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Streszczenie

Obecnie potrzebne sa metody szybkiego, doktadnego, a przede wszystkim
taniego oznaczania aminokwasow w probkach biologicznych. Do takich
technik nalezy potencjometryczny elektroniczny jezyk, ktory pozwala na
rozrznianie probek ciektych. W pracy przedstawiono zastosowanie
potencjometrycznego elektronicznego jezyka do klasyfikowania 5 amino-
kwasow. Sprawdzono mozliwo$¢ rozpoznania poszczegdlnych analitow
w roztworach o réznych pH, a nastgpnie wykorzystujac metode czescio-
wych najmniejszych kwadratow (PLS) rozrézniono poszczegdlne amino-
kwasy.

Stowa Kkluczowe: elektroniczny jezyk, aminokwasy, elektrody jonoselek-
tywne, PLS.

Discrimination of amino acids by electronic
tongue

Abstract

In the last few years medical discoveries showed that presence of amino
acids can be associated with many diseases. Usually, these compounds are
determined using HPLC method (high performance liquid chromatography),
however, due to its noxiousness, new methods are investigated. Application
of electronic tongue system can be an alternative method for fast, accurate,
affordable determination of amino acids in biological samples. This device
is used for analysis and classification of complex liquid samples. Its main
advantage is the ability to distinguish between samples containing various
components on-line, without prior sample preparation and modification. In
this paper there are presented preliminary studies on the recognition of 5
amino acids (glutamic acid, alanine, serine, arginine, aspartic acid) with
use of a sensor array composed of ion-selective electrodes of various
selectivity. Chemical images of the samples were obtained by measuring
the electrode signals in solutions of amino acids for various pH ranging
from 2.5 to 11.5. The possibility of identification of individual analytes in
solutions of different pH was examined with use of the Partial Least
Squares Analysis.

Keywords: electronic tongue, amino acids, ion-selective electrodes, PLS.
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1. Elektroniczny jezyk - wprowadzenie

Analiza aminokwasow, jako podstawowych sktadnikéw biatek,
ma dzi$ ogromne znaczenie. Jest to spowodowane nowymi odkry-
ciami medycznymi, ktore wigzg obecno$¢ tych zwigzkow
z rozlicznymi chorobami. Zaréwno brak, jak i kumulowanie ami-
nokwasow w organizmie jest niekorzystne. Obecnie zwiazki te
oznacza si¢ z wykorzystaniem HPLC (wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa), jednak metoda ta jest droga oraz ucigzliwa,
poniewaz wymaga wczesniejszego przygotowania probki. Dlatego
prowadzone sa badania nad opracowaniem nowych metod szyb-
kiego, wystarczajaco dokladnego, oraz taniego oznaczania tych
zwigzkoéw w probkach biologicznych.

W ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj badan nad
zastosowaniem elektronicznego jezyka (ang. Electronic Tongue,
ET) do pomiarow probek biologicznych. Elektroniczny jezyk to
urzadzenie do analizy sktadu i klasyfikacji ztozonych probek
ciektych, ktorego glownym atutem jest mozliwos¢ rozrdézniania
wybranych sktadnikéw probki w trybie on-line bez koniecznosci
weczesniejszego przygotowania i modyfikacji probki.

Efektem prowadzonych badan s3 rézne rozwigzania konstruk-
cyjne powstajacych ET, np. wykorzystujacych sensory potencjo-
metryczne, amperometryczne oraz optyczne i masowe. Z uwagi na
niski koszt eksploatacji oraz mozliwo$¢ automatyzacji pomiardw
urzadzenia tego typu znajduja zastosowanie w diagnostyce me-
dycznej, analizach srodowiskowych oraz przemysle. W literaturze
mozna znalezé doniesienia o wykorzystaniu elektronicznego
jezyka do oznaczania i klasyfikacji probek mleka, piwa, wina,
herbaty czy sokow [1-9], wody i probek roslinnych [10-12], ale
rowniez w maskowaniu smaku w probkach lekow [13-16].

