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Ozetce —Bu calismada, kolorimetrik yontem ile hizh glikoz
tespiti icin, kagit tabanh mikroakiskan analitik bir cihaz (1PAD)
ile cevrimdis1 (internet baglantis1 olmadan) goriintii isleme
ve analiz yapabilen bir akill telefon uygulamasi ile entegre
edilmistir. xPAD’in iiretiminde su emme verimliligine gore diger
kagitlara nazaran daha iyi bir performans sergileyen kagit
havlu tercih edilmistir. Kagit havlu iizerinde ¢PAD iiretimi icin
hidrofobik kanallarin olusturulmasinda 3B yazici ile basilmis bir
kalip iceren kase kullamlmistir. Miirekkep olarak ta hidrofobik
ozellikte ve 151k ile polimerize olabilen bir recine kullanilmustir.
Analizde dogrulugun arttiritlmasi icin sensor iizerinde ilgili alanin
(ROI) cikarm icin bir goriintii isleme algoritmas gelistirilmistir.
Gelistirilen entegre platform, 0.1 ile 1 mM glikoz arahiginda lineer
bir cevap vermis ve olciim limiti de 66.2 M olarak hesaplan-
mistir. Tiim analiz islemleri bir dakikanin altinda tamamlan-
mustir. Son olarak sistemi kullanici dostu yapmak icin ¢cevrimdisi
goriintii isleme tabanh renk degisim analizi yapabilen akilli cep
telefon uygulamasi gelistirilmistir. Uygulamayla entegre edilmis
sensor sistemi, tasmnabilir, hizli, kullanici dostu, ultra diisiik
maliyetli, herkes tarafindan kullanilabilir, basit ve duyarhdir.

Anahtar Kelimeler—p/PAD, glikoz, akilli telefonla kolorimetrik
analiz, goriintii igleme.

Abstract—Paper-based sensors have great potential for use
in many different fields so far. In this study, a paper-based
microfluidic analytical device (uPAD) was integrated with a
smartphone application capable of offline (no internet access)
image processing and analysis for rapid colorimetric glucose
detection. A paper towel was preferred due to its better water
absorption efficiency than other papers. A stamp containing a 3D
printed mold was used to form hydrophobic channels on a paper
towel for the production of ADPAD. A hydrophobic by nature and
light polymerizable resin was used as the ink. In order to increase
the accuracy of the analysis, an image processing algorithm has
been developed for the extraction of the region of interest (ROI)
on the uPAD. The developed integrated platform gave a linear
response in the range of 0.1 to 1 mM glucose and the limit
of detection was calculated as 66.2 ;M. The whole analysis was
completed in less than one minute. Finally, a smart mobile phone
application capable of offline image processing was developed to
make the system user friendly. The integrated sensor system is
portable, fast, user-friendly, ultra-low cost, usable by everyone,
simple and sensitive.

Keywords—pPAD, glucose,
analysis, image processing.
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I. GIRIS

