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Įvadas

Biojutiklis – tai įrenginys, kurį sudaro biologiškai aktyvi medžiaga, dažniausiai fermentas ir
elektroninis signalo keitiklis [1, 2]. Šie įrenginiai naudojami įvairių medžiagų nustatymui
(pvz.: teršalų) analizuojamoje medžiagoje.

Pirmąjį biojutiklį 1956m. pristatė prof. Leland C. Clark Jr., vėliau 1975 m. pagamintas
pirmasis komercinis biojutiklis, tai buvo gliukozės nustatymui skirtas amperometrinis biojutiklis.
Pastaruosius 40 metų buvo tyrinėjami ir kuriami įvairūs biojutikliai, pritaikant kuo platesniam
naudojimui, visgi sėkmingai komerciškai naudojamų yra palyginti nedaug. Nuolat atliekami
biojutiklių tyrinėjimai, tobulėjančios technologijos leidžia tikėtis vis platesnio šių įrenginių
panaudojamumo. Pagal "Global Biosensors Market" pateiktus duomenis 2007m. rinka
sudarė 10 mlrd.$, o iki 2015 m. prognozuojamas padidėjimas iki 12 mlrd.$ . Dabartinė vis
didėjanti biojutiklių paklausa yra dėl žmonių populiacijos ir sergamumo ligomis didėjimo [3].

Biojutikliai naudojami medicinoje, pvz. pamatuoti cukraus kiekį kraujyje [4, 5], atlikti
genetinę analizę ir pan. [6–8]. Įrenginiai plačiai naudojami maisto pramonėje [6, 7].

Biojutikliai turi privalumų, kadangi tai - nebrangūs, stabilūs ir labai patikimi įrengininiai,
suteikiantys galimybę nustatyti svarbius biokomponentus: hormonus, vaistus ir kt. [9, 10].
Lyginant su įprastomis biologinėmis analizavimo technikomis, biojutikliai turi nemažai privalumų:
mažas dydis, paprastumas naudojant, atsparumas radioaktyvumui ir pan., kurie daro juos
dar patrauklesniais naudoti [11]. Biojutiklių modeliavimui dažniausiai yra naudojamos
netiesinės diferencialinės lygtys, kurios analiziškai nėra sprendžiamos, dėl to čia naudojami
skaitiniai metodai, dažniausiai - baigtinių skirtumų metodas. Gilinimasis į biojutiklio
kinetiką – būdas nagrinėti aparatą, tam yra kuriami kompiuteriniai modeliai, kurie naudojami
kaip įrankis nagrinėti ir gerinti amperometrinio biojutiklio savybes [12].

Tikslas ir tyrimo objektas

Disertacijos tyrimų tikslas buvo plėtoti daugiasluoksnių amperometrinių biojutiklių skaitinius
modelius, sukurti programinės įrangos įrankį kompiuterinių modelių skaičiavimui ir sukurti
algoritmą biojutiklio pradinei medžiagų kiekybinei analizei tirti, kurio reakcija vyksta reaguojant
kelių substratų medžiagoms.
Tikslui pasiekti buvo sprendžiami uždaviniai:

• Sukurti praktinių daugiasluoksnių amperometrinių biojutiklių matematinius ir skaitinius
modelius.

• Skaitiniams modeliams spręsti sukurti kompiuterinį įrankį.

• Ištirti biojutiklių modelių gaunamus rezultatus ir identifikuoti sąlygas, turinčias įtakos
gerinant biojutiklio savybes.
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• Sukurti algoritmą, kuriuo iš biojutiklio reakcijos rezultato būtų galima įvertinti pradines
reakcijos substrato kiekybines koncentracijas.

Metodologija

Biojutiklių schemos yra modeliuojamos remiantis nestacionariomis reakcijos-difuzijos lygtimis
su netiesiniu parametru, kuriomis aprašoma biojutiklio fermento reakcijos su analizuojamu
tirpalu kinetika [13, 14]. Darbe buvo nagrinėjamos pasirinktos skirtingos biojutiklių schemos,
susidedančios iš skirtingų fizinių parametrų. Disertacijos tikslui, uždaviniams ir rezultatams
pasiekti, esant įvairioms modelių sąlygoms, buvo vykdomi kompiuteriniai skaičiavimai.
Kompiuteriniai modeliai buvo sukurti ANSI C programavimo kalba [15].

Mokslinis naujumas ir rezultatai

• Pateiktas apibendrintas amperometrinio biojutiklio su išoriniu difuzijos sluoksniu matematinis
modelis, veikiantis įpurškimo režime.

• Sukurtas amperometrinio biojutiklio su mediatoriumi ir dviemis išorinėmis poringomis
membranomis modelis, kurio rezultatai buvo pagrįsti pagal turimus eksperimentinius
duomenis.

• Nagrinėtiems biojutiklių modeliams buvo nustatytos pusės maksimalios efektyvios
koncentracijos reikšmės, parodančios analizuotų biojutiklių efektyvumą.

• Buvo suformuluotas biojutiklio reakcijos, kuriame dalyvauja kelių koncentracijų substratai,
pradinių medžiagų koncentracijos įvertinimo uždavinys. Sprendimas pateiktas remiantis
optimizavimo metodais paremtais skaičiavimais.

Praktinė rezultatų reikšmė

Buvo aprašyti matematiniai ir kompiuteriniai modeliai, kurie leidžia tyrinėti pasirinktų
amperometrinių biojutiklių savybes bei optimizuoti jų cheminę sudėtį, neatliekant brangių
cheminių eksperimentų laboratorijoje. Sprendimai buvo padaryti remiantis bedimensiniais
modeliais, pateiktos apibendrintos išvados. Šiame darbe pateikti rezultatai buvo panaudoti
vykdant projektus:

• “Bioelektrokatalizė sintezėje ir analizėje(BIOSA)” finansuotą Lietuvos mokslo tarybos
pagal dotaciją Nr. PBT-04/2010 (2008-2010).
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• ”Paslaugų interneto technologijų kūrimo ir panaudojimo našių skaičiavimų platformose
teoriniai ir inžineriniai aspektai” (Nr. VP1-3.1-ŠMM-08-K-01-010) finansuojamą Europos
socialinio fondo pagal priemonę VP1-3.1-ŠMM-08-K „Mokslinių tyrimų ir eksperimentinės
plėtros veiklų vykdymas pagal nacionalinių kompleksinių programų tematikas“ (2012-2015).

