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Anotacija. Ampermetrinis biojutiklis yra jrenginys, gebantis matuoti konkrecios
medziagos (substrato) koncentracija. Substrato koncentracija nustatoma matuojant
kintancia laike ar nusistovéjusia biojutiklio generuojama srove. Biojutiklio fermentas turi
pasizyméti selektyvumu, t. y. reaguoti tik su analizuojamu substratu, o tai daznai sudétinga
pasickti, nes fermentai neretai reaguoja su keliomis medziagomis. Siame darbe dviejy
medziagy koncentracijy nustatymui naudojami du biojutikliai, turintys ta patj su dviem
medziagomis reaguojantj fermenta. MedZiagy koncentracijoms pagal biojutikliy
generuojamas sroves atpazinti taikomi dirbtiniai neuroniniai tinklai. Darbe tiriama
biojutiklio charakteristiky (medziagy vidinés difuzijos - difuzijos moduliy) jtaka substraty
koncentracijy nustatymo tikslumui.

Pagrindiniai ZodZiai: biojutiklis, dirbtinis neuroninis tinklas, fermentas, difuzijos
modulis.

Ivadas

Pagrindinés biojutiklio dalys yra fermentinis sluoksnis bei signaly keitiklis su stiprintuvu
(Scheller, Schubert, 1992). Fermentiniame sluoksnyje vyksta fermentiné reakcija, kurios
metu substratas virsta produktu. Signaly keitiklis produkta vercia matuojamu signalu.
Signalo stiprumas tiesiogiai priklauso nuo substrato kiekio. Ampermetriniu biojutikliu
matuojama srove, susidariusi elektrodo pavirsiuje vykstant produkto oksidacijai-redukcijai.
Ampermetriniai  biojutikliai plac¢iai taikomi medicinoje, aplinkosaugoje, pramonéje
(Scheller, Schubert, 1992). Matematiniai biojutikliy modeliai taikomi jy projektavimo
fazéje, siekiant gauti tinkamy charakteristiky ir parametry jrenginj (Baronas ir kt., 2010).

Biojutikliuose naudojami fermentai turi pasizyméti selektyvumu, t. y. reaguoti tik su
analizuojamu substratu. Tai sumaZina galimy naudoti praktikoje fermenty aibe. Siame
darbe nagrinéjami fermentai, reaguojantys su dviem substratais (Scheller, Schubert, 1992).
Tokie fermentai gali bati panaudojami dviejy substraty koncentracijy nustatymui, bet tam
nepakanka vieno biojutiklio nusistovéjusios srovés. Todél dvejuose biojutikliuose,
besiskirian¢iuose naudojamo fermento koncentracija, matuojama nusistovéjusi srové bei

abiejy substraty koncentracijoms rasti taikomas dirbtinis neuroninis tinklas.
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Galimybeé nustatyti keliy substraty koncentracijas, naudojant vieng ampermetrinj biojutiklj bei
dirbtinj neuroninj tinkla, jau yra nagrinéta (Baronas ir kt., 2004; Baronas ir kt., 2007). Siuose
darbuose substraty koncentracijoms nustatyti buvo naudojamas visas biojutiklio atsakas, t. y.
biojutiklio generuojamos srovés reik§més matuojamos kas sckunde visa eksperimento laikotarpj.
Tokj matavimg sudétinga realizuoti techninémis priemonémis, ypa¢ kai matavimus veikia
triukSmai (Baronas ir kt, 2014; Scheller, Schubert, 1992). Dviejy substraty koncentracijy
atpazinimas naudojant dviejy biojutikliy jsisotinimo sroves ir dirbtinj neuroninj tinkla buvo
pagristas skaitiniais eksperimentais, neatsizvelgiant | iSoring medziagy difuzija (Litvinas, 2015),
nors medziagy difuzija labai jtakoja biojutikliy srove (Baronas ir ke, 2010). Taip pat,
ankstesniame darbe nenagrinéta difuzijos modulio jtaka koncentracijy atpazinimo kokybei
(Litvinas, 2015), o tai yra svarbu toliau tesiant tyrimus su realiais duomenimis. Jsisotinimo srové
yra viena paprasciausiai ir tiksliausiai pamatuojamy, (Scheller, Schubert, 1992), tad Siame darbe
nenagrinéjama triukSmo jtaka rezultatams.