Kagit tabanl sensorler, gevresel izlemeden klinik ve bakim
noktasi testlerine kadar gesitli alanlarda kullamim icin biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Bu sensorler tek kullanimlik, pratik,
uygun maliyet ve kullanict dostu gibi belli avantajlardan
dolay1 son yillarda bilimsel calismalarda oldukga popiiler hale
gelmistir. Bu sensorler farkli sistemlerle entegre edilebilir
ve farkli alanlarda kullanilabilecek sekilde dizayn edilebilir-
ler [1]. Son yillarda kagit lizerinde hidrofobik bariyerlerden
mikro kanallar olusturmak i¢in ¢esitli hidrofobik materyallerin
(PDMS, kati balmumu, paraffin vb.) kullanimi ve bunlarin
farkli iretim teknikleri (plazma uygulamasi, baski vb.) ile
kagida islenmesi iizerine bircok calisma gerceklestirilmistir.
Onerilen bu yontemlerin ve malzemelerin kendilerine 6zgii
avantaj (ucuzluk, basitlik, pratiklik vb.) ve dezavantajlar
(duisiik ¢oziintirlik, hiz, pahalilik vb.) mevcuttur. Mikroanalitik
kagit tabanli sensor yapiminda genellikle Whatman (No. 1)
kagidi kullamilmaktadir [2]-[4]. Mikroanalitik kagit tabanli
sensorlerde bircok farkli tespit yontemi kullanilabilmektedir.
Bunlardan bazilar1 elektokimyasal, kemiliiminesans, floresans
ve kolorimetrik yontemlerdir. Son yillarda en popiiler ve
siklikla kullanilan yontem, basitlik hizlilik, algilama kolaylig1
ve uygulama ucuzlugu yoéniinden kolorimetrik yontemdir. Al-
gilama bolgesinde olusan renk degisikligi gorsel tespit sagla-
makta ve boylece pahali ekipmanlara gerek duyulmamaktadir.
Ornegin, ticari hale getirilmis hamilelik ve idrar test cubuk-
larinda analiz gorsel olarak gercgeklestirilmektedir. Diyabet
son yillarda tiim diinyada yaygin olan ve giin gectikge artis
gosteren bir hastalik haline gelmigtir. Diyabet hastaligi, goze,
kan damarlarina, bobreklere, kalbe ve bircok organa zarar
verebilmekte ve hatta oliimle bile sonuglanabilmektedir [5].
Hastaligin diizenli kontrol edilmesi gerekmekte ve bu kon-
troller kandaki glikoz miktarini 6l¢erek yapilmaktadir. Hastalar
genellikle invazif olarak elde edilen bir damla kandaki glikoz
miktarin ticari olarak iiretilmis glikometrelerle Slgmektedir.
Bu yontem hem enfeksiyon riskini arttirmakta hem de acili ve
rahatsiz edici olarak one ¢ikmaktadir [6]. Son yillarda aragtir-
macilar daha cok tiikiiriik, ter ve gozyasi gibi bircok viicut
stvisinda invazif olmayan giivenilir ve hassas 6l¢iim yapabilen
sensorlerin gelistirilmesi iizerine yogunlagmistir [7]. Akilli
telefonlarda bulunan kamera ve sensor sistemleri teknoloji-
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lerinin gelismesi ile karanlik ortamda bile, yiiksek islemciler
ve yiiksek ¢oziiniirliiklii kameralar sayesinde goriintii analizleri
son yillarda etkili ve hizli bir sekilde yapilabilmektedir [8].
Akilli telefon kameralarinin basit renk degisikligini bile sayisal
olarak analiz edibilmesi bu cihazlar1 kolorimetrik testler gibi
cesitli uygulamalarda cazip hale getirmistir. Bu calismada
temel olarak, hizli ve basit glikoz dl¢iimii icin kagit tabanlt
bir kolorimetrik sensor iiretilmis ve analiz, gelistirilen goriintii
isleme sistemine dayali akilli cep telefonu uygulamasi ile
gerceklestirilmistir. Sensor liretimi i¢in su emme 6zelligi What-
man (No. 1)’e gore daha fazla olan kagit havlu tercih edilmistir.
Hidrofobik bariyerler ii¢ boyutlu yazici ile iiretilmis bir kage
kalib1 ile bu kagit iizerine gegcirilmistir. Hidrofobik bariyer
malzemesi olarak 151k ile polimerize olabilen bir polimer
kullanilmigtir. Daha sonra ol¢tim icin gerekli kimyasallar ve
enzimler algilama alanina yerlestirilmis ve bunlarin her birinin
Olciim iizerindeki etkinligi incelenmistir. Son olarak gelistirilen
akill1 telefon platformu ile glikoz miktar1 6l¢timii gerceklestir-
ilmigtir. Elde edilen sonuglara gore diisiik biitceli, hizli ve
hassas olan bu platformun kan harici viicut sivilarinda invazif
olmayan glikoz Ol¢iimiinde kullanim potansiyelinin oldugu
diigtiniilmektedir.

