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Ivadas

Biojutiklis — tai jrenginys, kurj sudaro biologiskai aktyvi medziaga, dazniausiai fermentas ir
elektroninis signalo keitiklis [1, 2]. Sie jrenginiai naudojami jvairiy medZiagy nustatymui
(pvz.: terSaly) analizuojamoje medziagoje.

Pirmajj biojutiklj 1956m. pristaté prof. Leland C. Clark Jr., véliau 1975 m. pagamintas
pirmasis komercinis biojutiklis, tai buvo gliukozés nustatymui skirtas amperometrinis biojutiklis.
Pastaruosius 40 mety buvo tyrinéjami ir kuriami jvairus biojutikliai, pritaikant kuo platesniam
naudojimui, visgi sekmingai komerciskai naudojamy yra palyginti nedaug. Nuolat atlickami
biojutikliy tyrinéjimai, tobuléjancios technologijos leidzia tikétis vis platesnio Siy jrenginiy
panaudojamumo. Pagal "Global Biosensors Market" pateiktus duomenis 2007m. rinka
sudaré 10 mlrd.$, o iki 2015 m. prognozuojamas padidéjimas iki 12 mlrd.$ . Dabartiné vis
didéjanti biojutikliy paklausa yra dél zmoniy populiacijos ir sergamumo ligomis didéjimo [3].

Biojutikliai naudojami medicinoje, pvz. pamatuoti cukraus kiekj kraujyje [4, 5], atlikti
genetine analize ir pan. [6-8]. Irenginiai placiai naudojami maisto pramonéje [6, 7].

Biojutikliai turi privalumy, kadangi tai - nebrangus, stabilus ir labai patikimi jrengininiai,
suteikiantys galimybe nustatyti svarbius biokomponentus: hormonus, vaistus ir kt. [9, 10].
Lyginant su jprastomis biologinémis analizavimo technikomis, biojutikliai turi nemazai privalumy:
mazas dydis, paprastumas naudojant, atsparumas radioaktyvumui ir pan., kurie daro juos

dar patrauklesniais naudoti [11]. Biojutikliy modeliavimui dazniausiai yra naudojamos
netiesinés diferencialinés lygtys, kurios analiziskai néra sprendziamos, dél to ¢ia naudojami
skaitiniai metodai, dazniausiai - baigtiniy skirtumy metodas. Gilinimasis j biojutiklio
kinetikg — budas nagrinéti aparata, tam yra kuriami kompiuteriniai modeliai, kurie naudojami
kaip jrankis nagrinéti ir gerinti amperometrinio biojutiklio savybes [12].

Tikslas ir tyrimo objektas

Disertacijos tyrimy tikslas buvo plétoti daugiasluoksniy amperometriniy biojutikliy skaitinius
modelius, sukurti programinés jrangos jrankj kompiuteriniy modeliy skaic¢iavimui ir sukurti
algoritma biojutiklio pradinei medziagy kiekybinei analizei tirti, kurio reakcija vyksta reaguojant
keliy substraty medziagoms.

Tikslui pasiekti buvo sprendziami uzdaviniai:

o Sukurti praktiniy daugiasluoksniy amperometriniy biojutikliy matematinius ir skaitinius
modelius.
o Skaitiniams modeliams spresti sukurti kompiuterinj jrankj.

« IStirti biojutikliy modeliy gaunamus rezultatus ir identifikuoti salygas, turincias jtakos
gerinant biojutiklio savybes.



o Sukurti algoritma, kuriuo is$ biojutiklio reakcijos rezultato buty galima jvertinti pradines
reakcijos substrato kiekybines koncentracijas.

Metodologija

Biojutikliy schemos yra modeliuojamos remiantis nestacionariomis reakcijos-difuzijos lygtimis
su netiesiniu parametru, kuriomis aprasoma biojutiklio fermento reakcijos su analizuojamu
tirpalu kinetika [13, 14]. Darbe buvo nagrinéjamos pasirinktos skirtingos biojutikliy schemos,
susidedancios is skirtingy fiziniy parametry. Disertacijos tikslui, uzdaviniams ir rezultatams
pasiekti, esant jvairioms modeliy salygoms, buvo vykdomi kompiuteriniai skaic¢iavimai.
Kompiuteriniai modeliai buvo sukurti ANSI C programavimo kalba [15].

Mokslinis naujumas ir rezultatai

o Pateiktas apibendrintas amperometrinio biojutiklio su iSoriniu difuzijos sluoksniu matematinis
modelis, veikiantis jpurskimo rezime.

o Sukurtas amperometrinio biojutiklio su mediatoriumi ir dviemis iSorinémis poringomis
membranomis modelis, kurio rezultatai buvo pagrjsti pagal turimus eksperimentinius
duomenis.

o Nagrinétiems biojutikliy modeliams buvo nustatytos pusés maksimalios efektyvios
koncentracijos reiksmeés, parodancios analizuoty biojutikliy efektyvuma.

« Buvo suformuluotas biojutiklio reakcijos, kuriame dalyvauja keliy koncentracijy substratai,
pradiniy medziagy koncentracijos jvertinimo uzdavinys. Sprendimas pateiktas remiantis
optimizavimo metodais paremtais skai¢iavimais.

Praktiné rezultaty reikSmé

Buvo aprasyti matematiniai ir kompiuteriniai modeliai, kurie leidzia tyrinéti pasirinkty
amperometriniy biojutikliy savybes bei optimizuoti jy cheming sudeétj, neatlieckant brangiy
cheminiy eksperimenty laboratorijoje. Sprendimai buvo padaryti remiantis bedimensiniais
modeliais, pateiktos apibendrintos i$vados. Siame darbe pateikti rezultatai buvo panaudoti
vykdant projektus:

o “Bioelektrokatalizé sintezéje ir analizéje(BIOSA)” finansuota Lietuvos mokslo tarybos
pagal dotacija Nr. PBT-04/2010 (2008-2010).