Siame darbe tiriamas ampermetrinis biojutiklis su iSoriniu difuzijos sluoksniu.
Biojutiklio veikimo rezultatai gaunami kompiuteriniu modeliavimu. Substraty kiekio
nustatymui naudojamas dirbtinis neuroninis tinklas, nes jis geba ne tik interpoliuoti, bet ir
ckstrapoliuoti (Cybenko, 1989). Ekstrapoliavimas ypa¢ svarbus turint realiy eksperimenty,
duomenis, kurie daznai pilnai nepadengia nagrinéjamos srities. Darbe, analizuojant
santyking koncentracijy nustatymo paklaida, iStirta biojutiklio parametry (difuzijos
moduliy) jtaka substraty koncentracijy atpazinimo tikslumui.

1. Biojutiklio matematinis modelis

Darbe nagrinéjamas vieno fermento dvigubas (reaguojantis su dviem substratais)
biojutiklis. Fermentiniame sluoksnyje taikoma Michaelio-Menten kinetika (Scheller,

Schubert, 1992),
E
S;+S,—>P, +P, (D

¢ia E Zymi fermenta, Sy, S, yra analizuojamieji substratai, o P;, P, — reakcijos produktai.
Biojutiklio modelis apima tris sritis: fermentinj sluoksnj, kuriame vyksta biocheminé¢
reakcija (1) bei difuzinis molekuliy judéjimas, iSorinés difuzijos sluoksnj, kuriame vyksta
tik difuzinis molekuliy pernesimas, ir tirpalo sluoksnj, kuriame substraty ir produkey
koncentracijos iSlicka pastoviomis (zr. 1 pav.) (Baronas ir kt., 2014).
Biojutiklio veikimo matematinis modelis gali bati iSreikstas vienmatéje erdvéje, tarus, kad
naudojama simetriné elektrodo geometrija ir fermentas tolygiai pasiskirstgs vienodo  storio
fermentiniame sluoksnyje (Baronas ir kt., 2010; Schulmeister, 1990).

X
Tirpalas
Difuzijos sluoksnis 4\6
v
- N
Fermentiné membrana \l/d

Elektrodas

1 pav. Biojutiklio principiné schema.
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Molekuliy difuzinis judéjimas ir fermentinés reakcijos kinetika fermento sluoksnyje, esant
stabilioms salygoms, iSreiskiama statinémis reakcijos-difuzijos lygtimis (Baronas ir kt., 2014),

D d*Sie _ (Vi/KD)Sie
e dx? T 1+ X% S /K

D d*Pie _ (Vi/K)Sie
Pie dx2 1+ X2, /K’

(2a)

i=1,20<x<d, (2b)

¢ia x yra erdvés koordinaté, S;.(x) ir P;o(x) yra substrato S; ir produkto P; molinés
koncentracijos fermentiniame sluoksnyje, V; yra maksimalus reakcijos greitis, K; yra
Michaelio konstanta, d — fermentinio sluoksnio storis, Dg,, ir Dp,, yra difuzijos

koeficientai, i = 1, 2.

Difuzijos sluoksnyje vyksta tik molekuliy (substraty ir produkty) difuzinis judéjimas.
Maifant tirpala, difuzijos sluoksnio storis islicka pastoviu, o substraty koncentracija
difuzijos sluoksnio ioréje nekinta,

Sip(d+6) =Sy, Ppd+8)=0,i=1.2, 3
¢ia S; o yra substrato S; koncentracija tirpale (i = 1, 2).

Ampermetriniame biojutiklyje reakcijos produkty koncentracija elektrodo pavirsiuje
(x =0) tampa nuline dél elektrodo poliarizacijos. Substratai elektrodo pavirsiuje
elektrochemiskai nereaguoja, tad jiems taikoma nepratekéjimo salyga,

dsS;
Pie(0) =0, Dsi,ed—;cle . 0.6=1,2 (4)
x=

Esant stabilioms salygoms, substrato ir produkto kiekiai, pratekantys per difuzijos
sluoksnio krasta (x = d + §), yra lygiis substraty ir produkty kiekiams, pratekantiems per
fermentinio/difuzijos sluoksnio ribg (x = d) (Baronas ir kt., 2010; Schulmeister, 1990),

ds; .
Sie d§ x=dS (d)
1,0 — 2,
=Dy, ———5 " (5a)
dPi,e Pi,e (d) .
Ple dx ved —_ _DPi,b 6 ,l —_ 1, 2. (Sb)

Dvigubo biojutiklio jsisotinimo srovés tankis I yra proporcingas oksiduoty ar redukuoty
produkty kiekiui ir gali bati apskai¢iuojama remiantis Faradéjaus ir Fiko désniais (Baronas
ir kt., 2010),
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d 1 d 2
I = IPl +IP2' Ip = anDPled—xe ) IP - nZFDPZed—xe ] (6)

x=0 x=0

¢ia nq ir ny yra elektrony, dalyvaujandiy kravio perdavime elektrodo pavirdiuje, skaicius, F
yra Faradéjaus konstanta, Ip, yra produkto P; generuojama srovés dalis (i = 1, 2).

