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Įvadas

Greita ir tiksli informacija yra labai svarbi priimant teisingus sprendimus bei pasirenkant
tinkamus veiksmus. Žmogus suvokia išorinę informaciją remdamasis biologinių jutiklių
- regos, klausos, skonio, kvapo ir lytėjimo pojūčių - sistema. Tačiau daugeliu atvejų
tik mūsų pojūčių nepakanka. Todėl nuolat yra kuriamos naujos pagalbinės priemonės,
pavyzdžiui - jutikliai, biojutikliai, biologiniai kuro elementai bei reaktoriai. Šiame darbe
detaliai nagrinėsime daigiapakopių biojutiklių projektavimo bei jų veiklos modeliavimo
klausimus.

Šiame darbe biojutiklio sąvoka yra taikoma jutikliams, naudojantiems biomolekules
kaip selektyvius atpažinimo elementus [5, 31, 39, 43]. Biojutikliai yra analitiniai įtai-
sai sudaryti iš biologiškai aktyvios bei selektyviai atpažįstančios substratą medžiagos,
dažniausiai fermento, ir keitiklio formuojančio makroskopinį fizinį signalą (žr. 1 pav.).
Pastarojo signalo stipris paprastai yra tiesiogiai proporcingas substrato koncentracijai.

1 pav.: Biologinio atpažinimo procesas.

Pagal Tarptautinės Fundamentinės ir Taikomosios chemijos sąjungos (IUPAC) apibrėži-
mą:

Biojutiklis yra integruotas atpažinimo-keitimo įtaisas, gebantis pateikti selektyvią kie-
kybinę ar pusiau kiekybinę analitinę informaciją pasitelkdamas biologinio atpažinimo
elementą [38].

Biojutikliai yra pakankamai pigūs, jautrūs bei patikimi įtaisai, dažnai naudojami kliniki-
nės diagnostikos, vaistų kūrimo, maisto analizės, aplinkos ir pramoniniame monitoringe
bei kitoms reikmėms [21, 28, 40, 43, 45].

Sparčiai besiplečianti taikymų sritis sukuria naujų biojutiklių tipų poreikį. Naujų įtai-
sų kūrimui būtini lygiagretūs eksperimentiniai tyrimai. Tačiau pastarieji eksperimentai
dėl didelės reagentų, ypač fermentų, kainos yra labai brangūs. Savo ruožtu, skaitiniai
eksperimentai gali patikimai pakeisti fizinius. Skaitinis biojutiklių modeliavimas yra
paremtas netiesinių dalinių išvestinių lygčių sprendimu [5]. Šios lygtys yra sudarytos iš
tiesinio difuziją aprašančio nario bei netiesinio biokatalitinės substrato transformacijos
reakcijos greičio. Analiziniai lygčių sprendiniai egzistuoja tik ribinių substrato koncent-
racijų atvejais [32]. Bendruoju atveju lygčių sprendimui tūri būti pritaikytas skaitinio
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Įvadas

sprendimo metodas. Šiame darbe yra taikomi baigtinių skirtumų skaitinio sprendimo
metodai. Optimaliam sprendiniui parinkti atlikta lyginamoji reakcijos - difuzijos tipo
lygčių sprendimo analizė.

Dauguma ankstesnių skaitiniam biojutiklių modeliavimui skirtų darbų remiasi vienos
pakopos cheminės reakcijos aproksimacija. Tačiau šiuolaikiniai biojutikliai yra sudėti-
nės sistemos, kuriose naudojami keli fermentai arba vienas fermentas dalyvauja keliose
reakcijose vienu metu. Dar sudėtingesnė situacija būdinga biojutikliams, kuriuose vyks-
ta kryžminė reakcija tarp substrato ir produkto. Todėl, modeliuojant tokius biojutiklius,
būtina atsižvelgti į juose vykstančių procesų daugiapakopį pobūdį. Šiame darbe nuo-
dugniai ištirtos tokių reakcijų schemų savybės.

Matematinis modelis dažniausiai yra formuluojamas kiekvienai atskirai reakcijų sche-
mai [5]. Tačiau toks darbas yra gana sudėtingas, taip pat jo metu sunku išvengti klaidų.
Deterministinė modelių sudarymo proceso prigimtis leidžia jį automatizuoti. Šiuo prin-
cipu paremta programinė įranga gerokai paspartintų naujų biojutiklių kūrimą gyvybės
mokslų tyrimams. Plačios biojutiklių taikymo sritys bei nuolat auganti jų paklausa tyri-
mams, pramoninėms bei medicininėms reikmėms liudija ne tik apie jų poreikį šiandien,
bet ir apie potencialias galimybes artimoje ateityje [33].

Tyrimų objektas

Disertacijos tyrimų objektai - biojutiklių modeliai bei kompiuterinio modeliavimo me-
todai. Darbe detaliai tiriami matematiniai ir skaitiniai daugiapakopių biojutiklių mo-
deliai. Tyrimų objektas taip pat apima ir baigtinių skirtumų schemų pritaikomumo bei
automatizuoto kompiuterinių modelių sudarymo sritis.

Tyrimų metodika

Nauji matematiniai modeliai formuluojami taikant kinetinį difuzijos bei cheminių pro-
cesų aprašymą. Atitinkamos reakcijos - difuzijos lygtys priklauso netiesinių parabolinių
dalinių išvestinių diferencialinių lygčių tipui. Jų skaitiniam sprendimui panaudoti keli
baigtinių skirtumų metodai. Automatizuoto kompiuterinio modeliavimo programinės
įrangos kūrimui pasitelktas SBML aprašas bei JAVA programavimo kalba. Daugiapako-
pių biojutiklių savybės tirtos kompiuterinio modeliavimo būdu.

Tyrimų problema ir uždaviniai

Disertacijos tyrimų problema - automatizuoto daugiapakopių biojutiklių skaitinio mo-
deliavimo metodo sukūrimas.
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Įvadas

Siekiant išspręsti tyrimų problemą spręsti tokie uždaviniai:

1. Sudaryti matematinius modelius praktiniams daugiapakopiams biojutikliams: pe-
roksidaziniam optiniam bei lakaziniam amperometriniam.

2. Palyginti dažniausiai naudojamas baigtinių skirtumų skaitinio sprendimo schemas
sprendžiant reakcijos - difuzijos lygtis. Nustatyti labiausiai tinkamą schemą, atsi-
žvelgiant į sprendinio tikslumą, skaičiavimo laiką bei taikymo paprastumą.

