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1. Bevezetés

Napjainkban a gyogyszerkutatas és -fejlesztés seggmne fontosabba valik a minél
nagyobb hatékonysagu analitikai modszerek hasznalsindazonaltal egyre nagyobb
problémat jelentenek a gydégyszergyartok és a talgad szamara a hamisitott, illegalis
gyogyszerkészitmények fokozodé megjelenése a gyéqyscokon @Fként a fejbdd
orszagokban). Ezek a készitmények nem GMRadok kdzott készilnek, igy a nisegik
sem lehet biztositott. Tobb hianyossaga is leheh aarmékeknek. Nem tartalmaznak vagy
csak kevesebb hatdanyagot, vagy rossz adagolas toidiet tartalmaznak az ééitnal.
Szabalytalan gyartasi eljaras miatt lehet hatastala készitmény (rossz polimorf vagy rossz
segédanyagrendszer). Rosszabb esetben az eljéfidsnsérge anyag is kertilhet ezekbe a
szerekbe. A gyogyszerhamisitok tldozéseben isssggit nydjthat a mintak roncsolasmentes
vizsgalata.

Szilard gyogyszerformak esetén fontos informéci@zrezhetiink a termek fizikai és
bioldgiai tulajdonsagairél, ha ki tudjuk mutatnikéilonbo® 6sszetedk, koztik a minor
komponensek mennyiségét és térbeli eloszlatottsagészitményben. Kordbban bizonysagot
nyert, kutatdcsoportunk munkaja révén is, hogy an&aspektrometria az dgdbi célok
elérésére jol alkalmazhat6 ismert gydgyszeripantakion.

A gyodgyszerhamisitvanyok és illegalis szerek esstgblents kihivast jelent, hogy a
mintak vizsgalatakor azokrol sok esetben semmilgéarmaciéo nem all rendelkezésre. Ezért
az analitika feppdésének egyik Utja az informacio minél hatékonyhkinlyerése a mérések
soran kapott adathalmazokbol. Ezalatt azt értergy letg’ként a komponenseket azonositjuk
az ismeretlen (vagy illegélis) készitményekben. ddésrban becsuljuk (kissé durvan) a
komponensek koncentraciot. Végul technoldgiai gaetességeket is meg tudunk hatérozni.
Mindezen eredmények meghatarozasat a tabletta éséri{roncsolasmentesen) nélkul
valdsitjuk meg, tehat tovabbi vizsgalatokra is kilesak maradnak.

Hamis gyogyszerekben megfigyelhetiink éltpolimorfokat, nem vart komponenseket
szennyezeéseket. Ugyanigy iparjogvédelmi, szabadsm@mpontbdl is egyre sarkalatosabb
pontta valik a kilonbdz hatoanyagok polimorf moédosulatainak megkilonbésiest
kimutatasa, stabilitAsanak vizsgalata. Nemcsak vanki élettani hatasok eléréséhez és a
felszivodas biztositdsahoz szikséges a megfptdimorf mddosulat megtalalasa, hanem (;j
szabadalmi igényt is bejelenthet az, aki Uj, hadkb és kevesebb mellékhatast okoz6
polimorfot képes @allitani. A polimorfia kérdésének egyre ndvéKelenttsége szilkségessé
teszi az analitikai modszerek falesét, hogy a morfologiai valtozasok eérzékenyen
kovethebk legyenek nemcsak a feldolgozasra varé tiszta dngiigban, de a
késztermékekben is.

A Raman-térképezés altal a szilard gyégyszerforpihkvizsgalhatok. Egy felllet
elemzésekor az adott felliletnek rengeteg pontj&@szitink felvételt. Ez hatalmas
adathalmazt jelent, amelyet kezelni kell. Bblaz adatsokasagbol feldéritstatisztikai
modszerekkel misségi informaciok nyerhék ki. Foként olyan esetekben fontos e
modszerek hasznalata, amikor nem ismert Osszetdml ismeretlen szennyezéseket
tartalmazo) készitményekben kell a komponensekghatérozni.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A Raman-szoras jelensége és a Raman-mikrospektromiat kialakulasa

A rezgési spektrometria az anyagok rezgési enétgieneteit felhasznald
szerkezetvizsgalati modszerek 0sszessége. Ha affékyencidja megegyezik az atomok
kozotti rezgések frekvencigjaval, az adott rezgegelesztése révén az anyag elnyelheti a
rae$ fény energigjanak egy részét. Az anyagok azonbak egy részét nyelik el a rajukses
megfeleb frekvenciaju fénynek is — a tobbi részét visszikyeragy ateresztik. A harom
mennyiség aranya az anyagra jellénizlajdonsag, s igy beszélink abszorpcios, reftegs
transzmissziés szinké&pr A molekuldban az atomok allandé rémgpzgasban vannak
egyensulyi helyzetik kordl, amit Gn. normélrezgéprezental. A normalrezgés olyan
mozgasforma, amelynek sordn a molekula minden atoazionos fazisban és azonos
frekvenciaval (de nem feltétlenlil azonos amplittalpvezeg. A rezgési spektrumot alkoto
frekvenciak a molekulat felegiatomok tomegét, geometriai elrendémésébl és a kozottik
lévo kotések afsségéil fuggnek. A molekularezgések gerjesztésére alkalnfi@ny
frekvenciaja altalaban 4000-200 ¢rkdz6tti tartomanyba esik,

Az infravoros (IR) spektrometria elméletét és gyakorlatat Griffiths de Haseth
részletesen targyaljak kdnyviikben, igy ez a dolgaza nem tér Ki.

Egy anyag besugéarzdsakor az arrol viss#@derfény rugalmas Utk6zés esetében
ugyanolyan energiaval reflektalédik, mint amilyen basugérzott fény energidja. Ez a
Rayleigh-széras jelensége. A Raman-szoOrédas edimitétben a fotonok rugalmatlan
Utk6zésén alapul. Ekkor a visszavert féeny a bezogliekvencianal kisebb, vagy nagyobb
frekvenciaju fotonokat is tartalmaz.

A fotonok molekulakon tort@hrugalmatlan szorodasatoezor elméleti uton vezette le
Brillouin® és Smek&) majd néhany év mulva (1928-ban) Raman mutatkdsiirleti Gtor. A
kezdetben fellenddl kutatdsok a Raman-szoras kis hataskeresztmetsuate (kb. minden
10°-10° gerjeszs fotonra jut egy ,Raman foton”) azonban megrekedtgészen a lézerek
felfedezéséil®. Ekkor Uj lendiiletet vett a iszerfejlesztés, és 1974-ben mar az els
mikrospektrométer megépitésére is sor kifiiamely térképfelvételek készitését is lékiét
tette.

A Raman-szort fény kis intenzitasanak noveléséragy renergiaju monokromatikus
fényt hasznalnak. Ezt UV, lathatd vagy a kozelitdRomanyba éslézer adja. A Raman-
szOras intenzitasa a besugarzo fény hullamhossz@damedik hatvanyaval aranyos, ezért a
lathato tartomanyba ésfénnyel sokkal jobb jel/zaj viszony érlieél. Ez esetben viszont
jelentkezhet a fluoreszcencia jelensége. A fluareszia jelenségének kikliszobolésére
alkalmazhatunk az UV tartomanyban sugarzé lézerekedsetben azonban kiemelten fennall
a minta roncsolédasanak veszélye. Lathatd lézdéressegithet a hosszabb ideig toétén
besugarzas is. A fény detektalasahoz kezdetbemlédtnonsokszord detektort hasznaltak,
amellyel a spektrum felvétele tobb 6ras meér&d wktt igénybe. A felvételi id a CCD
detektorok kifejlesztésével masodperces nagysagvendsokkent. A rugalmasan szort, un.
Rayleigh-fotonokat elnyé| notch filternek nevezett féligatere$ztikrok alkalmazasaval a
jelatvitel megnovekedett és igy letwed valt nagyon gyenge, kis intenzitasu savok datéka
is. Az un. konfokalis rendszerek kialakitdsaval érbeli felbontas mikrométeres
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nagysagrenivé és a vizsgalt mintatérfogat ,vastagsaga”’, azazmaélységelesség
szabdlyozhatéva valt. (Diszperzidos késziulékeknéhélységélesség novelésével gyakran
jelen®s fluoreszcencia cstkkenés is eléshet

A Raman spektrometria kivalasztasi szabalyai edéraz infravorés spektrometria
kivalasztasi szabdlyaitél. Utobbi esetben a mokeklipélusmomentumanak kell megvaltozni
a rezgési atmenet soran, mig Raman-széras esptarzalhatdsagi tenzornak. igy az IR és
a Raman spektrum tehat egymast kélcséndsen kiggjésirmaciotartalmat hord8z

A Raman spektrometria nagyéele, hogy a spektrum felvételéhegakorlatilag
semmiféle mintaékészitést nem igényel

A Raman spektrometriavantitativalkalmazasanak alapja a kévetkezyenlet

3 «(, —u)
= g’ hLLTl-(eV?hv'kVT)) = CARSL ) IECER
ahol ¢ a fénysebessédy a Planck-féle allandd, a besugarzas intenzitadd,a fotonnal
Utk6z6 molekuldk szamaya molekula rezgeési frekvenciaja (Hzypa besugarzo lézer
frekvencigja (Hz)u a rezg atomok redukalt témegé, a Boltzmann-allanddl az abszolut
hémérseéklet,a, a polarizélhatésagi tenzor izotrép tagjanak nypmaa polarizélhatésagi
tenzor anizotrop tagjanak masodik invariansa.