II. MATERYAL VE METOT

A. Mikroanalitik Kagit tabanli sensoriin iiretimi

SolidWorks (3D CAD dizayn yazilimi) kullanilarak kalip
dizayn1 ¢izilmig ve 3D baski cihazi ile 1.7 mm kalin-
liginda termoplastik filaman ile basilmistir. Basilan dizayn bir
kagenin baski kismina (baski bolgesi 60 x 25 mm) yapistirici
yardimiyla monte edilmigtir. Kagenin s1vi bolmesine hidrofobik
bariyerlerin olusturulmasi i¢in hidrofobik ve 1sikla sertlesen
metakrilik/akrilik recine konulmustur. Kagit havlu {iizerine
hidrofobik bariyerler hazirlanan baski ile basilmigtir. Baski
sonras1 kagidin iki tarafinda da belirgin hale gelen regine 20
saniyede 1s1kla (dalga boyu 390 - 420 nm) sertlestirilmistir.

B. Glikoz él¢iimii

Mikroanalitik kagit tabanli sensorlerin tespit bolgeleri,
glikozun kolorimetrik tespiti igin modifiye edilmigtir. Tlk
olarak, 180 U / ml glikoz oksidaz (GOx), 50 U / ml yaban
turpu peroksidazt (HRP), 3 mM potasyum iyodiir (KI) ve
% 1 (agirhik / hacim) kitosan iceren bir algilama karigimi,
pH 7°de PBS icerisinde hazirlanmigstir. Daha sonra sensorlerin
algilama bolgesine bu karigimdan 5 pl kadar kolorimetrik
ol¢iim icin enjekte edilmistir. Sensorler daha sonra oda sicak-
higinda yaklagik 10 dakika boyunca kurutulmaya birakilmistir.
Algilama bolgeleri (numune yerlestirme bolgesi disindaki her
iki taraf) koruma amaclh seffaf bir bantla kapatilmistir. Numune
yerlestirme bolgelerine degisen konsantrasyonlarda (0.1, 0.25,
0.5, 0.75, 1, 5, 10, 15 ve 25 mM) glikoz iceren 30 ul
alikotlar eklenmis ve yanal akis ile her iki analiz bolgesine
de ulagmasi saglanmistir. GOx, HRP ve kitosan’in analiz
bolgelerinde renk degisikligine katkisi, hepsinin bulundugu
baglangi¢ karigimindan tek tek ¢ikarilarak gosterilmistir. Analiz
ve kontrol bolgelerinde renk de8isimi zamana bagl olarak 1
dakika boyunca gelistirilen akilli cep telefonu tabanli platform
aracilifiyla analiz edilmisgtir.

C. Goriintii Isleme

Goriintii isleme ve sayisal analiz igin ¢PAD’in fotograflar
3B yazicida basilmig bir aparatin akilli telefona entegre
edilmesiyle saglanan karanlik bir ortamda ¢ekilmigtir. Yukarida
belirtildigi gibi, degisik konsantrasyonlarda (0.1, 0.25, 0.5,
0.75, 1, 5, 10, 15 ve 25 mM) 10, 20, 30, 40, 50 ve 60
saniyelerde gerceklesen renk degisimleri, bir akilli telefon
arka kamerast (1 / 2.6 inglik sensor boyutu, 5312 2988
piksel coziiniirliik ve 1.12 piksel boyutuna sahip LG G4
(LG, Giiney Kore) ile “Joint Photographic Experts Group”
(JPEG) formatinda kaydedilmigtir. Goriintiilerde tutarlili§1 ve
tekrarlanabilirligi saglamak icin, akilli telefon kameras1 manuel
modda kullanilmig ve ISO seviyesi (2200), poz siiresi (shutter
speed= 1/10 s), odak seviyesi (focus level= f1.8) ve beyaz
ayart (white balance= 700K) parametreleri ¢ekimler sirasinda
sabit tutulmustur. JPEG formatlarinda elde edilen RGB goriin-
tiller, aydinlatma degisimine daha dayanikli olan HSV (Ton-
Doygunluk Degeri) ve L* a* b* (A¢iklik, Yesil-Kirmizi, Mavi-
Sar1) renkli kanallarina doniistiiriilmiigtiir. Alt1 zaman nok-
tasinda dokuz konsantrasyon degerinin 6lgiilmesi ile olugturu-
lan goriintii veri seti, MATLAB (MathWorks, MA, USA) or-
taminda islem yapmak icin bir bilgisayara aktarilmigstir. Olciim
sonrasi gelisen renk degisimini kapsayan analiz bolgesindeki
ilgili bolge (ROI), gri tonlama doniisiimii, esikleme, bina-
rizasyon, maskeleme, kontur algilama ve giiriiltii giderme de
dahil olmak iizere goriintii isleme algoritmasiyla ¢ikarilmigtir.
Cikarilan ilgi bolgesi daha sonra ortalama R, G, B, H, S, V,
L*, a*, b* degerlerini hesaplamak icin orijinal goriintiilerle
maskelenmistir. Bu degerler daha sonra konsantrasyon deger-
lerine gore kalibrasyon egrisini ¢izmek igin kullanilmigtir.