3. Sukurti bendrą programinę įrangą kompiuteriniam daugiapakopių biojutiklių mo-
deliavimui.

4. Ištirti modelio parametrų įtaką optinio biojutiklio atsakui.

5. Pasitelkiant naująją programinę įrangą atlikti sinergetinio efekto modeliavimą la-
kaziniame biojutiklyje.

Mokslinis naujumas ir rezultatai

1. Sudaryti originalūs matematiniai modeliai absorbciniam bei fluorescenciniam pe-
roksidaziniams biojutikliams.

2. Pasiūlytos naujos, regeneracijos, kraštinės sąlygos matematiniam lakazinio bioju-
tiklio modeliui.

3. Baigtinių skirtumų schemų palyginimas parodė, kad greičiausiai pasirinktas spren-
dinio tikslumas pasiekiamas taikant neišreikštinę bei Hopscotch schemas. Užda-
viniams, kuriems sparta svarbesnė už tikslumą, turėtų būti taikoma išreikštinė
schema.

4. Sukurtas lankstus modelis, kurį galima pritaikyti konkrečių praktinių daugiapako-
pių biojutiklių modeliavimui.

5. Lakazinio biojutiklio modeliavimas paaiškino sinergetinio reiškinio kilmę.

Praktinis reikšmingumas

Disertacijoje suformuluotus matematinius modelius galima taikyti daugiapakopių bioju-
tiklių tyrimams, kūrimui bei veiklos kontrolei. Juos taip pat galima nesudėtingai api-
bendrinti ir kitiems aktualiems biojutikliams. Darbe pasiūlyta biojutiklių modeliavimo
metodika gali būti būsimų tyrimų pagrindu. Naujoji daugiapakopių biojutinklių mode-
liavimo programinė įranga yra interaktyvi ir patogi vartotojams. Ja gali naudotis ne
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tik modeliavimo, bet ir biochemijos bei bioinžinerijos tyrėjai. Atlikti skaitinio modelia-
vimo eksperimentai pagrindė naujų metodų adekvatumą nagrinėjant tokias sudėtingas
sistemas kaip sinergetinis lakazinis bei optinis peroksidazinis biojutikliai. Disertaci-
jos rezultatai pritaikyti įgyvendinant projektus „Bioelektrokatalizė sintezėje ir analizėje
(BIOSA)“, kurį finansavo Lietuvos mokslo taryba (sutarties Nr. PBT-04/2010) bei
„Kompiuterinių metodų, algoritmų ir įrankių efektyviam sudėtingos geometrijos bioju-
tiklių modeliavimui ir optimizavimui sukūrimas“, finansuojamą iš ES Socialinio fondo
pagal VP1-3.1-ŠMM-07-K priemonę „Parama mokslininkų ir kitų tyrėjų mokslinei veik-
lai (Visuotinė dotacija)“.

Ginamieji teiginiai

1. Dažniausiai skaitiniam Michaelis-Menten fermentine kinetika paremtų reakcijos-
difuzijos lygčių sprendimui taikomų baigtinių skirtumų schemų palyginimas pa-
rodė, kad greičiausiai pasirinkta santykinės paklaidos vertė pasiekiama taikant
neišreikštinę bei Hopscotch schemas. Uždaviniams, kuriems sparta svarbesnė už
tikslumą, turėtų būti taikoma išreikštinė schema.

2. Įvairiuose daugiapakopiuose biojutikliuose vykstančius procesus galima aprašyti
pasiūlytu SBML kalbos plėtiniu. Sukurta programinė įranga užtikrina taip apra-
šytų biojutiklių kompiuterinį modeliavimą.

3. Kompiuterinis lakazinio biojutiklio modeliavimas teoriškai paaiškino eksperimen-
tiškai stebėtą sinergetinę mediatoriaus įtaką biojutiklio atsakui.

4. Optinio peroksidazinio biojutiklio matematinį modelį galima sėkmingai taikyti
biojutiklio atsako kinetinių savybių tyrimui. Skaitinio modeliavimo rezultatai
parodė, kad biojutiklio atsakas yra stabilus santykinai plataus išorinio difuzijos
sluoksnio, kuris turi nedidelę įtaka atsakui esant didelėms fermento koncentraci-
joms, atveju.

Darbo rezultatų patikimumas

Skaitinio modeliavimo rezultatai palyginti su eksperimentinėmis vertėmis siekiant įsiti-
kinti jų patikimumu. Modeliavimo rezultatai nežymiai priklauso nuo galimų parametrų
neapibrėžčių. Geras sutapimas pastebėtas ir lyginant su vėlesniais darbais. Biojutiklių
modeliavimui taip pat taikyti naujausi matematiniai bei kompiuteriniai metodai.
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Aprobavimas

Šio darbo rezultatai buvo paskelbti penkiuose straipsniuose [1A, 2A, 3A, 4A, 5A]. Trys
iš jų - ISI sąrašo žurnaluose ([1A, 2A, 4A]). Be to, rezultatai buvo pristatyti šešių
tarptautinių konferencijų leidiniuose ([6A, 7A, 8A, 9A, 10A, 11A]). Vienuolika žodinių
pranešimų atlikta įvairiose konferencijose:

1. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Influence of Spontaneous Convection on Ampe-
rometric Biosensor Response. 23rd Nordic Seminar on Computational Mechanics,
21-22 October, 2010, KTH, Royal Institute of Technology, Stockholm, Sweden.

2. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. A Computational Investigation of the Optical
Biosensor by a Dimensionless Model. Kompiuterininkų dienos - 2009, Rugsėjo 25
- 26, 2009, KTU, Kaunas, Lietuva.

3. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Numerical Modelling of Peroxidase-based Optical
Biosensor. 14th International Conference on Mathematical Modelling and Analysis
MMA 2009, 27 - 30 May, 2009, Daugavpils, Latvia.

4. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Computer Modelling of Biosensor with Product
Inhibition. 5th European Congress on Computational Methods in Applied Sciences
and Engineering ECCOMAS 2008, 30 June - 4 July, 2008, Venice, Italy.

5. R. Baronas, E. Gaidamauskaitė. A Reduced Model of Peroxidase-based Optical
Biosensor. 13th International Conference on Mathematical Modelling and Analysis
MMA 2008, 4 - 7 June, 2008, Tartu (Kääriku), Estonia.

6. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Modelling a Peroxidase-based Fluorescent Bio-
sensor. 22nd European Conference on Modelling and Simulation ECMS 2008, 3 -
6 June, 2008, University of Cyprus, Nicosia, Cyprus.

7. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Computational Modelling of Rotating Disc En-
zyme Electrode. 20th Nordic Seminar on Computational Mechanics, 23-24 No-
vember, 2007, Chalmers University, Göteborg, Sweden.

8. E. Gaidamauskaitė. The Development of Computer Models for Biosensors. XIII
International Scientific IT Conference, Kompiuterininkų dienos - 2007, Rugsėjo
13-15, 2007, Panevėžys, Lietuva.

9. E. Gaidamauskaitė. The Development of Computer Models for the Biosensors.
PhD Summer School "Formal Methods for System Analysis in Informatics", Gegu-
žės 13-19, 2007, Druskininkai, Lietuva.

10. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Automatizuotas biojutiklių kompiuterinių mo-
delių sudarymas (The development of computer models for amperometric biosen-
sors). Informacinės technologijos 2007, Sausio 31 - Vasario 1, 2007, KTU, Kaunas,
Lietuva.
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11. E. Gaidamauskaitė, R. Baronas. Baigtinių skirtumų metodo taikymas biojutiklio
veiksmui modeliuoti. Informacinės technologijos 2006, Sausio 25-26, 2006, KTU,
Kaunas, Lietuva.
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1. Daugiapakopių biojutiklių matematiniai modeliai

Biojutiklių matematinių modelių sudarymas yra būtinas siekiant padidinti jų produkty-
vumą ir efektyvumą [2, 35]. Nemažos dalies šiuolaikinių biojutiklių veikimas yra pa-
remtas daugiapakopėmis cheminių reakcijų schemomis [31, 39, 43]. Šiame skyriuje
pateikiami daugiapakopių biojutiklių (peroksidazinio optinio ir lakazinio sinergetinio)
matematiniai modeliai [1A, 3A, 4A, 7A, 9A, 10A].

1.1. Matematinis peroksidazinio optinio biojutiklio modelis

Optiniai biojutikliai yra dažnai naudojami aplinkotyriniams, klinikiniams bei pramo-
niniams tikslams [43]. Šie įrenginiai leidžia atlikti realaus laiko molekulinių sąveikų
analizę be ženklinimo priemonių [19]. Optiniai biojutikliai taip pat yra taikomi tiriant
molekulines sąveikas tarp peptidų, baltymų, oligonukleotidų, angliavandenių, vaistų bei
virusų [25, 26, 30, 36, 44]. Siekiant nuodugniai ištirti projektavimui svarbias šių bio-
jutiklių kinetines savybes turi būti atliktas lygiagretus realistinių jų modelių tyrimas.
Priešingai nei pakankamai nuosekliai ištirti amperometriniai, optiniai biojutikliai buvo
modeliuojami tik pavieniuose darbuose [23, 27].

Optinį biojutiklį sudaro ant atspindžio paviršiaus imobilizuotas fermentinis sluoksnis,
lazeris bei detektorius. Išsamiam veikimo aprašymui būtina atsižvelgti ir į medžia-
gų difuzijos sluoksnį. Optinio biojutiklio matematinis modelis skirtas aprašyti dviejų
pakopų reakcijų schemą. Vandenilio peroksidas (H2O2) reaguoja su peroksidaze (E) su-
formuodami junginį I (cmpI) bei vandenį (H2O). Šios reakcijos greičio konstanta yra k1.
Antrosios reakcijos metu junginys I (cmpI) reaguodamas su substratu (S) suformuoja
fermentą (E) bei produktą (P), kai reakcijos greičio konstanta yra k2 (2 pav.):

E + H2O2

k1−→ cmpI + H2O, (1)

cmpI + S
k2−→ E + P. (2)

Produktas (P) sugeria šviesą, todėl peroksidazinio biojutiklio atsakas yra šviesos inten-
syvumo pokytis (absorbcija). Susidariusio produkto kiekis apibūdina substrato koncen-
traciją [41].

Simetriškos geometrijos ir homogeniško imobilizuoto fermento pasiskirstymo biojutiklyje
cheminiai bei medžiagos pernašos kinetiniai vyksmai aprašomi reakcijos-difuzijos lygčių
sistema (0 < x < d, t > 0),

∂Se

∂t
= DSe

∂2Se

∂x2
− k2CSe, (3)
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H2O2

H2O

P

S

cmpl

E

Jutiklio atspindžio paviršius

2 pav.: Peroksidazinio optinio biojutiklio reakcĳų schema.

∂Pe

∂t
= DPe

∂2Pe

∂x2
+ k2CSe, (4)

∂He

∂t
= DHe

∂2He

∂x2
− k1EHe, (5)

∂E

∂t
= −k1EHe + k2CSe, (6)

∂C

∂t
= k1EHe − k2CSe, (7)

kur x ir t yra erdvės ir laiko koordinatės, Se(x, t), Pe(x, t), He(x, t), E(x, t), C(x, t) yra
substrato, produkto, vandenilio peroksido ir junginio I koncentracijos fermento sluoks-
nyje, d yra fermento sluoksnio plotis, DSe, DPe, DHe yra difuzijos keoficientai.

Už fermentinio sluoksnio ribų vyksta tik substrato, produkto bei vandenilio peroksido
difuzinės pernašos procesai (d < x < d + δ, t > 0),

∂Sb

∂t
= DSb

∂2Sb

∂x2
, (8)

∂Pb

∂t
= DPb

∂2Pb

∂x2
, (9)

∂Hb

∂t
= DHb

∂2Hb

∂x2
, (10)

kur δ yra difuzijos sluoksnio plotis, Sb(x, t), Pb(x, t), Hb(x, t) yra substrato, produkto bei
vandenilio peroksido koncentracijos difuzijos sluoksnyje, DSb, DPb, DHb yra atitinkami
difuzijos koeficientai.

Difuzijos sluoksnis (d < x < d+δ) yra laikomas Nernst difuzijos sluoksniu [42]. Pastarojo
sluoksnio plotis nekinta viso proceso metu. Taip pat yra laikoma, kad už difuzijos
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sluoksnio ribų koncentracijos yra pastovios.

Uždavinio pradinių sąlygų apibrėžimas remiasi prielaida, kad biojutiklio veikimas inici-
juojamas substrato prasiskverbimu į difuzijos sluoksnį.

Uždavinio kraštinų sąlygų apibrėžimui taikomos trys prielaidos: substrato, produkto
bei vandenilio peroksido koncentracijų difuzijos sluoksnio ir išorinės erdvės sandūroje
pastovumas, medžiagų nepralaidumas ant elektrodo paviršiaus bei tolygumo sąlygos
sluoksnių sandūrose.

Optinio biojutiklio atsaku laikoma šviesos sugertis. Šviesą sugeria produktas fermenti-
niame ir difuziniame sluoksnyje. Išorinių sąlygų dėka optinio signalo formavimui įtakos
neturi produkto molekulės palikusios fermento ir difuzijos sluoksnius. Sugertis A(t) laiko
momentu t yra randama taikant sąryšį:

A(t) = εP lef P̄ , lef = d + δ, (11)

kur εP yra produkto sugerties koeficientas, P̄ - vidutinė produkto koncentracija fermento
ir difuzijos sluoksniuose, lef - efektinis fermento ir Nernst difuzijos sluoksnio plotis [41].
Organinių junginių εP vertė varijuoja nuo 104 iki 102 m2mol−1.

