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ABSTRAKT: W niniejszej pracy zastosowano technike woltamperometryczna DPV do badania prébek
zywnos$ciowych - cydréw. Wielowymiarowo$¢ otrzymanych danych wymagala zastosowania odpowiednich
technik chemometrycznych, tak by méc wyodrebni¢ uzyteczng informacje w analizie jakoSciowej. Poczatkowo
powstalte woltamogramy nalezalo przetworzy¢ stosujgc algorytm niezbedny do aproksymacji tta pomiarowego.
Mozna dokona¢ podzialu metod chemometrycznych na dwa rodzaje: z nadzorem(LDA i metoda drzew
decyzyjnych CART) i bez nadzoru (PCA i analiza skupieri). Dla kazdej techniki utworzono odpowiednie
procedury umozliwiajace rozrdéznienie badanych obiektéw miedzy soba. Optymalizowano poszczegélne
parametry, az do momentu uzyskania satysfakcjonujacych wynikéw konicowych. Celem pracy bylo wykazanie
czy metoda woltamperometryczna do pomiaréw prébek zywnos$ciowych moze stuzy¢ jako tytulowy ,odcisk
palca” z wykorzystaniem szeroko rozumianej chemometrii.

Slowa kluczowe: woltamperometria, techniki chemometryczne, cydry, analiza jako$ciowa

1. Wstep

Chemia analityczna przez ostatnie dziesiatki lat stala sie niezwykle szybko rozwijajaca dziedzing
nauki na $wiecie iw Polsce. Jej aspekty wykorzystywane sa w procesach gospodarczych,
technicznych i naukowych w wielu krajach. Jedna z technik elektrochemicznych wykorzystywanych
do analizy jakosciowej i iloSciowej jest woltamperometria. Jest zaawansowang technika opierajaca
sie na pomiarze pradu zgromadzonego na elektrodzie pracujacej poprzez przylozenie
odpowiedniego napiecia z Zrédla zewnetrznego. Wynikiem pomiaré6w sa wykresy
woltamperometryczne zalezno$ci deterministycznej krzywej natezenia pradu od potencjatu
elektrody. Z pikéw odczyta¢ mozna ich wysokos$¢, ktéra daje informacje iloSciowa, oraz polozenie
piku, ktére dostarcza informacji jakosSciowej. Metoda wykazuje wysoka czulo$¢ pomiarowa i
wzglednie niska granice oznaczalno$ci. Woltamperometria cechuje sie krétkim czasem pomiaru
dzieki calkowitej automatyzacji metody oraz niskim kosztem utrzymania aparatury [1].

Otrzymane wykresy woltamperometryczne w rzeczywisto$ci oprocz uzytecznej skladowej
posiadaja rdéwniez skladowa nieuzyteczng, pochodzaca od pradu pojemnosciowego, oraz
stochastyczna skladowa nieuzyteczng- szum 1ideterministyczna, tlo. Dazy sie do otrzymania
sygnaléw niezakldcanych skltadowa nieuzyteczna, z kolei nalezy uwidoczni¢ informacje uzyteczng w
pomiarze. Jest to trudne do realizacji, mozna napotka¢ sie na wiele trudnosci z wyborem
odpowiedniej procedury przetwarzania sygnalu. Operacje niezbedne do przetworzenia sygnalu
nalezy dobra¢ w taki sposdb, aby nie utraci¢ uzytecznych informacji. W tym celu zastosowano
automatyczna procedure pozwalajacg na uzyskanie uzytecznych sygnaléw woltamperometrycznych
poprzez odjecie tla zaburzajacego pomiar.

