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Santrumpos ir Zyméjimai

E'S/

laikas

erdviné koordinaté

diskretizavimo tinklelio laiko Zingsnis

diskretizavimo tinklelio erdvés Zingsnis

substrato koncentracija laiko momentu f;, erdveés taske x;.

reakcijos produkto koncentracija laiko momentu #, erdvés taske x;
fermento koncentracija laiko momentu #, erdveés taske x;

1 micelg prasiskverbusio fermento-substrato komplekso koncentracija laiko
momentu #;, erdvés taske x;

1 micelg prasiskverbusio fermento koncentracija laiko momentu #;, erdvés
taske x;

substrato koncentracija

pradiné substrato koncentracija

fermento koncentracija

pradiné fermento koncentracija

fermento prasiskverbusio | micelg koncentracija

1 micelg prasiskverbusio fermento-substrato komplekso koncentracija
fermento-substrato komplekso koncentracija

reakcijos produkto koncentracija

substrato difuzijos koeficientas fermentiniame sluoksnyje

reakcijos produkto difuzijos koeficientas fermentiniame sluoksnyje
substrato difuzijos koeficientas membranoje

reakcijos produkto difuzijos koeficientas membranoje

1 micele prasiskverbusio fermento-substrato komplekso difuzijos
koeficientas

1 micelg prasiskverbusio fermento difuzijos koeficientas

substrato difuzijos koeficientas

reakcijos produkto difuzijos koeficientas



i sroves stipris (ar jam proporcingas dydis)

Faraday konstanta

F

D difuzijos koeficientas

C medZiagos koncentracija
B

jautris

Stinear range  jutiklio tiesinio atsako diapazonas

d jutiklio storis

E fermentas

ES fermento-substrato kompleksas

E" fermentas prasiskverbes 1 micele

E'S 1 micelg prasiskverbusio fermento-substrato kompleksas
substratas

P fermentinés reakcijos produktas

k; fermentinés reakcijos pirmos pakopos grei¢io konstanta

k; fermentinés reakcijos pirmos pakopos griZztamosios reakcijos grei¢io
konstanta

Kear fermentinés reakcijos antros pakopos greicio konstanta

k, fermento prasiskverbimo | micelg greic¢io konstanta

k, fermento pasiSalinimo i§ micelés greicio konstanta

k. fermentinés reakcijos pirmos pakopos griZztamosios reakcijos grei¢io
konstanta

Ku Michaelis konstanta

Vinax Maksimalus reakcijos produkto gamybos greitis

Kp inhibicijos konstanta

1 micelés pavirSiaus plotas

Vv bendras tirpalo tiiris

W Lamberto W funkcija

T temperattira

k, elektrodinés (elektrocheminés) reakcijos greicio konstanta

t, elektrodo {jungimo laiko momentas

- membranos {jungimo laiko momentas



pHy

PHy
EC3.1.1.3
PDCHQ
FPONDS

fermento aktyvumo optimumo pH
membranos pralaidumo optimumo pH
triacilglicerol hidrolaze
O-palmitoil-2,3-dicianohidrochinonas

9-(5’-ferocenilpentanoiloksi)nonil disulfidas



1 Jzanga

Skaitinis (kompiuterinis) modeliavimas yra labai svarbus moksliniy tyrimy metodas,
be kurio Siandien sunkiai isivaizduojami moksliniai tyrimai srityse, kuriose susiduria
kelios disciplinos. Biitent tokiose srityse geriausiai atsiskleidZia kompiuterinio
modeliavimo teikiami privalumai, tokie kaip laiko, fiziniy bei ZmogiSkyju resursy
taupymas, o neretai ir kokybiSkai nauju Ziniy apie tiriama sistema gavimas, kuriy
tiesiogiai neblity galima gauti atliekant fizinius eksperimentus. Viena tokiy sri¢iy, kur
susiduria kelios disciplinos ir kur kompiuterinis modeliavimas gali biiti itin naudingas,
yra biojutikliai. Sie jutikliai yra maZi analitiniai prietaisai, gebantys greitai analizuoti
aplinka ir padedantys kontroliuoti sudétingus biotechnologinius procesus ar ispéti
visuomeng¢ apie galimai grgsiant] pavojy. Jau istoriSkai pirmieji biojutikliai, skirti
gliukozés kiekiui kraujyje nustatyti, neatpaZistamai pakeit¢ serganciyjy diabetu
gyvenima. Siandien su biojutikliais galima susidurti kone kasdien tokiose svarbiose
srityse kaip medicina, aplinkosauga, terorizmo prevencija. Taciau biojutikliy
panaudojimo sritis tuo neapsiriboja: jie s€kmingai naudojami {vairiose pramonés srityse,
kur reikia kontroliuoti sudétingus technologinius procesus, tokiose kaip maisto,
popieriaus, tirpikliy ir kt. Tobulinant esamus ir kuriant naujus biojutiklius galima iSplésti
ju panaudojimo sritis, tiek kokybiSkai, tiek kiekybiSkai pagerinti pramoninius produktus,
visuomenes sveikatos apsauga bei sauguma nuo terorizmo grésmiy. Nauju biojutikliy
kiirimas ir egzistuojanciy tobulinimas yra ta sritis, kurioje susiduria kelios disciplinos:
fizika, chemija, matematika ir informatika. Procesai, vykstantys biojutiklyje, tokie kaip
difuzija, elektrodu tekanti srové¢ ir kt. priklauso fizikos sriciai, kiti, tokie kaip medZiagy
skilimas veikiant fermentams — biochemijai, o fermentinés reakcijos produkty oksidacija
ant elektrodo — elektrochemijai. O tam, kad perprasti kaip biojutikliai veikia ir kokiy
kiekybiniy parametry tikétis esant vienoms ar kitoms aplinkos salygoms, bandoma
vykstan€ius procesus ir juos nusakancius kiekybinius parametrus apraSyti
matematinémis lygtimis, kitaip tariant, sudaromi ir analizuojami biojutikliy matematiniai
modeliai. Ne visada Siuos procesus apraSancias lygtis galima iSsprgsti analitiniais

metodais, todél daznai kiek sudétingesniy sistemuy matematiniy modeliy lygtis tenka



spresti  skaitiniais metodais pasitelkiant kompiuterius. Siy sri¢iy Ziniy bendras

panaudojimas yra raktas 1 s€kminga biojutikliy tobulinima.

1.1 Tyrimy sritis

Biojutikliai, kaip ir imunologinés technologijos, geny bei baltymy inZinerija, yra viena
sparciausiai besivystan¢iy biotechnologijos sriciy, tiek tyrimy, tiek taikymu prasme.
Kaip minéta auks$Ciau, biojutikliai yra analitiniai prietaisai sudaryti i§ biologisSkai
aktyvios medziagos, kuri reaguodama 1 analita (analizuojama medZiaga) generuoja
signala, o signalo keitimo ar detekcijos elementas paverCia §i signala 1 patogesng
analizavimui forma (pvz. elektring) [Schell92, Blum91]. Kaip jautrusis biologinés
kilmés elementas gali biiti naudojami fermentai, antikiiniai ar net visos lastelés, o kaip
signalo keitimo sistema gali biiti naudojami elektrodai, fotoelementai ir kitos priemonés.
Praktikoje placiausiai paplitg¢ fermentiniai amperometriniai biojutikliai.

Siandien biojutikliai taikomi {vairiose srityse: medicinoje, aplinkosaugoje,
bioterorizmo grésmiy prevencijoje, patogeny bei toksiny detekcijoje, maisto, popieriaus,
tirpikliy ir kt. pramonés Sakose. Paprastai jie naudojami ten, kur analitiné laboratorijos
lranga néra prieinama ar kai ilgas tyrimo laikas néra priimtinas. Biojutikliai savo
savybémis gerai tinka tokiam pritaikymui, nes yra nedideli, mobilis, jautrlis ir greiti
[Schmi98, Born99, Houde04, Blum91]. Biojutikliy tolimesnis tobulinimas iSlieka
aktualia problema, nes bitent tobulinant biojutiklius ple¢iama ju panaudojimo sritis.
PavyzdZiui konstrukcinés biojutikliy inovacijos, labai svarbios siekiant sukurti
implantuojamus biojutiklius, kurie biity biologiSkai suderinami, ir implantuoti { kiing
galéty patikimai funkcionuoti ilga laika [Tran93, Yang06, Yu06].

Kitas naujo biojutiklio pritaikymo pavyzdys, tai lipazes, triacilglicerolhidrolazés (EC
3.1.1.3), skaldancios triacilglicerolius alyvos / vandens pavir§iuje ir placiai pritaikomos
maisto, popieriaus, farmacijos, kosmetikos, odos ir tekstilés pramon¢je aktyvumo jutiklis
[Schmi98, Houde04]. Paprastai fermento aktyvumo tyrimas atliekamas titravimo bidu ir
tam reikia laboratorinés irangos, o tas ne visuomet praktiSka. Neseniai buvo publikuotas
naujoviskas Sios lipazés amperometrinis aktyvumo nustatymo metodas [IgnatOS].
Publikacijoje apraSytoje analitin¢je sistemoje kaip lipazés substratas panaudotas
sintetinis junginys O-palmitoil-2,3-dicianohidrochinonas (PDCHQ), turintis tiek esterio,

tiek elektroaktyvias hidrochinono grupes. PDCHQ molekulés istirpintos Triton X-100



micelése, o fermentinés hidrolizés produktas, 2,3-dicianohidrochinonas, difuzijos déka
lengvai oksidavosi ant elektrodo, Sio proceso sparta proporcinga lipazés aktyvumui
[Ignat05, BardO1].

Dar vienas naujoviskas Sios lipazés aktyvumo nustatymo biidas buvo pasiiilytas tos
padios autoriy grupés [Valin05]. Sis metodas iSsiskiria tuo, kad elektrodas yra
padengiamas substratu. Padengimas suformuojamas uZlaSinant maZa kieki 9-(5’-
ferocenilpentanoiloksi) nonil disulfido (FPONDS; [Fc-(CH,),COO(CH,)yS-],) etanolio
tirpalo ant auksinio elektrodo pavirSiaus padengto heksanetiolio savaime
susiformuojan¢iu monosluoksniu. Redoksoaktyvios FPONDS feroceno grupés generuoja
amperometrini signala, kurio intensyvumas proporcingas FPONDS molekuliy skaiiui
ant elektrodo pavirSiaus. Elektrocheminio signalo gesimo greitis proporcingas lipazés
aktyvumui.

AukSciau apraSyti naujoviski biojutikliai skiriasi nuo tradiciniy tuo, kad biologinés
kilmés jautrioji medZiaga yra ne fermentas, kaip iprasta, o jo substratas. Tai yra
struktliriné inovacija. Kita galima struktiiriné biojutiklio inovacija — valdomo laidumo
membrana. Teoriniy galimybiy sukurti tokj biojutiklj yra, t.y. egzistuoja medZiagos kuriy
laidumas priklauso nuo jgauto kriivio ar terpés pH [Shimi88]. Taciau, norint isitikinti
tokio hipotetinio biojutiklio praktiSkumu, paprasCiausia tai padaryti pasitelkiant
matematinj bei skaitini modeliavima.

Skaitinis biojutikliy modeliavimas yra vienas svarbiausiy irankiy, naudojamy kuriant
naujus ir tobulinant egzistuojancius biojutiklius. Pagrindinis skaitinio modeliavimo
tikslas yra nustatyti, kurie veiksniai (tokie kaip cheminiy reakcijy greitis, difuzijos
greitis, bioaktyvaus elemento aktyvumas ir t.t.) labiausiai lemia biojutiklio atsaka i
analito koncentracija bei laiking jo charakteristika. Matematinis modelis apraSo
biojutiklyje vykstancius fizinius bei cheminius procesus, o pagal §i model; atliekant
skaitini modeliavima (iSsprendZiant sistema aprasSancias lygtis skaitiSkai) galima stebéti
bei modifikuoti Siy procesy parametrus norimu masteliu. Paprastai biojutiklyje vyksta
keletas procesy, tai fermento reakcija su substratu, gauto komplekso skilimas, skilimo
produkto oksidacija / redukcija ant elektrodo, taip pat visy Siy medZiagy difuzija. Vienu
eksperimentu negalima ivertinti visy Siy procesu santyking svarba galutiniam biojutiklio
atsakui [Coop04]. Taciau, jei atliekama eksperimenty serija su jvairiomis salygomis ir

Siy eksperimenty rezultatai lyginami su kinetiniu biojutiklio modeliu, tuomet galima
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tikétis daug geresnio sistemos supratimo. Tad matematinis biojutiklio modelis yra tas
instrumentas, kuris leidZia tikslingai planuoti biisimus eksperimentus bei pagerinti
biojutikliy parametrus konkretiems taikymams. Ir atvirk$¢iai, jei nebiity patikimo
biojutiklio matematinio modelio, tuomet tyréjams reikty atlikti dideli kieki fiziniy
eksperimenty, kad bandymy ir klaidy keliu gauti toki pati Ziniy, kaip veikia sistema,
kieki [Coop04]. Taigi skaitinis modeliavimas ne tik taupo laika bei resursus reikalingus
atlikti fiziniams eksperimentams, bet ir leidZia praplésti Zinias bei supratima kaip veikia

konkreti bioanalitiné sistema, kas yra biitina siekiant efektyviai tobulinti biojutiklius.

1.2 Tyrimo objektas

Sios disertacijos tyrimo objektas yra matematiniai bei skaitiniai modeliai apraSantys
naujovisky biojutikliy, skirty lipazés aktyvumui nustatyti, veikima. Taip pat fiziniai
parametrai lemiantys Siy jutikliy atsaka. Kiti Sios disertacijos objektai — matematinis bei
skaitinis modeliai apraSantys biojutikli su valdoma membrana, Siame jutiklyje vykstantys

procesai, jo atsaka lemiantys veiksniai.

1.3 Darbo tikslai

e Parinkti bei pritaikyti matematini ir skaitini modelius lipazés aktyvumo
nustatymo biojutikliui, kuriame naudojamas substratas iStirpintas micelése.
Praktiskai ivertinti parinkto modelio tinkamuma bei iStirti pagal §i modeli
veikiancio biojutiklio atsako laika.

e Parinkti bei pritaikyti matematini ir skaitini modelius lipazés aktyvumo
nustatymo biojutikliui, kuriame naudojamas elektrodo padengimas plonu
substrato sluoksniu. PraktiSkai jvertinti parinkto modelio tinkamuma bei istirti
pagal 8§1 modelj veikiancio biojutiklio savybes.

¢ Pasitelkiant skaitini modeliavima iStirti biojutiklio patobulinimo galimybes bei

praktiSkuma, iprasta stating membrang pakeiciant valdoma.
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1.4 Pagrindiniai rezultatai ir naujumas

Skaitinio modeliavimo budu apskai¢iuota kaip veiks biolektroanalitiné sistema, skirta
Thermomyces lanuginosus lipazés aktyvumo nustatymui, kai substratas iStirpinamas
micelése, pagal paprasta vieno difuzijos sluoksnio modeli. Nustatyta, kad [Verger72]
aprasyta kinetini modeli papildZius kinetine substrato lygtimi, gaunamas geras sutapimas
su eksperimentiniais duomenimis. Remiantis skaitinio modeliavimo rezultatais
pasitlytas originalus kinetiniy konstanty rinkinys, apraSantis Thermomyces lanuginosus
lipazés saveika su sintetiniu substratu O-palmitoil-2,3-dicianohidrochinonas, kuris
iStirpintas micelése. Nustatyta, kad papildomo difuzijos sluoksnio ivedimas (taikant
besisukancio elektrodo metoda) sumaZino pradini sistemos atsaka (t.y. srovés stipruma
kai fermentas ileidZiamas 1 sistema). Skaitmeniniai eksperimentai taip pat parodé, kad
iSorinio difuzijos sluoksnio susiaurinimas, leisty gauti stipresni sistemos atsaka.

Pasitlytas Thermomyces lanuginosus fermento aktyvumo nustatymo, naudojant
substratu padengta elektroda, originalus kinetinis modelis dave gera sutapima tarp
modeliavimo ir eksperimentiniy duomeny. Pagal fizinio eksperimento analizés
rezultatus, nustatyta, kad substrato (FPONDS) koncentracijos maZéjimas pasireiskia
dviem skirtingomis priklausomybémis nuo laiko: pirma — eksponenting, antra — t' tipo.
Tai rodo, kad sistema aprasancios lygciy sistemos dS/dt lygtyje konkuruoja du nariai:
pirmos ir antros eilés (substrato koncentracijos atZvilgiu). Skaitmeninio modeliavimo
rezultatai parodée, kad geras eksperimento ir modeliavimo duomeny sutapimas galimas
tik tuomet, kai atsizvelgiama i netiesini nusiplovimo procesa. Sis procesas gali biiti
paaisSkintas, kaip dviejy skirtingo grei¢io tiesinio nusiplovimo procesy (greitas
substratas-substratas sluoksniy nusiplovimas ir létas substratas-elektrodas sluoksnio
nusiplovimas) bendras veikimas. Sis modelis remiasi tuo, kad substratas formuoja vos
keliu molekuliy storio sluoksni ant elektrodo pavirSiaus, tad nusiplovimo greicio
konstanta keiciasi (tiesiSkai) su substrato koncentracija nuo didelés, kai nusiplauna
silpnai sukibg substratas-substratas sluoksniai iki maZos, kai nusiplauna substratas-
elektrodas sluoksnis. Ir visas §is procesas bendrai matomas kaip antros eilés narys
substrato koncentracijos atzvilgiu.

Pasiiilytas originalaus biojutiklio su valdoma iSorine membrana matematinis modelis

atsizvelgiantis | terpés pH bei temperatira. Identifikuoti biojutiklio parametrai,

11



leidziantys nustatyti kada biojutiklis pereina i§ vieno darbo rezimo 1 kita. ISnagrinéti keli
speciallis atvejai, kai fermento aktyvumas ir membranos laidumas priklauso nuo pH.
Nustatyta, kad jutiklio atsako laikas jautrus jutiklio darbo reZimui, ir ypatingai jautrus
ribinéje srityje. Giliame difuziniame reZime jutiklio tiesinio atsako diapazonas gali biiti
iSpléstas keliomis eilémis. ISnagrinéta kaip veikty biojutiklis kaupimo-stripingo reZime,
jei turéty valdoma laike membrang. Skaitinio modeliavimo buidu nustatyta, kad tinkamai
parinkus membranos jjungimo laika galima gauti Zymiai stipresni biojutiklio atsaka, su

salyga, kad reakcijos produktas menkai inhibuoja fermenting reakcija.