Vidutinės substrato, produkto ir vandenilio peroksido koncentracijos difuzijos ir fermen-
to sluoksniuose yra apibrėžiamos tokiu būdu:

Ū =
1

d + δ





d
∫

0

Ue(x, t)dx +

d+δ
∫

d

Ub(x, t)dx



 , U ∈ {S, P, H}. (12)

Stacionarusis atsakas A
∞

yra apibrėžiamas, kai t → ∞,

A
∞

= lim
t→∞

A(t). (13)

Kita svarbi biojutiklio charakteristika yra jautris - stacionaraus atsako išvestinė pagal
substrato koncentraciją [31, 39]. Bedimensinis biojutiklio jautris BS apibrėžiamas taip:

BS(S0) =
S0

A
∞

(S0)
×

d A
∞

(S0)

d S0

, (14)

kur A
∞

(S0) yra biojutiklio atsakas apskaičiuotas kai išorinė substrato koncentracija yra
S0.

Bedimensinis Biot skaičius Bi yra apibrėžiamas kaip išorinės bei vidinės substrato per-
našos varžų santykis [3, 15],

Bi =
d/DSe

δ/DSb

=
dDSb

δDSe

. (15)

9
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Fluorescencinio optinio biojutiklio atsakas yra sužadintų produkto molekulių emituoja-
mo spinduliavimo intensyvumas [7A]. Pagal Beer-Lambert dėsnį fluorescencijos inten-
syvumas FI(t) laiko momentu t yra [4, 16]:

FI(t) = I0ϕ
(

1 − 10−εP lef P̄
)

, (16)

kur I0 žymi žadinančios šviesos intensyvumą, ϕ yra kvantinis fluoroforo našumas, P̄ -
vidutinė produkto koncentracija difuzijos sluoksnyje. Produkto fluorescencijos kvantinis
našumas ϕ yra apibrėžiamas kaip emituojamų ir absorbuojamų fotonų santykis. Jo vertė
varijuoja tarp 0,001 ir 1.

Fluorescencija FI(t) yra tiesiogiai proporcinga žadinančios šviesos intensyvumui I0, todėl
matavimo rezultatai dažnai pateikiami bedimensine forma F (t),

F (t) = FI(t)/I0. (17)

Stacionarus fluorescencinio biojutiklio atsakas F
∞

yra apibrėžiamas, kai t → ∞,

F
∞

= lim
t→∞

F (t). (18)

1.2. Matematinis lakazinio sinergetinio biojutiklio modelis

Daugelio daugiapakopiuose biojutikliuose vykstačių cheminių vyksmų negalima aprašyti
supaprastinta Michaelis-Menten schema [9, 11]. Vienas iš jų - optinis biojutiklis aptartas
anksčiau, kitas praktinėm reikmėm labai svarbus atvejis yra sinergetinis biojutiklis [6,
10, 13, 24, 34]. Sinergetinėje fermentinių reakcijų schemoje fermentas verčia substratą
produktu lygiagrečiai vykstant kryžminei reakcijai tarp substrato ir produkto.

Neseniai buvo sukonstruotas ir ištirtas lakazinis sinergetinis biojutiklis, kurio veiki-
mas pagrįstas N-pakeistų fenotiazinų ir fenoksazinų oksidacija esant heksacianofera-
tui(II) [18]. Sinergetinis procesas buvo analiziškai tirtas remiantis stacionarios būsenos
sąlygomis bei ignoruojant medžiagų pernašą. Biojutiklyje vyksta ne tik biokatalitinės
transformacijos, bet ir substrato bei produkto pernašos procesai [20, 31, 39, 43]. Difuzi-
ja riboja biojutiklio jautrį. Šių sudėtingų procesų modeliavimas pasitelkiant analizinius
diferencialinių lygčių sistemos sprendinius yra praktiškai neįmanomas [7, 22].

Šiame skirsnyje formuluojamas lakazinio sinergetinio biojutiklio matematinis modelis.
Biojutiklio modelis yra suskaidytas į tris dalis: fermento sluoksnį, dializės membraną ir
išorinį difuzijos sluoksnį.

Lakazinis biojutiklis sudarytas iš grafito elektrodo padengto tinkleliu užpildytu fermen-
tu [18]. Fermentinis sluoksnis su tinkleliu yra padengtas dializės membrana, kurią supa
išorinis difuzijos sluoksnis (3 pav.).
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a

a

a

a   = 0

3 pav.: Lakazinio amperometrinio biojutiklio struktūra.

O+4H
+

2H
2
O

Eox

Ered

Elektrodas

 

S1

P1

S2

P2

e
-

4 pav.: Lakazinio amperometrinio biojutiklio reakcĳų schema.

Reakcijų schema (4 pav.) aprašo ne tik oksiduotos lakazės (Eox) sąveiką su dviem
substratais, bet ir kryžminę reakciją tarp oksiduoto mediatoriaus (P2) ir ferocianido
(S1) [18]. Lakazė reaktyvuojama deguonimi,

Ered + O + 4H+ k1−→ Eox + 2H2O, (19)

Eox + 4S1

k2−→ Ered + 4P1, (20)

Eox + 4S2

k3−→ Ered + 4P2, (21)

P2 + S1

k4−→ S2 + P1, (22)

P1 + e− −→ S1, (23)

P2 + e− −→ S2, (24)

kur Ered ir Eox redukuotas ir oksiduotas lakazės fermentas, S1 ir S2 yra substratai, P1, P2

- reakcijų produktai. S2 ir P2 yra taip pat vadinami redukuotu ir oksiduotu mediatoriais,
o P1 ir P2 yra elektrochemiškai aktyvios medžiagos.
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Laikantis imobilizuoto fermento homegeniško pasiskirstymo prielaida, medžiagų pernaša
ir reakcijų kinetika fermentiniame sluoksnyje gali būti aprašyta reakcijos-difuzijos lygčių
sistema (0 < x < a1, t > 0):

∂Ered,1

∂t
= DEred,1

∂2Ered,1

∂x2
+ 4k2Eox,1S1,1 − k1Ered,1O1 + 4k3Eox,1S2,1, (25a)

∂Eox,1

∂t
= DEox,1

∂2Eox,1

∂x2
+ k1Ered,1O1 − 4k2Eox,1S1,1 − 4k3Eox,1S2,1, (25b)

∂S1,1

∂t
= DS1,1

∂2S1,1

∂x2
− 4k2Eox,1S1,1 − k4P2,1S1,1, (25c)

∂S2,1

∂t
= DS2,1

∂2S2,1

∂x2
− 4k3Eox,1S2,1 + k4P2,1S1,1, (25d)

∂P1,1

∂t
= DP1,1

∂2P1,1

∂x2
+ 4k2Eox,1S1,1 + k4P2,1S1,1, (25e)

∂P2,1

∂t
= DP2,1

∂2P2,1

∂x2
+ 4k3Eox,1S2,1 − k4P2,1S1,1, (25f)

∂O1

∂t
= DO1

∂2O1

∂x2
− k1Ered,1O1, (25g)

kur Ered,1, Eox,1, Si,1, Pi,1 ir O1 redukuotos ir oksiduotos fermento formos, i-ojo substra-
to, i-ojo produkto ir deguonies koncentracijos, a1 žymi fermento sluoksnio plotį, DEred,1

,
DEox,1

, DSi,1
, DPi,1

ir DO1
yra difuzijos koeficientai, i = 1, 2.

