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I. A MUNKA ELOZMENYEI

Az  élelmiszertudomanyi és  élelmiszeripari  vizsgalatokban
elészeretettel hasznalnak olyan analitikai eszkozoket, amelyek gyors,
koltséghatékony és lehetGség szerint roncsolasmentes vizsgalatokat biztositanak.
A doktori munkam soran hasznalt kozeli infravords spektroszkopia is ezt az
iranyelvet koveti, amely hatékonyan alkalmazhaté az élelmiszerek beltartalmi
paramétereinek ellenérzésére, mennyiségi ¢és mindségi vizsgalatara. Az
¢élelmiszerek mindségellendrzése nem csupan a fogyasztok, de a gyartok érdeke
is, hiszen hatalmas a verseny az élelmiszerek piacan, ahol a megfelel6 minéség
garancigja mar elengedhetetlen feltételnek szamit. Bar a magyar,
¢élelmiszervizsgalatra vonatkozd szabvanyok sok esetben “elavultnak”,
hosszadalmasnak és draganak tekinthetdk, a feltorekvében 1évé gyors analitikai
eljarasok — koztiik a kozeli infravords spektroszkopia — alkalmazasaval egy vj,
gazdasagilag sokkal kedvezObb és hatékonyabb iranyt mutathatunk meg.

Az ezredfordulot megel6z6 évtized ota a modern analitikai kémia és
ezzel egyiitt az élelmiszeranalitika jelentGsége is rohamosan nd. Az egyre
modernebb és gyorsabb szamitogépek megjelenése hatalmas szerepet jatszott az
analitikai modszerek fejlodésében, foként a  spektroszkopia teriiletén
felhalmoz6dd nagymennyiségli adat feldolgozasdban. Az utdbbi évtizedek
“adatrobbanasaval” jardo hosszadalmas szamolasokat a nagyteljesitményti
szamitogépek (akar szuperszamitogépek) hasznalata nem csak lehet6vé tette, de
meg is konnyitette. A kemometria, mint a statisztika tobbvaltozos kémiai
adatokra torténd alkalmazasi teriilete mar az el6z6 évszazad kozepétdl egyre
népszerliibbé valt, de az igazi attorést a 80-as és 90-es évek szamitogépes
fejlodése hozta meg. Olyan cikkek sziilettek akkor, amelyek a mai napig a
kemometriai tudomany alappillérei.

Az élelmiszertudomanyban is a kemometria szamos alkalmazasara
lelhetiink. Segitségével felderithetjiik az adatainkban rejld mintazatokat,
hasonlosagokat ¢s kiilonbségeket, olyan rejtett Osszefiiggéseket, amelyek
mennyiségi és mindségi kiértékelések alapjaul szolgalhatnak. A kemometriat
elészeretettel  tarsitjdk a  spektroszkopiai  kiértékelésekhez, hiszen a
spektroszkopiai modszerek koziil jo néhany az altaluk generalt hatalmas
adatkészletek miatt elképzelhetetlen lenne az adatok kemometriai értékelése
nélkiil. A doktori munkam soran alkalmazott legfontosabb analitikai eszkoz, a
kozeli infravords spektroszkopia elengedhetetlen feltétele a sokvaltozos
adatelemzés, a kemometria. A komplex élelmiszermatrixok spektrumainak
kiértékelése csakis a kemometria segitségével torténhet meg.



II. A KITUZOTT CELOK

A doktori dolgozatom a vizsgalt mintamatrixok alapjan harom
nagyobb részre tagolhatd: i) a QIO tartalmu étrendkiegésziték 1ii) az
energiaitalok komplex vizsgélata, valamint iii) az antioxidansok vizsgalata. A
kemometriai moddszerek fejlesztéseit a dolgozatomban az el6bbiekben
felsoroltaktol kiilon targyalom. A doktori munkam soran a kovetkezd célokat
fogalmaztam meg az egyes fejezetekhez tartozoan:

Q10 koenzim tartalmu értendkiegészitok:

- A Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitOk hatéanyagtartalmanak vizsgalata
FT-NIR spektroszkopiaval, kalibraciés modell készitése és validalasa kereszt-
ellenérzéssel és kiilsé teszt mintdkkal. Az eddig elterjedt kromatografias
modszer kivaltasa FT-NIR spektroszkopia segitségével.

- A kilonb6zd  valtozokivéalasztasi modszerrel létrehozott modellek
Osszehasonlitasa a rangszamkiilonbségek dsszegének modszerével (SRD)

Energiaitalok vizsgalata:

- A Koffein tartalom meghatarozasa HPLC-UV eljarassal, mint referencia
modszerrel. A kromatografids modszer energiaital mintdkra  torténd
optimalizalasa. Ezt kovetden FT-NIR modszerrel a regresszios modell
megalkotasa, valamint belsé és kiils6 validalasa.

- Cukortartalom meghatarozasa Schoorl referencia modszerrel, majd FT-NIR
regresszios modellépités a Schoorl referencia modszerrel kapott, illetve a
nominalis (dobozon feltlintetett) értékek hasznalatdval. A létrehozott modellek
bels6 és kiils6 validalasa 1j teszt mintakkal is.

- Az energiaitalok osztidlyozadsa az FT-NIR spektrumaik alapjan. Elséként
cukortartalom szerint, majd a taurinos, arginines és normal (taurint és arginint
nem tartalmaz6) mintdk elkiilonitése. Az osztilyozas elvégzése tobbféle
mintazatfelismeré modszerrel is.



Antioxidansok vizsgalata:

- Mar meglévé antioxidans kapacitas adatok alapjan, két adatkészlet
(esettanulmany) felhasznaladsaval, Osszehasonlitd elemzés készitése a
meghatarozasi modszerekr6l: Az antioxidans kapacitas modszerek osztalyozasa
és rangsorolasa.

