji kemijskih senzora, funkcionalno djelovanje receptora je
najcesce ostvareno uz pomo¢ tankog kemijskog sloja koji omogucava selektivhu
interakciju s analitom, sudjeluju¢i pritom u reakciji kao reaktant ili katalizator.!
Uporaba bioloskih aktivnih supstanci poput enzima ili antitijela u osjetilnoj fazi

tvori osnovu biokemijskih senzora (ili skra¢eno-biosenzora).”2!l

(Bio)kemijski senzori se obi¢no izraduju za detekciju samo jednog, ciljanog
analita. Za analizu potpunog sadrZaja ispitivanog uzorka, razli¢ite vrste (bio)senzora

se mogu udruZiti u mnostvo tvoredi tzv. senzorski niz (eng. sensor array).[”]
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2.1

.1 Kilasifikacija (bio)kemijskih senzora

U literaturi je prevladavaju¢i princip IUPAC-ove klasifikacije kemijskih i

biokemijskih senzora prema nacelu rada pretvornicke jedinice.l"”] Tako se razlikuju:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

Optic¢ki (bio)kemijski senzori; interakcija analita i receptora uzrokuje
promjene u optickim fenomenima koje se preoblikuju u mjerljive opticke
signale. Za detekciju opticki neaktivnih analita se koriste indikatori koji
mijenjaju vlastita opti¢ka svojstva prilikom interakcije.!”!
Elektrokemijski (bio)senzori; elektrokemijska interakcija s analitom koja
se odvija na povrsini modificirane elektrode se preoblikuje u izlazne veli¢ine
poput struje ili potencijala.l”! Mjerni pristup razvrstava:
(b.1) Potenciometrijske senzore; kojima se mjeri potencijal indikatorske
elektrode u odnosnu na referentnu elektrodu, pri konstantnoj struji.
(b.2) Amperometrijske senzore; kojima se mjeri koli¢ina struje koja je
produkt oksidacije ili redukcije reaktanta (analita) pri konstantnom
potencijalu. Voltametrijski senzori, kao podgrupa amperometrijskih,
sluze za pracdenje profila struje pri promjenjivom potencijalu.
Elektri¢ni (bio)kemijski senzori; interakcija s analitom uzrokuje
promjene elektri¢nih svojstava poput vodljivosti ili otpornosti, ali u ovom
slu¢aju analit nije konzumiran u elektrokemijskoj reakciji.”!
(Bio)kemijski senzori osjetljivi na masu; akumulacija analita na posebno
modificirane povrsine se registrira kao analiticki signal. Tipi¢an primjer
ovakvog tipa su piezoelektri¢ni senzori koji se temelje na adsorpciji analita
na kvarcnu povrsinu, $to uzrokuje promjenu u frekvenciji oscilacije kristala.!”!
Magnetski (bio)kemijski senzori; preoblikuju promjene paramagnetskih
svojstva plinovitih analita (implementirani uglavnom za detekciju O2).[”]
Termometrijski (bio)kemijski senzori; zasnivaju se na mjerenju
toplinskih svojstva koja se oslobadaju uslijed fizikalnog vezanja analita ili za

vrijeme (bio)kemijske reakcije.”!
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2.1.2 Karakterizacija (bio)kemijskih senzora

Postoje to¢no definirani analiticki kriteriji prema kojima se provodi
karakterizacija analitickih postupaka i validacija dobivenih rezultata. Neki od tih
kriterija se mogu primijeniti i na analiticke uredaje.ll Ispitivanjem odredenih

parametra se definira njihova uc¢inkovitost te odreduje podrucje moguce primjene.
Izdvojeni su tipi¢ni parametri karakterizacije (bio)kemijskih senzora:

(1) Osjetljivost; sposobnost da se izlazni signal mijenja s promjenom
koncentracije analita. Nagib kalibracijske krivulje jasno ukazuje na ovaj
parametar (bio)kemijskog senzora;!! $to je strmiji, to je osjetljivost izraZenija.

(2) Dinamic¢ko podruédje; mjerno podrudje omedeno koncentracijskim
rasponom od najmanje vrijednosti koju je moguce detektirati (limit
detekcije) do gornje limitiraju¢e koncentracije.l! (Bio)kemijski senzori se
ciljano izraduju da pokriju odredeno dinamicko podrudje. Izlazne signale
izvan tih granica ¢e biti nemoguce interpretirati, a osim toga u nekim
slu¢ajevima moze do¢i do fizickog osteéenja samog senzora.[??!

(3) Limit detekcije; vrijednost definirana kao najniza koncentracija analita koju
je moguce detektirati u to¢no definiranim uvjetima mjerenja (eng. limit of
detection, LOD). Postupak odredivanja limita detekcije ¢e se razlikovati od
slu¢aja do sludaja, ovisno o tipu ispitivanog (bio)kemijskog senzora.l!

(4) Selektivnost; sposobnost detekcije analita u prisustvu interferenata (npr.
senzor za Oz koji nece davati nikakve izlazne signale u prisustvu COz ili NOx

221 '7a odredene tipove (bio)kemijskih

se smatra izrazito selektivnim).
senzora, ovaj parametar se moZe izraziti kvantitativno. U slucaju
elektrokemijskih senzora se definira koeficijent selektivnosti.l!

(5) Vrijeme odziva; interval koji je potreban da se registrira potpuna promjena
izlaznog signala do stabilne vrijednosti. Kvantitativho se iskazuje u
dimenzijama vremena kao ona vrijednost koja je potrebna da se dostigne

odredeni postotak izlaznog signala (naj¢esce 95%).22!
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(6)

(7)

(8)

(9)

Ponovljivost; sposobnost generiranja istih izlaznih vrijednosti prilikom niza

uzastopnih mjerenja, obavljenim pri istim mjernim uvjetima. Time se
utvrduje i mogu¢nost koristenja senzora kao jednokratnog ili visekratnog.2l
Obnovljivost; sposobnost generiranja istih izlaznih vrijednosti dok su

mjerenja obavljena pri razli¢itim mjernim uvjetima. To ukljucuje slucajeve

kada se mjerenja uzorka provode sekvencijalno kroz dulje vremenske periode
ili ih ne obavlja uvijek isti analiti¢ar.[2?

Stabilnost; sposobnost da se zadrzi ista izlazna vrijednost kada se mjerenje
istog_uzorka provodi kroz odredeni vremenski period.l*?! Kod opti¢kih
(bio)kemijskih senzora moze do¢i do ispiranja indikatora iz osjetilne faze ili
njihovog foto-izbjeljivanja, $to ¢e znatno utjecati na stabilnost.[®!
Histereza; najveca razlika u izlaznim signalima kada se mjerenja provode uz
postupnu promjenu koncentracije analita, u razli¢itim smjerovima.l!l Na slici

je prikazan primjer krivulje histereze (slika 2.2)122);

smjer ,1“ pokazuje
rezultate mjerenja s postupnim povecanjem koncentracije analita (ulazni
signal, x), dok smjer ,2“ prati padaju¢i trend. Razlika u izlaznim

vrijednostima je o¢ita (primjer y1 i y2 za vrijednost koncentracije x).

(izlazni signal)

.

X (ulazni signal) -

Slika 2.2: Primjer krivulje histereze [22]
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2.2 Implementacija optickih (bio)kemijskih senzora

Opticki (bio)kemijski senzori koriste elektromagnetsko zradenje kao izvor
pobude analitickog signala u pretvorniku. Interakcija analita i receptora uzrokuje
promjene u optickim fenomenima koje je moguce mjeriti u razli¢itim spektralnim
podrudjima (UV, VIS, IR, NIR).[Z3] Prve izvedbe optickih (bio)kemijskih senzora su
sadrzavale (bio)senzorske komponente imobilizirane na optickom vlaknu, koje je
sluzilo za prijenos kemijskog signala putem svjetlosti do detektora. U literaturi su
kolokvijalno prozvane ,optroda“ prema lingvalnoj analogiji sa njihovim
elektrokemijskim ekvivalentima, elektrodama.l?! Time je naglasena sli¢nost u
prikupljanju (bio)kemijskih informacija putem interakcije s fotonima, odnosno
elektronima. Opticko vlakno je u ovom pogledu opticki ekvivalent elektrode, koja
kod elektrokemijskih senzora sluzi za prijenos kemijskog signala putem elektrona i
zatim se preoblikuje u izlazne veli¢ine poput struje ili potencijala. Prema tome,
implementacija optic¢kih (bio)kemijskih senzora je ekvivalentna elektrokemijskim
(bio)senzorima. Kasnije je u literaturi prevladao jednostavniji naziv ,,optoda“, $to iz
grékih korijena rijeci (omtiyos 080c) znadi ,,opticki princip“?# i taj je termin uvazen

za sve izvedbe (bio)senzora za opti¢kim preoblikovanjem kemijskih signala.

Kvaliteta izlaznih optickih signala ovisit ¢e o svim radnim komponentama jedne
opt(r)ode, $to osim osnovnih funkcionalnih jedinica (pretvornik i receptor)
ukljucuje vanjski izvor svjetlosti te elektroniku i software za prikupljanje
(fotodetektor) i obradu podataka.l?! Prilikom implementacije, posebnu paZnju
treba obratiti na intrinzi¢na opticka svojstva ciljanog analita. Za opticki neaktivne
analite se u (bio)senzorski sustav moraju uvesti opticki indikatori. To su najc¢esce
sinteticke molekule bojila koje u prisustvu analita mijenjaju vlastita opticka
svojstva.[?>?7l Prilikom interakcije sa elektromagnetskim zra¢enjem indikatori ¢e
generirati odgovarajuéi opticki signal koji je proporcionalan sadrzaju (bio)kemijske
informacije. Dakle, opticki indikatori preuzimaju ulogu kemijskih pretvornika za

tvari koje se spektroskopski ne mogu izravno detektirati.[?”]
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U neizravnom pristupu opticke detekcije analita, osjetilna faza se izraduje na
nacin da se receptorske komponente (bio)kemijskog senzora imobiliziraju zajedno
sa optickim indikatorima na povr$ini ili unutar organskih i anorganskih
matrica,?>2¢ koje se mogu proizvesti u nekoliko razli¢itih konfiguracija i integrirati
sa opti¢kim vlaknima!26-2%! ili jednostavnijim supstratima poput stakla, plastike ili

silikona, 26! te papirom[3®! odnosno tekstilom.B!