Dializės membranoje ir išoriniame difuzijos sluoksnyje fermentinė reakcija nevyksta.
Todėl šiuose sluoksniuose yra modeliuojama tik medžiagų pernaša bei elektrocheminė
reakcija (22) (aj−1 < x < aj , t > 0),

∂S1,j

∂t
= DS1,j

∂2S1,j

∂x2
− k4P2,jS1,j, (26a)

∂S2,j

∂t
= DS2,j

∂2S2,j

∂x2
+ k4P2,jS1,j , (26b)

∂P1,j

∂t
= DP1,j

∂2P1,j

∂x2
+ k4P2,jS1,j, (26c)

∂P2,j

∂t
= DP2,j

∂2P2,j

∂x2
− k4P2,jS1,j, (26d)

∂Oj

∂t
= DOj

∂2Oj

∂x2
, (26e)

kur Si,j, Pi,j ir Oj yra i-ojo substrato, i-ojo produkto ir deguonies koncentracijos dializės
membranoje (j = 2) ir difuzijos sluoksnyje (j = 3), a1 - fermento sluoksnio plotis, a2−a1

ir a3 − a2 žymi membranos ir difuzijos sluoksnio pločius atitinkamai, DSi,j
, DPi,j

ir DOj

yra difuzijos koeficientai, i = 1, 2, j = 2, 3.

Uždavinio pradinių sąlygų apibrėžimas remiasi prielaida, kad biojutiklio veikimas ini-
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cijuojamas substratų prasiskverbimu į difuzijos sluoksnį. Proceso pradžioje deguonies
pasiskirstymas laikomas tolygiu, o fermentas egzistuoja tik redukuotoje formoje.

Kraštinės sąlygos formuluojamos atsižvelgiant į produkto suvartojimą ir substrato rege-
neracijos procesus ant elektrodo paviršiaus. Taip pat atsižvelgiama į elektrochemiškai
neaktyvių medžiagų ir fermento nepralaidumą ant elektrodo paviršiaus bei tolygumo są-
lygas sluoksnių sandūrose. Difuzijos sluoksnio ir išorinės erdvės sandūroje visų medžiagų
koncentracijos nekinta.

Sinergetinio biojutiklio atsakas yra fizikiniame eksperimente matuojamas srovės stipris
I(t). Srovė priklauso nuo heksacianoferato (III) ir mediatoriaus srauto ant elektrodo
paviršiaus,

I(t) = neFA
(

DP1,1

∂P1,1

∂x

∣

∣

∣

x=0

+ DP2,1

∂P2,1

∂x

∣

∣

∣

x=0

)

, (27)

kur ne - elektrocheminėje reakcijoje dalyvaujančių elektronų skaičius, F yra Faradėjaus
konstanta, A - elektrodo paviršiaus plotas.

Stacionarus amperometrinio biojutiklio atsakas I
∞

yra apibrėžiamas, kai t → ∞,

I
∞

= lim
t→∞

I(t). (28)
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2. Automatizuotas daugiapakopių biojutiklių mode-

liavimas

Kompiuterinis daugiapakopių biojutiklių modeliavimas yra sudėtingas ir daug skaičia-
vimo laiko reikalaujantis procesas [1, 7]. Skaitiniam modeliavimui yra naudojami stan-
dartiniai skaičiavimo įrankiai [14, 37]. Tačiau skaitiniai sprendimo metodai naudojami
šiuose programose nėra optimalūs reakcijos-difuzijos tipo lygčių sprendimui. Taip pat
šie kompiuteriniai įrankiai nėra skirti didžiajai daliai biochemikų ar bioinžinierių. Šia-
me skyriuje yra pristatoma nauja plačiam vartotojų ratui prieinama programinė įranga
skirta automatizuotam daugiapakopių biojutiklių modeliavimui. Siekiant optimizuoti
skaitinį sprendimą taip pat atliktas baigtinių skirtumų schemų palyginimas.

2.1. Baigtinių skirtumų schemos biojutiklių modeliavimui

Biojutiklių veiksmą aprašančių matematinių modelių analiziniai sprendiniai egzistuoja
tik ypatingaisiais atvejais [8, 17]. Bendruoju atveju biojutiklio veiksmas modeliuo-
jamas skaitmeniškai [7, 32]. Tam plačiai taikomas baigtinių skirtumų metodas [29].
Netiesinėms reakcijos-difuzijos lygtims spręsti galima taikyti įvairias skirtumines sche-
mas [3, 29]. Šiame skirsnyje palyginami plačiai taikomų skirtuminių schemų tikslumas
bei efektyvumas [5A].

Supaprastintai, biojutiklį galima įsivaizduoti kaip plokščią elektrodą, kurio paviršius
padengtas fermento sluoksniu. Fermento sluoksnyje vyksta reakcija, kurios metu subst-
ratas (S) virsta produktu (P) [31, 39]:

S
E

−→ P. (29)

Vienmatėje erdvėje biojutiklio matematinis modelis gaunamas jungiant fermentinę reakci-
ją su medžiagų difuzija [17, 32]:

∂S

∂t
= DS

∂2S

∂x2
−

VmaxS

KM + S
,

∂P

∂t
= DP

∂2P

∂x2
+

VmaxS

KM + S
, 0 < x < d, t > 0,

(30)

kur S yra substrato koncentracija, P - produkto koncentracija, t - laikas, x - erdvės
koordinatė, DS ir DP yra substrato bei produkto difuzijos koeficientai, KM - Michaelis-
Menten konstanta, Vmax - maksimalusis reakcijos greitis, d - fermento sluoksnio plotis.

Biojutiklis pradeda veikti, kai jis panardinamas į analizuojamąjį tirpalą. Amperometri-
niuose biojutikliuose dėl elektrodo poliarizacijos reakcijos produkto koncentracija elekt-
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rodo paviršiuje išlieka pastovi ir lygi nuliui. Substratas nereaguoja elektrodo paviršiu-
je. Tarus, kad analizuojamasis tirpalas yra intensyviai maišomas, difuzijos sluoksnis
(0 < x < d) išlieka pastovaus pločio. Substrato ir produkto koncentracijos fermento ir
analizuojamojo tirpalo sandūroje išlieka pastovios visą biojutiklio veikimo laikotarpį.

Biojutiklio atsakas yra elektros srovė. Srovės tankio I(t) išraiška laiko momentu t
gaunama iš Faradėjaus ir Fiko dėsnių, naudojant produkto srauto funkciją elektrodo
paviršiuje,

I(t) = neFDP

∂P

∂x

∣

∣

∣

x=0

, (31)

kur ne yra elektronų skaičius, kurie perneša krūvį elektrodo paviršiuje, F - Faradėjaus
konstanta. Tariame, kad sistema nusistovi, kai t → ∞,

Ip = lim
t→∞

I(t), (32)

kur Ip yra pusiausviroji biojutiklio srovė.