Kemometriai moédszerfejlesztések:

- Uj valtozészelekcios modszer létrehozasa és tesztelése a Q10 koenzim tartalmu
étrendkiegészitbk FT-NIR  spektrumdnak felhaszndlasaval. A  modellek
josaganak novelése a kdzel 2300 valtozoszam csokkentésével.

- Olyan, ,n-class” vevo-miikodteté gorbék (ROC gorbék) megalkotasa,
melyekkel kettdnél tobb osztalya elemzések is kiértékelhetové valnak. A
modszer megfeleld validalasa és tesztelése az energiaitalok osztalyozasa soran.
A mintazatfelismerési modszerek Osszehasonlitasa az ,,n-class” ROC gorbék
segitségével.

- A véletlen fak (random forest) hasznalata soran torténd optimalizalasi 1épés
kidolgozasa a minél jobb osztalyozasi modellek létrehozasara.

- Regresszios modellek teljesitmény paramétereinek 0Osszehasonlitasa és
rangsorolasa. Mennyiségi szerkezet-hatas Osszefliggések segitségével kapott
regresszios modellek adatkészletei alapjan, hogy szélesebb korti és
altalanosabban megfogalmazhat6 eredményt kapjunk.



III. ANYAG ES MODSZER

A doktori munkam soran a kemometriai adatfeldolgozasok egy részét
FT-NIR spektrumok és klasszikus valamint nagymiiszeres analitikai modszerek
altal kapott adatokon végeztem el. A kemometriai modszerfejlesztések is részét
képezték a dolgozatomnak, ezeket az uj modszereket az Eredmények fejezetben
targyalom.

3.1 Az FT-NIR Kkésziilék

Az éltalam hasznalt Bruker MPA NIR/NIT késziiléket (Bruker Optik
GmbH, Ettlingen, Németorszag) diffuz-reflexiés ¢€s transzmisszos mérési
modban is alkalmaztam. Mig a Q10 koenzim tartalmi étrendkiegésziték
vizsgalatanal a szilard mintdkhoz megfeleléen a forgd mintatartoval ellatott
reflexios egységet, az energiaitalokhoz az 4atfolyd kiivettds (1 mm
rétegvastagsadg) termosztalhatd transzmisszos egységet hasznaltam. Diffuz-
reflexids lizemmodban a spektrumokat 12500 cm™? és 3800 cm! kozotti
tartomdnyban, az energiaitalok transzmisszids spektruméat 12500 cm? és
4000 cm! hulldmszam kozott rogzitettem. A késziilék mindkét mérési modjaban
a spektralis felbontds 8 cm™ volt, a szkennelési sebesség pedig 10 kHz. A
késziilék ezekben az esetekben 32 ,.alspektrumot” rogzit, és ezek atlagat kapjuk
egy-egy felvétel eredményeként.

3.2 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

A Q10 koenzim FT-NIR vizsgalatait megel6z6en a hatbanyag tartalom
meghatarozasa HPLC-UV referenciaméréssel torténtek.. A meghatirozas
Agilent 1200 HPLC késziilék hasznalataval (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) tortént izokratikus modban Agilent Zorbax XDB C18 HPLC kolonna
segitségével (2,1 mm x 50 mm x 3,5 um), UV detektorral 275 nm-en nyomon
kovetve. A kolonnatér hdmérséklete 30 °C volt. Eluensként acetonitril (ACN) :
tetrahidrofuran (THF) : viz 65:30:5 térfogat szazalékos (v/v %) elegyét
hasznéltam. Az aramlasi sebesség 0,35 ml/ perc volt, az injektalasi térfogat
pedig 10 pl. A fejlesztett modszer detektalasi limitje 0,05 mg Q10 koenzim / g
volt.

Az energiaitalok HPLC-UV méréseinél, kavék koffein tartalmanak
meghatarozasat leir6 nemzetkézi standard eljaras  (ISO  20481:2008)
tovabbfejlesztett valtozatat alkalmaztam. A késziilék hasonldan az el6z6 esethez
az Agilent 1200 HPLC volt UV detektorral felszerelve. A szabvanymoddszer
modositason atesett részletei a kovetkezok voltak: kollonaként egy Agilent
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Zorbax XDB C18 kolonnat (4,6 mm x 150 mm x 5,0 um) valasztottam. A
kromatogramok felvétele izokratikus médban 40 °C-on tortént. Aramlési
sebességnek 1 ml/ percet valasztottam, az injektalasi térfogat pedig 20 pl volt.
A futtatasi id6 18 perc volt. Az UV detektalas 273 nm-en tortént, de parhuzamos
mérésként 260 nm-en cslcstisztasag vizsgalatot is végeztem. Erre azért volt
sziikkség, hogy kimutathaté legyen, ha az adott mintdban barmilyen egyéb
komponens esetleg zavaro tényezoként jelentkezne hasonlé retencios idonél.

3.3 Mintaelokészités

A Q10 koenzim mintak HPLC méréseinek mintaelokészitésea Vass és
munkatarsai altal kozolt publikacioban (2014) keriilt részletes ismertetésre.

Az energiaitalok HPLC méréseihez ultrahangos fiirdé (T2MODX;
VWR, Radnor, PA, USA) segitségével szén-dioxid mentesitettem a mintakat 20
percen keresztiil. Ezt kdvetéen 50 pl-t higitottam 1600 pl-re desztillalt vizzel. A
kiils6 kalibracids mintasort hasznaltam a koffein koncentracié meghatarozasara,
amelyben a pontok rendre a kovetkezdek voltak: 2,5; 5,0; 10,0 és 20,0 ppm.