Wykorzystujac wyniki pomiaréw woltamperometrycznych mozna dokona¢ analizy jako$ciowej
przy uzyciu wielowymiarowych danych za pomocg metod chemometrycznych. Pozwalaja one na
wydobycie uzytecznej informacji o badanych obiektach przy wykorzystaniu metod matematycznych
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1 statystycznych. Chemometria jest metoda przetwarzania i interpretacji danych, ktérej celem jest
wydobycie informacji uzytecznej z wielu danych pomiarowych. Inaczej nazywana jest
wielowymiarowa analizag danych. Metoda ta dazy do uzyskania maksimum informacji poprzez
analize danych pomiarowych. Informacja czesto nie jest dostepna bezposrednio, czesto jest
zamaskowana przez inne skladowe nieuzyteczne. Podczas pomiar6w moga wystepowac czynniki,
ktdre zaburzaja skladowa uzyteczna tj. szum, linia bazowa. Czynniki moga pochodzi¢ z niedokladnie
przeprowadzonego pomiaru, lub z nieumiejetnosci osoby przeprowadzajacej dos$wiadczenie.
Chemometria dazy do wyodrebnienia za pomoca licznych metod informacji uzytecznej ze zbioru
wielowymiarowego. W tym celu zastosowano liczne techniki pomiarowe stuzace do wyodrebnienia
informacji uzytecznej o badanych obiektach- cydrach [2].

PROBLEMY
PROJEKTOWANIE-
POMIAROWY ANALIZA-
/c PODOBIENSTWAY
¥
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Rys.1 Obszary wykorzystania technik chemometrycznych.

Wyniki jakie otrzymano z pomiaréw woltamperometrycznych stanowily szeroki zbidr danych, co
wigzalo sie z trudnosciag w interpretacji powstatych wykreséw. W tym celu zastosowano metody
chemometryczne, aby wydoby¢ uzyteczna informacje z wielowymiarowych danych tzn.
przeksztalci¢ pierwotne dane w nowe, wzajemnie ortogonalne zmienne. Chemometria opiera sie na
metodach grupowan modelu, i klasyfikacji, tak by zaobserwowaé relacje ze struktury badanych
obiektow.

Zastosowano metody Kklasyfikacji bez nadzoru nauczyciela (ang. Unsupervised Pattern
Recognition). Nalezy do nich analiza skupieh (ang. Cluster Analysis) oraz analiza gléwnych
sktadowych PCA (ang. Principal Component Analysis). Zaréwno analiza skupien jak i PCA pozwalaja
zaprezentowa relacje miedzy badana probka, a obiektami w przestrzeni wielowymiarowe;j.
Graficznie, Kklasyfikacje z nadzorem polegaja na grupowaniu zbioru danych na skupienia
0 odpowiednich odleglosciach pomiedzy soba [3]. Metoda PCA jest jedna z najczesciej stosowanych
technik bez nadzoru. Pozwala na wyodrebnienie kilku gléwnych skladowych (o jak najwiekszej
wariancji) opisujacych zbidr badanych zmiennych. Druga grupe tworza metody uczenia z nadzorem
(ang. Supervised Pattern Recognition), do ktorych nalezy metoda LDA (ang. Linear Discriminant
Analysis), oraz metoda drzew decyzyjnych CART. Metody te znacznie roznig sie od metod bez
nadzoru. W metodzie LDA wystepuja reguly Kklasyfikacji przynaleznosci obiektéow do znanych
wczesniej klas. W metodach dyskryminacyjnych nowe proébki, nie zakwalifikowane wcze$niej do
zadnej grupy zostaja odpowiednio przydzielone do danej grupy w zaleznos$ci od znanych wcze$niej
regul dopasowan do klas [4].

