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Abstract

DOHNAL, V., PODLOUCKA, L., GROSMANOVA, Z., KREJCI, J.: Use of artificial neural networks in bio-
sensor signal classification. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2008, LVI, No. 2, pp. 73-80

Biosensors are analytical devices that transforms chemical information, ranging from the concentra-
tion of a specific sample component to total composition analysis, into an analytical signal and that
utilizes a biochemical mechanism for the chemical recognition. The complexity of biosensor con-
struction and generation of measured signal requires the development of new method for signal eva-
luation and its possible defects recognition. A new method based on artificial neural networks (ANN)
was developed for recognition of characteristic behavior of signals joined with malfunction of sensor.
New algorithm uses unsupervised Kohonen self-organizing neural networks. The work with ANN
has two phases - adaptation and prediction. During the adaptation step the classification model is
build. Measured data form groups after projection into two-dimensional space based on theirs simi-
larity. After identification of these groups and establishing the connection with signal disorders ANN
can be used for evaluation of newly measured signals. This algorithm was successfully applied for 540
signal classification obtained from immobilized acetylcholinesterase biosensor measurement of or-
ganophosphate and carbamate pesticides in vegetables, fruits, spices, potatoes and soil samples. From
six different signal defects were successfully classified four — low response after substrate addition,
equilibration at high values, slow equilibration after substrate addition respectively low sensitivity on

syntostigmine.

artificial neural networks, biosensors, pesticides

Biosenzor je analyticky p¥istroj, ktery obsahuje cit-
livou st biologického ptivodu, kterd je bud souéésti
fyzikéln&-chemického pFevodniku, nebo je s nim
v t&ném kontaktu. Biosenzor poskytuje prabézny
elektricky signdl, jehoz hodnota je pfimo tmé&rna
koncentraci jedné nebo vice skupin chemickych la-
tek ve vzorku (RECHNITZ, 1991). Mé&Feny elektricky
signél vznika p¥i chemické reakci, velmi €asto pak
mezi imobilizovanym enzymem a stanovovanou
latkou. Diky vysoké substritové specifité nékterych
enzymovych reakci miize byt dosaZeno vysoké citli-
vosti a selektivity biosenzortl. Castymi aplikace bio-
senzort jsou detekce toxickych latek v potravinach,
jako jsou mnapiiklad organofosforové a karbama-
tové pesticidy (SKLADAL, 1992; EVTUGYN, 1996;
BACHMANN, 2000).

V pritbeéhu mé&feni je zaznamenédvan elektricky
signél. Po pFidavku vzorku muze byt koncentrace
analytu vyhodnocovéna dvéma zptisoby. Prvni moz-
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nosti je sledovani zmény signalu v prib&hu ¢asu
(smé&rnice signédlu, prvni derivace). Druhou pou-
Zivanou alternativou je zdznam ustdlené hodnoty
signalu. Vzhledem k podstat& vlastniho mé&Feni, jak
po strance technologické, tak i chemické, miize sig-
nal nabyvat rtiznych ¢asovych prab&hu. Signilova
odezva kazdého biosenzoru se p¥i méFeni stejného
vzorku muze nepatrné ligit, ale vzdy vykazuje ur-
Cité charakteristické vlastnosti. Této skute¢nosti
je mozné vyuzit k identifikaci a klasifikaci poruch
vznikajicich b&hem mé&feni. Pribéh odezvy biosen-
zoru je velmi slozity, proto byla k jejimu vyhodno-
ceni navrzena a testovana metodika umélych neuro-
novych siti (ANN).

ANN jsou systémy strukturnim uspofddanim po-
dobné lidskému mozku. Mohou byt hardwarové
i softwarové povahy. Obdobné jako jejich biolo-
gickd predloha, i ANN se skladaji z jednotlivych vza-
jemné& propojenych vypocetnich jednotek zvanych
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umélé neurony (AN). Variabilita ve vzdjemném pro-
pojeni AN a také ve vypocetni funkci kazdého z nich
vede k prakticky neomezenému mnozstvi aplikaci.
Vice detailnich informaci z teorie i praxe ANN lze
nalézt naptiklad v knize (KVASNICKA, 1997). Velmi
Casto jsou ANN vyuZivany pro vyhodnocovani sig-
nélu jednotlivych biosenzort ¢i jejich poli (SEE-
MANN, 1997).