Interes za istrazivanjem i razvojem optoda je porastao zbog raspolozivosti
jeftinih minijaturiziranih izvora svjetlosti i fotodetektora.?¢! Komercijalno dostupne
te energetski minimalno zahtjevne LED-ice, kompatibilne sa brojnim raspolozivim
fotodetektorima, su uvelike doprinijele istrazivanju.®?! Time je omogucen jo$
jednostavniji dizajn minijaturiziranih optickih analizatora. Od svih dotaknutih
nacina preoblikovanja kemijskih veli¢ina u analiti¢ke signale (poglavlje 2.1.1), opticki
i elektrokemijski su dva najrasprostranjenija tipa u istrazivanju. U njihovoj

usporedbi, optode odlikuju brojne prednosti, a izdvojene su sljedece:!8!

p.1) Referentna celija (elektroda) nije potrebna.

p-2) Jednostavna minijaturizacija omogucava implementaciju vrlo malih, laganih
i fleksibilnih senzora.

p-3) Dostupnost svjetlovodnih platformi na bazi opti¢ckih vlakna omogucuje
prijenos optickih signala na velikim udaljenostima.

p-4) Opticki signal je otporan na elektric¢ke interferencije, snazna magnetska polja

i povrsinski potencijal senzorskog sucelja.
Takoder se moraju napomenuti i naj¢e$ce istaknuti nedostaci:®!

n.l) Ambijentalno svjetlo djeluje kao interferent. Zbog toga su primjenjive samo
u mrac¢nim ili zatamnjenim okruZenjima, odnosno u ostalim slucajevima
moraju biti dobro izolirane.

n.2) Opticki indikatori su podloZni ispiranju iz sustava i foto-izbjeljivanju.

n.3) Materijali koji se koriste za izradu opti¢ki vodljivih platformi (vlakna) mogu

uzrokovati $um u izlaznom signalu.
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2.2.1 Dizajn i princip opticke detekcije analita

Cjelokupni dizajn opti¢kog (bio)kemijskog senzora ima vrlo vaznu ulogu za
kvalitetu izlaznih rezultata. Prije same izrade, treba pomno razmotriti sve korake
koji vode do pretvorbe signala, $to ¢e u konacnici rezultirati razvojem i
implementacijom vrlo ucinkovitih optoda sa integriranim sustavom dovoda
svjetlosti i intrinzi¢ne funkcionalnosti senzora. Prema geometriji, razlikuju se dva

osnovna dizajna; optode na bazi opti¢kih vlakna i planarne optode.[26]

U pocetku istrazivanja je dominantni dizajn bio na bazi optic¢kih vlakna. Takve
optode omogucuju in-situ mjerenja na lokacijama inace tesko dostupnim za
konvencionalnu spektroskopsku analizu, zbog jednostavnog prijenosa svjetlosti od
izvora do detektora na velikim udaljenostima.[?®! Danas se mogu nabaviti vrlo
kvalitetna mikro-opticka vlakna po povoljnim cijenama koje odlikuje visoka

preciznost, fleksibilnost i velika otpornost na utjecaj vanjskih interferencija./?!

Nesto jednostavnije planarne optode u sustini tvore osnovu senzorskog ¢ipa. U
takvom pristupu, (bio)senzorske komponente su imobilizirane na planarnim
supstratima poput stakla, plastike ili silikona, a princip rada se zasniva na
osvjetljavaju supstrata eksternim izvorom svjetlosti (naj¢es¢e LED) dok se izlazni
signali prikupljaju u odgovaraju¢em fotodetektoru (fotodioda). Interes za planarnim
optodama je sve vec¢i zbog jednostavnosti njihove izvedbe i geometrije koja
omogucava laku integraciju sa mikrofluidickim platformama odnosno lab-on-a-chip
sustavima.[?! Primjer planarnih supstrata su takoder papir i tekstil te su mnoga
istrazivanja usmjerena prema realizaciji papirnih!®! i tekstilnih™! mikrofluidi¢kih
platforma koje se mogu integrirati sa (bio)senzorskim komponentama.l”18] 7a
razliku od elektroda i svih potrebnih radnih Zica, optoelektronicki elementi ne
moraju biti mehanicki povezani sa platformom, $to omogucuje fleksibilnost u
dizajnu. Zato su opticki (bio)kemijski senzori preferirani u odnosnu na

elektrokemijske (bio)senzore prilikom konstrukcije mikrofluidi¢kih analizatora.!'8!
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2.2.1.1 Spektroskopske tehnike

Osim u dizajnu, princip opticke detekcije analita c¢e se razlikovati prema
primijenjenoj spektroskopskoj tehnici. Za opticku detekciju analita je mogude
primijeniti tehnike koje se temelje na mjerenju apsorpcije, rasprsenja i refleksije
svjetlosti, intenziteta luminiscencije, indeksa refrakcije i rezonancije povrsinskih

plazmona, te fototermalnih efekta koji se oslobadaju prilikom apsorpcije.[”

U implementaciji prenosivih ili nosivih (bio)senzorskih sustava treba uzeti u
obzir i energetsku zahtjevnost potrebne instrumentacije. Npr. za mjerenje indeksa
refrakcije i rezonancije povrsinskih plazmona su potrebni laserski izvori i vrlo
kompleksne konfiguracije mjernog sustava®® $to bi energetski, a i ekonomski
dodatno opteretilo cjelokupnu izvedbu. Takoder, mjerenja fototermalnih efekta
nisu najprakti¢nija za nosive (bio)kemijske senzore zbog interferencija koje bi
uzrokovala termalna emisija nasih tijela, posebno prilikom sportskih aktivnosti.

Sljede¢e minimalno zahtjevne spektroskopske tehnike su najrasprostranjenije;

(i) Apsorbancija; ova spektroskopska tehnika se temelji na mjerenju
intenziteta svjetlosti koju apsorbira opticki aktivan analit ili odgovarajucdi indikator,
prilikom prolaska elektromagnetskog zracenja u transparentnom mediju.!”!
Apsorpcijom energije fotona dolazi do promjene u energetskim stanjima molekula
u uzorku; elektroni iz osnovnog energetskog stanja bivaju ekscitirani u kratkozivuca
pobudena stanja. Kapacitet apsorpcije opticki aktivnih supstanci se definira
apsorbancijom (A4), kao dekadski logaritam omjera intenziteta upadnog (/) i
prolaznog zracenja (I;). Lamber-Beer-ovim zakonom je povezan odnos intenziteta

zracenja to¢no definirane valne duljine (1) i koncentracije opti¢ki aktivne vrste:B4
Iy
(A); = (log—) =¢&b-c 1)
I/,

, gdje su: ¢ = koncentracija apsorbirajude vrste (analit ili indikator); b = duljina puta
kojeg elektromagnetsko zracenje mora prevaliti u mediju; ¢ = konstanta

proporcionalnosti koja se naziva apsorptivnost ili molarni apsorpcijski koeficijent.
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U sustini, apsorptivnost govori o vjerojatnosti elektronskih tranzicija medu
energetskim stanjima molekule. Sto je taj koeficijent vedi, to su posljedi¢no mogude
nize detekcije opticki aktivnih vrsta.34 Prema tome, prilikom odabira opti¢kih

indikatora valja uzeti u obzir i njihovu vrijednost ¢&.

(ii) Luminiscencija; fenomen emisije koji nastaje kada ekscitirani elektron
povrati svu ili dio apsorbirane energije izvornog zracenja pri povratku u osnovno
stanje.34 Svjetlost moZe intrinzi¢no emitirati analit ili luminiscencijski indikator.
Ovaj fenomen moze biti fizikalnog podrijetla, kao posljedica apsorpcije energije
elektromagnetskog zracenja (fotoluminiscencija), ili rezultat energetskih promjena
za vrijeme (bio)kemijske reakcije (kemiluminiscencija). Neki Zivi organizmi (npr.
krijesnice) mogu takoder izazvati emisiju svjetlosti kao nusprodukt metaboli¢kih
reakcija (bioluminiscencija). Nakon apsorpcije energije fotona, emisija svjetlosti ¢e
trajati odredeno vrijeme koje se naziva zivotnim vijekom ili viemenom gasenja (z).

Prema tome se razlikuju fluorescencija (zc < 108 s) i fosforescencija (zc > 108 s).53!

Osim mjerenja intenziteta emisije (naj¢esc¢e fluorescencije), takoder se moze
mjeriti i Zivotni vijek luminiscencije (zc). Treba uzeti u obzir da je u potonjem slucaju
instrumentacija puno skuplja.[? Vazan fotokemijski parametar koji je povezan za
Zivotnim vijekom luminiscencije jest kvantni prinos (®), a predstavlja omjer broja
fotona koji je emitiran u odnosu na broj apsorbiranih fotona.¢! Prilikom odabira

luminiscencijskih indikatora, takoder valja uzeti u obzir i njihovu vrijednost ®.

Intenzitet fluorescencije (If) u odnosu na apsorbirano izvorno zracenje (/) se

moZe opisati sljedeé¢im linearnim odnosom;B34
=2303:I,-®-&-b-c (2)
gdje su: ¢ = koncentracija luminiscirajuce vrste (analit ili indikator); b = duljina puta

kojeg elektromagnetsko zracenje mora prevaliti u mediju; ¢ = apsorptivnost ili

molarni apsorpcijski koeficijent; @ = kvantni prinos.



Op¢i dio 15

(iii) Reflektancija; ova tehnika se primjenjuje kada je potrebno obaviti mjerenja
u svjetlosno nepropusnim medijima (kao $to su papir i tekstil), uglavnom uz
korigtenje opti¢kih indikatora.”! U sustini se mjeri intenzitet reflektirane zrake (Iy)
u odnosu na izvornu (Iy), nakon $to je odbijena od povrS§ine mjerenog medija.
Reflektancija je definirana kao omjer tih dvaju intenzitetal”);
R=7 ®)

Za povezivanje odnosa intenziteta zracenja i koncentracije opticki aktivnih vrsta
se najces¢e primjenjuje model kojeg su postavili Kubelka i Munk. Osnovna
pretpostavka KM modela jest da je upadno i reflektirano zrac¢enje savrseno difuzno.
Mjerni principi difuzne reflektancije su analogni mjerenju apsorbancije, a K-M
model definira reflektanciju kao funkciju apsorpcije i rasprsenja svjetlosti koju
uzrokuju opti¢ki aktivne supstancije (indikatori) i destice u supstratnim
materijalima (poput papira ili tekstila);?8!

1-R)? :
FR); = <( — ) ) =SSC (4)
A

, gdje su gdje su: ¢ = koncentracija apsorbirajuce vrste (uglavhom indikator); ¢ =
molarni apsorpcijski koeficijent (apsorptivnost); S = koeficijent rasprsenja svjetlosti.
Treba naglasiti da je KM model, poput Lambert-Beer-ovog zakona, primjenjiv samo
za monokromatsko zracenje. Na taj nacin se dobiveni rezultati mogu usporediti sa
mjerenjima apsorbancije. Koeficijenti apsorpcije i raspr§enja u KM modelu su

konstante koje se mogu odrediti za svaku valnu duljinu upadnog zrac¢enja.B!
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2.2.2 Opticki indikatori i imobilizacijske matrice

Prema promatranom optickom fenomenu, indikatori se mogu podijeliti u dvije
osnovne skupine; kolorimetrijski i luminiscencijski. Indikatori za kolorimetrijska
mjerenja (apsorbancija i reflektancija) sadrzavaju kromofore, dijelove molekule
(atomi ili skupine) koji su odgovorni za specifi¢nu promjenu boje. S druge strane,

indikatorske molekule sa luminoforama izazivaju emisiju svjetlosti.[26:27]

Odabir indikatora ovisit ¢e o aplikaciji. Prve optode za detekciju kisika su
predstavljene kao konkurencija Clarkovoj kisikovoj elektrodi.[®! Princip rada takvih
optoda se zasniva na fenomenu kojeg je prvi objasnio Kautsky, !l a rije¢ je o gasenju
fluorescencije prilikom sudara s molekulama plina (eng. quenching). U osjetilnoj
fazi se nalaze luminiscencijski indikatori poput porfirinskih ili rutenijevih
kompleksa ¢iji se intenzitet emitiranog zraenja smanjuje proporcionalno
parcijalnom tlaku kisika, pO2.[?440 Postoje brojni raspoloZivi ,quenching” indikatori

za potpuno reverzibilno mjerenje intenziteta ili Zivotnog vijeka luminiscencije.[4?!

Indikatori za kontrolu pH su uglavnom slabe kiseline (rijetko kad i slabe baze)
¢ija boja ili intenzitet luminiscencije ovisi o stupnju disociranosti. Njihova pKa
vrijednost ¢e u konacnici odrediti dinamicko podrudje optickog (bio)kemijskog
senzora. Indikatori se pri toj vrijednosti nalaze u ekvimolarnoj distribuciji njihovog
protoniranog (asociranog) odnosno deprotoniranog (disociranog) oblika, a
dinamicko podrucje obuhvaca raspon u kojem je moguca njihova asocijacija
odnosno disocijacija.?”! Azo bojila su najc¢ei¢e koristeni pH indikatori te
kombinacijom nekoliko takvih molekula sa razli¢itim vrijednostima pK. moguce je

ostvariti vrlo iroko dinami¢ko podrudje.43!