Jako probek badanych w ponizszej pracy uzyto cydréw, pochodzacych od pieciu polskich
producentoéw. Cydr nie jest ani winem, ani piwem. Trunek ten produkuje sie znacznie rzadziej w
poréwnaniu do wina czy innych alkoholi niskoprocentowych np. piwa. Jednak w ostatnich latach
zyskal on ogromna popularnos$¢ wéréd zwolennikéw lekkich fermentowanych napoi alkoholowych
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zawierajacych w swej objetosci minimum 60% owocéw. Najbardziej rozpowszechniony jest w Anglii,
Francji a od niedawna zyskuje uznanie takze w Polsce. Charakteryzuje sie stodko — kwasnym,
orzezwiajagcym smakiem oraz S$wiezym aromatem. Doskonale gasi pragnienie. Cydr to napdj
zawierajacy w swoim skladzie liczne przeciwutleniacze takie jak: antocyjany, flawonoidy,
triterpenoidy i fenole, czyli zwiazki chronigce organizm ludzki przed chorobami, szybkim
starzeniem sie, posiadajgce wilasciwosci przeciwzapalne i antyhistaminowe. Trunek jest ponadto
Zrédlem potasu, korzystnie wplywajacego na prace ukladu miesniowego w tym mies$nia sercowego.
W swoim skladzie posiada tez zwiazki(kemferol, katechina), zmniejszajace utlenianie cholesterolu
LDL w organizmie i tym samym ogranicza powstawanie choroby miazdzycowej, co wigze sie z
poprawa krazenia krwi. Jablecznik dostarcza do organizmu duza dawke witaminy C, ktéra chroni
przed wystepowaniem infekcji [5].

Procedury optymalizacyjne wykonywano w programie Matlab 2011. Tworzono uzyteczne
algorytmy stosowane do kazdej z wyzej wymienionych technik chemometrycznych. Na podstawie
wynikéw okreslono najbardziej uzyteczng technike do wyodrebnienia informacji uzytecznej z
utworzonej macierzy wynikdw pomiaréw woltamperometrycznych.

Celem pracy byla: analiza wynikéw pomiaréw woltamperometrycznych zarejestrowanych dla
zestawu cydréw przy uzyciu metod chemometrycznych, majaca na celu wykazanie, ze sygnal
woltamperometryczny moze stluzy¢ do jakosSciowej analizy obiektéw pochodzacych od pieciu
roznych producentéw, wykazanie czy metody chemometryczne moga stluzy¢ do oceny
przynaleznosci nowych, nieznanych prébek cydréw do odpowiedniej klasy, wykazanie mozliwo$ci
zastosowania metod woltamperometrycznych (DPV) do analizy jakoSciowej produktéw
zywnosciowych, dazenie do wzbogacenia wiedzy o zastosowanych algorytmach chemometrycznych
oraz ich ocena przydatnosci w zastosowanej metodzie.

2. Opis eksperymentu

2.1. Instrumenty pomiarowe

Eksperyment opisany w niniejszej pracy zostal przeprowadzony dzieki technice
woltamperometrycznej. Uklad pomiarowy skladal sie z trzech elektrod-pracujacej, odniesienia i
pomocniczej, zamknietych w naczyniu kwarcowym o pojemnosci 5cm3. Zastosowano uklad firmy
mtm-anko produkcji polskiej. Elektrode pracujaca w ukladzie stanowila elektroda dyskowa
wykonana z wegla szklistego o powierzchni geometrycznej wynoszacej 0,1cm3. Jako elektrode
odniesienia zastosowano elektrode chlorosrebrowa Ag|AgCl|KCl, za$ elektroda pomocnicza
zbudowana byla z platyny o powierzchni geometrycznej >2cm3. Pomiary zostaly przeprowadzone w
temperaturze pokojowej. Wszystkie szklane przyrzady przed pomiarem zostaly przemyte
rozcienczonym kwasem HNO3 zmieszanym w stosunku 1:1 z wodg, a nastepnie optukane w wodzie
destylowane;j.

2.2. Probki badane

Do pomiaréw uzyto cydréw pieciu polskich producentéw z 2014 roku, ktére znajdowaly sie w
sprzedazy w sklepach na terenie calego kraju. Zastosowane cydry to: Warka, Smile, Lubelski na
miodzie, Dobroriski, Meli Melum. Pomiar wykonano w oparciu o probki pobrane z trzech opakowan
kazdego rodzaju cydru. Probki przed pomiarem odgazowywano (badane prdébki umieszczono w
naczyniach pomiarowych w celu usuniecia CO;) przez 10min imieszano bezposrednio przed
wykonaniem oznaczenia.