Jednou z aplikaci, kde ANN vyznamné& konkuruji
i statistickym metodédm, je klasifikace dat. Tu lze pro-
vést napiiklad tzv. samoorganizujicimi se mapami
(SOM). SOM byly vyvinuty v roce 1982 Teuvo Ko-
honenem (KOHONEN, 1995). Jejich princip spo¢iva
v ,projekci“ n-rozmérného vektoru dat do méné di-
mensiondlniho prostoru, nej¢astéji 1-3D na zdkladé
vnitini struktury dat. Vysledkem aplikace je pak
»mapa“, kde data strukturné blizka jsou promitnuta
do stejné buriky a data odlisna do topologicky vzda-
lengjsich bun&k. Diky tomu je mozné v ,map&“ na-
jit oblasti, do kterych se promitaji pouze data s kon-
krétni vlastnosti, coz je zakladem klasifika¢niho
uplatnéni t&chto ANN. Metoda poskytuje obdobné
vysledky jako clusterova analyza ¢i linedrni diskri-
minaé¢ni analyza (FRTAS, 2002).

Cilem této préice bylo otestovat moznost vyuZiti
ANN pro klasifikaci poruch signalu biosenzort
na bazi imobilizované acetylcholinestrazy (AChE)
pii detekei a stanoveni organofosforovych a karba-

1: Prenosny polni mikropriitokovy systém

métovych pesticida ve vzorcich piidy, ovoce, zele-
niny a bramborovych hliz.

MATERIAL A METODY

PRISTROJOVE VYBAVENI

K mé&feni vzorkt bylo vyuzito pfenosného pol-
niho mikropriitokového analytického systému (BVT
Technologies, a. s., Brno, Obr. 1), sestdvajiciho z bio-
senzoru, mikropratokové jednotky, bioanalyzéru
anotebooku.

Pouzité biosenzory s imobilizovanou acetylcho-
linesterdzou byly vyrabény tlustovrstvou technolo-
gii. Sledované pesticidy vykazuji inhibi¢ni u€inek
AChE, a proto je mozné je timto biosenzorem stano-
vit. Mikropratokova jednotka (MPS), hlavni sou¢ast
systému s mikrofluidnim kapildrnim uspofddanim,
umoznuje pfesny a staly tok kapaliny na aktivni po-
vrch elektrochemického senzoru. Toto uspofadani
vede k vysoké miFe opakovatelnosti mé&feni. Bio-
analyzér (voltametricky pFevodnik), doplnény pro-
gramovym vybavenim pro analyzu a vyhodnoceni
signalu biosenzoru, slouzil k propojeni mikroprui-
tokové jednotky s po&itatem.

K ovladani bioanalyzéru, zaznamenévani a gra-
fické analyze signélu byl pouzit pFilozeny software
OFBio.
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CHEMIKALIE

Chlorid acetylthiocholinu (ATCh), syntostigmin,
hydrogenfosfore¢nan sodny a dihydrogenfosfore¢-
nan draselny byly zakoupeny u firmy Sigma-Ald-
rich, s.r. 0. (Praha, Ceska republika).

VZOoRKY

K mé&Feni byly pouzity vzorky ovoce (pomerance,
grepy, citrony, kiwi, hroznové vino), zeleniny (pa-
priky, raj¢ata, lilek, pérek, zeli, petrzel), koFent (fe-
nykl), ptidy a bramborovych hliz (PODLOUCKA,
2005). Den pfed planovanou analyzou byly zmra-
zené vzorky vytazeny z mraziciho boxu. V.den mé-
Feni doslo po rozmrazeni k jejich homogenizaci a fil-
traci pres vatu.