1.5 Ginami teiginiai

1. Pasiiilytas kinetine substrato lygtimi papildytas modelis, apraSantis lipazés
aktyvumo nustatymo biojutikliui, kuriame naudojamas substratas iStirpintas
micelése. Papildytas modelis gerai tinka Siam jutikliui modeliuoti, jei daroma
prielaida kad biojutiklis yra uZdaras (nei substrato, nei fermento papildomai
nepatenka).

2. Pasililytas netiesiniu nusiplovimo nariu papildytas matematinis modelis
apraSantis lipazés aktyvumo nustatymo biojutikli, kuriame naudojamas plonu
substrato  sluoksniu padengtas elektrodas. Pasitlytas modelis jutikliui
modeliuoti tinka geriau nei tradicinis kinetinis modelis.

3. Skaitinio modeliavimo biidu nustatyta, kad biojutiklio stating membrana
pakeitus membrana, kurios laidumas netiesiSkai kinta kartu su terpés pH,
galima sukonstruoti lengvai perkonfigliruojama (perjungiant i§ Kinetinio {
difuzini reZima) biojutikli, kuris vienoje konfigiiracijoje biity itin jautrus, o
kitoje turéty platy tiesinio jautrumo diapazona.

4. Skaitinio modeliavimo budu nustatyta, kad biojutiklis su SuoliSkai laike
valdoma membrana turi pranaSuma prie§ biojutikli su statine membrana,
tuomet kai jutiklis dirba kaupimo-stripingo reZime, o reakcijos produktas

silpnai inhibuoja fermenting reakcija.
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1.6 Darbo rezultaty pristatymas ir publikavimas

Darbo rezultatai pristatyti:

1. Tarptautiniame seminare ,,20th Nordic Seminar on Computational Mechanics®,
vykusiame 2007 m. Gioteburge (Svedija), perskaitytas prane§imas
"Computational Modeling of the Substrate Wash off in Electrobioanalytical
System" (bendraautoriai F.Ivanauskas, V.Razumas).

2. Lietuvos Matematiky Draugijos XLIX konferencijoje, vykusioje 2008 m.
Kaune, perskaitytas praneSimas ,,Valdomos membranos panaudojimas
tobulinant biojutiklius* (bendraautoriai F.Ivanauskas, V.Laurinavicius).

3. Tarptautin¢je 12-ojoje Matematinio Modeliavimo ir Analizés konferencijoje,
vykusioje 2007 m. Trakuose, perskaitytas praneSimas ,,Computational
Modeling Of The Amperometric Bioanalytical System For Lipase Activity
Assay: A Time-dependent Response‘ (bendraautoriai F.Ivanauskas, I.Ignatjev,
G.Valinc¢ius, V.Razumas).

4. Lietuvos Matematiky Draugijos XLVIII konferencijoje, vykusioje 2007 m.
Vilniuje, perskaitytas praneSimas “Lipaze paremty biojutikliy kompiuterinio
modeliavimo ir praktiniy rezultaty palyginimas” (bendraautoriai F.Ivanauskas,
LIgnatjev, G.Valin¢ius, V.Razumas).

5. Lietuvos Matematiky Draugijos XLVII konferencijoje, vykusioje 2006 m.
Kaune, perskaitytas praneSimas “Plony biojutikliy ~ kompiuterinis

modeliavimas” (bendraautoriai F.Ivanauskas, V.Razumas).
Darbo rezultatai publikuoti:

1. M. Puida, F. Ivanauskas, I. Ignatjev, G. Valin¢ius, V. Razumas,
Computational modeling of the amperometric bioanalytical system for lipase
activity assay: a time-dependent response. Nonlinear Analysis: Modelling and
Control, 12 (3), p. 245-251, 2007.

2. M. Puida, F. Ivanauskas, 1. Ignatjev, G. Valincius, V. Razumas, Computational
modeling of the electrochemical system of lipase activity detection, Sensors, 8

(6), p. 3873-3879, 2008.
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3. M. Puida, F. Ivanauskas, V. Laurinavicius, Mathematical modeling of the
action of biosensor possessing variable parameters, (2009 m. geguzés 1d.

priimtas publikavimui Journal of Mathematical Chemistry).

Darbo rezultaty publikacijos konferencijy medZziagoje:

1. M. Puida, F. Ivanauskas, V. Razumas. Computational modeling of the
substrate wash off in electrobionalytical system, Proceedings of the 20th
Nordic seminar on computational mechanics / edited by R. Larsson, K.

Runesson. Goteborg, 2007.

Publikacijos kitomis temomis:

1. M. Puida, F. Ivanauskas. Light beam phase retrieval in nonlinear media: a
computer simulation, Lietuvos matematikos rinkinys, t. 45, spec. nr., p. 504-
508, 2005.

2. V.Jukna, G. Tamosauskas, G. Valiulis, M. Aputis, M. Puida, F. Ivanauskas, A.
Dubietis, Filamentation of ultrashort light pulses in a liquid scattering medium,

APPLIED PHYSICS B-LASERS AND OPTICS, 94 (1), 2009.

1.7 Disertacijos struktiira

1-ame skyriuje apibréZiama tyrimy sritis, tyrimo objektas, nustatomi darbo tikslai.
Glaustai pateikiami pagrindiniai rezultatai ir ju naujumas. Suformuluojami ginami
teiginiai. Pateikiamas publikaciju bei darbo rezultaty pristatymo sarasas, glausta
disertacijos struktiira.

2-ame skyriuje pateikiama iSsami tyrimy srities literatliros apZvalga. ApZvelgiama
kas yra biojutikliai, kokie juy tipai, kuo jie aktualiis, kuriomis kryptimis vykdomi juy
tyrimai ir kaip jie siejasi su Sios disertacijos tyrimy objektais. Taip pat apZvelgiama
kokie matematiniai modeliai taikomi biojutikliy modeliavime, kokie jy privalumai ir
trikumai, kurie metodai taikomi esant tam tikroms prielaidoms. Kartu pateikiama

skaitiniy metody, skirty biojutiklius aprasanciy lyg¢iu sprendimui, santrauka bei analize,

14



pateikiama argumentacija, kodél Sie metodai pasirinkti kaip skaitinio uZzdavinio
sprendimo irankiai.

3-ame skyriuje aprasoma biojutiklio, skirto matuoti lipazés aktyvumui, kai substratas
iStirpinamas micelése, tyrimo metodika, tyrimo rezultatai bei iSvados. Pirmame
poskyryje pateikiamas trumpas ivadas 1 nagrin¢jamo biojutiklio problematika. Antrame
Sio skyriaus poskyryje pateikiamas fizinis sistemos modelis. TreCiame poskyryje
pateikiami du matematiniai modeliai. Ketvirtame poskyryje apraSomas skaitinis
modeliavimas ir jo rezultatai. Penktame poskyryje pateikiamos tyrimo iSvados.

4-ame skyriuje aprasoma biojutiklio, skirto matuoti lipazés aktyvumui, kai
elektrodas padengiamas substratu, tyrimo metodika, tyrimo rezultatai bei iSvados.
Pirmame poskyryje pateikiamas trumpas {vadas { nagrin¢jamo biojutiklio problematika.
Antrame S$io skyriaus poskyryje pateikiamas fizinis sistemos modelis. Tre¢iame
poskyryje pateikiamas tradicinis ir patobulintas matematiniai modeliai. Ketvirtame
poskyryje apraSomas skaitinis modeliavimas ir jo rezultatai. Penktame poskyryje
pateikiamos tyrimo iSvados.

S-ame skyriuje apraSoma dviejy teoriniy biojutikliy su valdomomis membranomis
tyrimo metodika, tyrimo rezultatai bei iSvados. Pirmame poskyryje pateikiamas trumpas
ivadas 1 nagrin¢jamy biojutikliy problematika. Antrame Sio skyriaus poskyryje
pateikiamas fizinis sistemos modelis. TreCiame poskyryje pateikiami kiek skirtingais
principais veikian¢iy biojutikliy matematiniai modeliai. Ketvirtame poskyryje aprasomas
skaitinis modeliavimas ir jo rezultatai. Penktame poskyryje pateikiamos tyrimo i§vados.

6-ame skyriuje pateikiamos svarbiausios darbo i§vados.

7-ame skyriuje pateikiamas cituojamos literatiiros sarasas.
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2 Literatiros apzvalga

2.1 Biojutikliai

Ivairioje literatliroje biojutiklis apibréZiamas gana skirtingai. Placiaja prasme jis
apibréziamas kaip analitinis prietaisas, reaguojantis i biologinés kilmés medZiagy
koncentracija ar aktyvuma. Siame apibréZime neminimi jokie reikalavimai tokio jutiklio
sandarai. Tad praktiskai bet koks jutiklis, fiziSkai ar chemiSkai reaguojanti i biologinés
kilmeés medziagas, gali buti vadinamas biojutikliu. Netgi elektrodas implantuotas 1 gyvo
organizmo audinius gali biti vadinamas biojutikliu [Blum91]. Siaurgja prasme
biojutikliu vadinamas analitinis prietaisas, kuriame kaip jautrusis elementas panaudotas
biologinés kilmés medZiaga. Taip apibréZtus biojutiklius ir nagrinésime Siame darbe.

Pirmieji tokj biojutiklj apras¢ Clark ir Lyons [Clark62]. Ju apraSytas biojutiklis buvo
sudarytas i§ deguonies elektrodo, veikiancio kaip signalo keitiklis, ir jautriosios
medZiagos — gliukozés oksidazés fermento, o tiriamoji medZiaga buvo gliukozé. Sis
jutiklis iSnaudojo tai, kad fermentiniu biidu oksiduojant gliukozg¢ susidaro vandenilio
peroksidas (H,O,) ir pastarojo koncentracija gal¢jo biiti stebima elektrocheminiais
metodais. Fermentui apsaugoti buvo panaudota selektyviai laidi membrana. Tokia
jutiklio konstrukcija padéjo stipriai pagerinti amperometrinés sistemos laiduma.

Vélesniais laikais S§i technika buvo tobulinama parenkant skirtingus elektrodus,
skirtingus fermento imobilizavimo metodus, skirtingas jautrigsias medZiagas, o taip pat
amperometrija kartais buvo kei¢iama potenciometrija [Guilb69].

Su laiku taip pat nusistovejo ir abstrakti biojutiklio struktiira: jautrusis biologinés
kilmes elementas ir signalo keitimo elementas. TipiSka biojutiklio struktiiriné schema

pavaizduota 2.1 pav. [Buerk95]:
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2.1 pav. Tipiska biojutiklio struktiiriné schema: 1 — signalo keitiklis / detektorius (pvz. elektrodas), 2 — vidiné
membrana, 3 — biologinis elementas, 4 — iSoriné dalinai laidi membrana, 5- analito tirpalas.

Jautriojo elemento paskirtis — atpaZinti tiriamosios medZiagos koncentracija ar
aktyvuma. Signalo keitimo elemento paskirtis jautriojo elemento sugeneruota signala
paversti | praktiSkesng forma (daZniausiai elektring). Kaip jautrieji elementai pradéti
naudoti ne tik fermentai, bet ir antikiiniai ar net visos lastelés. Signalo konversijos
elementas gali veikti elektrocheminiu, optiniu, ar masés variacijos biidu [Blum91].

TipiSka biojutiklio veikimo schema pavaizduota 2.2 pav.

. . biomolekulinis el signalo .
Analizuojama atpaZinimas Fizinis- Keitimas Matavimo
medZiaga »  cheminis » rezultatas
signalas

2.2 pav. Jautrusis elementas atpaZjsta analizuojama medZziaga ir suformuoja fizinj-cheminj signala, kuris signalo
keitimo elemento paverc¢iamas i praktiSkesne forma, t.y. suformuoja matavimo rezultats.

Biologinés kilmés jautrusis elementas, skirtas atpaZinti konkre¢ia medZiaga, savo
darba atlieka puikiai, bet praktiskai neatpazista kity medZiagy. PavyzdZziui, gliukozés
oksidaz¢ labai specializuotas fermentas, o alkoholio oksidazé atpaZista gana platy
alkoholiy spektra. Tokiy medZiagy jautrumas yra prigimtiné savybe, kuri sunkiai
pasiduoda modifikavimui. Taciau signalo keitimo sistema gali biiti parenkama Siek tiek
paprasCiau. Yra keletas universaliy metody atpazinti jvykusia reakcija, pavyzdZiui,
Silumos kiekio variacija (praktiSkai kiekviena reakcija yra susijusi su Silumos kiekio
pokyc¢iu). Kitas universalus metodas — masiy variacija, leidZianti atpaZinti molekules

pagal masg, ypatingai tinkanti antigeny-antikiiniy reakciju stebéjimui.
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Atkreiptinas démesys, kad Sios biologinés sistemos turi dideli panaudojimo
potenciala, bet tuo paciu metu yra labai jautrios aplinkos salygoms. Dauguma fermenty
denattiruojasi temperatiroje aukStesnéje nei 100°C, o veikia tik siaurame 15-40°C
temperatiiry ruoZze. Dauguma fermenty yra aktyviis tik tam tikrame pH intervale ir
aktyvumo maksimumo pH reik§mé turi biti suderinama su signalo keitimo sistemos
veikimo pH intervalu. Taip pat pastebétina, kad dauguma tokiy sistemy veikia tik
tirpaluose, retesniais atvejais dujinéje fazéje [Blum91].

Kita svarbi problema yra kaip imobilizuoti jautriaja medZiaga bei apsaugoti nuo
aplinkos poveikio. Si problema sprendZiama jautriaja medZiaga iterpiant i geli arba
pridengiant selektyviai laidZia membrana. Su Sio uZdavinio sprendimu susijgs ir kitas
nepageidautinas veiksnys — interferencija, t.y. signalo keitimo sistema, turinti platinos
elektroda, reaguoty tiek i vandenilio peroksido molekules, tiek 1 askorbo rugsties
molekules, Siuo atveju taip pat padeda selektyvaus laidumo membranos. Kartais
biojutiklis konstruojamas pasitelkiant kelias membranas: vieno tipo membrana
montuojama ant elektrodo ir apsaugo nuo signalo interferencijos, o kito tipo membrana
montuojama ant fermentinio sluoksnio, praleidZia tik tiriamaja medZiaga ir apsaugo
fermenta nuo iSorés poveikio.

Siuo metu biojutikliams keliami $ie reikalavimai: selektyviai, nuolatos, greitai ir
tiksliai reaguoti 1 tiriamaja medZiaga, taip pat pageidautina, kad nereikty pridéti jokiy
papildomy medZiagy. Paprastai, Siems reikalavimams patenkinti, biojutiklis
konstruojamas integruojant jautryji elementa kartu su signalo konversijos sistema. Todél
daugeliu atveju biojutiklis yra smulkus (rasiklio dydZio) prietaisas. Kai kuriais atvejais
signalo konversijos sistema turi biti atskirta nuo jautriojo elemento, pavyzdZziui, kai
nesuderinami jy veikimo terpés pH. O kai naudojama optiné signalo konversijos sistema,
tuomet fermentu padengiama skaidraus vamzdelio vidiné sienelé, o tiriamoji medZiaga
leidziama tuo vamzdeliu, o liuminiscencinés reakcijos rezultatas stebimas i§ iSorés.
TipiSko biojutiklio veikimo greitis, lyginant su alternatyviais metodais, labai geras,
pavyzdziui fermentinio biojutiklio atsako laikas apie 30 sek., imunologinio — 15 min., o
mikrobiologinio — 30 min [Blum91]. Idealiu atveju siekiama, kad biojutiklis veikty
nuolatos ir be jokiy papildomy medZiagy, t.y. kad jutiklj biity galima talpinti tiesiai |
tiriamaja aplinka. Taciau ne visada reikia visais atZzvilgiais idealaus jutiklio, tad

praktikoje yra pritaikymy ir vienkartiniams bei gana létiems jutikliams.
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Siuos kokybinius jutiklio parametrus svarbu jvertinti skaiiais, nes tik taip objektyviai
galima palyginti skirtingus biojutiklius ir nustatyti, kuris buty tinkamesnis konkre¢iam
uzdaviniui spresti. Pirmas svarbus biojutiklio parametras — jo generuojamo signalo
stiprumas. Elektrocheminiu procesu paremto biojutiklio signalas paprastai yra el. srove ir
kuo ta srové stipresné, tuo tikslesnis ir jautresnis biojutiklis. Elektrocheminio biojutiklio
nusistovejusios srovés stiprumas priklauso nuo elektrodo geometrijos, chem. medZiagy
difuzijos i$ elektrolito, bei ant elektrodo pavirSiaus vykstanciy reakcijy spartos. Plokscio
elektrodo atveju, kai medZiagy judéjimas vyksta tik del difuzijos, procesas
modeliuojamas vienmate Ficko lygtimi:

i= inFDd—C
dx x=0

2.1
Cia: i — srovés stipris, n — elektrochemingje reakcijoje dalyvaujanciy elektrony skaicius,
F — Faraday konstanta, D — reakcijoje dalyvaujancios medziagos difuzijos koeficientas,
C - elektrocheminéje reakcijoje dalyvaujancios medzZiagos koncentracija, x — erdviné
koordinaté statmena elektrodo pavirSiui kryptimi [Buerk95].

Antras svarbus parametras — jautrumas. Paprastai jautrumas apibréZiamas kaip jutiklio
nusistovéjusio atsako pokytis tenkantis analizuojamos medZiagos koncentracijos
vienetiniam pokyciui:

=1 22)
¢ia i — biojutiklio atsakas, C — tiriamosios medZiagos koncentracija. Verta pastebéti, kad
daZniausiai biojutiklis tiesiogiai matuoja ne tiriamosios medZiagos koncentracijos, o
kazkoki tarpini produkta, kuris gaunamas jautriajam elementui (pvz. fermentui)
saveikaujant su tirlamaja medZiaga, tad svarbu, kad Sitos tarpinés medZiagos
koncentracija tiksliai atitikty tiriamosios medZiagos koncentracija ir jos pokycius.
DaZnai jutikliuvose matuojamas ne nusistovéjgs sistemos atsakas, o atsako dinamika, tad |
jautrio apibréZzima ivedamas ir laiko pokytis [Buerk95]:

.Y
" AC-At’

(2.3)

Cia: t — laikas. Yra daug faktoriy lemianciy biojutiklio jautruma: jutiklio fiziniai

matmenys, membranos storis bei jvairlis procesai, kurie veikia jautriojo elemento ir
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paties jutiklio aktyvuma. Idealiu atveju siektina, kad biojutiklio jautrumas islikty
vienodas visa eksploatavimo laika.