Za detekciju ionskih vrsta se koriste sustavi u kojima je glavna receptorska
komponenta ionofor; ligand koji sluzi za selektivno kompleksiranje i reverzibilni
transport ciljanog iona (analita) u osjetilnu matricu.[*! U opti¢kom pristupu
detekcije se koriste ionofori sa kromofornim ili luminofornim aktivnim skupinama,

izravno kao jedinstvene molekule ili u obliku dvostruko-ionoforskog sustava.[44]
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U prvom slucaju, kromofor ili luminofor se nalazi direktno na koordinacijskim
mjestima liganda, tvoreci tako kromogenizirani odnosno luminogenizirani ionofor
koji moze izravno generirati odgovarajuce opticke signale. S druge strane, u
dvostruko-ionoforskom sustavu analit se detektira neizravno. U takvom pristupu
jedan opticki neaktivan ionofor sluzi kao receptor, a drugi kao indikator.
Indikatorski ionofori se u literaturi Cesto nazivaju kromoionoforama odnosno
luminoionoforama. To su uglavnom lipofilne molekule koje prilikom stvaranja
kompleksa receptor-analit (ionofor-ion) otpu$taju proton te mijenjaju opticka
svojstva prema stupnju disocijacije. U sustini, kromo/luminoionofori su lipofilni pH

indikatori jer su selektivne isklju¢ivo za H* ione.[44%]

Jo$ jedan pristup u indikatorskoj kemiji jest koristenje dvo-indikatorskog sustava
u kojem jedan indikator sluzi kao referent, pa se umjesto jednog apsolutnog izlaznog
signala generiraju dva i zapravo se mjeri njihov omjer. Na taj nadin se moze

eliminirati utjecaj vanjskih interferencija poput fluktuacija u izvoru zrac¢enja.[?!

2.2.2.1 Polimerne matrice

Najcesce koristene imobilizacijske matrice su na bazi polimera. Osnovna uloga
polimerne matrice jest da drzi senzorske komponente fiksiranim kako bi se
sprijecilo njihovo ispiranje iz osjetilne faze. Odabrani polimer mora omoguditi
dobru permeabilnost analita i ne smije posjedovati intrinzi¢na opticka svojstva.
Sposobnost polimerne matrice da sprijeci ispiranje indikatora i ostalih komponenti
te njena kemijska i fizikalna postojanost znatno ¢e utjecati na karakteristike senzora,
posebice na stabilnost. Polimeri sa visokom temperaturom staklista su lako lomljivi
zbog cega bi u izvornom obliku podbacili u osnovnim zahtjevima. No koristenje
odgovarajucih plastifikatora rjesava taj problem. Prednost plastificiranih membrana
jest sto se kombinacijom polimera sa razli¢itim plastifikatorima moze utjecati na
njihovu polarnost odnosno lipofilnost, $to posljedicno utjete na osjetljivost i

selektivnost (bio)kemijskog senzora.46]
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Polimeri koji su naj¢e$c¢e u primjeni su polistiren (PS), polivinil klorid (PVC),
polimetil metakrilat (PMMA), polidimetil siloksan (PDMS), politetrafluoretilen

(PTFE) te razni derivati celuloze.[26:46]

2.2.2.2 Sol-gel matrice

Sol-gel postupak za izradu anorganskih matrica je krajnje jednostavan.
Hidrolizom i polikondenzacijom alkoksidnih prekursora nastaju anorganske mreze,
a indikatori i ostale senzorske komponente se zarobe prilikom njihovog formiranja.
Tako nastala mreza je transparentna i omogucuje difuziju analita, $to je ¢ini
prikladnom za opticke senzorske aplikacije. Moguénost samostalne izrade jeftinih i
prilagodenih matrica je velika prednost u odnosu na koristenje ve¢ dostupnih
polimera, a osim toga sol-gel matrice pokazuju znatno izrazeniju fotostabilnost. No
njihov glavni nedostatak je slaba postojanost na visokim temperaturama, gdje

vedina polimernih matrica prednjac¢i.[2¢! Sol-gel proces se sastoji od sljedec¢ih koraka:
=Si-OR + H>0 — =Si-OH + ROH Hidroliza
=Si-OR + HO-Si= — =Si-O-Si= + ROH Kondenzacija

Najcesce koriSteni prekursori su tetrametoksilani (TMOS) i tetraetoksilani
(TEOS). Standardni postupak izrade sol-gel matrice jest otapanje monomerskih
prekursora u mjeSavini vode i pomoc¢nog otapala (alkohola) ¢ime se dobiva
heterogena ,sol otopina, sastavljena od dispergiranih koloida. Uz koristenje kiselih
ili baznih katalizatora, otopina polako postaje sve viskoznija te povezivanjem
alkoksida u procesu polikondenzacije se pocinje stvarati porozan ,gel“. Fizikalno-
kemijska svojstva dobivene mreZe ovise o svim prethodnim koracima; vrsta
prekursora, pH i koncentracija katalizatora, omjer vode i monomerskih jedinica te
priroda pomo¢nog otapala. Njihovom kontrolom se utjece na poroznost, povrsinu,
prozirnost, debljinu i mehanicka svojstva matrice. Prilikom ,sol“ faze, u otopinu se

mogu dodati indikatori i ostale komponente koje su onda zarobljene u ,gel” fazi.[3!
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2.2.2.3 Tehnike imobilizacije

Osim odabira indikatora i imobilizacijske matrice, na radne karakteristike
(bio)senzora ¢e znatno utjecati i nadin na koji su senzorske komponente
imobilizirane, odnosno vezane s matricom. Ukoliko je ta veza slaba, intuitivno je
jasno da c¢e upotrebljivost senzora biti ogranic¢ena. Jedan od najcescih problema koji
se pojavljuje u istrazivanju jest ispiranje sadrzaja membrane u uzorak, sto osim

kontaminacije ispitivanog uzorka utjece i na stabilnost senzora.

Prema prirodi veze, razlikuju se fizikalni i kemijski nacini imobilizacije.
Najjednostavnije fizikalno vezanje jest adsorpcija, no zbog prirode takve veze se
dugoro¢no gubi stabilnost radi neizbjeznog ispiranja. Jedna od najces¢ih strategija
fizickog zarobljavanja u polimernu matricu jest priprava tzv. ,osjetilnog koktela“
koji se sastoji od lipofilnih osjetilnih komponenti koje su topive u lipofilnom
polimeru, a sastojci su pomije$ani u ,,privremenom otapalu“ (npr. tetrahidrofuran).
Tako pripravljeni koktel se zatim nanosi na odabrani supstrat (vrh opti¢kog vlakna,
komad plastike, stakla, papir ili tekstil), nakon ¢ega ¢e pomo¢no otapalo ispariti dok
(bio)senzorske komponente ostaju matri¢no imobilizirane na supstratu.!?”! Fizi¢ko
zarobljavanje u sol-gel anorganske mreZe je ve¢ opisano u prethodnom poglavlju;

osjetilne komponente su dopirane u ,sol“ fazi i kasnije zarobljene u ,gel* fazi.[347]

Takvi pristupi su ekonomski opravdani i krajnje jednostavni, no uvijek popraceni
neizbjeznim ispiranjem sadrzaja membrane. Stoga bi ostvarivanje jacih veza, poput
kovalentne kemijske veze, eliminiralo takav problem. Neki indikatori se mogu
kovalentno vezati za polimere zbog reaktivnih kemijskih grupa na molekulamaili u
samom procesu polimerizacije, gdje se kemijski povezuju sa monomerima./¢! Dok
je problem ispiranja tako rijeSen, kovalentni nacin vezanja znatno utjece na njihova
svojstva i Cesto dolazi do pomaka u pK, vrijednosti u sluc¢aju (lipofilnih) pH

indikatora, $to znatno utjece na karakteristike senzora.l>746l

Kovalentnim vezanjem
sa sol-gel matricama je takoder dokazano da ne dolazi do ispiranja, no ispostavilo se

da je takva priroda veze odgovorna za slabiju osjetljivost i duZe vrijeme odziva.[4”]
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2.2.3 lon-selektivne optode

Na razvoj optoda za detekciju ionskih vrsta je znatno utjecao razvitak ion-
selektivnih elektroda (ISE) kroz broja inovativna dostignuca.!*8! Fokus se usmjerio
prema implementaciji ISE na bazi polimernih membrana koje sadrzavaju ionofore
kao glavnu receptorsku komponentu i ne zahtijevaju unutarnju referentnu
kapljevinu, sto je predstavljalo probleme u klasi¢cnom dizajnu ISE. Osim $to bi time
bila otezana minijaturizacija, referentne kapljevine su podloZne isparivanju.[484°]
Posljedi¢no su razvijene tzv. ¢vrstofazne referentne elektrode i ISE,% a kasnije i

njihovi optic¢ki ekvivalenti, ion-selektivne optode (ISO).[4445:5051]

Prema nacdinu na koji su osjetilne komponente imobilizirane u/na matrici,
razlikuju se ISO temeljene na povrsinskim fenomenima i tzv. bulk optode.’®! U
prvom slucaju, komponente se nalaze na povrs$ini matrice te su u neposrednom
kontaktu sa ispitivanim uzorkom. S druge strane, potonji pristup podrazumijeva da
su komponente vezane odnosno zarobljene unutar matrice te se princip detekcije
analita zasniva na transportu mase iz uzorka u srediste (eng. bulk) matrice. Opticki
signal je tada rezultat postignute termodinamic¢ke bulk-uzorak ravnoteze.[4>>0l
Povrsinske optode nisu toliko istraZzene i glavnina istrazivanja je usmjerena prema

implementaciji bulk ISO koje su potpuno ekvivalentne ¢vrstofaznim ISE.[44:4551]

Dok je u nekim istrazivanjima demonstriran opticki princip detekcije ionskih
vrsta pomo¢u kromogeniziranih®>-* i luminogeniziranih ionofora,>7 bulk
optode na temelju dvostruko ionoforskog sustava su daleko rasprostranjenije.
Njihova velika prednost jest Sto je ,preuzeta“ odli¢na selektivnost prema ciljnom
analitu od dostupnih opticki neaktivnih ionofora koje se koriste kod njihovih
elektrokemijskih ekvivalenata.l*4%! Dokazano je da je selektivnost istih ionofora
jednako ucinkovita u ISO sustavu kao kod membranskih ISE.[8! Dvostruko
ionoforski sustav omogucuje jednostavan i fleksibilan dizajn ISO, zahvaljujudi
brojnim razli¢itim kombinacijama ionofora sa lipofilnim pH indikatorima ¢ime se

odreduje dinami¢ko podrugje i selektivnost opti¢kog (bio)senzora./]



Op¢i dio 21

Postoji Sirok spektar dostupnih ionofora za detekciju ionskih vrsta u ISO ili ISE
sustavima,® koje se mogu kombinirati za razli¢itim lipofilnim pH indikatorima u
dvostruko ionoforskom ISO sustavu.[*%] Najéesc¢e kombinacije tvore ISO sustav ¢iji
se mehanizam temelji na selektivnoj ekstrakciji analita (iona) iz uzorka u bulk
matrice, $to je popraceno koekstrakcijom referentnog iona suprotnog naboja (H*
ion od indikatora) ili ionskom izmjenom gdje se analit zamjenjuje sa referentnim
ionom istog naboja. Sustavi temeljeni na koekstrakciji iona se obi¢no koriste za
detekciju aniona, dok se princip ionske izmjene koristi za detekciju kationa. Zbog
toga se u membranu dodaju i lipofilne soli koje imaju ulogu ionskih izmjenjivaca te
odrzavaju njenu elektroneutralnost.*#%! Kationske ISO naj¢es¢e sadrZzavaju
lipofilnu sol i neutralne ionofore u kombinaciji sa neutralnim indikatorima, dok
anionske ISO pored izmjenjivacke soli i neutralnih ionofora sadrzavaju elektricki
nabijene molekule indikatora.l® Shematski je prikazan mehanizam rada ISO za

detekciju kationa (slika 2.3), koje su istrazene u eksperimentalnom dijelu ovog rada.