"Paslaugy interneto technologijy kurimo ir panaudojimo nasiy skaic¢iavimy platformose
teoriniai ir inZineriniai aspektai” (Nr. VP1-3.1-SMM-08-K-01-010) finansuojama Europos
socialinio fondo pagal priemone VP1-3.1-SMM-08-K , Moksliniy tyrimy ir eksperimentinés
plétros veikly vykdymas pagal nacionaliniy kompleksiniy programy tematikas®“ (2012-2015).

"Tyréjuy gebéjimy stiprinimas” finansuojama Europos socialinio fondo pagal priemone
Nr. VP1-3.1-SMM-07-K ,,Parama mokslininky ir kity tyréjy mokslinei veiklai (visuotiné

dotacija)“ (2007-2013).

Ginami teiginiai

o Biojutiklio matematinis modelis aprasytas bedimensine modelio forma gali buti naudojamas

kaip budas skaitiniam modelio nagrin¢jimui ir parametry jtakai tirti.

o Amperometrinio biojutiklio su mediatoriumi skaic¢iuojamasis modelis, kurj sudaro
fermento sluoksnis ir du sluoknsiai su poringomis membranomis, gali buti sékmingai
naudojamas biojutiklio kinetinéms savybéms tirti.

e Didinant isorinio sluoksnio storj arba mazinant jame substrato difuzijos koeficienta
biojutiklio kalibravimo kreive galima pratesti keliomis eilémis.

« Biojutiklio modelio, nagrinéjamo jpurskimo rezime, kalibravimo kreive gali buti prailginta

keliomis eilémis vien tik sumazinant jpurskimo laika.

o Optimizavimo metodais grista matavimy metodika gali buti naudojama kiekybiniam
pradiniy analizuojamy medziagy kiekiui nustatyti.

Darbo rezultaty aprobavimas

Darbo rezultatai buvo publikuoti moksliniuose recenzuojamuose zurnaluose, is ju trys su ISI
citavimo indeksu. Autoriaus indélis rengiant rezultatus yra skaitiniy modeliy sukurimas,
programinés jrangos paruosimas, modeliy sprendimas, rezultaty teisingumo uztikrinimas
ir analize. Taip pat autorius dalyvavo aprasant mokslinius tyrimus ir rengiant teksta
publikavimui.
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Padéka

Dékoju savo moksliniam vadovui prof. habil. dr. Antanui Zilinskui ir moksliniam konsultantui
prof. habil. dr. Feliksui Ivanauskui uz skirtg laikg ir postumius rasant sj darba.

1. Biojutikliy modeliavimas

1.1 Biojutikliai

Biojutiklis tai jrenginys, kuris geba paversti cheminés reakcijos rezultata j analitiskai suprantama
informacija. Analizés rezultatai priklauso nuo to koks kiekis produkto susiformavo cheminés
reakcijos metu. Paprastai biojutiklis susideda is dviejy daliy: chemiskai aktyvios medziagos

ir signalo keitiklio [16, 17]. Biojutikliai yra klasifikuojami pagal naudojama cheming
medziaga ir signalo keitiklj: elektrocheminius, optinius [17, 18] ir kt. Elektrocheminiai
biojutikliai yra skirstomi j amperometrinius ir potenciometrinius. Vieni placiausiai naudojamy
yra amperometriniai biojutikliai [19-21]. Disertacijoje nagrinéjami amperometriniai biojutikliai,
kuriy reakcijos metu yra matuojama susidariusios sroves kiekis [22, 23].

1.2 Matematinis biojutiklio modelis

Biojutiklyje substratas(S), reaguodamas su fermentu (E), sudaro tarpinj junginj (ES), kuris
reakcijos metu skyla j produkta (P) ir fermenta (E) [24, 25]:

kl k2
E4+S~——ES——E+P, (1.1)
k_1



1. Biojutikliy modeliavimas

kur ki, k_1, ky yra atitinkamos reakcijos greicio konstantos. Fermentai pasiekia savo efektyvuma
dél laikino susirisimo su substratu, kas sumazina efektyvinimo energija, kurios reikia sudaryti
produkta. Bendru atveju, galima takyti supaprastinta reakcijos modelj, tariant, kad fermento

ir substrato saveikos rezultatas yra produktas [16, 25, 26]:

s - p, (1.2)

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

1.2.1 Pagrindinés lygtys

Laikant, kad elektrodas yra simetriskas ir fermentas tolygiai paskirstytas fermento sluoksnyje,
matematinis biojutiklio modelis gali buti aprasomas vienmatéje erdvéje [13, 14, 27]. Apjungiant
fermento katalizuojama reakcija su difuzijos nariais, aprasomais Fick désniu, gaunamos
tokios reakcijos lygtys:

IS 9°S  VaS
ot S9x2 Ky+S’
oP I’P VxS

(1.3a)

kur x ir ¢ yra erdvés koordinate ir laikas, S(x,t) ir P(x,t) yra substratas (S) ir produktas
(P) fermento sluoksnyje, Dg ir Dp yra difuzijos koeficientai, o Viax yra maksimalus reakcijos
virsmo greitis kai fermentas yra pilnai prisisotines substrato, Ky, yra Michaelis konstanta, o
d yra fermento sluoksnio storis [13, 28, 29].

1.2.2 Pradinés salygos ir bedimensinis modelis

Pradineés salygos nurodo biojutiklio buseng pradiniame reakcijos taske [30-32]. Laikoma, kad
x =0 yra elektrodo pavirsius, o x =d yra krastné biojutiklio modelio riba, vieta kur susilieja
analizuojama medziaga su fermento sluoksniu. Reakcija yra stebima tada kai substratas
atsiranda ant fermento membranos (t =0).