Sprendžiant uždavinį baigtinių skirtumų metodu, nagrinėjamoji sritis padengiama tiesių
(bendruoju atveju kreivių) tinklu Ωhτ ,

Ωhτ = {(xi, tj) : xi = ih; tj = jτ ; hN = d; τM = T ; i = 0, ..., N ; j = 0, ..., M}, (33)

kur T - biojutiklio tyrimo trukmė.

Išreikštinė skirtuminė schema

Naudojant išreikštinę skirtuminę schemą substrato ir produkto koncentracijų lygtys (30)
aproksimuojamos naudojant žinomas žemesnės tinklo eilės vertes. Išreikštinė skirtuminė
schema yra stabili tik tuomet, kai yra tenkinama sąlyga:

τ ≤ min

{

h2

2DS

,
h2

2DP

}

. (34)

Dėl šios stabilumo sąlygos būtina smarkiai didinti laiko žingsnių skaičių esant dideliam
erdvės žingsnių skaičiui. Tai nulemia didelę skaičiavimų trukmę.

Neišreikštinė skirtuminė schema 1

Biojutiklio matematinis modelis gali būti sprendžiamas keliomis neišreikštinėmis skir-
tuminėmis schemomis. Pagal schemą, pavadintą „neišreikštine skirtumine schema 1“,
lygtys (30) aproksimuojamos reakcijos nario substrato koncentracijos reikšmes imant že-
mesnioje tinklo eilėje. Neišreikštinės schemos pasižymi stabilumu ir rezultatų tikslumu,
naudojant mažiau skaičiavimo žingsnių.
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Neišreikštinė skirtuminė schema 2

Substrato koncentracijos kitimo lygtį galima aproksimuoti labiau neišreikštine schema.
Reakcijos nario skaitiklyje substrato koncentraciją galima imti aukštesnio lygmens. Ši
lygtis yra taip pat tiesinė.

Crank-Nicolson skirtuminė schema

Pakankamai dažnai difuzijos lygties aproksimavimui yra taikomas Crank-Nicolson me-
todas [12, 29]. Taikant šį metodą, reakcijos-difuzijos lygtys (30) aproksimuojamos tiesi-
nėmis skirtuminėmis lygtimis su žemesnio ir aukštesnio lygmenų reikšmėmis.

Hopscotch skirtuminė schema

Hopscotch metodu tinklo taškų reikšmės randamos dviem etapais [29]. Pirmu etapu,
naudojant žinomas žemesnio lygio reikšmes apskaičiuojami lyginiai tinklo taškai. Antru
etapu, nelyginiai tinklo taškai skaičiuojami naudojant jau žinomas lyginių taškų reikš-
mes.

Skaitiniams sprendiniams gauti buvo sudaryti kompiuteriniai modeliai. Gautųjų tiesinių
algebrinių lygčių sistemų matricos yra triįstrižainės, todėl lygčių sistemos buvo spren-
džiamos pakankamai efektyviai [29]. Apibrėžtos skirtuminės schemos buvo lyginamos
tarpusavyje atsižvelgiant į schemų paklaidas ir skaičiavimo laiką. Santykinė paklaida Er

skaičiuojama taip:

Er =
|JR − Ja|

Ja

, Ja =

{

Jl, S0 ≪ KM ,

Jg, S0 ≫ KM ,
(35)

čia Ja - analizinio sprendinio pusiausvirosios srovės stipris, JR - pusiausvirosios srovės
stipris apskaičiuotas taikant skirtuminę schemą. Matematinio modelio sprendiniai buvo
skaičiuojami taikant Vmax = 100µM/s, KM = 100µM, S0 ∈ {10−3KM ; 103KM} reikš-
mes. Kitų parametrų reikšmės tokios: DS = DP = 300µm2/s, ne = 2, T = 10s, d =
100µm.

Skaičiavimų trukmė TE apibrėžiama taikant skirtingas santykinės paklaidos ribas ǫ:

TE(ǫ) = min
N,M

{TN,M : Er ≤ ǫ} , (36)

kur TN,M yra skaičiavimų trukmė prie N ir M tinklo žingsnių.

TE(ǫ) yra minimali skaičiavimų trukmė norint pasiekti, kad santykinė paklaida Er būtų
ne didesnė nei ǫ. Skaičiavimai buvo atlikti skirtingoms erdvės ir laiko žingsnių vertėms
N, M ∈ {20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120, 10240}. 5 paveikslo rezultatai rodo,
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10-5 10-4 10-3 10-2 10-1 100
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 1    5
 2    6
 3    7
 4

5 pav.: Skaičiavimų trukmės TE priklausomybė nuo santykinės paklaidos ǫ, N, M ∈
{20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560, 5120, 10240}. 1 - išreikštinė schema, 2 - neišreikštinė
schema 1, 3 - neišreikštinė schema 2, 4 - Crank-Nicolson schema, 5 - Hopscotch schema,
6 - Maple, 7 - MATLAB.

kad reikiama santykinės paklaidos vertė greičiausiai yra pasiekiama taikant neišreikšti-
nę ir Hopscotch schemas. Nepaisant sudėtingų skaičiavimų standartiniai dalinių išvesti-
nių diferencialinių lygčių sprendėjai nepateikia tikslių rezultatų. Pavyzdžiui, MATLAB
sprendėjas nepasiekia didesnio tikslumo nei 0,1.

2.2. Automatizuoto modelių sudarymo programinė įranga

Dažniausiai, kompiuteriniam naujų biojutiklių veikimo modeliavimui kiekvieną kartą
kuriamas jų matematinis ir kompiuterinis modelis. Šis procesas tampa sudėtingu dau-
giapakopių biojutiklių atveju. Tačiau deterministinis šio proceso pobūdis leidžia jį au-
tomatizuoti pasitelkiant programinę įrangą.

Sukurta programinė įranga leidžia apibrėžti biojutiklių veikimo schemas bei savybes gra-
finėje vartotojo sąsajoje. Siekiant realizuoti daugkartinio apibrėžtų modelių naudojimo
galimybę, buvo pasitelkta modelių aprašo kalba. SBML yra efektyvi kalba modelio reak-
cijų schemų apibrėžimams. Nors ši kalba ir nepasižymi visomis reikiamomis savybėmis
biojutiklių modeliavimui, ją galima nesunkiai išplėsti. Išleidus SBML 2 lygio 3 versiją
visi modelio elementai buvo papildyti pastabų (Annotation) nariu. Trūkstamos modelio
savybės gali būti pateiktos SBML modelio sričių (Compartment), medžiagų (Species),
reakcijų (Reaction) ir modelio (Model) elementų pastabose. Tokiu būdu išlaikant origi-
nalią SBML kalbos struktūrą sudaromos sąlygos naudotis kitais SBML įrankiais.