Kadangi biojutiklis yra matavimo prietaisas, tai labai svarbu kaip lengvai jis
kalibruojamas, t.y. kiek skirtingy kontroliniy matavimy jam sukalibruoti reikia. Taip pat
svarbu kaip daZnai jutikli reikia kalibruoti, idealiu atveju jutiklis turéty buti
kalibruojamas vieng karta. Su kalibruojamumu glaudZiai susijes jutiklio tiesiSkumas.
Idealiu atveju jutiklis turéty tiesiSkai reaguoti { tiriamos medZiagos koncentracijas nuo
nulio iki maksimalios koncentracijos, kiek tirlamos medZiagos galima iStirpinti
konkre€iame tirpiklyje. Realyb¢je Sis intervalas yra daug siauresnis. Tas nesudaro
didelés problemos, kol kalibracijos kreivé gali biiti gauta pakankamai tiksli, kad
interpretuoti biojutiklio signalus. Kartais tas sprendZiama kreivés atskirus regionus
aproksimuojant tiesémis. Kai kuriy biojutikliy jautrumas yra pseudologaritminis
(AI/AInC) ir nors Sie jutikliai klasifikuojami kaip netiesiniai, taciau analizuojant
duomenis pseudologaritmingje skal¢je gaunama ties¢, kas supaprastina kalibravimo
procesa [Buerk95].

Biojutiklio jautrumo apating riba labiausiai lemia signalo keitiklio interferencija su
aplinka, pavyzdZiui, elektrocheminiam procesui jtakos turi aplinkoje esanciy Kkity
medZiagy jony koncentracija. Siam procesui nemaZa jtaka turi ir foniné srove, kuri
susidaro deél srovés nutekéjimo procese, skirtingy metaly sandiry ar dél paties
elektrocheminio proceso. Tuomet tikrasis jutiklio signalas gaunamas i§ iSmatuotojo
atémus foning srove:

U= Larora L foniné » 2.4)
Tuo tarpu matavimy virSutiné riba yra lemiama (fermentinio biojutiklio atveju)
Michaelis-Menten kinetikos, kitaip tariant fermento aktyvumo maksimumo [Buerk95,
Schell92]. O jutiklio tiesinio atsako diapazonas paprastai biina dar siauresnis nei
jautrumo intervalas, nes jutikliui veikiant arti jautrumo ribos jo atsakas yra stipriai
netiesinis.

Kitas svarbus biojutiklio kokybinis parametras — atsako nusistovéjimo laikas. Jis
apibréZiamas kaip laikas reikalingas jutiklio signalui visi§kai nusistovéti. IS principo $is
laikas yra begalinis vien dé¢l atsako kreivés eksponentinio pobiidZio. Tode¢l praktikoje

imamas laikas, per kurj jutiklio signalas pasiekia kaZkokia nusistatyta santyking riba
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lyginant su teorine galutine signalo reik§me. Sis laikas ir laikomas nusistovéjimo laiku.
Kuo §i riba pasirenkama ar¢iau teorinés reikSmés, tuo gauti matavimai yra tikslesni.
PraktiSkai nusistovejimo laikas parodo kaip greitai jutiklis gali pateikti informacija apie
tiriamosios medZiagos koncentracijos pasikeitima tirpale, kitaip sakant nusako atsako
uzvélinima. Nusistovéjimo laika lemia difuzija, t.y. jis proporcingas jutiklio storio
kvadrato ir difuzijos koeficiento santykiui: d°/D . Taciau kartais jutiklyje fiksuojamas
ne nusistovejes signalas, o jo gradientas, tuomet nebiitina laukti visa nusistovéjimo laika
[Schell92, Tran93].

Paskutiniais metais biojutikliai ne tik tobuléjo kokybiskai, bet ir plétési ju
panaudojimo sritis bei principiné struktira. Vienas naujy biojutikliy pritaikymo
pavyzdziy apraSytas [ValinO5] publikacijoje. Paprastai fermentiniuose jutikliuose
tirlamoji medZiaga veikia kaip substratas biojutiklio viduje esan¢iam fermentui, o
elektrodas reaguoja 1 fermentinés reakcijos produkta. Taciau Siame straipsnyje
aptariamas biojutiklis veikia atvirk$¢iai — tiriamoji medZiaga yra fermentas (t.y. tiriamas
fermento aktyvumas), o biojutikli sudaro specialiai paruoS$tas ir substratu padengtas
elektrodas. Tokio biojutiklio elektrodo signala generuoja substrato aktyviosios feroceno
grupés, o veikiamos fermento Sios grupés yra pasalinamos nuo elektrodo pavirSiaus, tuo
paciu mazéja ir elektrodo signalo stiprumas. Veikiant skirtingo aktyvumo fermentu
gaunamos skirtingo signalo gesimo greic¢iai. Toks matavimo metodas leisty sukurti
mikrosensoriy tiesiogiai matuojantj fermento aktyvuma, skirtingai nei kiti metodai, tokie
kaip: pH stat, titravimas, kalorimetrija ir kt. [ValinO5]. Siekiant sukurti tokj prietaisa
svarbu ne tik atlikti cheminius eksperimentus, bet ir atlikti matematini bei skaitmenini
modeliavima, nes svarbu iSsiaiskinti, kokios prigimties procesai lemia biojutiklio signalo
forma ir kaip lengvai toks biojutiklis galéty buti kalibruojamas.

Kitas naujas lipazés aktyvumo matavimo budas apraSytas publikacijoje [IgnatO5].
Siame straipsnyje apra$ytame biojutiklyje jautrioji medZiaga yra lipazés substratas, o
tirlamoji medZiaga yra lipazé. Taliau, skirtingai nuo aukSCiau apraSyto jutiklio,
substratas néra padengiamas ant elektrodo pavirSiaus, o iStirpintas Triton X-100
micelése. Toks substrato imobilizavimo biidas apsaugo ji nuo savaiminio oksidavimosi
ant elektrodo. Publikacijoje pateikiami eksperimentiniai duomenys, taiau tiesiogiai i§ ju
sunku nustatyti visy vykstan¢iy procesu kinetines konstantas. Ta galima nustatyti

pritaikant matematini modeli ir atlikus skaitmeniniy eksperimenty serija.

21



2.2 Biojutikliy matematinis modeliavimas

Dauguma fermentiniy biojutikliy pakliista Michaelis-Menten kinetikai, kuri apraSoma

§ia schema:

ky

—
E+S ES —f« 5 E+P, (2.5)

k

¢ia: E — fermentas, S — substratas, ES — fermento substrato kompleksas, P — reakcijos
produktas, k; - fermentinés reakcijos pirmos pakopos grei¢io konstanta, k, - fermentinés
reakcijos pirmos pakopos griZtamosios reakcijos grei¢io konstanta, k., - fermentinés
reakcijos antros pakopos greiio konstanta. Tuomet reakcijos produkto formavimosi
greitis bus:

v=k,, -ES, (2.6)
¢ia ES - fermento-substrato komplekso koncentracija. Nusistovéjus procesui ES
koncentracija iSlieka pastovi, t.y. komplekso susidarymo ir skilimo grei€iai yra vienodi,
tuomet galioja $i lygybé:

kE-S=k, -ES+k_, ES, (2.7)
¢ia: £ — fermento koncentracija, S — substrato koncentracija. Tariant, kad substrato
koncentracija S nesikeiia proceso metu (t.y. substrato yra daug) ir yra lygi pradinei
koncentracijai Sy. Tuo paciu turi galioti ir fermento koncentracijos tvermeés désnis — E =
E, + ES, &a E, — pradiné fermento koncentracija. Sia lygybe susiejus su lygtimis (2.6)-
(2.7) gauname:

_ k E,-S

V= cat
k2 + kcat +
k

g (2.8)
1
Santykis (k,+k.,;)/k; vadinamas Michaelis konstanta ir paprastai Zymimas Ky,. Sios
konstantos prasmé yra substrato koncentracija kuriai esant fermentinés reakcijos greitis
pasiekia pusg teorinio maksimumo [Mich13, Briggs25, Bilit00].

Esant aukStai substrato koncentracijai S, Ky, reikSmé tampa santykinai neZymi, tuomet

auksSciau uZraSyta lygtis supaprastéja:

Viax =K " Ey - (2.9)
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Taigi maksimalus reakcijos produkto gamybos greitis priklauso tik nuo fermentinés
reakcijos kinetinés konstantos kg, ir fermento koncentracijos E,. Taigi (2.8) lygtis gali
biti perrasyta taip:

po VS 2.10
K, +S’ (2.10)

Tuo atveju, kai substrato koncentracija yra Zema, tuomet Ky, itaka yra vyraujanti ir

formulé supaprastéja:

V.S
y=—

= 2.11)

M
Taigi esant maZoms substrato koncentracijoms reakcijos produkto gamyba yra tiesiSkai
proporcinga substrato koncentracijai [Bilit00].

Pastebétina, kad (2.10) formulé yra teisinga tol, kol ja iSvedant darytos prielaidos yra
teisingos, t.y. galioja lygybé:

% =0. (2.12)
Kitas svarbus apribojimas yra tai, kad Michaelis-Menten kinetika remiasi Ficko désniu
apraSoma difuzija bei termodinaminio judéjimo nulemtais atsitiktiniais molekuliy
susidlirimais, taCiau tai ne visada galioja biologinéms sistemoms, kuriose fermento

aplinka panaSesné | geli su specifiniais apribojimais nei i skysti [Olsen06]. TipiSkas

(2.10) lygties grafinis vaizdas, kai K, = 1, V,,,, = 1, pateiktas 2.3 pav.
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2.3 pav. Tipiskas (2.10) lygties grafinis vaizdas, kai K,,=1, V,,,.=1. Grafikas asimptotiskai artéja prie V,,,, didéjant
substrato koncentracijai, o reikSme lygia V,.../2 igyja kai substrato koncentracija lygi K,, .

Tam tikrais atvejais galima fermento inhibicija reakcijos produktu (pavyzdZziui kai
substratas ir reakcijos produktas konkuruoja dé¢l fermento aktyviy sri¢iy), tuomet (2.10)
lygtis keiciasi taip:

b V.S
K,(1+P/K,)+S

(2.13)

¢ia: P — reakcijos produkto koncentracija, Kp — inhibicijos konstanta [Frey07].

Tipiska biojutiklio struktiira, kai fermentas imobilizuojamas biojutikyje, lemia, kad
substratas turi difunduoti i jutiklio vidy. Sio fermentinio sluoksnio viduje vyksta reakcija
pagal Michaelis-Menten mechanizma, o reakcijos produktai difunduoja i§ fermentinio
sluoksnio 1 iSorini tirpala. Todél Sis procesas daZznai vadinamas difuzijos-reakcijos
mechanizmu. Matematiskai §is procesas modeliuojamas antros eilés diferencialinémis
lygtimis su dalinémis iSvestinémis, S$ios lygtys paprastai sprendZiamos skaitiniais
metodais. Difuzijos-reakcijos procesa apraSanti lygtis:

2
0 _ ) S _ VS

% o K, +8 (2.14)

¢ia: t — laikas, x — erdvin¢ koordinaté, Dg — substrato difuzijos koeficientas. Atitinkamai

uzraSoma reakcijos produkto reakcijos-difuzijos lygtis:
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oP o’ V.S
—=D, — +—™& | .
o "o’ K,+S @15

¢ia: P — reakcijos produkto koncentracija, Dp — reakcijos produkto difuzijos koeficientas
[Buck90, Tran93].

Kaip jau minéta auk$¢iau, Michaelis-Menten kinetika ne visada gali buti taikoma
tiesiogiai, vienas i§ tokiy atveju yra lipolitiniy fermenty kinetika. Siy fermenty reakcijos
pasiZzymi tuo, kad jos vyksta ant dvimacio (micelés) pavirSiaus. Tipiski reakcijos

Zingsniai: fermentas praskverbia | micelg

E E*, (2.16)

—h
E*+S E*S —fu 5 E*+P, (2.17)
—

prasiskverbgs fermentas ir substratas sudaro kompleksa, kuris skyla 1 fermenta ir
reakcijos produkta. Cia: E”- i micele prasiskverbes fermentas, E'S - prasiskverbusio
fermento ir substrato kompleksas. Lyg€iy sistema apraSanti Siuos procesus:

E0:E+E*1+E*Si,
1% 1%

dE'S

—d = klE'* -S—(k, + kﬁl)E"::S ,
t
| (2.18)
TR E (ke T KDE'S = (K, + K S)E
d_P = kcatE"::S 2
dt

Cia: I — micelés pavirSiaus plotas; V — bendras turis, &, , ks , k; , ko , k-, — reakceijos lygciy
kinetinés konstantos [Verger72].

Ilga laika lygties (10) iSreikStinis sprendinys buvo Zinomas tik laikui, substrato

atzvilgiu:
S-S K S
t= v 0 +Viln(?"j, (2.19)

&ia: S, — pradiné substrato koncentracija. Si formulé gaunama padarius prielaida (2.12)
[Keller88]. Tik 1997 metais pritaikius Lamberto W funkcija rastas iSreikStinis

sprendinys Michaelis-Menten lygties sprendinys substratui laiko atzvilgiu:
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K

m

S=K.W Ii—oexp{mj : (2.20)

¢ia: W — Lamberto W funkcija, kuri apibréZiama kaip funkcijos
JW)=WexpW), (2.21)

atvirk§tiné funkcija [Schne97]. Sios funkcijos grafinis vaizdas srityje [-exp(-1), 10]:

2.4 pav. Lamberto W funkcijos grafinis vaizdas.

TipiSkas Michaelis-Menten lygties sprendinio substratui laiko atZvilgiu grafinis vaizdas:

2.5 pav. Substrato priklausomybés nuo laiko tipiskas vaizdas. Briiksnine linija pateikta priklausomybé, kai K, yra 10
karty maZesnis.

26



Taciau Sio sprendinio nepakanka reakcijos-difuzijos lygtims (2.14)-( 2.15) spresti,

pastarosios paprastai sprendZiamos pasitelkiant skaitinius metodus.

2.3 Biojutikliy skaitinis modeliavimas

Kaip minéta auksciau, analitinis difuzijos-reakcijos lyg€iy su dalinémis iSvestinémis
(2.14)-( 2.15) sprendimas yra problematiskas. Todé¢l jos daZniausiai sprendZiamos
skaitiniais metodais, pasitelkiant baigtiniy skirtumy metoda. Baigtiniy skirtumy metodo
esme yra iSspresti diferencialines lygtis, jas aproksimuojant baigtinio kintamyju kiekio
lyg¢€iy sistema. Tarkime, kad sprendZiama (2.14) lygtis.

Pirmas Zingsnis — sprendimo srities diskretizavimas pasirinktu Zingsniu. Jei sritis,
kurioje ie¥komas sprendinys yra dvimaté (laikas + erdvé) - [0<r<T|x[0<x<X],
tuomet pasirinkus laiko koordinatés diskretizavimo Zingsni lygu A;, o erdvés koordinatés
diskretizavimo Zingsni lygu A,, sudaromas diskretusis tinklas [Samar0O1]:

@,, ={x =ih.t,;=jh), i=0L.N, j=0L..M, (2.22)
Funkcijos reikSmés tuomet bus skai¢iuojamos tik Sio diskretaus tinklo taSkuose, priimant
toki Zyméjima:

S!=S8@;,x). (2.23)

Antras Zingsnis — diferencialiniy operatoriy aproksimavimas baigtiniais skirtumais:

oS AR

— . .x)>8 =" " 2.24
al’ (/+1 l) ht ’ ( )
RERY S —28/+87

el (t,»,xi)—> S, =— P L (2.25)

Sios aproksimacijos gaunamos paémus pirmuosius Tayloro eilutés narius
[Samar01,Ciegis03].

Tredias Zingsnis — skirtuminés lygties uZra§ymas ir jos sprendimas. Siuo atveju
diferencialiniy operatoriy bei funkcijos reikSmiy aproksimacijos (2.23-2.25) istatomos 1
(2.14) lygti:

S/M—S/

S, -28/+S8/, V_S/
N

D, =i w2 =] N-1, j=0,..M-1. _
h, h’ K, +S/ / (2.26)
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Pastebétina, kad $i skirtuming lygtis uZraSoma tik vidiniams srities @, , taSkams:

@, :{(x,. :ihx,tj:jht)}, i=1,.,.N-1, j=1..M, (2.27)
tuomet iSoriniai srities taskai bus:
]/h,hv = a_)h,h{ \a)h,hv (2-28)

I§ (2.26) lygties tiesiogiai galima iSreiks$ti substrato koncentracija S/ laiko momentu

Ll Siai koncentracijai apskaiGiuoti reikia Zinoti koncentracijos reik§mes visuose erdvés
taSkuose x;, i=0,..,N, laiko momentu 7. Koncentracijos reikSmiy apskaiciavimui
kraStiniuose srities taskuose reikia Zinoti kokie procesai tuose taskuose vyksta ir kokios
krastinés salygos jiems uZraSomos. Paprastai reakcijos difuzijos lygtims uZraSomos
fiksuotos koncentracijos (Dirichlet tipo) arba nepralaidumo (Neumano tipo) kraStinés
salygos [deVries06]:

St,X)=S,, (2.29)

a—S(t,O) =0. (2.30)
ox

Atitinkamai Sios krastinés salygos aproksimuojamos [Samar(01]:
S =S,, (2.31)

Slj _S({
h

X

=0. (2.32)

Skaiciuojant pagal §ia skirtuming schema prireikty santykinai maZai skaiiavimy
(aritmetiniy operacijy skaiius proporcingas (N+1)xM), taciau §i schema yra stabili

panasaus tipo lygtims tik tuo atveju kai patenkinama §i nelygybé [Samar01,Ciegis03]:

h <= (2.33)

o skai¢iavimy paklaida ¥/ taske 7;, x; atitinkamai:
wil<cm, +nt). (2.34)
Siekiant pagerinti skai¢iavimuy tiksluma bei stabiluma, aproksimacijos konstruojamos

naudojant funkcijy reikSmes ne i§ prieS tai buvusio laiko sluoksnio (7)), o i§ sekancio —

tir;. Tokiu atveju (26) skirtuminé lygtis transformuojasi {:

Sij+1 _ Sij _ Sij:;l _ 2Sij+1 + Sij:l Vmax Sij+1 . s _
B =Dy P — X, Y Ji=1..,N—1, j=0,...M -1, (2.35)
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ir §i schema vadinama neiSreikstine, nes §*' negalima tiesiogiai isreiksti. Tad norint
apskaiciuoti S reikSmes sekanc¢iu laiko momentu reikia iSspresti lyg€iy sistema su N+1
nezZinomaisiais, o norint gauti sprendini visame laiko intervale, reikés sprendima
pakartoti M karty. Tai reiSkia, kad reikes atlikti daugiau skai¢iavimy lyginant iSreikStine
schema, bet tai yra tos pacios sudétingo eilés skaiCiavimai, nes gauta lygCiy sistema
(Sioms reakcijos-difuzijos lygtims) yra tridiagonaliné ir gali biiti efektyviai sprendZiama
perkelties metodu [Samar0O1]. Si schema yra besalygiskai stabili, o jos aproksimacijos
paklaida [Ciegis03]:

wil<cm, +n2). (2.36)

Taciau daZnai skaiiavimuose naudojama ne neiSreikStiné schema, o tam tikra jos
modifikacija — Crank-Nicolson schema, dar vadinama simetrine schema. Sia schema
pasifilé Crank ir Nicolson savo 1947-yjy publikacijoje [Crank47]. Sios schemos ypatybé,
kad aproksimuojant imamos funkcijos reikSmes i§ sekancio bei esamo laiko sluoksnio, ir
i§ §iy dviejy reikSmiy iSvedamas aritmetinis vidurkis:

SIS _ ) (SE =28 I 4 (SL =28 +8/)) Vi (S +S))
S5 _p, -

h, 2h} 2K, +5)) (2.37)

X

i=l,.,N—-1, j=0,.,M—1.
Si schema yra nesalygiskai stabili, o jos paklaida yra lygi [Samar01,Ciegis03]:
/| <’ +h1). (2.38)
D¢l Siy savybiy pastaroji schema ir pasirinkta daugumai skaitiniy modeliavimy atlikty

Siame darbe.
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3 Kompiuterinio modeliavimo pritaikymas jvertinant lipazés
aktyvuma, kai substratas iStirpinamas micelése

3.1 Jvadas

Gana neseniai buvo publikuotas Thermomyces lanuginosus amperometrinis lipazés
aktyvumo nustatymo metodas [IgnatO5]. Lipazés, triacilglicerolhidrolazés (EC 3.1.1.3)
skaldancios triacilglicerolius ant aliejaus / vandens ribos , yra placiai pritaikomos maisto,
popieriaus, farmacijos, kosmetikos, odos ir tekstilés pramonéje [Schmi98, Houde04].
Taip placiai paplitus Siems fermentams yra didelis poreikis greitai ir patikimai nustatyti
ju aktyvuma. Elektrocheminis metodas, apraSytas [Ignat05], kaip tik vienas i$ tokiu.