Az egyenlet szerint a Raman szoras intenzitdsayaesaazon molekulak szamaval,
amelyek a besugarzas &ltal érintett mintatérfogatbelyezkednek el. EBb kdvetkezik
tovabba, hogy a Raman intenzitas aranyos a fomtenzitasaval, tehat az érzékenység
novelhed nagyobb teljesitmériy lézer alkalmazasaval. Ennek hatart szab a minta
hotiréképessége: nagy lézerteljesitmeny alkalmazasakaonta degradalédhat.

A Raman-spektrumokra jelleiza linearis szuperpozicid, tehat az 6sszegspek&rum
keveréket alkot6 komponensek az egyedi Raman-spe&l sulyozott atlagaként tédik
Ossze. Ez az dllitas azért igaz j6 kozelitéssatt amRaman-fotonok alacsony szamuk miatt a
gerjeszd fény fotonaival csekély eséllyel Iépnek kdlcsodksag.

2.2.A kémiai térképezés és alkalmazasa ismert komponegiset tartalmazé tablettak
vizsgalatara

A kémiai térképezeés alapja, hogy a spektrométera ésikroszkopot 6sszekapcsolva
olyan technikat hasznalunk, amely &ltal a vizsgaitagrol nemcsak spektralis, hanem térbeli
informaciokhoz jutunk. A ,kémiai térképezés” fogdatrel$sorban a rezgési (infravoros vagy
Raman-) spektroszkopian alapulé képalkotdsra hfskndA kapott térképekben Iév
adathalmaz struktiraja egy hiperspektralis adatkoeht képzelhét el®. A felvétel
fényképszdren (teljes fellleti képalkotas — global imagindgtite — ahogy én is dolgoztam —
pontonkénti térképezéssel (point mapping) is merpidiatd. A kocka alapjanak élei X és'Y,
amelyek azon pontok térbeli koordinatait mutatjakjelyeken mérés tértént a mozgathato
targyasztal segitségével. Az i-edik X és a j-edin&rési pontpar kivalasztasaval a harmadik
dimenziot alkotd. hullamszam-értékekhez tartozo intenzitasértekedbgt a ponthoz tartozé
(MIR, NIR vagy Raman) spektrumot lathatjuk. Mig eggott (k-adik) hullamszami)
kivalasztdsaval az adott hullamszamon mért intéseitékeinek abrajat tekinthetjik meg a



hely figgvényében, a teljes vizsgalt felileten. ZA%z. abran lathatd, hogyan all 6ssze egy
ilyen 3 dimenziés adathalmaz.

A kémiai térképezeés a rezgési spektrometria eggklihamikusabban félo terilete.
A tudomény és az ipar egyre tobb terlleten fededti Kedve#d tulajdonségait és
alkalmazasanak @hyeit (példaul az élelmiszeripar terlletén is vtk mar (csokoladé)
mintdkat Raman térképezésdel Ezeknek a technikdknak a fajése a
gyogyszerkészitmény-technoldgiaban is toretlen. 6xeknultban megjelent kézlemények
tobb alkalmazasi lehétéget is ismertetnek ezen a teriilefetf. Azért kerill eftérbe e
technika egyre inkabb az utébbibimen, mert a hagyomanyos régggelledzéshez hasznalt
HPLC-MS csatolt technika roncsolasos, draga, msuk ebkészitést igényel s nem ad
informaciot a komponensek eloszlasardl (azaz aitkeény bel§ szerkezetéi) .
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2.1.abra: A kémiai térképek szerkezete

Mindezekkel ellentétben szilard fazisban toétékémiai térképezéses vizsgalattal
lehetivé valik informéacidk kinyerése tdbbek kozott az esjpsszetdésk homogenitasardt™
a részecskemérétr®, illetve a Raman-savok élességének koszdenea hatéanyag (vagy
éppen a segédanyagok) polimorfidjdtovagy izomerkeverék eltér kristalyformainak
eloszlasardf. Kvantitativ informaciot is kaphatunk a tabletiamegfeleb kalibraciés mintak
€s regresszios elemzés alkalmazasaval.

Egy kivalasztotth hulldmszamnal lathaté térkép méar informativ lebgy bizonyos
komponens térbeli elhelyezkedésére nézve, amemgibadott sav arra az egy komponensre
jellemzs, azaz és jol elkilonil a szomszédos savoktol, bio&da csucsterllet (magassag)
egyenesen aranyosan valtozik a koncentraciovab@snarad a csucs alakja). (Masképp
fogalmazva, ha megvalosul a Lambert-Beer torvéAynennyiben a fenti feltételek nem,
vagy csak részben teljestinek, alkalmazhatunk olgébvaltozés (etgendi) kalibracios
modszereket, mint példaul a klasszikus legkisebdyzeiek (Classical Least Squares, CLS
18y vagy a részleges legkisebb négyzetek médszarégPLeast Squares, PL% Ennek az
alkalmazasa NIR-térképezés példajan hatdbanyag-hérdendszerre, illetve hétkomponéns
tablettara (ekkor 3 faktorral dolgoztak a minor kmmnensek elhanyagolasa miatt) egyarant
megtalalhaté a szakirodalomBanHamis Heptodin tablettakban a j6 eredményeketakap
hatbanyag mennyiségének becsléSéreés odtkomponettis tabletta Osszetételének
vizsgalatard. Vizsgaltak a kutatok nulladretidcstcsintegrallal aranyos) ésdbndi (CLS)
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kalibraciot —avicel/paracetamol eléér aranyd porkeverék és haromkomporiens
segédanyagkeverék ATR-FTIR térképeséskapott adatainak esetébenl rendszerén. Ugy
talaltak, hogy a névleges koncentracio6 értékekebdszerek jol visszaadt&k

2.3.Felderité statisztikai modszerek komponensek tiszta spektruainak becslésére
gyogyszeripari mintakon

A kémiai térképek nagyszamu adatbdl allé6 halmaprezentalnak. Ebben rejlik az
informacio, amelyet matematikai, feldéritatisztikai modszerek segitségével lehet kinyerni
Mar a 20. szazad édfelében alkalmaztak egyéb tudomanyterileteken ggtichometria)
effajta eljardsokat, de az analitika és fizikai k&rsak a 1960-as évek végén, illetve 1970-es
évek elejéen kezdte felfedezni a sokvéltozés adatsdsben (Un. kemometridban) éejl
lehetiségeket?

A kemometriai médszerek alapgen két részre bonthatok. Az egyik csoportot alkotd
(az 2.3. fejezetben megismert) mdédszerek a tisiztagyéb ismert referencia-spektrumokra
hagyatkoznak és azokkal modellezik a mintakat.

A masik csoportot a referencia-spektrum nélkil defgmodszerek kore teszi ki. Ezek a
modszerek kvalitativ informaciok felderitésére atkasak olyan esetekben is, amikor nem all
rendelkezésre semmilyerbeetes informacid a vizsgalt mintakrol. Aikbdeési elviket illetve
matematikajukat a fliggelékben (7.2. fejezet) fagtatki.

Ez a csoport tovabb bonthat6é a mechanizmusuk $zekin egyik legrégebb 6ta
alkalmazott faktoranalizisen alapulé modszebkomponens-elemzés (principal component
analysis, PCA*?°). Geladi az 6sszefoglalé kézleményében kiilon legy példaval erre az
alkalmazasr®. Foskomponens-analizis és PLS segitségével sikeriltarbl kutatéknak
tablettdk rezgési spektroszkopiaval toétévizsgalatakor a hamisitvanyokat megtaf&lni
Ugyanigy Puchert és tarsai hamisitott gyogyszemekissaganak megallapitasara végeztek
vizsgalatokat kozeli infravords spektroszkopia émiai térképezés segitségéleEgy belga
kutatocsoport Raman-térképezés segitségével ésfBlBdsznalasaval vizsgélatak Viafra
hamisitvanyoka&f. Egy masik munkéajukban a PCA mar nem volt hatéRdiagra® és Ciali§
hamisitvanyok és utanzatok megkulonbdztetésér&, B8 modellezéssel tudtak a tablettak
kozott kilonbséget tenli Widjaja és tarsa egy masik faktoranalizisen déamobdszert, az
un. BTEM-et (band-target entrophy minimalizatiorikadmaztak sikerrel kis mennyisgg
magnézium-sztearat kimutatasira

Léteznek olyan jelfeldolgoz6 médszerek is, melyldalenazasakor a mért adatsort nem
kell egy masik altérbe vetiteni, és a szamitdsokrsovégig fizikai értelemben is
interpretalhatéak maradnak a spektrumok. llyengéld komponensek legkevésbé atlapold
savjait megtalalé onmodellézkeverékelemzés (simple-to-use interactive selfeting
mixture analysis, réviden: SIMPLISMA vagy SMMZ) Francia kutaték hasznaltak élom és
cink szennye# porok Raman-mikrospektrometrias vizsgalatdkat

Az eldbbi modszerek altal adott eredményeket pontosétkaif iteracids eljarasok, mint
az tébbvaltozos gorbefelbontas - alternald leghisabgyzetek modszere (réviden MCR-
ALS**) Ezt tdbbszor alkalmaztak gydgyszeripari mintakmae>3 és NIR'383%érképének
elemzésére, de hasznaltdk folydban talalhaté pideki azonositasara “fs Ezzel a
médszerrel NIR térképeken hatbéanyag eloszlasarsgaitak a kinyert spektrumok alapfan
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Az MCR-ALS-hez hasonlé elvenitkodik az Gn. a pozitiv matrix faktorizalas (PME}E Az
eldz6 mddszereket tobb tanulmany is taglalja kilorbkendszereken dsszehasonlftva**