Iš SBML kalba pateikto biojutiklio modelio sudaromi matematinis ir kompiuterinis mo-
deliai. Sukurta programinė įranga leidžia atlikti tokius veiksmus: įkelti SBML dokumen-
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Sudaryti 
koncentracijų 
kitimo lygtis

Sudaryti 
pradines 
sąlygas

Sudaryti 
kraštines 
sąlygas

Sudaryti 
kraštines sąlygas 

sluoksnių 
sandūrose

6 pav.: Kompiuterinio modelio sudarymo procesas.

tą į sistemą, išsaugoti SBML dokumentą, sukurti LATEXdokumentą aprašantį biojutiklio
matematinį bei skaitinį modelius bei sukurti vykdomą programos kodą biojutiklio veiki-
mo modeliavimui. Šiuo lanksčiu modeliu galima sukonstruoti amperometrinio, absorbci-
nio bei fluorescencinio daugiapakopių biojutiklių modelius. Automatizuotas biojutiklių
kompiuterinių modelių sudarymas remiasi keliais etapais: pradinių, kraštinių sąlygų bei
reakcijos-difuzijos tipo lygčių konstravimu. Bendras algoritmas pateiktas 6 paveiksle.

Matematinis modelis sprendžiamas skaitiškai baigtinių skirtumų metodu. Programinė
įranga pateikia dvi skirtumines schemas - išreikštinę ir neišreikštinę.

Sistema realizuota naudojant Gamyklos šabloną (7 pav.). Šis klasių šablonas leižia
atsiriboti nuo konkretaus rezultato (SBML dokumento, LATEXdomumeno ar programos
kodo) kūrimo specifikos.

+addReaction(Hashtable arguments)
+addCompartment(String name, String size, String spaceStepNo)
+addSpecies(Hashtable params)
+save(String filename, String dirname)

<<interface>>
ResultGenerator

+getResultGenerator(int resultType) : ResultGenerator
ResultGeneratorFactory

CodeResultGenerator SBMLResultGenerator TexResultGenerator

GUI

SBMLFileReader

7 pav.: Sistemos klasių diagrama.

Grafinė vartotojo sąsaja palengvina modelio įvedimo užduotį. Ši sąsaja yra sudaryta
iš trijų parametrų sričių - medžiagų, reakcijų bei modelio. Programinė įranga sukurta
naudojant Java objektiškai orientuotą programavimo kalbą pasitelkiant SWING bei
libSBML bibliotekas.
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3. Kompiuterinis daugiapakopių biojutiklių tyrimas

Fizikinės ir kinetinės biojutiklio atsako savybės gali būti tiriamos taikant kompiuterinį
modeliavimą. Šiame skyriuje pristatomi daugiapakopių biojutiklių (peroksidazinio opti-
nio ir lakazinio sinergetinio) kompiuterinio modeliavimo rezultatai [1A, 4A]. Šie tyrimai
pagrindė naujo metodo pritaikomumą biojutiklių tyrimams. Detalus praeinamosios ir
stacionarios fazės modeliavimas atskleidė biojutiklio atsako priklausomybę nuo įvairių
parametrų. Tyrimo rezultatai gali būti pritaikyti naujų biojutiklių kūrimui bei jų veiklos
kontrolei.

3.1. Kompiuterinis peroksidazinio optinio biojutiklio tyrimas

Stacionarus biojutiklio atsakas AR laiko momentu TR apibrėžiamas,

AR = A(TR) ≈ A
∞

, TR = min
j>0, Aj>0

{

τj :
Aj − Aj−1

Ajτ
< ε

}

, (37)

kur τ yra laiko žingsnio ilgis. Skaičiavimams naudota ε = 10−3 vertė. Skaitiniams
eksperimentams naudotos tokios parametrų reikšmės:

DSe = DPe = DHe = 300µm2s−1, DSb = DPb = DHb = 600µm2s−1,

k1 = 7, 1 × 106s−1M−1, k2 = 2 × 107s−1M−1, εP = 103m2mol−1.
(38)

Keičiant įvesties parametrus buvo skaitiškai analizuojama jų įtaka rezultatams, ypač
aiškinantis katalitinių parametrų svarbą biojutiklio atsakui pereinamojoje ir staciona-
riojoje būsenose.

Biojutiklio atsako priklausomybė nuo difuzijos sluoksnio pločio pavaizduota 8 paveiksle.
Biot skaičius Bi buvo apskaičiuotas laikantis fermento sluoksnio pastovumo prielaidos.
Absorbcija didėja augant substrato koncentracijai. Atsakas stipriai priklauso nuo išori-
nės substrato koncentracijos S0, o kitų parametrų įtaka yra nežymi. Plataus difuzijos
sluoksnio atveju (Bi <≈ 0, 02 or δ >≈ 100µm) absorbcija priklauso tik nuo subst-
rato koncentracijos. Šviesą absorbuojančio produkto koncentracija tiesiogiai priklauso
nuo substrato koncentracijos, todėl absorbcija keičiasi kintant substrato koncentraci-
jai. Apytikriai tiesinis stacionarios absorbcijos AR mažėjimas didėjant Biot skaičiui
Bi gali būti paaiškintas tiesišku ribų, kur produkto koncentracija yra nulinė, plėtimu
(x = d+ δ). Todėl tikslus išorinio Nernst difuzijos sluoksnio pločio nustatymas yra labai
svarbus prognozuojant biojutiklio atsaką. 8 paveikslas taip pat parodo, kad stacionarios
absorbcijos pokytis keičiantis Biot skaičiui Bi yra gerokai didesnis esant mažesnėms pra-
dinėms fermento (E0, 5 kreivė) ir vandenilio peroksido (H0, 7 kreivė) koncentracijoms,
nei didesnių koncentracijų atveju (4 ir 6 kreivės). Absorbcija yra mažiau jautri difuzijos
sluoksnio pločio δ pokyčiams, esant didesnėms E0 ir H0 vertėms nei mažesnėms.
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Kompiuterinis daugiapakopių biojutiklių tyrimas

, ,

8 pav.: Absorbcĳos AR priklausomybė nuo Biot skaičiaus Bi esant pastoviam fermento
sluoksnio pločiui d = 1µm, trims substrato koncentracĳoms S0: 10 (3), 100 (1, 4, 5, 6,
7), 1000 (2) µM, trims pradinėms fermento koncentracĳoms E0: 0,1 (5), 1 (1, 2, 3, 6, 7),
10 (4) nM ir trims pradinėms vandenilio peroksido koncentracĳoms H0: 0,1 (7), 1 (1, 2,
3, 4, 5), 10 (6) mM.

