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SAZETAK:

Nosivi bezi¢ni kemijski senzori omoguéavaju neinvazivnu i kontinuiranu analizu uzoraka, $to
nije moguce posti¢i klasicnim analitickim metodama i instrumentima. U ovom radu
predstavljena su mjerenja provedena kako bi se ustanovio princip djelovanja te mogucnost
primjene novog nosivog opti¢kog senzora u fiziologiji sporta. Kolorimetrijska karakterizacija
pH osjetljivog bojila (2-fluoro-4-[4-(2-hidroksietansulfonil)-fenilazo]-6-metoksifenol (GJM-
492) imobiliziranog na tekstilu od poliestera, provedena je kako bi se odredila njegova
primjenjivost za odredivanje pH znoja. Senzor je zasnovan na RFID tehnologiji bezi¢ne
komunikacije, te bi se ovakva vrsta senzora mogla primjenjivati kao nosivi bezi¢ni opticki pH

kemijski senzor u svrhu pobolj$anja ucinka sportasa.

KLJUCNE RIJECI: kemijski senzori; opticki senzori; nosivi senzori; bezicne komunikacije;

pH indikatori



SUMMARY::

Wearable wireless chemical sensors allow non-invasive and continuous analysis of samples,
which can otherwise not be achieved by conventional analytical methods and instruments. In
this work measurments conducted in order to establish the principle of operation and
possibility of application of a novel type of wearable optical chemical sensor in sport
physiology are presented. Colourimetric characterisation of pH sensitive dye 2-fluoro-4-[4-(2-
hydroxyethanesulfonyl)-phenylazo]-6-methoxyphenol (GJM-492) immobilized on a polyester
fabric was conducted in order to determine its applicability for sweat pH monitoring. The
wireless sensor is based on RFID technology of wireless communication, and this type of
sensor could therefore be used as wearable wireless optical pH sensor in order to improve

athletes' performance.

KEYWORDS: chemical sensors; optical sensors; wearable sensors; wireless

communications; pH indicators
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1. UvOD

U fiziologiji sporta neinvazivna i kontinuirana analiza iznimno je vazna. U ovom slucaju nije
moguce primijeniti klasicne kemijske senzore ve¢ se poseze za alternativnim rjeSenjima, u
obliku nosivih (bio)kemijskih senzora. Ovakva vrsta senzora omogucava jednostavnu analizu
bioloskih uzoraka kao Sto su na primjer: znoj, slina ili suze, Ciji sastav moze re¢i punO 0

zdravstvenom stanju pojedinca [,

Kemijski senzor definira se kao uredaj koji pretvara kemijsku informaciju o uzorku, u rasponu
od pojedine komponente uzorka sve do ukupnog sastava uzorka, u analiti¢ki mjerljiv signal.
Kemijska informacija o uzorku potjeCe od kemijske reakcije ispitivanog analita ili od
fizikalnih svojstava ispitivanog sustava. Kemijski senzor sastoji se od dvije osnovne
funkcionalne jedinice: receptorskog dijela i pretvornika. Receptorski dio senzora odgovoran je
za selektivno prepoznavanje analita, te se u tom dijelu kemijskog senzora kemijska reakcija
pretvara u oblik energije koji se dalje moze mjeriti pretvornikom. U pretvornickom dijelu
senzora energija oslobodena uslijed interakcije analita i receptora prevodi se u oblik energije

pogodan za mjerenje, najcesce elektricni signal.

Cilj ovog rada bio je dati pregled literature u podru¢ju nosivih (bio)kemijskih senzora, te
ispitati primjenjivost pH osjetljivog bojila (2-fluoro-4-[4-(2-hidroksietansulfonil)-fenilazo]-6-
metoksifenol (GJM-492) imobliziranog na tekstil, kao nosivog optickog kemijskog senzora za
primjenu u fiziologiji sporta. Nadalje, cilj rada je bio i analiticka karakterizacija novog
beZi¢nog nosivog kemijskog senzora, dobivenog integracijom pH osjetljivog tekstila s

beZi¢nom platformom temeljenom na radiofrekvencijskoj identifikaciji (RFID).



2. OPCI DIO

2.1. Kemijski senzori

2.1.1. Definicija

Kemijski senzor je uredaj koji pretvara kemijsku informaciju, u rasponu od koncentracije
specificne komponente uzorka do ukupne analize sastava, u korisni analiticki signal.
Kemijska informacija moze nastati iz kemijske reakcije analita ili iz fizickog svojstva
istrazivanog sustava.

Kemijski senzor sadrzi dvije osnovne funkcionalne jedinice: receptorski i pretvornicki dio. U
receptorskom dijelu senzora se kemijska informacija pretvara u oblik energije koji se moze
mjeriti pretvornikom. Pretvornicki dio senzora pretvara energiju koja nosi kemijsku
informaciju o uzorku u koristan analiticki signal. Pretvornik kao takav ne pokazuje
selektivnost. Receptorski dio kemijskog senzora se moze temeljiti na razli¢itim nacelima:

e fizikalnim, gdje se ne odvija kemijska reakcija. Tipi¢ni Ssu primjeri senzori temeljeni
na mjerenju apsorbancije, refrakcijskog indeksa, vodljivosti, temperature ili promjene
mase.

e kemijskim, gdje se odvija kemijska reakcija u kojoj sudjeluje analit Sto uzrokuje
analiticki signal.

e biokemijskim, kod kojih je biokemijski proces izvor analitickog signala. Tipicni
primjer je imunosenzor. Ovi senzori se mogu smatrati podgrupom kemijskih senzora,

takvi senzori se zovu biosenzori.

Uzorak Senzor
|
Analit | ':. [ ;\ kI.EITI]SkI signal analitick signal
| 4 - ~ il
! Receptor
Pret\mmip(

Slika 2.1. Kemijski senzor



U nekim sluéajevima nije moguce nedvosmisleno odluciti da li senzor radi na kemijskim ili
fizikalnim nacelima, kao na primjer u slucaju kada signal nastaje uslijed adsorpcijskog

procesa [21,

2.1.2. Klasifikacija
Kemijski senzori se mogu klasificirati prema nacelima rada pretvornika.

1) Opti¢ki senzori se temelje na reakciji koja uzrokuje opti¢ku promjenu, koja je rezultat
interakcije analita s receptorskim dijelom. Ova se grupa moze dalje podijeliti prema
tipu optickih svojstava primijenjenih u kemijskom senzoru:

a) apsorbancija, mjeri se u transparentnom mediju, uzrokovana je apsorpcijom samog
analita ili reakcijom analita s prikladnim indikatorom.

b) reflektancija, mjeri se u netransparentnom mediju, uobicajeno koristeci
imobilizirani indikator.

c) luminiscencija, temelji se na mjerenju intenziteta svjetla emitiranog kemijskom
reakcijom u receptorskom dijelu.

d) fluorescencija, mjeri se kao pozitivni emisijski efekt uzrokovan iradijacijom.
Takoder, selektivno gasenje fluorescencije moze biti temelj ovakvih uredaja.

e) refrakcijski indeks, mjeri se kao rezultat promjene u sastavu otopine.

f) optotermalni efekt, temelji se na mjerenju toplinskog efekta uzrokovanog
absorpcijom svjetla.

g) rasprsenje svjetla, temelji se na efektu uzrokovanom cesticama odredene velicine
prisutne u uzorku.

Primjena mnogih ovih pojava u senzorima je postala moguca zbog upotrebe optic¢kih vlakana
u raznim konfiguracijama. Ovakvi se uredaji takoder zovu optode.

2) Elektrokemijski senzori pretvaraju efekt elektrokemijske interakcije analit-elektroda u
koristan signal. Ovakvi efekti mogu biti potaknuti elektricki ili mogu rezultirati
spontanim interakcija pri uvjetima nulte struje. Ova se grupa dalje mozZe podijeliti:

a) voltametrijski senzori, ukljucuju¢i amperometrijske senzore, kod kojih se mjeri
struja u DC ili AC modu. Ova podgrupa moze ukljuciti senzore temeljene na
kemijski inertnim elektrodama, kemijski reaktivnim elektrodama i modificiranim
elektrodama. U ovu su grupu ukljuceni senzori sa i bez (galvanski senzori)

vanjskog izvora struje.