L ——= =

(R- s /
> |nd\ Ind\
GG X >
L @ \B ,
‘, ey i 4 i’ R
lRa(() [indl (i N
N NS A/ I s ,
L ] Legenda |
Bulk optoda ~ ]
e 1 L= 1onofor :
Uzorak i (ETH 5234) !
' l R" = ionski izmjenjivaé :
Ca? BN 7 | (tetraklsboratovasol) :
HY )\ H' : Ind = indikator p
i ETH 52 ;
Koncentracija analita (Ca**) : ( 5294) :
e
[ > J AN
P o2 e AC:)
N N XY =0
L, é‘, R 5
S ) N e NG Gt
A - (CHah CHy 23
}.H,z-_.{ﬂ

Slika 2.3: Princip rada kation-selektivnih optoda [45]
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Za razliku od njihovih elektrokemijskih ekvivalenta (membranske ISE) kod kojih
je analiticki signal izravno proporcionalan aktivitetu analita, na odziv dvostruko
ionoforskih ISO ¢e takoder utjecati i aktivitet referentnog iona (protona, H*). Za
kation-selektivne ISO c¢e odziv biti razmjeran omjeru aktiviteta analita i protona,

dok je u slu¢aju anion-selektivnih ISO odziv razmjeran njihovom produktu.4!

U prikazanom sludaju (slika 2.3) dolazi do ionske izmjene analita (Ca?*) sa
ekvimolarnom  koli¢cinom referentnog H* iona. Stupanj deprotonacije
kolorimetrijskog indikatora (ETH 5294) je proporcionalan koncentraciji analita.
Plava boja odgovara vecem stupnju asociranosti indikatora, odnosno maloj
koncentraciji analita, dok ljubicasta boja odgovara vec¢em stupnju disociranosti
indikatora, odnosno velikoj koncentraciji analita. Boja, odnosno promjene boje su
karakteristi¢ne za svaki primijenjeni kolorimetrijski indikator (tj. kromoionofor).
Prema opisanom mehanizmu te imaju¢i na umu da su kromoionofori u sustini
izrazito proton-selektivni, odmah postaje jasno da je princip rada ovakvih optoda
vrlo osjetljiv na pH analiziranog uzorka. Prema tome, uzorci moraju biti puferirani

kako bi izlazni opti¢ki signal bio odgovor samo na ciljani ion (analit).[43!

Ovisnost o pH uzorka ocigledno ogranicava prakti¢ne aplikacije ISO. Zbog toga
su razvijene brojne strategije kako premasiti tu ovisnost. Solvatokromna bojila (SB)
se mogu koristiti kao kemijski pretvornici umjesto kromo/luminoionofora. SB su
elektricki nabijena bojila koja se u prisustvu analita istog naboja jednostavno izbace
izvan organske faze (matrice), a njihova boja je ovisna o polarnosti faze u kojoj se
nalaze. Zbog toga moraju biti hidrofobne kako bi njihova ekstrakcija u vodenu fazu
(uzorak) bila isklju¢ivo popratni rezultat ekstrakcije analita, a ne otapanja.l®0]
Drugacije taktike razmatraju implementaciju ISO ¢iji mjerni princip nije temeljen
na uspostavljanju ravnoteze bulk-uzorak, nego na totalnom iscrpu analita iz uzorka
u matricu. Ukoliko bi sve molekule analita bile konzumirane u matrici, izlazni signal
bi bio ovisan samo o njihovoj koncentraciji i takvi senzori u sustini ne bi zahtijevali
kalibraciju. Iscrpni nacin detekcije je moguc¢ samo ukoliko je koncentracija osjetilnih

komponenti u matrici veéa od o¢ekivane koncentracije analita u uzorku.[6162]
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2.3 Nosivi (bio)kemijski senzori

Infrastruktura poznata kao ,internet stvari“ (eng. internet of things-IoT) u
danasnje vrijeme sve vise dobiva na znacaju, zahvaljuju¢i velikom razvoju razli¢itih
tehnologija koje omogucuju jednostavnu integraciju ,stvari“ u takav sustav. loT
ekosustav se sastoji od pametnih naprava koje mogu prikupljati i prenositi podatke
putem interneta. Svaka naprava ima svoju vlastitu identifikacijsku jedinicu. Takoder
mogu medusobno komunicirati i samostalno obavljati potrebne radove na temelju
prikupljenih informacija, bez ljudske interakcije. Dijeljenje korisnih informacija
izmedu povezanih uredaja pomaze njihovom napretku, optimizaciji i razvoju
pametne mreZe za brojne aplikacije; pametne kuce, samoupravljajudi vozni objekti,
kontinuirani okoli$ni monitoring i mnoge druge. ,Stvari“ u IoT-u su u sustini bilo
koji elektronic¢ki uredaji koji pomocu vlastitih senzorskih jedinica prikupljaju

podatke o razli¢itim aktivnostima, ovisno u kojem se okoli$u nalaze.!3!

Sve je vedi interes za primjenom (bio)medicinskih uredaja koji omogucuju
decentralizaciju i demokratizaciju zdravstvenog sustava u IoT infrastrukturi. Osim
Sto se time eliminira problem prenapucenih bolnica, pojam zdravstva bi postao
svojevrstan stil Zivota zbog pristupacnih i jeftinih senzorskih naprava koje
omogucuju kontinuirano pracenje vitalnih funkcija. Zbog toga je jasno da ce nosivi
senzori odigrati vaznu ulogu u loT mrezi. Postoje brojni komercijalno dostupni
nosivi fizikalni senzori za pracenje otkucaja srca ili tjelesne temperature, no jos
uvijek nije u potpunosti realiziran odrzZivi sustav nosivih (bio)kemijskih senzora za

[64] Princip rada

kontinuirani monitoring vaznih (bio)kemijskih parametara.
(bio)senzora je kompleksniji u odnosu na fizikalne, jer ipak mora do¢i do vezanja
analita sa (bio)senzorskim komponentama, $to zbog prethodno opisanih problema
(kao npr. ispiranje sadrZzaja imobilizacijske matrice) ne garantira stabilnost i
ponovljivost ¢ime je onemogudena upotrebljivost za prakti¢ne 24/7 aplikacije.!°]

Nosivi fizikalni i (bio)kemijski senzori kao rudari vaznih zdravstvenih informacija u

IoT-u se mogu medusobno povezati u tzv. beZi¢ne tjelesne senzorske mreze.[¢6]
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Do sada su u istrazivanju uglavnom demonstrirati prototipovi nosivih
(bio)kemijskih senzora sa opti¢kim i elektrokemijskim principom pretvornicke
jedinice. Fokus je usmjeren prema realizaciji neinvazivnih analizatora koji bi
priustili neometan pristup vaznim (bio)kemijskim informacijama; umjesto
invazivne analize ljudske krvi, informacije bi se prikupljale iz alternativnih fluida
poput sline, znoja, medustani¢ne kapljevine, suze ili daha. U tim uzorcima se nalaze
brojni bioloski vazni analiti u obliku elektrolita odnosno metabolita.[4-6:6465] Osim
toga, nosivi (bio)kemijski senzori mogu detektirati potencijalno opasne supstancije
u okolisu njihovog nosioca, omogucavajuci pritom bolju sigurnost kao npr. nosivi

CO i CO; senzori za vatrogasno osoblje ili drugi za vojne i sigurnosne jedinice. 6]

Glavni izazovi koji kro¢e put prema komercijalnoj dostupnosti nosivih
(bio)kemijskih senzora obuhvadaju nekoliko razli¢itih kategorija, poput odabira
prikladnog supstratnog materijala, izvore napajanja za potrebnu elektroniku,
precizno prikupljanje i vjerodostojna obrada podataka, sigurnost i privatnost
korisnika, komunikacija sa uredajem te postavljeni analiti¢ki zahtjevi.l®* U nekoliko
istrazivanja su demonstrirani razli¢iti primjeri nosivih izvora energije koji bi se
mogli integrirati sa tehnologijom (bio)kemijskih senzora, poput nosivih
superkondenzatoral®”, baterijal®8!, solarnih ¢elijal®® i (bio)gorivnih ¢lanaka./”0!
Jeftine bezi¢ne komunikacije tehnologije omogucuju jednostavni prijenos podataka
i mogu se integrirati za sveprisutnom smart tehnologijom. Vecina istrazivanja
nastoji iskoristiti prednosti pametnih telefona za interakciju sa nosivim senzorima.
Najc¢esc¢e komunikacijske tehnologije su Bluetooth!”!, ZigBeel”!, RFIDI”>74 (eng.
radio frequency identification) i NFC[7 (eng. near field communication), koje se

medusobno razlikuju po energetskoj zahtjevnosti i dometu ostvarive komunikacije.

U ovom radu je posebna paznja usmjerena prema odabiru supstratnog materijala
te su istrazene mogucnosti koriStenja papira i tekstila u implementaciji nosivih

optickih (bio)kemijskih senzora.
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2.3.1 Senzori na papiru i tekstilu

Papir je jeftin, izrazito dostupan biorazgradivi materijal koji se jako lako
povezuje sa (bio)senzorskim komponentama, zbog ¢ega je vrlo zanimljiv kao
supstrat u izradi prenosivih ili nosivih dijagnostickih uredaja. Poroznost i
hidrofilnost papira omogucava izradu mikrofluidickih kanala koji mogu samostalno
upijati uzorak bez potrebe za vanjskim elementima poput pumpe. Zbog toga se
razvio veliki interes za razvojem senzora na pazi papira odnosno tzv. PAD-ova (eng.
paper-based analytical devices).[®l Papirni supstrati se mogu integrirati sa
komponentama za opti¢ku ili elektrokemijsku detekciju analita i zastiti sa
hidrofobnim slojevima poput voska ili silikona tvoreé¢i tako jednostavne
(bio)kemijske senzore u obliku flastera.l®! Zbog odli¢nog svojstva pasivnog
kapilarnog upijanja uzorka, brojna istrazivanja su usmjerena prema uPAD

mikrofluidi¢kim platformama koje su kompatibilne sa senzorskim aplikacijama.38

S druge strane, tekstilni senzori predstavljaju prakti¢no rjesenje s kojim bi
dostupni odjevni predmeti postali pametni analizatori. Zbog toga se istrazuju
mogucnosti integracije (bio)senzorskih komponenti za tekstilnim vlaknima.[0!
Tekstil se takoder moze iskoristiti za mikrofluidicke aplikacije jer tekstilna vlakna
omogucuju neometan pasivni transport kapljevine. Brojna istrazivanja se fokusiraju
na implementaciju ,nitne“ mikrofluidike, gdje se tekstilne niti (vlakna) koriste za
skupljanje uzorka i takav sustav se isto moze iskoristiti za razli¢ite senzorske

aplikacije.[10:14]

Tekstilni  (bio)kemijski senzori pronalaze prakticnu primjenu u
(bio)medicinskim istrazivanjima jer su u direktnom epidermalnom kontaktu $to
omogucuje analizu raznih bioloskih fluida. Kako je znoj najdostupniji uzorak za
odjevne predmete, veliki je interes za implementacijom pametnih (bio)tekstila za
analizu sadrzZaja znoja, s ciljem ucinkovitijeg fitness monitoringa i pobolj$anja

uc¢inkovitosti profesionalnih sportasa.[1?]