Isskirti pagrindinius lygties parametrus, turinc¢ius jtakos reakcijai, bei tuo paciu biojutiklio
tyrimy metu sumazinti reakcijos kintamyjy kiekj, yra aprasomi bedimensiniai biojutiklio
modeliai. I$skirti pagrindiniai parametrai yra pazymimi kintamuoju a2, vadinamu difuzijos
moduliu, kuris dar zinomas kaip Damkohler skaicius [27, 28].
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1.3. Biojutiklio atsakas

1.3 Biojutiklio atsakas

Susidariusi elektros srové yra pagrindis parametras, kuris yra matuojamas reakcijos metu.
Srové matuojama ant biojutiklio elektrodo pavirsiaus [27, 33]:

JdP

ia(t) = neFADp— ,

dx x=0

kur n, yra elektrony skaicius, A yra elektrodo pavirsiaus plotas, F yra Faraday konstanta,
F = 96.485C/mol.

Sroves tankis i(¢) laiko momentu ¢:

(1.4)

. iA JdP
A =2 =nFDp— 1.5
l( ) A ne Pax x:07 ( )
Sistema artéja prie stacionarios busenos kai t — oo:
I=1lim (). (1.6)

t—ro0

1.3.1 Modelio reakcijos laikas

Laikas nuo reakcijos pradzios iki reakcijos modeliavimo pabaigos yra vadinamas reakcijos
laiku. Eksperimenty reakciju reik§meés buvo stebimos fiksuota (pasirinkta) laiko tarpa arba
kol laiko momentu ¢ santykinis srovés pokytis tampa mazesniu uz pasirinkta mazg dyd;j -
koeficienty €:

— min J, oL 4i0)
T_ig;;no{t'i(t)l % \<8}. (1.7)

kur T yra reakcijos laikas, T — oo, € — o0

1.3.2 FIA

Biojutikliy modeliai yra nagrinéjami ne tik vonios rezime, kai biojutiklio iSorinis sluoksnis
turi salytj su substratu visa eksperimeto laikg [34], bet ir jpurskimo rezime (FIA). Tokiu
budu biojutiklio iSorinis sluoksnis lieCiasi su substratu tik dalj reakcijos laiko (pvz. kelias
sekundes ar sekundeés dalis) [35]. Ipurskimo rezime substratas gali buti jpurskiamas viena ar
kelis kartus [36, 37]. Siuo biidu vykdomy reakcijy metu gali biiti stebimi ir gerinami tokie
patys biojutiklio parametrai kaip ir vonios rezimo atveju, taciau Siose reakcijose, lyginant
su vonios rezimu, stebimas trumpesnis reakcijos laikas, galimybé naudoti mazesnj kiekj
substrato [38]. Literaturoje dazniausiai sutinkama, kad biojutikliy modeliavimas FIA rezime
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dazniausiai vykdomas be iSorinio sluoksnio [39], tac¢iau yra bandymu atlikti modeliavimus
ir su iSoriniu sluoksniu [40]. Zvelgiant i§ praktinés pusés, modeliavimo rezultatai yra
vertingesni su iSoriniu sluoksniu, kuriame vyksta medziagos difuzija [41].

1.3.3 Biojutiklio jautrumas

Nagrinéjant biojutiklio savybes buvo atsizvelgiama ] pagrindinius parametrus didinancius
isorinio difuzijos sluoksnio pralaiduma, fermento sluoksnio storj, parametrus, kurie jtakoja
didesnj biojutiklio jautruma, o keic¢iant (substrato) jpurskimo laika buvo prailginama biojutiklio
kalibravimo kreivé. Kalibravimo kreivé nusako kaip priklausomai nuo substrato koncentracijos
keiciasi biojutiklio atsakas. Pusé maksimalios efektyvios koncentracijos ir kalibravimo kreive
buvo naudojami kaip vieni pagrindiniy jautrumo salygas iSreiskianciy parametry [42, 43].
Skaitiniai modelio skaic¢iavimai atlikti naudojant baigtiniy skirtumu technika [27, 44].

1.3.3.1 Pusé maksimalios efektyvios koncentracijos konstanta

Pusé maksimalios efektyvios koncentracijos Csy yra substato koncentracija, kuriai esant yra
gaunama pusé maksimalios, biojutiklio gerenuojamos sroves:

C50 = {SS . Imax(SE(;) — OSShm Imax(SO)} ) (18)

0o
kur Inax (So) yra maksimali biojutiklio generuojama srové, esant substato koncentracijai Sp.

Siame darbe pusé maksimalios efektyvios koncentracijos buvo pasirinkta kaip pagrindinis
parametras biojutiklio jautrumui nusakyti. Didesné Csg reiksmé reiskia, kad kalibravimo
kreives tiesiskai kintanti kreivés dalis yra ilgesné [45].

1.3.3.2 Biot skaic¢ius

Biot skaicius yra bedimensinio modelio parametras, kuris daznai naudojamas nurodyti
vidaus medziagos pernesimo atsparuma isorinei [46, 47):

_d/DS1 _Dszd . d

Bi = = =Dr1—= .
i 5/Ds,  Ds 2% (1.9)

1
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kur Dg, ir Dg, yra difuzijos koeficientai, d ir 0 yra atitinkamai fermento ir difuzijos sluoksniy
storiai.