3)

4)

5)

6)

b) potenciometrijski senzori, kod kojih se potencijal indikatorske elektrode (ion-
selektivna elektroda, redoks elektroda, metal/metalni oksid elektroda) mjeri u
odnosu na referentnu elektrodu.

c) CHEMPFET (eng. Chemically Sensitized Field Effect Transistor) kod kojih se efekt
inteakcije izmedu analita i aktivnog sloja pretvara u promjenu izvor-ponor struje.
Interakcija izmedu analita i aktvnog sloja je, s kemijskog stajalista, sli¢na onoj kod
potenciometrijskih ion-selektivnih senzora.

d) plinski potenciometrijski senzori sa ¢vrstim elektrolitom, razlikuju se od 2b) jer
rade s visokotemperaturnim krutim elektrolitima i obi¢no se koriste za mjerenja
plinske faze.

Elektricni senzori se temelje na mjerenjima gdje se ne odvijaju elektrokemijski

procesi, nego signal proizlazi iz promjene elektrickog svojstva uzrokovanog

interakcijom analita. Ova se grupa dalje moze podijeliti:

a) poluvodicki senzori od metalnih oksida, koji se koriste uglavnom kao detektori
plinske faze, a temelje se na reverzibilnim redoks procesima plinovitih
komponenata analita.

b) poluvodicki organski senzori, temelje se na formiranju kompleksa koji prenose
nabo;j.

c) konduktometrijski senzori.

d) senzori dielektrine permitivnosti.

Maseni senzori pretvaraju promjenu mase na posebno modificiranoj povrSini u

promjenu svojstva noseceg materijala. Promjena mase uzokovana je akumulacijom

analita. Ova se grupa moze dalje podijeliti:

a) piezoelektricni senzori, upotrebljavaju se uglavnom u plinovitoj fazi, takoder i u
otopinama, temelje se na mjerenju promjene frekvencije plocice od kvarcnog
oscilatora uzrokovane adsorpcijom mase na oscilator.

b) senzori temeljeni na povrSinskim akusti¢énim valovima, temelje se na modifikaciji
propagacije brzine generiranih akusti¢kih valova uzrokovanih depozicijom
odredene mase analita.

Magnetski senzori temelje se na promjeni paramagnetskih svojstava plina koji se

analizira.

Termometrijski senzori se temelje na mjerenju topline specificne kemijske reakcije ili

adsorpcije koja ukljucuje analit.



7) Ostala fizikalna svojstva, kao na primjer X-, B- ili I'- zracenje, mogu biti osnova za
kemijski senzor u slucaju da se koriste za odredivanje kemijskog sastava.

Senzori se takoder mogu klasificirati prema primjeni za detektiranje odredenog analita.
Primjeri su senzori za pH, za metalne ione ili za odredivanje kisika ili ostalih plinova. Jo$
jedan temelj za klasifikaciju kemijskih senzora je prema nacinu primjene, na primjer senzori
namijenjeni za primjenu in vivo, senzori za pracenje procesa, itd.
Biosenzori nisu predstavljeni kao posebna skupina jer je proces na kojem su temeljeni
zajednicki kemijskim senzorima. Mogu se razlikovati prema bioloskim elementima
upotrebljenima u receptorskom dijelu. To mogu biti: organizmi, tkiva, stanice, organele,

membrane, enzimi, antitijela, itd (2,

2.2. Nosivi (bio)kemijski senzori

Kemijski i biokemijski senzori se koriste kao alternativa skupim senzorima velikih dimenzija,
1 to uglavnom u medicinske svrhe. Razvijeni su senzori koji koriste opticke, piezoelektricne i
elektrokemijske pretvornike. Od navedenih elektrokemijski senzori su najcesée u upotrebi
zbog dobre analiticke izvedbe, prenosivosti, jednostavnosti i niske cijene (npr. ACCU-
CHECK-prenosivi analizator razine glukoze u krvil®l, iSTAT-prenosivi analizator krvil¥l, itd.).
Medutim, ovakvi su uredaji neprakti¢ni jer zahtijevaju invazivno uzorkovanje (krv, urin,
serum, itd.). Kontinuirano i neinvazivno praéenje analita je od iznimne vaznosti u razli¢itim
podruc¢jima, posebno u fiziologiji sporta. Za razliku od nosivih fizikalnih senzora za pracenje
vitalnih signala, neinvazivni nosivi kemijski i biokemijski senzori su jo$ uvijek u poc¢etnom
razvoju. Nosivi kemijski i biokemijski senzori mogu neinvazivno detektirati elektrolite i
metabolite, u realnom vremenu, u znoju, slini i suzama. Znoj sadrzi mnostvo informacija o
zdravstvenom stanju te je odli¢na biotekuéina za neinvazivnu analizu. Na primjer, povecanje
koncentracija natrija i klorida u znoju upucuje na cisti¢nu fibrozu, pove¢ana koncentracija
elektrolita na dehidrataciju, pove¢ana koncentracija laktata na fizi¢ki stres, povecana
koncentracija amonija na osteoporozu. Tkanina predstavlja odli¢an substrat za razvoj nosivih
senzora jer je u konstantnom kontaktu s kozom. S kemijskog stajaliSta, razli¢ite vrste tkanina
pruzaju raznolikost fizikalnih i kemijskih svojstava koji se mogu iskoristiti za inkorporiranje
(bio)kemijskih senzora unutar tkanine [,

Vecina razvijenih senzora ima prili€no kratko vrijeme odziva i visoku pouzdanost, prema
tome mogu se koristiti kao alternativa klasi€énim analitiCkim metodama analize. Unato¢
brojnim prednostima, jo§ uvijek postoje ograniCenja za primjenu nosivih kemijskih i
biokemijskih senzora, kao na primjer dobivanje signala s niskom koncentracijom analita,

5



clasti¢nost, dugoro¢na stabilnost i biokompatibilnost senzora. Konkretni primjeri nosivih

kemijskih senzora iz literature detaljnije su opisani u poglavlju 2.4.

2.3. Bezi¢ne tehnologije za kemijske senzore

Bezi¢ne komunikacijske tehnologije omoguéavaju jednostavnije preuzimanje analitiCkih
podataka u odnosu na senzore povezane zicama, te osiguravaju potpunu mobilnost korisnika
nosivog senzora. Zbog tih prednosti i zbog zna¢ajnog napretka pojedinih bezi¢nih standarda,
u novije vrijeme dolazi do ucestale integracije kemijskih senzora i bezi¢nih tehnologija.

Od mnogih postojecih standarda, najceSce koristeni za bezicni prijenos analitiCkog signala su:
Bluetooth, ZigBee, radiofrekvencijska identifikacija (RFID) i NFC (Near field
communicaton) B). Usporedujuéi medusobno pojedine standarde najveéi domet ima Bluetooth
protokol, dok NFC ima najkraci, a Sto se ti¢e potroSnje energije Bluetooth tro$i najvise, dok
RFID tro$i najmanje energije.

Bluetooth je bezi¢ni komunikacijski standard kratkog dometa, prvotno dizajniran za mobilne
uredaje poput mobilnih telefona, prijenosnih racunala i tableta. Radi na frekvenciji od 2,4
GHz te ima veliku brzinu prijenosa podataka na udaljenosti od 10-100 m, ali u odnosu na
ostale beziéne tehnologije ima veliku potro$nju energije 171,

ZigBee je dizajniran za upotrebu u osobnim bezi¢nim mrezama. Radi na frekvencijama od
868 MHz, 915 MHz ili 2,4 GHz, te mu je prednost u odnosu na Bluetooth smanjena potro$nja
energije uz sli¢an domet (€],

RFID tehnologija je prvotno razvijena za idendifikaciju proizvoda na kratkoj udaljenosti (2
mm — 2 m), te je predstavljena kao elektronicka alternativa optickom bar-kodu. Sustav moze
raditi na razli¢itim frekvencijama: niska frekvencija (128 — 135 kHz), visoka frekvencija
(13,56 MHz) i ultravisoka frekvencija (860 — 960 MHz). Sastoji se od platforme i ¢itaca, te je
mogu¢ rad u pasivnom, polu pasivhom 1 aktivnom nacinu. Aktivni nacin je konstantno
napajan baterijom 1 ima aktivni odasSilja¢ koji komunicira s ¢itatem. U pasivhom nacinu,
odaSilja¢ komunicira s citaem refleksijom ili modulacijom elektromagnetskog polja
emitiranog od ¢itaca, te prema tome nije potrebno napajanje sustava. Polu pasivni nacin
ukljucuje bateriju za napajanje sustva, ali je komunikacija izmedu odasiljaca i ¢itaca ista kao u
pasivnom nacinu. Kod pasivnog nacina rok trajanja je neogranicen, dok aktivni na¢in ima veci
domet ali je znatno sloZeniji i skuplji P11,