A hiperspektralis térben a mérési adatok legkigébiogati sokszégbe (Gn. simplexbe)
tortérd ,zarasan” alapszik az MVSA (minimum volume simplamalysis}® és ennek egy
tovabbfejlesztett valtozata, a SISAL (simplex idérdtion via split augmented
Lagrangian}®, amely az &izénél gyorsabb és nagyobb adathalmazt képes feldulgoz
Lope$’ ezt az Ujonnan kifejlesztett moédszert az MCR-AeB\eti 8ssze kozeli infravoros
spektroszkopiaval hamisitvanyokon mért adatokon. #anulmanyukban levont
kovetkeztetéseket azonban komoly elméleti hibakelde, melyre Rajko hivta fel a figyelmet
egy nemrég megjelent kdzleményétien

A fejezetben ismertetett tanulmanyok alapjan l&thatogy igen sok kilénbéz
matematikai eljards alkalmas a Raman-térképek Iipdddsara és az alkotéelemek
spektrumainak becslésére. Az e témaban megjelerierkények jeleris része azonban
egyszerre egy (vagy kevés) modszerre dsszpon@gakorlati szempontbdl jelefd kérdés,
hogy melyik adatfeldolgozasi médszert érdemes z&dasegy ismeretlen komponenseket (is)
akar homogén eloszlasban tartalmazo6 készitmeény Rédrieépezeéses vizsgalata eseten.

Tovabbi fontos gyakorlati probléma a polimorf szggwesek megjelenése a
hatdanyagban: a szakirodalomban azonban nem tadahan kdzlemény, amelyben nagyon
hasonlé (egymassal ésen korrelald) spektrumokat probaltak volna elhNAkas ezekkel a
modszerekkel. Ezért munkdmban egyazon gyogyszenmg kilonbo& polimorf
modosulataibdl készllt keverékeken vizsgéltam, hogyhatéan melyik modszer a
legalkalmasabb a szennyezések azonositaséara.

Emellett kémiailag (igy spektralisan) hasonlé seggdgok keverékeit késziilt
Raman-térképeken is alkalmaztam az egyes algoritkaiis hogy megallapitsam, milyen
hatéekonysaggal derittidt fel a kisebb kulonbségek a tdbbféle hasonld samudabjot
tartalmazo készitményekben.

2.4.A gyogyszerhatéanyagok polimorfidja; polimorfok és amorf-kristdlyos hanyad
vizsgélata szilardfazisu analitikai médszerekkel

Definicio szerint a polimorfia az anyagok azon lsggge, hogy kilénbézszerkezdi
kristalyos fazisokat alakitsanak ki — ezelp@imorf médosulatokVegyiletnek olddszerrel
szilard fazisban keépezett kulonkdozrendezettsdg adduktjait szolvatoknak (korabbi
elnevezéssel pszeudopolimorfoknak) nevezzik. (Headinalt oldoszer viz, hidratokrol
beszélink.) Végul a ,deszolvatalt szolvatok” elnmdst kaptdk az olyan mddosulatok,
amelyek a szolvatokbol keletkeznek a koordinaltésibr elvonasa révén, mikdzben
megtartjak a szolvat kristalyszerkez&tét

A polimorfia tagabb értelfndefiniciojaba beletartoznak az amorf formak isebmk a
valodi polimorfokkal ellentétben nem kristalyosakzaz szerkezetikre hossza tavu
rendezettség (periodikusan isndétl elemi cella) nem jellendz révid tavl rendezettséget
azonban mégis mutathatnak, amely a szomszédo&el@piek kapcsolatara jellehzAz
amorf forma rendszerint kémiailag is kevésbé st@slhigroszkoposabb), mint a kristalyos
modosulatok.
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A hatéanyagok polimorfiaja egyre noveékyelentséggel bir a gyogyszeriparban. A
gyoégyszerek altalaban szilard formaban keriilnek aciemsek szervezetébe. A
gyogyszerkészitményekben, mint a hatéanyagot kévéilvnatrixban a gyartds kbzben és
utdn valtozasok mehetnek végbe, igy a tarolds kbomb@dosulhatnak a termékek bioldgiai
tulajdonsagai. Fontos tehat annak a vizsgalatay hogly polimorfok stabilabbak és
aranyokat tudjunk mondani, illetve az is, hogy aztérmékekben is mar kis mértiek
polimorfszennyezéseket ki lehessen mutatni. A n&bgagi szabalyok alapjan egyazon
hatoanyag eltér polimorf moddosulatait szabadalmilag védetté lebatni (mely nem
kevesebb, mint 20 év oltalmat jelent). Emellettt@tégiai szempontot is figyelembe kell
venni, hogy egy létézmolekula Gj polimorf médosulatat megtalalni soksegyszeiibb és
olcsobb, mint teljesen Uj molekulat fejleszteni.gié@rzékenység vizsgalatok szikségesek
azonban annak eldontésére, hogy az Uj, megtaldingd modosulat nem alakul-e at
id6kdzben egy mar szabadalmilag védett, stabilabb sddtta.

A polimorfok vizsgalata tobb szilardfazisi analiik médszetf segitségével is
megvalosithato.

Rontgen-pordiffrakci6 (XRPD) A rontgen-pordiffrakcios vizsgalat soran egy
polikristalyos porminta diffrakcios felvételét kdsiz el. A diffrakcios képen megjelén
intenzitasok karakterisztikus diffrakcidos szogekhiztoznak, ezek pedig egyérteiem
jellemzoek az adott szilard fazisra. A diffrakciés képengjeker vonalak helye és azok
intenzitdsai a polimorf modosulatok egyértélmimegkilonboztetését teszik letwd, a
vonalak hidnya pedig amorf szerkezetre utal. Saktbes alkalmazzak ezt az eljarast. Az
egyik tanulmany két polimorf vizsgalata esetén kiélési korlatot is meghataroz 2% kil

Termoanalitika: A termogravimetria (TG) a minta témegcsokkenésédjfierencialis
pasztazé kalorimetria (DSC) pedig a ofdlvételét/tbleadasat adja meg adott
homeérsékletprogram megvaldsitasa kozben. A szolvarokositasara, illetve jellemzésére a
TG és a DSC egyitt hasznalatos. A DSC alkalmasdébia Uvegesedésiomeérseklet
megéallapitasara, valaminélmatassal jar6 masodranthzisatalakulasok kovetésére.

Japan kutatok javasoltdk az egyik tanulmanyuRbam HPLC és a DSC kozos
értékelését ugy, hogy a teljes hatéanyag-mennyagégbbbi technikaval, mig a kristélyos
hanyad az utobbival lett meghatarozva.

Szilard fazisi NMR (ss-NMRA modszer az utdbbi évtizedben valt a polimorfiai
vizsgalatok integrans részévé. @erban @°C-, a'>N- és a>’P-NMR alkalmazhaté a szerves
anyagok korében. Az NMR készilékekben a magnegsbe téelyezett mintat magneses
impulzusok sorozataval gerjesztjuk kulonféle putzekvencidakkal (PFT-NMR), majd a
vevitekercsben a jel szabad lecsengését mérjik, é$amter-transzformalva kapjuk a
spektrumot. A mdodszer d@lye, hogy nem csupan megkilénboztetni képes azsquplanorf
médosulatokat, hanem kdzvetlen szerkezeti inforéieil is szolgaf® >

Rezgési spektrometr#R, Ramarr). A rezgési spektrometria jeldist teriiletet foglal el
a polimorfia kutatdsaban, melynek alagvebka, hogy a rezgési spektrum mintegy
ujjlenyomatszeien képes megjeleniteni a molekula teljes rezgésérrendszerét. Minden
valtozas, ami a molekula konformacidjat, vagy a ekolak egymashoz viszonyitott
eltolodasaban, vagy az intenzitdsok jedentnédosulasaban, vagy csupan abban, hogy a
savok konturja lathatéan deformdlodik. Technolégeémpontbol kilonds jeleigedi tény,
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hogy sok esetben az amorf forma is rendelkezilefjeth spektrumrészlettel A rezgési
spektrometria egy igen Ujsteképvisebje a Terahertz spektromettia amelynél a tavoli
infravoros tartomanyban gerjesztett kristalyrezgddgmondottan j6l vizsgalhatdék. Az egyes
polimorf médosulatok kozott nagyobbak a spektrédisgonbségek, mint a tébbi modszer
esetében. (Hatranya azonban, hogy mikroszképptdleaacsak igen rossz laterdlis felbontas
érhet el vele.) Karabas és tar¥aRisperidon tabletta példajan mutatta be a kiiloéboz
hatoanyag-polimorfok azonositasat. Nagyon kis meségy hatéanyagot tartalmazo tabletta
esetén mar bizonytalan volt (kis csucsintenzitégtinaz azonositas.

A Raman-mikrospektrometrias vizsgalatok irant egyo&ozodik az igény, annak
érdekében hogy segitségikkel a polimorfok atalaé@l&ovetni és befolyasolni tudjak.
Gamberini és tarsai Raman-mikroszképiaval vizsgadtdamoxiferi® és chloramphenict!
nevi hatéanyagok atalakulasatitiett targyasztal segitségével. Megkulonboztették tobb
modosulatukat, illetve felderitették egymasba didwk és stabilitasuk kdrtlményeit.
(Ugyanilyen modszerrel — de kisebb lateralis fethegsal - alkalmazhaté az IR-
mikrospektrometria f8.) Meg kell jegyezni, hogy ezekben a vizsgalatokban
mikrospektrométerrel manualisan kivalasztott pob&sk mértek spektrumokat, és nem
veégeztek kémiai térképezést.