Siame skyriuje nagrinéjamoje sistemoje kaip lipazés substratas panaudotas sintetinis
junginys O-palmitoil-2,3-dicianohidrochinonas (PDCHQ), turintis tiek esterio tiek
elektriSkai aktyvias hidrochinono grupes. PDCHQ molekulés iStirpintas Triton X-100
micelése, o fermentinés hidrolizés produktas, 2,3-dicianohidrochinonas, difuzijos déka
lengvai oksidavosi ant elektrodo. Tokio proceso generuojama el. sroveg elektrode
apsprendZia elektriSkai aktyvios medZiagos difuzijos koeficientas bei difuzinio sluoksnio
storis [BardO1].

[Ignat05] straipsnio autoriai sistema tyré nusistovéjimo salygomis. Sio darbo tikslas

sumodeliuoti ir iStirti Sios bioelektroanalitinés sistemos kinetika.

3.2 Fizinis modelis

Supaprastintai modeliuojama bioelektroanalitin¢é sistema [IgnatO5] gali buti apraSoma
vienmaciu modeliu (3.1 pav.), padalinant sistema i1 dvi dalis: pirmaja — placia sritj,
kurioje vyksta reakcija bei daleliy (molekuliu) konvekcija / difuzija, antraja — siaura sriti,
kurioje vyksta tik reakcijos produkto difuzija. Si sritis eksperimentikai gali bati sukurta

elektrodo pavirSiy padengiant membrana, kuri biity laidi tik reakcijos produktui.
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0 r r X
3.1 pav. Biojutiklio schema: 1 - sritis, kurioje vyksta reakcija ir difuzija/konvekcija, 2 — sritis, kurioje vyksta reakcijos
produkto difuzija, x = 0 — elektrodo pavirsius, x = r; — sri¢iy 1 ir 2 tarpinis pavirSius.

Procesai vykstantys srityje 1 schematiSkai gali biiti apraSomi S§ia daZniausiai

vartojama forma: [Verger72]:

k

E g=3 3.1
kq
kl )
E*+S E*S —tw— E*+P, (3.2)
%

k.

¢ia: E — fermento tirpalas, E* - fermentas, prasiskverbes 1 micelés pavirSiy, S —
substratas ant micelés pavirSiaus, E*S — fermento-substrato kompleksas, P — reakcijos
produktas. Pagal modelj, srityje 2 vyksta tik reakcijos produkto P difuzija, kurio

oksidacija/redukcija ant elektrodo ir generuoja biojutiklio elektrini signala. Sis signalas

D . . o ey .. OP
yra tiesiogiai proporcingas reakcijos produkto koncentracijos iSvestinei (a— ) ant
X x=0

elektrodo pavirSiaus. Sio dydZzio kitimas laike ir yra pagrindinis kompiuterinio

modeliavimo objektas.

3.3 Matematinis modelis

Nagriné¢jama sistema gali buti apraSyta bent dviem skirtingais matematiniais

modeliais:

i. Darome prielaida, kad sritis 1 pakankamai didelé, kad medZiagos joje yra
pasiskirsCiusios tolygiai (pavyzdZiui dél konvekcijos). Tuomet medzZiagy
koncentracijos bus vienodos visoje srityje 1, tod¢l reakcijas aprasancios lygtys
gali biiti sprendZiamos viename erdvés taSke neatsizvelgiant | difuzija. Taip
pat tariame, kad néra jokio specialaus skirtuko tarp sri€iy 1 ir 2, todél, visos
medZiagos (iSskyrus reakcijos produkta P) tolygiai pasiskirs€iusios ir srityje 2.

ii. Darome prielaida, jog medZiagos srityje 1 yra pasiskirs€iusios netolygiai ir

modeliuojant reikia atsizvelgti 1 medziagy difuzija. Taip pat tariame, kad yra
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speciali r; storio membrana dengianti elektrodo pavirSiy ir praleidZianti tik

reakcijos produkta P. Tad srityje 2 vyksta tik reakcijos produkto P difuzija.

Abiem atvejais galima teigti, kad uz srities 1 (x > r, ) yra didZiul¢ sritis, su tomis
paciomis medZiagomis ir vykstanc¢iomis reakcijomis. Visos $ios medZiagos ir reakcijos
produktas per ribg x = r, difunduoja i sriti 1. Pirmasis modelis gali biiti apraSomas
netiesiniy diferencialiniy lygciy sistema vienam srities 1 erdveés taskui, panasi sistema
nagrinéta straipsnyje [Verger72]. Taciau pritaikius tokia diferencialiniy lygc€iy sistema
tiesiogiai buvo pastebéta, kad [Verger72] daryta prielaida apie pastovia substrato
koncentracija micelés pavirSiuje, néra tinkama kai biojutiklio veikimas modeliuojamas
ilgesniam laiko tarpui nei kelios minutés. Todel [Verger72] lyg€iy sistema buvo

papildyta kinetine substrato lygtimi:

ok, Lpsr, LE (33)
dt v 1%

IES ' xS—(k, +k)E'S G4

ddizkaHkmt +k )E'S—(k, +k S)E’ (3.5)
t

%zk_lE*S—klE*xS (3.6)
t

Cia E, E*, EXS , § — atitinkamy medZiagy koncentracijos; / — micelés pavirSiaus
plotas; V — bendras tiiris, k, , k; , k; , keo , k. — reakcijos lyg€iy (3.1) ir (3.2) kinetinés

konstantos; ¢ — laikas. Pradinés salygos (t = 0):

E0)= Eo,
E"(0)=0,E"S(0) =0, (3.7)
S(0)=S,

Papildoma lygtis biity uZraSoma sriciai 2 (iskaitant reakcijos produkto difuzija bei
gamyba Sioje srityje):

2
a—P:D)a—123+kmtiE*S, xe(0,r), (3-8)
ot P ox Vv
¢ia P — reakcijos produkto koncentracija; Dp — reakcijos produkto P difuzijos
koeficientas; x — atstumas, o E*S apskai¢iuojamas i§ Sios lygc€iy sistemos: (3.3)-(3.6).
Pradinés salygos (t = 0) antrajai skaiciavimy daliai:
PO,x)=0, xe[0,5], (3.9)

krastinés salygos:

32



P(,0)=0, >0 (3.10)

8—szmtiE*S, x=r,t>0, (3.11)
ot 1%

kuris apskaic¢iuojamas i§ Sios lygciy sistemos (3.3)-(3.6).

Antrasis modelis gali biti apraSomas netiesiniy diferencialiniy lygc€iy sistema su

dalinémis iSvestinémis[ Verger72]:

%—If:—kpiE+kdéE*+DEng§ (3.12)
? =kE xS —(k,, +k )E'S+D,. azafzs (3.13)
aa—E::kl,E+(kmt +k )E'S—(k, +k,S)+D,. % (3.14)
%—‘j =k E'S—k.E' xS +D, ?)275 (3.15)

kai x € (r, , 1, ). Zyméjimai naudojami tokie pat kaip apraSant pirmaji modelj,
papildomai pazymint: Dg, Dgss, Dgx, Dg — atitinkamai laisvo fermento, fermento-
substrato komplekso, 1 micelg prasiskverbusio substrato (Dg«s = Dg+ ), substrato difuzijos

koeficientai. Reakcijos produkto gamyba ir difuzija aprasanti lygtis:

2
a—P:DPa_f-i_qkmtiE*S’ XE(O,rz);
o U ox (3.16)
|0 ,xeO,n];
1= 1 ,XE (rl’rz)-

Pradinés salygos: (t =0):

E*(0,x)=0,E"S(0,x)=0,
E0,x)=E,,5(0,x)=S,.x € [1.7]; (3.17)
P0,x)=0,x € [0,1,].

Krastinés salygos:

P(1,0)=0, >0, (3.18)
nepratekéjimo salyga ant sri€iy ribos x =1y, t > 0:
bei kraStiné salyga taskui x =1, , t > 0: | |

P|X:r2 (1) =Pr, (1), E| ()= Eny (1),

S|, =S50, ES|_ (0=ESr), (3.20)

E\ t)=E"r,(0).
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Pr, , Er, , E*r, , E*Sr, apskai¢iuojami i§ lygc€iy sistemos (3.3)-(3.6).

3.4 Kompiuterinis modeliavimas ir jo rezultatai

Siekiant iStirti kaip skirtysi biojutiklio parodymai, jei bioelektroanalitiné sistema
veikty pagal pirmaji ar antraji modelj, buvo sukurta programiné {ranga skaitiniam $ios
sistemos modeliavimui ir naudojantis Sia programine jranga atlikta skaitmeniniy
eksperimenty serija. Programiné jranga kurta pasinaudojant placiy galimybiy Matlab
programine aplinka. Remiantis pirmuoju matematiniu modeliu buvo numatyta pirmoji
skaitmeniniy eksperimenty serija. Skai¢iavimai sudalinti { du etapus: pirmaji —
skaiCiavimai atliekami pagal lygtis (3.3)-(3.6), ir antraji — reakcijos produkto P difuzijos
srityje 2 apskaiCiavima pagal lygti (3.8). SkaiCiavimuose panaudotos Sios konstantos
(visos, i8skyrus kinetines, paimtos i$ [Ignat05]): Dp = 5.49-10° ecm? s7', I = 4107 cm, I
=75-10°cm®, V=10 cm’, By = 2.3510° mol em™ , ke =75 57", k; = 1.12:10” cm”
mol™ s, k., =10s",k, =100 cm s™' , kg = 0.025 s™' , Sy = 6.7-10"> mol cm™.
Pirmasis skaiiavimy etapas atliktas pasinaudojant Matlab paprastyju diferencialiniy
lyg€iy sprendikliu standiems uZdaviniams (Sis sprendiklis dave stabiliausius ir reikiamai
tikslius rezultatus), o antrasis skaiCiavimuy etapas atliktas diferencialing lygti su
dalinémis iSvestinémis diskretizavus Crank-Nicolson (simetrine)[Samar0Q1] baigtiniy

skirtumy schema:

Al _ pJ JH Jj+l Jj+l J _ J J .
BUE_p BB R LSO B g

2
h, 2h, (3.21)
i=l,,N-1, j=0,..M—1.

Cia E'S i$skai¢iuojamas vienam taskui i§ (3.3)-(3.6) ir laikomas konstanta vienam laiko
sluoksniui visoje srityje 2. Si programinés jrangos dalis realizuota suformuojant lygéiy
sistema atitinkan¢ia matricing lygti A*X"™'=B*X"+C", ¢a A — tridiagonalé matrica, X"
— sekancio (n+1-0jo) laiko sluoksnio ieskomy reikSmiy vektorius stulpelis, B — kita
tridiagonalé matrica, X" — esamo (n-o0jo) laiko sluoksnio reik§miy vektorius stulpelis, C"
— vektorius stulpelis. Matriciné lygtis sprgsta Matlab priemonémis, kurios optimizuotos
lygciy sistemoms su tridiagonalémis matricomis.

Krastinés salygos:

34



1t " cat

P/"' =0, P/"=hk éE*S+P;. (3.22)
Naudotas integravimo Zingsnis erdve¢je ir laike atitinkamai: hy =5 - 107° cm, h, = 1s.

Integravimo intervalas T = [0..3000]s. Rezultatai pateikiami 3.2 pav.

x10°

B o)} [e]
T T

0P/ dx, mol cm™

1 1 1 1 1 ]
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t,s

3.2 pav. A - perskaiciuoti [Ignat(05] eksperimentiniai duomenys (— (mol em™ ) priklausomybé nuo laiko); istisiné

X

x=0

(mol ecm™ ) priklausomybé nuo laiko (sekundémis ).
x=0

linija — pagal pirmajj modelj apskaiciuota a—
X

3.2. pav. taip pat pateikiami perskaiciuoti [IgnatOS] eksperimentiniai duomenys.

= 1/(nFAdr) [BardO1],

x=0

Besisukanciam elektrodui, panaudotam [IgnatOS5], galioja ?)_P
X

kur T eksperimentiSkai iSmatuota srove, n = 2 — elektrony, dalyvaujanciy P oksidacijoje,
skai¢ius, F — Faradéjaus konstanta, A = 0.07 cm’ — elektrodo pavirsiaus plotas. Kaip
matome i$ 3.2, taikant pirmaji matematini model;i ir parinkus kinetiniy konstanty rinkini
pasiekéme gera praktinio ir skaitmeninio eksperimenty rezultaty sutapima. Tikétina, kad
nuoseklus kiek aukStesnis praktinio eksperimento srovés lygis yra netobulo foninés
sroves eliminavimo proceso rezultatas. Deja d¢l sudétingos lipazés saveikos (Zr. (3.1) ir
(3.2)) konkrecios kinetinés konstantos Siam fermentui literatiiroje néra pateikiamos. Tai
neleido papildomai patikrinti kinetines konstantas panaudotas skai¢iavimuose.

Antrasis eksperimentas parengtas pagal antraji matematini modelj. Skai¢iavimuose
panaudotos tokios pat konstanty reikSmés kaip ir pirmajame eksperimente, tik
papildomai apradytas difuzijos sluoksnis: r, = 8:10~ ¢cm; Dg«g = 1077 ecm® 5™, Dgs = 1077

2 -1 -6 2 1 -6 2 1 . c .
cm™ s, Dg=10" cm” s, Dg = 107 cm” s, kai r; < x < r,, nulis kitu atveju.
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Diferencialiniy lygciy su dalinémis iSvestinémis sistema pakeista baigtiniy skirtumy
schema, o netiesiniy lyg€iy sistema, uZraSyta Siai schemai, sprgsta paprastyjy iteracijy

metodu [Samar01]:

E/" —E/ I (. ' ) A .
— =k —\EM+E )+k,—\ET +E )+
ht p2V(1 1) d2V( ) (323)
+ D, (ELY —2E/" + E[T) t (El, —2E] +E]) .
2h,
feit _ e o fQitl L i
ES—ES p ES :kléSi"”“(E"i’ 1+E',-J)—(kmt+k_l)—(E S ;E 5, )+
(E'SH —2E'S™ + E'S/"Y+(E'S], —2E"S] + E'S})
+D . 1 1 1 i+ 1 1
s 2h,’
S ALY j+l j * o jH o
= EL_, & +E")+(kmt+k_1)(E S, 2+E s/)
| EVrEh o EN 2 BN v (€L 2B+ ETL) -2
_ (kd + kISik,jH) i : i + DE i+1 i 1—12h _ i+l i i-1
k+LjH @ * @ jH Qi ' *J+1 *J
ke l&'s ;Esf)—kls,.'w—(E' 2Dy
e o s . o (3.26)
+Ds (Silill’] 1_2Sik 1’]1 +Sik—11’] 1)+(Si{¢-1 _2Si] +Si]—1)
2h°
Lygtys (3.23)- (3.26) sprendZiamos tik srityje i =rl+1,..,N —1
L (B =2P" + P/ + (B}, 2P’ + P))
R 20 '
' * (3.27)

| .
+gk —(E'S™M+E'S/
ql cat 2V( 1 1)

o lygtis (3.27) sprendZiama visoje srityje i=1,..,N —1, g; reikSmés parenkamos pagal
(3.16) formulg, visoms lygtims bendrai laiko ir iteracijuy indeksai: j=1,...M k =0,....