Az FT-NIR mérések esetén a QI0 koenzim tablettdkat
dorzsmozsarban megfeleléen elporitottam és homogenizéaltam. Az energiaitalok
mérése soran az ultrahangos flird6 segitségével gazmentesitett mintakbol 10-10
ml-t hasznaltam fel.

3.4 Klasszikus mérési modszer — Schoorl médszer

A Schoorl modszer az ¢élelmiszerek cukortartalmanak egyik
legelterjedtebb meghatarozasi modszere, mely soran a redukald cukrokat, illetve
hidrolizis segitségével redukald cukrokka lebomléd cukrokat lehet vizsgalni. A
meghatarozast az OETI médszergyiijteményének ELK 4.009 szabvanya alapjan
végeztem el.

Az energiaitalok cukortartalmanak meghatdrozasa soran invert cukorra
szamoltam ki az eredményeket, tekintve, hogy savas hidrolizissel invertaltam a
mintakat. Az energiaitalokon csak nagyon kevés esetben van feltiintetve a
konkrét vegyiilet, gyakran valtoznak a cukor, invertcukor, gliikoz stb.
megfogalmazasok. Igy az értékek invertcukorra torténé megadasa egy atlagos, j6
kozelitésnek mondhato.



3.5 Szoftverek, kemometriai modszerek

Az FT-NIR spektrumok kiértékeléséhez az OPUS 7.2 (Bruker Corp.,
Ettlingen, Németorszag) és az Unscrambler 9.7 szoftvereket (CAMO Software,
Oslo, Norway) alkalmaztam. A mintazatfelismerésre hasznalt kemometriai
modszereket (PCA, LDA, RF, BT, PLS-DA) a STATISTICA 12 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK, USA) program segitségével alkalmaztam. Az SRD és GPCM
modszereket MS Excel segitségével hasznaltam. Az ,,n-class” tobbosztalyos
ROC gorbék esetében egy sajat Linux programkodot hoztam létre, amely a
doktori dolgozatom mellékletét is képezi.



IV. EREDMENYEK

4. 1 Kemometriai modszerfejlesztések
4.1.1 Az intervallum szelektivitasi arany (iSR)

A mddszer alapétletét, a szelektivitisi arany modszert, Rajalahti és
munkatarsai (Rajalahti et al., 2009) dolgoztak ki. Az eredeti egyenletet
némiképp meg kellett valtoztatni az ,,intervallumositas” miatt: a nevezdbe egy
négyzetgyok fuiggvényt (RMSEC) még beillesztettem. A modositott egyenlet a
szelektivitasi arany alapjan a kovetkezd:

1) SR; = R?/RMSEC;,i=1,2,3...m.

Ahol i az intervallumok szamat jeldli. Az egyenletben az R? esetén a szabadsagi
fokokat kihagytam, amely viszont egyenlé mértékben befolyasolja az Gsszes
intervallumot (ekvidisztans felosztds esetén, igy a végsd abran nem okoz
aranytalan eltéréseket. A szelektivitasi aranyhoz hasonldan, az intervallum SR
is, minél nagyobb, annal fontosabb az adott intervallum a modellépités
szempontjabol.

4.1.2 ,,n-class”, avagy tobb osztalyos ROC gorbék

A tobbosztalyos ROC gorbék esetében, a ROC gorbe alatti teriilet
(AUC) ugy szamolhatd ki, hogy az egyik csoportot pozitivként kezeljik az
Osszes tobbit pedig negativként és ezt ismételjiik annyiszor, ahany csoportunk
van.
Az AUC értékek stlyozott atlaga adja meg a teljes osztilyozasra adhatdé AUC
értéket:

_— ZT[: N:AUC;
2 AUC = &=L mit
( ) Z?=1Ni

Ahol Ni a csoportokban (osztalyokban) 1évé mintak szama. A Hanley formula
segitségével vizualizalni tudunk egy ,,ROC-szerii” gorbét az AUC értékek
sulyozott atlaganak felhasznalasaval (6sszesitett AUC érték). A hibaterjedés
torvényének alkalmazasaval az elGbbiekben emlitett atlagos AUC érték
varianciaja is kiszamolhat6 (Ku, 1966):

S NZvar(AUC;)

n 2
i=1 Vi

3) Var(AUC) =
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Tobb modszer ROC gorbékkel torténd Osszehasonlitasakor, ahhoz
hogy el tudjuk donteni, hogy az adott modszerek szignifikansan kiilonboznek-e

alkalmaztam.

A tobbosztalyos ROC gorbék segitségével négyféle osztilyozasi
modszer, a véletlen erdok (RF), fejlesztett fak (BT), LDA és PLS DA modszerek
teljesitményét hasonlitottam Ossze. A vizsgalatokhoz energiaitalok FT-NIR
spektrumait és azok cukortartalom szerinti csoportosithatosagat osztalyozasi
valtozoként hasznaltam fel. Két adatkészletet hasznaltam fel az osztalyozasi
moddszerek Osszehasonlitdsara. Az elsé esetben 90 energiaital minta FT-NIR
spektrumat, majd ugyanezen mintak spektrumainak fékomponens-elemzés révén
kapott fékomponenseit. A fékomponensek alapjan elvégzett osztilyozasok
eredményét az 1. abran szemléltetem. A ROC gorbék alapjan a legjobb
osztalyozast a fejlesztett fak (BT) modszer segitségével tudtam elérni.

o I ——— — —— i Epp———— f

—_ Atlag
— PLSDA
LDA E

Tényleges pozitivak aranya (%)

. | . | .
6OO 20 40 60

Hamis pozitivak aranya (%)

4. abra: A vizsgalt négy osztalyozasi modszer atlagos ROC gorbéi.