2. Daugiasluoksniy biojutikliy
modeliavimasis

2.1 Biojutiklio modeliavimas jpurSkimo reZime

Siame skyriuje yra pateiktas amperometrinio biojutiklio jautrio tyrimas, atliktas substrato
jpurskimo rezime. Analitiné sistema yra modeliuota ne stacionariomis reakcijos difuzijos
lygtimis su netiesiniu nariu pagal Michaelis-Menten fermento reakcijos kinetika [27, 44].
Matematinis modelis apima tris sritis: fermento sluoksnj, kur stebima fermento reakcija
ir difuzija, difuzijos sluoksnj ir $iy sluoksniy sandiira. Siame tyrime atlieckamas biojutiklio
jautrumo didinimo tyrimas atsizvelgiant j biojutiklio kalibravimo kreivés ilginimg keic¢iant
ipurskimo laika, iSorinio difuzijos sluoksnio laiduma, fermento sluoksnio storj ir reakcijos
greitj. Pusé maksimalios efektyvios koncentracijos yra naudojama kaip pagrindis skaic¢iuojamas
parametras jautrumo didinimui [42, 43].

2.1.1 Matematinis modelis

Biojutiklio modelis apima tris sritis: fermento sluoksnj, kur stebima fermento reakcija ir
difuzija, difuzijos sluoksnis ir $iy sluoksniy sandura (1.1) [24]. Substratas, reaguodamas su
fermentu, reakcijos metu sukuria produkta ir fermenta (1.2) [16, 25].

2.1.2 Pagrindinés lygtys

Tariant, kad elektrodas yra simetriskas ir fermentas fermento sluoksnyje yra pasiskirstes
tolygiai, matematinis modelis gali buti aprasomas vienmatéje erdvéje [13, 27]. Sujungiant
fermentu katalizuojamas reakcijas su difuzijos nariais, aprasomais Fick lygtimis, gaunamos
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2. Daugiasluoksniy biojutikliy modeliavimas

tokios pagrindinés reakcijos-difuzijos tipo lygtys:

d5 928 VinaxS1

— =D — 2.1
ot Si ox? Ky + 81 ’ ( a)
8P1 aZPI VinaxS1

— =D €(0,d), t>0 2.1b
8t P axz KM+SI’ X ( 9 )a ) ( )

kur x ir ¢ yra atitinkamai erdves koordinate ir laikas, S ir P; yra atitinkamai substrato
(S) ir produkto (P) kiekis fermento sluoksnyje, Dg, ir Dp, yra difuzijos koeficientai, Vinax yra
maksimalus reakcijos virsmo greitis kai fermentas yra pilnai prisisotines substrato, Ky yra
Michaelis konstanta, d yra fermentinio sluoksnio storis [13, 28].

[Soriniame sluoksnyje vyksta tik medziagos difuzija:

A 9°S,

or gy’ (222)
P ’p

%: Pz%, x€(d,d+8), t>0, (2.2b)

kur §; ir P> yra substrato ir produkto koncentracijos isoriniame sluoksnyje, Ds, ir Dp, yra
difuzijos koeficientai, o 0 yra difuzijos sluoksnio storis.

2.1.3 Modelio parametrai

Modeliavimui atlikti yra nustatomos modelio pradinés reiksmeés, kai t = 0 bei modelio srityse:
elektrodo pavirsiuje x = 0, difuzijos sluoksnio kraste x = d + 0 bei fermento ir difuzijos
sluoksniy sanduroje, kai x =d [13, 27].

[Sorinis difuzijos sluoksnis d < x < d+ 8 yra aprasomas kaip Nernst difuzijos sluoksnis [44].
Tokiu budu yra laikoma, kad difuzijos sluoksnio storis & bégant laikui iSlieka pastovus ir
medziagy koncentracija yra pastovi.

Biojutiklio veikimo jpurskimo rezime substratas yra jpurskiamas tik trumpam laikui (T < T,
kur Tr yra jpurskimo laikas), viena karta visos reakcijos metu. Véliau substratas salycio su

modeliu neturi:
SO» t S TF>

0, t>TF. (23)

Py(d+6,1) =0, S(d+6,1)= {

2.14 Biojutiklio atsakas

Biojutiklio atsakas yra reakcijos metu matuojama srové, kuri atsiranda ant elektrodo pavirsiaus
ir yra tiesiogiai proporcinga reakcijos produkto koncentracijos gradientui, kai x =0. Biojutiklio
sroves tankis I(7) laiko momentu ¢ yra aprasomas Faraday ir Fick désniais [13],

0P,
1) = neFDp 52| (2.4)
x=0
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2.1. Biojutiklio modeliavimas jpurskimo rezime

Laikoma, kad sistema pasiekia pusiausvyra kai t — oo.

Srové yra pagrindinis skai¢iuojamas biojutiklio modelio parametras visos reakcijos metu,
vonios rezime [24]. Kadangi jpurskimo rezime substato koncentacija yra nuliné, kai r > T,
tai nuolatiné nusistovéjusi srove taip pat nukrenta iki nulio, I(¢) — 0, kai r — co. Dél Sios
priezasties, jpurskimo rezime nusistovejusios srovés skaiciavimas praktiskai néra naudingas.
Kadangi srovés tankis I(¢) yra ne monotoniné funkcija, skai¢iuojama maksimali biojutiklio
srove

Imax = rtn>a(§( {I(t)} ) (25)

kur Inax yra maksimalus biojutiklio srovés tankis.