Clark és tarsai szamos példaban mutatjadk be a Raénképezés alkalmazhatdsagat
kilonbdz polimorf modosulatok detektalas&ta Két példaban ismertetik polimorf
szennyezeések lokalizalasat kémiailag tiszta hatigwkban. Ezen talméen tablettazas étti
porkeverékekben is vizualizaltak kilonioznodosulata hatéanyagok térbeli eloszlasat.
Kdnyvilkben bemutatjak, hogy Raman térképezésseaidthébk a kristalymodosulatot éridit
a technoldgiai lépések (pl. extrizié vagy bevorsasan bekodvetkézvaltozasok.

Tobb kozlemeény szefr is beszamoltak arrdl, hogy kis mennyigédatdoanyag-
polimorfszennyezést mutattak ki tablettakif$i Mivel a kilénbds modosulatok spektruma
alig tért el egymastol, tovabbfejlesztett klaszzése eljarasokat hasznaltak a hatéanyag
szemcséinek minél pontosabb elkulonitésére a térkéRaman-mikroszképia és atondier
mikroszképia egyiittes alkalmazésara is talalhatdaPté ahol a szefik allitasa szerint a két
modszer j6l kiegésziti egymast amorf anyagok fakszék vizsgalataban. E kdzleményben az
is bemutatasra kerilt, hogy a térképezés nemcsélsainen, hanem a minta mélyebb
rétegeiben is megvaldsithatd, tovabbi hasznosnmdoiot nyujtva.

Egy kutatocsoport transzmisszids zemmodu Foudgiszformacios infravorés (FTIR)
térképezés alkalmazasat mutatta be szabalyozaitnkények kozotti polimorfia-valtozasok
nyomonkdvetéséfd®® A médszerrel szinte valésdben kévethet nifedipine atalakulasafa
modosulatabol azn médosulatba 38 °Cdmérséklet és 80% relativ paratartalom mellett.
Nifedipine és nitrendipine hatéanyagokbdl készilth forméju keverékeket is vizsgaltak (40
°C homérséklet, 90% relativ paratartalom mellett).

Carvalho és tarsai egy megjelenés alatt all6 koetgrilkben bemutatjdk, hogy a
fentiekhez hasonlé modon a NIR-kémiai térképezéalkialmas polimorfok eloszlasanak és
mennyiségének becsléséfe.

A gyodgyszertechnologiai szempontbol kedvégyorsabb kioldodas, jobb felszivodas)
amorf moédosulatok egyre nagyobb figyelmet kapnaly@gyszeriparban. Nagy jelésedi
lenne az amorf hatéanyagok kezdeti kristalyosoddsanizsgalatara alkalmas modsZer
hogy abbdl az anyag hosszabb tavu stabilitasaessein kovetkeztetni. Egy ilyen nyomnyi
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kristalyossagot tartalmazo6 amorf hatéanyagot vit&gman-térképezéssel egy kdzelmaltban
publikalt kozleményben Widjaja és csopditja A felvett térképbBl egy speciélis,
faktoranalizisen alapul6 kemometriai modszerrelEBTalgoritmus — Band Target Enthropy
Minimization) becsulték meg az amorf és a kristalyatéanyag spektrumat. A spektrumok
jol korrelaltak a referencidkkal, ezért alkalmasneiték arra, hogy kimutathatd legyen a
kristalyossag mar a kristalyosodas alacsony fokan.

A szakirodalomban nem taldltam olyan részletes rynknelyben a Raman-
térképezésen alapuld kemometriai modszerek 6ssaditdsvizsgalatat valositottak volna
meg gyogyszeripari mintakon. Ezért dolgozatombatérék az ismert komponenseket
tartalmaz6 készitmények bemutatdsan kival a kualghlfélderity statisztikai modszerek
O0sszehasonlitdsara, melyeket ismeretlen OssZetébahtakra alkalmaztam. Ezeknek a
modszereknek a hatékonysdgat még nem elemeztéklezgyeizleményben sem, ezért
fontosnak tartottam, hogy olyan anyagokon teszteljenelyek prébara teszik az egyes
algoritmusok alkalmazhatésagat. Illyen sarokpontelkeinek a kilénb@z technolégiaval
készult ismeretlen tablettdk jellemzése vagy nagydmasonldo  spektrumok
(hatéanyagpolimorfok vagy hasonlo szerkézstgédanyagok) elvalasztasa egymastol.
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3. Felhasznalt anyagok és modszerek

3.1. A kisérletek soran felhasznalt anyagok és mintagkészitési modszerek
3.1.1.Két tabletta technologiai jellemzése a Raman-térkégzeés alapjan

Az iparjogvédelmi szempontok miatt meg nem nevezgit és ,B” jelekkel jelolt
tablettakat eltér forrasbol szereztiink be céllal, hogy azokat Osssmtlitsuk a Raman-
mikrospektrometria felhasznalaséval. A két tablkttalil az egyik az originator terméke volt,
mig a masik egy magas s#intamisitvanynak tekinhettiik. A tablettdk 6t kompusisl
alltak; tartalmaztak hatdéanyagot, hidroxi-propiltthecellulézt (hipromellozt), laktoz-
monohidratot, magnézium-sztearatot €s karboxireliiléz (kroszkarmellz)-Ca sot.

3.1.2.Modelltabletta a vizsgalatok és kemometriai modszek ellensrzésére

A vizsgalatokhoz modelltablettaként egy kereskedblken kaphat6
gyogyszerkészitményt valasztottunk, melyet ipargoigimi okok miatt a tovabbiakban ,T”
befivel jeldlink. A modelltabletta Osszetételét tekentva hatdbanyag mellett lakt6z-
monohidratot, kukoricakeméngft és magnézium-sztearatot tartalmazott. Ezekneleresta
csak az ellefrzés és 6sszehasonlitas céljabol volt sziikséges.

3.1.3.Eltéré gyartasi technoldgiaval készitett modelltablettakizsgalata homogén
eloszlasu komponenssel

A modelltablettak azonos 0Osszetétellel készlltekrtalmaztak 10% hatéanyagot,
tovabba étomegben 76% mikrokristalyos cellulézt, majd toviabb% kukoricakeménydt,
3% hidroxipropil-metilcellul6zt és 1% magnéziumesatatot. Ezek a szézalékok
tomegaranyokban értetkl

A harom elté$ gyartasi technologiat a tabletta nevében 'D’, 'HS''F’ roviditésekkel
jeleztem. A 'D’ jelzéf tablettat granulalasi lépés nélkil kozvetletlespiéssel _{dect
compaction) készitették. A 'HS’ tabletta komponénaepréselést megietéen drvéenyaramu
granulalassal _fgh-shear granulation) aggregaltak granulatumszemcsékpe eballitva a
hatéanyag homogén eloszlasat. Az 'F’ tabletta esatgranulalasi folyamat egy fluidizaciés
granulélasbdl (tidized bed granulation) allt, amely szintén adlatyagnak kdzel homogén
eloszlaséat eredményezte.

3.1.4.Hatbéanyagpolimorfok Raman—spektrumainak becslése keometriai modszerek
segitségével
3.1.4.1.Harom komponerniskeverék vizsgalata

A gyodgyszerhatdanyag-polimorfok vizsgalata soramaavedilol (nemszelektiv béta
blokkold hatasu szivgydgyszer) harom médosulatéziétam. Ezek a carvedilol 1., cavedilol
B és carvedilol Ill. elnevezést kaptdk. Mindegyikodonsulatot porraérolt formaban
hasznaltam fel.
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3.1.4.2. Amorf hatéanyag kristalyosodasanak kimutatasa

D hatéanyag amorf formaja porlasztva szaritasgdltkeloallitasra. A mintakat lezart
dobozokban tartottuk, s az amorf allapot ésiégének megzése érdekében a dobozokat
mélyhitve taroltuk.

3.1.5.Hasonl6 kémiai szerkezdt segédanyagok tiszta Raman-spektrumainak becslése
kemometriai modszerekkel

A segédanyagkeverék-rendszerrel végzett vizsgalata etilcellulozt, hidroxipropil-
metilcellulozt és kukoricakeméngfthasznaltam fel.

A cellul6z B-D-glukopiran6z egységekbépul fel 1-4-es kotésekkel, ahogy az 3.1. abra
mutatja. A kemeénydben a-D-glikopirandz egységek kapcsolddnak dssze 1ibeEsekkel.
A kemeényibé egy része helikalis szerkezteamilozbdl és elagazo lancokbdl (a bizonyos
egységenként talalhato 1-6 kotések miatt) allo amektinkdl épul fel (3.2. abra).

n

3.1. abra: A médositott celluléz szerkezete DPasdA keményii szerkezete

A kemeényibé egy része helikalis szerkezeamilozbdl és elagazo lancokbdl (a bizonyos
egységenként taladlhaté 1-6 kotések miatt) allo apektinkdl épul fel (3.2. abra). A
szerkezeti hasonlosag miatt tartottam alkalmasrakisl az anyagokbol a modellkeverék
eléallitasat, hiszen a molekulszerkezgthdodoan e vegylletek Raman-spektrumai is nagyon
hasonlok.