Krastiniy salygy aproksimacija:

E)jH — 0’ PA{H — I_)I.zj+1 , (328)
Ej+1 _Ej+1 =0 Ej*l =F j+

1l 1 =Y, N —LEnL ., (3.29)
E'S;T-E'S) =0, E'S;T=ESsp", (3.30)
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EN-Eln=0, EV =En", (3.31)
SiH—sit =0,  S)T=8n"". (3.32)

Paprastyjy iteracijy metodas buvo taikomas substrato koncentracijos atZvilgiu, vienam

laiko sluoksniui, pradiné substrato koncentracija buvo imama lygi ankstesnio laiko
sluoksnio substrato koncentracijai: S’/*' = S/, iteracijos (jos numeris Zymimas raide k)

vykdomos tol, kol tenkinama salyga:

k+Lj+l gk, j+l
SN SN

k+1,j+1
> |SN

£, (3.33)

€ pasirinktas lygus 10° Tagiau skai¢iavimai parodé, kad reikiamas tikslumas
pasiekiamas jau su pirmaja iteracija, tad skirtuminé schema (3.23)- (3.27) buvo pakeista

kiek paprastesne (S;*"7*! pakei¢iant S/*', 0 S;**' pakei&iant S/):
pap P P

E/M—E/ I (. ' I (et i
—— =k —\E/""+E/)+k,—\Ei +E; |+
ht P 2V ( i i ) d 2V ( ) 3 34
(Ei{:1 - 2Eij+1 + Eij—?) + (Ei{fl - 2Eij + Eij;l) ( . )
+D, o
E'Sit _E*Si o * gt Qi
ESTES! o Lo(e vel)-, +k_1)—(E S/MHE'S])
h, 2V 2 335
D (E'SI =2E°S/" +E'S/Y+(E'S), —2E"S] + E'S/)) (3-35)
e 2h’
oy j+1 j *oitl | praj
i i E’ ! ! !
EN-ET_, (E +E,)+(km+kil)(ES, +E'S])
h, 2
CETRED  EW 2B v BT+ @& 2B+ E) (339
—(k, +k,S))———=+D._ e
88! ESTHES]) o ETHED
h, 2 2 (337)
(Siﬁl _2Sij+1 +Sij—+11)+(Sij+l _2Sij +Si];1) .
+ Dy 20
BB _ D (B =2P" + P/ + (B}, 2P’ + P)) +
h ! 2h,’
' ! (3.38)

| .
+gk —(E'S™"+E'S/
ql cat 2V( 1 1)
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Skai¢iavimo rezultatai pateikiami 3.3 (iStisin¢ linija). Skaitmeninis eksperimentas

pakartotas kelis kartus su Siomis krastinémis salygomis: a) ;=8 107, =48 10 ; b)

=4 107"

oP/ ox, mol cm™

3.3 pav. Istisiné linija- —

, 1,=4.4 107 (visos dimensijos cm).

x10_5
8_

(o))
T
1

N
T

-------

oo

e

N
T

LT
o
L

O 1 1 1 1 1 J
1000 1500 2000 2500 3000

t,s

(mol cm™ ) priklausomybé nuol aiko (sekundémis) taikant antrajj modelj ir tariant, kad
X x=0

r;=4 107 cm ir r,=8 -10~* cm; briik$niuota linija-r;=8 10~ em ir r,=4.8 1107 cm; taskuotalinija- ri=4-10"* cm ir r,=4.4

1073 em.

3.5 ISvados

Pagal skaitiniy eksperimenty rezultatus galima daryti Sias iSvadas:

1.

Taikant paprasta vieno difuzijos sluoksnio modeli [Verger72] galima gauti gera

biolektroanalitinés sistemos, skirtos Thermomyces lanuginosus lipazés
aktyvumo nustatymui, modeliavimo ir eksperimento rezultaty sutapima, tik
modelj papildZius kinetine substrato lygtimi.

Skaitinio modeliavimo biidu nustatyta kinetin¢ konstanta (konstanty rinkinys),
apraSanti Thermomyces lanuginosus lipazés saveika su sintetiniu substratu O-
palmitoil-2,3-dicianohidrochinonu.

Papildomo difuzijos sluoksnio jvedimas (taikant besisukancio -elektrodo
metoda) sumaZzino pradini sistemos atsaka (t.y. srovés stipruma, kai fermentas
leidZiamas 1 sistema). Skaitmeniniai eksperimentai taip pat rodo, kad iSorinio
difuzijos sluoksnio susiaurinimas (jei kity sluoksniy storis ir savybés

nesikeicia), leisty gauti stipresni sistemos atsaka.
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4 Kompiuterinio modeliavimo pritaikymas tiriant lipazés
aktyvumo matavimo sistemg, kurioje elektrodas
padengiamas substratu

4.1 Jvadas

Kaip jau minéta ankstesniame skyriuje, triacilglicerolacilhidrolaz¢ (EC. 3.1.1.3),
hidrolizuojanti triacilglicerolius ant alyvos-vandens ribos, yra svarbi tokioms pramonés
Sakoms kaip maisto, popieriaus, tirpikliy ir pan. [Schmi98, Born99, Houde04]. Lipaziy
atlieckama hidrolize, skirtingai nei kity fermenty (pvz. protaziy), vyksta heterogeninése
multifazése sistemose. Daugeliu atveju substrato-skyscio ribos aplinka turi labai didelg
itaka paties fermento aktyvumui [Schmi98, Born99, Houde04, BeissO0]. Tod¢l labai
svarbu stebéti lipazés aktyvuma Siomis salygomis.

Neseniai buvo pasiiilytas naujas lipazés aktyvumo jvertimo metodas [Valin05]. Sis
metodas iSsiskiria tuo, kad elektrodas yra padengiamas substratu. Sis padengimas
suformuojamas uZlaSinant maZa kieki 9-(5’-ferocenilpentanoiloksi)nonil disulfido
(FPONDS; [Fc-(CH,),COO0(CH,)oS-],) etanolio tirpalo ant auksinio elektrodo pavirSiaus
padengto heksanetiolio savaime susidaran¢iu monosluoksniu. Redoksoaktyvios
FPONDS feroceno grupés generuoja amperometrini signala, kurio intensyvumas
proporcingas FPONDS molekuliy skaiciui ant elektrodo pavirSiaus. Elektrocheminiai bei
infraraudonyju spinduliy absorbcijos spektriniai duomenys parod¢, kad aktyvios lipazes,
tokios kaip Thermomyces lanuginosus (TLL), gali suskaldyti FPONDS molekuliy
esterinius rysius. PavirSiuje vykstantis fermentinis procesas paSalina feroceno grupes nuo
elektrodo pavirSiaus, tuo pacCiu maZindamas elektrodo generuojama signala.
Elektrocheminio signalo gesimo greitis proporcingas lipazés aktyvumui.

Taciau [Valin0O5] darbe nebuvo sudarytas ir iSnagrinétas Sios bioelektroanalitinés
sistemos kinetinis modelis, kitaip tariant neiSnagrinétas srovés kritimo laike
désningumas priklausomai nuo fermento aktyvumo. Sio darbo vienas i tiksly ir yra

sudaryti modeli ir ji iStirti.
4.2 Fizinis modelis

Siame skyriuje nagrin¢jama bioelektroanalitiné sistema gana Zymiai skiriasi, nuo

ankstesniame skyriuje nagrinétos sistemos, kurioje fermentas veikia substrata ant visame
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tirpalo turyje pasklidusiy miceliy pavirSiaus. Modeliuojama sistema schematiskai

pateikiama 4.1.

4.1 pav. Biojutiklio pjuvio schema: 1 — auksinis elektrodas, 2 — FPONDS substrato sluoksnis, 3 — fermento tirpalas.

Procesai vykstantys zonose 2 ir 3 schematiSkai gali buiti apraSyti Siomis klasikinémis

lipazés aktyvavimo lygtimis [Verger72]:

E E* 4.1)
—
kl ;
E*+S E*S—% 5 E*+P, 4.2)
%

ko

¢ia: E — fermentas tirpale, E* - fermentas prisijunggs prie substrato pavirSiaus (2 ir 3
zony sandiroje 4.1), S — ant auksinio elektrodo pavirSiaus nusodintas feroceno grupiy
turintis FPONDS substratas , E*S — fermento-substrato kompleksas, P — reakcijos
produktas. Skaitinio modeliavimo tikslas — S koncentracijos kitimas laike, Sis dydis yra
tiesiogiai proporcingas elektrodo registruojamam signalui (Zr. pav. 1 straipsnyje

[Valin05]).

4.3 Matematinis modelis

Darome prielaida, kad fermentas yra tolygiai pasiskirstgs tirpale ir jo difuzijos galime
nepaisyti. Taip pat darome prielaida, kad reakcijos produktas gana greitai pasiSalina nuo
jutiklio pavirSiaus ir jo difuzija gali buti vertinama kaip momentiné. Nagrin¢jama

sistema gali biiti apraSoma klasikiniu reakcijy kinetikos matematiniu modeliu:
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F

dE

F

dES _ kE xS—k,E'S-—kES
dt

? =k \E'S—kE XS
t

ap _ k,E'S

dt

£ _ ikDE*—ikE
dt \V V)"’

= k E'S+kE'S—kE xXS+k,E—k,E

4.3)

¢ia kursyvu Zymime atitinkamy medZiagy koncentracijas: E, E*, E*S, P, §; kiti

zymenys: I — elektrodo pavirSiaus plotas; V — tirpalo turis; k, — fermento adsorbcijos ant

elektrodo pavirSiaus grei¢io konstanta, kp — fermento desorbcijos grei¢io konstanta; k; —

fermento-substrato komplekso (E'S) formavimosi grei¢io konstanta, k; - E*S

disociacijos greic¢io konstanta, k, — fermentinés reakcijos katalitiné greicio konstanta, ¢ —

laikas.

Sis modelis davé gera sutapima tik daliai eksperimentiniy duomeny. Varijuojant

kinetinés konstantos k; reikSme, gauty kreiviy, tipai gana panaSis 1 eksperimento B

kreivg, taciau visai nepanasiis 1 eksperimenty C ir D kreiviy tipus (4.2 pav.).

-2

S, mol cm

0
0

x10

10

Eksperimentas A

e

1000 2000 3000 4000 5000 6000

t,s

J110° Eksperimentas B

S, mol cm 2

. ‘ ,,,,,,,,,,,,,,,,, I — —
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

t,s

0 I I
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16" Eksperimentas C 16" Eksperimentas D

3.5 4
3l 8 3.5‘j
3l
Ry R
IS
£ £
5 5 |
£ E 2
o 15 s |
1.5-%
1L
1L
0.5+ 0.5
A
0 | | | | | ) 0 T u A - . dess
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t,s t,s

4.2 pav. Kinetinés konstantos k; varijacijos jtaka substato koncentracijos priklausomybei nuo laiko:
A) A - eksperimento ,,A* eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 0.65-10°, taskuota linija
- k;=0.4-10%, $trichuota linija - k,=0.8-10°%;
B) A - eksperimento ,,B*‘ eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,;= 1.7-10°, tagkuota linija —
k,=1.2-10%, $trichuota linija - k,=2.2-10°%;
C) A - eksperimento ,,C* eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 13.0-10°, taskuota linija
- k;=6.0-10%, $trichuota linija - k,=17.0-10°%
D) A - eksperimento ,,D* eksperimentiniai duomenys, iStisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 7.0-10%, taskuota linija -
k,=4.0-10%, $trichuota linija - k,;=10.0-10°%;

Varijuojant kinetinés konstantos kj, reikSme, gauty kreiviy, tipai gana panasiis | eksperimento B
kreivg, taciau visai nepasiis i eskperimenty C ir D kreiviy tipus (4.2 pav.).

16" Experimentas A 10" Eksperimentas B
1 1
asy 8
7
3y
PR o
; 5
5 % S
E E 4
o) 15" )

0 L oriTeies Y i oot 0 I I L L 1A iy
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t,s t,s
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16" Eksperimentas C 16" Eksperimentas D
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

t,s t,s

4.3 pav. Kinetinés konstantos k;, varijacijos jtaka substato koncentracijos priklausomybei nuo laiko:

A) A - eksperimento ,,A“ eksperimentiniai duomenys, iStisin¢ linija modeliavo rezultatai, kai k,= 8, taSkuota linija —
k,=100, Strichuota linija — k,=2;

B) A - eksperimento ,,B‘‘ eksperimentiniai duomenys, iStisin¢ linija modeliavo rezultatai, kai k,= 8, taSkuota linija —
k,=100, Strichuota linija — k,=2;

C) A - eksperimento ,,C* eksperimentiniai duomenys, iStisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 8, taSkuota linija —
k,=100, Strichuota linija — k,=2;

D) A - eksperimento ,,D* eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k= 8, taSkuota linija —
k,=100, Strichuota linija — k,=2;

Siekiant pagerinti modeliavimo ir eksperimentinio duomeny sutapima (4.1) - (4.2)
reakcijy lygtys buvo papildytos tarpiniu Zingsniu. Toks sprendimas pagristas tuo, kad
paprastai fermentinés reakcijos realybéje vyksta per daugeli tarpiniy Zingsniy, o lygtys

(4.1) - (4.2) tik supaprastintai apraso sistema. [terpta tarpin¢ fermento biisena Ej,, i§

kurios gali pereiti tiek { E, tiek i E:

kp
E Epn & s E* % s E 4.4)
T
kl;
E*+S E*S—L 3 E*4+P, 4.5)
T

Sia reakcijuy schema atitinkantis matematinis modelis yra:
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9E _ k \E'S+k,E'S—kE XS+k,E,—k,E"
ot

agts =kE xS—k ES—-kE'S

%—S =k E'S—kE xS

a} . (4.6)

—=k,E'S

ot

9k _ —(ijk E+ (ijkDEa -+ (ijkEE*

ot v)! 1% 1%

9, =k E—k,E,—k,E
at P a a—a

Lyginant su ankstesniu, §is modelis papildytas papildoma lygtimi apraSancia tarpinés
busenos E, kinetika, bei kitos lygtys pakeistos taip, kad atspindéty $i sudétingesni
procesa. Nauji pazyméjimai: E, —fermento esancio tarpin¢je biisenoje koncentracija, k, —
fermento virtimo i$ biisenos E4 1 buiiseng E* kinetiné konstanta, kz — fermento virtimo 18
busenos E’ i busena E kinetiné konstanta.

Atlikta skaitmeniniy eksperimenty serija varijuojant kinetines konstantas k,,, k,, kp, k;,

ke. Konstantos k, varijavimo rezultatai pateikiami 4.4.

16" Eksperimentas A 16" Eksperimentas D
4.5,
4 1
3.5 4
3 3.5
3
24l | o
| A
(E) g 2.5
5 2 S ||
IS E 2|
w15 7
1.5¢
1 h
0.5 0.5+
A
0 1 B I o 0 \\ A e b o oot
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t,s t,s

4.4 pav. Konstantos k, varijavimo rezultatai.
A) A - eksperimento ,,A* eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 500, taSkuota linija —
k;=1000, Strichuota linija — k,=10000, kp = 0.025;
D) A - eksperimento ,,D* eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 500, taSkuota linija —
k,=1000, Strichuota linija - k,=10000, k;, = 0.025;

Konstantos k, variavimo rezultatai pateikiami 4.5 pav.
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16" Eksperimentas A 16" Eksperimentas D
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4.5 pav. Konstantos k, variavimo rezultatai.
A) A - eksperimento ,,A‘ eksperimentiniai duomenys, iStisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 5, taskuota linija —
k,=10, strichuota linija — k,=500;
D) A - eksperimento ,,D* eksperimentiniai duomenys, istisiné linija modeliavo rezultatai, kai k,= 5, taskuota linija —
k,=10, strichuota linija — k,=100;

Praktiskai k, ir k, itaka galutinéms kreivéms labai panasi. Konstantos k&, variavimo rezultatai, kai
padidinama kp konstanta, pateikiami 4.6 pav.

G Eksperimentas A 16" Eksperimentas D
A .
35 4
35l
3
o S
Ry IE
250
: S
= 2
e}
£ € 2
015 @
1 1+
05 05
0 : Boews s
0 : s . ; 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 ts
t,s ’

4.6 pav. Konstantos k, variavimo rezultatai, kai padidinama k.
A) A - eksperimento ,,A“ eksperimentiniai duomenys, taSkuota linija modeliavo rezultatai, kai k,= 500, iStisin¢ linija —
k;=1000, Strichuota linija - k,=10000, kp = 500;
D) A - eksperimento ,,D* eksperimentiniai duomenys, taSkuota linija modeliavo rezultatai, kai k,= 500, iStisin¢ linija —
k;=1000, Strichuota linija - k,=10000, kp = 400;

Atlikus kitas variacijy kombinacijas nustatyta, kad keiCiant vien k;, k,, k, gaunami
grafiky tipai panaSis 1 4.5 pav., o didinant kp ir tuo paciu maZinant kr galima gauti
grafiky tipus panaSius 1 4.6 pav. Tai galima paaiskinti tuo, kad simuliacijos pradZioje
prasiskverbusio fermento (E') koncentracija yra maZa ir didéja labai létai (ta uZztikrina

salyginai auksta kp konstantos reik§Sme), taCiau fermentui peréjus 1 Sig biisena jis beveik
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nebegriZta i laisvo fermento biisena kai kx reikSmé santykinai maZza, tad prasiskverbusio
fermento kiekis po truputi kaupiasi ir reakcijos (4.5) sparta vis didé¢ja. Toks reakcijos
spartos kitimas ir matomas substrato priklausomybés nuo laiko grafike. Taciau $is naujas

grafiko tipas néra panaSus 1 nei i§ vieno eksperimenty duomenis.

Analizuojant 4.3 galima pastebéti, kad geriausias sutapimas gautas tiems

eksperimentams, kuriy substrato koncentracijos kritimas buvo stipriai iSreikSta

eksponente (4.7, eksperimentas B), tuo tikslu atlikta papildoma eksperimentiniy

duomeny analizé, juos atvaizduojant netiesinése koordinaciy sistemose.

10
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t,S t,S

4.7 pav. Eksperimentiniy duomeny A ir B analizé: A — /S priklausomybé nuo laiko; V¥ - In(S) priklausomybé nuo laiko.
Kaip matyti i§ grafiniy vaizdy, kitai eksperimentiniy duomeny daliai bidinga tai, kad
substrato koncentracija S, maZéja proporcingai t' (4.7 pav., eksperimentas A). Remiantis
tuo (4.3) lygéiy sistema buvo papildyta netiesiniu substrato nusiplovimo nariu. Sis
papildymas davé geresni eksperimento ir modeliavimo rezultaty sutapima. Taip pat
paminétina, kad substrato nusiplovimas paminétas publikacijoje [Valin05], kur jis

stebétas eksperimentiSkai net ir tuo atveju, kai tirpale nebuvo fermento (Zr. 1 pav.
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straipsnyje [Valin05]). Tad argumentuotai galime teigti, kad tas pats procesas vyksta ir
tuomet, kai tirpale yra fermento.
Tad truputi modifikuota netiesiniy diferencialiniy lyg€iy sistema gali biiti uZraSyta

taip [Puida08]:

qE _ k ,E'S+k,ES—kE XS+kE—-k,E

dt !
dE'S _ kE xS—k,E'S-—kES

dt

2
a5 :k_lE*S—klE*xS—ks[ij 4.7)
dt
0

ap _ k,E'S
dt
d—E:(i k,E - L k,E

d \V V)’

¢ia vartojami tie patys pazymeéjimai kaip ir (4.3) lyg€iu sistemoje, papildant Siais: kg —
substrato nusiplovimo grei¢io konstanta, S, — pradiné¢ substrato koncentracija ant
elektrodo pavirSiaus.