2.1.5 Bedimensinis modelis

Kad isskirti pagrindinius matematinio modelio veikimg lemiancius parametrus, bei supaprastinti
modelj sumazinant reikSmingy parametry kiekj, buvo sukurtas bedimensinis modelis [46, 48].
Visi modelio parametrai yra pakei¢iami j bedimensiniais. Fermento sluoksnyje reakcijos-difuzijos
lygtys (2.1) gali buti perrasytos:

5 75 5 8

—= = == (04 = 2.6a
oT  9X? 148 (2.62)
b Dp P, § i
— ==t ~, Xe(0,1), T>0, 2.6b
dT  Ds, 0X? 148 0.1 ( )
kur o yra difuzijos modulis, vadinamas Damkohler skaic¢iumi [27, 28],
d?V,
o = — 2% 2.7)
DSIKM
Difuzijos lygtys (2.2) yra transformuojamos atitinkamai:
98 Dgs, %S
Rt Ry (2.8a)
dT  Ds, 0X?
dP Dp, d*P A
==h X e(1,1+4), T>o0. (2.8b)

a_T n Dy, 0X2’

Taip pat atitinkamai j bedimensine forma yra transformuojamos ir pradinés, tarpinés ir
krastineés salygos.Reakcijos metu skai¢iuojama bedimensine srove [ :

. OP I(t)d
jy=2E - _1Wd (2.9)
o0X %—0 neFDleM
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2. Daugiasluoksniy biojutikliy modeliavimas

2.1.6 Skaitinis modeliavimas

Analiziskai lygtys nesprendziamos dél ju netiesiskumo (2.1)-(2.4) [13], todél naudojami
skaitiniai metodai. Buvo sudaryta baigtiniy skirtumy schema, naudojant tolygy tinklelj

27, 33).

Matematinis modelis ir skaitinio modelio rezultatai buvo pagrjsti pagal zinomus analitinius
sprendinius [13]. Buvo atlikti kompiuteriniai bandymai, kitas kintamuju reiksmes islaikant
pastovias [49], 2.1 pav. pateiktas sroves tankio I(¢) sroves kitimo kreive. Biojutiklio reakcija
buvo modeliuota esant substato koncentracijai Sy (So = Kpr) ir skirtingiems kitiems modelio
parametrams, difuzijos moduliui a? (1 ir 2), jpurskimo laikui Tr (3 ir 6s) ir bedimensiniui
Biot skaiciui Bi (1 ir 2).

2

I, nA/mm

2.1 pav.: Biojutiklio atsako dinamika, kai difuzijos modulis a?: 1 (5-8), 2 (1-4), Biot skai¢ius
Bi:1(3,4,7,8),2(1,2,5, 6) ir jpurSkimo laikas 7r: 3 (2,4, 6, 8),6s(1,3,5,7)

2.1 pav. matoma, kad biojutiklio srovés kinta ne monotoniskai. Visais atvejais, substrato
ipurskimo rezime srove kyla (1 < Tr). Taip pat srové kurj laika kyla ir po substrato jpurskimo
nutraukimo (¢ > Tr). Laikas kada pasiekiama maksimali srové ir maksimalios srovés dydis
priklauso nuo visy trijy parametry: a2, Bi ir Tr.

2.1 pav. matyti, kad maksimalus srovés tankis Inh.x padidéja iki 2 karty, kai jpurskimo
laikas Tr yra padvigubinamas, visgi padidinus Tr laikg du kartus, maksimalios sroves atsako
padidéjimas nezymus. Palyginant kreives 1 (Tp = 6) ir 2 (Tp = 3s), galima matyti, kad
maksimalaus atsako gavimo laikas padidéjo nuo 13.9 tik iki 16's, nors Inx padidéja nuo 2.3
iki 4.4nA/mm?, kai o® =2, Bi = 2.

Tai pat 2.1 pav. yra matoma, kad biojutiklio reakcijos atsakas labai priklauso nuo Biot
skaic¢iaus Bi. Mazinamas Bi prailgina atsaka. Maksimali srové sumazéja kai yra padidinamas
iSorinio sluoksnio storis, t.y. mazinamas Bi.

Modeliavimo bandymai buvo atlikti imant platy nagrinéjamy parametry: difuzijos modulio
a?, Biot skaic¢iaus Bi ir jpurskimo laiko Tp reiksmiy diapazona.
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2.2. Biojutiklio modeliavimas jpurskimo rezime

2.2 Biojutiklio modeliavimas jpurSkimo reZime

Sio biojutiklio modelio tikslas buvo sukurti skai¢iuojamajj modelj efektyviam biojutiklio
modelio skaic¢iavimui, kuriame buty jvertintas dializés membrany ir jpurskimo rezimo parametry
poveikis reakcijai.

2.21 Biojutiklio struktiira

Biojutiklio modelio struktura susideda is keliy sluoksniy [50]. 2.2 pav. schematiskai pavaizduota
biojutiklio struktura, kuria sudaro sluoksnis L;, kuriame vyksta reakcija ir difuzija bei
sluoksniai Ly, L,, kuriuose vyksta tik difuzija.

as
ds L3
az
d, L,
a4
d4 L4
0

2.2 pav.: Biojutiklio strukttiros schema

ISorinis sluoksnis ( @y < x < az) yra aprasomas kaip Nernst difuzijos sluoksnis [44].

2.2.2 Matematinis modelis

Tariant, kad elektrodas yra simetriskas ir dializés membrana yra simetriska bei fermentas
fermento sluoksnyje yra pasiskirstes tolygiai, matematinis modelis gali buti aprasomas
vienmateje erdvéje [13, 27]. Apjungiant fermento katalizuojama reakcija 1.2 su difuzijos
nariais, aprasomais Fick désniu, aprasytos reakcijos-difuzijos lygtys:

8S1 azsl VmaxSI

== - 2.10
ot S92 T Ky+S (2.10a)
P 9%P

il 1y VSt (0,a1), (2.10b)

7: d ox? KM—f—Sl’
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2. Daugiasluoksniy biojutikliy modeliavimas

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

aS; 9%S;
W —DS[.W, (211a)
IP; J*p,

—pp it La), i=2,3, 2.11
o e x € (aj—1,a;), i 3 (2.11b)

kur §; ir P; yra substato ir produkto koncentracijos i-ame sluoksnyje, Dg, ir Dp, yra difuzijos
koeficientai, o d; = a; — a;—1 yra atitinkamy sluoksniy plotis, i = 2, 3.