PosTup MERENT

Veskerd méveni byla provadéna dle navodu vy-
robce biosenzoru. Do sklenéné cely MPS bylo napi-
petovano 10 ml pufru (63 mM hydrogenfosfore¢nan
sodny, 3,3 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny, pH
8,3) a vloZen biosenzor. Po pFipojeni MPS ke zdroji
napéti a zapnuti michini bylo vyckino ustdlent
proudu v rozmezi + 0,5 nA. Po ustdleni proudu bylo
pfidano 20 pl 253 mM ATCh (substrét) a po ustdlent
signilu odeétena odezva. Nasledné byl pfidan 1 ml
méFeného vzorku do MPS a bylo sledovano ustalo-
vani odezvy. Nakonec bylo pFidano 10 pl syntostig-
minu jako standardu pro inhibici AChE.

APLIKACE UMELYCH NEURONOVYCH SITi

Ke zpracovani namé&fenych dat byl pouzit progra-
movy balik PDP++ verze 3.1 (http://www.cnbc.cmu.
edu/Resources/PDP++/PDP++.html). Tento software
byl napsin podle knihy McClellanda a Rumelharta
(McClelland, 1987).

PRIPRAVA NAMERENYCH DAT

Pro vyhodnocovéni signdlu biosenzoru pomoci
ANN nejsou vhodnd naméfend data ve své ptivodni
podobé z diivodu jejich velikosti a rozdilné ¢asové
zédvislosti. Prakticky neexistuji dvé mé&¥eni, pii kte-
rych by byl substrit, vzorek i syntostigmin p¥idan
ve stejnych €asovych intervalech. V préib&hu me-
feni byla totiz hodnota signdlu odeéitdna s frek-
venci 1 Hz a tato hodnota automaticky uklddana do
pocitace. Délka mé&feni se proto v jednotlivych pii-
padech pohybovala v rozmezi 500-2500 sekund
(500-2500 bodu). Pro aplikaci Kohonenovych SOM
bylo nutné pocet vzorki sjednotit.

VYSLEDKY

Pro pfevzorkovani signalu bylo nutné zvolit tako-
vou metodu, aby po provedeni této operace byly co
nejlépe zachovéany charakteristické vlastnosti namé-
fené proudové zavislosti a zaroveri doslo ke sjedno-
ceni vzorkt odpovidajicich jednotlivym piidavkéim
v prib&hu méfeni. Kazdé méfeni tak bylo rozde-

v vz

leno do &tyt ¢4sti, a to na ¢ast pied piidavkem ATCh,

Cast mezi ptidavkem ATCh a pfidavkem vzorku,
mezi pfidavkem vzorku a p¥idavkem syntostigminu
a ¢ast po pridavku syntostigminu. Z Obr. 2 je zFejmé,
ze prvni, tfeti a Ctvrtd ¢ast jsou €asoveé témér stejné,
zatimco druhd &ast je Casove€ asi dvakrit del3i nez
ostatni. Rovnéz stoji za poviimnuti, Ze smérnice jed-
notlivych Easti se pFilis neméni.

Z téchto davodil byl zvolen nésledujici zptisob
vzorkovani: z prvni, tfeti a ¢tvrté asti byly brany
vzdy Ctyfi vzorky, z druhé &asti pak vzorka osm.
Vzorky v kazdé ¢ésti byly brany ekvidistanéné. Tak
bylo dosazeno toho, ze 4.,12.a16.slozka vysledného
vektoru odpovidala vzdy pFidavku ATCh, vzorku,
respektive syntostigminu (Obr. 3).

CHARAKTERISTICKE CHOVANT BIOSENZORU

Béhem mé¥eni vzork nékteré biosenzory vyka-
zovaly ur€ité charakteristické chovani, které se li-
Silo od idedlntho prib&éhu méFeni. P¥i idedlnim
pribéhu mé¥ent se proud po zacatku mé¥eni ustali
na relativné nizké hodnot¢€ blizké nule. Doba usta-
lovani po pociatku méfeni se pohybovala kolem
5 minut. Po p¥idavku ATCh, spoustéjictho enzy-
movou reakei, nastala témé¥ okamzité proudova
odezva s malym p¥ekmitem a bez vyrazného sumu
s ustdlenim do 10 minut. Po pFidavku vzorku nastal
mirny pokles proudu zptisobeny kromé vlastni in-
hibice AChE slozkami vzorku také zfedénim pufru
vzorkem. Uroveni signdlu ihned po piidavku po-
klesla kvilli zfedéni pufru vzorkem (10: 1) a inhibici
AChE. V nékterych pfipadech doslo vlivem elektro-
aktivnich latek k prudkému néarastu proudu. Po p¥i-
davku syntostigminu nastal o¢ckdvany prudky po-
kles proudu.