NFC je razvijen iz RFID tehnologije. Ima vrlo kratak domet, maksimalno 20 cm (ali je to
obi¢no nekoliko centimetara) stoga je koristan za razmjenu povjerljivih podataka. Radi na

frekvenciji od 13,56 MHz [, Uredaji s NFC tehnologijom modu raditi u aktivhom i

6



pasivnom nacinu. U aktivnom nacinu, oba uredaja (odasiljac¢ i ¢ita¢) generiraju signal tijekom
komunikacije, dok pasivni nacin radi sli¢no kao RFID pasivni standard. NFC se ugraduje u
nove generacije mobilnih telefona, tako da se podaci s platforme mogu prenijeti na mobilne

telefone, Sto je prednost koriStenja ove tehnologije u kemijskim senzorima.

2.4. Pregled literature

2.4.1. Nosivi elektrokemijski senzori

Elektrokemijski nosivi senzori znatno su viSe u uporabi od optickih. Prednosti
elektrokemijskih senzora u odnosu na opticke su to §to im ambijentalno svjetlo ne smeta u
radu i imaju dobru dugoro¢nu stabilnost. Osim toga, nosivi elektrokemijski senzori su
prikladni za razne primjene zahvaljuju¢i visokoj performansi, minijaturizaciji i niskoj cijeni
[1

Fraser i suradnici razvili su potenciometrijski senzor za pracenje koncentracije natrija u znoju,
u realnom vremenu (slika 2.2.). Senzor se sastoji od ion selektivne elektrode, ugradene na
pojas od tekstila, te se mjeri razlika potencijala u odnosu na referentnu elektrodu. Znoj se
kontinuirano absorbira kapilarnim silama u tekstil i odvodi do osjetilnog podrucja. Elektroda
je imobilizirana na tekstil screen-printing metodom, a kao daljnje unaprijedenje proizvoda

autori navode bezi¢nu komunikaciju 12,

ISE Elctiodes

Sweat pump
UCL fabric

Slika 2.2. Potenciometrijski senzor za natrij, [12]

Matzeu i suradnici razvili su potenciometrijski senzor za natrij, koji ima bezi¢nu
komunikaciju (slika 2.3.). Platforma se sastoji od ion selektivne elektrode s Cvrstom
membranom (SC-ISE) i referentne elektrode koje su imobilizirane screen-printing metodom,
integrirane u mikrofluidic¢ki €ip koji ima pasivnu pumpu za dostavu uzorka i spojen je na
bezi¢nu platformu. SC-ISE omogucava pouzdano i kontinuirano pracenje, a kao ¢vrsti kontakt
je upotrebljen PEDOT. Mikrofluidicki ¢ip je napravljen od 7 slojeva. Na prvom PET sloju su

imobilizirane elektrode, na Cetvrtom sloju su mikrokanali, a na petom sloju je apsorpcijski



materijal (vlakna pamuka) koji djeluje kao pasivna pumpa. Vlakna pamuka su dovedena u

kontakt sa elektrodama kako bi se savladao otpor kretanju uzorka zbog povrsinske napetosti,

takoder su ugradena od ulaza do rezervoara na izlazu da bi se poboljsao tok fluida [*31,

1.5 mm PMMA
80 um PSA

<
< 1 mm PMMA
< 80 um PSA

— < 500 pm PMMA
- 80 um PSA
Electrode

Slika 2.3. Potenciometrijski senzor za natrij s mikrofluidickom platformom, [13]

(b)

Guinovart i suradnici razvili su nosive potenciometrijske senzore ugradene u vlakna pamuka.
Napravljena su vlakna za odredivanje pH, kalija i amonija u znoju, koja su u sva tri slucaja
priredena na potpuno isti na¢in. Vlakna su jednostavnim procesom bojanja tintom ugljikovih
nanocjevCica prevedena u elektricne vodice, te su djelomi¢no obloZzena polimernom
membranom kako bi se u njih ugradile ion selektivne elektrode. Ugljikove nanocjevéice
stvaraju jake veze sa vlaknima celuloze te je na ovaj nacin dobiven vrlo stabilan, visoko
vodljiv i fleksibilan materijal. Ugljikove nanocjevcice imaju dvostruku ulogu u ovom slucaju.
S jedne strane djeluju kao dobri pretvornici ion-elektron potenciometrijskog signala, a s druge
strane su dobri elektronski vodic¢i, dakle prenose signal do instrumenta a originalna svojstva
pamuka su o¢uvana. Otpor vlakana pamuka je u pocetku ekstremno velik, te ve¢ nakon prvog
dip-coating ciklusa jako pada. Takoder, broj ciklusa ne utjece na analiticka svojstva senzora, a
eksperimentalno je ustanovljeno da su 4 do 5 dip-coating ciklusa potrebna za optimalnu
performansu senzora 41,

Gonzalo-Ruiz i suradnici razvili su potenciometrijski senzor za odredivanje klorida u znoju,
za jednokratnu uporabu (slika 2.4.). Kada se stavi na kozu dvije vanjske elektrode (anoda i
katoda, obje Ag/AgCl) poti€u znojenje. Katoda sadrZzi zarobljeni pilokarpin u hidrogel
matrici, koji se primjenom struje oslobada i tjera u kozu, te tako poti¢e znojenje. Unutarnje

elektrode (radna i referentna, obje Ag/AgCl) sluze za mjerenje klorida potenciometrijski.



Senzor moze mjeriti razliku potencijala izmedu radne i referentne elektrode 5 min. Koristi se

u medicinske svrhe, za dijagnosticiranje cisti¢ne fibroze 1.

(a) (b)

cathode

Reference
electrode

Working
electrode

anode

Slika 2.4. Potenciometrijski senzor za kloride, [15]

Ray i suradnici razvili su voltametrijski senzora odredivanje mokrac¢ne kiseline (slika 2.5.).
Autori su predstavili alternativnu metodu (screen-printing metodi) prenosenja elektroda na
razne krute i fleksibilne supstrate elastomernim pecatom. Elektrode se mogu nanijeti direktno
na kozu, gdje sluze za kvantifikaciju mokra¢ne kiseline u znoju. Prvo se nanosi Ag/AgCl
vodljivi sloj, zatim ugljikove elektrode (aktivno podrucje), i na kraju sloj izolatora. Ag/AgCl

elektroda koja sluzi kao referentna elektroda, ugljikove elektrode koje sluze kao radna i protu

elektroda 16,

=
hn:

Slika 2.5. Voltametrijski senzor za mokracnu kiselinu, [16]

Razvijeni su elektrokemijski senzora naneseni na kozu kao privremene tetovaze za pracenje
koncentracije analita u znoju. Senzori naneseni kao tetovaze su napravljeni otpornijima na
deformacije inkorporiranjem dispergiranih ugljikovih nanocjevCica. Napravljen je
amperometrijski biosenzor s imobiliziranom laktat oksidazom za pracenje razine laktata u
znoju ™71, Ugradnjom ion-selektivnih elektroda u tetovaZe razvijeni su senzori za pracenje

pHIE i razine amonija™ u znoju (slika 2.6.). Posljednji rad na ovu temu opisuje izradu



potenciometrijskog senzora spojenog na bezi¢nu platformu za pracenje koncentracije natrija u

znoju 21,

Reference ISE

Electrode Contact
area area

m Counter

Reference

h Working

Connection
Points

Slika 2.6. Potenciometrijski senzor za laktat (lijevo), pH (sredina) i amonij (desno),
[17],[18].[19]