Biojutikliui veikiant substratui persisunkus per difuzijos sluoksnj ir dializés membrana,
substratas pasiekia fermento sluoksnio riba (x = a;). Substrato peréjimas tarp dvieju
skirtingy difuzija pasizyminciy sluoksniu, aprasomas salygomis (f > 0,i = 1,2):

aS; 981
D¢ — =D — 2.12
Sy . Si1 "5 x=a,-, ( a)
Si(ai,t) = Siy1(ait), (2.12b)
JP, P
— = Dp,  — 2.12
P; Ix e Py Ox x:a,-, ( c)
Pi(abt) :B+1(ai7t)' (212d)

Sudarant bedimensinj biojutiklio modelj reakcijos - difuzijos lygtys, krastines ir pradinés
salygos perrasomos naudojant o> Damkohler skaiciy [13],

2
2 d1 Vinax

: 2.13
Ds Ky (2.13)

2.2.3 Skaitinis modeliavimas

Matematinio ir skaitinio modelio gaunami rezultatai buvo pagristi pagal zinomus analitinius
sprendinius [13]. Disertacijoje pateiktos pastoviy parametry reiksmeés, naudotos atliekant
eksperimentus. [49, 51].

Tam kad istirti puse maksimalios efektyvios koncentracijos Csg priklausomybe nuo modelio
parametry bandymai buvo atlikti pasirenkant placius parametry: dializés membranos storio
d,, difuzijos modulio ¢¢? ir jpurskimo laiko Tr intervalus.

2.3 pav. pateikiama ne monotoninis biojutiklio srovés kitimas. Visais nagrinétais atvejais,
didéjant laikui ¢, didéja ir srove, priklausomai nuo jpurskimo laiko Tp (¢t < Tp). Maksimali
srove Ihax ir tuo metu laikas Tax priklauso nuo modelio parametry Viax, TF ir da. Visais
bandymy atvejais, maksimalios srovés laiko momentas buvo didesnis nei Tr (Tmax > TF).
Pateiktame grafike yra matoma, kad skirtingoms modelio parametry reikSméms Vpax it da,
maksimalios srovés tankis Inax padidéja beveik du kartus kai padvigubéja jpurskimo laikas
Tr. Palyginant grafiko kreives 1 (Tr =3) ir 3 (T = 65) matoma, kad maksimalaus atsako
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2.8. Biojutiklio modeliavimas ir patvirtinimas eksperimentiniais duomenimis

704
7
604
8
50 A
o
E 5
5 404 4
~
< 301
a & 1
~ 204 <
104 2
0 ]
0 25 50 75 100 125 150

t,s
2.3 pav.: Biojutiklio atsako dinamika; Vipax: 0.75 (1-4), 1.5 uM (5-8), Tr: 3 (1, 2,5, 6), 65 (3, 4,
7,8); d>: 10 (1,3,5,7), 20 um (2, 4, 6, 8)

laikas Thmax padidéja nuo 31 tik iki 33 s, nors In,x padidéja nuo 19.7 iki 38 nA/ cm? kai Vipax
= 0.75uM (a?> =2) ir do = 10um (d, =0.1).

2.3 Biojutiklio modeliavimas ir patvirtinimas
eksperimentiniais duomenimis

Pasirinkto biojutiklio tikslas buvo sukurti matematinj amperometrinio biojutiklio modelj su
mediatoriumi, kurj sudaryty fermento sluoksnis ir dvi poringos membranos. Matematinis
modelis ir skaitiniai modelio rezultatai buvo pagrjsti naudojant eksperimentinius biojutiklio
duomenis. Fermento sluoksnyje vyksta dviejy pakopy reakcija:

ki
Eox +S——>E;eq +P, (2.1421)
ko
Ered + Mox——>Eox +Med, (2-14b)

kur substratas (S) su mediatoriumi (M), reaguoja su fermentu (E) suformuodami produkta
(P) [40]. Cia Eox yra oksiduoto fermento, o Eeq - redukuoto fermento formos. Atitinkamai,
Moy ir Meq yra oksiduotos ir redukuotos mediatoriaus formos.

Ant elektrodo pavirsiaus biojutiklio su mediatoriumi elektrocheminés reakcijos schema:

Mieq —e——>Mox. (2.15)
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2. Daugiasluoksniy biojutikliy modeliavimas

2.3.1 Pagrindinés lygtys

Laikant, kad elektrodas yra simetriskas ir fermentas fermento sluoksnyje yra pasiskirstes
tolygiai, matematinis modelis gali buti aprasomas vienmatéje erdvéje [13, 27]. Apjungiant
fermento katalizuojama reakcija su difuzijos nariais, aprasomais Fick désniu, gaunamos
tokios reakcijos-difuzijos lygtys:

dE,

3 = koMox 1 Ereq — k1 EoxS1, (2.16a)
J0E
a—}:d = _kZMox,lEred + klonSIa (216b)
oM, 1
% - DM0X71M0x71 - kZMox,lEredJy (216C)
OMeq.
8: = = DM,y AMyed ) +koMox 1 Evea 1 (2.16d)
dS;
W :DSIAS1 _klon,lSh X € (0,611), t>0, (2.166)

kur x ir ¢t yra erdvés ir laiko koordinatés, A yra Laplaso operatorius, S; yra substrato
(S) koncentracija fermento sluoksnyje, Eox, Ereqd, Mox,1 it Myeq 1 yra atitinkamai oksiduoto ir
redukuoto fermento ir mediatoriaus koncentracijos, Ds,, Du,, |, Dm,,,, yra difuzijos koeficientai,
0 a; =d yra fermento sluoksnio storis [13, 28, 29].