• ”Tyrėjų gebėjimų stiprinimas” finansuojamą Europos socialinio fondo pagal priemonę
Nr. VP1-3.1-ŠMM-07-K „Parama mokslininkų ir kitų tyrėjų mokslinei veiklai (visuotinė
dotacija)“ (2007-2013).

Ginami teiginiai

• Biojutiklio matematinis modelis aprašytas bedimensine modelio forma gali būti naudojamas
kaip būdas skaitiniam modelio nagrinėjimui ir parametrų įtakai tirti.

• Amperometrinio biojutiklio su mediatoriumi skaičiuojamasis modelis, kurį sudaro
fermento sluoksnis ir du sluoknsiai su poringomis membranomis, gali būti sėkmingai
naudojamas biojutiklio kinetinėms savybėms tirti.

• Didinant išorinio sluoksnio storį arba mažinant jame substrato difuzijos koeficientą
biojutiklio kalibravimo kreivę galima pratęsti keliomis eilėmis.

• Biojutiklio modelio, nagrinėjamo įpurškimo režime, kalibravimo kreivė gali būti prailginta
keliomis eilėmis vien tik sumažinant įpurškimo laiką.

• Optimizavimo metodais grįsta matavimų metodika gali būti naudojama kiekybiniam
pradinių analizuojamų medžiagų kiekiui nustatyti.

Darbo rezultatų aprobavimas

Darbo rezultatai buvo publikuoti moksliniuose recenzuojamuose žurnaluose, iš jų trys su ISI
citavimo indeksu. Autoriaus indėlis rengiant rezultatus yra skaitinių modelių sukūrimas,
programinės įrangos paruošimas, modelių sprendimas, rezultatų teisingumo užtikrinimas
ir analizė. Taip pat autorius dalyvavo aprašant mokslinius tyrimus ir rengiant tekstą
publikavimui.

1. Baronas, Darius; Ivanauskas, Feliksas; Baronas, Romas. Mechanisms Controlling the
Sensitivity of Amperometric Biosensors in Flow Injection Analysis Systems, Journal of
Mathematical Chemistry. Dordrecht : Springer Netherlands. ISSN 0259-9791. 2011,
vol. 49, no. 8, p. 1521-1534. [ISI]
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Padėka

Dėkoju savo moksliniam vadovui prof. habil. dr. Antanui Žilinskui ir moksliniam konsultantui
prof. habil. dr. Feliksui Ivanauskui už skirtą laiką ir postūmius rašant šį darbą.

1. Biojutiklių modeliavimas

1.1 Biojutikliai

Biojutiklis tai įrenginys, kuris geba paversti cheminės reakcijos rezultatą į analitiškai suprantamą
informaciją. Analizės rezultatai priklauso nuo to koks kiekis produkto susiformavo cheminės
reakcijos metu. Paprastai biojutiklis susideda iš dviejų dalių: chemiškai aktyvios medžiagos
ir signalo keitiklio [16, 17]. Biojutikliai yra klasifikuojami pagal naudojamą cheminę
medžiagą ir signalo keitiklį: elektrocheminius, optinius [17, 18] ir kt. Elektrocheminiai
biojutikliai yra skirstomi į amperometrinius ir potenciometrinius. Vieni plačiausiai naudojamų
yra amperometriniai biojutikliai [19–21]. Disertacijoje nagrinėjami amperometriniai biojutikliai,
kurių reakcijos metu yra matuojama susidariusios srovės kiekis [22, 23].

1.2 Matematinis biojutiklio modelis

Biojutiklyje substratas(S), reaguodamas su fermentu (E), sudaro tarpinį junginį (ES), kuris
reakcijos metu skyla į produktą (P) ir fermentą (E) [24, 25]:

E+S
k1

GGGGGBF GGGGG

k−1

ES
k2

GGGA E+P, (1.1)
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1. Biojutiklių modeliavimas

kur k1, k−1, k2 yra atitinkamos reakcijos greičio konstantos. Fermentai pasiekia savo efektyvumą
dėl laikino susirišimo su substratu, kas sumažina efektyvinimo energiją, kurios reikia sudaryti
produktą. Bendru atveju, galima takyti supaprastintą reakcijos modelį, tariant, kad fermento
ir substrato sąveikos rezultatas yra produktas [16, 25, 26]:

S
E
−→ P, (1.2)

kur substratas (S), veikiamas fermento (E), virsta produktu (P).

1.2.1 Pagrindinės lygtys

Laikant, kad elektrodas yra simetriškas ir fermentas tolygiai paskirstytas fermento sluoksnyje,
matematinis biojutiklio modelis gali būti aprašomas vienmatėje erdvėje [13, 14, 27]. Apjungiant
fermento katalizuojamą reakciją su difuzijos nariais, aprašomais Fick dėsniu, gaunamos
tokios reakcijos lygtys:

∂S

∂ t
= DS

∂ 2S

∂x2
−

VmaxS

KM +S
, (1.3a)

∂P

∂ t
= DP

∂ 2P

∂x2
+

VmaxS

KM +S
, x ∈ (0,d), t > 0, (1.3b)

kur x ir t yra erdvės koordinatė ir laikas, S(x, t) ir P(x, t) yra substratas (S) ir produktas
(P) fermento sluoksnyje, DS ir DP yra difuzijos koeficientai, o Vmax yra maksimalus reakcijos
virsmo greitis kai fermentas yra pilnai prisisotinęs substrato, KM yra Michaelis konstanta, o
d yra fermento sluoksnio storis [13, 28, 29].