A tényleges pozitivak ardanyat abrdazoltam a hamis pozitivak fiiggvényében. Az
atlag AUC értékhez tartozo ROC gérbe feketével van jelolve, a hozza tartozo + 1
SD pedig szaggatott vonallal. Az abra az eredeti fokuszalt verzioja a jobb
lathatosag érdekében.
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4.2 Q10 tartalmu étrendkiegészit6k hatéanyagtartalmanak vizsgalata

Osszesen 52 kiilénbozé Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitd FT-
NIR spektrumat vettem fel. A spektrum 12500 cm?® és 9000 cm™ (800-
1111 nm) kozotti részét kihagytam a kiértékelésbol, mivel a spektrum ezen
szegmense nem hordozott szisztematikus informaciot szamomra. Az elsd
1épésként a lehetséges spektralis kies6 mintakat sziirtem ki az adatkészletb6l
fokomponens-elemzés segitségével. Az igy megtalalt két spektralis kiesot
kihagytam a tovabbi modellépitésekbdl. Ezt kovetben az adateldkezelési 1épést
¢és harom féle valtozo szelektalasi modszert alkalmazva (iPLS, iSR és genetikus
algoritmus) megalkottam a PLS regresszios modelleket. Tobbféle
adatelGkezelést is kiprobalva a derivalas adta a legjobb eredményt. A modellek
belsé validalasat ot részre osztott kereszt-ellendrzéssel hajtottam végre és ezt
kiegészitettem minden esetben egy kiilso teszt validalassal is. Az 1. tablazatban
Osszefoglaltam a harom legjobb regresszios modellem teljesitmény paramétereit.
A tablazat elsé soraban a kiindulasi, skalazas és valtozoszelektalas nélkiili
modell talalhato.

1. tablazat: A Q10 koenzim koncentracié meghatarozasara szolgald modellek.
Vastagon kiemelve talalhatéoak a késébbi alkalmazasra javasolhato (legjobb)
modellek.

R® @ RMSEC RMSECV RMSEP Skal omp. Vilt.
szam szel.

08 071 11,26 15,74 - - 9 -
092 087 816 10,58 8,82 D 7 iPLS
090 087 890 10,85 1374 D 6 iSR
091 088 848 10,22 11,02 D 6 GA

R2: a determindcios koefficiens négyzete, Q% A kereszt-ellendrzésre vonatkozo
determindcios  koefficiens négyzete, RMSE: atlagos négyzetes hiba
(C=kalibraciora vonatkozo, CV=kereszt-ellendrzésre vonatkozo, P=teszt
validaldasra vonatkozo) értéke. A D a derivalas réviditésére szolgal.

A modelleket SRD moddszer segitségével Osszehasonlitva a

legkonzisztensebb és igy legjobb modellnek is az iPLS modell tekinthetd az
elérebecslési értékeket az atlaghoz (mint referenciahoz) hasonlitva.
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4.3 Az energiaitalok FT-NIR spektrumanak kemometriai elemzése

Az eredmények bemutatasat két csoportra tagolva teszem meg: i)
mintazatfelismerési/osztalyozasi modellek 1étrehozasa valamint ii) regresszios
modellépitések az energiaitalok koffein és cukortartalmanak becslésére, mivel ez
a két szegmens kemometriai szempontbdl teljesen mas modszert és szemléletet
igényel.

4.3.1 Energiaitalok osztalyozasi lehetéségei

Az energiaitalok cukortartalma mellett (lasd. ROC g6rbék) osztalyozni
akartam a kiilonb6z6 magyar, szlovak és gérég mintékat arginint, taurint és az
elébbieket nem tartalmazd csoport szerint. Ehhez 6sszesen 108 energiaital FT-
NIR spektrumat vettem fel majd PCA és LDA modszerekkel végeztem el a
kiértékelést. A PCA szerepe a kiértékelésben az adatkészlet ,,redukcidja” volt. A
spektrumfelvételt kovetden az adatmatrixot standardizaltam. Az igy kapott
adatkészletet PCA modszerrel értékeltem ki és a kapott 20 fékomponenst
hasznaltam a tovabbi LDA elemzésekhez. A kapott osztdlyozési modell
eredménye a 2. abran lathat6. Az osztalyozasi modell validalasat harom részre
osztott Kkereszt-ellenérzéssel és X véletlenszertiségi (randomizacios) teszttel
végeztem el. A validalasok megfelelden alatdmasztottak a modell helyességét.

4
a) + Normal minta
A Taurinos minta
3 ¢ @ @ Arginines minta
*
2 * o ¢
A A
A
*

e 1 . ‘st :: . a4
] * ?0 A A
2 A TN & YR * A ATy 4
s MRAGRE
2 L * Og’Q A A
= * o0 * A
S . AP 4 . A A
< *
= -4 A
x %o A
~N +* @ A

2 p ™

3

o® o
4 °
'
5
6 4 2 0 2 4 6 8
1. Kanonikus valtozd

2. abra: Az energiaitalok osztalyozasi modellje: elkiilonités az arginines,
taurinos és normal (taurint és arginint nem tartalmazo) mintak szerint.
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4.3.2 Energiaitalok koffein és cukortartalmanak meghatarozasa
Koffein tartalom meghatdrozdisa

Els6 1épésben HPLC-UV technika segitségével 42 eredeti energiaital
minta koffein tartalmat hataroztam meg. Ezen kiviil 33 keverék mintat is
Iétrehoztam az eredeti mintak felhasznalasaval. A jellegzetes koffein csucs a
kromatogrammon megkézelitdleg 9,5 percnél volt lathatd. Az FT-NIR
mérésekhez 10 ml mintat hasznaltam fel minden mintabol. Egy példa-spektrum
¢és annak derivalt verzidja a 3. abran lathato.