Taip pat buvo ištirta fermento sluoksnio pločio įtaka absorbcijai. Atliekant šiuos skaičia-
vimus Biot skaičius randamas laikantis difuzijos sluoksnio pločio pastovumo prielaidos.
Fermento sluoksnio (membranos) pločio įtaka biojutiklio atsakui yra gana gerai žino-
ma. Paprastai fermentinio sluoksnio pločio svarba mažėja didėjant sluoksnio pločiui.
9 paveikslas parodo, kad fermento sluoksnio plotis d peroksidazinio optinio biojutiklio
atsaką AR veikia nežymiai. Tai gali būti paaiškinta atsižvelgus į santykinai platų di-
fuzijos sluoksnį. Išorinio difuzijos sluoksnio plotis δ yra keliomis eilėmis didesnis nei
fermentinio sluoksnio plotis d. Biojutiklio atsakas yra pakankamai stabilus keičiantis
fermento sluoksnio pločiui, kai Biot skaičiaus vertė kinta nuo 0,02 iki 0,2 (plotis d kinta
nuo 0,01δ iki 0,1δ). Biojutiklio atsako stabilumas keičiantis fermento sluoksnio pločiui
yra naudinga charakterisktika kuriant naujus biojutiklius. 9 pav. taip pat rodo, kad
absorbcija stipriai priklauso nuo išorinės substrato koncentracijos S0.

3.2. Kompiuterinis lakazinio sinergetinio biojutiklio tyrimas

Stacionarus biojutiklio atsakas IR laiko momentu TR apibrėžiamas,

IR = I(TR) ≈ I
∞

, TR = min
j>0,Ij>0

{

τj :
Ij − Ij−1

Ij

< ε

}

, τj = τj, (39)

kur τ yra laiko žingsnio ilgis, Ij = I(τj). Skaičiavimams naudota ε = 10−3 vertė.

Lakazinio biojutiklio atsako savybės buvo tiriamos taikant kompiuterinį modeliavimą.
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Kompiuterinis daugiapakopių biojutiklių tyrimas

, ,

9 pav.: Absorbcĳos AR priklausomybė nuo Biot skaičiaus Bi esant pastoviam difuzĳos
sluoksnio pločiui δ = 100 µm. Kiti parametrai ir žymėjimai sutampa su 8 pav.

Keičiant įvesties parametrus biojutiklio veikimas buvo analizuojamas atsižvelgiant į me-
džiagų koncentracijų įtaką sinergetiniam efektui.

,

,

,

,

,

,

,

,

10 pav.: Lakazinio biojutiklio srovės I(t) pokytis dviem atvejais: (1) mediatoriaus
S2,0 koncentracĳa lygi 11µM laiko momentu t = 800s, (2) nedalyvaujant mediatoriui
(S2,0 = 0) ferocianido S1,0 koncentracĳa padidinama iki 39µM laiko momentu t = 800s.

Siekiant ištirti mediatoriaus (substratas S2) poveikį biojutiklio atsakui buvo atlikti du
nepriklausomi skaitiniai eksperimentai. Apskaičiuoti biojutiklio srovių stipriai pavaiz-
duoti paveiksle 10. Pradiniame abiejų eksperimentų etape į tirpalą buvo įpiltas tik
pirmasis substratas S1. Kai sistema pasiekė stacionarią būseną (t = 800s), buvo įpiltas
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Kompiuterinis daugiapakopių biojutiklių tyrimas

papildomas substratas. Pirmuoju atveju (kreivė 1) mediatorius buvo įpiltas nekeičiant
S1 koncentracijos. Antruoju (kreivė 2) - buvo įpiltas papildomas S1 substrato kiekis
nekeičiant nulinės S2 koncentracijos. Suminė abiejų substratų koncentracija abiem at-
vejais buvo vienoda. Rezultatai rodo, kad papildomos heksacianoferato(II) (substrato
S1, kreivė 2) kiekis sustiprina bioelektrodo srovę, kuri nusistovi po apytikriai 200 sekun-
džių. Tačiau mediatorius (substratas S2, kreivė 1) nulemia didelį bioelektrodo atsako
šuolį lyginant su vienodos S1 koncentracijos verte (kreivė 2). Šie skaičiavimai patvirtina
sinergetinį efektą.
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Išvados

1. Skaitiniam Michaelis-Menten fermentine kinetika paremtų reakcijos-difuzijos lyg-
čių sprendimui dažnai taikomų baigtinių skirtumų schemų detali lyginamoji analizė
parodė, kad greičiausiai pasirinkta santykinės paklaidos vertė pasiekiama taikant
neišreikštinio skaičiavimo bei Hopscotch metodus. Išreikštinė schema turėtų būti
naudojama uždaviniams, kurių sprendimui svarbiausias faktorius yra ne tikslumas,
bet sprendimo greitis.

2. Įvairius daugiapakopių biojutiklių modelius galima apibrėžti SBML kalbos plėti-
niu. Sukurtą programinę įrangą galima taikyti automatizuotam skaitiniam dau-
giapakopių biojutiklių modeliavimui.

3. Sinergetinį matematinį modelį su naujomis regeneracijos kraštinėmis sąlygomis
galima pritaikyti skaitiniam sinergetinių daugiapakopių biojutiklių veiklos mode-
liavimui. Kompiuterinis lakazinio biojutiklio modeliavimas kokybiškai paaiškino
ir patvirtino eksperimentiškai stebėtą sinergetinį mediatoriaus įtakos biojutiklio
atsakui efektą.

4. Matematinį peroksidazinį optinį biojutiklio modelį galima sėkmingai taikyti tiriant
kinetinius biojutiklio atsako ypatumus. Skaitinio modeliavimo rezultatai parodė,
kad biojutiklio atsakas yra stabilus santykinai plataus išorinio difuzijos sluoksnio,
kuris turi nedidelę įtaka atsakui esant didelėms fermento koncentracijoms, atveju.
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Summary

Biosensors are analytical devices made up of a combination of a biological entity, usually
an enzyme, that recognizes a specific analyte (substrate) and the transducer that trans-
lates the biorecognition event into a signal. In order to create new types of biosensors
the corresponding experimental studies are necessary. Computational experiments could
very well replace very expensive physical ones. However, the multi-step character of a
chemical reaction scheme must be considered and modeled accordingly. In this thesis
such reaction schemes were studied in great details. Original mathematical models were
developed for optical peroxidase-based and amperometric laccase-based biosensors. The
deterministic nature of model construction allows the automated models to be built.
Based on this assumption flexible model for computational modeling of different practi-
cal multistep biosensors was developed. In order to optimize the numerical solution of
the reaction-diffusion type equations common finite difference schemes were compared.
The comparison shows that the fastest schemes to achieve the required relative error are
implicit and Hopscotch schemes. For the problems where accuracy is not a significant
factor but the speed is, the simplest explicit scheme should be used. Applying the new
flexible model a computational modeling of the multi-step biosensors were produced.
The modeling of laccase biosensor explained and confirmed the synergistic effect. The
computational modeling of the optical biosensor indicated that response is highly stable
at the relatively thick external diffusion layer, which has little effect on the response at
high enzyme concentrations.
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