1.2.2 Pradinės sąlygos ir bedimensinis modelis

Pradinės sąlygos nurodo biojutiklio būseną pradiniame reakcijos taške [30–32]. Laikoma, kad
x = 0 yra elektrodo paviršius, o x = d yra kraštnė biojutiklio modelio riba, vieta kur susilieja
analizuojama medžiaga su fermento sluoksniu. Reakcija yra stebima tada kai substratas
atsiranda ant fermento membranos (t = 0).
Išskirti pagrindinius lygties parametrus, turinčius įtakos reakcijai, bei tuo pačiu biojutiklio
tyrimų metu sumažinti reakcijos kintamųjų kiekį, yra aprašomi bedimensiniai biojutiklio
modeliai. Išskirti pagrindiniai parametrai yra pažymimi kintamuoju α2, vadinamu difuzijos
moduliu, kuris dar žinomas kaip Damköhler skaičius [27, 28].
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1.3. Biojutiklio atsakas

1.3 Biojutiklio atsakas

Susidariusi elektros srovė yra pagrindis parametras, kuris yra matuojamas reakcijos metu.
Srovė matuojama ant biojutiklio elektrodo paviršiaus [27, 33]:

iA(t) = neFADP
∂P

∂x

∣

∣

∣

∣

x=0

, (1.4)

kur ne yra elektronų skaičius, A yra elektrodo paviršiaus plotas, F yra Faraday konstanta,
F = 96.485C/mol.
Srovės tankis i(t) laiko momentu t:

i(A) =
iA

A
= neFDP

∂P

∂x

∣

∣

∣

∣

x=0

, (1.5)

Sistema artėja prie stacionarios būsenos kai t → ∞:

I = lim
t→∞

i(t). (1.6)

1.3.1 Modelio reakcijos laikas

Laikas nuo reakcijos pradžios iki reakcijos modeliavimo pabaigos yra vadinamas reakcijos
laiku. Eksperimentų reakcijų reikšmės buvo stebimos fiksuotą (pasirinktą) laiko tarpą arba
kol laiko momentu t santykinis srovės pokytis tampa mažesniu už pasirinktą mažą dydį -
koeficientą ε :

T = min
i(t)>0

{

t :
t

i(t)
|
di(t)

dt
|< ε

}

. (1.7)

kur T yra reakcijos laikas, T → ∞, ε → ∞

1.3.2 FIA

Biojutiklių modeliai yra nagrinėjami ne tik vonios režime, kai biojutiklio išorinis sluoksnis
turi sąlytį su substratu visą eksperimeto laiką [34], bet ir įpurškimo režime (FIA). Tokiu
būdu biojutiklio išorinis sluoksnis liečiasi su substratu tik dalį reakcijos laiko (pvz. kelias
sekundes ar sekundės dalis) [35]. Įpurškimo režime substratas gali būti įpurškiamas vieną ar
kelis kartus [36, 37]. Šiuo būdu vykdomų reakcijų metu gali būti stebimi ir gerinami tokie
patys biojutiklio parametrai kaip ir vonios režimo atveju, tačiau šiose reakcijose, lyginant
su vonios režimu, stebimas trumpesnis reakcijos laikas, galimybė naudoti mažesnį kiekį
substrato [38]. Literatūroje dažniausiai sutinkama, kad biojutiklių modeliavimas FIA režime
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dažniausiai vykdomas be išorinio sluoksnio [39], tačiau yra bandymų atlikti modeliavimus
ir su išoriniu sluoksniu [40]. Žvelgiant iš praktinės pusės, modeliavimo rezultatai yra
vertingesni su išoriniu sluoksniu, kuriame vyksta medžiagos difuzija [41].

1.3.3 Biojutiklio jautrumas

Nagrinėjant biojutiklio savybes buvo atsižvelgiama į pagrindinius parametrus didinančius
išorinio difuzijos sluoksnio pralaidumą, fermento sluoksnio storį, parametrus, kurie įtakoja
didesnį biojutiklio jautrumą, o keičiant (substrato) įpurškimo laiką buvo prailginama biojutiklio
kalibravimo kreivė. Kalibravimo kreivė nusako kaip priklausomai nuo substrato koncentracijos
keičiasi biojutiklio atsakas. Pusė maksimalios efektyvios koncentracijos ir kalibravimo kreivė
buvo naudojami kaip vieni pagrindinių jautrumo sąlygas išreiškiančių parametrų [42, 43].
Skaitiniai modelio skaičiavimai atlikti naudojant baigtinių skirtumų techniką [27, 44].

1.3.3.1 Pusė maksimalios efektyvios koncentracijos konstanta

Pusė maksimalios efektyvios koncentracijos C50 yra substato koncentracija, kuriai esant yra
gaunama pusė maksimalios, biojutiklio gerenuojamos srovės:

C50 =

{

S∗0 : Imax(S
∗
0) = 0.5 lim

S0→∞
Imax(S0)

}

, (1.8)

kur Imax(S0) yra maksimali biojutiklio generuojama srovė, esant substato koncentracijai S0.

Šiame darbe pusė maksimalios efektyvios koncentracijos buvo pasirinkta kaip pagrindinis
parametras biojutiklio jautrumui nusakyti. Didesnė C50 reikšmė reiškia, kad kalibravimo
kreivės tiesiškai kintanti kreivės dalis yra ilgesnė [45].

1.3.3.2 Biot skaičius

Biot skaičius yra bedimensinio modelio parametras, kuris dažnai naudojamas nurodyti
vidaus medžiagos pernešimo atsparumą išorinei [46, 47]:

Bi =
d/DS1

δ/DS2

=
DS2

d

DS1
δ
= D̂21

d

δ
, (1.9)
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kur DS1
ir DS2

yra difuzijos koeficientai, d ir δ yra atitinkamai fermento ir difuzijos sluoksnių
storiai.

2. Daugiasluoksnių biojutiklių
modeliavimasis

2.1 Biojutiklio modeliavimas įpurškimo režime

Šiame skyriuje yra pateiktas amperometrinio biojutiklio jautrio tyrimas, atliktas substrato
įpurškimo režime. Analitinė sistema yra modeliuota ne stacionariomis reakcijos difuzijos
lygtimis su netiesiniu nariu pagal Michaelis-Menten fermento reakcijos kinetiką [27, 44].
Matematinis modelis apima tris sritis: fermento sluoksnį, kur stebima fermento reakcija
ir difuzija, difuzijos sluoksnį ir šių sluoksnių sandūrą. Šiame tyrime atliekamas biojutiklio
jautrumo didinimo tyrimas atsižvelgiant į biojutiklio kalibravimo kreivės ilginimą keičiant
įpurškimo laiką, išorinio difuzijos sluoksnio laidumą, fermento sluoksnio storį ir reakcijos
greitį. Pusė maksimalios efektyvios koncentracijos yra naudojama kaip pagrindis skaičiuojamas
parametras jautrumo didinimui [42, 43].