Op¢i dio 26

2.3.2 Nosivi opticki (bio)kemijski senzori

Optic¢ki (bio)kemijski senzori (optode) zbog svojih brojnih opisanih prednosti!®!
nad dominantnim elektrokemijskim (bio)senzorima i dostupnosti minijaturizirane

optoelektronikel?632] nude prakti¢na rje$enja u implementaciji nosivih senzora.

Optode se mogu lako integrirati sa tekstilom u planarnim konfiguracijama, tako
da se odredeni dio materijala oboji ili isprinta sa osjetilnim komponentama, ili
koristec¢i optic¢ka vlakna koja se mogu zasiti zajedno sa tekstilnim vlaknima. Na taj
nacin se mogu proizvesti fleksibilni i ugodni opti¢ki neinvazivni analizatori za

razlic¢ite aplikacije.[”!

Pored svih opisanih odlika yPAD-ova, prednost optoda na bazi papira jest $to
papir odli¢no upija osjetilne komponente, zbog cega je moguce direktno
imobilizirati lipofilne molekule na supstrat, bez potrebe za koristenjem polimernih

odnosno sol-gel matrica. Ista taktika se moZe primijeniti i za tekstilne optode.!7¢]

U literaturnom pregledu su izdvojeni primjeri dostignuca u realizaciji nosivih

optickih (bio)kemijskih senzora na razli¢itim supstratima.

2.3.2.1 Literaturni pregled

Baysal et al.[8 su demonstrirali primjer nosivog opti¢kog biosenzora na tekstilu
za neinvazivnu detekciju laktata u znoju (slika 2.4). U istrazivanju je fotolitografski
implementirana nosiva tekstilna mikrofluidicka platforma koja se sastoji od
hidrofilnih mikro kanala i rezervoara zasti¢enih u hidrofobnom epoksidu (SU-8).
Sastav koristene tkanine je na bazi poliesterskih i najlonskih mikro vlakana. Unutar
rezervoara se nalaze ko-imobilizirani enzimi laktat oksidaza (LOX) i peroksidaza
(POX). Produkt interakcije laktata u obliku L-(+)-askorbinske kiseline i LOX jest
vodikov peroksid (H202) kojeg zatim POX oksidira u prisustvu 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli (ABTS). ABTS u sustini sluzi

kao indikator i prilikom oksidacije H>O2 dolazi do specifi¢cnog obojenja.
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Slika 2.4: Opticki biosenzor za detekciju laktata [78]

Ovakva semi-kvantitativna platforma moze posluziti kao nosivi biosenzor za laktat,
gdje se koncentracije prosuduju prema boji; normalne (<5 mM) koncentracije daju

zeleno obojenje (b), dok visoke (=5 mM) daju ljubi¢asto obojenje (a).

U mnogim istrazivanjima su demonstrirani tekstilni senzori za pracenje pH
znoja, koji je povezan sa brojnim vitalnim parametrima i stanjem dehidracije
organizma. Tako su Caldara et al.[”® izradili nosivi fleksibilni tekstilni pH senzor od
100%-tnog pamuka (slika 2.5). Tkanina je funkcionalizirana sol-gel matricom u
kojoj je zarobljen litmus (pH indikator), a 3-glicidoksipropiltrimetoksilan (GPTMS)
je koristen kao prekursor u sol-gel razvijanju. Citav sustav je implementiran u obliku
elasti¢nog zavoja sa integriranim izvorom svjetlosti (LED), detektorom (RGB

fotodioda) i komunikacijskom jedinicom (Bluetooth).

J,_

(d)

(b) '_*_‘_li () % -

Slika 2.5: Nosivi tekstilni pH senzor; (a) elasti¢ni zavoj sa mjernim kudistem, (b)
tekstil sa imobiliziranim bojilom koje ima roza boju

pri pH =5 (c) odnosno ljubic¢astu pri pH = 8 (d) [79]
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Jo$ jedan primjer nosive tekstilne mikrofluidicke platforme su razvili Morris et
al.!8% Demonstriran je pH senzor u obliku flastera koji pasivno skuplja uzorak znoja
zahvaljujudi kapilarnom transportu kapljevine uzduz apsorpcijskog materijala, te ga
razvrstava u kanale predodredene za analizu (slika 2.6). KoriStena je tkanina za
sportske aplikacije, na bazi poliester/licre®, a ¢itava mjerna platforma je zasticena
silikonom. Senzor je izraden za detekciju pH, no platforma omogucuje razvoj
sustava za visekomponentnu analizu, $to je predvideno za daljnja istrazivanja.
Mjerni princip pH senzora se zasniva na paru LED/fotodioda, a koristeni indikator
je bromkrezol ljubicasto bojilo upijeno u tekstilu. U ovom pristupu je koristena

Mica? komunikacijska platforma za prijenos podataka na ra¢unalo.

40mm
R fom—mmm—mm—mmmm—m—————- - ,
i I !
i il & I i '
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pH senzora | : T4 it 1 '
i p— | I
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O e l..'_i U - =
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mjesto za lokacija koju
apsorpcijski obuhvada silikonski
materijal analizator

Slika 2.6: Nosivi tekstilni pH senzor [80]

Prethodni primjeri su bili bazirani na planarnoj konfiguraciji. Pasche et al.!8! su
demonstrirali uporabu optoda na bazi opti¢kih vlakna (slika 2.7). Izdvojen je
primjer pH optoda koje se temelje na sol-gel matrici imobiliziranoj unutar jezgre
vlakna. Tetraetil ortosilikat i metiltrietoksilan su koristeni kao prekursori za izradu
matrice, u kojoj su dopirana tri indikatorska pH bojila (bromkrezol plavo, fenol

crveno i bromkrezol ljubic¢asto) kako bi se ostvarilo $iroko dinamic¢ko podrudje.



Op¢i dio 29

Mjerni princip se sastoji na mjerenju apsobancije (s obzirom na promjenu boje
indikatora). Takva vlakna bi se mogla iskoristiti u izradi nosivih tekstilnih pH

senzora, zasivajudi se zajedno sa tekstilnim vlaknima.

R ¢

\ ] sol-gel

| matrical
5

SEM mikroskopska analiza... ,’

Slika 2.7: Opti¢ka pH vlakna integrirana sa tekstilom [81]

U posljednje vrijeme pojavio se interes za implementacijom ion-selektivnih
optoda (ISO) na papiru. Papirne ion-selektivne optode bi omogucile realizaciju
jeftinih nosivih alata za pracenje koncentracije elektrolita. Tako su Wang et al.[””)
imobilizirali osjetilne komponente za detekciju natrijevih iona na filter papiru.
Izradene su kation-selektivhe papirne optode gdje su komponente dvostruko
ionoforskog sustava (ionofor, kromoionofor i ionski izmjenjiva¢) imobilizirane na
supstratu bez koriStenja matrice (i plastifikatora). Filter papir je odli¢no upio
osjetilne komponente ¢ime je dokazano da nije potrebno primijeniti imobilizacijsku
matricu. Selektivnost ISO na bazi lipofilnog Nile Blue indikatora i krunskih ionofora
za Na* je ispitana u puferiranim otopinama analita i interferenata (slika 2.8).
Demonstrirana je prakti¢na uporaba pametnog telefona kao izvora LED osvjetljenja
i detektora; fotografiranjem optoda na papiru je moguce odrediti koncentraciju
analita prema odnosu koncentracije i nijanse obojenja. Want et al. su demonstrirali

isti princip i za detekciju fluorida.7¢!
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Slika 2.8: Kalij-selektivne optode na filter papiru; kamera mobilnog telefona je

koristena za kolorimetrijsku detekciju (nijansa boje vs. log c) [77]

Koh et al.!®?! su demonstrirali epidermalnu rastezljivu mikrofluidi¢ku platformu
koja se moze se aplicirati u obliku flastera kao nosivi senzor za multikomponentnu
analizu sadrZaja znoja. Platforma na bazi polidimetil siloksana (PDMS) je priredena
tehnologijom meke litografije, unutar koje se nalaze rezervoari na bazi papira za
kolorimetrijsku analizu. Rezervoari su okruzeni zmijolikim kanalom u kojem se
skuplja znoj za kolorimetrijsku procjenu stope znojenja i proizvedenog volumena

(slika 2.9). Ukupno je 4 rezervoara, za detekciju laktata, glukoze, klorida i pH.

Rezervoar za detekciju laktata se temelji na biokemijskoj reakciji sa kofaktorom
NAD* (nikotinamid adenin dinukleotid) uz koristenje enzima laktat dehidrogenaze
zbog Cega nastaje NADH, te enzima diaforaze koji nakon stvaranja NADH inducira

promjenu boje indikatora (formazinskih bojila).

Detekcija glukoze u drugom rezervoaru se temelji na biokemijskom mehanizmu
Clarkove enzimske elektrode; oksidacija glukoze uz pomo¢ enzima glukoza
oksidaze te redukcija kisika prilikom obnove enzima ¢ime nastaje H202. U
rezervoaru se takoder nalazi otopina kalijevog jodida u citratnom puferu. Nakon
razvijanja vodikovog peroksida, uz enzim peroksidazu dolazi do oksidacije jodida u

jod Sto je popraceno karakteristi¢nim promjenama boje iz Zute u smedu.
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Za detekciju klorida se koriste reagensi na bazi 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) koji sadrzavaju zivine (Hg?*) i Zeljezne (Fe?*) ione. Hg-TPTZ kompleks je
preferiran u odnosu na Fe-TPTZ i opticki je neaktivan. No u prisustvu klorida, isti
kompleks se raspada i dolazi do precipitacije HgClz, zbog ¢ega se formira opticki
aktivan Fe-TPTZ karakteristi¢nog plavog obojenja. Zadnji rezervoar je namijenjen
za pracenje pH; koriStenjem univerzalnog pH indikatora koji sadrzava tri pH
osjetljiva bojila (bromtimol plavo, metil crveno i fenolftalein) je ostvareno $iroko
dinamicko podrudje za kontrolu pH znoja. U kruznom zmijolikom kanalu se nalazi
kobaltov (IT) klorid (CoClz) otopljen u polihidroksietil metakrilatu (PHEMA), kao
kolorimetrijski indikator za prac¢enje stope znojenja i totalnog izlu¢enog volumena.
Kada znoj ude u kanal, anhidridni CoCl> prelazi u heksahidrat CoCl> - 6H>2O sto
uzrokuje promjenu boje iz plave u rozu. Nosiva platforma sadrzava NFC
komunikacijsku jedinicu koja prilikom interakcije sa pametnim telefonom

automatski starta aplikaciju za RGB kolorimetrijsku analizu putem kamere.

Jl.llllll '
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Slika 2.9: Nosivi epidermalni senzor za

multikomponentnu analizu sadrZaja znoja [82]
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Tablica 2.1: Izdvojeni primjeri (mogucih) nosivih optic¢kih (bio)kemijskih senzora.

