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Reziumé. Darbe nagrinéjami elektrocheminiai biojutikliai, ju reakcija i skirtingy cheminiy komponenty
miSinius. Pagrindinis darbo tikslas — iSanalizavus skirtingy tipy biojutiklius ir jy galimybes atskirti misi-
niuose esancius komponentus, sukurti matematini modeli, kurio pagalba pagal biojutiklio atsako duome-
nis biity galima prognozuoti misinj sudaranciy komponenty koncentracijy reikSmes. Prognozavimo mate-
matinis modelis kuriamas neuroniniy tinkly pagalba. Papildomai atlieckama pagrindiniy komponenéiy ir
daugiamaté dispersiné analizé. Sios analizés metu parenkama kokio tipo biojutiklis, kokiame matavimo
rezime geriausiai atskiria miSinio komponentus ir tinka komponenty koncentracijy prognozavimui. Darbo
pabaigoje sukuriamas sudétinis neuroniniy tinkly medis, skirtas miSiniy komponenty koncentracijoms
prognozuoti.
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Tyrimo objektas ir darbo tikslas

Tyrimo objektas — elektrocheminiai biojutikliai [1-3], tiriama kaip i skirtingy kon-
centraciju komponenty miSinius reaguoja dvieju tipu potenciometriniai (Po) ir am-
perometriniai (Am) biojutikliai. Kiekvieno tipo biojutikliy atsakas i miSini buvo
matuojamas dviem skirtingais reZimais: vonios (BAT), kai biojutiklis viso atsako
matavimo metu yra laikomas analizuojamame tirpale ir apipurSkimo (FIA), kai bio-
jutiklis trumpam yra panardinamas i tirpala [4].

Pagrindinis Sio darbo tikslas sukurti matematini modeli, kuris pagal biojutiklio
atsako i miSini duomenis galéty pakankamai tiksliai prognozuoti miSini sudaranciy
komponenty koncentracijas. Ankstesniuose darbuose [6] visu komponentuy koncen-
tracijoms prognozuoti buvo naudojamas vienas bendras keliu sluoksniu neuroninis
tinklas. Siame darbe siiiloma kiekvieno komponento koncentracijai prognozuoti kurti
atskirus neuroninius tinklus.

Duomenys

Eksperimentu metu naudoti dirbtinai generuoti duomenys. Biojutiklio atsako i miSinius
duomenys buvo gauti pasinaudojant matematiniu biojutiklio modeliu [5-6].

Tyrimo metu nagrinéjami Sy, ..., Sx komponenty miSiniai. Tyrimui buvo pasirink-
tas keturiy (K = 4) komponenty misinys. Generuojant duomenis kiekvieno kompo-
nento koncentracija miSinyje atitiko viena i$ astuoniy (M = 8) galimy skirtingu kon-
centracijy reikSmiu:
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Biojutiklio atsakas, pA/cm?
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1 pav. Biojutiklio atsako i skirtingy koncentraciju misinius kreivés: a) Po biojutiklis, b) Am biojutiklis.
Matuota FIA reZime, kontakto su miSiniu trukmé 77 = 2 sekundés.

Si € {Sk,m : Sjm = aynmol/em’, m =1, .., M}, k=1,..K,
a1=1, ap =2, a3=4, a4 =8, as =12, ag=16, a7 =32, ag=64. (1)

Tokiu biidu buvo gauta M X = 8* = 4096 skirtinguy miiniy. Matematinio modeliavimo
pagalba sugeneruoti duomenys yra biojutiklio atsako i Siuos miS$inius kreivés taskai.

UZdavinys
Tegul ¢ = (cy,...,ck) yra miSinio komponenty koncentraciju reik§miy vektorius,
2(6) = (z1(0), ..., zL.(©)) € ML — biojutiklio atsako i miginj reik§més laiko matavimo

momentais #1, ..., fy. Pagrindinis tikslas yra sukurti matematini modeli F, kurio pa-
galba pagal biojutiklio atsako taSkus biity galima prognozuoti miSinio komponenty
koncentracijas, t.y.:

F()=c. @)