3.1.6.Extrazioval és elekrosztatikus szalképzéssel késztlomogén hatéanyag-
segédanyag rendszerek bemutatasa

A mintak két komponenssel késziltek. Ezekben a ireddeen spironolakton volt a
hatéanyag, mig a segédanyag -amelyben a hatéaiysmiagtak- a Soluplfsnevet viselte,
amely egy polivinil-kaprolaktam—polivinil-acetat-gailénglikol tartalmu kopolimer (kb. 118
kDa). EzekBl 10 eés 20%-os hatdanyagtartalommal készitetettrugstumokat és
elektroszpinniggel készilt szalakat kaptam a mézsh

3.2. A kisérletek soran felhasznalt médszerek és berentesek

3.2.1.A berendezések adatai

Raman-mikrospektrométek Raman vizsgalatokat a Jobin Yvon cég altal tptrLabRam
tipusi Raman mikroszképon végeztem.

15



A gerjesztést haromféle lIézer sugarforrassal vaggih A munkam soran He-Ne lézert
nem hasznaltam, igy ennek az adatai nem kerllteldbdazatba. A hasznalt lézer
tulajdonsagait az alabbi tablazat ismerteti.

Frekvenciaketizott Nd-YAG lézer hasznalatakor rovid mérésiel is j6 jel-zaj viszony
érhet el. Eppen ezért minden mintabstor ezzel prébaltunk meg vizsgalni, a tobbire akko
tértink at, ha ezzel a gerjes4ézerrel végzett vizsgalat valamilyen akadalybedzidtt. A
leggyakrabban éfordulé problémaként a fluoreszcencia és a |ézérsabbevitt teljesitmény
altal okozott degradacié vagy atalakulas lépetafeizsgalt mintatérfogatban. A diddalézer
eléonydsen alkalmazhato nagy hatiefluoreszcens mintak vizsgélatara, és alkalmazasak

rendkivl ritkan fordul €l a minta megvaltozasa.

3.1. tAblazat: A gerjesitézerek adatai és a lézersugarak abimeefokuszpontban

D* D* D*
Hullamhossz | gpergia Teljfe3|,tmeny Lum] [um] [um] Makrolencse
a mintan 10x 50x% 100x
(Ag) [nm] (E) [eV] (10) [mW] NA NA NA [um]
0,25 0,7 0,9
Frekvencia-
kett6zott 532 2,33 15 2,553 0,912 0,704
Nd:YAG
~500
Dioda 785 1,58 19 3,768 1,346 1,04]

" alézersugar szamitott atrfer a fokuszpontban; az ,NA” rovidités a numerikpeddrat jelenti

A berendezésben a lézersugar egy medfeptikai tikor- és dmérendszeren keresztlil
egy (mikrométeres felbontast biztosité) Olympus BMTtipusu optikai mikroszkopba jut. A
sugar a mikroszkop cserélbebbjektiviein keresztul kerll a mintara. Négy objedt
hasznalhattam: 10x, hosszu fokusztavolsagu 50x08s hagyitasut, illetve egy 40 mm
fokusztavolsagu un. makrolencsét, amellyel egyszeagy mintafelszin vizsgalhat6. (Az
objektivek helyére egy mintatartd is felszerathetmelybe folyadékkivettat helyezhetiink
fluidumok vizsgélata esetén.)

A minta roncsolédasanak elkeriilésére a l|ézerférngnaitasa, igy a mintara &s
teljesitmény semleges isdkkel csokkenthét, amely az intenzitast 1/2 (D0.3), 1/4 (D0.6),
1/10 (D1), 1/100 (D2), 1/1000 (D3), 1/10000 (D4)-edszére csoOkkentik. Lathato
hullamhossz-tartomanyu lézer esetén a fényutbalaegpator is helyezhét

A mintan szérédd fotonokat szintén az emlitett kidjek gyGjtik O6ssze. A
frekvenciavaltozas nélkll visszaszort Rayleigh szd@gt a gerjesétfrekvencianak megfelé)
fényutba helyezett, un. ,notchisdk” tavolitjdk el. A készilék a mintardl sz6rodo jén
diffrakcios raccsal bontja fel. Kétféle spektrélislbontds alkalmazhaté, 1800 és 950
vonas/mm vonalgisédi raccsal. A szokasos bedllitasok mellett a speéktri@bontas
korilbelul 3 cni-
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A Raman-fotonokat 256x1024 pixeles CCD (Charge-Gmlpevice)etektorérzekeli.

A detektor beltésszama maximalt, mely felett a lpkeelittdnek, tehat ,kiolvasasig”
tovabbi fotonok detektalasara nem alkalmasak. (Epmzért okoz problémat a fluoreszcens
hattér jelenléte.) A Raman savok intenzitdsai aktspmokban a Raman eltolodas
fuggvényében, a detektorra érkefotonokkal aranyos egységekben (a. e., azaz bktua
egyseég”, angol kifejezéssel ,arbitrary unit”) kerék abrazolasra. A detektor emlitett
telitodésének az intenzitasskala 32 000-es értéke felgl m

Az ily modon oOsszedllitott berendezés alkalmas atanegy kivalasztott pontjaban
tortérd spektrumfelvételre, egy meghatarozott terilet @og szerinti feltérképezésére
(mapping) és mélységi felvétel készitésére is. kégezeést motorizalt targyasztal és egy
automatikusan fokuszaldé rendszer segiti (a minibfeél visszaszort fény intenzitasa
alapjan). Az utdbbiban az objektivek — és igy auf@pont — mozgataséat piezo-kristaly végzi.
Az autofokusz mikrométerskalan — érdes felililetek program stiddrképzését is leh&té
teszi.

A Raman-mikroszkopokeérbeli felbontaat a Iézersugar fokuszpontjaban gerjésit
mintatérfogat hatarozza meg, amelyédlegesen az alkalmazott objektiviligg. A nagyitas
meértéke a lateralis (sikbeli) felbontasra, mig &pektiven athalado fénysugar térésszoge
(amelynek jellemzésére az objektiv numerikus apeidieke szolgal) a mélységi felbontasra
van hatdssal. Barmennyire is fokuszaljuk a mintaezersugarat, a fokusztol tavolodva nincs
éles intenzitdsesés. Ennek kovetkezménye, hogyufoépncsén athaladd Raman szoOras
nemcsak a fokuszsikban tevmintarél hordoz informaciot. A mélységélesség timsara
szolgéal az unkonfokalis elrendezdgalakitasa. A nem kivant mélységdlérkez sugarakat a
detektor edtt elhelyezett kis atméji Ilyuk (diafragmg sziri ki. Ehhez a racs éft a
fénysugarakat egy olyan gjyolencsén vezetik at, melynek gyujtopontja éppenadrajma
kozepére esik. igy az az elektromagneses hullanelyamem a kivant mélységben tev
(Iézersugarra méleges) sikbol érkezik, nem tud athaladni a lyukthat nem jut el a
detektorra. Az ilyen elrendezéslodi konfokalitas biztosit. (A mélységélesség javitasa a
CCD detektorok jeleinek jelintenzitds-alapu, elektkus s#résével is megoldhat6, azonban
sok esetben pontatlanabbul. Ezt alkalmazzagzaudo-konfokaliendszerekben.)

A spektrométert minden vizsgalat 6l szilicium egykristdly minta segitségével
kalibraltam mindegyik lézer esetén (amennyiben @attanapon ez korabban nem tértént
meg). A kalibradlas a kovetkéképpen tortént: a mikroszkdép objektivét sziliciuap |
fellletére fokuszaltam a minta optikai képe, majdnatara e§ lézerfolt optikai képe
segitségével, végil a valds itlegpektrumfelvétel opcidval fél masodpercenként 860"
k6zéppontu spektrumot vettem fel a szilicium lapBkézben folytattam a fokuszalést,
egészen addig, amig a Si egyetlen detektalhat@rsdijintenzitasa maximalissa nem valt.
Ezen — elvileg 520,5 crhnél jelentke# — savra Gauss-Lorentz-fiiggvényt illesztettem ezt
miikddtets szoftver leheivé teszi). Amennyiben a fliggvény maximuma nem 52675-nél
volt, az optikai racs ,Zero” értékét gy allitottadm, hogy ez a maximum az 520,5tm
hullamszamra essen. Ezutan az optikai racs aliggstt 850 crit-re allitottam (ugyanis a
Zero érték atallitasakor a racs relativ poziciogwaltozik), és tjabb spektrumot vettem fel a
sziliciumrol. Ujabb fuggvényillesztéssel elkgiztem a savmaximum helyét. Ezutan — ha
kellett — Ujra modositottam a Zero értéket. Ezzelitarativ megoldassal 2-3 Iépésben
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megtalalhaté az a megfedebeallitas, ahol a sziliciumrdl felvett spektrunvjagpontosan az
elméleti 520,5 ci hullAmszamon jelentkezik.

3.2.2.Mintael 6készitési modszerek és korilmények

3.2.2.1.Tablettak technologiai jellemzése a Raman-térképalapjan

A tablettakat toréssel elfeleztem, majd a torélsiziare 10x-es objektivvel fokuszalva
kb. 700um x 700um-es teriletet térképeztem fel jith-es lépéskdzzel. A spektrumfelvétel
idok az ,A” tabletta esetén 5x2 s, mig a ,B"-vel jaldiablettanal 6x2 s voltak. A
gerjesztéshez frekvenciakigttt Nd-YAG lézert (532 nm) hasznaltam. Minden &tv
Raman-spektrum a 324-1771 ¢ikozotti hullamszamtartomanyrdl késziilt.