51



G. Skowyra et al. / Analit 2 (2016) 49-56

2.3. Procedura analityczna

Przed pomiarem elektroda pracujaca z wegla szklistego zostala delikatnie oszlifowana przy
uzyciu proszku tlenku glinu o uziarnieniu 0,3-0,05pm, a nastepnie dwukrotnie przeplukana woda
destylowana. Metoda zastosowang w czeSci eksperymentalnej jest woltamperometria impulsowa
roznicowa (ang. Differential Pulse Voltammetry, DPV). Przed pomiarem technikg DPV, elektroda
pracujaca zastala aktywowana z zastosowaniem techniki woltamperometrii cyklicznej. Potencjal
skanowano od 5-10 cykli w potencjale mieszczacym sie w przedziale od -0,2 do 1,0 V, przy szybkosci
skanowania 50mVs”. Prébki badanych cydréw przed pomiarem nie byly odtleniane. Parametry
techniki DPV wynoszg odpowiednio: amplituda 30mV, czas probkowania 10ms, amplituda schodka
2mV, potencjal poczatkowy 0,1 potencjat konncowy 1 V.

3. Wyniki przeprowadzonych badan

W ponizej pracy zastosowano algorytm iteracyjny do korekty linii bazowej w woltamperometrii
w celu automatyzacji tego procesu. Dzieki uzyciu wspomnianego algorytmu udalo sie¢ dopasowac
krzywa do linii bazowej sygnalu. Metoda ta ulatwia interpretacje, gdyz nie wymaga wyodrebniania
polozenia pojedynczego piku oraz przedzialéw do aproksymacji. Do modyfikacji sygnalu niezbedne
sg punkty na krzywej, ktdre stluza, jako wartosci progowe. Fragmenty sygnatu, ktére majg wartosc
powyzej krzywej progowej sa zastepowane, te lezace ponizej, pozostaja bez zmiany. Na podstawie
otrzymanego sygnatu generowane jest tlo, ktére nastepnie odejmowane jest od sygnatu wejsciowego.
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Rys.2 Dopasowanie tla (A) krzywe wyjsciowe wraz z tlem. Dla kazdej krzywej algorytm odejmujacy tlo
dopasuje sie z osobna, (B) etap po aproksymacji krzywej, modyfikacja sygnatu, wraz z linig oznaczajaca
linie bazowa, piki wyeliminowane w wyniku aproksymacji (C) krzywe po odjeciu tla, po kilku interakcjach,
wykres po odcieciu linii tta wzdluz konturu, ktéory przedstawial rysunek B przy zastosowaniu funkcji
wielomianowej.

Przed uzyciem algorytmu iteracyjnego nalezy zoptymalizowa¢ jego parametry tj. wybraé
optymalny stopien wielomianu [6] oraz liczbg iteracji- to znaczy taka liczbg powtdrzen algorytmu,
ktora daje satysfakcjonujacy wynik pomiaru. Stopien wielomianu w algorytmie zazwyczaj przyjmuje
wartosci od 2 do 8 [7,8]. Najwyzsza potega w wielomianie ustala stopiert wielomianu. Zastosowanie
odpowiedniego stopnia wielomianu wiaze sie z wizualng oceng ksztaltu wygenerowanego tla,
skorygowanej krzywej oraz z parametrami decydujgcymi o prawidlowos$ci wyniku pomiaru.
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Na rysunku przedstawiono woltamperogram dla pierwszych 10 sygnaléw wyodrebnionych z
calej macierzy pomiarowej 150 x 350. W programie Matlab odpowiednio optymalizowano
parametry, tak aby uzyskac optymalny wynik.