2. Bedimensinis modelis

Bedimensinis modelis isvedamas sickiant i$skirti esminius biojutiklio matematinio
modelio parametrus bei sumazinti parametry skai¢iy (Schulmeister, 1990). Bedimensinis
modelis, atinkantis dimensinj modelj (2)-(6), gaunamas pakeic¢iant modelio parametrus,
kaip nurodyta 1 lentel¢je.

1 lentelé. Dimensiniai ir bedimensiai modelio parametrai (i = 1, 2).

Dimensinis Bedimensis

X, cm X=x/d

Sier M Sie = Sie/Ki

Pie, M Pie = Pie/K;

Sio» M Sio = Sio/K;

Ip, A/cm? iPi = (Ipid)/(niFDPi_eKi)

Fermentiniame sluoksnyje difuzijos-reakcijos lygtys (2) aprasomos taip,

~

d? ie 2 Sie

o — 7a
ax? 11+Z§=15j,e ( )
dzﬁie 2 §Le

—=—af ———>—,1=1,20<X¥ <1 7b

da af = (d?Vy)/ (Ds; K;) yra difuzijos modulis (Schulmeister, 1990). Si charakteristika
nusako santykj tarp fermentinés reakcijos greicio (V;/K;) ir difuzijos greic¢io fermentiniame

sluoksnyje (Dsi/dz).
Elektrodo pavir$iui (X = 0) krastinés salygos gaunamos is (4),
- dS;
P, .(0) =0, 2“2l =0,i=1,2. (8)

dx |,
£=0

Krastineés salygos, aprasancios difuzijos sluoksnj, gaunamos i (5),

A

ds;

d;e = BS' ( ,0 le(l)) (93)
dpi,e i = .

dz oy = _BPL' Pi,e(l)ll = 1: 2: (9b)
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Ga Ps; = (dDs,,)/(6Ds,,) ir Bp, = (dDp,,)/(6Dp, )i = 1,2, yra Biot skaidiai
(tariame, kad Bs; = Bp, = B,i = 1,2). Biot skaiCius Zymi santykj tarp vidinés ir iSorinés
masés pernesimo varzos (Banica, 2012).

Galime apskaiciuoti bedimens¢ nusistovéjusia srove 1,

~ ~

I=iP1+IP2' (10)

Gautame  kraStiniame uzdavinyje yra du parametrai, nusakantys biojutiklio
charakteristikas (a?, B). Difuzijos modulis @? yra vienas svarbiausiy biojutiklio parametry
(Baronas ir kt., 2010; Schulmeister, 1990). Kai aiz > 1, biojutiklio atsaka nulemia difuzija.

Priesingu atveju (@? < 1) fermentiné reakcija lemia biojutiklio atsaka.
3. Biojutiklio skaitinis modeliavimas

Pseudocksperimentiniams duomenims generuoti naudotas biojutiklio matematinis
modelis (7)-(10). Dél krastinio uzdavinio netiesiskumo lygtis buvo sprendziama skaitiskai,
naudojant baigtiniy skirtumy metoda (Baronas ir kt., 2010).

Darbe nagrinéti du biojutikliai, turintys skirtinga fermento koncentracija. Sie biojutikliai
generuoja skirtingas jsisotinimo sroves: I; ir I,. D¢l skirtingo fermento kickio proporcingai
skiriasi difuzijos moduliai. Tad modeliuojami biojutikliai skiriasi tik dviem bedimensiniais
parametrais: a7 ir a5. Tarkim, pirmojo biojutiklio difuzijos moduliai yra a?, ira3,, o
antrojo - aZ,ir a%,. Tada biojutikliy generuojamos jsisotinimo sroves pazymékime
Li(afy, a3,) ir(afs, a3y).

Turédami jsisotinimo srovés reikSmes I; ir I, , neuroniniu tinklu nustatome
bedimensines substraty S; koncentracijas SA'l-,O, i =1,2. Darbe pasirinkta koncentracijy
s = (§1’0, SA'ZIO) kitimo sritis s € S = [3,2; 12,8]? (Baronas ir kt., 2014).