2.1.1 Matematinis modelis

Biojutiklio modelis apima tris sritis: fermento sluoksnį, kur stebima fermento reakcija ir
difuzija, difuzijos sluoksnis ir šių sluoksnių sandūrą (1.1) [24]. Substratas, reaguodamas su
fermentu, reakcijos metu sukuria produktą ir fermentą (1.2) [16, 25].

2.1.2 Pagrindinės lygtys

Tariant, kad elektrodas yra simetriškas ir fermentas fermento sluoksnyje yra pasiskirstęs
tolygiai, matematinis modelis gali būti aprašomas vienmatėje erdvėje [13, 27]. Sujungiant
fermentu katalizuojamas reakcijas su difuzijos nariais, aprašomais Fick lygtimis, gaunamos
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2. Daugiasluoksnių biojutiklių modeliavimas

tokios pagrindinės reakcijos-difuzijos tipo lygtys:

∂S1

∂ t
= DS1

∂ 2S1

∂x2
−

VmaxS1

KM +S1
, (2.1a)

∂P1

∂ t
= DP1

∂ 2P1

∂x2
+

VmaxS1

KM +S1
, x ∈ (0,d), t > 0, (2.1b)

kur x ir t yra atitinkamai erdvės koordinatė ir laikas, S1 ir P1 yra atitinkamai substrato
(S) ir produkto (P) kiekis fermento sluoksnyje, DS1

ir DP1
yra difuzijos koeficientai, Vmax yra

maksimalus reakcijos virsmo greitis kai fermentas yra pilnai prisisotinęs substrato, KM yra
Michaelis konstanta, d yra fermentinio sluoksnio storis [13, 28].

Išoriniame sluoksnyje vyksta tik medžiagos difuzija:

∂S2

∂ t
= DS2

∂ 2S2

∂x2
, (2.2a)

∂P2

∂ t
= DP2

∂ 2P2

∂x2
, x ∈ (d,d +δ ), t > 0, (2.2b)

kur S2 ir P2 yra substrato ir produkto koncentracijos išoriniame sluoksnyje, DS2
ir DP2

yra
difuzijos koeficientai, o δ yra difuzijos sluoksnio storis.

2.1.3 Modelio parametrai

Modeliavimui atlikti yra nustatomos modelio pradinės reikšmės, kai t = 0 bei modelio srityse:
elektrodo paviršiuje x = 0, difuzijos sluoksnio krašte x = d + δ bei fermento ir difuzijos
sluoksnių sandūroje, kai x = d [13, 27].
Išorinis difuzijos sluoksnis d < x < d+δ yra aprašomas kaip Nernst difuzijos sluoksnis [44].
Tokiu būdu yra laikoma, kad difuzijos sluoksnio storis δ bėgant laikui išlieka pastovus ir
medžiagų koncentracija yra pastovi.
Biojutiklio veikimo įpurškimo režime substratas yra įpurškiamas tik trumpam laikui (TF < T ,
kur TF yra įpurškimo laikas), vieną kartą visos reakcijos metu. Vėliau substratas sąlyčio su
modeliu neturi:

P2(d +δ , t) = 0, S2(d +δ , t) =

{

S0, t ≤ TF ,
0, t > TF .

(2.3)

2.1.4 Biojutiklio atsakas

Biojutiklio atsakas yra reakcijos metu matuojama srovė, kuri atsiranda ant elektrodo paviršiaus
ir yra tiesiogiai proporcinga reakcijos produkto koncentracijos gradientui, kai x= 0. Biojutiklio
srovės tankis I(t) laiko momentu t yra aprašomas Faraday ir Fick dėsniais [13],

I(t) = neFDP1

∂P1

∂x

∣

∣

∣

∣

x=0

, (2.4)
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2.1. Biojutiklio modeliavimas įpurškimo režime

Laikoma, kad sistema pasiekia pusiausvyrą kai t → ∞.
Srovė yra pagrindinis skaičiuojamas biojutiklio modelio parametras visos reakcijos metu,
vonios režime [24]. Kadangi įpurškimo režime substato koncentacija yra nulinė, kai t > TF ,
tai nuolatinė nusistovėjusi srovė taip pat nukrenta iki nulio, I(t)→ 0, kai t → ∞. Dėl šios
priežasties, įpurškimo režime nusistovėjusios srovės skaičiavimas praktiškai nėra naudingas.
Kadangi srovės tankis I(t) yra ne monotoninė funkcija, skaičiuojama maksimali biojutiklio
srovė

Imax = max
t>0

{I(t)} , (2.5)

kur Imax yra maksimalus biojutiklio srovės tankis.

2.1.5 Bedimensinis modelis

Kad išskirti pagrindinius matematinio modelio veikimą lemiančius parametrus, bei supaprastinti
modelį sumažinant reikšmingų parametrų kiekį, buvo sukurtas bedimensinis modelis [46, 48].
Visi modelio parametrai yra pakeičiami į bedimensiniais. Fermento sluoksnyje reakcijos-difuzijos
lygtys (2.1) gali būti perrašytos:

∂ Ŝ

∂ T̂
=

∂ 2Ŝ

∂ X̂2
−α2 Ŝ

1+ Ŝ
, (2.6a)

∂ P̂

∂ T̂
=

DP1

DS1

∂ 2P̂

∂ X̂2
+α2 Ŝ

1+ Ŝ
, X̂ ∈ (0,1), T̂ > 0, (2.6b)

kur α2 yra difuzijos modulis, vadinamas Damköhler skaičiumi [27, 28],

α2 =
d2Vmax

DS1
KM

. (2.7)

Difuzijos lygtys (2.2) yra transformuojamos atitinkamai:

∂ Ŝ

∂ T̂
=

DS2

DS1

∂ 2Ŝ

∂ X̂2
, (2.8a)