Jednym z czgsto spotykanych rodzajow ET jest potencjome-
tryczny elektroniczny jezyk, sktadajacy sie z elektrod jonoselek-
tywnych. Uwzgledniajac zlozonos$¢ probki, trudno jest skonstru-
owac idealnie selektywny sensor, dlatego stosuje si¢ kilka roznych
elektrod o nieselektywnych membranach, co pozwala na uzyska-
nie obrazu chemicznego probki. Uzyskane wyniki pozwalaja na
klasyfikowanie probek i rozréznianie ich migdzy sobg. W tym
celu stosuje si¢ blok rozpoznawania obrazu, ktorego zadaniem jest
porownanie uzyskanych wynikéw dla danej probki z wynikami
znajdujgcymi si¢ w bazie danych. Poniewaz dane uzyskane
z cze$ci sensorowej sg trudne w analizie 1 wizualizacji, stosuje si¢
metody matematyczne do ich opracowania. Do takich metod
nalezy np. Analiza Glownych Sktadowych (ang. Principal
Components Analysis, PCA), ktora za pomoca metod numerycz-
nych wyodrgbnia uzyteczne informacje poprzez usunigcie szu-
moéw, wzmocnienie stosunku sygnat-szum i oddzielenie sygnalu
od tta. Inng metoda analizy jest Metoda Czg$ciowych Najmniej-
szych Kwadratéw (ang. Partial Least Squares, PLS), ktora dodat-
kowo uwzglednia przynalezno$¢ klasowa obiektow oraz moze
shuzy¢ jako klasyfikator.
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Wyznaczone nowe kierunki w przestrzeni sa liniowa kombina-
cja zmiennych pierwotnych i pozwalaja wyjasni¢ zalezno$¢ po-
miedzy macierza danych a macierza celi. Gtowna zaletg tej meto-
dy jest zdolno$¢ klasyfikacyjna w przypadku danych obarczonych
duzym szumem oraz danych wysoce skorelowanych ze sobg.

2. Czes¢ eksperymentalna

W pracy przedstawiono zastosowanie potencjometrycznego
elektronicznego jezyka do klasyfikowania 5 aminokwasdw: kwasu
glutaminowego, alaniny, seryny, argininy, kwasu asparaginowego.
Matryca sktadata si¢ z 16 elektrod (po dwie z kazdego rodzaju)
selektywnych na: Na*, HY, NH,", aminy, CO;>, CH;COO" oraz
kationo- i anionoselektywne. Elektrody skonstruowano z wyko-
rzystaniem membran o sktadach podanych w Tabeli 1. Odwazone
sktadniki rozpuszczono w 2 ml THF, a nastgpnie wylano do
szklanych pier§cieni umieszczonych na szklanej ptytce. Po odpa-
rowaniu rozpuszczalnika z przygotowanych membran wycigto
krazki o odpowiedniej wielkosci i umieszczono w korpusach typu
Philips IS 561. Tak przygotowane elektrody kondycjonowano
przez 24 h w odpowiednich roztworach, a nast¢pnie sprawdzono
ich selektywno$¢ metoda roztworéw rozdzielonych (ang. Separate
Solution Method, SSM), w roztworach o stezeniu 10 M.

Tab. 1. Sktadniki uzyte do konstrukcji membran

Tab. 1. Components used for sensor membrane preparation
Rodzaj elektrody Plasty- Sol lipofilowa Jonofor
fikator
Amino- o) .
sclektywna DOS - 5% jonofor aminowy I
NH,* DOS - 1% nonaktyna
Na* DOS 0,15% KTPCIPB 1,7% jonofor sodowy X
CH;COO DOS 1,1% KTFPB 1% ZrtBTPP
H" DOS 1,75% KTFPB 1,97% tridodecyloamina
CO* DOS 0,3% TDMAC 0,7% ETH 6010
Kationo- DOS 1% KTFPB -
selektywna
Aniono- o-NPOE | 3,5% TDMAC -
selektywna