Kazda inhibice se projevila snizenim aktivity en-
zymu a tim i poklesem proudu. Rychlost poklesu
signilu, pozorovand po pFidavku inhibitoru, je
dmérnd inhibi¢nimu G¢inku dané latky. Pro vyhod-
noceni koncentrace pak byla pouzita relativni inhi-
bice (Rovnice 1). Typicky prabéh signdlu béhem me-
feni je uveden na Obr. 2.
RI = (dI/du)/I,.. (Rovnice 1)

Symbol RI odpovida relativni inhibici, dI/dt po-
kles proudu za jednotku ¢asu, I, proud po ustaveni
rovnovahy po pfidavku substratu.

Navzorkovany prib&h ideilniho mé&¥eni je na
Obr. 3. Na horizontélni ose jsou vynaeny jednotlivé
vzorky a na vertikalni ose jim odpovidajici funkéni
hodnoty. Navzorkovdnim idedlniho préibéhu mé-
Feni byla ztracena ¢ast informace o konkrétnim mé-
feni. Ze srovnani Obr. 2 a 3 Ize v8ak konstatovat, Ze si
navzorkovand data ponechala charakteristické vlast-
nosti biosenzoru.

Odchylky od optimélniho chovéni biosenzoru lze
rozdélit do né&kolika kategorii, a to na nestabilni ode-
zvu po piidavku substritu, vadnou membranu, niz-
kou odezvu po pFidavku substratu, malou citlivost
na syntostigmin, ustalovéni ve vysokych hodnotach
a pomalé ustalovéani po p¥idavku substrétu.
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Nestabilni odezva senzoru mutze byt zptsobena
nékolika p¥i¢inami, jako je napiiklad zménou napé-
jectho napé&ti motorku mikropritokového systému
v prib&hu mé&feni. Dalsi pfi¢inou Spatného fungo-
vani systému mohla byt vadnd membrana (Spatné
imobilizovany enzym na pracovni elektrodg). P¥i
mé&feni dochézelo pak k pohybu membrany a tim
i k naslednému vysokému Sumu. Mald odezva po

pridavku substritu (méné jak 100 nA) vedla ke zvy-
SeninepFesnosti mé¥eni anedava dostate¢ny prostor
pro zmé&¥eni inhibice. Znamend téz, ze enzym ma jiz
zbytkovou aktivitu, a tudiz neni vhodny k mé&feni.
Malou citlivosti na syntostigmin byla ozna¢ovana
ta mé¥eni, kdy nedochizelo k p¥edpokladanému
prudkému poklesu proudu po pfidavku inhibi-
toru. Pfi ustalovani ve vysokych hodnotich po po-



Vyuziti umélych neuronovych siti pro klasifikaci signlt biosenzort

77

¢atku méFeni byl experiment zatizen velkou chybou
(nizké hodnoty RI). Pomalé ustalovani po pfidavku
substritu se projevilo pomalu rostouci hodnotou
proudu namisto skokového zvy3eni.

Pro kazdé mé&¥eni byl pak ziskidn vektor skla-
dajici se z celkem 27 slozek, 20 popisujicich pra-
b&h mé&Feni a sedmi, které logicky (0 nebo 1) popi-
sovaly odchylky méFeni. Tento zpiisob zépisu byl
zvolen proto, ze nékterd méfeni kombinovala vice

odchylek.