∂ P̂

∂ T̂
=

DP2

DS1

∂ 2P̂

∂ X̂2
, X̂ ∈ (1,1+ ∆̂), T̂ > 0. (2.8b)

Taip pat atitinkamai į bedimensinę formą yra transformuojamos ir pradinės, tarpinės ir
kraštinės sąlygos.Reakcijos metu skaičiuojama bedimensinė srovė Î :

Î(T̂ ) =
∂ P̂

∂ X̂

∣

∣

∣

∣

X̂=0

=
I(t)d

neFDP1
KM

. (2.9)
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2. Daugiasluoksnių biojutiklių modeliavimas

2.1.6 Skaitinis modeliavimas

Analiziškai lygtys nesprendžiamos dėl jų netiesiškumo (2.1)-(2.4) [13], todėl naudojami
skaitiniai metodai. Buvo sudaryta baigtinių skirtumų schema, naudojant tolygų tinklelį
[27, 33].

Matematinis modelis ir skaitinio modelio rezultatai buvo pagrįsti pagal žinomus analitinius
sprendinius [13]. Buvo atlikti kompiuteriniai bandymai, kitas kintamųjų reikšmes išlaikant
pastovias [49], 2.1 pav. pateiktas srovės tankio I(t) srovės kitimo kreivė. Biojutiklio reakcija
buvo modeliuota esant substato koncentracijai S0 (S0 = KM) ir skirtingiems kitiems modelio
parametrams, difuzijos moduliui α2 (1 ir 2), įpurškimo laikui TF (3 ir 6 s) ir bedimensiniui
Biot skaičiui Bi (1 ir 2).
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2.1 pav.: Biojutiklio atsako dinamika, kai difuzijos modulis α2: 1 (5-8), 2 (1-4), Biot skaičius
Bi: 1 (3, 4, 7, 8), 2 (1, 2, 5, 6) ir įpurškimo laikas TF : 3 (2, 4, 6, 8), 6 s (1, 3, 5, 7)

2.1 pav. matoma, kad biojutiklio srovės kinta ne monotoniškai. Visais atvejais, substrato
įpurškimo režime srovė kyla (t ≤ TF). Taip pat srovė kurį laiką kyla ir po substrato įpurškimo
nutraukimo (t ≥ TF). Laikas kada pasiekiama maksimali srovė ir maksimalios srovės dydis
priklauso nuo visų trijų parametrų: α2, Bi ir TF .

2.1 pav. matyti, kad maksimalus srovės tankis Imax padidėja iki 2 kartų, kai įpurškimo
laikas TF yra padvigubinamas, visgi padidinus TF laiką du kartus, maksimalios srovės atsako
padidėjimas nežymus. Palyginant kreives 1 (TF = 6) ir 2 (TF = 3s), galima matyti, kad
maksimalaus atsako gavimo laikas padidėjo nuo 13.9 tik iki 16 s, nors Imax padidėja nuo 2.3
iki 4.4 nA/mm2, kai α2 = 2, Bi = 2.

Tai pat 2.1 pav. yra matoma, kad biojutiklio reakcijos atsakas labai priklauso nuo Biot
skaičiaus Bi. Mažinamas Bi prailgina atsaką. Maksimali srovė sumažėja kai yra padidinamas
išorinio sluoksnio storis, t.y. mažinamas Bi.

Modeliavimo bandymai buvo atlikti imant platų nagrinėjamų parametrų: difuzijos modulio
α2, Biot skaičiaus Bi ir įpurškimo laiko TF reikšmių diapazoną.
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2.2. Biojutiklio modeliavimas įpurškimo režime

2.2 Biojutiklio modeliavimas įpurškimo režime

Šio biojutiklio modelio tikslas buvo sukurti skaičiuojamąjį modelį efektyviam biojutiklio
modelio skaičiavimui, kuriame būtų įvertintas dializės membranų ir įpurškimo režimo parametrų
poveikis reakcijai.

2.2.1 Biojutiklio struktūra

Biojutiklio modelio struktūra susideda iš kelių sluoksnių [50]. 2.2 pav. schematiškai pavaizduota
biojutiklio struktūra, kurią sudaro sluoksnis L1, kuriame vyksta reakcija ir difuzija bei
sluoksniai L1,L2, kuriuose vyksta tik difuzija.

2.2 pav.: Biojutiklio struktūros schema

Išorinis sluoksnis ( a2 < x < a3) yra aprašomas kaip Nernst difuzijos sluoksnis [44].

2.2.2 Matematinis modelis

Tariant, kad elektrodas yra simetriškas ir dializės membrana yra simetriška bei fermentas
fermento sluoksnyje yra pasiskirstęs tolygiai, matematinis modelis gali būti aprašomas
vienmatėje erdvėje [13, 27]. Apjungiant fermento katalizuojamą reakciją 1.2 su difuzijos
nariais, aprašomais Fick dėsniu, aprašytos reakcijos-difuzijos lygtys:

∂S1

∂ t
= DS1

∂ 2S1

∂x2
−

VmaxS1

KM +S1
, (2.10a)

∂P1

∂ t
= DP1

∂ 2P1

∂x2
+

VmaxS1

KM +S1
, x ∈ (0,a1), (2.10b)

17



2. Daugiasluoksnių biojutiklių modeliavimas

ne fermento sluoksnyje vyksta tik medžiagų difuzija(t > 0),

∂Si

∂ t
= DSi

∂ 2Si

∂x2
, (2.11a)

∂Pi

∂ t
= DPi

∂ 2Pi

∂x2
, x ∈ (ai−1,ai), i = 2,3, (2.11b)

kur Si ir Pi yra substato ir produkto koncentracijos i-ame sluoksnyje, DSi
ir DPi

yra difuzijos
koeficientai, o di = ai−ai−1 yra atitinkamų sluoksnių plotis, i = 2,3.