Khodagholy i suradnici su razvili amperometrijski biosenzor za odredivanje laktata u znoju
(slika 2.7.), imobiliziran kao ionogel. lonogel je kruti ili gel polimerni materijal koji sadrzi
ionske kapljevine (rastaljene soli postojane pri niskim temperaturama). lonska kapljevina na
aktivnom podrucju vodljivog polimera sluzi kao elektrolit i kao spremnik enzima, te
predstavlja dobar medij za biokemijske reakcije zbog dobre biokompatibilnosti sa
biomolekulama i enzimima, a vodljivi polimeri dopiranjem daju odziv. lonogelovi
omogucavaju razvoj krutog i fleksibilnog senzora. Laktat se oksidira do piruvata, a reducirani
oblik laktat oksidaze se vraca u oksidirani preko medijatora ferocena, koji nosi elektrone do
izlazne elektrode PEDOT:PSS. Zatim ulaze kationi iz taljevine i dedopiraju polimer, §to daje

odziv 24,

Slika 2.7. Amperometrijski biosenzor za laktat, [21]

Labroo i Cui su razvili potencijalno nosivi amperometrijski bionanosenzor na grafenu za
detekciju laktata, imobiliziran na fleksibilni plasti¢ni polietilentereftalat (PET) substrat. Na
PET substrat je prvo nanesen grafen, na koji je m-m interakcijama vezana molekula 1-
pirenbutanska Kiselina sukcinimidil ester s pirenovom skupinom, a drugi kraj molekule je
kovalentno vezan za laktat oksidazu. Enzim laktat oksidaza katalizira reakciju laktata i kisika
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pri ¢emu nastaje piruvat i vodikov peroksid. Oksidacijom vodikovog peroksida na grafenu
nastaju elektroni, generira se struja kao odgovor a grafen prenosi signal do instrumenta. Zbog
ultratankog sloja grafena, senzor je vrlo osjetljiv i moze detektirati laktat vrlo brzo, a
fleksibilnost substrata omogucava detektiranje laktata pod razli¢itim mehani¢kim uvjetima
[22]

Razvijeni su amperometrijski biosenzori za odredivanje koncentracije glukoze i laktata u
suzama (slika 2.8.), medutim ovakvi senzori jo§ uvijek nisu u uporabi jer je napajanje sustava
problem. Prvi primjer takvog biosenzora razvili su Iguchi i suradnici. PET kontaktna leca je
biofunkcionalizirana imobiliziranjem enzima glukoza oksidaze (GOD) na fleksibilnu kisikovu
elektrodu (Pt je radna a Ag/AgCl su protu i referentne elektrode) unutar titanove sol-gel
matrice. Senzor nema bezi¢nu platformu %1, Yao i suradnici razvili su biosenzor odredivanje
glukoze integriran unutar kontakte le¢e i spojen na bezi¢nu platformu. Na ovakav nacin je
prikladno neinvazivno mijeriti glukozu jer postoji korelacija izmedu koncentracije glukoze u
krvi i suzama. Kada se koncentracija glukoze u krvi poveéa dva puta, u suzama se poveca tri
puta ali s odgodom od nekoliko desetaka minuta 2. Thomas i suradnici razvili su biosenzor
za odredivanje laktata u suzama, integriran u kontaktnu le¢u. Kod ovog je senzora na poseban
nacin imobiliziran enzim laktat oksidaza (LOx) kako bi se osigurala biokompatibilnost i
stabilnost. LOx je vezan na osjetilno podrucje unakrsnom kovalentnom vezom sa bovin serum

albuminom (BSA) preko glutaraldehida (GTA). Senzor nema beZi¢nu platformu [26],

Primary sensor
Common RE
Control sensor
Anterina
Intsrcormects
‘Communication circuitry

Slika 2.8. Amperometrijski biosenzor za glukozu bez bezicne platrorme (lijevo), sa bezZicnom
platformom (sredina) i biosenzor za laktat (desno), [24],[25],[26]

Kim i suradnici razvili su amperometrijski biosenzora za odredivanje laktata u slini (slika
2.9.). Senzor je napravllen od  Prussan blue (PB)  pretvornika i
poliortofenilendiamin(PPD)/laktat oksidaza (LOXx) receptorskog sloja. PB sluzi kao "umjetna
peroksidaza" jer omogucuje selektivnu detekciju vodikovog peroksida, koji je produkt u ovoj
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biokataliti¢koj reakciji, te se koristi jer je siguran za oralnu primjenu, a PPD se inaée koristi
za imobilizaciju oksidaza. Tri sloja odvojenih elektroda nanesene su screen-printing metodom
na fleksibilni polietilentereftalat (PET) sloj. Prvo je isprintan Ag/AgCI sloj koji je spojen
zicama na elektrokemijski analizator, zatim sloj PB i na kraju radna elektroda PPD/LOx. LOx
je imobiliziran na povrSinu radne elektrode elektropolimerizacijom. Daljnje unaprijedenje

proizvoda je uvodenje beZiéne platforme 27,

(A)

PET I Blue Carbon PPD-LOX

Slika 2.9. Amperometrijski biosenzor za laktat, [27]
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Tablica 2.1. Elektrokemijski senzori

analit uzorak tehnika platforma receptor imobilizacija bezi¢no | referenca
Na znoj potenciometrija tekstil ionofora screen-printing ne [12]
pH,NH 4+,K+ znoj potenciometrija pacr:nl\llJ_IF S ionofora dip coating ne [14]
cr Znoj potenciometrija poliester Ag/AgCl screen-printing ne [15]
Na' Znoj potenciometrija PET ionofora screen-printing da [13]
mokraéna . .. razni .. .
Kiselina znoj voltamerija substrati ugljik elastomerni pecat ne [16]
laktat znoj amperometrija tetovaza laktat screen-printin ne [17]
. P J oksidaza P g
pH znoj potenciometrija tetovaza polianilin screen-printing ne [18]
NH 4+ znoj potenciometrija tetovaza ionofora screen-printing ne [19]
Na' Znoj potenciometrija tetovaza ionofora screen-printing da [20]
. amperometrija . laktat .
laktat znoj (OECT) parilen oksidaza ionogel ne [21]
. laktat
laktat - amperometrija PET . kovalentno ne [22]
oksidaza
elektroliti suze konduktometrija po“;i:;:;wor zlato CvD ne [23]
glukoza suze amperometrija | polipropilen glukoza fotoosjetljiva smola ne [24]
oksidaza
PET lukoza
glukoza suze amperometrija kontaktne giu’ sol-gel (TiO,) da [25]
\ oksidaza
lece
PET laktat
laktat suze amperometrija kontaktne . kovalentno ne [26]
, oksidaza
le¢e
. . Stitnik za laktat elektropolimerizacija
laktat slina amperometrija Zube oksidaza PPD ne [27]
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2.4.2. Nosivi opticki senzori

Opticki kemijski senzori sve su viSe u uporabi zahvaljujuéi minijaturiziranim izvorima
svjetlosti i fotodetektorima dostupnim pri niskim cijenama. Takoder, dostupnost visoko
kvalitetnih vlakana je olakSala razvoj i upotrebu opti¢kih senzora ugradenih u vlakna za nove
primjene u biomedicini i industriji. Takve primjene zahtijevaju kontinuirano prac¢enje analita
u realnom vremenu, te su stoga opti¢ki kemijski senzori idealno rjesenje 128,

Opticki nosivi kemijski senzori uglavnom se koriste za mjerenje pH. pH znoja je lako
odrediti, takoder pronadena je i korelacija izmedu pH i koncentracije natrija u znoju. Veci pH
znali i veca koncentracija natrija, tako da se mjerenjem pH moze indirektno pratiti natrij.
Takoder je ustanovljeno da promjene pH koZze igraju ulogu u patogenezi koznih bolesti, kao