[Soriniame sluoksnyje vyksta tik medziagos difuzija: (¢t > 0),

a]Mox,i

8t = DMOX,,'AMOXJH (217&)
OM,eq
% = DM,ed_iAMred,h (217b)
aSi .
E = DS,'ASh X € (ai—laai)a i=2,3,4, (217C)

kur §; yra substrato koncentracija sluoksnyje (aj—1,a;), Mox; it Myq; yra atitinkamai
oksiduoto ir redukuoto mediatoriaus koncentracijos, Dg,, Dy, ir Du,,, , yra difuzijos koeficientai,
i=2,3,4.

2.3.2 Biojutiklio atsakas

Biojutiklio atsakas yra matuojama elektros srove, kuri yra tiesiogiai proporcinga produkto
koncentracijos gradientui ant elektrodo pavirsiaus x = 0. Srovés dydis /(¢) laiko momentu ¢

20



yra aprasomas Faraday ir Fick désniais [13],

oM
I(t) = n,FADy,, a"”d’I (2.18)
X x=0
M,
= —n.FDy,,, a”x’l . (2.19)
X x=0
Laikoma, kad sistema (2.16)—(2.17) pasiekia pusiausvyra kai t — oo [16, 24]
L. = limI(z). (2.20)

{00

2.3.3 Skaitinis modeliavimas

Skaitiniai modeliavimai buvo atlikti esant tokioms mediatoriaus reikSméms: M(()l) =200uM,
M(()z) =50uM, M(()3) =5uM, kai kiti modelio parametrai eksperimento metu buvo pastovus.
Kai kuriy eksperimentinio modelio tiksliy parametry nebuvo jmanoma nustatyti [52], todél
tokie parametrai buvo nustatyti modeliuojant biojutiklj.

Kompiuterinio modelio gauti rezultatai iSsiskyré esant didesnéms modelio koncentracijoms,
visgi prie mazesniy koncentacijy Mé3) modelis grazino rezultatus artimus eksperimentiniams.
[liustruoti skirtumus, buvo apskaic¢iuotos santykinés rezultaty paklaidos. 2.4 pav. yra
pateikiamos santykiniy paklaidy skai¢iavimy rezultatai, kai M, () ,i=1,2,3. 2.4b pav. santykineés
paklaidos mazéja nuo 0.3 kai t = 10s iki 0 kai r =425, o esant didesnéms ¢ reikSméms
santykine paklaida didéja. Kai Sy = 0.99 mM santykinés paklaidos kreivés monotoniskai

mazéja nuo 1, pradiniame reakcijos taske, iki 0.4, o kai Sy = 0.49 mM. Santykiné paklaida
didéja nuo 0.25 iki 0.4 kai (r =55s).

Nepaisant modeliavimo rezultaty netolygumo, modelis yra tinkamas tirti biojutiklio savybes
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3. Kiekybiné substrato misinio analizé

4,0+
3,5
3,0
2,54

1,51
104 |/
0,54
0,0

4,0
3,54
3,0+
2,54

1,5
1,04
0,5{ \
0,0

(b) MY = 50uM

24 pav. Kompiuterinio modelio santykiniu paklaidu kitimas, lyginant su

eksperimentiniais duomenimis, kai Méi) ,i=1,21r Sp koncentracijos: 0.49mM (6), 0.99mM
(5), 1.99mM (4), 4.98mM (3), 9.9mM (2), 19.6mM (1)

bei gerinti daugiasluoknsio biojutiklio konfiguracija.

3. Kiekybineé substrato misinio analizé

3.1 Pradiniy substrato koncentracijy jvertinimas naudojantis
optimizavimo metodais grista matavimy metodika

Atlikti kompiuteriniai modeliavimai, kuriy metu buvo siekiama jvertini pradine substraty
junginio (misSinio) struktura, dalyvavusia biojutiklio reakcijos metu. Toks uzdavinys buvo

22



3.1. Pradiniy substrato koncentracijy jvertinimas naudojantis optimizavimo metodais grista matavimy metodika

sprendziamas ir kity autoriy, taciau pasitelkiant neuroninius tinklus [53, 54].

Laikome, kad funkcija z(f,x) = le‘-zlyj(t,xj), 0 <t <tmax, x=(x1,...,x) € X, kur funkcijos
yj(t,xj) yra zinomos. Parametras x turi buti jvertintas pagal stebimas reikSmes w; =
2(t;,x), 0 <t; <tmax, i = 1,...,n. Tyrimo pagrindinis uzdavinys yra jvertinti k substraty
(komponenty) koncentracijas misinyje, naudojant gautus biojutiklio rezultatus wy, i=1,...,n,
ir rezultatus biojutiklio y;(,x;), kurie gauti su vienu zinomu substratu.

3.1.1 Matematinis modelis
Mes nagrinéjame substraty misinj, kuris dalyvauja biojutiklio biocheminé¢je reakcijoje:

EA
S;i—Pj, j=1,...k, (3.1)

kur substratas (S;, jungiasi su fermentu (E;), sudarydami produkta (P;), j = 1,....k) [24,
25]. Siuose modeliavimo bandymuose nebuvo nagrinéjama substraty tarpusavio saveika.
Reakcijos aprasytos pagal Fick désnj, pagal kurj gauname Sias reakcijos lygtis:

@: S'8zsj_ Vij
ot i ot Kj—FSj’
apj: P82pj Vij
ot i o712 Kj+sj7
O<T<d7 0<t§tmaX7 j:17"'7k7 (32)

kur s;(7,t) ir p;(7,t) yra substrato ir produkto koncentacijos fermento sluoksnyje, Ds;, Dp,
yra atitinkamai substrato ir produkto difuzijos koeficientai, V; yra maksimalus reakcijos
virsmo greitis, kai fermentas yra pilnai prisisotings substrato, S;, j=1,....,k. K;(j =1, ..,
k) yra Michaelis konstanta, ¢ yra laikas, fmax yra laiko internalas, kai stebima analizuojamo
biojutiklio reakcija, d yra fermento sluoksnio storis. Biocheminé reakcija prasideda tada,
kai substratas patenka ant fermento sluoksnio.