. Kemijski Detekcijska Komunikacijska
uzorak analit . . Supstrat C g Ref.
pretvornik tehnika jedinica
Nijanse boje
N/A P Bromfenol putem kamere Filter papir / [76]
plavo pametnog
telefona
Nijanse boje
N/A Na* ETH5204  Putem kamere Filter papir / [77]
pametnog
telefona
. . . Tekstil
Znoj laktat ABTS Vizualna procjena (poliester/najlon) / [78]
“ Tekstil
Znoj pH Litmus Reﬂefktan?u 4 Bluetooth [79]
(LED/fotodioda) (100% pamuk)
. Bromkrezol Reflektancija Tekstil .5
Zhoj pH ljubicasto (LED/fotodioda) (poliester/licra®) Mica [80]
Bromfenol
plavo / Fenol
N/A pH crveno Apsorbancija Optic¢ko vlakno / [81]
/Bromkrezol
ljubicasto
RGB
kolorimetrijska
2n0j glukoza I-/ Iz' /w anal.lza Rutem Filter papir NFC 82]
peroksidaza aplikacije za (rezervoar)
kameru pametnih
telefona
RGB
kolorimetrijska
. Formazinska analiza putem Filter papir
Znoj laktat . . NFC [82]
bojila aplikacije za (rezervoar)
kameru pametnih
telefona
RGB
kolorimetrijska
2n0j cr TPTZ anal.lza putem Filter papir NFC 82]
aplikacije za (rezervoar)
kameru pametnih
telefona
RGB
Bromtimol kolorimetrijska
. plavo / metil analiza putem Filter papir
Znoj pH S E NFC [82]
crveno / aplikacije za (rezervoar)
fenolftaiein ~ kameru pametnih

telefona
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3 Eksperimentalni dio
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3.1 Materijali i kemikalije

Za izradu osjetilnog koktela su koristenje sljedece kemikalije:

Tonofor za kalij (I) (valinomicin), Sigma-Aldrich

Kromoionofor I (N-oktadekanoil-Nile blue; ETH 5294), Sigma-Aldrich
Kalijev tetrakis(4-klorofenil)borat (PTCB), Sigma-Aldrich

Dioktil sebacat (DOS), Sigma-Aldrich
Dibutil sebacat (DBS), Sigma-Aldrich
Poli(vinil-klorid) (PVC), Sigma-Aldrich
Tetrahidrofuran (THF), Sigma-Aldrich

Kemikalije za izradu pufera:

Octena kiselina (p = 1,05 kg dm3, 99,8% p.a.), Kemika
Natrijev acetat (bezvodni), Kemika
Kalijev klorid (99,5-101.0%), AnalaR NORMAPUR

Deionizirana voda, ¢istoce mili-Q (0,060 MQ cm)

Supstratni materijali za izradu optoda:

Kromatografski papir, Munktell FN190 g m™
Filter papir, Munktell Z1/N 80 g m™
Poliesterski film, HiFi INDUSTRIAL FILM

Umjetna tkanina (tekstilni materijal-poliester), komad odjevnog predmeta

Ostale koristene kemikalije prilikom istrazivanja:

Etilni alkohol (p.a.)
Klorovodi¢na kiselina

Natrijev hidroksid
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3.2 Instrumenti

% Chemat Technology Spin-Coater KW-4A
pH metar ISKRA MA 5740

X/
° L)

%

*

Flame Series Spectrometer + DH-2000-BAL light source, Ocean Optics

X/
°

RPH Reflection probe, Ocean Optics

X/
°e

Protoc¢na celija + peristalticka pumpa, Masterflex C/L, model 77120-62

3.3 Priprema reagensa

Reagensi koji su koristeni za izradu i ispitivanje optoda u ovom radu uklju¢uju
pripravu osjetilnog koktela, acetatnog pufera te otopine analita. Pripravljeni su
razli¢iti kokteli za dvostruko ionoforski mehanizam prema klasi¢noj recepturi
otapanja lipofilnih osjetilnih komponenti u hifdrofobnoj polimernoj matrici. Zbog
intrinzi¢ne ovisnosti optoda o pH medija, za svrhe laboratorijskih ispitivanja su

pripremljene otopine sa razli¢itim koncentracijama analita (K*) u acetatnom puferu.

3.3.1 Osjetilni kokteli

Pripremljena su dva osjetilna koktela koja se medusobno razlikuju u sastavu;

Tablica 3.1: Osjetilni kokteli koriSteni u istrazivanju

Koktel #1 Koktel #2

m(ETH 5294) = 1,04 mg __ (0,48%)  m (ETH5294) =230 mg  (1,06%)
m(valinomicin) = 2,16 mg (1,00%) m (valinomicin) = 4,40 mg  (2,04%)
m(PTCB) = 0,95 mg (0,44%) m (PTCB) = 2,20 mg (1,02%)
m(DOS) = 142,67 mg (66,05%) m (DBS) = 140,00 mg (64,80%)

m(PVC) = 69,18 mg (32,03%) m (PVC) = 67,00 mg (3L,00%)
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Plastifikatori DOS odnosno DBS su kapljevine pri sobnoj temperaturi stoga je
preracunat volumen potrebnog reagensa u odnosu na gustocu pri temperaturi
laboratorija od 25 °C (156,10 pL. DOS odnosno 150,00 pL DBS). Svi sastojci su
otopljeni u 1,50 mL tetrahidrofurana (THF) (pomoc¢no otapalo) i smjesa je
homogenizirana u ultrazvu¢noj kupelji 10 minuta. Recepture su preuzete iz [83] za

osjetilni koktel #1 odnosno [84] za osjetilni koktel #2.

3.3.2 Acetatni pufer

U ovom istrazivanju je koristen acetatni pufer. Pripremljeno je ukupno 2 L pufera

pH vrijednosti 5,2 -koja odgovara prosje¢nom pH ljudskog znoja.
Potrebne kemikalije:

% 0,1 M otopina natrijevog acetata (NaAc), dobivena otapanjem izvorne
kemikalije; 16,4040 g NaAc (bezvodni) je otopljeno u 2 L destilirane vode
(odmjerna tikvica)

% 0,1 M otopina octene kiseline (HAc), dobivena razrjedenjem koncentrirane
kiseline (Octena kiselina, Kemika, p = 1,05 kg dm?> / ¢ = 17,45 M ); 2,865 mL

izvorne kiseline je razrijedeno u odmjernoj tikvici volumena 0,5 L

Mijesanjem 1536 mL 0,1 M NaAc i 464 mL 0,1 M HAc dobiva se 2000 mL
acetatnog pufera pH vrijednosti 5,2 koja je provjerena i potvrdena pH metrom

(ISKRA).

3.3.3 Otopine analita

Otapanjem kalijevog klorida (KCI) u acetatnom puferu je pripremljeno Sest
razli¢itih otopina analita (K*) koje pokrivaju koncentracijsko podru¢je od 10 M do
10° M; otapanjem 1,8635 g KCl u 250 mL acetatnog pufera (odmjerna tikvica)
pripremljena je stock otopina koncentracije 10" M. Razrjedenjem iz stock otopine

pripremljene su preostale otopine analita: 102,10, 104, 10~ te 10°¢ M.
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3.4 Preliminarno istrazivanje

Na samom pocetku istrazivanja je provedeno preliminarno istrazivanje radi
izbora jednog od pripravljenih osjetilnih koktela, koji ¢e se kasnije koristiti za
daljnju izradu i detaljnu karakterizaciju optoda. U ovom ispitivanju su koristeni

kromatografski i filter papir kao supstratni materijali.

Izrezani su uzorci papira dimenzija 5 x 5 cm. Pripravljene su cetiri razlicite
papirne optode na nacin da je po 100 pL koktela #1 otpipetirano na kromatografski
pa zatim na filter papir i po 100 pL koktela #2 otpipetirano na drugi par supstrata.
Na taj nacin su dobivene 4 optode koje se medusobno razlikuju u kombinaciji
osjetilnog koktela i papirnog supstrata. Optode su potom pohranjene u petrijevoj
zdjelici da se osuse preko nodi i spremljene u ladicu tako da se nalaze u okolisu gdje

nisu izloZene utjecaju ambijentalnog svjetla.

Odabir osjetilnog koktela, a u konacnici i vrste papirnog supstrata se zasnivao
na temelju vizualnih zapazanja prilikom uranjanja pripravljenih optoda u razlicite
medije gdje opticki indikator (ETH 5294) mijenja ravnoteZno stanje prema potpuno
protoniranom odnosno deprotoniranom obliku. Parametri od interesa su bili brzina

difuzije kapljevine od vrha uronjenog papira uzduz optode te brzina promjene boje.

Koristene kemikalije:

®,

% Klorovodi¢na kiselina (HCl) koncentracije 0,01 M

% Otopina natrijevog hidroksida (NaOH) koncentracije 0,1 M

Na slici je prikazan primjer eksperimentalnog zapazanja (slika 3.1). Optoda je
prvo bila uronjena u kiseli medij (0,01 M HCl) te poprimila intenzivno plavo
obojenje, sto je i o¢ekivana karakteristika za protonirani oblik koristenog optickog
indikatora. Nakon uranjanja optode u bazi¢ni medij (0,1 M NaOH), uocava se

promjena boje u ljubicastu, $to je karakteristicno za njegov deprotonirani oblik.
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Rezultati preliminarnog istrazivanja su pokazali da je osjetilni koktel #2 bolji u
odnosu na #1 te da je kromatografski papir bolji izbor za supstratni materijal u
implementaciji papirnih optoda u odnosu na filter papir. ObrazloZenje tih rezultata

je izneseno u raspravi (poglavlje 4.1).

0,1 M HCI

--

Slika 3.1: Opazanja prilikom preliminarnog istrazivanja

3.5 Priprava optoda na razli¢itim supstratima

Na osnovu dobivenih rezultata iz preliminarnog istrazivanja, pripravljene su
optode na tri razli¢ita supstrata na kojima je imobiliziran osjetilni koktel #2;
% Optode na poliesterskom filmu (tankoslojni filmovi)
X/

% Papirne optode (kromatografski papir)

% Optode na tekstilu (poliesterska tkanina)

3.5.1 Tankoslojni filmovi

Izrezani su uzorci poliesterske folije dimenzija 2,5 x 2,5 cm te je svaki uzorak
prebrisan obrokom etilnog alkohola. Za imobilizaciju osjetilnog koktela #2 je
koriStena spin coating tehnika (Chemat Technology Spin-Coater KW-4A) pri
sljede¢im uvjetima:

% Volumen otpipetiranog koktela = 100 pL
% Brzina okretaja = 1200 RPM

% Vrijeme okretaja = 40 s
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Na taj nacin su osjetilne komponente bulk optode imobilizirane na povrsini
plasti¢nog supstrata (folije) u obliku tankog filma. Tankoslojni filmovi su zatim

pohranjeni u petrijevu zdjelicu i skladisteni na prethodno opisani nacdin.

3.5.2 Optode na kromatografskom papiru

Kromatografski papir kao favorizirani supstrat iz preliminarnog istrazivanja se
nastavio koristiti za izradu papirnih optoda. Na uzorke kromatografskog papira (5 x

5 cm) otpipetirano je 100 pL osjetilnog koktela #2.

3.5.3 Optode na tekstilu

[z odjevnog materijala umjetnog sastava (poliesterska tkanina), namijenjenog za
sportske aplikacije, izrezani su uzorci za pripremu optoda na tekstilu ekvivalentni

papirnim uzorcima (5 x 5 cm, 100 pL osjetilnog koktela #2).

3.6 Ispitivanje osjetljivosti

Nakon Sto su pripravljene optode na odabranim supstratima i osusene preko
no¢i, provedeno je kratko ispitivanje njihovog vizualnog odziva na analit (K*) prije

detaljnije analiticke karakterizacije.