Matematinio modelio kiirimui buvo pasirinkti dirbtiniai neuroniniai tinklai — dau-
giasluoksniai perceptronai (Multi-Layer Perceptron, sutr. MLP) [7-8]. Naudojant
MLP, uzdavinio sprendimas susiveda i tai, kad reikia parinkti neuronu aktyvaci-
jos funkcijas, neuronu skaiCiuy pasléptame sluoksnyje, rasti optimalias MLP svoriy
reik§mes taip, kad padavus MLP jé¢jimo sluoksniui biojutiklio atsako reik§miuy vektoriy
Z, tinklo generuojamas i§¢jimas yy kuo tiksliau prognozuoty komponento Si koncen-
tracija cx. Optimalios MLP svoriy reik§més yra randamos tinklo apmokymo metu. Jei
biojutiklio atsako duomenuy vektoriaus ilgis yra L, tai kiekvieno MLP i¢jimo sluoksnio
neurono svoriy skaicius bus lygus L + 1. Per didelis svoriy skai¢ius apsunkina MLLP
apmokyma, tuo paciu pablogina prognozés kokybe.

Pagrindiniu komponenciu analizé

Siekiant sumazinti biojutiklio atsako matavimo reikSmiu vektoriaus ilgi (tuo paciu ir
svoriu skai¢iu MLP iéjimo sluoksnyje), duomenys buvo transformuojami atliekant pa-
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grindiniy komponenciy analiz¢ (Principal Component Analysis, sutr. PCA) [9-10].
PCA vienas i$ metody, kurio pagalba galima sumazinti duomenu erdvés matavimy
skai¢iy minimaliai prarandant informacija. Sio tyrimo metu tolimesnei analizei buvo
atrinktos pagrindinés komponentés, kuriuy bendra dispersija vir§ija 95% originaliy
duomeny dispersijos.

PCA metu isskirtoms pagrindinéms komponentéms papildomai buvo atliekama
daugiamaté dispersiné analizé (Multivariate Analysis of Variance, sutr. MANOVA)
[11]. Sios analizes tikslas yra jvertinti kiek skiriasi biojutiklio atsakas { skirtingy kom-
ponenty koncentracijas. Tam tikslui PCA komponenciu duomenys buvo suskirstyti i
keturias nesikertancias grupes. Kiekviena Gy grupe sudaro misSiniai, kuriuose vieno
i§ komponenty S; koncentracija c; yra didesné, likusiy komponenty koncentracijos
yra salyginai nedidelés, tokiu budu stengiamasi kiekvienoje grupéje iSskirti viena i§
komponenty, maksimaliai eliminuojant likusiu komponenty itaka:

Gre{c=(c1,...,cx):ck=>a1Nep <o, j=1,..,K, n#k}, k=1,..,K,
o =8nm01/cm3, a2:4nmol/cm3. 3)

MANOVA analizés metu buvo matuojamas Mahalanobis‘o atstumas Djs tarp
grupiu G, ..., Gk vidurkiu uq, ..., pgir tikrinama nuliné hipotezé¢ Hy, kad artimi-
ausiy pagal atstuma grupiu vidurkiai yra lygus, t.y. praktiSkai tikrinama ar biojutiklis
vienodai reaguoja i skirtingus komponentus. Gauti MANOVA analizés rezultatai yra
pateikiami 1 lenteléje.

Analizuojant gautus MANOVA rezultatus galima daryti prielaida, kad pagal Po
biojutiklio atsaka apskritai gali bati sudétinga atskirti, kurio i§ komponentuy kon-
centracija tirpale yra dominuojanti: atstumas tarp gretimy grupiu vidurkiy artimas
nuliui, visais atvejais neatmestinos hipotezés apie artimiausiy grupiu vidurkiy ly-
gybe. Tikétina, kad pagal Po biojutiklio atsaka konkreCios komponento koncen-
tracijos reik§Smeés prognozavimas apskritai yra sunkiai imanomas. Am biojutiklio

1 lentelé. PCA ir MANOVA analizés metu gauti rezultatai: 7r — biojutiklio kontakto su misiniu FIA
rezime trukmé sekundémis, L — biojutiklio atsako matavimy skaicius, L pc4 — PCA analizés metu i$
biojutiklio atsako i$skirty pagrindiniy komponenciy skaicius, D), — Mahalanobis‘o atstumas iki
artimiausios grupés, Hy — hipotezés, apie artimiausiy grupiu vidurkiy lygybe (reikSmingumo lygmuo
P =0.05), tikrinimo rezultatas: 0 — hipotezé neatmestina, 1 — hipotezé atmestina