Harom alkotokomponendr (hipromelloz, laktéz-monohidrat és magnézium-azde a
sajat korabbi vizsgalataink soran felépitett spekiOnyvtarunkban talaltunk
referenciaspektrumokat, mig a hatdbanyag és a kanoswtloz-Ca esetében a
gyogyszergyarbol kuldott tiszta anyagokrol késwtat spektrumot. Ezeket hasznaltuk a
modellezés soran.

3.2.2.2.Gyobgyszertabletta vizsgalata kemometriai modszelekk

A vizsgalat soran a tablettat kettétortem, majdoedi felllet 13Qum x 130um-es
teriletén 2um-es |épéskdzokkel térképfelvételt készitettem. féNileti érdesség okozta
fokuszalasi hibak kikiiszobolését automatikus fokigszrendszer segiti, mely minden
térképpont felvétele &t a mintafellletsl visszaszort fény intenzitdsa alapjan korrigggéen
esetben a minta lokdlis felUleti sikjara allitjdéaersugar fokuszat.) A felilet mindegyik
pontjardl 3 db 2 masodperces felvétel atlagolasiééseiilt a spektrum.

3.2.2.3.Eltérs gyartasi technoldgiaval készitett modelltablettédsgalata homogén
eloszlasu komponenssel

A Raman-térképezéshez a 785 nm-es didda |ézetfidsyhaltam. A 10x-es és a 100x-
0s objektivet hasznaltam a térképezés és a refaspe&trumok felvétele soran. A
spektrométer a 400-1630 cm-1-es hullamszamtartonvétie fel.

A tiszta 6sszetélk Raman-spektrumai 100x-0s nagyitas mellett, 1f@bvételi idovel
es 2 spektrum atlagolasaval késziltek.

A térképezésnél kis felbontaskor a 10x-es nagy#sdi0 um-es lépéskozt, mig nagy
felbontaskor a 100x-0s nagyitast és 2 um nagysqufskozt allitottam be. Az 6sszes
kisérletben az egyedi spektrumok felvétele 30>@ tsiitott (2 spektrum atalaga). Amikor a
10x-es objektivet hasznaltam, akkor a rendelkezZdkyédonek megfeldlen 28x28 ponttdl
33x33 pontig valtozott a térképezett tertlet. Ax3@3 objektivvel készilt térképek 60x60
pontbdl alltak.

3.2.2.4.Gyobgyszerpolimorfok Raman—spektrumainak becsléserketriai médszerek

segitsegével
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A referenciaspektrumok felvételéhez a megteleblimorfkristalyokat a targyasztalra
téve és a felszinre fokuszalva pontmérésekkelmdiea Raman-spektrumokat. A hatéanyag
polimorfainak Raman-spektrumait a jo jel-zaj visg@iérése érdekében a Nd-YAG lézerrel
vettem fel. A spektrumok a 238-1698 ¢mhullamszamtartomanyrol késziltek. A
kétkomponens és a haromkomponehgeveréket por form4jaban fizikailag homogenizélva
majd a targyasztalon spatulaval ellapitva térképez beallitott nagysagu teriiletet.

A haromkomponerisrendszert 10x-es nagyitas mellett térképeztenkt&maok 29x29
pontrél késziltek, amelyek egy 140t x 1400um-es (50um) fellleten helyezkedtek el. A
detektor minden pontbdl 5x1 s-igigiptte a fotonokat.

3.2.2.5.Amorf gyogyszerhatéanyag kristalyosodasanak kirassat

Az amorf és a kristalyos D hatbanyagrol egyaréietremcia—spektrumot vettem fel. A
spektrumrégzités Nd-YAG lézert és 10x-es nagyétkstimazva a 456-1881 cm-1
hullamszamtartomanyban tortént. Az amorf mintabsromeérsékleten (25°C-on) tartva
vizsgaltam a kristalyosodasat. Tobb alkalommalégek vettem fel egy 3600x36Q0én-es
nagysagu terileit 100 um-es lépéskozzel, 2x5 s felvételbiadl DO.3-as intenzitasgesvel.

3.2.2.6.Hasonlé kémiai szerkezZietegédanyagok tiszta Raman-spektrumainak becslése
kemometriai modszerekkel

El6szor az egyes anyagokat targylemezre helyeztendlus pontmeréseket vegeztem.
Meggyzédhettem arrél, hogy a mintdk Raman-spektruma nagpasonlo, tovabba
igazithattam a felvételi tiket a kéébbi térképezéshez. A kivalasztott segédanyagokbdl
megegyed tomegeket mértem be, és ezt az anyaghalmazt egysmécsarban
homogenizaltam. A keveréket a targylemezen ellapisttem fel arrél térképet. A 10x-es
objektivvel tortéh 31x31 pont mérése egyenként 60x1 s ideig ta®btium-nek bedllitott
lépéskdz egy 1500m x 1500um-es fellletrész pasztdzasat tette i@t

3.2.2.7 Extruzioval és elektrosztatikus szalképzéssel kdsriiogén hatéanyag-
segédanyag rendszerek bemutatasa

A kapott mintakbol tdmdritett sikfelliliettablettaformakba préseltem (Camilla OL95
présszerszam). Az extrudalt készitményekeiszr dorzsmocsarban ntedltem. Az
aluminium féliakra képzett nanoszalakat spatul@ydjtottem 6ssze, majd ezeket a szalakat
préseltem le. A préselt mintdkrél diddalézerrelg#Bn) 10x-es nagyitas mellett hin-es
lépéskozzel 25%25 pont térképezéset (20%-os fikigaerek esetén 31x31 pont) végezte el a
készulék. Egyetlen pont mérése 30x3 s-ig tartatekkel a paraméterekkel kb. 1x1 mm
nagysagu feltlett kaptam informaciot.
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4. Eredmények és értékelésuk

A munkam tobb kisérleti részre oszlott. &iént megvizsgaltam az 4ltalaban hasznalt
klasszikus legkisebb négyzetek moddszerével hogyatmet| tablettdk 0sszehasonlitdsat
elvégezni. Ezt kbvéen mar egy ismeretlen dsszetétglyogyszertabletta Raman-térkepeb
nyertem ki kvalitativ  informaciokat. = Szikségesnekartdttam, hogy eltér
gyartastechnologiaval készilt szintén ismeretlelet@akon is vizsgaljam a kilonb®z
kemometriai moédszereket. Erdekelt, hogy a nedveanulflassal éRllitott homogén
eloszlasu komponens kimutatasa okozhat-e kilénkeéga modszerek kozott. llyen
vizsgalatra az irodalomban nem talaltam példatovalbbiakban olyan anyagok keverékein
teszteltem a moddszerek hatékonysagat, amelyek ktrgpmik ebs hasonlésaga okan
megnehezithetik a tiszta spektrumaik meghatarazdséiyen spektrumai a
gyogyszerhatdanyagok polimorf médosulainak vanma&lyek meghatarozasa kulcskérdés
lehet technoldgiai szempontbdl, akar ismeretlerzikéenyekben is. Egy amorf hatéanyagbol
nyomnyi kristalyossagot is megprobaltam kimutaiémely segédanyagok is mutatnak ilyen
hasonlosagot, ezért kivalasztott poliszacharidokekékét is vizsgaltam. Két komponensnek
nemcsak a spektrumai, hanem a koncentracioi isskdnatnak egymassal. igy végiil olyan
hatbanyag rendszereket mutatok be, amelyekben Garhatg a segédanyaggal majdnem
teljesen homogén kolloid diszperziét képezve véanje

4.1.Két tabletta technoldgiai jellemzése Raman-térképé&s segitségével

A tablettéakat iparjogi szempontok miatt ,A” és ,Belzéssel azonositottam. Az
originadlis ,A” és hamisitott ,B” készitmények Osswsonlitasara a Raman-térképezést
hasznaltam. A torési felllet vizsgalatabdl szamisekkeztetést vonhattam le, igy egyuttal ez
a fejezet a Raman-térképezés alkalmassagat is d&dgam a szilard készitmények
technoldgiai jellemzésére. Meg kellett hataroznjargs, hogy a tablettdkrél készult térképek
alapjan milyen mértékben véalaszolhaték meg a gyartghnoldgiaval kapcsolatos kérdések.
Egyes komponensek esetében a szemcseméretre iatareghst kivantam kidolgozni az
alkalmazott analitikai technikaval. Tovabba a t#Alk komponenseinek aranyara
vonatkoz6an mennyiségi becslés végzesénekdebgdt is vizsgalni kivantam. Mindezen
vizsgalatokat az 8retes ismeretek figyelembevételével tudtam elvégeani az jelentette,
hogy az alkotoelemek és spektrumaik rendelkezesalitag.

4.1.1.Vizsgélatok és adatfeldolgozas

Két tablettarél LabRam tipusu Raman-mikroszkopgsizklt térkép Nd-YAG (532 nm)
gerjeszb 1ézer segitségeével. A térképeket alapvonal-korésledk vetettem ald a fluoreszcens
hattér zavard hatasanak kikiszobdlése céljabol.taBzuminden spektrumot egységnyi
terlletre normaltam a kiértékeléskor a fokuszalbsbexd hiba kiegyenlitése érdekében. Az
Osszetetk eloszlastéerképeinek létrehozasa klasszikus legkisnégyzetek modszerével
(CLS) tortéent a kiindulasi anyagok referencia-spakiainak felhasznalasaval. (A modszer
ismertetését Id. a fliggelékben.)
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4.1.2.CLS modellezés eredményei

A tablettdkat alkot6 komponensek Raman-spektruma#.d.l. dbran lathatok. Ezek
ismeretében CLS modellezést alkalmazva minden iinpadgban meghatarozhaté az egyes
komponensek spektralis koncentracioja (azonbanesz feltétlenll egyezik meg a valddi
koncentraciéval, ezért ezt a tovabbiakban illeszpzgaméternek hivjuk). Ha az egyes
Osszetetk illesztési paramétereit szinskalan abrazoljukel/Koordinatak figgveényében, a
4.1.2. dbran lathato eloszlastérképeket kapjuk.

hatéanya
AM hipromell6:
MWM laktdz-monohidré

magnéziur-sztearé

intenzitas (a.e.)