Netiesinis nusiplovimo narys yra gana netipiSkas, bet supaprastintai jis gali biti
paaisSkintas kaip dvieju tiesiniy nusiplovimo procesu (su skirtingomis nusiplovimo
greifio konstantomis) sudétinis veikimas: pirmas — ant elektrodo-substrato ribos, kur
rySys stipresnis ir nusiplovimo greitis maZesnis ir antras — substrato-substrato sluoksniy
nusiplovimas, kur rySys yra silpnesnis ir nusiplovimo greitis didesnis. Labai tikétina, kad
taikant uZlaSinimo ir dZiovinimo technika, gautas substrato sluoksnis yra vos keliy
molekuliy storio, tad gauta struktiira yra pseudo daugiasluoksné¢ ir tokiy sluoksniy, kur
bity susiformave rysiai substratas-substratas yra vos keli. Tad nusiplovimo greitis biity
stebimas kaip tiesiSkai mazéjantis, nuo aukStos pradinés reikSmés (kai nusiplauna
substratas-substratas sluoksniai) iki mazos galutinés reikSmés (kai nusiplauna substratas-
elektrodas sluoksnis). PavyzdZiui, tarkime, kad nusiplovimo greitis (k) tiesiSkai
priklausomas nuo santykinés substrato koncentracijos: k=a-S/Sp+b, kur a ir b yra
konstantos. Tuomet narys, panasus i miisy naudotaji netiesini nusiplovimo nari, biity
gaunamas istaius Sia tiesiSkai kintancia nusiplovimo greicio iSraiSka 1 klasikini tiesini

nusiplovimo modeli: dS/dt = -kS.
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Elektrodas

T

Stipriai prisiriSes
sluoksnis

4.8 pav. Keliasluoksnio elektrodo padengimo substratu schema.

4.4 Kompiuterinis modeliavimas ir jo rezultatai

Siekiant nustatyti kaip keistysi biojutiklio parodymai, jei jis veikty pagal auks$c¢iau
apraSyta modelj ir kaip jo parodymai sutapty su fizinio eksperimento biidy gautais
duomenimis, buvo panaudota patobulinta ankstesniam skyriuje apraSyta programiné
franga. Siekiant sékmingai S§ia programing {ranga panaudoti, ji buvo iSplésta
galimybémis varijuoti kelis pasirinktus parametrus (kinetines konstantas), galimybe
dirbti su keliais eksperimentiniy duomeny rinkiniais, taip pat papildyta dvieju nauju
kinetiniy modeliy realizacija. Pasitelkiant sukurtaja iranga atlikta skaitmeninio
modeliavimo eksperimenty serija. Fizinio eksperimento duomenys gauti tuo paciu bidy
kaip apraSyta straipsnyje [Valin0O5], kitaip tariant paverciant elektrodo pikini sroves
stipri 1 ferocene grupiy pavirS§ing koncentracija. Skai¢iavimuose naudotos Sios reikSmes:
V=4cem’ ky=75s",k;=10s", k, =100 cms™, kp =0.025 s, I, = 5.07x10” ecm?, Iy =
5.19%x10° em?®, Ic = 5.23x107 cm?, I,=5.23x107 cm® Kaip pradiniai modeliavimo
duomenys, keturios kinetinés konstantos parinktos tos pacios kaip ir publikacijoje
[Puida07]. Taip pat parinktos Sios pradinés salygos: E(0) = Ey, E*(0) = E*S(0) = P(0) =
0, S(0) = Sy. Konkrecios E, ir SyreikSmes keitési tarp eksperimenty. Modeliavimo tikslas
buvo keiciant k; ir ks pasiekti kuo geresni skaitmeninio ir fizinio eksperimenty rezultaty
sutapima (sutapimo ivertinimui naudotas kvadraty metodas su svoriais). Netiesiné
paprastyjy diferencialiniy lygciy sistema (4.4) spregsta naudojant Matlab (Matlab Release
14, The MathWorks Inc., Natick, USA) ODE priemones standiems uzdaviniams.
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Integravimo intervalas 0..6000 sek. Pradinés salygos ir konstantos davusios geriausia

eksperimento ir modeliavimo rezultato sutapima pateikiamos 1 lentel¢je:

1 lentelé. Pradiniai duomenys bei geriausia eksperimento ir modeliavimo sutapima davusios konstantos.

Exp. $yx10" mol em™ | E;x10"%, mol em™ | k;x10°, mol em? s | kx10", mol cm™ s™
A 3.88 58.0 041 2.26
B 8.43 5.80 1.20 2.13
C 3.51 0.58 1.17 2.06
D 0.44 8.30 0.75 2.34
Fizinio ir skaitmeninio eksperimenty duomenys pateikiami 4.9 pav.:
x 10" Eksperimentas A -x10° Eksperimentas B
35
Re o 04]
g 3 &
'_g 2.5 =5 0.6
5 8
15 2 0.4}
! 0.2r
0.5
% 1000 2000 3000 4000 5000 6000 01000 2000 3000 4000 5000 6000
t,8 t,s
47X10-‘0 Eksperimentas C 6X10_” Ekspetimentas D
o 5
g a
O 4
IS
g3
%)
2
A
1 A
A
0’50 1000 2000 3tOOO 4000 5000 6000 0O 1000 2000 31?0S0 4000 5000 6000
JS b

4.9 pav. Substrato koncentracijos priklausomybé nuo laiko: istisiné linija — skaitmeninis eksperimentas, trikampéliai —
fizinis eksperimentas.

Fizinio eksperimento duomenys buvo i$nagrinéti kaip logaritminiai ir ' grafikai. Si
analizé atskleide, kad eksperimentiniai duomenys A, C ir D turi stipriai iSreikSta
atvirk$¢ia priklausomybg nuo laiko. Tuo tarpu eksperimentas B — tipiSka eksponenté.
Tokie grafiky tipy skirtumai gali buti paaiSkinti kaip dviejy konkuruojanciy dS/dt

diferencialinés lygties nariy saveika. Duomenys rodo, kad substrato koncentracijos
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atzvilgiu tai turéty buti pirmos ir antros eilés nariai. Pirmos eilés narys dominuoja
eksperimente B, o antros eilés narys dominuoja eksperimentuose A, C ir D. Sie
pastebéjimai padé€jo patobulinti model; ir gauti Zymiai geresni sutapima tarp
skaitmeninio ir fizinio eksperimento duomeny.

Pastebétina, kad apskaiCiuota kinetinés konstantos k; reik§Smé yra trimis eilémis
maZesné, uz straipsnyje [Puida07] pateiktas reik¥mes. Sis skirtumas gali biiti paaiskintas
tuo, kad Siame uZdavinyje nagrinéto substrato cheminé¢ struktiira (feroceno grupé¢) gana
stipriai skiriasi nuo anks¢iau nagrinéto substrato strukttiros (dicianohidrochinono grupé),

o kaip Zinoma k; atspindi substrato prisijungima prie fermento aktyviojo centro.

4.5 ISvados

Remiantis skaitmeninio modeliavimo rezultatais galima daryti tokias iSvadas:

1. Klasikinis Thermomyces lanuginosus fermento aktyvumo nustatymo Kkinetinis
modelis davé gera sutapimg tik daliai eksperimentiniy duomeny, o pasitlytas
originalus kinetinis modelis davé gera sutapima tarp visy modeliavimo ir
eksperimentiniy duomeny.

2. Pagal fizinio eksperimento analizés rezultatus, matoma, kad substrato (FPONDS)
koncentracijos maZ¢jimas pasireiSkia dviem skirtingomis priklausomybémis nuo
laiko: pirma — eksponenting, antra — t" tipo. Tas rodo, kad (4.7) lygéiy sistemos
dS/dt  lygtyje konkuruoja du nariai: pirmos ir antros eilés (substrato
koncentracijos atZvilgiu).

3. Skaitmeninio modeliavimo rezultatai parodé, kad geras eksperimento ir
modeliavimo duomeny sutapimas galimas tik tuomet, kai atsiZzvelgiama i netiesini
nusiplovimo procesa. Sis procesas gali biiti paaidkintas, kaip dviejy skirtingo
grei¢io tiesinio nusiplovimo procesy (greitas substratas-substratas sluoksniy
nusiplovimas ir létas substratas-elektrodas sluoksnio nusiplovimas) bendras
veikimas. Sis modelis remiasi tuo, kad substratas formuoja vos keliy molekuliy
storio sluoksni ant elektrodo pavirSiaus, tad nusiplovimo grei¢io konstanta
keiciasi (tiesiSkai) proporcingai substrato koncentracijai nuo didelés, kai

nusiplauna silpnai sukibg substratas-substratas sluoksniai iki maZos, kai
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nusiplauna substratas-elektrodas sluoksnis. Ir visas §is procesas bendrai matomas

kaip substrato koncentracijos atZvilgiu antros eilés narys.
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5 Biojutiklio su valdoma membrana ir jj veikianciy iSorés
veiksniy kompiuterinis modeliavimas

5.1 Jvadas

Kaip minéta antrame skyriuje, biojutikliuose kaip toks jautrusis elementas paprastai
yra naudojami fermentai, antikiiniai ar net visos lastelés. O kaip signalo vertimo
elementas daZniausiai naudojamos elektrocheminés sistemos. Biojutiklio veikimas yra
nulemtas keliy veiksniy bei su jais siejamy parametry: (i) biologinés sistemos: fermento
katalitinio pajégumo, substrato patekimo greiCio, substrato konversijos greifio; (ii)
konversijos  sistemos: fermentinés reakcijos produkto konversijos  greitis,
elektrocheminés sistemos regeneracijos greitis; (iii) difuzijos: substrato difuzijos 1
aktyvuyji centra greitis, elektrocheminés konversijos produkty difuzijos greitis
[Turner87]. Paprastai visi Sie parametrai yra pastoviis biojutiklio darbo metu. Léciausias
proceso Zingsnis nulemia viso biojutiklio sparta. Elektrocheminés reakcijos paprastai yra
labai greitos palyginus su fermentinémis reakcijomis ir difuzija. Tad yra dvi parametry,
lemianciy biojutiklio veikima, grupés: biokatalitiné — nulemta fermentinés konversijos
greitis, ir difuziné — nulemta jutiklio konstrukcijos. Remiantis Siomis grupémis
tvardijami du biojutiklio veikimo reZimai. Pirmasis reZimas — Kinetinis, pasireiSkiantis
tuomet, kai fermentinés konversijos greitis yra mazas lyginant su difuzijos grei¢iu. Siuo
atveju jutiklio parametrai yra nulemti katalitinio proceso. Tai reiSkia, kad, pavyzdZziui,
biojutiklio jautrumas aplinkos pH bus nulemtas fermento jautrumo pH pokyciams, o
temperatiriné jutiklio atsako priklausomybe bus nulemta katalitinio proceso aktyvacijos
energijos (paprastai 10%/laipsniui) ir pan. Biojutiklio atsako tiesinio atsako diapazonas
yra nulemtas Ky; (Michaelis konstanta) ir yra labai siauras. Jutiklio jautrumas Siame
reZime yra aukstas.

Kitas jutiklio darbo reZimas — difuzinis, jis realizuojasi tuomet biojutiklio katalitinis
aktyvumas yra labai auksStas ir 1é¢iausias Zingsnis yra substrato difuzija link fermento
aktyvaus centro. Siame reZime jutiklio parametrai yra nulemti difuzijos proceso. Jei pH
nekeicia difuzijos grei¢io, tuomet biojutiklio atsakas néra jautrus aplinkos pH
svyravimams. Temperatiiros itaka difuzijai yra daug mazesné (2-3 % / laipsniui). Tokio

biojutiklio jautrumas yra Zemas. Kai biojutiklis dirba difuziniame reZime tuomet galima

52



tikétis kalibracinés kreivés. Tai yra gera savybé, nes jutiklis gali dirbti esant dideléms
substrato koncentracijoms. PavyzdZiui gliukozés biojutiklio, sukonstruoto panaudojant
gliukozés oksidaze [Laurin89] arba PQQ gliukozés dehidrogenaze¢ [Laurin04], tiesinio
atsako diapazonas paprastai siekia vos kelis mM. Tik tam tikrais atvejais diapazonas gali
biti iSpléstas iki 15 mM [Laurin04, Kanap92]. Tai gali buti pasiekta perjungiant jutiklj {
gily difuzini rezima arba dirbtinai sumazinant substrato koncentracija ant iSorinés
membranos pavirsiaus. Sie biojutiklio veikimo reZimai apra$yti daugelyje straipsniy
[Mell75, Kulys86, Schul97, Baron02, Baron03, Baron(04].

Galimybé junginéti jutiklio reZimus atveria puikius kelius valdyti biojutiklio
analitinius parametrus. Kartais tai yra naudinga, kai jutiklis veikia sistemose, kur
substrato koncentracija kinta labai placioje skaléje.

Sios darbo dalies tikslas matematiskai sumodeliuoti biojutiklio veikima, kai jis dirba
kintan¢io pH salygomis ir difuziné membrana gali buti reguliuojama. Taip pat

iSanalizuoti kaip keiciasi jutiklio tiesinio atsako diapazonas bei pats atsako laikas.

5.2 Fizinis modelis

Siame skyriuje nagrinéjamas plokiéias biojutiklis, kuris sudarytas ploksé¢ia elektroda
padengiant fermentiniu sluoksniu ir pastarasis padengtas plok$¢ia membrana. Tokia
biojutiklio konstrukcija labai paplitusi praktikoje. Net ir tuo atveju, kai iSoriné
membrana paSalinama, fermento sluoksnis ant elektrodo pavirSiaus bei tirpiklio
nesimaiSantis sluoksniai veikia taip lyg membrana biity. Daroma prielaida, kad visuose
eksperimentuose biojutiklio fermentinis sluoksnis iSlieka stabilus ir jo storis iSlieka toks
pat — c. Fermentinis sluoksnis padengiamas poréta kintamo storio bei laidumo
membrana, kurios storis 6=d-c. Membranos laidumas charakterizuojamas substrato bei
reakcijos produkto difuzijos koeficientais joje: Dsy = Dpy = Diyempr.- Membranos
pralaidumas bei fermento aktyvumas priklauso nuo pH. Modeliuojama sistema

schematiskai pavaizduota 5.1 pav.
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5.1 pav. Modeliuojamos sistemos schematinis vaizdas: 1 — elektrodas, 2 — fermentinis sluoksnis, 3 — membrana.

5.3 Matematinis modelis

Nagrinéjama klasikiné biojutiklio veikimo schema, kai fermentas (E) vercia substrata (S) {
reakcijos produkta (P):

S—Ep (5.1)

Toks biojutiklis gali biiti modeliuojamas dvimatémis reakcijos-difuzijos lygtimis su
netiesiniu nariu, aprasan¢iu Michaelis-Menten kinetika, kai iskaitoma ir reakcijos
produkto inhibicija. Nagrin¢jamos sistemos difuzijos koeficientai yra temperatiiros ir
terpés pH funkcijos. Srityje 2 (5.1) vykstancius procesus apraso Sios diferencialinés

lygtys [Frey07]:

N 2°S V H,T)-S
=Dy, (T) =5~ v (PH.T)

ot ) K, -1+P/K,)+S
oP o0°P Vi (PH,T)- S

— =D, (T +
e )82 K, -(1+P/K,)+S

. xe (0,0), (5.2)

ot

Procesus vykstancius zonoje 3 apraSo Sios lygtys:

oS 2°S
a_: DSM(PH,T)a—z
! 3,0 X€(cd), (53)
oP P
EZ DpM (PH,T)ﬁ

¢ia: § — substrato koncentracija, Dz, Dpp — substrato ir reakcijos produkto difuzijos

koeficientai antroje srityje, Dgy, Dpy — substrato ir reakcijos produkto difuzijos
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koeficientai membranoje (sritis 3), Vj,. — fermentacijos greitis, K, — Michaelis
konstanta, Kp — reakcijos produkto inhibicijos konstanta, 7 — temperatiira, pH — pH
membranoje.

Fermentacijos grei¢io priklausomybés nuo pH modeliavimui pasirinkta Gausso
funkcija su centru pHy=6. Priklausomybé nuo temperatliros modeliuojama tiesine
funkcija su 10%/laipsniui daugikliu ir paslinkta taip, kad bty vienetui prie 20°C

temperaturos:

T-1 2
VMax(pH’ T) = VMuxO . 10 0 . e*(pH76) (5.4)

¢ia V.o — tipiSkas fermentacijos greitis prie 20°C ir pH = 6.

pH

5.2 pav. Maksimalaus fermentacijos greicio priklausomybé nuo pH esant skirtingoms temperatiiroms. Istisiné linija, kai
T = 20°C, taskuota linija — T=30°C, Strichuota linija — T=10°C.

Difuzijos koeficientai fermentacijos sluoksnyje (sritis 2) modeliuojami tiesine

funkcija su daugikliu 3%/laipsniui ir centru ties 20°C:

T+13

33 5.5
T+13 (5-3)

33

Dy, (pH) = Dy, -

D,y (pH) = Dy -
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¢ia Dggp ir Dpgy — substrato ir reakcijos produkto difuzijos koeficientai fermentiniame
sluoksnyje (sritis 2) prie 20°C temperatiros. Difuzijos koeficientai membranoje

modeliuojami pagal tris skirtingus modelius — Gausso, tiesinj bei konstantini:

D, (pH,T) =Dy (T)- e PP (5.6)
DPM (pH,T) — DPE (T)- e*(pH*pHm)2 s
arba
{DSM (pH.T)= Dy (T)- (0.2 pH —0.7) 5.7)
D, (pH.T) =D, (T)-(0.2- pH =0.7)’
arba
{DSM (pH,T) =D, (T)-0.2 (5.8)
D,,, (pH,T)=D,.(T)-0.2°

pH

5.3 pav. Skirtingi membranos laidumo modeliai esant pastoviai temperatiirai. IStisiné linija — Gausso tipo laidumo
priklausomybé nuo pH, taskuota linija — membranos laidumas nepriklauso nuo pH, briikSniuota linija — membranos
laidumas tiesiSkai priklauso nuo pH.

Pradinés salygos:

S(0,x) =0, kai x<d; S(0,d) = Sy; P(0,x) = 0. (5.9)

Krastinés salygos:
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g—S(t,o)z 0,S(t,d)=S,, P(t,0)=0,P(t,d) =0,
X
oS oS
Dy, (T)=—(t,c—0)= D, (pH,T)—(t,c +0),
ox ox

oP oP
D, (T)==(t,c=0)= D, (pH,T) = (t,¢ +0),
ox ox
S(t,c—0)=S(t,c+0),P(t,c—0)=P(t,c+0).

Tiriamos biojutiklio savybés:

Reakcijos produkto gradientas (biojutiklio srovés stipris yra

. - oo oP
proporcingas Siam parametrui) i: i(pH,T,S,,t) = N
X x=0

Nusistovejes sensoriaus atsakas: i, (pH,T,S,).