Matavimo Tipas Tr L Lpca Gy G» G3 Gy

rezimas Dy Hy Dy Hy Dy Hy Dy Hy
BAT Am - 351 4 6.103 1 6265 1 5716 1 5716 1
Po - 480 1 0.001 0 0.001 O 0.007 0 0.001 O

FIA Am 2 121 4 6692 1 6692 1 7510 1 7.778 1
5 121 4 5451 1 5859 1 5451 1 5748 1

10 121 4 5931 1 5931 1 6306 1 6.023 1

Po 2 120 4 0.010 0 0.015 0 0.023 0 0.009 0

5 120 3 0.001 O 0.005 0 0018 0 0.001 0

10 120 2 0.006 0 0.016 0 0.006 O 0.00 O
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2 pav. MANOVA analizés metu i$skirty pirmuju dvieju kanoniniy reikSmiy grafikai: a) Po biojutiklis, b)
Am biojutiklis. Matuota FIA reZime, kontakto su miSiniu trukmé 7 = 2 sekundés. Rodyklémis pazymeéti
skirtingu grupiy vidurkiy taskai.

atveju hipotezés apie grupiuy vidurkiuy lygybe atmestinos — Am biojutiklio atsakas i
skirtingus komponentus skiriasi.

Akivaizdus skirtumas tarp skirtinguy tipu biojutikliy atsako i miSinius matyti 2 pav.,
kuriame pateikiama MANOVA metu i§ PCA komponenciy isskirtu pirmuju dvieju
kanoniniy reikSmiy grafikai (atsakas matuotas FIA reZime, kontakto trukmé Tr = 2
sekundés). Kair¢je paveikslélio puséje (2 pav., a) matyti, kad Po biojutiklio atsakas i
skirtingus komponentus praktiskai nesiskiria — skirtingu grupiu G4 kanoniniy reik§miy
taskai persidengia, visu grupiu vidurkiai pgartimi nuliui. Pagal Am biojutiklio atsaka
(2 pav., b) skirtingu komponenty grupés atsiskiria, grupiu vidurkiai nutole vienas nuo
kito.

Atsizvelgiant { PCA ir MANOVA analizés metu gautus rezultatus ir i didZiausius at-
stumus tarp skirtingu miSiniy grupiy, komponenty koncentracijoms prognozuoti buvo
pasirinktas Am tipo biojutiklis, atsakas matuojamas FIA rezime, biojutiklio kontakto
su miSiniu trukmé 7r = 2 sekundés.

Tirpalo komponentu koncentraciju prognozavimas pagal biojutiklio atsaka

Visy prognozavimo eksperimenty metu uZdavinio sprendimui naudotas dvisluoksnis
perceptronas (MLP) su sigmoidiné aktyvacijos funkcija ¢(u) = 1/(1 + exp(—u)).
MLP neuronuy skaiCius pasléptame sluoksnyje buvo parenkamas eksperimentiniy
bandymu metu.

Misinio komponenty koncentracijy ir biojutiklio atsako duomeny aibé buvo padal-
inta i dvi dalis: tinklo apmokymo ir testavimo aibes. Apmokymo aibei i§ turimu
4096 skirtingy misiniy atsitiktiniu badu atrinkta Ny = 2000 miSiniu duomenys, like
Ny = 2096 buvo priskirti testinei aibei. MLP i¢jimo sluoksniui buvo paduodama i$
biojutiklio atsako duomenu iSskirtos pagrindiniy komponenciu reik§Smés. MLP buvo
apmokomas naudojant Levenberg—Marquart atgalinés eigos (Back Propagation, sutr.
BP) algoritma [7,8]. Apmokymo metu MLP mokomas fiksuota iteraciju skaiciu.

Apmokyto MLP prognozés tikslumas buvo vertinamas pasinaudojant testavimo

.....
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jamos komponento koncentracijos ¢y vidutiné absoliutiné paklaida:

No
1 : . o
E,= Fz Z |Vk,i —ck,il, ¢ia Na —testavimo aibés tris. (@)

i=1

Kitas pasirinktas tikslumo matas Q — procentinis skaicius stebéjimu, kuriems ab-
soliutiné paklaida virSijo Ac = 0.5nmol/ cm’:

Ny
Ok = Niz ;Md (vk.i € [cr,i — Acs cr,i + Ac]). )