D. Akilli Telefon Uygulamasi: GlucoSense

Burada, Android Studio’da yazilan ve GlucoSense olarak
adlandirilan yazilim tarafindan kontrol edilen glikozun hizli
kolorimetrik tespiti i¢in akilli telefon tabanli entegre bir plat-
form gelistirilmigtir. MATLAB’da kodlanan goriintii isleme
algoritmasi, JAVA programlama dili ile Android platformu
icin Eclipse’de yeniden kodlanmigtir. Ardindan, hizli bir analiz
gerektiginde yerinde hizli bir gekilde sayisal izleme sagla-
mak i¢in basit ve kullanic1 dostu bir arayiiz tasarlanmugtir.
GlucoSense uygulamasinin ekran goriintiileri, ¢alisma akigini
ve miktar tayin prosediirlerini sunmaktadir. Uygulama, goriin-
tileri akilli telefon kamerasinin galerisine (dahili depolama)
eriserek veya yeni bir goriintii yakalamak i¢in kamera ile al-
maktadir. Kullanic1 goriintiiyii kirparak bir kare icerisine alir ve
hesapla diigmesine dokundugunda, goriintii igleme algoritmasi
goriintii izerinde calistirilir. Uygulamada 6l¢iim bilgisayardaki
goriintii veri seti islenerek elde edilen kalibrasyon egrisi dayan-
maktadir. Genel olarak bu uygulama ilgili bolgedeki en uygun
kalibrasyon egrisini veren R, V ve L* degerlerinde glikoz
konsantrasyonunu hesaplamakta ve sonucu ekranda kullaniciya
sunmaktadir.

III. SONUCLAR

Ik olarak hidrofobik kanallar hem filtre kagidina (What-
man No. 1) hem de kigit havluya metakrilik/akrilik regine
ile 3B yazic1 ile elde edilen bir kase baskisi kullanilarak
hiz testi icin basilmigtir. Baski i¢in kullanilan regine, dogasi
geregi hidrofobik ve rengi yesildir. Kase ile bir veya iki kez
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Sekil 1: Tespit karisiminin bilesenlerinin renk degisimine etkisi (A). Farkli glikoz konsantrasyon degerlerinde uPAD’lerde zamana
bagl degisim (By) ile 60. saniye verilerinden elde edilen kalibrasyon egrisi (Byy)

basilarak, her iki kagit tiiriinde de hidrofobik kanallar olustu-
rulmigtur. Daha sonra, her iki tiir kagittan yapilmis cihazlarda
renkli bir PBS’nin yanal akis hiz1 degerlendirilmigtir. Her iki
sensoriin orta kistmlarinda bulunan ¢ozelti ekleme bolgesine
30 wl renkli ¢ozelti alikotlart enjekte edilmis ve yanal akig
bir kamera ile videoya kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar
kagit havluda yanal akisin filtre kagidina gore ¢ok daha hizli
oldugunu gostermigtir. Kagit havluda ve filtre kagidinda yanal
akis hizlan sirasiyla 6.3 ve 1.2 mm/sn seklinde Olctilmiistiir.
Kagit havlularin gozenekliliginin fazla olmasi nedeniyle suyu
daha verimli emmesi glikozun hizli Ol¢iimiinde bu kagidin
tercih edilmesinin ana nedenlerinden biridir.