T T
1500 500

, 1 2)09
hullamszam (cr)

4.1.1. abra: A két tabletta tiszta komponenseinak&h-spektrumai

Az A’ tabletta esetében a hatéanyag a tablettgedeidrési felszinén megtalalhato.
Spektruméat a térkép minden pontban detektaltamorcéntracioértékek bizonyos szérasa
mellett megallapithato, hogy a hatéanyag eloszéasablettdban kis mértékheterogenitast
mutat (a hatéanyag illesztési paraméterének rekbérasa 23,4%, Id. 4.1.1. tablazat). A
hipromell6z segédanyag egyenletesen van elosziainalen pontban jelen van.

Ezzel szemben — ahogy a 4.1.2. abra is mutatjareszkarmell6z-kalcium-séja 20-50
um-es szemcsék formajaban fordub @ tablettdban. Szamos meérési pontban ez az alkoto
nem volt észlelhét

A magnézium-sztearat a jelen vizsgalati korulményaidlett alig volt detektalhato.
Ennek oka, hogy mennyisége nagyon csekély a tahpbnens mennyiségéhez képest.

A ,B” tabletta esetében a torési fellleten ugyakcsaindenhol megtalalhaté a
hatéanyag. Vannak teriletek, ahol joval tobb taltiih ugyanigy vannak hatéanyagban
.Szegéenyebb” terlletek is. A részecskeméretet etemejellembden 50 pm Kordli
meérettartomanyt hataroztam meg. A néhany ennél abdmyszemcse valdsiileg tobb
szemcse 0sszetapadasa révén jOhetett létre. (Azl@&térképen lathatd tartomanymeéretek a
valés szemcsemeéretnek csak kodddcslésere alkalmasak.)
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4.1.2. 4bra: ,A” és ,B” tablettak komponenseinekslasa
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A lakt6z-monohidrat télanyag szintén minden pontbanéferdul. Valamelyest
kevéshbé heterogén az eloszlasa, mint az ,A” taillatt, ez az illesztési paraméterek vagy
spektralis koncentraciok relativ szordsanak cséégémen is megmutatkozik.

Hipromell6z minden mérési pontban 6f@lrdul a szétoszlatott &llapota miatt.
Ugyanakkor kisebb heterogenitdsok (hipromellozlmagény tertletek ill. lokalis dusuldsok)
is megfigyelhaik.

A magnézium-sztearat itt is nagyon kevésseé deteid| igy ennek az eloszlasarol nem
vonhatok le kdvetkeztetések.

A kroszkarmelldz-kalcium megleliesten sok pontban mérléetolt, és jol lathaté a
térképen, hogy nagyobb mé&reb0-100um nagysagu szemcséket alkot.

Az 4.1.1. tablazatban kozolt illesztési paraméterekm alkalmasak pontos
koncentracidk megéllapitaséra, a két készitméergetssonlitasara azonban igen

4.1.1. tAblazat: Az illesztési paraméterek atlagalénbdd komponensek esetén a
Raman-térképeken

”AH ”B”
komponens
atlag szOras atlag szOras
Hat6anyag 49,4% 23,4% 19,2% 37,4%
Lakt6z-monohidrat 38,3% 29,9% 64,7% 17,3%
Hipromell6z 10,0% 18,6% 8,3% 28,0%
Kroszkarmell6z-kalcium 2,2% --* 7,8% --*
Magnézium-sztearat --*% i ~-*% ~-*k

*

A kis mennyiség miatt a relativ sz0ras szamsgetékének megadasa félrevéziethet.

** A nagyon egyenletes eloszlatottsag és a csekéynyiség miatt csak szazadokban mérve volt
detektalhato.

Az 4.1.1. tablazat eredménysibs lathatd, hogy a ,B” készitményben joval keuvdse
hat6anyagot talalunk. A laktéz-monohidrat és a dmayadg egymashoz viszonyitott aranya is
jelensen eltér a két tablettaban. Az alkotdéelemek pokbosentracidinak ismerete nélkil is
elmondhat6, hogy a hamis ,B” tablettaban a hatogngit6z-monohidrathoz viszonyitott
aranya 6tode az ,A’-ban tapasztalt aranyhoz képest.

A hipromelléz nagysagrendileg kdzel azonos menigyisé volt jelen a tablettakban.
Mindkét tablettaban jellendzerre a komponensre a j0 eloszlatottsag, bar atagBlettaban
helyenként nagyobb heterogenitasok is eszlékhet

A kroszkarmell6z-kalciumbdl a ,B” tablettaban tokhlalhatdo a Raman-térképek
alapjan. Emellett — ami egyértelen lathatdé a vizualizalt eloszlastérképek alapjae —
segédanyag szemcsemérete jéserht nagyobb, mint az ,A” tablettdban. Tovabba némi
elkerbdés is tapasztalhato, azaz olyan pontokban is w@éteko kis mértékben, ahol nincs a
kozelben kroszkarmell6z-kalcium szemcse.
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4.1.3.A Raman mikroszképos technoldgiai elemzés lehietégeinek 6sszegzése

A technoldgiai meghatarozast szolgdlo Raman-tédéges vizsgalatok 0sszegzéseként
megéallapithatd, hogy sikertlt két gydgyszerkésziyhé technologiai szempontbdl
O0sszehasonlitani. Jellemezhesz egyes komponensek eloszlasanak heterogenitésh m
vizualisan, mind szamsZan a CLS moddszerrel szamolt illesztési paramételakiv szorasa
alapjan. Emellett a képek alapjan becsidlhegyes 0sszetélit jellemz’ szemcsemérete is,
mely mas analitikai modszerrel nem oldhaté meg alegyartott készitményben.

Bar az illesztési paraméterek kalibracio nélkul rfeteltethebtk meg az alkotéelemek
valodi koncentracidinak, dsszefiiggésben vannakkatpokgy a két készitmény mennyiségi
szempontbdl is 0Osszehasonlithatd. Az egyes allatel relativ mennyisége a két
tablettaban, illetve tobb komponens egymashoz wigratt aranya a készitményekben
szamszdfen 0sszehasonlithatd. A mennyiségi 6sszehasoniggbizhatésaganak novelésére
tovabbi (pl. DSC) vizsgalatok szikségesek.

Egy valddi ipari példan demonstraltam a Raman-fgkés alkalmazhatésagat
gyogyszeripari terlleten. A térképek segitségévevort kovetkeztetések nagyban
hozzajarulhatnak a fejlesztés alatt allé készitrakmngzerkezetének megértésehez, illetve a
hamis termékek teljeskijellemzéséhez.

4.2.Egy gyogyszertabletta vizsgalata kemometriai médseekkel

Az eléz6 fejezetben bemutattam, hogy az dsszteveferenciaspektrumainak
ismeretében elvégezibed beblik készilt gydgyszertablettak részletes technalG@emzése.
Azonban a gyakorlatban szamos esetbéfordul, hogy nem ismerjik mindegyik jelentev
komponenst, vagy akar egyiket sem. Erre példak raiditvanyok vagy az illegalis (pl.
kabitészertartalmu) készitmények, illetve a gyogyigarban azok az esetek, mikor
ismeretlen szenny&k vannak jelen a gyartaskozi vagy -végtermékbelenJiejezetben azt
vizsgaltam, hogy az &dekben bemutatott részletes technoldgiai vizsgédlstgezhei-e
akkor is, ha semmilyen d@&etes informacioval nem rendelkezink a vizsgalandé
készitménysl.

4.2.1.Vizsgalatok ismertetése, adatelemzés

A vizsgalatokat egy ,, T"-jél modelltablettan végeztem, mely esetében nem hissana
fel a betegtajékoztaton illetve a 3.1.2. fejezetiseleirt 6sszetételt. Ennek az ismerete nélkul
probaltam a mért adatokbol Gjraalkotni a komponkrRaman-spektrumait. Kemometriai
modszereket hasznaltam a tiszta alkotokomponensektramainak kinyeréséhez. Ezek a
kovetkedk voltak:

« fékomponens-analizis (principal component analySGAP

e 0Onmodelled keverék-elemzés (simple-to-use interactive selfiefinog mixture
analysis, SIMPLISMA)

* tObbvaltozos gorbefelbontas — alternalé legkisebbgymetek modszere
(multivariate curve resolution — alternating lesgtiares, MCR-ALS)

» pozitiv métrix faktorizalas (positive matrix facization, PMF)
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Az elkésziult Raman-térképet alapvonal-korrigaltasn egységnyi gorbe alatti teriletre
normaltam. A szamitasokat MatLab 7.6 szoftverrehitVorks, USA), PLS Toolbox 5.5
kiegészitvel (Eigenvector Research, USA) és a Paatero fdflsztett® ** PMF2 new
programjaval végeztem.