Pirmyju bandymu etapo (I) metu buvo bandoma sukurti viena MLP, kuris pagal
biojutiklio atsako pagrindiniu komponenciu reik§mes prognozuotu visu keturiu kom-
ponenty koncentracijas miSinyje. Toks MLP turi keturis neuronus i$¢jimo sluoksnyje,
tinkla bandoma apmokyti taip, kad kiekvieno i$ $iy iS€¢jimo sluoksnio neurony atsakas
prognozuoty konkretaus komponento koncentracija. Gautas rezultatas yra pateikia-
mas 2 lentelés I etapo rezultaty skiltyje. Kaip matome gerai sekasi prognozuoti Sj ir
S> komponenty koncentracijas — prognozés atveju skaiCius, kai virSijama toleruotina
Ac=0.5 nmol/cm3 paklaidos riba, nesiekia net 1% (Q> = 0.04%). Likusiu dvieju
S3 ir S4komponenty prognozés rezultatai Zymiai blogesni — S3 komponentui beveik
100% atveju skirtumas tarp MLP generuojamos prognozés ir realios koncentracijos
virsijo toleruoting riba (Q3 = 99.72%).

Antrojo (II) etapo metu buvo sukurti keturi atskiri neuroniniai tinklai, kiekvienas
i§ ju skirtas konkretaus komponento koncentracijai miSinyje prognozuoti. IS gauty
rezultaty matyti, kad Zymiai pageréjo S3 ir S4 komponenty koncentraciju prognozé.
SkaicCius atveju, kai S3 komponento prognozés paklaida virSijo toleruotina Ac riba,
nuo 100% sumazéjo iki O3 = 3.41%! Verta atkreipti démesi i tai, kad prognozuojant
tik vieno komponento koncentracija, MLP pasléptame sluoksnyje uZtenka mazesnio
kiekio neuronuy.

Lyginant MLP prognoze¢ su tikraja tiriama komponento koncentracija buvo pastebé-
ta, kad visu komponenty prognozés tikslumas mazéja didéjant Sz ir S4 komponenty
koncentracijoms. Tikétina, kad MLP i¢jimui paduodant papildoma informacija apie
S3 ir S4 koncentracijas miSinyje, komponenty prognozés tikslumas turéty pageréti.
Tre¢io (III) etapo metu buvo sukurti papildomi atskiri neuroniniai tinklai, kurie
kiekvienam miSiniui prognozuoja ar S3 ir S4 komponenty koncentracijos miSinyje
neviriija 8 nmol/cm>. Gauti prognozés rezultatai buvo prijungti prie pradinés MLP
apmokymo aibés — biojutiklio atsako pagrindiniy komponenciy duomenu. Naujai su-
formuota apmokymo aibé buvo panaudota III etapo metu kuriamiems MLP apmokyti.
Kaip matome i$ 1 lentelés III skiltyje pateikty rezultaty, papildoma informacija apie
S3 ir S4 komponenty koncentracijas pagerino visy komponentu prognozés tiksluma —
didziausia vidutiné prognozés paklaida E3 = 0.067 nmol/cm® apie 8 karty maZesné
uZ toleruotina Ac riba; didZiausia buvusi Q3reikSmé sumazéjusi iki O3 = 1.81%.

Siekiant dar pagerinti S3 ir S4 komponentu prognozés tiksluma, ketvirto (IV) etapo
metu tinklo apmokymo aibé buvo praplésta pridedant S; ir S» komponentu koncen-



Biojutikliy atsako { misinius statistiné analizé ir prognozavimas 343

2 lentelé. Prognozavimo eksperimenty rezultatai. Cia h — neurony skaiZius pasléptame MLP sluoksnyje,
E; — viduting absoliutiné prognozés paklaida nmol/cm?®, Qy — procentinis skai&ius stebé&jimuy, kuriems
absoliutiné paklaida vir§ijo Ac = 0.5 nmol/cm3.

S I etapas II etapas III etapas 1V etapas

h  Ex Or h Ex Or h Ex Or h Ex Ok
S 10 0.113 0.00 4 0.020 000 6 0015 000 - - -
S 10 0.163 0.04 4 0062 000 6 0.043 0.00 - - -
S3 10 2142 99.72 6 0.148 341 6 0.067 1.81 6 0.045 0.00
Sy 10 1.139 8026 6 0.128 132 6 0.071 0.08 6 0.039 0.04

tracijos miSinyje prognozés rezultatus. Kaip matome, apmokius MLP, S3 ir S4 kom-
ponentu prognozes tikslumas praktiskai pasieké S ir S» komponenty prognozeés lygi.
Komponento S3, kurio koncentracija ankstesniu etapu metu sunkiausiai sekési prog-
nozuoti, vidutiné prognozés paklaida sumazéjo iki E3 = 0.045 nmol/cm3, skaiCius
atveju, virsijanciy Ac riba Q3 = 0.00%.