Modeliui buvo nustatytos pradinés salygos (r=0) ir krastinés salygos (0 < < fyax) bei
krastinés salygos nagrinéjant modelj substrato jpurskimo rezime.

3.1.2 Biojutiklio atsakas

Biojutiklio atsakas yra matuojama elektros srove, kuri yra tiesiogiai proporcinga produkto
koncentracijos gradientui ant elektrodo pavirsiaus x =0. Srovés dydis y;(¢,x;) laiko momentu
t yra aprasomas Faraday ir Fick désniais [13]:

a .
Pj =1,k (3.3)

yj(hxj):neFDPja_ﬂL; y J
7=0
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kur n, yra elektrony kiekis, F' yra Faraday konstanta.

Laikoma, kad biojutklio sistema pasiekia pusiausvyra kai t — o. Biojutiklio atsakas z(t,x)
yra atskiry biojutikliy sroviy suma y;(z,x;),j =1,...,k.

3.1.3 Pateikti duomenys

Nagrinétame modelyje buvo nustatyti pastovis parametrai, o misinj sudaré keturi substratai,
kuriy savybés buvo nurodomos pasirenkamais parametrais V; = 10767/, je {1,2,3,4}. Kiekvieno
substrato koncentracija buvo keiciama intervale 1 < x; < 64. Biojutiklio modeliavimas buvo
atliktas vonios ir jpurskimo rezimuose. Lenteléje 3.1 pateikti jpurskimo rezime atlikty
bandymy rezultatai, kur Ax; yra skirtumas tarp tikrosios ir jvertintos x; reikSmeés, o fiin
yra santykiné aproksimavimo paklaida.

3.1 lentelé: Biojutiklio koncentraciju santykinés paklaidos jvertinimai jpurSkimo reZime,
kai fermento sluoksnio storis d = 0.02cm

Jmin Axq Ax> Ax3 Axy
Vidutine verte | 2.8495-10~> 0.0041 0.0108 0.0408 0.0464
Nuokrypis 3.1573-10~% 0.0388 0.1663 0.8404 0.9755

3.1.4 Modelio praplétimas

Gavus pirminiy bandymuy kiekybinés substrato misiniy analizés modelio rezultatus, modelis
buvo patikslintas, atsizvelgiant j substraty tarpusavio saveika reakcijos metu (¢ > 0):

aSi 8251’ Vmax,-Si

Ol = D, e ,

ot P K, (14 X528/ K,

OP; 92P, Vi Si G4
8_;:Dpi ! mant Ji=1,...,k 0<x<d,

2
0 K, (151 85/K, )

kur x ir ¢ atitinkamai erdvés ir laiko koordinatés, S;(x,t) ir P;(x,t) yra atitinkamai substrato
S; ir produkto P; koncentracija, V4, yra maksimalus reakcijos virsmo greitis, kai fermentas
yra pilnai prisisotines substrato S;, Kj; yra Michaelis konstanta, d yra fermento sluoksnio
storis, Dg, ir Dp, yra difuzijos koeficientai, Viuay, = k2,Eo0, Ky, = (k—1,+k2,) /Ky,

Pagal atliktus abiejy modeliy eksperimenty rezultatus galime daryti isvadas, kad aprasyty
metody taikymas nagrinétam uzdaviniui yra tikslingas. Kompiuterinis modelis (3.2), (3.4)
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gali buti naudojamas eksperimentiniams atsako rezultatams gauti, kurie gali buti naudojami
kiekybinei substraty koncentracijos analizei atlikti.

Isvados

o Bedimensinis modelis gali buti naudojamas pasirinkty biojutikliy modeliy schemoms
spresti - tirti modeliy parametry jtaks ir gerinti biojutiklio konfiguracija.

o Amperometrinio biojutiklio modelis su mediatoriumi, kurj sudaro fermento sluoksnis ir
dvi poringos membranos, gali buti naudojamas biojutiklio kinetinéms savybéms tirti.
Eksperimentiniy ir modeliu gauty reiksmiy palyginimas parodé, kad sukurtas modelis
su pasirinktais parametrais yra pakankamai tikslus tik esant mazoms substrato koncentracijoms.

o Didesnis iSorinio difuzijos sluoksnio storis arba mazesné substrato difuzija siame sluoksnyje
(pvz. esant mazesniam Biot skaic¢iui Bi), gali pailginti biojutiklio kalibravimo kreive
keliomis eiléemis. Esant santykinai dideléms Biot skaiciaus reiksméms, Bi kitimas
praktiskai neturi jtakos pusés maksimalios efektyvios koncentracijos Csy kitimui.

o Mazéjant jpurskimo laikui Tr, pusé maksimalios efektyvios koncentracijos Csg eksponentiskai
didéja. Biojutiklio, veikiancio jpurskimo rezime, kalibravimo kreivé gali buti prailginta
keliomis eilémis tik mazinant jpurskimo laika 7F.

o Amperometrinio biojutiklio signalui nagrinéti optimizavimo metodais grista matavimuy
metodika yra efektyvus budas jvertinti pradines keliy substraty 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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