$to su dermatitis i akne 29,

Curto i suradnici razvili su opticki pH senzor s mikrofluidickom platformom u koju je
ugraden tekstil (slika 2.10.). Znoj ulazi i tece mikrokanalima kapilarnim silama, te se skuplja
u absorbcijskom sloju na kraju kanala. Absorbcijska vlakna, ugradena na kraju kanala, djeluju
kao pasivha pumpa. pH osjetljiva boja bromkrezol (BCP) je nanesena na tekstil, a
kolorimetrijska detekcija je izvedena jer osjetilni materijal mijenja boju ovisno o pH znoja.
LED diode su izvor zraCenja i detektor, pri¢vrS§éene na plasti¢ni poklopac koji blokira
ambijentalno svjetlo. Svjetlo iz izvora prolazi direktno kroz osjetilni materijal, a detektor s
druge strane platforme detektira transmitirano zracenje. Mikrofluidi¢ka platforma kasnije je
poboljsana ugradnjom vlakana pamuka u mikrokanale, jer posjeduju bolja kapilarna svojstva i

osiguravaju homogeni protok kroz mikrokanale 2°1,

SMD light photo sensor Fabric Sensing Layer

o ;
— “ Microfluidic
SMD LED chip

Slika 2.10. pH senzor s mikrofluidickom platformom, [29]

Morris i suradnici razvili su nosivi opticki pH senzor koji takoder ima mikrofluidicku
platformu s ugradenim tekstilom za skupljanje uzorka (slika 2.11.). Znoj se skuplja s povrsine
koze kapilarnim silama kroz kanale u osjetilno podrucje. Takoder i ovdje da bi se osigurao
kontinuirani tok, apsorpcijski materijal je ugraden na krajevima mikrokanala. Koristena je pH
osjetljiva boja BCP koja mijenja boju ovisno o pH, ali u ovom se slucaju detektira zracenje

reflektirano s osjetilnog podrugja [,
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Slika 2.11. pH senzor s mikrofluidickom platformom, [30]

Caldara i suradnici razvili su nosivi opti¢ki pH senzor na tekstilu (slika 2.12.), kod kojeg je
tkanina funkcionalizirana sol-gel procesom. Boja osjetljiva na promjenu pH (lakmus) je
kovalentno vezana na mezoporoznu SiO matricu. Cijeli sustav je zatvoren u crnu kutiju, LED

je izvor zratenja a RGB fotodioda detektor koji detektira reflektirano zracenje s tkanine B4,

Slika 2.12. pH senzor na tekstilu, [31]

Mohr i Muller razvili su nosivi opti¢ki pH senzora napravljen kovalentnim vezanjem pH
osjetljivih i inertnih boja (slika 2.13.). Boje su imobilizirane na tekstil vinilsulfonil vezom,
koja je vrlo stabilna u kiselom i srednje luznatom mediju. Inertna boja je upotrjebljena kako bi
se postigla promjena boje iz zelene u crvenu, jer te boje obi¢no signaliziraju dobro i loSe.
Zelena boja signalizira da je pH otopine kompatibilan s koZom a crvena boja se pojavljuje u
luZznatom podrucju, pri pH>9, koji moze uzrokovati iritacije kod male djece 1 odraslih s
osjetljivom kozom. Pranjem Sa detergentima se crvena boja zbog luznatog medija ne moze
ukloniti, ali susenjem na zraku se vrati zelena boja, §to je vjerojatno zbog vezanja CO; iz
zraka. Na isti nacin, kombiniranjem pH indikatorske i inertne boje, napravljen je senzor za
mjerenje pH u ranama. Pri pH>8 rana ne moze zacijeliti te se pri tom pH se pojavljuje crvena

boja, dok pri pH 6-7 boja ostaje zelena [*2,
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Slika 2.13. pH senzor imobiliziran na tekstil, [32]

Baysal i suradnici razvili su nosivi opticki biosenzora za odredivanje laktata u znoju (slika
2.14.). Senzor ima mikrofluidicku platformu za dostavu uzorka do osjetilnog podrucja, te
pruza neinvazivnu, brzu i1 semikvantitativnu analizu laktata. Mikrofluidicka platforma
napravljena je fotolitografijom a se sastoji od hidrofilnih mikrokanala i rezervoara okruzenih
hidrofobnim barijerama. Rezervoari su funkcionalizirani ko-imobiliziranjem enzima laktat
oksidaze (LOx) i peroksidaze (POx). LOx Koristi L-(+)-laktatnu kiselinu kao substrat i
prozvodi H20: koji je substrat POx-u. Zatim POXx oksidira H2O2 u prisutnosti 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS) $to rezultira formiranjem boje.
Biosenzor imobiliziran na tekstilu daje semi-kvantitativnu vizualnu detekciju izmedu
normalne (<bmM) i visoke (>5mM) razine laktata u znoju. Normalna razina laktata daje
svjetlo ljubicastu boju, s time da se u pocetku zelena boja uocava, a visoka razina daje tamniju

ljubic¢astu boju 31,

Slika 2.14. Opticki biosenzor za laktat, [33]
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Tablica 2.2. Opticki senzori

analit | uzorak tehnika platforma | receptor mzﬁglza izvor detektor | bezi¢no @ referenca
. .. apsorpcija
pH znoj apsorbancija | nylon/lycra BCP iz otopine LED LED da [29]
pH znoj reflektancija poliester/ly BCP ela}sto[ner LED LED da [30]
cra ni pecat
pH znoj reflektancija pamuk litmus sol-gel LED fotodioda da [31]
pH otopina | apsorbancija tekstil GJIM-492 kovalentn ambljt_entaln oko ne [32]
0 0 svjetlo
poliester/po " .
laktat znoj apsorbancija liamid Iaktat apsorpelia ambu(_antaln oko ne [33]
(Evolon) oksidaza | iz otopine | o0 svjetlo
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
Svrha laboratorijskog ispitivanja je kolorimetrijska karakterizacija GIM-492 pH osjetljivog
bojila imobiliziranog na poliestersku tkaninu te odredivanje pKa vrijednosti, i dinamickog

podrucja djelovanja bojila i izvedbenih znacajki: histereze, to¢nosti i preciznosti.

3.1. Materijali i kemikalije

Kemikalije koriStene za pripravu citratnog pufera:

e citratna kiselina (Kemika d.d., Zagreb)
e fosfatna kiselina (Kemika d.d., Zagreb)
e deionizirana voda — A

e Dborna kiselina (Sigma Aldrich)

e natrijev hidroksid (Kemika d.d., Zagreb) _|
e klorovodi¢na kiselina (0,1 mol/dm?) } B

Kemikalije koriStene za pripravu fosfatnog pufera:

e kalijev dihidrogenfosfat (Kemika d.d. Zagreb) |
e deionizirana voda - A
e natrijev hidrogenfosfat (Kemika d.d. Zagreb) B
e deionizirana voda — B

Materijali za izradu pH osjetljivog sloja:

o koktel (2-fluoro-4-[4-(2-hidroksietansulfonil)-fenilazo]-6-metoksifenol (GJM-492)
kovalentno vezana na Sigmacell Cellulose Type 20 &estice (Aldrich, Austrija). Cestice
su potom dispergirane u 10% otopini poliuretanskog hidrogela HydroMed D4
(Cardiotech, SAD), u vodenoj otopini (etanol:voda = 9:1))

e poliesterska tkanina

3.2. Instrumenti
e pH metar Iskra MA 5740
e vaga Kern ALJ 120-4
e ultrazvucna kupelj EIma Transsonic T460/H
e Dbezi¢na RFID platforma, GoSense Wireless Ltd., Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo
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e RFID ¢gita¢ Proxima RF Inc, SAD

3.3. Tijek rada

3.3.1. Priprema citratnog pufera
Za snimanje kalibracijske krivulje je potrebno pripremiti citratne pufere u rasponu pH
vrijednosti 3,0-9,0. Odredena vrijednost pH pufera dobije se mijeSanjem citratnog pufera (A)

s 0,1 mol/dm? klorovodi¢nom kiselinom (B) prema izrazu 1:
10 mL A + x mL B + (50-10-x) mL deionizirane vode (1)
Pri ¢emu volumen 0,1 mol/dm?3 klorovodiéne kiseline ovisi o potrebnoj vrijednosti pH.
e Priprema pufera A

Za pripremu pufera A potrebno je 100 mL citratne kiseline (0,33 mol/dm?), 100 mL fosfatne
kiseline (0,33 mol/dm?), 3,54 g borne kiseline i 343 mL natrijevog hidroksida (1 mol/dm?).
Navedeni volumeni i odvage kemikalija dodaju se u odmjernu tikvicu od 1000 mL, koja se

nadopuni do oznake deioniziranom vodom.