Darbo iSvados

Darbo metu buvo ivertinti dviejy skirtingy tipy — amperometriniai (Am) ir poten-
ciometriniai (Po) biojutikliai. Pagrindiniu komponenciu ir daugiamatés dispersinés
analizés metu buvo nustatyta, kad Po biojutikliai prasc¢iau nei Am analogai atskiria
miSinyje esancius komponentus, pagal Po biojutiklio atsaka komponenty koncen-
tracijos reikSmiu prognozavimas yra sunkiai imanomas.

Matematinis komponenty koncentracijos prognozavimo modelis sukurtas remi-
antis Am biojutiklio atsaku. Geriausi prognozés rezultatai gauti sukrus atskirus neu-
roninius tinklus kiekvieno komponento koncentracijai prognozuoti. I$ to galima daryti
prielaida, kad kiekvieno konkretaus komponento koncentracijai tirpale nustatyti turéty
bati kuriami atskiri biojutikliai.

Prognozuojant vieno komponento koncentracija miSinyje labai svarbi yra informa-
cija apie kity komponenty koncentracijas. Zinant vieny komponenty kieki misinyje,
likusiy komponenty koncentracijos prognozé gaunasi tikslesné.

Matematinis biojutiklio modeliavimas, jo atsako statistiné analizé gali padeéti ku-
riant realius biojutiklius: parinkti biojutiklio tipa, matavimo reZima, ivertinti atsako
matavimo trukme, kontakto su miSiniu laika, enzimo membranos stori ir panasiai.

Literatara

1. L.C. Clarc and C. Loys, Ann. N.Y. Acad. Sci., 102 (1962).

2. A.PE Turner, I. Karube and G.S. Wilson, Biosensors: Fundamentals and Applications, Oxford Uni-

versity Press, Oxford (1987).

F. Scheller and F. Schubert, Biosensors, Elsevier, Amsterdam (1992).

J. Ruzicka and E.H. Hansen, Flow Injection Analysis, John Wiley and Sons, New York (1988).

R. Baronas, J. Christensen, F. Ivanauskas, J. Kulys, Computer simulation of amperometric biosensor

response to mixtures of compounds, Nonlinear Analysis: Modelling and Control, 7(2), 3-14 (2002).

6. R. Baronas, F. Ivanauskas, R. Maslovskis, P. Vaitkus, An analysis of mixtures using amperometric
biosensors and artificial neural networks, Journal of Mathematical Chemistry, 36 (2004).

kW



344 R. Baronas, S. Biida, F. Ivanauskas, P. Vaitkus

7. S. Raudys, Statistical and Neural Classifiers: an Integrated Approach to Design, Springer, London
(2001).
8. S. Haykin, Neural Networks: A Comprehensive Foundation, 2nd ed., Prentice Hall, New York (1999).
9. JR. Llinas and J.M. Ruiz, in: Computer Aids to Chemistry, G. Vemin and M.Chanon (Eds.), John
Wiley, New York (1986).
10. H. Martens and T. Nes, Multivariate Calibration, Wiley, Chichester (1989).
11. W.J. Krzanowski, Principles of Multivariate Analysis, Oxford University Press (1988).

SUMMARY

R. Baronas, S. Biida, F. Ivanauskas, P.Vaitkus. Biosensor response to multi-component mixtures statis-
tical analysis and forecasting

This paper deals with an analysis of the electrochemical biosensors and their response to multi-component
mixtures. The main task is to build a mathematical model for estimation the concentration of each mix-
ture component from the biosensor response data. Two different types of biosensors: amperometric and
potenciometric are analysed. Due to high dimensionality of biosensor output data the principal component
analysis is applied. Additional multivariate analysis of variance is used to analyze the response sensitivity
of each biosensor type. Finally a concentration estimation model based on ensemble of neural networks is
presented.

Keywords: biosensor, modelling, neural networks.