43 -0.015
4.0 r0.01
3.5 F0.005 o
e ]
o - =
€ 30 o 5
e) L =
g 25 -0.005 >
2 F001 &
< 2.0 g.
e --0.015 g
] L =}
002 2
1.07 --0.025
0.5 -0.03
12000 10000 8000 6000 4000

Hullamszam, cm-!

3. abra: A vizsgalt mintak egy szemléletes példa spektruma, ill. annak derivalt
formaja.
Az eredeti spektrumot kékkel, mig a derivalt verziojat piros szinnel jeloltem.

A koffein koncentracioja a HPLC-UV mérések alapjan 118 és
338 mg/ 100 ml kozott valtozott. A modellépités folyamataban nem talaltam
spektralis kies6nek tekinthetd mintakat, igy az optimalast és adatelokezelést
kovetéen megalkottam a végs6 PLS regressziés modellt 8 PLS komponens
felhasznalasaval. A modellt hét részre osztott kereszt-ellendrzéssel és kiilsd
validalassal is ellenériztem 13 uj, kereskedelemben kaphaté mintara. A modell
teljesitmény paraméterei a 2. tablazatban osszefoglalva talalhatok meg.
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Cukortartalom meghatarozasa

A cukortartalom meghatarozasdhoz 71 eredeti és 20 keverék minta
(6sszesen 91 minta) FT-NIR spektrumat hasznaltam fel. A referencia Y
értékekként a Schoorl modszerrel meghatarozott cukortartalom értékeket
alkalmaztam. A teljes mintasorozatbdl ezzel a technikdval 75 mintat tudtam
megmérni. Sajnos a Schoorl modszer bar rendkiviil népszert, elég nagy torzitasu
és szorasu (12,4 %), kiilondsen az kisebb koncentraciok tartomanyaban (1-
2 g/100 ml). Ezért Gigy dontdttem, hogy az ezzel a modszerrel kapott értékek
mellett a nominalis (dobozon feltiintetett) értékekkel is végrehajtom a
modellépitést.

A spektralis kiesOket ismét PCA elemzés segitségével hataroztam
meg, amelynek eredményeként két mintat kellett kihagynom a tovabbi
modellépitési folyamatbol. A nominalis koncentraciok esetében fennmaradd 89
mintara adatel6kezelésként elsé derivaltat és standardizaldst hasznaltam. A
validalasi protokoll megegyezett a koffein esetében hasznaltakkal. A Schoorl
modszer alapjan meghatarozott Y értékekkel 73 mintara végeztem el a
modellépitést. A cukortartalom koncentracié tartomanya 0,1 és 15,3 g/ 100 ml
kozott volt. Mindkét modellhez hat PLS komponensre volt sziikség a végso
modell megalkotasdhoz, amelyek megfeleléen pontosnak és robusztusnak
bizonyultak. A Schoorl moddszert hasznalva referenciaként a modell nagyobb
hibaval rendelkezett, hiszen maga a referencia modszer is nagyobb hibaju volt.
A cukortartalom meghatarozasra 1étrehozott modellek teljesitmény paramétereit
a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: Az energiai italok koffein és cukortartalmara vonatkozo regresszios
modellek teljesitmény paraméterei.

N C R? Q?ext Q?> RMSECV  RMSEP

Koffein 75 g 0966 0898 0928 168 36.3
modell
Cukor modell

(Schoor) 73 6 0,943 0935 0919 1,3 123
Cukor modell

(nomindglisy 89 6 0998 0,996 0,995 029 0.26

N a mintaszamot jeloli, C a PLS komponensek szamat, valamint az RMSECYV és
RMSEP (lasd. 1. tablazat) értékek mértékegysége a cukor modellek esetén
g /100 ml volt, a koffein modell esetében pedig ppm. Az ext jeldlés a kiilsé teszt
validalas Q? értékére vonatkozik.
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A harom modell teljesitmény paramétereit figyelembe véve elmondhatd, hogy
mind a koffein mind a cukortartalom meghatarozasa sikeresen megtortént az FT-
NIR spektrumok alapjan.

4.4 Antioxidins Kkapacitds meghatarozasi modszerek csoportositisa,
rangsorolisa

Az antioxidans kapacitas meghatarozasi technikak
Osszehasonlitasahoz két adatkészletet hasznaltam fel: az elsé 13 bogyos
gyimolcs mintat (szamoca, malna, piros és fekete ribiszke) tartalmazott, a
masodik pedig 12 féle meggy mintat. Osszességében hétféle meghatarozasi
modszerrel vizsgaltdk meg a mintakat, adatkészletekre lebontva a bogyos
gylimdlcsok antioxidans kapacitasit a FRAP, TPC, TRSC, DPPH, ACL és
ACW modszerekkel, mig a meggy mintakét FRAP, TPC, TEAC, ACL és ACW
modszerekkel mérték meg. (A roviditések feloldasa a dolgozat rovidités
jegyzékében talalhato.)

A csoportosithatésagokat és kapcsolatokat a kiilonb6z6 modszerek
kozott a PCA ¢és hierarchikus fiirtelemzés (HCA) segitségével tartam fel. Az
antioxidans kapacitds meghatarozasi technikdk rangsorolasdhoz az SRD ¢és
GPCM technikakat hasznaltam.