Keturis difuzijos modulius galima isreikti parametrais p, q ir a?,

at,=at  ad, =pad (112)
ai, = qa?, s,
= qpa’. (11b)

Nagrinésime difuzijos modulio @? bei parametry p ir q jtaka substraty koncentracijy
nustatymo tikslumui. Biocheminés kinetikos pozitriu, parametras q nusako kiek karty
skiriasi fermento koncentracija atskiruose biojutikliuose. Parametras p nusako kick karty
skiriasi maksimalis fermentinés reakcijos greiciai tarp atskiry substraty. Skaitiniams

cksperimentams pasirinkome tiping Biot skaiciaus reik$me¢ f = 1 (Banica, 2012).
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4. Dirbtinio neuroninio tinklo taikymas

Darbe naudotas trijy sluoksniy neuroninis tinklas — jvesties sluoksnis, vienas pasléptas

sluoksnis ir i$vesties sluoksnis (2 pav.) (Cybenko, 1989),
H

g = Z s (BT +y5) + 05, i=1,2, (12)

s=1

¢ia €; reik§mé i-tojo i$vesties neurono, nustatancio i-tojo substrato koncentracijg tirpale,
I = (I3, I;) — jvesties vektorius (biojutikliy generuoja srové), H — paslépto sluoksnio
neurony  skai¢ius, @s;, Bs = (bs1,bs2) s Vs» Uy — svoriai, ¢p(u) =1/(1+e™™) -
sigmoidiné aktyvacijos

vesties 18vesties

sluoksnis i sluoksnis
pasleptas

sluoksnis

2 pav. Dirbtinio neuroninio tinklo schema: I, I, — biojutikliy srovés, €1, €; — neuroniniu tinklu
gautos koncentracijy reik§més.

funkcija. Tokios konfiguracijos neuroninis tinklas yra universalus aproksimatorius
(Cybenko, 1989). Svoriams rasti naudojome Levenbergo-Markardo optimizavimo
algoritma (Marquardt, 1963). Pasléptame sluoksnyje naudojome penkiolika neurony (H =
15). Eksperimentai buvo atlikti ir su kitokiu neurony skai¢iumi: H € {10,20}, bet
nepastebéta reikSmingo skirtumo rezultatuose. Darbe naudota Matlab Newral Network
Toolbox dirbtinio neuroninio tinklo realizacija.

5. Rezultatai

Neuroninio tinklo apmokymui naudota apmokymo aibé, sudaryta i§ jrasy, tolygiai
padengianciy nagrinéjama koncentracijy kitimo sritj (Baronas ir kt., 2014),

S €{qi:q;i = So + 1 X Sopmge = Somin)/Myi = 0,..., M}, (13a)
S = [So,imi Somar)? = [3.2; 12,8134, M = 20. (13b)

Gautas neuroninio tinklo tikslumas buvo patvirtintas naudojant testing aibg (jrasai su
atsitiktinai parinkrais koncentracijy vektoriais i$ kitimo srities S). Testing aibg sudaré 100,
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o apmokymo aibe (M + 1)? = 441 jrasy. Naudojant M = 20 pakankamai tankiai
padengiama koncentracijy kitimo sritis.

Tirpaly koncentracijy nustatymo paklaidai jvertinti naudotas santykinés paklaidos jvertis:
& = |§i,0 - fil/gi,m i =1,2, &a ¢; — prognozuojama reik$me, 51-,0 — tikroji i -tojo
substrato koncentracija. Skaitiniai cksperimentai atlikti desimt karty, randant atskiry
cksperimenty santykinés paklaidos vidurkiy viduting reik§me &;,i = 1, 2.

Eksperimentai buvo atlikti su jvairiomis p ir q reik§mémis, taip gauta funkcija &(p, q),
i =1,2. Rezultatai buvo normuojami maksimalia paklaidos reikSme &4, = 0,45, ir
apskai¢iuojamos procentinés paklaidos: e;(p, q) = (&(p,q)/Emax) X 100%, i =1,2.
Darbe nedaréme prielaidy apie funkcijos e;(p,q) kitima, tad naudojome aibe A =
{1, 2,...103}, kaip kintamujy p € A ir q € A kitimo sritj. Apskai¢iavome funkcijos e;(p, q),
i = 1,2 pavirsiy srityje (p,q) € A®. Rezultatai, naudojant skirtingas a? € {0,1; 1; 10},
pateikti 3 pav.
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,1522;' # ””'?’
Mil I ii;; _
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c) q 8 1010 ¢ p d)
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.o

10 e R R
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3 pav. Santykinés paklaidos e;(p, q),i = 1,2, keidiant a? reikimes: a? = 0,1 (a)-(b), a? = 1 (¢)-(d),