Biojutiklio atsako nusitovéjimo laikas f5, :

t o (PH,T,S,) = max{t :i(pH,T,S,,1) <0.95-i,, (pH.,T,S,)}

Biojutiklio tiesinio atsako diapazonas Siinear range:

linear _range

i i H’T’S S initia,
- max{SO 095 < LinPHT250)80 i 1.05}

i (PH TSy ia)So
Biojutiklio jautris B:
g (PH.T.Sy.1,) = i(pH TSy 1))
S, —1)
t, = max{ :i(pH, T, S,,1) < 051, (pH,T,S,)},
t, =max{t :i(pH,T,S,,1) < 0.3-i, (pH,T,S,)}

(5.10)

(5.11)

(5.12)

(5.13)

(5.14)

(5.15)

AukSciau apraSytas matematinis modelis remiasi prielaida, kad katalitinés reakcijos

greitis yra daug mazesnis uz elektrodinés reakcijos greiti. Tas yra tiesa tomis salygomis
kuriomis veikia auksCiau apraSytas modelis, kai terpés pH nekeiiamas eksperimento
metu, o elektrodas biina ijjungtas nuo pat eksperimento pradZios. Jeigu elektrodas biity
jjungiamas ne eksperimento pradZioje, o jam jau isibégéjus, tuomet reakcijos produkto
bty susikaupes didelis kiekis ir vos jjungus elektroda, momentin¢ srové bty fiksuojama

daug karty stipresné nei auk$¢iau apraSyty atveju. Toks elektrodo panaudojimo metodas

taikomas elektrochemijoje ir vadinamas elektrocheminiu stripingu. Sia technika galima
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biity patobulinti naudojant valdoma membrang, t.y. membrang jjungiant/i§jungiant tam
tikru laiko momentu. Siekiant sumodeliuoti tokiu biidu veikianti jutikli, reikia (5.1)

reakcijos lygti papildyti elektrodine reakcijos lygtimi:

S—E>P (5.16)
bk pe (5.17)

&a: P~ - konvertuotas reakcijos produktas, kuris gaunamas, reakcijos produktui P
oksidavusis/redukavusis ant elektrodo pavirsiaus.

Taciau lygtis (5.17) vyksta tik viename erdveés taske, t.y. ant elektrodo pavirSiaus, tad
ji néra sprendZiama atskirai, bet itraukiama kaip kraStiné¢ salyga, pakeicianti kraSting

salyga P(t,0) =0 i$ (5.10). Krastinés salygos Siam modeliui yra tokios:

3—i(t,0) =0,8(t,d)=S,, D,y (T) oP a;’ D _ ¢k 0)P(1.0), P(t,d) =0,

oS oS
Dy, (T)=—(t,c—0)= D, (pH,T)—(t,c +0),
ox ox

(5.18)
oP oP
Dy (T) 5= (t,¢=0) = Dpy (pH.T) == (1,c +0),
X ox
S(t,c—0)=S(t,c+0),P(t,c—0)=P(t,c+0).

¢ia k,(t) — elektrodinés reakcijos greicio koeficientas, kai elektrodas iSjungtas, tai
lygus nuliui, ¢, — dimensijy i§lyginimo konstanta. Tiriamos §io biojutiklio savybés:
Reakcijos produkto konversijos greitis ant elektrodo pavirsiaus,
proporcingas biojutiklio generuojamai srovei i (5.19)
i(pH,T,S,.t) =k, (t)P(1,0).
Maksimalus sensoriaus atsakas:

(5.20)
i (pH,T,S,)=max{i(pH,T,S,,t)}.

5.4 Kompiuterinis modeliavimas ir jo rezultatai

Sio biojutiklio skaitiniam modeliavimo automatizavimui sukurta programiné jranga.
Si programiné jranga geba modeliuoti tiek klasikini, tiek elektrocheminio stripingo

rezime dirbant] biojutiklius, atsiZvelgiant 1 fermentinés reakcijos inhibicija reakcijos
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produktu, terpés pH, temperatiira, ribota elektrodinés reakcijos greiti, taip pat 1 difuzijos
membranoje, fermentinés reakcijos grei¢io priklausomybe nuo pH bei temperatiiros. Sio
programos darbo rezultatas — biojutiklio atsako nusistovejusios reik§mes, jutiklio jautrio,
tiesinio atsako diapazono priklausomybés nuo terpés pH, temperatiiros, membranos
difuzijos koeficiento, fermento aktyvumo. PapildZius sukurtaja programing jranga
patogia vartotojo sasaja bei Siek tiek patobulinus ji galéty tapti universaliu irankiu Sios
klasés (apraSomuy Michaelis-Menten kinetika su inhibicija) uZdaviniy modeliavimui.
Realizuojant §ia programing iranga netiesiniy diferencialiniy lygciy su dalinémis
iSvestinémis sistema (5.2)-(5.3) sprgsta kombinuojant Crank-Nicholson baigtiniy
skirtumy schemga (tiesinei daliai) kartu su paprastyjy iteraciju metodu (netiesiniam
nariui) [SamarO1]:

S (S =28 4 SEMTY + (87, -28) +5)

=D i+l = i+l _
ht SE 2% 2

. , ' (5.21)
_ Vi (8777 +87)
2K, (1+ P K )+ S5

Pik+1,j+1 _Pij B D (Piﬁlﬂ,jﬂ _2Pik+1,j+1 +Pifl+1,j+1)+(Pii'l _2Pij +Ei1)
h - YPE % 2 +
! x (5.22)
N Vmax (Sik+1,j+1 + S]])
2K, (1+ P K )+ S5
auksSciau apraSytos lygtys taikomos srityje 2, t.y. i = 1,...,N.-1.
SIMT=S] ST =28 4 SEY T +(S L, — 287 +8])
— D o ; (5.23)
t X
Pik+1,j+1 _ Pij B D (Piﬁlﬂ,jﬂ _2Pik+1,j+1 + Pifl+1,j+1)+ (P;i1 _2Pij + Pxil)
S =Dy, = . (524)
t X
pastarosios lygtys taikomos srityje 3, t.y. i=N,,...N-1. Krastinés salygos:
S(I]c+1,j+1 — Slk+1,j+1, P0k+1,j+1 — 0,
k+1,j+1 k+1,j+1 _
Sy =580, B =0, (5.25)

k+Lj+1 k4Ll k+1j+1 QL+l
DSE (Schl SNL‘ ) - DSM (SNL‘ SNL‘+1 ) ’

k+1,j+1 _ k+1,j+1\ _ k+1,j+1 _ k+1, j+1
DPE (Pchl PNL‘ ) - DPM (PNL‘ PNCH )
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Paprastyjy iteraciju metodas buvo taikomas substrato ir produkto koncentracijos
atzvilgiu, vienam laiko sluoksniui, pradin¢ substrato bei produkto koncentracija buvo
imama lygi ankstesnio laiko sluoksnio koncentracijai: S>/*' =S5/, P°/*' = P/, iteracijos

1

(jos numeris Zymimas raide k) vykdomos tol, kol tenkinamos salygos:

k+1,j+1 k,j+l1 k+1,j+1|

‘Schl SNL‘ 1 ‘SNL‘ 1 ’ (5.26)
k+1, j+1 k,j+1 k+1, j+1

P =PI > P (5.27)

€ pasirinktas lygus 10° Tagiau skai¢iavimai parodé, kad reikiamas tikslumas
pasiekiamas jau su pirmaja iteracija, tad skirtuminé schema (5.21)- (5.24) buvo pakeista
kiek paprastesne (S;/*'7/*' pakeitiant S/, o S/ pakei¢iant S/ P/ — pit plt

P/

S/ S (S =28 S5 +(SE, —287 +51))

— D i+1 _
h

SE 2
: | | 2h, (5.28)
Ve S +S))
2K, 1+P /K,)+S/)
BB _ (B 2R+ PR +(PL 2B +P))
h - ~PE % 2
! ' ' ¥ . (5.29)
o Ve ST +SY)
2K, (1+P'/K,)+S/)
auksSciau apraSytos lygtys taikomos srityje 2, t.y. i = 1,...,N.-1.

S/ —s; (S =28/ + 85+ (8L, —28) +S/)
i i :D i+1 i ,
=D R (5.30)
P —pJ (P 2P + P2+ (P!, —2P/ + P/))
T — DP i+1 i i 12h . i+1 i i-1 , (5.31)

pastarosios lygtys taikomos srityje 3, t.y. i=N,,...N-1.
Biojutikliui dirbant pagal antraji modelj, skiriasi tik kaip skai¢iuojama krastin¢ salyga
reakcijos produktui taske x=0:

P1j+1
—— 5.32
s kgkhx (5.32)

Jj+Hl _ g j+l Jj+l
S() - Sl ’ P() -
SE
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S}{/ﬂ =S,, P}\{H -0,
DSE(Sf{’il _SI{IZI)ZDSM(SJ{IZI _Sj+11)s

Nc+

Dy (L, = B = Dy (B = P
Siekiant iStirti kaip pagal sudarytaji pirmaji modelj veikia biojutiklis esant jvairioms
aplinkos salygoms, buvo atlikta tokia skaitmeniniy eksperimenty serija: I) pH,
temperatiira ir membranos difuzijos koeficientai yra pastovis, o fermentacijos greitis
Vinax monotoniskai didéja, modeliavimo tikslas yra biojutiklio jautris B (5.15) ir tiesinio
atsako diapazonas Sjiear range (5.14); 1I) pH, temperatura ir fermentacijos greitis V. yra
pastovls, o membranos difuzijos koeficientai monotoniSkai didé¢ja iki susilygina su
difuzijos koeficientais fermentacijos sluoksnyje (sritis 2), modeliavimo tikslai tokie
patys kaip ir eksperimentui I); III) pH ir temperatiura tiesiSkai didinami, V.,
apskaiCiuojamas pagal formulg (5.4), difuzijos koeficientai srityje 2 apskai¢iuojami
pagal formulg (5.5), o difuzijos koeficientai membranoje apskai¢iuojami pagal formulg
(5.6), pH), > 6, modeliavimo tikslai yra biojutiklio tiesinio atsako diapazonas Sinear range

(5.14) ir biojutiklio atsako nusistovéjimo laikas #5;, (5.13);

1 T T /\\ T 1
0.8 / \ -10.8

AT

0.4 / 104
0.2 / 10.2

% Vimaxo
—
/

x D

pH
5.4 pav. Maksimalaus fermentinio aktyvumo ir membranos laidumo priklausomybés nuo pH III) eksperimento metu.
Istisiné linija — maksimalaus fermentinio aktyvumo priklausomybé nuo pH (santykiniais vienetais), briikSniné linija —

membranos laidumo (difuzijos koeficiento) priklausomybé nuo pH (santykiniais vienetais).

IV) viskas taip pat kaip III), i8skyrus pHy, < 6;
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5.5 pav. Maksimalaus fermentinio aktyvumo ir membranos laidumo priklausomybés nuo pH IV) eksperimento metu.
Istisiné linija — maksimalaus fermentinio aktyvumo priklausomybé nuo pH (santykiniais vienetais), briikSniné linija —
membranos laidumo (difuzijos koeficiento) priklausomybé nuo pH (santykiniais vienetais).

V) viskas taip kaip III), iSskyrus pHy = 6; VI) viskas taip pat kaip ir III, bet difuzijos
koeficientai yra pastoviis pH atzvilgiu, formulé (5.8); VII) taip pat kaip ir III, tik
membranos difuzijos koeficientai apskai¢iuojami pagal tiesing lygti (5.7).

Siekiant iStirti kaip biojutiklis veikia pagal antraji modelj, sudaryta ir jvykdyta $i
skaitmeniniy eksperimenty serija: IA) eksperimento pradZioje elektrodas iSjungiamas ir
véliau jjungiamas laiko momentu ?,, membrana iSjungta (visiSkai pralaidi) viso
eksperimento metu; ITA) eksperimento pradZioje elektrodas iSjungiamas ir véliau
jjungiamas laiko momentu 7,, membrana ijungiama (apribojamas pralaidumas) nuo pat
eksperimento pradZios; IIIA) eksperimento pradZioje elektrodas iSjungiamas ir veliau
jjungiamas laiko momentu 7, membrana jjungiama (apribojamas pralaidumas) laiko
momentu 7, eksperimentas kartojamas su keliomis skirtingomis #,, reikSmémis.

Skaitinés reik§més naudotos skaitmeniniame eksperimente I): S, =1.46x10° mol m™
(biojutiklio tiesinio diapazono nustatymo eksperimente §i reikSmé buvo didinama 10%
su kiekviena algoritmo iteracija, kol buvo tenkinama (5.14) salyga), Sy inisias =1x10° mol
m>, Dgz = Dpg = Dgyy= Dpy = 0.9x10™"° mol m™, V., = [10°..10) mol m™ s, Km = 10"
mol m”, Kp = 10" mol m™ (tiesiog pakankamai didelis skaiGius, kad $iam eksperimentui
minimizuoti reakcijos produkto inhibicija), T = 20°C, pH = 6, biojutiklio storis (su
membrana) d = 2x10% m, fermentinio sluoksnio storis ¢ = 1.6x10™* m, skaitinio

integravimo intervalas #;,, = 15000 sec. Eksperimente II) panaudotos tos pacios reikSmes,
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i¥skyrus: Viee= 1x10° mol m> s, Dgy = Dpy = [8.79x107.. 0.9x10"°] mol m”.
Eksperimente III) naudotos reikSmés tokios pat kaip ir 1) eksperimente, iSskyrus Sias: Sy
=2.62x10" mol m™ (nusistovéjimo laikui nustatyti), Dgy, ,Dpy apskaiCiuota pagal (5.6)
formule, pHy = 7, Viyr = 1x10* mol m™ s, T = [15..251°C, pH = [4..8], Kp = 1x10™
mol m~. Reikimés naudotos eksperimente IV) tokios pat kaip ir eksperimente III),
iSskyrus pH), = 5. ReikSmés naudotos eksperimente V) tokios pat kaip ir eksperimente
IMD), i8skyrus pHy = 6. ReikSmés naudotos eksperimente VI) tokios pat kaip ir III),
iSskyrus tai, kad substrato ir reakcijos produkto difuzijos koeficientai membranoje
apskaiciuoti pagal formulg (5.8). Eksperimento VII) reikSmés tokios pat kaip ir III),
iSskyrus tai, kad substrato ir reakcijos produkto difuzijos koeficientai membranoje

paskaiciuoti pagal tiesing formulg (5.7).

2 lentelé. Eksperimentuose naudoty parametry reikSmes.

So | So_miiar | Dse= | Dsu= Vi | Ku | Ko | T | pH ]| d c twr | PHu
x10° | Dpz | Dpu °C x10* | x10™ | x10?
x10' | x10'

I 146 | 1.00 [ 090 | 090 | 10°.10 | 107 [ 10” | 20 6 | 20 | 16 15 -
x10°°

Im | 146 | 100 | 879 | 879 | 1x10° [ 107 [ 10" ] 20 | 6 | 20 | 16 | 15 -
x10° 209 | .09

Imr | 262 | 100 [ 090 [ (5.6) | 1x10® [ 107 [ 10" | 15.. [ 48] 20 | 16 15 7
x10" 20

Iv | 262 | 100 [ 09 | 5.6) | 1x10" [ 107 [ 10" [ 15. [ 48| 2.0 | 1.6 15 5
x10™" 20

v | 262 | 100 | 090 | 5.6) | 1x10" [ 107 [ 10" [ 15.. [ 48] 2.0 | 1.6 15 6
x10" 20

VI | 262 | 1.00 | 090 | (58) | Ix10" [ 107 [ 10" | 15.. [ 48| 20 | 16 | 15 -
x10" 20

VII| 262 | 100 [ 090 [ (57) | 1x10® [ 10" [ 10" | 15.. [ 4.8 ] 20 | 16 15 -
x10" 20

Skaitinés reikSmés naudotos skaitmeniniame eksperimentuose, vykdytuose pagal
antraji modeli: Sy =2.62x10" mol m”, Dgy = Dpy = 0.9x10™"° mol m™>, Dsy = Dpy =
0.09x10"° mol m?, V,;,, = 10* mol m? s, K;; = 10" mol m”, K, = 10" mol m™ (tiesiog

pakankamai didelis skaiCius, kad Siam eksperimentui minimizuoti reakcijos produkto
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inhibicija), T = 20°C, pH = 6, biojutiklio storis (su membrana) d = 2x10* m,
fermentinio sluoksnio storis ¢ = 1.6x10™ m, skaitinio integravimo intervalas ¢,,, = 600
sek, membranos ijungimo laikai: ¢, = [0,62,125,250,500] sek, elektrodo {jungimo laiko
momentas 7, = 500 sek., elektrodinés reakcijos grei¢io konstanta k, = 107 s, ¢; = 2x10°
m.

Skaitiniu biidu modeliuojant biojutikli, veikianti pagal pirmaji modeli, ivairls jo
parametrai buvo kei¢iami taip, kad biojutiklis persijunginéty tarp kinetinio ir difuzinio
rezimy. Siekiant jvertinti modeliuojamo biojutiklio veikima, vienas i§ stebimy biojutiklio
parametry pasirinktas jutiklio atsako tiesiSkumas. Jutiklio tiesiSkumo kriterijum
pasirinktas biojutiklio atsakas | substrato koncentracija ir kol tas atsakas nenukrypsta
daugiau kaip per 5% nuo hipotetinés atsako tiesés, tol biojutiklis vertinamas kaip
veikiantis tiesiniame reZime. Kitas svarbus parametras, pasirinktas kaip biojutiklio
kokybés jvertis, - tai jutiklio atsako nusistovéjimo laikas. Sis laikas jvertinamas kaip
laikas, kuomet biojutiklio atsakas pasiekia 95% nuo nusistovejusios maksimalios atsako
reikSmeés.

5.6 pav. pateikiamas tipiSko biojutiklio veikimas kinetiniame ir difuziniame
reZimuose. Kai difuzijos koeficientai yra pastoviis (5.6 A pav.) ir biokatalitinio sluoksnio
aktyvumas yra Zemas, tuomet proceso greiti limituojantis veiksnys yra substrato
fermentiné konversija. Siuo atveju substrato koncentracija fermento aktyvaus centro
aplinkoje yra tokia pati kaip iSoriniame tirpale. [vertinant tai, kad fermento Ky, yra
stabilus ir mes stebime tik fermento inaktyvavima, tada biojutiklio tiesiSkumas yra
stabilus ir apytiksliai lygus Ky reikSmeés tre¢daliui. Biojutiklio jautris (atsako tiesiné
dalis) didéja kartu su fermento aktyvumu.