Analiza skupierni (ang. cluster analysis)

Wykresem graficznym w analizie skupien jest dendrogram, ktory ilustruje w sposéb
hierarchiczny zbiér badanych obiektéw i ich zmniejszajace sie podobienstwo pomiedzy soba. Dla
wykazania réznicy pomiedzy stopniem wielomianu, a ilo$cig skupien wygenerowano dendrogramu
przy stopniu wielomianu 2, liczbie iteracji 10, z tlem i bez tla pomiarowego.
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Rys. 3 Dendrogram hierarchiczny (wariant bez tla: wielomian stopnia 2, iteracja 10).

W wariancie bez tla (rys 3) wyraznie zaobserwowac¢ mozna podzial na pie¢ oddzielnych ugrupowan
wyznaczonych przez badanych producentéw. Probki nie sg calkowicie rownomiernie rozdzielone
(punkty odbiegajace), ale mimo to wida¢ podobienstwo obiektéw w skupieniach.
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Rys.4 Dendrogram hierarchiczny(wariant z ttem: wielomian stopnia 2, iteracja 10)

Rys. 4 obrazuje wyodrebnienie sie kilkunastu skupien z badanej macierzy. Wariant ten nie spelnia
zalozonych wczes$niej wymagan dotyczacych otrzymania pieciu niezaleznych ugrupowan obiektow.
PoszczegOlne obiekty nie sg rozdzielone hierarchicznie, grupuja sie na nieodpowiednia liczbe grup
zawierajaca obiekty niepodobne do siebie.

53



G. Skowyra et al. / Analit 2 (2016) 49-56

Metoda gltownych sktadowych (ang. Principal Component Analysis, PCA)

Nalezy do metod eksploracyjnych inaczej nazywanych metodami modelowania bez nadzoru.
Technika nie wymaga wiedzy a priori o przynaleznosci obiektéw do danej kategorii. Polega na
identyfikacji kilku grup obiektéw o podobnych wlasciwos$ciach, oraz wskazuje obiekty znacznie
rozniace sie od innych grup. Celem PCA jest wyznaczenie glownych sktadowych, czyli zmiennych
ktére posiadaja najwyzsza wariancje i sa ortogonalne. Liczne zabiegi pomiarowe wykazaly ze
zmiennos$¢ zbioru danych mozna opisac¢ przy pomocy trzech zmiennych PC1, PC2, PC3, ktdore opisuja
zmienno$¢ danych w 98%. Badane cydry zaznaczono kolorami: Warka, Smile, Lubelski na miodzie,

Meli Melum.
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Rys.5 Rzut obiektéw na plaszczyzne zdefiniowana przez trzy gléwne sktadowe PC1 i PC2 oraz PC2 i PC3
(wariant z tlem, wielomian 2 stopnia, liczba iteracji 10, przebieg 51 7).

Interpretujac rys.5. zauwazy¢ mozna pewne grupowanie analizowanych danych na plaszczyznie
PC1 i PC2. Z kolei rozwazajac plaszczyzne PC2 i PC3 mozna stwierdzi¢, ze grupowanie nie jest
widoczne. Pozytywny wynik pierwszego grupowania zwigzany jest z wyborem innych krzywych do
interpretacji. Sposob korekty linii bazowej nie ulegl zmianie.

CART(ang. Classification and Regression Trees)

Do przyporzadkowania badanych obiektéw do odpowiedniej klasy postuzono sie metoda drzew
Klasyfikacyjno-regresyjnych CART. Na rys.4, stosujac algorytm CART (wczes$niej wykonana
kompresja danych oraz procedura walidacji krzyzowej) [9],0trzymano wykres w postaci drzewa, na
ktérego szczycie znajduje sie wezel macierzysty (korzen) zawierajacy wszystkie badane obiekty
pieciu producentéw jablecznika. Podzial na odpowiednie klasy (wezly potomne) jest mozliwy, dzieki
odpowiednim warunkom umozliwiajacych klasyfikacje badanych obiektow do klasy potomne;j.
Wynikiem jest otrzymanie drzewa skladajacego sie z 11 wezlow koncowych (lisci) i z 6 poziomow
wysokosci. Interpretacja koncowych wezléw wskazuje na poprawne zaklasyfikowanie prébek do
badanych producentéw. Wyrazone cyfrowo przynaleznosci probek do odpowiedniego producenta (1
do 5) daja wynik klasyfikacji obiektow.
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Rys.6 Metoda CART w analizie cydréw, 10 podzialdw, liczba koicowych wezléw 11, wysokos$¢ drzewa 6.