Biojutikliui veikiant substratui persisunkus per difuzijos sluoksnį ir dializės membraną,
substratas pasiekia fermento sluoksnio ribą (x = a1). Substrato perėjimas tarp dviejų
skirtingų difuzija pasižyminčių sluoksnių, aprašomas sąlygomis (t > 0, i = 1,2):

DSi

∂Si

∂x

∣

∣

∣

∣

x=ai

= DSi+1

∂Si+1

∂x

∣

∣

∣

∣

x=ai

, (2.12a)

Si(ai, t) = Si+1(ai, t), (2.12b)

DPi

∂Pi

∂x

∣

∣

∣

∣

x=ai

= DPi+1

∂Pi+1

∂x

∣

∣

∣

∣

x=ai

, (2.12c)

Pi(ai, t) = Pi+1(ai, t). (2.12d)

Sudarant bedimensinį biojutiklio modelį reakcijos - difuzijos lygtys, kraštinės ir pradinės
sąlygos perrašomos naudojant α2 Damköhler skaičių [13],

α2 =
d2

1Vmax

DS1
KM

. (2.13)

2.2.3 Skaitinis modeliavimas

Matematinio ir skaitinio modelio gaunami rezultatai buvo pagrįsti pagal žinomus analitinius
sprendinius [13]. Disertacijoje pateiktos pastovių parametrų reikšmės, naudotos atliekant
eksperimentus. [49, 51].

Tam kad ištirti pusę maksimalios efektyvios koncentracijos C50 priklausomybę nuo modelio
parametrų bandymai buvo atlikti pasirenkant plačius parametrų: dializės membranos storio
d2, difuzijos modulio α2 ir įpurškimo laiko TF intervalus.
2.3 pav. pateikiama ne monotoninis biojutiklio srovės kitimas. Visais nagrinėtais atvejais,
didėjant laikui t, didėja ir srovė, priklausomai nuo įpurškimo laiko TF (t ≤ TF). Maksimali
srovė Imax ir tuo metu laikas Tmax priklauso nuo modelio parametrų Vmax, TF ir d2. Visais
bandymų atvejais, maksimalios srovės laiko momentas buvo didesnis nei TF (Tmax > TF).
Pateiktame grafike yra matoma, kad skirtingoms modelio parametrų reikšmėms Vmax ir d2,
maksimalios srovės tankis Imax padidėja beveik du kartus kai padvigubėja įpurškimo laikas
TF . Palyginant grafiko kreives 1 (TF = 3) ir 3 (TF = 6s) matoma, kad maksimalaus atsako
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2.3. Biojutiklio modeliavimas ir patvirtinimas eksperimentiniais duomenimis
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2.3 pav.: Biojutiklio atsako dinamika; Vmax: 0.75 (1-4), 1.5 µM (5-8), TF : 3 (1, 2, 5, 6), 6 s (3, 4,
7, 8); d2: 10 (1, 3, 5, 7), 20 µm (2, 4, 6, 8)

laikas Tmax padidėja nuo 31 tik iki 33 s, nors Imax padidėja nuo 19.7 iki 38 nA/cm2 kai Vmax

= 0.75 µM (α2 = 2) ir d2 = 10 µm (d̂2 = 0.1).

2.3 Biojutiklio modeliavimas ir patvirtinimas

eksperimentiniais duomenimis

Pasirinkto biojutiklio tikslas buvo sukurti matematinį amperometrinio biojutiklio modelį su
mediatoriumi, kurį sudarytų fermento sluoksnis ir dvi poringos membranos. Matematinis
modelis ir skaitiniai modelio rezultatai buvo pagrįsti naudojant eksperimentinius biojutiklio
duomenis. Fermento sluoksnyje vyksta dviejų pakopų reakcija:

Eox +S
k1

GGGGGA Ered +P, (2.14a)

Ered +Mox

k2

GGGGGA Eox +Mred, (2.14b)

kur substratas (S) su mediatoriumi (M), reaguoja su fermentu (E) suformuodami produktą
(P) [40]. Čia Eox yra oksiduoto fermento, o Ered - redukuoto fermento formos. Atitinkamai,
Mox ir Mred yra oksiduotos ir redukuotos mediatoriaus formos.

Ant elektrodo paviršiaus biojutiklio su mediatoriumi elektrocheminės reakcijos schema:

Mred− eGGGA Mox. (2.15)
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2. Daugiasluoksnių biojutiklių modeliavimas

2.3.1 Pagrindinės lygtys

Laikant, kad elektrodas yra simetriškas ir fermentas fermento sluoksnyje yra pasiskirstęs
tolygiai, matematinis modelis gali būti aprašomas vienmatėje erdvėje [13, 27]. Apjungiant
fermento katalizuojamą reakciją su difuzijos nariais, aprašomais Fick dėsniu, gaunamos
tokios reakcijos-difuzijos lygtys:

∂Eox

∂ t
= k2Mox,1Ered− k1EoxS1, (2.16a)

∂Ered

∂ t
=−k2Mox,1Ered + k1EoxS1, (2.16b)

∂Mox,1

∂ t
= DMox,1∆Mox,1− k2Mox,1Ered,1, (2.16c)

∂Mred,1

∂ t
= DMred,1

∆Mred,1 + k2Mox,1Ered,1, (2.16d)

∂S1

∂ t
= DS1

∆S1− k1Eox,1S1, x ∈ (0,a1), t > 0, (2.16e)

kur x ir t yra erdvės ir laiko koordinatės, ∆ yra Laplaso operatorius, S1 yra substrato
(S) koncentracija fermento sluoksnyje, Eox, Ered, Mox,1 ir Mred,1 yra atitinkamai oksiduoto ir
redukuoto fermento ir mediatoriaus koncentracijos, DS1

, DMox,1 , DMred,1
yra difuzijos koeficientai,

o a1 = d1 yra fermento sluoksnio storis [13, 28, 29].

Išoriniame sluoksnyje vyksta tik medžiagos difuzija: (t > 0),

∂Mox,i

∂ t
= DMox,i∆Mox,i, (2.17a)

∂Mred,i

∂ t
= DMred,i

∆Mred,i, (2.17b)

∂Si

∂ t
= DSi

∆Si, x ∈ (ai−1,ai), i = 2,3,4, (2.17c)

kur Si yra substrato koncentracija sluoksnyje (ai−1,ai), Mox,i ir Mred,i yra atitinkamai
oksiduoto ir redukuoto mediatoriaus koncentracijos, DS1

, DMox,1 ir DMred,1
yra difuzijos koeficientai,

i = 2,3,4.