Kai fermento aktyvumas yra didelis, tuomet proceso sparta limituojanciu veiksniu
tampa substrato difuzija per biojutiklio membrana. Siuo atveju biojutiklio jautrumas
priklauso tik nuo substrato padavimo greicio. Esant stabiliai substrato koncentracijai ir
biojutiklis yra stabilus. Siuo atveju substrato koncentracija fermento aktyvumo centro
aplinkoje yra Zymiai maZesné, nei iSor¢je esancCiame tirpale. Substrato koncentracijy
skirtumas didés didinant fermento aktyvuma, tad tuo paciu didés ir jutiklio tiesinis

diapazonas.
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5.6 pav. A) Biojutiklio tiesinio diapazono (kairé asis) ir jautrio (desiné aSis) priklausomybé nuo fermento aktyvumo.
ISorinés membranos difuzijos koeficientai Dy, = Dpy = 0.9x 10’ mol m*. Substrato koncentracija S, =1.46x10° mol m™
(kuriai skaiciuotas jautris).

B) Biojutiklio tiesinio diapazono (kairé asis) ir jautrio (deSiné asis) priklausomybé nuo iSorinés membranos difuzijos
koeficienty (laidumo). V= 1x10°® mol m3s™%.

Pazyméjimai: mélyna (iStisiné) linija — tiesinio atsako diapazonas, Zalia (briikSniuota) — jautris.

PanaSus reiSkiniai stebimi kuomet biojutiklis veikia su kei¢iamo laidumo iSorine
membrana (5.6 B pav.). Esant aukstai difuzijos koeficiento Dg reik§mei membranos
laidumas yra didelis, tad proceso sparta limituojantis veiksnys yra fermento aktyvumas.
Esant stabilioms V.. ir Ky reikSméms, tiek jutiklio tiesinis diapazonas, tiek jautris yra
stabiliis. Esant maZam difuzijos koeficientui sensorius persijungia { difuzini reZima.
Siame reZime jautris maZéja, nes substrato koncentracija sensoriuje bus maZesné nei
iSor¢je. Tad mazinant difuzijos koeficienta mazéja substrato galimybés pasiekti fermento
aktyvyji centra, tad maz¢ja jautris, bet tuo paciu did¢ja tiesinis diapazonas, kas ir
matoma 5.6 B pav.

Sie duomenys rodo, kad pasirinkti biojutiklio parametrai yra korektiski ir gali bati
naudojami tolimesniuose skai¢iavimuose. Skaitinio modeliavimo btudu gautos kreivés
artimos eksperimentiniams duomenims, kurie buvo gauti tiriant elektrocheminius
biojutiklius su skirtingo laidumo membranomis [Laurin89]. Skirtingo laidumo
membranos gautos acitilinant celiuliozés membranas.

Iprasta, kad su laiku fermento aktyvumas krenta, o iSorinés membranos uZsikemsa
iSor¢je esanciais proteinais, lipidais, lastelémis ir pan. Paprastai tas nutinka ilgai
eksploatuojant jutikli. Tarkime, kad membranos laidumas ir fermento aktyvumas gali

biti valdomi neiSardant biojutiklio. Tokia savybé biity labai naudinga siekiant valdyti
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jutiklio aktyvuma arba norint panaudoti jutikli kaip jungikli. Tokiam biojutiklio
valdymui labai tinka terpés pH faktorius. Dalies dirbtiniy membrany laidumas substratui
priklauso nuo terpés pH. Si reiskini galima paaiskinti keliais buidais. Kai kurios
membranos (ypa¢ baltyminés kilmés) turi jonogeniniy grupiy, kurios suteikia krivi
membranai. Kriivis gali paveikti membranos susitraukima, tad kei¢iant pH gali keistis
membranos laidumas bei storis. IS kitos pusés, kriivi turin¢io substrato difuzija per
membrang taip pat gali buti reguliuojamas kei¢iant pH. Buvo atliktas keliy tokiy
procesy, taip pat atsizvelgiant 1 skirtinga temperatiirini jautruma esant difuziniam ir
kinetiniam jutiklio veikimo reZimams, skaitinis modeliavimas. Sio modeliavimo
rezultatai pateikiami 5.7 pav. Biojutiklio parametrai parinkti taip, kad kai membranos
laidumas nepriklauso nuo pH, tuomet biojutiklis veikia kinetiniame reZime. Taciau esant
aukStoms arba Zemoms pH reikSméms, dél kritusio fermento aktyvumo, biojutiklis
persijungia 1 difuzini reZima. Jutiklio atsako nusistovéjimo laikas labiausiai jautrus
biitent Sitam persijungimui ir 5.7 pav. kreivé 5 puikiai iliustruoja reZimy ribas.
Biojutiklio tiesinio atsako diapazonas pavaizduotas logaritminiu masteliu (5.7 B pav.)
néra toks geras parametras reZimy riboms ivertinti, bet i kitos pusés puikiai iliustruoja
gily difuzini reZima.

Kitaip nei fermentams, membranoms paprastai néra budingas stipriai iSreikStas
laidumo pH optimumas ir ju laidumas kinta pla¢iame pH intervale. Tarkime, kad
membranos laidumas tiesiSkai priklauso nuo pH intervale pH 4-pH 8 ir padidéja 9 kartus.
Tai yra gana tipiSka, Zinant, kad membranos gali susitraukinéti priklausomai nuo pH (5.7
pav., kreivée 4). Esant aukStam pH (pH 8) membranos laidumas yra didelis, taciau
fermento aktyvumas yra labai maZas (fermento aktyvumo optimumas ties pH 6), tad
substrato difuzijos greitis yra lygus substrato suvartojimo greiciui, tad faktiSkai jutikliai
veikia kinetiniame arba ribiniame reZime. Prie pH 6 fermento aktyvumas yra
maksimalus ir jutiklis veikia giliai kinetiniame reZime, atsakas yra greitas, o tiesinio
atsako diapazonas yra siauras (5.7 B pav.). Esant Zemesnéms pH reikSméms tiek
fermentinis aktyvumas, tiek membranos laidumas yra mazi ir biojutiklis veikia ribiniame
arba difuziniame reZime.

Tarkime, kad membranos laidumas priklauso nuo pH taip pat kaip ir fermento
aktyvumas. Tokia situacija gali susidaryti tuomet, kai substrato (ar reakcijos produkto) ir

membranos kriivis priklauso nuo pH. Tegul abu procesai vyksta pagal ta pati désni ir tuo
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atveju kai fermento ir membranos optimumas yra ties tuo paciu pH (pH 6). Tai reiskia,
kad fermento ir membranos izoelektrinis taskas yra tas pats — pH 6. Tuo atveju stebimas
aiSkiai iSreikStas difuzinis reZimas (ta galima nustatyti pagal tai, kad padidéjgs atsako
laikas (5.7 A pav., kreivé 3)) esant mazam ar dideliam pH, o gana pla¢iam intervale (ties

pH 6) biojutiklis veikia kinetiniame reZime.

14000 .- Earaoy: B it =
12000

10000+, |
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8000+

o

SIinear ran

d
*+ 5000

(A) (B)
5.7 pav. (A) Jutiklio atsako laiko priklausomybé nuo temperatiros (T) ir pH. (B) jutiklio tiesinio atsako diapazono
(logaritminé skalé) priklausomybé nuo temperatiiros ir pH.
Fermento optimumas pHy=6.
1 (mélyna) — membranos laidumas priklauso nuo pH, optimumas ties pH 7 (pHy=7, formulé (5.6)).
2 (juoda) — membranos laidumas priklauso nuo pH, optimumas ties pH 5 (pHy=5, formulé (5.6)).
3 (raudona) — membranos laidumas priklauso nuo pH, optimumas ties pH 6 (pHy=6, formulé (5.6)).
4 (violetiné) — membranos laidumas tiesiskai priklauso nuo pH (Dgy;, Dpy padidéja 9 kartus intervale pH 4 — pH 8,
formulé (5.7)).
5 (zalia) — membranos laidumas nepriklauso nuo pH (formulé (5.8)).

Taciau difuzinis reZimas néra labai gilus, kas puikiai matoma i§ santykinai mazo
tiesinio atsako diapazono (5.7 B pav., kreives 3-5).

Jei fermento aktyvumo ir membranos laidumo pH optimumai nesutampa, tuomet
matome rySkia Sio reiSkinio itaka jutiklio tiesinio atsako diapazonui. Kai membranos

laidumo pH optimumas yra didesnis uZ fermento aktyvumo pH optimuma (5.7 pav.,
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kreivé 1), tuomet membranos laidumo maksimumas yra pasislinkgs 1 didesnio pH zona,
tuo paciu pasislenka ir kinetinio reZimo zona. 5.7 pav. matomas tik kairysis kreivés
sparnas. Jei membranos laidumo optimumo pH yra maZesnis uZz fermento aktyvumo
maksimuma (5.7 pav., kreivé 2), tuomet matome ta pati vaizda, tik kreivé yra
pasislinkusi { maZesnio pH zona, tad matomas tik deSinysis kreivés sparnas. Jutikliui
pereinant 1 vis gilesni difuzini reZima atsako laikas padidéja keliais kartais, taciau
jutiklio tiesinio atsako diapazonas iSsiplecia keliomis eilémis.

Jutikliui veikiant elektrocheminio stripingo reZimu momentinis Sroveés stiprumas
keliomis eilémis didesnis uZ tradicinio biojutiklio, nagrinéto auks$ciau, atsaka. Tokio
jutiklio atsako grafikas, kai elektrodas ijungiamas pragjus 500 sek. nuo eksperimento
pradZios, o membrana neijungiama visai, pateikiamas 5.8 pav. Siekiant sukurti efektyvia
programing {ranga Sio tipo uzdavinio modeliavimui, buvo atlikta optimizacija, parenkant
smulky laiko integravimo Zingsni tik trumpam laiko momentui prie§ jjungiant
elektroda/membrang ir griZtant prie stambesnio laiko Zingsnio po neilgo laiko tarpo. Si
optimizacija leido iSlaikyti gera balansa tarp uZdavinio skai¢iavimo tikslumo bei

stabilumo ir skai¢iavimo greicio.

GradP(x=0,t=500.01)=6411.6—
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5.8 pav. Biojutiklio atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo rezime, kai membrana iSjungta viso skaitinio
eksperimento metu.

[jungus membrana nuo pat skaitinio eksperimento pradZios gaunamas jutiklio atsako

maksimumas mazesnis nei eksperimente, kai membrana visai nejjungiama ( 5.9 pav.).
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5.9 pav. Biojutiklio atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo reZime, kai membrana jjungiama skaitinio
eksperimento pradzioje.

Tadiau truputi pavélinus membranos ijjungimo momenta (f, = 62 sek.), gaunamas
rezultatas pastebimai geresnis, maksimali jutiklio generuojama srové sustipréja daugiau

kaip 40% (5.10 pav.).
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5.10 pav. Biojutiklio atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo rezime, kai membrana jjungiama nuo skaitinio
eksperimento pradzios praéjus 62 sek.

Toliau vélinant membranos jjungimo laika rezultatas geréja (¢, = 125 sek.), o véliau

ima mazéti (¢,,= 240 sek.):
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5.11 pav. Biojutiklio atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo rezime, kai membrana jjungiama nuo skaitinio
eksperimento pradzios praéjus 125 sek. (A) bei 250 sek. (B).

Membrang jjungiant tuo paciu momentu kaip ir elektroda biojutiklio atsakas biina

labai panaSus 1 ta, kai membrana iSvis nejjungiama:

7000
GradP(x=0,1=500.01)=6411.6—

6000

5000
)

Il 40001
Ko
5

S 3000~
S
(@]

20001

1000

0 I I I I gr
0 100 200 300 400 500 600
t,s
5.12 pav. atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo rezime, kai membrana jjungiama tuo paciu metu kaip ir
elektrodas.

Biojutikliui veikiant elektrocheminio stripingo reZime membranos itaka jutiklio
atsakui panasi 1 ta, kuri stebima klasikinio biojutiklio atveju, kuris apraSytas pirmuoju
matematiniu modeliu. T.y. membranos poveikis yra dvejopas: sulaiko reakcijos produkto

nutekéjima ir tuo paciu sumazina substrato itekéjima 1 jutiklio veikliaja sriti. Reakcijos
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produkto nutekéjimo sulaikymas stiprina biojutiklio atsaka, nes reakcijos produkto
oksidacijos/redukcijos kiekis per laiko vieneta tiesiogiai proporcingas produkto
koncentracijai ant elektrodo pavirSiaus. Antrasis membranos poveikis — substrato
neileidimas 1 aktyviaja zona, reiSkia, kad maZzéja ir reakcijos produkto gamyba bei
koncentracija ant elektrodo pavirSiaus, nes biitent substratas, veikiant fermentui, yra
veréiamas i produkta. Siems poveikiams konkuruojant membrana gali daryti tiek
teigiama itaka jutiklio generuojamo signalo stiprumui tiek neigiama, tas ir matoma i
auks$ciau apraSyty skaitiniy eksperimenty rezultaty. Jei membrana jjungiama laiku, t.y.
jutiklio aktyvioje zonoje susikaupus pakankamai substrato ir dar nepagaminus (bei
neiStekéjus) didZiosios reakcijos produkto dalies, tuomet jutiklio atsakas buna iki 40%
stipresnis nei atveju kai membrana nenaudojama. Taciau nenutekant reakcijos produktui
jo koncentracija gali tapti pakankamai didel¢ ir produktas gali pradéti inhibuoti
fermenting reakcija ir tuo paciu stabdyti produkto tolimesng gamyba. Siam procesui
patikrinti atlikta papildoma skaitiniy eksperimenty serija, kuomet inhibicijos konstanta
Kp= 10" mol m™ yra pakankamai maZa (t.y. reakcijos inhibicija prasideda esant maZai
produkto koncentracijai) ir palyginta kai membrana jjungiama laiko momentu #,, = 0 sek.

bei nejjungiama isvis:
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5.13 pav. Biojutiklio atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo rezime esant fermentinés reakcijos inhibicijai
produktu, kai membrana jjungiama nuo pat skaitinio eksperimento pradzios (A) bei nejjungiama visai (B).

Kaip ir tikétasi ivedus fermentinés reakcijos inhibicija reakcijos produktu biojutiklio

generuojamo signalo stiprumas krito visa eile. Pastebétina, kad Siuo atveju, palyginus
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kaip veikty jutiklis turintis membrang su jutikliu neturin¢iu membranos, matoma, kad
membranos efektas yra Zymiai rySkesnis, nei aukSCiau iSnagrinétu atveju, kuomet
neatsizvelgiama 1 inhibicija, t.y signalas sustipréja daugiau kaip 40%. Taciau palyginus
jutiklio, turin¢io valdoma membrang ir turin¢io stating membrana, generuojama signala,

matoma, kad valdomos membranos pranasumas yra minimalus:

GradP(x=0,t=500.01)=1135.06
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5.14 pav. Biojutiklio atsakas jam veikiant elektrocheminio stripingo rezime esant fermentinés reakcijos inhibicijai
produktu, kai membrana statiné (A) bei jjungiama nuo skaitinio eksperimento pradzios praéjus 62 sek. (B).

Tokiam biojutikliui fermentinés reakcijos inhibicija reakcijos produktu néra palanki,
todel elektrocheminio stripingo reZimu dirbantis biojutiklis su valdoma laike membrana

praktikoje biity itin tinkamas labai mazoms medZiagy koncentracijoms greitai iSmatuoti.
5.5 ISvados

1. Pasiiilytas biojutiklio su iSorine membrana matematinis modelis, atsizvelgiantis
1 terpés pH bei temperatiira, leido identifikuoti kokie biojutiklio parametrai
rodo kada biojutiklis pereina i vieno reZimo { kita.

2. ISnagrinéti keli speciallis atvejai, kai fermento aktyvumas ir membranos
laidumas priklauso nuo pH, parodé, kad jutiklio atsako laikas jautrus jutiklio
darbo reZimui, ir ypatingai jautrus ribinéje srityje.

3. Giliame difuziniame reZime jutiklio tiesinio atsako diapazonas gali biti

iSpléstas keliomis eilémis.
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4. Jutiklis gali buti lengvai perjungtas { gily difuzini reZima tuomet, kai
membranos laidumas netiesiSkai priklauso nuo pH ir membranos maksimalaus
laidumo taskas skiriasi nuo fermentinio aktyvumo maksimumo tasko.

5. Pasiiilytas, sumodeliuotas ir iSnagrinétas biojutiklis turintis valdoma laike
membranag ir veikiantis elektrocheminio stripingo reZime, parodé, kad
valdomos laike membranos teigiamas efektas biojutiklio generuojamam
signalui rySkiausias tuomet kai reakcijos produktas silpnai inhibuoja

fermenting reakcija.
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6 ISvados

Remiantis trijy struktiiriSkai inovatyviy biojutikliy modeliavimo rezultatais galima
i§skirti tokias svarbiausias iSvadas:

1. Taikant paprasta vieno difuzijos sluoksnio modeli [Verger72] galima gauti gera
biolektroanalitinés sistemos, skirtos Thermomyces lanuginosus lipazés
aktyvumo nustatymui, modeliavimo ir eksperimento rezultaty sutapima, tik
modelj papildZius kinetine substrato lygtimi. Tuo paciu, kaip papildomas
modeliavimo rezultatas, gaunamas fermentinés reakcijos greicio konstantos
vertis.

2. Pagal lipazés aktyvumo nustatymo biojutiklio su substratu padengtu elektrodu
fizinio eksperimento analizés rezultatus, matoma, kad substrato koncentracijos
maz¢jimas pasireiSkia dviem skirtingomis priklausomybémis nuo laiko: pirma
— eksponenting, antra— t"' tipo. Tas rodo, kad (6.7) lygéiy sistemos dS/dt
lygtyje konkuruoja du nariai: pirmos ir antros eilés (substrato koncentracijos
atzvilgiu). Geras eksperimento ir modeliavimo duomeny sutapimas galimas
atsizvelgiant | abu Siuos narius.

3. Jutiklis su valdomo laidumo membrana gali biiti lengvai perjungtas i gily
difuzini reZima tuomet, kai membranos laidumas netiesiSkai priklauso nuo pH
ir membranos maksimalaus laidumo taSkas skiriasi nuo fermentinio aktyvumo
maksimumo tasko.

4. Biojutiklis turintis valdoma laike membrang ir veikiantis elektrocheminio
stripingo reZime, turéty pranasuma prie§ analogiSku rezimu veikiantj jutikli su
statine membrana, jei membranos jjungimo laikas biity parinktas tinkamai ir

reakcijos produktas silpnai inhibuoty fermenting reakcija.
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