Pomiary prowadzono w ukladzie elektroda referencyjna

— elektroda jonoselektywna: Ag,AgCl; KCl 1 M/CH;COOLi 1
M/roztwor probki/membrana//roztwor wewngtrzny; AgCl; Ag.
Badania dotyczace rozrozniania aminokwasow prowadzono
w zakwaszonych do pH=2,5 roztworach aminokwasow (o stgzeniu
102 M), ktére miareczkowano za pomoca 10" M roztworu
NaOH. Pomiar sygnatoéw elektrod tworzacych matryce prowadzo-
no przez 3 minuty od ustalenia si¢ pH roztworu, przy zachowaniu
skoku pH o jednostke w zakresie od 2,5 do 11,5 w trakcie mia-
reczkowania. Tak przeprowadzone pomiary powtarzano trzykrot-
nie, a zarejestrowane wyniki (10 punktéw pomiarowych zanoto-
wanych dla kazdej wartos$ci pH) wizualizowano z wykorzystaniem
metody PLS.

3. Wyniki i wnioski

Okreslenia wspotczynnikéw selektywnosei elektrod, ktére ma
kluczowe znaczenie dla prawidtlowego dziatania uktadu pomiaro-
wego, dokonano przy zastosowaniu metody SSM. Uzyskane
wyniki dla poszczegblnych elektrod tj. wartoSci wspotczynnikow
selektywnos$ci zgodne z wartosciami podawanymi w literaturze
pozwalaja stwierdzié, ze zestaw sensorow uzytych w pomiarach
dziata prawidtowo.

Obrazy chemiczne uzyskane dla pomiaréw przeprowadzonych
w roztworach o réznym pH pozwalaja na rozréznienie klastrow
pochodzacych od aminokwasow. Jednak stopien rozdzielenia
klastrow zwigzanych z poszczegélnymi aminokwasami zmienia
si¢ w zaleznosci od pH roztworu. Dane uzyskane w roztworach
o pH 4,5 i opracowane z wykorzystaniem metody PLS przedsta-
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wiono na wykresie (rys. 1). Poszczegélne aminokwasy zostaty
rozsunigte W przestrzeni trojwymiarowej, co pozwala na rozréz-
nienie poszczegolnych zwigzkéw. Mozna zaobserwowaé wysoka
powtarzalno$¢ wynikow uzyskanych dla argininy (Arg) oraz niska
dla kwasu glutaminowego (Glu), co moze by¢ spowodowane
zmienno$cig probek w czasie trwania pomiarow. W pH 4,5 roz-
réznienie pomigdzy argining a seryna (Ser) nie jest wyrazne, ale
ulega poprawie w pomiarach prowadzonych w pH 10,5. Niestety,
w roztworach o tym pH klastry pochodzace od alaniny (Ala)
i argininy nie rozdzielity sig.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mozliwe jest klasyfikowanie
probek zawierajacych rozne aminokwasy za pomocg potencjome-
trycznego elektronicznego jezyka. Potrzebne sg jednak dodatkowe
badania nad optymalizacja matrycy elektrod, tak aby uzyskiwane
dane pozwalaly na jeszcze wyrazniejsze rozrdznienie klastrow,
a co za tym idzie — lepsze rozréznianie probek zawierajacych
aminokwasy.

A Glu

® Asp

* Ala

<& Ser
o ®  Arg
-

Rys. 1. Wykres 3-D PLS rozpoznania aminokwasOw przez potencjometryczny
elektroniczny jezyk

Fig. 1. 3-D graph PLS on recognition of amino acids by a potentiometric
electronic tongue

Niniejsza praca jest wspolfinansowana przez Unig Europejskq w ramach Europej-
skiego Funduszu Spolecznego, projekt "Program Rozwojowy Politechniki Warszaw-
skiej" oraz w ramach projektow MNS-DIAG Nr POIG.01.03.01-00-014/08-00.
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