ANALYZA DAT POMOCI ANN

K analyze dat byly pouzity Kohonenovy samoor-
ganizujici se mapy. Tento typ ANN patii mezi ,un-
supervised“ (bez ucitele) typy, kde jsou data pouze
organizovany podle jejich vnitini struktury. Vy-
sledkem je potom projekce mnohorozmérnych dat
do dvou- ¢i vicerozmérného prostoru. V nasem pii-
padé sc jednalo o projekci vektoru s 27 slozkami do
dvojrozmérného prostoru o rozmérech 13 x 13 bu-
nék (neuront, Obr. 4). Samoorganizace sit€ spociva
v tom, Ze podobné piFipady jsou touto ANN zobra-
zeny ve stejné burice nebo v jejim blizkém okoli. Vy-
slednd projekce naméfenych piipadtt v SOM je na
Obr. 5. Z na¢rtu je tedy z¥ejmé, Ze ANN dokaze roz-
poznat uvedené charakteristické vlastnosti.
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DISKUSE

Celkovy pocet mé&Feni byl 540. Data byla namé-
Fena v ramci dvou rozséhlych experimentil, méfent
vzorkd Ceské zemé&dé&lské a potravinaiské inspekce
a maloparcelniho polniho pokusu (plodina bram-
bory, postfiky Afalon, Methanion a Dithane), podpo-
rovanych MPO CR, projekt ANTOPE FD-K2/53.

Z obrazku 5 vyplyva, Ze témé&F viechna méfeni,
u kterych se projevovala nizkd odezva po p¥idavku
substrétu, byla promitnuta do levého horniho rohu
Kohonenovy mapy. V bufice 1-1 lezi ta data, kterd
vykazuji nejmensi odezvu a p¥i postupu ke stfedu
mapy tato odezva roste. Na hranici této oblasti se vy-
skytuji i hrani¢ni hodnoty odezvy (kolem 100 nA).
Jedinym odlehlym bodem bylo mé&feni promitnuté
do bunky 7-1 (hranice pro oblast ustalovani ve vy-
sokych hodnotich). Velikost odezvy &inila 42 nA,
avdak pro ustalovani ve vysokych hodnotich zde
byla namé&fena hrani¢ni hodnota (30 nA). Z toho vy-
plyvd, Ze pro ANN je dominantnégjsi vlastnosti usta-
lovani ve vysokych hodnotédch nez nizkd odezva po
pfidani substratu. Navic, n€kterd data promitnuta
v levém hornim rohu mapy vykazovala vice charak-
teristickych vlastnosti, pfedeviim malou citlivost na
syntostigmin. Pro neuronovou sit byla v téchto p¥i-
padech dominujici praveé nizka odezva. Jeji velikost
totiz odpovidd rychlosti enzymové reakce. Nizkd
odezva nedavéd dostate¢ny prostor pro zmé&¥eni in-
hibi¢ni zévislosti, z ¢ehoz vyplyva, ze se i v namére-
nych datech €asto vyskytuje spolu s malou citlivosti
na syntostigmin.

Méfeni, kde se proud ustaloval ve vysokych hod-
notach, se promitla do oblasti levého dolniho rohu.

-

V burice 13-1 a v jejim nejblizdim okoli se nachézeji
méFeni s hodnotami ustileného proudu pfed pii-
davkem substratu kolem 200 nA. Smérem ke stiedu
Kohonenovy mapy pak tato hodnota klesd. Hrani¢ni
hodnotou byl stanoven proud 50 nA. V burikich
101, 11-1, 11-2, 12-3 a 13-1 se vyskytuji data, kterd
navic nesou i dal3i vlastnost a to nizkou odezvu po
pFidavku substratu.

Vétsina méFeni, vykazujicich pomalé ustalovani
po piidavku substratu, se nachédzi ve stfedové ¢ésti
mapy. Mala &ist mé&¥eni, kombinujici pomalé usta-
vovani a nizkou odezvu po piidavku substritu, byla
promitnuta do oblasti nizké odezvy.

Citlivost na syntostigmin je definovana velikosti
smérnice pFimky prolozené naméFenym prib&éhem
signalu po pFidavku syntostigminu. Sjednocenim
Casu piidavkd se smérnice vyrazné méni. Po navzor-
kovéni dat doslo tedy ke zvétseni mnoziny dat, kterd
jsou charakteristickd malou citlivosti na syntostig-
min. I pFes tuto systematickou chybu zptsobenou
vzorkovanim byla témé&F viechna mé&¥eni promit-
nuta do 1. Fadku mapy a to ve sloupcich 1-6 a 11-13.
V burikdch 1-1 az 1-4 byly zafazeny p¥ipady kombi-
nujici nizkou citlivost a nizkou odezvu po ptidavku
substratu. Dodate¢nym studiem dat bylo zjisténo, ze
data maji jednu spole¢nou vlastnost, a to je prudky
narast proudu nésledovany prudkym poklesem po
pFidavku substratu.