2.3.2 Biojutiklio atsakas

Biojutiklio atsakas yra matuojama elektros srovė, kuri yra tiesiogiai proporcinga produkto
koncentracijos gradientui ant elektrodo paviršiaus x = 0. Srovės dydis I(t) laiko momentu t
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yra aprašomas Faraday ir Fick dėsniais [13],

I(t) = neFADMred,1

∂Mred,1

∂x

∣

∣

∣

∣

x=0

(2.18)

= −neFDMox,1

∂Mox,1

∂x

∣

∣

∣

∣

x=0

. (2.19)

Laikoma, kad sistema (2.16)–(2.17) pasiekia pusiausvyrą kai t → ∞ [16, 24]

I∞ = lim
t→∞

I(t). (2.20)

2.3.3 Skaitinis modeliavimas

Skaitiniai modeliavimai buvo atlikti esant tokioms mediatoriaus reikšmėms: M
(1)
0 = 200 µM,

M
(2)
0 = 50 µM, M

(3)
0 = 5 µM, kai kiti modelio parametrai eksperimento metu buvo pastovūs.

Kai kurių eksperimentinio modelio tikslių parametrų nebuvo įmanoma nustatyti [52], todėl
tokie parametrai buvo nustatyti modeliuojant biojutiklį.

Kompiuterinio modelio gauti rezultatai išsiskyrė esant didesnėms modelio koncentracijoms,
visgi prie mažesnių koncentacijų M

(3)
0 modelis grąžino rezultatus artimus eksperimentiniams.

Iliustruoti skirtumus, buvo apskaičiuotos santykinės rezultatų paklaidos. 2.4 pav. yra
pateikiamos santykinių paklaidų skaičiavimų rezultatai, kai M

(i)
0 , i= 1,2,3. 2.4b pav. santykinės

paklaidos mažėja nuo 0.3 kai t = 10 s iki 0 kai t = 42 s, o esant didesnėms t reikšmėms
santykinė paklaida didėja. Kai S0 = 0.99 mM santykinės paklaidos kreivės monotoniškai
mažėja nuo 1, pradiniame reakcijos taške, iki 0.4, o kai S0 = 0.49 mM. Santykinė paklaida
didėja nuo 0.25 iki 0.4 kai (t = 55 s).

Nepaisant modeliavimo rezultatų netolygumo, modelis yra tinkamas tirti biojutiklio savybes
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3. Kiekybinė substrato mišinio analizė
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2.4 pav.: Kompiuterinio modelio santykinių paklaidų kitimas, lyginant su

eksperimentiniais duomenimis, kai M
(i)
0 , i = 1,2 ir S0 koncentracijos: 0.49mM (6), 0.99mM

(5), 1.99mM (4), 4.98mM (3), 9.9mM (2), 19.6mM (1)

bei gerinti daugiasluoknsio biojutiklio konfigūraciją.

3. Kiekybinė substrato mišinio analizė

3.1 Pradinių substrato koncentracijų įvertinimas naudojantis

optimizavimo metodais grįsta matavimų metodika

Atlikti kompiuteriniai modeliavimai, kurių metu buvo siekiama įvertini pradinę substratų
junginio (mišinio) struktūrą, dalyvavusią biojutiklio reakcijos metu. Toks uždavinys buvo
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3.1. Pradinių substrato koncentracijų įvertinimas naudojantis optimizavimo metodais grįsta matavimų metodika

sprendžiamas ir kitų autorių, tačiau pasitelkiant neuroninius tinklus [53, 54].

Laikome, kad funkcija z(t,x) = ∑
k
j=1 y j(t,x j), 0≤ t ≤ tmax, x = (x1, . . . ,xk) ∈ X , kur funkcijos

y j(t,x j) yra žinomos. Parametras x turi būti įvertintas pagal stebimas reikšmes wi =
z(ti,x), 0 ≤ ti ≤ tmax, i = 1, . . . ,n. Tyrimo pagrindinis uždavinys yra įvertinti k substratų
(komponentų) koncentracijas mišinyje, naudojant gautus biojutiklio rezultatus wi, i= 1, . . . ,n,
ir rezultatus biojutiklio y j(t,x j), kurie gauti su vienu žinomu substratu.

3.1.1 Matematinis modelis

Mes nagrinėjame substratų mišinį, kuris dalyvauja biojutiklio biocheminėje reakcijoje:

Sj

Ej
−→ Pj, j = 1, ...,k, (3.1)

kur substratas (Sj, jungiasi su fermentu (Ej), sudarydami produktą (Pj), j = 1,...,k) [24,
25]. Šiuose modeliavimo bandymuose nebuvo nagrinėjama substratų tarpusavio sąveika.
Reakcijos aprašytos pagal Fick dėsnį, pagal kurį gauname šias reakcijos lygtis:

∂ s j

∂ t
= DSj

∂ 2s j

∂τ2
−

Vjs j

K j + s j

,

∂ p j

∂ t
= DPj

∂ 2 p j

∂τ2
+

Vjs j

K j + s j

,

0 < τ < d, 0 < t ≤ tmax, j = 1, ...,k, (3.2)

kur s j(τ, t) ir p j(τ, t) yra substrato ir produkto koncentacijos fermento sluoksnyje, DSj
, DPj

yra atitinkamai substrato ir produkto difuzijos koeficientai, Vj yra maksimalus reakcijos
virsmo greitis, kai fermentas yra pilnai prisisotinęs substrato, Sj, j = 1, ...,k. K j(j =1, …,
k) yra Michaelis konstanta, t yra laikas, tmax yra laiko internalas, kai stebima analizuojamo
biojutiklio reakcija, d yra fermento sluoksnio storis. Biocheminė reakcija prasideda tada,
kai substratas patenka ant fermento sluoksnio.
Modeliui buvo nustatytos pradinės sąlygos (t=0) ir kraštinės sąlygos (0 < t ≤ tmax) bei
kraštinės sąlygos nagrinėjant modelį substrato įpurškimo režime.