KoriStenjem izraza 1 pripreme se puferi u tikvicama od 50 mL na slijedec¢i nacin:
pH=3,0 (10 mL A + 28,45 mL B + 11,55 mL deionizirane vode)
pH=4,0 (10 mL A + 25,35 mL B + 14,65 mL deionizirane vode)
pH=4,5 (10 mL A + 24,00 mL B + 16,00 mL deionizirane vode)
pH=5,0 (10 mL A + 22,70 mL B + 17,30 mL deionizirane vode)
pH=5,5 (10 mL A + 21,30 mL B + 18,70 mL deionizirane vode)
pH=6,0 (10 mL A + 19,85 mL B + 20,15 mL deionizirane vode)
pH=6,5 (10 mL A + 18,15 mL B + 21,85 mL deionizirane vode)
pH=7,0 (10 mL A + 16,45 mL B + 23,55 mL deionizirane vode)
pH=7,5 (10 mL A + 15,05 mL B + 24,95 mL deionizirane vode)
pH=8,0 (10 mL A + 14,05 mL B + 25,95 mL deionizirane vode)

pH=9,0 (10 mL A + 12,00 mL B + 28,00 mL deionizirane vode)
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Tocne vrijednosti pH pufera odredene su pH metrom Iskra MA 5740:
pH=2,910
pH=4,005
pH=4,525
pH=5,027
pH=5,420
pH=5,944
pH=6,406
pH=7,055
pH=7,553
pH=8,053

pH=8,900

3.3.2. Priprema fosfatnog pufera
Za odredivanje to¢nosti i preciznosti u dinamickom podruéju pripremljeni su fosfatni puferi u
rasponu pH vrijednosti 5,0-7,0. Odredena vrijednost pH pufera dobivena je mijeSanjem

kalijevog dihidrogenfosfata (A) s natrijevim hidrogenfosfatom (B) u razli¢itim omjerima.
e Priprema otopine A

Za pripremu otopine A potrebno je 9,077 g kalijevog dihidrogenfosfata (KH2PO.) otopiti u 1
L deionizirane vode (1/15 mol/dm?).

e Priprema otopine B

Za pripremu otopine B potrebno je 23,888 g natrijevog hidrogenfosfata (NazHPO4 x 12H20)
otopiti u 1 L deionizirane vode (1/15 mol/dm?).

Mijesanjem otopina A i B pripreme se puferi odredene pH vrijednosti u tikvicama od 50 mL

na slijede¢i nacin:
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pH=5,0 (49,6 mL A + 0,4 mL B)
pH=5,2 (49,2 mL A + 0,8 mL B)
pH=5,4 (48,7 mL A+ 1,3 mL B)
pH=5,6 (47,6 mL A + 2,5 mL B)
pH=5,8 (46,4 mL A + 3,6 mL B)
pH=6,0 (44,0 mL A + 6,0 mL B)
pH=6,2 (41,5 mL A + 8,5 mL B)
pH=6,4 (37,0 mL A + 13,0 mL B)
pH=6,6 (32,7 mL A + 17,3 mL B)
pH=6,8 (26,7 mL A + 23,3 mL B)

pH=7,0 (20,7 mL A + 29,3 mL B)

Tocne vrijednosti pH pufera odredene su pH metrom Iskra MA 5740:
pH=5,036
pH=5,259
pH=5,425
pH=5,631
pH=5,792
pH=6,056
pH=6,201
pH=6,454
pH=6,602
pH=6,866

pH=7,042
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3.3.3 Imobilizacija pH osjetljivog bojila na tekstil

U plasticnu foliju ureze se kvadrat dimenzija 2 cm x 2 cm. Preko folije se na poliestersku
tkaninu ru¢no nanese 200 uL koktel otopine (GIJM-492, etanola i hidrogel), koja je prethodno
homogenizirana 10 min u ultrazvuc¢noj kupelji. Tkanina s ru¢no nanesenim bojilom stavi se u

Petrijevu zdjelicu te se ostavi susiti 24 sata.

3.3.4 Bezi¢na RFID platforma

Bezi¢na platforma koriStena u ovom radu razvijena je ciljano za integraciu s kemijskim
senzorima. Platforma je mala, lagana, nosiva i mozZe bezi¢no komunicirati s RFID ¢itaCem
spojenim na racunalo. Ukupne dimnzije platforme su 60 mm x 60 mm x 10 mm §to
omogucéava njenu primjenu u nosivim kemijskim senzorima. Platforma je autonomna, te se
pocetnim programiranjem moze postaviti brzina i ukupni broj mjerenja koji se po izvrSenju

spremaju u unutarnju memoriju. Za napajanje se koristi standardna baterija CR 2032.

L @ v

£

Slika 3.1. Bezi¢na RFID platforma

Bezi¢na platfroma spojena je s optoelektronickim suceljem, koje se sastoji od dvije svjetlece
diode (LED), koje sluze kao izvor zracenja, i detektora fotodiode. Bezi¢na platforma
automatski regulira paljenje i gaSenje LED dioda, te spremanje izmjernog signala fotodiode u
memoriju. Optoelektronicko sucelje je pri¢vrs¢eno na plasticni poklopac koji blokira

ambijentalno svijetlo.
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3.3.5. Kolorimetrijska mjerenja
Cilj mjerenja bio je snimiti odziv reflektiranog zraenja sa protoniranog i deprotoniranog

oblika pH osjetljivog bojila GIM-492 imobiliziranog na poliestersku tkaninu.

Kalibracijske krivulje snimljene su u 11 prethodno priredenih pufera (pH= 2,910; 4,005;
4,525; 5,027, 5,420; 5,944; 6,406; 7,055,7,553; 8,053; 8,900).

Analiticka karakterizacija s ,,nepoznatim™ uzorcima izvrSena je pomocu 8 prethodno
priredenih pufera (pH= 5,259; 5,452; 5,631; 5,792; 6,201; 6,454; 6,602; 6,866). Kalibracijski
pravac za linearno podruéje snimljen je u 3 prethodno priredena pufera (pH= 5,036; 6,056;
7,042)

Postupak:

Na tkaninu na kojoj je imobiliziran pH osjetljivi sloj bojila, nanese se 1 mL prethodno
priredenog pufera, te se ostavi suSiti na filter papiru 2 min. Zatim se poklopac s izvorom
zraCenja 1 detektorom stavi na tkaninu s imobiliziranim slojem te se snimaju odzivi 1 min
(snimi se 30 mjernih tocaka, po jedna svake 2 s). Nakon mjerenja tkanina se ispere
deioniziranom vodom, postupak se redom ponovi za ostale pufere. Snimljeni podaci se nakon
mjerenja prenose sa bezi¢ne platforme na RIFD ¢ita¢ spojen na stolno racunalo, gdje se vrsi

obrada podataka.

Slika 3.2. Integrirani sustav za mjerenje
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U eksperimentu je koriStena bezicna RFID platforma s optoelektronickim suceljem,
sastavljenim od dvije LED diode i fotodiode rasporedene planarno, te ugradene u kudiste
napravljeno tako da blokira ambijentalno svjetlo. Jedna LED dioda emitira zracCenje
karakteristicno za uzorak, zraCenje se reflektira s povrSine osjetilnog podrucja te obasja
fotodiodu koja sluzi kao detektor, na ¢ijem se kraju javlja elektromotorna sila (napon)
proporcionalna intenzitetu reflektirane zrake. Druga LED dioda emitira zracenje koje daje
konstantan odziv. Sustav je integriran s pH osjetljivim bojilom GIJM-492 imobiliziranim na
tekstil od poliestera. Na ovakav na¢in moguce je odrediti pH vrijednost znoja jer boja ovisi 0
pH.

pH osjetljivo bojilo 2-fluoro-4-[4-(2-hidroksietansulfonil)-fenilazo]-6-metoksifenol (GJM-
492) imobilizirano na tekstilu prema literaturnim podacima ima pKa vrijednost 6,1 2. Kako
bi se postigla promjena boje iz zelene u crvenu, i time omogucilo jednostavnije vizualno
uoCavanje promjene boje, pH osjetljivo bojilo GIM-492 kombinirano je sa pH inertnim
bojilom  1-amino-9,10-diokso-4-[3-(2-sulfonatoooksietilsulfonil)anilino]antracen-2-sulfonat
(RBBR), koje je obojano plavo. Ve¢ mala koli¢ina pH inertnog bojila doprinosi zelenoj, dok

na crvenu boju nema utjecaj.