KoriStene otopine:

®,

% 10" M KClI (pH = 5,2); gdje je o¢ekivan visok stupanj deprotoniranosti indikatora
(ljubicasta boja)
< 10° M KCI (pH = 5,2)

< 10° M KCl (pH = 5,2); gdje je o¢ekivan visok stupanj protoniranosti indikatora

(plava boja)

Obrazlozenje karakteristicnih promjena boje koristenog indikatora u odnosu na

koncentraciju analita je izneseno u raspravi (poglavlje 4.2).
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Za daljnja ispitivanja bitna su sljedec¢a vizualna zapazanja; tankoslojni filmovi
pokazali su jasnu promjenu boje u svim ispitivanim medijima, dok su kod optoda na
kromatografskom papiru i tekstilu promjene boje bile slabo uodljive. Rezultat ovog
vizualnog eksperimenta je od velike vaznosti za daljnje istraZivanje optoda te je
ustanovljeno da je izvorni sastav osjetilnog koktela #2 prekoncentriran za ispitivanje
optoda na kromatografskom papiru odnosno tekstilu. Stoga su pripremljena

razlic¢ita razrjedenja:

% 67% (200 pL izvornog koktela + 100 puL THF)
% 33% (100 pL izvornog koktela + 200 uL THF)
% 20% (100 pL izvornog koktela + 400 uL THF)

3.7 Spektroskospka karakterizacija

Za spektroskopsku karakterizaciju koristen je modularni spektrometar (Flame
Series, Ocean Optics) s eksternim izvorom svjetlosti (DH-2000-BAL). U ovoj
instrumentaciji se koriste opticka vlakna za dostavu elektromagnetskog zrac¢enja od
izvora do detektora. Dostupna su razlic¢ita vlakna za specifi¢ne aplikacije. Za potrebe
laboratorijskog istrazivanja, upotrijebljena su vlakna za mjerenje absorbancije
(tankoslojni filmovi na transparentom mediju) i reflektancije (papirne/tekstilne

optode na svjetlosno nepropusnom mediju).

3.7.1 Karakterizacija tankoslojnih filmova

Iz pripravljenih uzorka (2,5 x 2,5 cm) na kojima je imobiliziran osjetilni koktel
#2 se izrezu test-trake dimenzija 0,8 x 2,5 cm tako da stanu u kivetu. Tankoslojni
filmovi su karakterizirani snimanjem apsorpcijskih spektra u medijima s razli¢itom
koncentracijom analita. Za slijepu probu se koristila kiveta ispunjena deioniziranom
vodom i komadom plastike istih dimenzija (0,8 x 2,5 cm) bez osjetilnog koktela.

Test-trake su ostavljene jednu minutu u pojedinom mediju prije pohrane podataka.
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3.7.2 Karakterizacija optoda na kromatografskom papiru i tesktilu

Pripravljena su po tri uzorka dimenzija 5 x 5 cm za oba materijala te je na svaki
uzorak otpiptetirano po 100 pL jednog od pripremljenih razrijedenih koktela (20-
67%). Nakon su$enja su izrezane test trake ekvivalentne tankoslojnim filmovima
(0,8 x 2,5 cm), koje su karakterizirane refleksijskom probom (RPH). Slijepa proba
jest uzorak papira odnosno tekstila bez imobiliziranog koktela. Test trake su drzane
jednu minutu u pojedinom ispitivanom mediju, a zatim odloZene na mikroskopsko

stakalce na kojem je provedeno snimanje refleksijskom probom.

3.7.3 Odredivanje parametara karakterizacije

Za odredivanje parametara karaterizacije optode (poglavlje 2.1.2) koriStena je
proto¢na Celija (slika 3.2). Za dostavu otopina do celije se koristila peristalti¢ka
pumpa, pomocu koje se regulirao protok, a ¢itava instrumentacija je bila zasti¢ena

od utjecaja ambijentalnog zracenja pomoc¢u mra¢ne komore.

pozicija za
snimanje optode

vlakno sa A
refleksijskom probom

Slika 3.2: Protoc¢na Celija sa potrebnom instrumentacijom
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4 Rezultati i rasprava
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4.1 Rezultati preliminarnog istraZivanja

Osjetilni kokteli #1 i #2 se medusobno razlikuju u sastavu (tablica 3.1). Osim u
masenim udjelima komponenti, osnovna je razlika izmedu dva ispitivana koktela u
primijenjenom plastifikatoru (slika 4.1). Prvi koktel sadrzava dioktil sebacat (DOS),
koji je zbog dodatnih etilnih skupina na osnovnom lancu hidrofobniji od dibutil

sebacata (DBS), plastifikatora kori$tenog u drugom koktelu.

DOS DBS

Slika 4.1: Usporedba plastifikatora koristenih u osjetilnim koktelima

Rezultati preliminarnog istrazivanja su pokazali da optode na kojima je

imobiliziran koktel #2 na kromatografskom papiru daju najjasniju i najbrzu

promjenu boje. Kromatografski papir se izraduje bez dodatka keljiva” te upija
tekuc¢ine ravnomjernije od filter papira. Prilikom uranjanja papirnih optoda u
eksperimentu prikazanom na slici 3.1, promjena boje od mjesta uronjenosti uzduz
optode je vidno brza na kromatografskom papiru nego na filter papiru, za oba
ispitana koktela. U implementaciji osjetilne membrane se obi¢no nastoje izbjeci
hidrofilne komponente zbog problema sa ispiranjem komponenti iz imobilizacijske
matrice (u ovom slu¢aju PVC), no u ovom ispitivanju je pretpostavljeno da je DBS
zbog hidrofilnosti odgovoran za brzi odziv u ovom ispitivanju. Zbog navedenih
opservacija, osjetilni koktel #2 je koristen u daljnjem istrazivanju, a filter papir je

eliminiran kao materijal za izvedbu papirnih optoda.

" Keljiva su dodaci koji se koriste prilikom izrade razli¢itih vrsta papira, a sluze za povezivanje
celuloznih vlakna i poboljsavanje vla¢ne ¢vrstoce materijala
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4.2 Tankoslojni filmovi

Uranjanjem test-traka u kiseli (0,01 M HCI) i bazi¢ni medij (0,] M NaOH)
uocavaju se promjene boje koje su karakteristi¢ne za ispitivani indikator (slika 4.2).
Apsorpcijski spektar (slika 4.3) pokazuje pri kojim valnim duljinama indikator
egzistira u potpuno protoniranom obliku (plava boja), odnosno potpuno

deprotoniranom obliku.

H3C
A

HaC Hsc(Hzc:),e/‘\\o s HaC HaC(HC)1g™ O

Slika 4.2: Kiselinsko-bazna ravnoteZza ETH 5294

0.35
03
3 —Hcl
s
——NaOH
= 0.2
[S)
s
8 015
[ -
3
a 0.1
<
0.05
0
450 500 550 600 650 700 750

A/ nm

Slika 4.3. Apsorpcijski spektar tankoslojnog filma u kiselom (0,01 M HCl)
i bazi¢nom mediju (0,1 M NaOH)
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Princip rada pripravljenih optoda je temeljen na ionskoj izmjeni; selektivni
transport analita u bulk matricu je popracen deprotonacijom indikatora. Postupno
povecanje koncentracije analita uzrokuje hipsokromni pomak u spektru, odnosno

sve vedi stupanj deprotoniranosti indikatora (slika 4.4).

0.35
106 M K*
0.3
K+ +
c (K) ¢ (K) 105 M K*
= 0.25
E 104 M K
o 0.2 — 103MK*
e |
T — 102MK*
S 015 |
O
A I — 10-1 M K*
g o1 |
0.05 : izozbesti¢na toc¢ka
0 \ 4
450 500 550 600 650 700 750

A/ nm

Slika 4.4: Apsorpcijski spektar tankoslojnog filma u otopinama analita

Spektroskopskom karakterizacijom tankoslojnih filmova utvrdene su sljedece

karakteristike:

% Amax (deprotonirani oblik ETH 5294) = 545 nm
% A (izozbesti¢na tocka) = 570 nm

% Amax (protonirani oblik ETH 5294) = 610 / 660 nm

[zozbesti¢na tocka u spektroskopiji predstavlja valnu duljinu pri kojoj se ukupna
apsorbancija uzorka ne mijenja za vrijeme kemijske reakcije ili fizikalnih promjena
pri interakciji sa elektromagnetskim zracenjem. Zbog toga se moze iskoristiti kao

referentna vrijednost za korekciju utjecaja razlic¢itih interferencija.
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Tankoslojni filmovi na plasti¢nim supstratima su fleksibilni, $to ih na prvu ruku
¢ini dobrim potencijalnim supstratom u implementaciji nosivih optickih
(bio)kemijskih senzora. No kada su isti supstrati izloZeni snaznijim mehanic¢kim
djelovanjima (slika 4.5), osjetilna membrana se fizicki odvaja od supstrata $to
predstavlja veliki problem. Takvi problemi nisu uo¢eni na ostalim susptratima jer su
osjetilne komponente dobro upijene u strukturu papira odnosno tekstila. Stoga u
okviru ovog istrazivanja koje je usmjereno prema potencijalnoj primjeni ispitivanih

supstrata u nosivim senzorima, tankoslojni filmovi nisu dalje istrazivani.

Slika 4.5: Mehanicke karakteristike tankoslojnih filmova; savitljivost i otpornost

4.3 Optode na kromatografskom papiru i tekstilu

Na osnovu vizualnih zapazanja prilikom ispitivanja osjetljivosti nakon
preliminarnog istrazivanja, ustanovljeno je da se izvorna receptura osjetilnog
koktela #2 treba prilagoditi za kromatografski papir i tekstil. Koktel je razrijeden
prema sljede¢im omjerima;

% 67% (200 pL izvornog koktela + 100 pL THF)

% 33% (100 pL izvornog koktela + 200 uL THF)
% 20% (100 pL izvornog koktela + 400 uL THF)

te su pripravljeni razli¢iti uzorci papirnih i tekstilnih optoda (slika 4.6) na kojima

je provedeno snimanje reflektiranog zracenja.
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Slika 4.6: Odzivi optoda na kromatografskom papiru (lijevo) i tekstilu (desno)

za sva pripremljena razrijedenja

Na temelju vizualnog zapazanja (slika 4.6) se moze donijeti zakljucak da 33%-
tno razrjedenje daje najbolje odzive na kromatografskom papiru, odnosno 67%-tno
na tekstilu. To je potvrdeno i spektroskopskom analizom; zbog slabih promjena
boje, dobiveni spektri za ostala razrjedenja su pratili nelogican trend izmedu
ispitanih koncentracija analita i takvi izlazni signali su krajnje nerazumljivi. Isti

stoga nisu priloZeni u ovom radu.

Time je pokazan udinak razrjedenja na odziv. Treba pazljivo optimirati sustav

tako da se postignu adekvatne nijanse boje pogodne za detaljnu analizu.

Primijenjena instrumentacija paralelno snima apsolutan intenzitet reflektiranog
zraCenja i reflektancijske spektre (poglavlje 2.2.1.1, jednadzba 3). U ovom
istrazivanju se ispostavilo da su izlazni signali apsolutnog intenziteta prakti¢niji.

Prikazani su spektri (slika 4.7) za kromatografski papir (33%) i tekstil (67%).
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Slika 4.7: Spektar reflektiranog zracenja optode na kromatografskom papiru
(33 % razrijeden osjetilni koktel #2)
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Slika 4.8: Spektar reflektiranog zracenja optode na poliesterskoj tkanini

(67 % razrijeden osjetilni koktel #2)
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Reflektancijski spektri nisu prikazani. Njihovom analizom je utvrdeno da
pokazuju losu distinkciju izmedu signala pojedinih koncentracija analita. Razliciti
oblici modela Kubelka-Munke za odgovarajuc¢u valnu duljinu zracenja bi se mogli
razmotriti za detaljniju analizu reflektancije, no za potrebe ovog istrazivanja spektri

apsolutnog intenziteta reflektiranog zracenja su bili zadovoljavajudi.