3.1.2 Biojutiklio atsakas

Biojutiklio atsakas yra matuojama elektros srovė, kuri yra tiesiogiai proporcinga produkto
koncentracijos gradientui ant elektrodo paviršiaus x= 0. Srovės dydis y j(t,x j) laiko momentu
t yra aprašomas Faraday ir Fick dėsniais [13]:

y j(t,x j) = neFDPj

∂ p j

∂τ

∣

∣

∣

∣

τ=0

, j = 1, ...,k, (3.3)
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kur ne yra elektronų kiekis, F yra Faraday konstanta.

Laikoma, kad biojutklio sistema pasiekia pusiausvyrą kai t → ∞. Biojutiklio atsakas z(t,x)
yra atskirų biojutiklių srovių suma y j(t,x j), j = 1, ...,k.

3.1.3 Pateikti duomenys

Nagrinėtame modelyje buvo nustatyti pastovūs parametrai, o mišinį sudarė keturi substratai,
kurių savybės buvo nurodomos pasirenkamais parametraisVj = 10−6− j, j∈{1,2,3,4}. Kiekvieno
substrato koncentracija buvo keičiama intervale 1≤ x j ≤ 64. Biojutiklio modeliavimas buvo
atliktas vonios ir įpurškimo režimuose. Lentelėje 3.1 pateikti įpurškimo režime atliktų
bandymų rezultatai, kur ∆x j yra skirtumas tarp tikrosios ir įvertintos x j reikšmės, o fmin

yra santykinė aproksimavimo paklaida.

3.1 lentelė: Biojutiklio koncentracijų santykinės paklaidos įvertinimai įpurškimo režime,
kai fermento sluoksnio storis d = 0.02cm

fmin ∆x1 ∆x2 ∆x3 ∆x4

Vidutinė vertė 2.8495 ·10−5 0.0041 0.0108 0.0408 0.0464
Nuokrypis 3.1573 ·10−4 0.0388 0.1663 0.8404 0.9755

3.1.4 Modelio praplėtimas

Gavus pirminių bandymų kiekybinės substrato mišinių analizės modelio rezultatus, modelis
buvo patikslintas, atsižvelgiant į substratų tarpusavio sąveiką reakcijos metu (t > 0):

∂Si

∂ t
= DSi

∂ 2Si

∂x2
−

Vmaxi
Si

KMi

(

1+∑
k
j=1 S j/KM j

) ,

∂Pi

∂ t
= DPi

∂ 2Pi

∂x2
+

Vmaxi
Si

KMi

(

1+∑
k
j=1 S j/KM j

) , i = 1, . . . ,k, 0 < x < d,

(3.4)

kur x ir t atitinkamai erdvės ir laiko koordinatės, Si(x, t) ir Pi(x, t) yra atitinkamai substrato
Si ir produkto Pi koncentracija, Vmaxi

yra maksimalus reakcijos virsmo greitis, kai fermentas
yra pilnai prisisotinęs substrato Si, KMi

yra Michaelis konstanta, d yra fermento sluoksnio
storis, DSi

ir DPi
yra difuzijos koeficientai, Vmaxi

= k2i
E0, KMi

= (k−1i
+ k2i

)/k1i
.

Pagal atliktus abiejų modelių eksperimentų rezultatus galime daryti išvadas, kad aprašytų
metodų taikymas nagrinėtam uždaviniui yra tikslingas. Kompiuterinis modelis (3.2), (3.4)
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gali būti naudojamas eksperimentiniams atsako rezultatams gauti, kurie gali būti naudojami
kiekybinei substratų koncentracijos analizei atlikti.

Išvados

• Bedimensinis modelis gali būti naudojamas pasirinktų biojutiklių modelių schemoms
spręsti - tirti modelių parametrų įtaką ir gerinti biojutiklio konfigūraciją.

• Amperometrinio biojutiklio modelis su mediatoriumi, kurį sudaro fermento sluoksnis ir
dvi poringos membranos, gali būti naudojamas biojutiklio kinetinėms savybėms tirti.
Eksperimentinių ir modeliu gautų reikšmių palyginimas parodė, kad sukurtas modelis
su pasirinktais parametrais yra pakankamai tikslus tik esant mažoms substrato koncentracijoms.

• Didesnis išorinio difuzijos sluoksnio storis arba mažesnė substrato difuzija šiame sluoksnyje
(pvz. esant mažesniam Biot skaičiui Bi), gali pailginti biojutiklio kalibravimo kreivę
keliomis eilėmis. Esant santykinai didelėms Biot skaičiaus reikšmėms, Bi kitimas
praktiškai neturi įtakos pusės maksimalios efektyvios koncentracijos C50 kitimui.

• Mažėjant įpurškimo laikui TF , pusė maksimalios efektyvios koncentracijosC50 eksponentiškai
didėja. Biojutiklio, veikiančio įpurškimo režime, kalibravimo kreivė gali būti prailginta
keliomis eilėmis tik mažinant įpurškimo laiką TF .

• Amperometrinio biojutiklio signalui nagrinėti optimizavimo metodais grįsta matavimų
metodika yra efektyvus būdas įvertinti pradines kelių substratų koncentracijas.
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Summary

A biosensor is an analytical device that inverts a biochemical reaction process into a measurable
signal using transducer. Mainly these devices are used for detecting various substances
like pollutants, metabolites, microbial load. The main domain of usage is medicine and
food industries. Usually biosensors consist of a biological sensing element - enzyme and a
transducer for detecting the analyte concentration. Unfortunately experiments in laboratory
are expensive, for this reason creating computer-aided models of such systems is very
attractive. The main purpose of such modelling is to study the peculiarities of biosensors,
developing their attributes according to environmental settings. A sensitivity of biosensor
expressed by linear range of the calibration curve was chosen as the main characterics for
developing.
The mathematical models of layered amperometric biosensors were analyzed. Solving a
biosensor model numerical methods, a finite difference scheme is used.
A software tool for computational modelling for amperometric biosensors in flow injection
systems, the multilayered biosensors as well as optimization-based evaluation of concentrations
in modelling the biosensor-aided measurement was created. In thesis the solutions were
found considering dimensionless models, and generalized results of the research are presented.
The results can be used practically and for further development as well.
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