=10 (9-(h).
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I$ pateikty grafiky matome, kad didziausios paklaidos gaunamos, kai p =¢q = 1.
Paklaidos yra apytiksliai lygios maksimaliai paklaidos reik$mei &4, (€;(p,q) = 100%,
kai @ = 1, €;(p,q) = 80%, kai a? € {0,1; 10}), kuri savo ruoztu yra apytiksliai lygi
teorinei paklaidai, gaunamai visada renkantis koncentracijy vidurkio reiksme. Tai patvirtina,
kad p = q = 1 atveju nejmanoma atpazinti substraty koncentracijy. Panasi situacija, kai
p = larba kaig = 1, t. y. nejmanoma nustatyti substraty koncentracijy. Isskyrus atveji,
kai q =1, o p didé¢ja, gauname mazéjancia antro substrato paklaida, 3b ir 3d pav. Tai
paaiskinama vis didéjania antro substrato jtaka bendrai jsisotinimo srovei, kai p didéja. Sis
efektas maziau ryskus 3f pav., nes, turint didele a? reikime, didinant p pasiekiama
jsisotinimo riba, kai antros medziagos jtaka bendrai jsisotinimo srovei nebedidéja.

Visais atvejais maziausia paklaida e;(p, q) = 1%, i = 1,2 pasieckiama, kai p = g = 10.
Kiek didesné paklaida pirmos medziagos atveju, kai @ = 0,1 - €,(10,10) = 4%. Kai
parametras P arba q mazéja, paklaidos did¢ja.

Nagrinéjant atvejj kai @? = 1 (3¢, 3d pav.), matome ryskius funkcijos lazius ties q = 4.
Tai rodo, kad pakankamas fermento kiekio skirtumas (q > 4) yra batinas tiksliam abiejy
substraty koncentracijy prognozavimui, kai a? = 1. Visais atvejais priarté¢jama prie
prognozavimo tikslumo ribos kai p > 4 ir ¢ > 4. Visais atvejais, kaip > 1irq > 1, antro
substrato paklaida mazesné, dél to, kad galioja ai, <ai,, ai, <ai,, t y. antro
substrato jtaka bendrai jsisotinimo srovei yra didesné. Kai biojutiklio atsaka lemia difuzija

aiz > 1 (3e, 3f pav.), gauname maziausias substraty koncentracijy prognozavimo paklaidas.
Isvados

Darbe istirta biojutiklio parametry (difuzijos moduliy) jtaka substraty koncentracijy
nustatymo neuroniniu tinklu paklaidai. Nustatymui naudota biojutikliy jsisotinimo srové, kurig
galima paprastai ir tiksliai pamatuoti. Neuroninis tinklas pakankamai gerai aproksimavo
koncentracijy kitimo funkcijas ir leido istirti difuzijos modulio jtaka koncentracijy nustatymo
tikslumui. Gautos zinos apie difuzijos modulio jtaka svarbios tolimesniems tyrimams naudojant
realiy eksperimenty duomenis. Darbe parodyta, kad pakankamai tiksliam prognozavimui
pakankap > 4 irq > 4, t. y., pakanka, kad fermento koncentracijos atskiruose biojutikliuose bei
maksimaliis fermentinés reakcijos greiciai tarp atskiry substraty skirtysi daugiau nei keturis kartus.
Siekiant maziausios paklaidos, reikia didinti tiek fermento koncentracijos atskiruose biojutikliuose
skirtumg, tick maksimalios fermentinés reakcijos grei¢io skirtuma. Taip pat darbe parodyta, kad
substraty koncentracijy nustatymo paklaidos yra maziausios, kai biojutiklio atsakas yra
nulemiamas difuzijos (t. y. difuzijos modulis a? > 1).

Tolimesniuose darbuose reikia iSnagrinéti biojutiklio geometrijos (f)itaka substraty
koncentracijy nustatymo paklaidai. Taip pat tyrima reikia testi naudojant fiziniy

cksperimenty duomenis.
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THE INFLUENCE OF THE DIFFUSION MODULE TO DETERMINATION
OF TWO SUBSTRATE CONCENTRATIONS BY ARTICIAL NEURAL
NETWORK
Linas Litvinas, Romas Baronas

Summary

The essential part of amperometric biosensor is an enzyme. It should be selective, i.c.,
react only with certain substrate. The selectivity of enzyme reduces the set of possible to use
enzymes. This paper demonstrates that non selective enzymes (reacting with two substrates)
can be used to determine concentrations of two substrates. For this purpose the steady-state
current of two double biosensors was measured. The currents were used as input for an
artificial neural network to determine concentrations of the substrates. The proposed
approach was approved as the relative error of determined concentrations was relatively
small. Paper analyses the influence of biosensor parameters to error values. The

recommendations to error values minimization were obtained.

Key words: biosensor, artificial neural network, enzyme, diffusion module.
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