Glikoz tespiti i¢in GOx / peroksidaz yontemi kullanilmustir.
Analiz i¢in GOx, HRP, kitosan ve KI karisimi kullanilmigtir.
Temel olarak, GOx, (3-D-glikozun D-glucono-1,5-laktona ok-
sidasyonunu katalizler ve ayrica bir yan iirtin olarak HoOo
iireti. HRP, KI'nin iyodine doniisiimiinii katalize etmek i¢in
yan iriin HoO2’yi kullanir [9] ve boylece analiz bolgesinde
kahverengine benzer bir renk degisimini tetikler. GOx, HRP
ve kitosan’in renk degisimine etkisi bunlarin karigimdan birer
birer cikartilmasiyla degerlendirilmistir. En yiiksek goriiniir
renk yogunlugu bu ii¢ bileseni igeren tespit karigimi ile go-
zlemlenmis (Sekil 1A) ve bu da analiz icin tiim bilesen-
leri iceren tespit karisiminin daha duyarli bir kolorimetrik
analiz saglayacagini gostermistir. Kitosanin, tespit karigiminin
diger bilesenleri ile birlikte kullanildi§inda renk homojenligini
ve piksel yogunlugunu arttirdigi bilinmektedir [10]. Uretilen
uPAD’lerin glikoz tespitindeki performansi, taginabilir akilli
telefon tabanlh bir platform kullanilarak belirlenmistir. Ortam
15181n1n analiz tizerindeki etkisini ortadan kaldirmak i¢in 3B
yazici ile basilan bir aparat kullanilmigtir. Bir sonraki asamada,
glikoz tespitinde kullanilmak iizere kaydedilen JPEG formatin-
daki resimlerde bulunan ROI gelistirilen bir goriintii isleme

algoritmasi ile elde edilmistir. 1lk olarak, goriintiiniin yesil
kanali kullanilarak gri tonlamali bir goriintiiye doniisturtliir.
Daha sonra, otsu yontemi tarafindan hesaplanan bir esik deger
ile binarize edilir. Binarize goriintii, giiriiltii iceren (siyah
alanda beyaz noktalar ve beyaz alanda siyah noktalar), Sekil
2A;;’de verilmigtir. Bu giiriiltiiler, Sekil 2A;; ve Sekil 2A;,’de
gosterildigi gibi morfolojik islemlerle (goriintii isleme) iki
adimda giderildi. Sekil 2A;,’deki giiriiltiisiiz goriintii daha
sonra Sekil 2A’de gosterildigi gibi ROI'yi ¢ikarmak i¢in Sekil
2A;; ile maskelenir. ROI ¢ikarildiktan sonra ortalama R, G, B
degerleri hesaplanir. Aym1 ROI, HSV ve L*a*b* goriintiilerine
uygulanir ve konsantrasyon degisikliklerine bagl olarak renk
degisimini dokuz renk degiskeniyle analiz edilir.

Zamana bagli renk yogunlugunun degisimini gostermek
icin, 0.5, 0.75, 1, 5, 10 ve 15 mM konsanrasyonlarda glikoz
iceren numunelerine ait renk degisim goriintiileri 10, 20, 30,
40, 50 ve 60 s zaman noktalarinda kaydedilmistir. Sekil
2A;’de kolayca goriilebildigi gibi, tiim orneklerin nispi renk
yogunlugu 30 saniyeden sonra neredeyse sabit hale gelmis,
bu da analizin 1 dakikadan daha az bir siirede tamamlan-
abilecegini gostermistir. Gelistirilen entegre sensdr O ile 1
mM arasinda lineer bir cevap vermis (R?: 96.37) ve 6lciim
limiti de 66.2 M olarak hesaplanmusgtir. Son olarak platformun
kullanict dostu olmasi icin goriintii igleme yetenegine sahip
ozel olarak tasarlanmig ve GlucoSense olarak adlandirilmig bir
Android uygulamas1 gelistirilmistir (Sekil 2B). Uygulamada
olciim MATLAB ile daha 6nceki deneylerden elde edilen kali-
brasyon egrisine dayanmaktadir. GlucoSense uygulamasinda,
kullanicinin glikoz seviyesini 6l¢mek igin bir resim se¢mesi
veya cekmesi gerekmektedir. Gelistirilen uygulama analiz
icin gerekli tiim islemleri internet baglantisi olmadan gercek-
lestirmektedir. Yapilan testlerde uygulamanin glikoz tespi-
tini dogru olarak gerceklestirdigi gézlemlenmistir. Gelistirilen
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Sekil 2: Goriintii igleme algoritmasinin adimlart (A) ve gelistirilen GlucoSense uygulamasi ile glikoz 6l¢iimii (B)