A furtelemzés soran  Euklideszi  tavolsdgot  hasznaltam
tavolsagmértékként és Ward modszert kapcsolasi szabalyként mindkét
adatkészlet esetén. A bogyds és a meggy fajtak adatkészlete esetén is az ACW és
ACL modszerek elkiiloniiltek a tobbi mddszertdl. A flirtelemzés soran kapott
mintazatot PCA segitségével ellendriztem. A bogyos gyiimélesok adatkészlete
esetén az ACW, ACL és TPC moédszerek az elsé két fokomponens-egyiitthatot
egymas fliggvényében abrazolva nem alkottak csoportokat. A meggy fajtak
esetén az ACW és ACL mddszerek elkiiloniild mintazata ismét megfigyelhetd
volt.

Az SRD elemzés mar kimondottan a modszerek kozotti rangsorolasra
iranyult. Az adatkészletek kiegésziiltek egy referencia, soratlag oszloppal is. Ez
a megoldas az olyan esetekben kedvezd, ha nincs egzakt referencia értékiink az
adatmatrixban. A 4. abran a bogyds gyiimoles adatkészletbdl szamolt skalazott
SRD értékek lathatoak.
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4. abra: A skalazott SRD értékek (szazalékos) abrazolasa a modszerek
fiiggvényében a bogyos gylimolcs adatkészlet esetében.

A baloldali Y és X tengelyeken az SRD értékek, mig a jobboldali Y tengelyen a
véletlen szamokra vonatkozo relativ gyakorisag van feltiintetve. Az abran lathato
Gauss-szerii eloszlds az el6bbi relativ gyakorisagokhoz tartozo gérbe.

Minél kisebb a kapott SRD érték, annal kdzelebb van a referencia
értékhez (jelen esetben az atlaghoz). Igy az eredmény alapjan elmondhaté, hogy
a FRAP moddszer esett a legkozelebb a referencidhoz, vagyis ez a modszer képes
a legkisebb hibaval kivaltani a tobbi modszert. A véletlen szamokra vonatkozo
relativ gyakorisagok Gauss-szeri gorbéjébol pedig lathatjuk Ebben az esetben
majdnem mindegyik antioxidans kapacitds meghatarozasi technika jobbnak
mutatkozott a véletlen szamoknal, kivéve az ACW technikat. Az eredmény
validalasdhoz véletlenszerliségi tesztet és hétszeres kereszt-ellendrzést
hasznaltam. A kereszt-ellenérzés eredményeinek felhasznalasaval kimutathato
volt, hogy a DPPH és ACL modszerek nem kiilonboztek egymastol
szignifikansan.

A meggy adatkészletet vizsgalva a TPC eredményezte a legkisebb
SRD értéket, igy ebben az esetben ez a mdodszer képes a tobbi vizsgalt modszer
kivaltasara. Az ACW modszer viszont kiviil helyezkedtek az elfogadhato
tartomanyon, mig az ACL hatareset. A FRAP és TEAC modszerek ugyanazon
SRD értékeket adtak, és a validalas soran kapott értékek medianjai Sign és
Wilcoxon probalval vizsgalva sem térnek el szignfikdnsan a két modszer esetén.

Az Aaltalanositott par-korrelacios modszer segitségével (GPCM) az
eredmények rendkiviil hasonloak lettek az SRD soran kapottakhoz, viszont igy a
GPCM technikdaval a DPPH és ACL modszerek kozott az elsé adatkészlet
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esetén, mig a FRAP valamint TEAC moédszerek kozott a masodik adatkészlet
esetén kiilonbséget tudtam tenni.

4.5 Regresszios modellek elorejelzé képességét meghatarozé paraméterek
osszehasonlitasa

A munkam soran egyfajta kitekintésképpen, két olyan adatkészletet
hasznaltam fel a becslés josagara vonatkozo paraméterek Osszehasonlitasara,
amelyek bar a gyogyszerkémia teriiltérél szarmaznak, de sokkal szélesebb kort,
nagyobb mennyiségli paraméter szamolasat tették lehetévé. A két vizsgalt
adatkészlet egyike kiillonb6z6 benzol szarmazékok toxicitas értékeit tartalmazta
fiiggetlen (Y) valtozoként, mig a masik N-szubsztitualt maleimidek inhibitor
aktivitas értékeit (ICso0). A kiértékelésekhez tobbvaltozos linedris regressziot
(MLR) hasznaltam. A kapott modellek teljesitményparamétereit SRD
modszerrel rangsoroltam, és hasonlitottam Ossze. Az elsdé adatkészlet esetén 20
paraméter szerepelt az oszlopokban és 0sszesen hatvan modellt készitettem el
ekkor. A soratlagokat hasznaltam referenciaként, a kapott értékeket pedig
késobb hét részre osztott kereszt-ellendrzéssel validaltam.

Az 5. ébra a validalasi eredményeket szemlélteti egy doboz-bajusz éabra
segitségével.
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5. abra: A toxicitasi modellek SRD elemzése soran kapott eredmények doboz-
bajusz abraja.

Az SRD értékeket az Y tengelyen abrdzoltam a teljesitményparaméterek
fliggvényében. A vizszintes szaggatott vonal a véletlen szamok SRD értékeinek
eloszlasahoz tartozo 5 %-os hibahatart szemlélteti. A fiiggdleges vonalak a
paros Wilcoxon proba alapjan torténd szignifikans elkiiloniiléseket jeloli.

Az ébra alapjan néhany kiilsé validalasi paramétert leszamitva
(RMSEext, Q*F1, Q*F2, Q*F3) a tobbi paraméter, a véletlen szamok SRD
eloszlasahoz tartozo 5 %-os hiba hatar alatt van (Ho hipotézis: az adott paraméter
SRD értéke nem kiilonbozik szignifikansan a véletlen szamok SRD értékeitdl).