Na prikazanim spektrima (slika 4.7-8), prema obliku spektralnih vrpci se moze
uociti kako odredeni supstrat utjeCe na ponasanje indikatora. U nekoliko
istraZivanja je dokazano da razliditi supstrati razli¢ito mijenjaju svojstva bojila (npr.
pomak u pK,). Prema dobivenim rezultatima, vrijednost izozbesti¢ke tocke se
podudara sa prethodnim mjerenjima (zanemarivsi fluktuacije u nekim izlaznim

signalima kod tekstilnih optoda).

Najjasniji trend medu izlaznim signalima se moze uociti pri valnoj duljini od 645
nm (naznac¢eno sivom isprekidanom linijjom na spektrima). Uzimajuéi u obzir
vrijednost intenziteta pri toj valnoj duljini za sve ispitane koncentracije, izradene su
kalibracijske krivulje (slika 4.9-10). U oba slucaja je primijenjen Boltzmanov model

za fitanje eksperimentalnih podataka.

- . 10787,65 — 23798,53
intenzitetgys nyy = 23798,53 + Toge (K7 + 2 17)

22000 - 1+exp( 0,89

Adj. R= 0,99849
20000
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16000 -

14000
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10000 +—— . . ; ;
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Slika 4.9: Kalibracijska krivulja optode na kromatografskom papiru (A = 645 nm)
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Slika 4.10: Kalibracijska krivulja optode na poliesterskoj tkanini (A = 645 nm)

4.4 Parametri karakterizacije optoda

Na osnovi svih dobivenih rezultata, razmatrajuci spektre reflektiranog zracenja
i vrijednosti R? za kalibracijske modele, kromatografski papir se pokazao kao najbolji
supstratni materijal u okviru ovog istrazivanja. Stoga su sva daljnja ispitivanja

provedena na tom supstratu uz koristenje 33 %-tnog razrijedenog koktela.

Parametri za karakterizaciju optoda na kromatografkom papiru odredene su u

proto¢noj ¢eliji (slika 3.2) snimanjem intenziteta reflektiranog zra¢enja pri 645 nm.
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4.4.1 Selektivhost

U ovom istrazivackom radu su razvijene ion-selektivne optode na bazi
valinomicina, za kojeg je poznato da je izrazito selektivan ionofor za kalij (slika
4.11). Valinomicin je makrociklic¢ki antibiotik sa 12 karbonilnih grupa unutar prstena
od kojih su 6 odgovorne za specifi¢cno vezanje samo jednog iona kalija. Vanjske

izopropilne i metilne grupe su odgovorne za hidrofobnost molekule.!3!

Poznavajudi svojstva valimonicina, dodatni laboratorijski testovi selektivnosti

nisu provedeni u ovom istrazivanju.

H;&O/\[or }//OI an HN O/\or 3/(0
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Slika 4.11: Struktura valinomicina i kompleksiranje sa kalijem

4.4.2 Dinamicko podrucje i limit detekcije

Iz prilozene kalibracijske krivulje (slika 4.9) je jednostavhom grafickom
metodom odredeno dinamicko podrudje (slika 4.12). S obzirom da je dinamicko
podrudje omedeno to¢no definiranim odnosima (poglavlje 2.1.2), takoder se moze

odrediti granica detekcije (LOD) ispitivanog senzora (donja granica).

Prema dobivenim rezultatima, dinamicko podrucje pokriva preko tri reda
koncentracijskih veli¢ina, od granice detekcije, LOD = 10* M do gornje limitirajuce

koncentracije u iznosu od 107! M.
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Slika 4.12: Odredivanje dinamickog podrucja papirne optode

4.4.3 Vrijeme odziva

Ispitivanje vremena odziva (slika 4.13) je provedeno na nacin da je kroz
proto¢nu celiju prvo pustena 10 M otopina KCI te je nakon stabiliziranja izlaznog
signala pustena otopina druge koncentracije (102 M). Uzorci su dostavljeni u celiju

pri protoku od 1,40 mL/min.

Iz dobivene ,S“ krivulje koja zorno opisuje promjenu koncentracije se moze
odrediti vrijeme odziva, koje u ovom slucaju iznosi tos = 47,64 sek. To je relativno
brzo vrijeme odziva za bulk optode, uzimajuci u obzir da mehanizam takve vrste
senzora podrazumijeva transport mase iz uzorka u matricu i uspostavljanje

termodinamicke ravnoteZe.
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Slika 4.13: Ispitivanje vremena odziva optode na kromatografskom papiru

4.4.4 Ponovljivost

Test ponovljivosti je proveden na isti nadin kao i prethodno ispitivanje.
Uzastopnim prebacivanjem pumpe iz jedne otopine (10* M) u drugu (102 M)

dobiven je stepenicasti izlazni signal (slika 4.14).

Mjerenja su obavljena unutar pola sata. Kako se mjerenja ponavljaju, uodljiv je
blagi otklon signala prema vi$§im intenzitetima, ¢ime je implicirano da ovakav tip
senzora dugoro¢no nece garantirati stabilan izlazni signal. Pretpostavljeno je da
ispiranje komponenti zbog ne-kovalentne imobilizacije u matrici uzrokuje taj

problem.

Iz rezultata ispitivanja ponovljivosti se moze naslutiti da ¢e upotrebljivost

kromatografskih test traka biti ogranicena.
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Slika 4.14: Ispitivanje ponovljivosti optode na kromatografskom papiru

4.4.5 Obnovljivosti histereza

Obnovljivost je ispitana kroz viSe od sat vremena, na nacin da je testiran odziv
kroz sve redove veli¢ine koncentracije analita (Slika 4.15). Mjerenja su provedena u
tri razli¢ita smjera, s postupnim povec¢anjem koncentracije (1) pa u drugom smjeru

s postupnim smanjenjem (2) i zavr§enim ponovnim inicijalnim smjerom (3).

Prema mjernom principu je na temelju rezultata obnovljivosti odmah odredena
i histereza; u ovom slucaju, krivulju histereze predstavljaju tri kalibracijske krivulje
(slika 4.16) koje su konstruirane na temelju izlaznih signala iz testiranja
obnovljivosti. Da bi se minimalizirala pogreska prilikom izrade kalibracijskih
krivulja, za vrijednost intenziteta pri odredenoj koncentraciji jest uzeta aritmeticka

sredina podataka pri stabiliziranim izlaznim signalima.

Oba testa samo potvrduju prvobitnu sumnju iz testa ponovljivosti; isti trend je
uocen u stepenicastim signalima obnovljivosti, a krivulja histereze jasno predocuje

promjene koje se dogadaju u izlaznim vrijednostima kroz dulji vremenski period.
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Slika 4.15: Ispitivanje obnovljivosti optode na kromatografskom papiru
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4.4.6 Stabilnost

Stabilnost optoda na kromatografskom papiru je ispitana u 10> M otopini KCl,
nakon inicijalnog moc¢enja u puferu (slika 4.17). Odabrana je ona koncentracija
otopine koja je najsli¢nija realnim koncentracijama K* u ljudskom znoju, $to su
uglavnom milimolarne (mM) vrijednosti. Testiranje je trajalo preko 2 sata, pri

minimalnom protoku od 0,15 mL/min.
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Slika 4.17: Ispitivanje stabilnosti optode na kromatografskom papiru
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Rezultati ispitivanja pokazuju da pripravljene optode definitivno nisu stabilne
kroz dulji vremenski period, zbog ¢ega ih nije moguce primijeniti za kontinuirane
analize. Kroz 140-minutno ispitivanje, izlazni signal je u konstantnom otklonu od
trenutka kontakta sa uzorkom (a). Unutar jednog sata je uoc¢en porast od 14% (20-
80 min), a pri zavrSetku mjerenja se gotovo udvostrucio (23%) (b). Ovaj problem
limitira dugoro¢nu upotrebljivost ovakvih optoda u sustavu nosivih (bio)kemijskih

Senzora.

Nakon zavrsenog eksperimenta, uocen je jos jedan razlog koji znatno utjece na
stabilnost optickih senzora (slika 4.18); foto-izbjeljivanje indikatora na lokaciji gdje
je bilo pozicionirano optic¢ko vlakno za mjerenje reflektancije. To je nazalost Cesto
prijavljivan problem u istrazivanju, zato $to odredeni indikatori jo§ nisu u

potpunosti optimizirati za opticke (bio)kemijske senzorske aplikacije.

optoda u protoénoj
éeliji

nakon mjerenja zona osvjetljenja

Slika 4.18: Prikaz ucinka foto-izbjeljivanja indikatora
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Prema svim prikupljenim rezultatima, jasno je da postoje brojni problemi koji
limitiraju prakti¢nu uporabu ispitanih kalij-selektivnih optoda u implementaciji

nosivih optickih (bio)kemijskih senzora.

Razmatrajué¢i moguénosti, ukoliko bi se primijenio sustav za kolorimetrijsku
detekciju pomocu pametnih telefona, kao $to je to demonstrirano u literaturnom
pregledu (Wang et al.), pripravljene optode bi se mogle koristiti kao jednokratni
flasteri prilikom sportskih aktivnosti. Nakon uporabe, flasteri bi se skinuli i
podvrgnuli analizi putem kamere na telefonu. To je samo jedno od mogucih

prakti¢nih rjesenja.

U svakom slucaju treba razmotriti drugacije taktike u implementaciji ovakvih
optoda za realizaciju nosivih papirnih kalij-selektivnih senzora za znoj, ili istraziti

mogucnosti daljnje optimizacije vec¢ koriStenog sustava.
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5 Zakljutak
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Uspjesno su implementirane ion-selektivne optode na bazi valinomicina i Nile
Blue indikatorskog bojila na razli¢itim supstratnim materijalima: poliesterskom
filmu (tankoslojni filmovi), filter papiru, kromatografskom papiru i tesktilu.
IstraZzena je moguc¢nost njihove integracije u sustav nosivih (bio)kemijskih senzora,
s potencijalom primjenom u analizi sadrzaja znoja. Pomnim ispitivanjem ponasanja
osjetilnih komponenti na pojedinom supstratu je utvrdeno da je kromatografski
papir najbolji od testiranih supstratnih materijala. Odabir je potkrijepljen

rezultatima spektroskopske karakterizacije.

Ispitivanjem razli¢itih parametra karakterizacije kalij-selektivnih optoda na

kromatografskom papiru je ustanovljeno sljedece:

< Dinamicko podrudje obuhvaca preko tri reda veli¢ine (10" M - 104 M K*) koje je
zadovoljavajuce za prakti¢nu primjenu s obzirom na ¢injenicu da se prosje¢na
koncentracija kalijevih iona u znoju nalazi upravo u tom intervalu.

% Rezultati ispitivanja ponovljivosti, obnovljivosti i histereze upucuju da je
upotrebljivost ovakvih senzora ogranicena, zbog konstantnog otklona u izlaznim

signalima kroz dulji vremenski period.

e

% Osim pretpostavljenog problema sa ispiranjem osjetilnih komponenti iz
membrane, $to bi uzrokovalo prethodne rezultate, ispitivanjem stabilnosti je
potvrdeno da proizvedene optode nisu upotrebljive za kontinuirana mjerenja
zbog foto-izbjeljivanja indikatora prilikom duZeg izlaganja vanjskom izvoru

zracenja.

Na osnovi dobivenih rezultata, mogucnost implementacije nosivih optickih
(bio)kemijskih senzora na temelju ispitanog mehanizma je ograni¢ena zbog
elaboriranih problema. Ovako pripravljene papirne kalij-selektivnhe optode bi se

mogle iskoristiti za predvidenu aplikaciju u obliku jednokratnih test-traka.
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