OH

F OCH,
o NH,
N SO3Na
s
N
o} HN

Q
O\\//

S\/\O/

SO4Na

Slika 4.1. Struktura pH osjetljivog bojila GIM-492 (lijevo) i pH inertnog bojila RBBR

(desno)
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Literaturni podaci navode da je apsorpcijski maksimum protoniranog oblika molekule pri
valnoj duljini 375 od nm, dok je apsorpcijski maksimum deprotoniranog oblika molekule pri
valnoj duljini od 492 nm (slika 4.2.) B2, U eksperimentu koristena LED dioda emitira
zraenje koje ima maksimum pri 502 nm. Dakle, valnu duljinu zratenja LED diode
deprotonirani oblik molekule absorbira. Stoga je intenzitet reflektirane svjetlosti koji izmjeri
fotodioda obrnuto proporcionalan stupnju deprotonacije pH osjetljivog bojila, odnosno pH
uzorka. Radi poboljsanja rada senzora, u kuciSte je ugradena jo§ jedna LED dioda, koja
emitira zracenje pri valnoj duljini od 634 nm te daje jednak odziv neovisno o pH vrijednosti
pufera. Na taj nacin se sprjecava opasnost od netocnog mjerenja koju moze izazvati ispiranje
bojila ili promjena polozaja optoelektronickog sucelja u odnosu na pH osjetljivi film. Bezi¢na
platforma takoder snima signal fotodiode bez prisutnog zracenja LED dioda, odnosno mjeri
pozadinsko svjetlo. Ovaj signal se moze oduzeti od glavnog signala ako je doslo do smetnji
uzrokovanih izloZenosti fotodiode ambijentalnom svjetlu tijekom mjerenja, ¢ime se takoder

moze poboljsati rad senzora.

1.2

L i ——pH 8.3
——nH 7.8
- 0.8 pHE9
ET pHE62
£ 06 pH 5.5
2 , oH 4.8
04 \/ pH 4.0

024
0 . ! —

300 400 500 600 700

valna duljina/nm

Slika 4.2. Absorpcijski spektar GIM-492 imobiliziranog na tekstil pri razlicitim pH
vrijednostima. Spektri su preuzeti iz literature [32]; zelena linija oznacava emisijski
maksimum LED diode ¢iji se odziv mijenja ovisno o stupnju protonacije a crvena linija

emisijski maksimum LED diode ciji je odziv jednak neovisno o stupnju protonacije
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Slika 4.3 LED diode koristene u eksperimentu koje emitiraju zracenje od 502 nm (zelena) i

634 nm (crvena)

Kiselinsko-bazna ravnoteza pH osjetljivog bojila GIM-492 prikazana je na slici 4.4.

OH o
F OCH,; F OCH,
N N
& d
N H N
—_—
-
+H*
S /O S /0
A e
j = 0 j S 0
HO HO

Slika 4.4. Prikaz protoniranog i deprotoniranog oblika pH osjetljivog bojila GJM-492

Postupan prijelaz iz zelene u crvenu boju, u puferima pH vrijednosti 3-9, prikazan je na slici
4.5. Na grafu su prikazana kolorimetrijska mjerenja provedena mjerenjem reflektiranog
zraenja LED diode u puferima razli¢itih pH vrijednosti. Snimljeno je 30 uzastopnih mjerenja
bez micanja kucista s tkanine s imobiliziranim bojilom. Na grafu je vidljivo da se odziv s

fotodiode (ADC) postupno smanjuje od kiselog prema luznatome pH zbog smanjenja udjela
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protoniranog oblika pH osjetljivog bojila. Naime, protonirani oblik GIM-492 (pri pH=3)

manje apsorbira emitirano zracenje LED diode (502 nm) te daje najveéi odziv, dok ga

deprotonirani GJM-492 (pri pH=9) apsorbira te daje najmanji odziv. Izmedu te dvije krajnje

vrijednosti je dinamicko podrucje, u kojem se odziv mijenja s promjenom pH.

35000 -

34500 -

34000 -

33500 -

ADC

33000 -

32500 -

32000

RU=6
pH=6,5
N
pH=7
Mae» 117 5 pH=8
g P10

50

100

150

200

250

300

350

Slika 4.5. Prikaz opticke promjene bojila i vremenske ovisnosti odziva u puferima razlicitih

pH vrijednosti. Os ordinata predstavlja digitalni oblik signala fotodiode, dobiven pomocu

analogno-digitalnog pretvornika (ADC).

Grafickim prikazom odziva fotodiode (ADC) u ovisnosti o pH vrijednosti dobiva se

karakteristi¢na "S" krivulja koja moze posluziti kao kalibracijska krivulja (slika 4.6.). Od 30

uzastopnih mjerenja snimljenih bez micanja kucista za svaki pojedini pufer, zadnjih 10 je

uzeto u obzir za daljnju statisticku obradu. Svaka toc¢ka na slici 4.6. predstavlja srednju

vrijednost zadnjih 10 mjerenja, dok je standardna devijacija prikazana kao stupac pogreske

(eng. error bar). Na grafickom prikazu se jasno vidi smanjenje odziva s fotodiode zbog
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smanjenja udjela protoniranog oblika GJM-492 povecanjem pH vrijednosti. Na grafu se

takoder uocava linearno dinamic¢ko podrucje, u kojem se odziv mijenja linearno S promjenom

pH, a to je izmedu pH 5 i 7. Eksperimentalno dobivena pKa vrijednost iznosi 6,10259, Sto se

podudara s pKa vrijednosti danoj u literaturi [32].

Aproksimacijska funkcija koja opisuje eksperimentalno dobivene rezultate ovisnosti A=f(pH)

glasi:

35000

34500

34000

ADC

33500

33000

32500

67018,6799

A(502 nm) = 32467,2385 + PH—6,10299

1+e

¢ 0,6393 )

= ADC
—— Boltzmann Fit of ADC

Equation y

ADC

= A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Adj. R-Squar 0,99688

Value Standard Erro
ADC A1 34551,4414 41,04384
ADC A2 32467,2385 46,08071
ADC x0 6,10259 0,05637

0,6393 0,05451

Slika 4.6. Graficki prikaz ovisnosti reflektiranog zracenja o pH dobiven uzastopnim

mjerenjem bez micanja kucista
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Statistickom obradom podataka (tablica 4.1.), pri ¢emu je u obzir uzeto zadnjih 10 tocaka,

dobivena standardna devijacija je vrlo mala $to znaci da je preciznost mjerenja dobra.

Tablica 4.1. Eksperimentalne vrijednosti ADC dobivene bez micanja kucista, izracunata

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

oH ADC (srednja standardna relativna standardna
vrijednost) devijacija devijacija/%
2,9 34576 8 0,02
4 34465 11 0,03
4,5 34368 6 0,02
5 34200 8 0,02
5,4 34119 9 0,03
6 33562 10 0,03
6,4 33295 8 0,02
7 32820 14 0,04
7,5 32658 6 0,02
8 32606 7 0,02
8,9 32480 10 0,03

Na slici 4.7. prikazana je kalibracijska krivulja snimljena tako da je izmedu svakog mjerenja
kuciste dignuto i vraéeno ponovo na isto mjesto, kako bi se simulirala realna primjena,
odnosno moguénost pomicanja optoelektroni¢kog sucelja u odnosu na pH osjetljivi film
tijekom noSenja. Snimljeno je 30 mjerenja, od kojih je zadnjih 10 uzeto u obzir za daljnu
statistiCku obradu podataka. U ovom je slu¢aju dobivena standardna devijacija ve¢a u odnosu
na mjerenja provedena bez micanja kucista, §to znaci da je preciznost loSija (tablica 4.2.).
Takoder je uoc€ljivo veée odstupanje eksperimentalnih podataka od teoretske krivulje.