uygulamanin yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda doygunluga [8] V. Kilig, N. Horzum, and M. E. Solmaz, “From sophisticated analysis to
ulagmasi nedeniyle glikozun daha diisiik yogunlukta bulundugu colorimetric determination: Smartphone spectrometers and colorimetry,”
ter, gozyast gibi diger viicut sivilarinda kullamminmn daha in Color Detection. IntechOpen, 2018. ' .
uveun oldusu diisiiniilmektedir. [91 M. Sen, K. Ino, K. Y. Inoue, A. Suda, R. Kunikata, M. Matsudaira,
e g $ H. Shiku, and T. Matsue, “Electrochemical evaluation of sarcomeric
a-actinin in embryoid bodies after gene silencing using an lsi-based
2 amperometric sensor array,” Analytical Methods, vol. 6, no. 16, pp.
TESEKKUR 6337-6342, 2014.

Bu cahsma Izmir Katip Celebi Universitesi Bilimsel ~ [10] E. F. Gabriel, P. T. Garcia, T. M. Cardoso, F. M. Lopes, F. T.

Arastirma Projeler Koordinatorliigii tarafindan (Proje No: Martins, and W. K. Coltro, “Highly sensitive colorimetric detection of
glucose and uric acid in biological fluids using chitosan-modified paper

2019-ONAP-MUMEF-0004) ve TUBITAK 116E934 projesi microfluidic devices.” Analyst, vol. 141, no. 15, pp. 4749-4756, 2016.
kapsaminda desteklenmistir.

KAYNAKCA

[1] T. Akyazi, L. Basabe-Desmonts, and F. Benito-Lopez, “Review on
microfluidic paper-based analytical devices towards commercialisation,”
Analytica chimica acta, vol. 1001, pp. 1-17, 2018.

[2] C. K. Camplisson, K. M. Schilling, W. L. Pedrotti, H. A. Stone, and
A. W. Martinez, “Two-ply channels for faster wicking in paper-based
microfluidic devices,” Lab on a Chip, vol. 15, no. 23, pp. 4461-4466,
2015.

[3] T. Akyazi, J. Saez, J. Elizalde, and F. Benito-Lopez, “Fluidic flow
delay by ionogel passive pumps in microfluidic paper-based analytical
devices,” Sensors and Actuators B: Chemical, vol. 233, pp. 402-408,
2016.

[4] Y. Sameenoi, P. N. Nongkai, S. Nouanthavong, C. S. Henry, and
D. Nacapricha, “One-step polymer screen-printing for microfluidic
paper-based analytical device (upad) fabrication,” Analyst, vol. 139,
no. 24, pp. 6580-6588, 2014.

[S] D. Bruen, C. Delaney, L. Florea, and D. Diamond, “Glucose sensing
for diabetes monitoring: recent developments,” Sensors, vol. 17, no. 8,
p. 1866, 2017.

[6] E. Gabriel, P. Garcia, F. Lopes, and W. Coltro, “Based colorimetric
biosensor for tear glucose measurements,” Micromachines, vol. 8, no. 4,
p- 104, 2017.

[71 Q. Liu, Y. Liu, E. Wu, X. Cao, Z. Li, M. Alharbi, A. N. Abbas, M. R.
Amer, and C. Zhou, “Highly sensitive and wearable in203 nanoribbon
transistor biosensors with integrated on-chip gate for glucose monitoring
in body fluids,” ACS nano, vol. 12, no. 2, pp. 1170-1178, 2018.

536