Ugyanezt a kiértékelést elvégeztem a masodik adatkészletre is, amely
eredményeképp nagyon hasonld rangsorhoz jutottam. A vizsgalt teljesitmény
paraméterek szdma ekkor 20 volt, és 70 modellt hasznaltam fel. Bar kissé eltérd
sorrendben, de ugyanazon paraméterek kaptak a legkisebb SRD értékeket.

Osszességében elmondhato, hogy a betanitd készletre vonatkozo, vagy
a kereszt-ellen6rzéssel (vagy a kereszt-ellenérzéssel egy elem kihagyasos
valtozataval) kapott paraméterek alkottak a leginkabb reprezentativ és leginkabb
konzisztens csoportot. A két adatkészletet figyelembe véve a leginkabb az
RMSECV, CCCe és Q%00 és MAE paraméterek ajénlhatok.
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V. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A doktori munkam soran a vevé-mikodtetd jelleggorbék (ROC gorbék)
alapelvét tovabbgondolva, tobbosztalyos (,,n-class”) ROC gorbéket hoztam létre,
melyek a kiillonbozé modszerek Osszehasonlitasara, értékelésére — beleértve a
hibabecslést is — valamint az osztadlyozdé képességiik 4abrazolasara,
megjelenitésére is kivaloan alkalmasak. Ezen gorbék segitségével energiaitalok
FT-NIR spektrumai alapjan tobbféle mintazatfelismerési (osztalyozasi) eljarast
hasonlitottam 0Ossze. A véletlen erd6 modszerével torténd osztalyozas
modellépitésére kétféle paraméteroptimalasi eljarast is kidolgoztam és sikeresen
alkalmaztam. Megallapitottam, hogy a vizsgalt adatkészleten a fejlesztett fak
moddszere képes a legjobb modellépitésre. A modszerhez sajat fejlesztésii
programot hasznaltam, amelynek programkodja a dolgozat mellékletében
megtalalhato.

2. A Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitOk vizsgalata soran harom regresszios
modellt is épitettem, melyek segitségével az étrendkiegészité mintdk FT-NIR
spektrumaibol gyorsan, és kelld pontossaggal, kornyezetkimélé modon
meghatarozhatd a Q10 koenzim koncentracidja. A modelleket belsé és kiilsd
validalasnak is alavetettem. A harom PLS regresszios modell segitségével
kivalthatok az id6- és koltségigényes, kevésbé kornyezetbarat HPLC eljarasok
is.

3. A Q10 koenzim étrendkiegésziték vizsgalata soran, a modellépitésekhez
tovabbfejlesztettem a szelektivitasi arany valtozokivalasztasi modszert, amely az
intervallum szelektivitds arany kiszamitasan alapul (iSR). Az igy kifejlesztett
valtozdszelekcids eljarast sikeresen alkalmaztam a modellépités soran.

4. Az energiaitalok vizsgalata soran a cukor és koffein tartalom meghatdrozasara
FT-NIR spektrumok felhasznalaséaval PLS regresszios modelleket dolgoztam ki.
A fejlesztett modellek mindkét komponensre nézve megfeleld pontossaggal és
robusztussaggal rendelkeznek. A modellek mindkét esetben belsd és kiilsé
validalason estek at, igy a tovabbiakban alkalmazhatok az eddigi idéigényes, és
kevésbé gazdasagos modszerek helyett az energiaitalok ~mennyiségi
meghatarozasara. Ezen kiviil megfeleld osztalyozasi képességgel rendelkezd
osztalyozasi modellt hoztam létre a taurinos, arginines €s normal (taurint és
arginint nem tartalmazo) mintak elkiilonitésére. Ez utdébbi modell a
mindségellendrzés, eredetazonositds vagy hamisitvanyok kisziirése soran
hasznalhato.

5. Az antioxidans kapacitasi modszerek vizsgalata és Osszehasonlitasa soran
megallapitottam, hogy az azonos kémiai hattérrel rendelkezé modszerek a PCA
és HCA eredmények alapjan sokkal hasonlobb (egységesebb) eredményt
mutatnak. Az ACW és ACL modszerek, mindkét adatkészlet vizsgalata soran,
jelentds eltérést mutatnak a tobbi modszerhez képest. Statisztikai szempontbol
leginkabb konzisztens modszernek a FRAP és TPC technikakat tartom, amelyek
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kivalthatjak a tobbi modszer alkalmazasat, amellyel igy sziikds idokeret esetén is
a legkisebb hibaval tudjuk megadni az antioxidans kapacitas értékeket.

6. A regresszios modellek teljesitményparamétereinek  széleskori
Osszehasonlitasa soran, jelentds eltérést tapasztaltam a legtobb kiils6 és belso
validalasbol szdrmazd paraméter kozott. A belsé validalashoz tartozo
paraméterek altalaban sokkal jobbnak (konzisztensnek) bizonyulnak. Ezek koziil
is kiemelten jonak tekintheték az RMSECV, CCCev és Q%Loo paraméterek. A
kiils6 validalasi paramétereknek a modellépitések soran tapasztalt nagy eltérései
viszont 1j informaciot hordozhatnak.
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VI. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A doktori munkam soran szamos példan keresztiil bemutattam az FT-
NIR kutatasokban és a kemometriaban rejlé, még maig is gyakran kiaknazatlan
lehetdségeket. Az elvégzett kisérleteimmel és elemzéseimmel torekedtem a
kemometriai tudoméanyag és az élelmiszertudomany teriiletén minél tobb
fejlesztést és ujitast 1étrehozni.

A Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitok piaca még a mai napig is
novekvében van, hiszen sokaig egyfajta ,.csodaszerként” kezelték ezt a
koenzimet. A manapsag kiélezett piaci versenyhelyzetben a kiilonb6z6 formaban
forgalomba hozott termékek mindségellendrzése kihangsulyozanddan, nem csak
a fogyasztok, de a gyartok érdeke is. Ebben a szegmensben az altalam
megalkotott kalibracios modellek tokéletesen ki tudjak valtani a kordbban
alkalmazott, id6 és vegyszerigényes HPLC-s technikat. A modellépitések soran
kifejlesztett valtozokivalasztasi technikdval pedig a kemometria vildgaban uj
lehetdséget nyjtok a korabban hasznalt valtozoszelektalasi 1épésekhez képest.
A modellépitések e része gyakran kulcsfontossagiinak bizonyul, ahogy ez a Q10
koenzim tartalmu étrendkiegészitok vizsgalatakor is bebizonyosodott szdmomra.
Mivel az iSR valtozdszelektalas megfeleld hatékonysagot mutatott — akarcsak a
masik két alkalmazott mddszer — igy batran javasolhaté a késébbi regresszios
modellek soran torténd alkalmazasa is.

Az energiaitalok teriiltén végzett kutatdsaim sordn szembesiiltem
azzal, hogy az energiaital kereskedelemben betdltott szerepe és fogyasztok nagy
szama miatt mekkora jelentOségre tett szert Magyarorszagon. Ahogy egy
évtizeddel ezeldtt hazdnkban még éppen csak néhany marka volt forgalomban,
ugy az utdbbi években mar ez a szam tobb, mint szdzra volt tehetd. Sajnalatos
moddon a legnagyobb fogyasztdi kore az energiaitaloknak mindmadig a fiatalok,
beleértve a 18 és sokszor 14 év alatti korosztalyt is. A rohamos fejlddésnek
indult energiaital piacon igy szintén fontos — mar csak a fogyasztoi kort
figyelembe véve is — a termékek mindségellendrzése, kiilonds tekintettel a két
legnagyobb egészségiigyi kockazattal jard Gsszetevére: a koffeinre és a cukorra.
A kutatdsaim soran mindkét komponensre nézve sikeriilt olyan regresszios
modelleket épitenem, amelyek gyors és kdrnyezetbarat modon percek alatt
képesek kelléen pontos mennyiségi meghatdrozasra. Ezek a modellek igy
ismételten kivalthatjak a teriileten gyakorta alkalmazott nagymiiszeres analitikai
eljarasokat. A vizsgalatok soran kozel szaz energiaitalt hasznaltam fel, igy a
magyarorszagi piacon taldlhaté energiaitalokra mindkét modell kelldképpen
optimaltnak tekinthetd. Az osztalyozas teriiletén pedig sikeriilt megalkotni egy
olyan modellt, amely megfelel6 elkiilonitést biztosit a taurinos, arginines és
normal mintdk kozott. Ez a modell az eredetazonositas és hamisitvanyok
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kiszlirése soran juthat nagy szerephez. Az energiaitalok spektrumainak
felhasznalasaval pedig kifejlesztettem és teszteltem a tobbosztalyos ROC gorbék
megjelenitést biztositva tudtam dsszehasonlitani tobbféle osztalyozasi modszert
is. Az ebbdl szarmazd eredmények kovetkeztetéseként érdemes sokszor a még
nem tulzottan elterjedt, Uj kemometriai modszereket is tesztelni, hiszen gyakran
a jol bevalt és tobb évtizedes multtal rendelkez6 moddszerek is csddot
mondhatnak. Esetemben a fejlesztett fak modszere (BT) tiint ki a tobbi
alkalmazott modszer koziil, igy ennek a technikanak az alkalmazasat feltétlentil
javaslom osztalyozasi feladatokra.

Az antioxidans kapacitas meghatarozasi technikék vilagaban is szamos
lehet6séggel talalkozhatunk, amelyek koziil nehéz eldonteni melyiket érdemes
valasztani a vizsgéalatainkhoz. Gyakran ajanlott lehetdség a minél tobbféle
technika hasznalata. A kutatdsom soran én azt a kérdést tettem fel, hogy melyik
moddszer tudna visszaadni leginkdbb a legkisebb hibdjui (konszenzusos)
értékeket, melyik az, amelyik kivalthatja a tobbit olyan esetekben, ha nincs elég
id6nk, vagy tul koltségesnek bizonyul tobb mérés elvégzése. A vizsgalatok soran
erre a célra legmegfeleldbbnek a FRAP és TPC modszerek bizonyultak. fgy e
két modszer hasznalata az elGbbiekben felvazolt esetekben erdsen ajanlott,
hiszen ezek a modszerek tudtak a két vizsgalt adatkészlet esetén a konszenzusos
eredményt legjobban visszaadni.

A regresszios modellépitések sordn allandd problémat okoz, a helyes
teljesitményparaméterek megfelelé figyelembe vétele, legyen sz6 FT-NIR
spektrumokrol vagy gyogyszerkémiai adatokrdl. A modellnek a kiilonb6zo
teljesitmény paraméterek alapjan torténd eltéré megitélése miatt nagyon fontos
kérdés, hogy melyiket érdemes hasznalni. Az altalam elvégzett szamitasok soran
bebizonyosodott, hogy bar a kiilonbdz6 kiilsé validalasi paraméterek fontos
plusz informaciét adhatnak a modellekr6l (és bizonyos esetekben
elengedhetetlen a kiilsé validalas megléte), a belsd validalashoz tartozo
RMSECV vagy éppen CCCcv értékek sokkal inkabb konzisztens modelleket
valogatnak ki. Az altalam elvégzett vizsgalatok igy azt tiikrozik, hogy a belsd
validalasra, kereszt-ellendrzésre €s annak eredményeire érdemes nagyobb
hangsulyt fektetni.
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