Dobivena pKa vrijednost je nesto veca od vrijednosti dane u literaturi, te iznosi 6,22321.
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= ADC

Boltzmann Fit of ADC
34500 ~ Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
m 1
Adj. R-Square 0,99677
34000 Value Standard Error
ADC A1 34285,74786 29,32311
ADC A2 32438,49687 31,69501
ADC x0 6,22321 0,02781
33500 ADC 0,41326 0,03596
(@]
()]
<
33000
32500
|
32000 T T T T T T T T T T T T T T
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Slika 4.7. Graficki prikaz ovisnosti reflektiranog zracenja o pH dobiven uzastopnim

mjerenjem micanjem kucista

Tablica 4.2. Eksperimentalne vrijednosti ADC dobivene micanjem kucista, izracunata

standardna devijacija i relativna standardna devijacija

ADC. standardna relativna standardna

pH (srednja deviiacii R
. evijacija devijacija/%

vrijednost)

2,9 34274 18 0,05

4 34239 11 0,03

4,5 34326 19 0,06

5 34359 40 0,12

5,4 34105 15 0,04

5,9 33644 20 0,06

6,4 33166 6 0,02

7 32691 11 0,03

75 32541 10 0,03

8 32441 11 0,03

8,9 32372 30 0,09



ADC

Zatim je provjerena ponovljivost mjerenja tako da su snimljene 4 uzastopne kalibracijske
krivulje (slika 4.8.).

Slika 4.8. Prikaz vremenske ovisnosti odziva u puferima razlicitih pH vrijednosti

U svakom puferu je snimljeno 30 uzastopnih mjerenja bez micanja kucista, od ¢ega je zadnjih
10 uzeto u obzir za daljnju statisticku obradu podataka i1 izradu kalibracijskih krivulja.
Redoslijed snimanja krivulja u vremenu: prva krivulja snimljena je od pH=3 do pH=9, druga
krivulja snimljena je od pH=9 do pH=3, treca krivulja snimljena je od pH=3 do pH=9, Cetvrta
krivulja snimljena je od pH=9 do pH=3. Na slici 4.9 prikazane su Cetiri kalibracijske krivulje,
konstruirane iz podataka prikazanih na slici 4.8. Toc¢ke na slici 4.9 predstavljaju srednju
vrijednost zadnjih 10 mjerenja. Iz dobivenih krivulja je vidljivo da pKa vrijednost trece
kalibracijske krivulje (6,26558) odstupa u odnosu na ostale, kojima je pKa vrijednost priblizno
6,1. Medutim, odstupanje nije veliko $to ukazuje da je ponovljivost mjerenja dobra. Histereza,
izrazena kao maksimalno odstupanje izraCunate pH vrijednosti za dva ista ocitanja ADC
vrijednosti, iznosi 0,3496 pH jedinica. U ovom je slucaju pozadinsko svjetlo smetalo pri

mjerenju tako da su rezultati poboljSani oduzimanjem pozadinskog svjetla.
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Slika 4.9. Histereza

Izvedbene znacajke (to¢nost i preciznost) u linearnom podruéju odredene su mjerenjem
odziva nepoznatih uzoraka nosivim bezi¢nim kemijskim senzorom 1 referentnim
laboratorijskim pH metrom. Kao nepoznati uzroci koristeni su fosfatni puferi. U svakom
puferu snimljeno je 30 uzastopnih mjerenja bez micanja kucista. Kako bi se provjerila
mogucnost jednostavnije kalibracije nosivog senzora, snimljen je kalibracijski pravac Kroz tri

tocke (slika 4.10.). Tocke na pravcu predstavljaju srednju vrijednost zadnjih 10 mjerenja.
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Slika 4.10. Kalibracijski pravac

Na slici 4.11. prikazan je korelacijski pravac izmedu pH vrijednosti pufera ocitanih s pH
metra, i pH vrijednosti izracunatih iz kalibracijskog pravca. Preciznost izrazena u obliku
standardne devijacije uzastopnim mjerenjem bez micanja kucista, bolja je od 0,051, dok je
tocnost mjerenja, izraZzena kao razlika pH vrijednosti dobivene nosivim senzorom i pH
vrijednosti dobivene pH metrom, bolja od 0,184 (tablica 4.3). Oduzimanjem pozadinskog
zracenja dobiveni su nesto bolji rezultati, preciznost je bolja od 0,037 a to¢nost mjerenja je

bolja od 0,176 (tablica 4.4).

33



7.0 1
6,8—-
6,6—-
6,4—-
6,2—-
6,0—-
55

5,6

pH iz kalibracijskog pravca

5,4

5,2 1

Equation
Adj. R-Square

skog pravca

skog pravca

y=a+b*x
0,98087
Value

pH iz kalibracij Intercept = 0,09175

pH iz kalibracij Slope 0,97846

Standard Error
0,10002

0,01595

pH metar

Slika 4.11. Korelacijski pravac izmedu pH vrijednosti ocitanih s pH metra i pH vrijednosti

izracunatih iz kalibracijskog pravca

Tablica 4.3. Preciznost i tocnost mjerenja s nosivim bezicnim pH senzorom, bez oduzimanja

pozadinskog svjetla

pH izracunat

pH iz . .
metar = kalibracijskog preciznost tocnost
pravca
5,259 5,341 0,030 0,082
5,425 5,425 0,025 0,000
5,631 5,447 0,051 -0,184
5,792 5,614 0,028 -0,178
6,201 6,106 0,039 -0,095
6,454 6,415 0,019 -0,039
6,602 6,593 0,015 -0,009
6,866 6,765 0,024 -0,101
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Slika 4.12. Korelacijski pravac izmedu pH vrijednosti ocitanih s pH metra i pH vrijednosti

izracunatih iz kalibracijskog pravca (oduzimanjem pozadinskog zracenja)

Tablica 4.4. Preciznost i tocnost mjerenja s nosivim bezicnim pH senzorom, s oduzimanjem

pozadinskog svjetla

pH izracunat iz
pH kalibracijskog ]
preciznost tocnost
metar pravca (oduzeto

pozadinsko zracenje)

5,259 5,343 0,021 0,084
5,425 5,438 0,014 0,013
5,631 5,455 0,037 -0,176
5,792 5,626 0,027 -0,166
6,201 6,089 0,029 -0,112
6,454 6,417 0,022 -0,037
6,602 6,582 0,020 -0,020
6,866 6,754 0,023 -0,112
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5. ZAKLJUCAK

Kolorimetrijskom karakterizacijom pH osjetljivog bojila GIM-492 imobiliziranog na tekstil
od poliestera odredeno je dinamicko i linearno podrucje djelovanja bojila, to¢nost, preciznost
te ponovljivost mjerenja. Karakterizacija pH osjetljivog bojila imobiliziranog na tekstil
provedena je mjerenjem refleksije zraenja s povrsine osjetilnog podrucja. Dobiveni rezultati
mjerenja izvedeni bez micanja optoelektronickog sucelja u odnosu na pH osjetljivi film
ukazuju da su izvedbene znacajke tocnost, preciznost i ponovljivost bolje u odnosu na bezi¢ne
nosive opticke pH senzore iz literature [29] i [31]. Micanjem optoelektroni¢kog sucelja
dobiveni rezaltati pokazuju neSto loSiju to¢nost i preciznost ali i dalje bolju od sustava
opisanih u literaturi. Takoder, micanjem optoelektronickog sucelja u odnosu na pH osjetljivi
film pozadinsko svjetlo smeta radu senzora tako da su bolji rezultati dobiveni oduzimanjem
pozadinskog svjetla. Eksperimentalno odredeno dinamicko linearno podrucje pH osjetljivog
bojila GIM-492 je izmedu pH=5 i pH=7, §to odgovara primjeni odredivanja pH znoja, ¢ija je

vrijednost izmedu 5,4 i 6,5.

Razvijeni senzor pogodan je za primjenu u fiziologiji sporta zbog neinvazivne i kontinuirane
analize, $to nije moguce posti¢i klasicnim analitickim instrumentima. Prednosti opti¢kih
nosivih kemijskih senzora su brojne: ne zahtijevaju referentni signal, jednostavno ih je
minijaturizirati, omoguc¢uju daljinska odredivanja, mjerenje se moze obaviti u kratkom roku,
omogucena je viSestruka analiza s jednim kontrolnim uredajem, jednostavna intergracija s
tekstilom te opticki signal ne podlijeze elektriénim smetnjama. Ovakvi minijaturizirani nosivi
(bio)kemijski senzori uvelike pojednostavljuju analizu te mogu sluZiti za poboljSanje uéinka

sportasa.
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