6 >=39.9155

Stosowany algorytm CART wykazal obecno$¢ 9 bledow przynaleznosci badanych obiektéow do
odpowiedniej klasy.

Blad klasyfikacji w metodzie CART = %- 100% =6 1)

LDA(ang. Linear Discriminant Analysis)

Wszystkie obiekty ze zbioru walidacyjnego przy uzyciu odpowiedniej procedury w programie
Matlab zostaly poprawnie sklasyfikowane. Blad klasyfikacji w tej metodzie wynidst 0%, co wskazuje
na maksymalng zdolno$¢ predykcyjna zastosowanego modelu [10]. Opracowany model moze by¢
stosowany w identyfikacji i klasyfikacji dla pieciu réznych producentéw cydrow.

4. Podsumowanie i wnioski

Metoda woltamperometrii impulsowej ré6znicowej (DPV) okazala sie odpowiednia do jakoSciowej
analizy prébek zywnos$ciowych. W poczatkowym etapie pomiaréw woltamperometrycznych mogly
wystapi¢ jednak pojedyncze bledy pomiarowe, ktére mialy ogromny wplyw na otrzymane wykresy
woltamperometryczne i na ich dalszg analize metodami chemometrycznymi. Bledy mogly powstac
juz w memencie doboru prébek cydréow oraz podczas samego pomiaru woltamperometrycznego.
Powstalym problemem jest niewatpliwie wystepowanie charakterystycznych pikéw o niskim
potencjale, w poréwnaniu z szukanym sygnalem na otrzymanych woltamperogramach. Blad ten
moze wynikac¢ z efektu blokowania powierzchni elektrody wykonanej z wegla szklistego. Zaistniaty
problem mozna rozwigza¢ poprzez aktywacje powierzchni elektrody. Dzieki temu procesowi,
powierzchnia elektrody pracujacej zostaje oczyszczona zzaadsorbowanych zanieczyszczen i
tlenkéw, ktére moga pochodzi¢ od prdébek badanych cydréw. Pomocne staje sie takze pokrycie
powierzchni elektrody substancjami zwiekszajacymi selektywno$é reakcji na pewne skladniki
w badanym roztworze. Uzytecznym rozwigzaniem mogloby okaza¢ sie zastosowanie innej elektrody,
ktora umozliwia pomiar probek zywnosciowych.

Mozna stwierdzi¢, ze wszystkie wyniki otrzymane metodami klasyfikacyjnymi i
dyskryminacyjnymi sa do siebie podobne. Wykazano, ze zastosowano techniki chemometryczne
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moga stuzy¢ do oceny przynaleznosci nowych prébek badanych cydréw. Sposrdd
przeprowadzonych préb najlepsza metoda okazala sie metoda LDA , ktora umozliwila klasyfikacje
badanych obiektow z zerowym bledem, pozostale metody charakteryzuja sie nieco mniejsza
uzytecznoscig zastosowanych modeli.

Po przeprowadzanych obliczeniach mozna stwierdzi¢, ze metody chemometrycznie sa
skutecznym narzedziem do poprawnego zinterpretowania otrzymanych woltamperograméw w
analizie jakoSciowej obiektéw. Pozwalaja na rozwigzywanie problemoéw dotyczacych analizy
jakoSciowej probek zywnosciowych. Polgczenie metod woltamperometrycznych z technikami
chemometrycznymi pozwala uzyskac ciekawe informacje na temat zaleznosci pomiedzy badanymi
zmiennymi. Obiekty zaklasyfikowano poprawnie, dlatego uzyte modele okazaly sie prawidlowe.
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