Pouzitd metoda vzorkovini se ukdzala jako ne-
vhodnd pro mé&feni s vadnou membranou, kde um,
ktery je pravodnim jevem takového poskozeni, byl
z vEt3i Casti eliminovan.

SOUHRN

V této praci byly aplikoviny umélé neuronové sité€ pro vyhodnocenti signalu p¥i méfeni pomoci bio-
senzoru. Ze 3esti rtiznych poruch prab&hu signilu je mozné ¢étyfi z nich (nizkd odezva po pFidavku
substratu, ustalovani ve vysokych hodnotach, pomalé ustalovani po pfidavku substritu a mal4 citli-
vost na syntostigmin) ur¢it s pravdépodobnosti vice jak 90 %. Pro detekci méFenti, kdy byla poskoze-
na membrana biosenzoru a tim zptisoben vy33i Sum méfent, byla pouzitd metoda mé¥eni nevhodna.
Vlastni umélé neuronové sité€ adaptované na tento konkrétni problém mohou byt jako program na-
hrany do mikroprocesoru a byt implementovany do p¥istroje.

umélé neuronové sit&, biosenzor, pesticidy

SUMMARY

Biosensors are analytical devices that transforms chemical information, ranging from the concentra-
tion of a specific sample component to total composition analysis, into an analytical signal and that
utilizes a biochemical mechanism for the chemical recognition. The complexity of biosensor con-
struction and generation of measured signal requires the development of new method for signal
evaluation and its possible outbreaks recognition. A new method based on artificial neural networks
(ANN) was developed for discrimination of characteristic behavior of signal joined with malfunction
of sensor.

The observed differences from ideal signal behavior can be divided into several categories — non-sta-
ble response after substrate addition (caused by variation of sample flow through detection cell), bad
membrane (badly immobilized enzyme on working electrode), low response after substrate addition
(low immobilized enzyme activity), low sensitivity on syntostigmine, equilibration at high values and
slow equilibration after substrate addition. New algorithm uses unsupervised Kohonen self-organiz-
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ing neural networks (SOM). The work with ANN has two phases — adaptation and prediction. During
the adaptation step the classification model is build. Measured data form groups after projection into
two-dimensional space based on theirs similarity. After identification of these groups and establish-
ing the connection with signal disorders ANN can be used for evaluation of newly measured signals.
SOM provides similar results as standard statistical methods, such as cluster analysis or linear discri-
minant analysis.

This algorithm was successfully applied for signal classification obtained from immobilized acetyl-
cholinesterase (AChE) biosensor measurement of organophosphate and carbamate pesticides (Afalon,
Methanion, Dithane), that are AChE inhibitors, in fruits (orange, grapefruit, lemon, kiwi, grapes), ve-
getables (pepper, tomato, eggplant, wild leek, parsley), spice (sweet-fennel), potatoes and soil samples.
Total number of measurements was 540. The data were measured with field micro flow analytical sys-
tem (BVT Technologies, a. s., Brno, Czech Republic) using standard procedure with homogenized and
filtrated extracts. Due to various time of measurement the data were resampled to be the same length.
For each measurement was obtained vector containing 27 points. The first 20 points described sig-
nal course, the resting seven then binary encoded sensor malfunctions. This form of notation was
selected because certain measurements combined more signal disorders. The SOM with 27 artificial
neurons in input layer and 13 x 13 artificial neurons in output layer was able to distinguish between
four typical signals behavior. From six different signal defects were successfully classified four - low
response after substrate addition, equilibration at high values, slow equilibration after substrate ad-
dition respectively low sensitivity on syntostigmine in more than 90 % of measurements. Used signal
sampling method did not allowed to recognize measurement with bad membrane, because its typical
sign - very high noise - was eliminated during signal processing. Adapted artificial neural network as
a software can be loaded into microchip and implemented to equipment.
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