4.2.2.Tisztakomponens-spektrumok becslése kilénbéZemometriai modszerekkel

A PCA segitségével, az egyeskdmponensekhez (jobb oldali sajatvektorokhoz, Id.
7.2.2. fejezet) tartozd szingularis értekek alapghméletileg lehetséges a tablettat alkoto
komponensek szamanak meghatarozasa. A 4.2.1. Ebhand, hogy a 6todikokomponens
mar minden szempontbdl elhanyagolhatéan keveés nr#oiot hordoz, az adathalmazban
tapasztalhat6 variancia tulnyomo részét ag eégy tkomponens irja le.

Fokomponensek altal hordozott inform acié (leirt variancia)
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4.2.1. dbra: A, T” tablettarol készilt Raman-térk8komponenseinek informéciétartalma

-

Az 4.2.2. dbran askomponensek lathatok. Megfigyelbiethogy az els fokomponens
(szurke) leginkabb az atlagspektrumra (fekete) mli#sami logikusan kovetkezik abbdl a
ténykdl, hogy a legtobb informéaciot egy spektrumhalmazkéfpen az &atlagspektrum
hordozza. A tiszta komponensek szempontjabdl azordm nem nyujt hasznos adatot.
Ellenben a masodik, harmadik és negyedikofmponensek alapjan mar azonosithaté a
hatéanyag, a lakt6z-monohidrat és a Mg-szteardlgle a tablettaban. A matematikai élvb
kovetkezik (am az 4.2.2. abran is lathatd), hogyfékomponensek sohasem tisztan
tartalmazzak a kiindulasi komponensek spektrurnaibem mindig megjelenik bennik tébb

7 _JUWWM%WWK 1. fskomponens (PC 1)
1IN ST WA S PR YN WY Raman-térkép atlagspektruma

1| 2 omporens e
hatéanyag spektruma

laktéz-monohidrat spektruma

=] & somoonens e
- Mg-sztearat spektruma

N 6. fokomponens (PC 6)

intenzitas (a.e.)

T T T T
1 500 1000 500
hullamszam (cm)

4.2.2. dbra: A Raman-térkéfitPCA alapjan becsult komponensek Raman-spektrumai
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masik komponensre jellerizsav, akar pozitiv, akar negativ iranyban (példakdn az
ellipszissel jelolt terlleteket az 4.2.2. abran}. #o6dik Hkomponenstl kezdsdéen a 4.4.2.
abran latottakkal 6sszhangban nem taldlunk Ujabhpkmenshez tartozé rezgési savot. A
fékomponens-analizis soran kukoricakeméhjdtenlétére utald jelet nem talaltam.

A SIMPLISMA algoritmusa is lehéséget ad az alkotéelemek szamanak matematikai
becslésére, azonban ez a szakirodalom szerint\iés&é megbizhatd, igy céldzeegy
szubjektiv modon kivalasztott szammal felllbecsallehetséges komponensek szamat, majd
vizualis ellerzéssel eldonteni, hogy a kapott spektrumok koznyhrendelhét eltén
kiindulasi anyagokhoz. Ebben az esetben 10 tiszmaplonens jelenlétét feltételeztem (ennél
tobb komponenst az esetek tobbségében nem tartalyyaabletta korpusza).

1

A J www 1. becsllt spektrum

4 hatéanyag spektruma

1 2. becsult spektrum
lakt6z-monohidrat spektruma

intenzitas (a.e.)

3. becslult spektrum

Mg-sztearat spektruma

i JW_MM 4. becsiilt spektrum
g , , kukoricakeményét spektruma

T T T
1 500 1000 500
hullamszam (cm)

4.2.3.4bra A tabletta Raman-térkéfeBIMPLISMA mddszerrel becsilt komponens-
spektrumok 6sszehasonlitasa a komponetktHvett referencia-spektrumokkal

A 4.2.3. abran lathatd, hogy a modszer ad dlarom komponenst (hatéanyag, lakt6z-
monohidrat és magnézium-sztearat) a valtozok (ma@mok) ,tisztasdga” alapjan képes
volt jol megbecsulni. A negyedik komponens (kukakieményit) spektrumat azonban
szemmel lathatéan kevésbé deritette fel. A spekiméy felismerhét benne, de mar kozel
sem mutat olyan pontossagot, mint az abran foléitespektrumok. A médszerdiye, hogy

a komponensek tulbecslése csak kis valtozast okoaranegtalalt spektrumokban, illetve az
eljaras gyors, és kdnnyen Gjraszamolhaté kevesetrip&nensre.

] ) | 1. becsilt spektrum

Mg-sztearat spektruma

hat6anyag spektruma

aww 3. becsult spektrum
i lakt6z-monohidrat spektruma
T AN A4 becsillt spektrum
;_JWW

T
1 500

intenzitas (a.e.)
1

kukoricakeményi spektruma

; 1 ﬂ,ﬂﬂ 560
hullamszam (cr)
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4.2.4. dbra: A, T” tabletta Raman-térképMCR-ALS maodszerrel becsiilt spektrumok 4
komponensre

A tobbvaltozés gorbefelbontas-alternalé legkiseldgyzetek mddszere (MCR-ALS) a
fentiekkel ellentétben elméletileg sem alkalmasomonensek szamanak meghatarozasara.
Az eljarast csak ugy lehetett hasznalni, ha melgfédéndulasi becsléseket adunk meg. A
komponensek szama lehet egy ilyen betnparaméter. Esetemben a SIMPLISMA Aaltal
kapott 4 spektrumot adtam meg a program szamarmé(goOval pontatlanabb, durvabban
becsiilt spektrumokkal is tud dolgozni a médszer.)
A 4.2.4. abran lathatd, hogy az MCR-ALS modszesehnte tokéletesen megkaptuk a
kiindulasi komponensek spektrumait. E modszer tbvaddinye, hogy alkalmazasaval —
érthe médon — hasonl6 koncentraciokat kapunk, mint a @id8szerrel.

:MM 1. becsiilt spektrum

i lakt6z-monohidrat spektruma
W hatéanyag spektruma
1 3. becsult spektrum
—’—/wu Mg-sztearat spektruma

. 4. becslilt spektrum

,MW‘_AJL\» kukoricakeményit spektruma

T T T
1500 500

intenzitas (a.e.)

hullamszam (cr)
4.2.5. abra A, T” tabletta Raman-térkégeBMF maodszerrel becstilt spektrumok 4
komponensre

A pozitiv matrix faktorizalas az MCR-ALS-hez alalpgdn hasonld, de lefutasi modjaban
kilénb6d iteralast végezve és pozitiv megkotéseket érvgoytiava jut el a megoldasokhoz
(Id. 7.2.5. fejezet). Igy a kapott spektrumok haéan j0 mirbsédiek lettek, mint az MCR-
ALS esetén. Lényegi kulonbségek nefmrtek fel a két moddszer altal kapott Raman-
spektrumok kozott.

4.2.3.Zaj hatasa a spektrumbecslés hatékonysagara

Egy Raman-térkép spektrumai tobbféle forrasbolmaan zajjal terheltek (pl. kividk
beérked fotonok, detektor zaj). A felvételi édndvelésével a spektrumok csucsintenzitasai
egyre novekednek, igy a jel-zaj viszony javul, gokat igy kiklszobdljuk. A négy
kemometriai modszerrel tort@rvizsgalatokat zajjal terhelt spektrumokra is késrtettem a
Raman-térkép spektrumaihoz téeagyenletes, illetve normalis eloszlasu mesterseggs
hozzdadaséaval. A zajok mértéke a Raman-térképetdllla-kisérlet soran tapasztalt zajszint)
egészen 50 %-ig terjedt. A 4.2.6. abran lathato pEgdgia a spektrumok valtozasara novekv
zaj mellett. JéI lathatéan 50 %-0s zajszint esetém a spektrumok nagyobb intenzitasu
csucsai is alig kulonithék el a zajtol. Az altalam vizsgalt kemometriai mbelek azonban
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ilyen feltételek mellett is képesek a tabletta komgns spektrumait becsulni. A 10. abran a
legnagyobb zajszintnél becsillbethatéanyag illetve magnézium-sztearat segédanyag
spektrumait abrazoltam.

intenzitas (a.e.)

1500 i i 500
hullamszam (cm)

4.2.6. dbra. A Raman-térkép egyik spektruma alkis€r1%) illetve 5%, 15%, 30% és 50%
hozzaadott zajszint mellett

A spektrumok kozti hasonldsag a korrelacids egwilifval (correlation coefficient) és

az illeszkedés hibajaval (lack-of-fit, LOF) szanrsaéthet (4.2.1. tablazat). Elb egzakt
kovetkeztetéseket tudtam levonni.

SMMA
M MMWAWWWMMWM MCR-
|
| A " [
1 ] N
1) *MMkJ MW\WWMNJ l“'"vamwwAmme‘wm_m PMF

ALS
|
| | |
[ U \WM L“\J\NNW’UMHM/MLMWWJ\ |
M@M M referencia

T T T T
1500

intenzitas (a.e.)
intenzitas (a.e.)

T
500 1500 500

, 1 009 ‘ 1 (‘)00
hullamszam (ci) hullamszam (cr)

4.2.7. dbra A baloldaliak a hatéanyag, mig jobhd#éa Mg-sztearat 50%-0s zaj esetén
megallapitott Raman-spektrumai (kivéve a Mg-sztegpéktrumanak becslése SMMA-val,
mert az SMMA esetében 15%-nal magasabb zajszinetineém volt becsulhéta Mg-
sztearat spektruma)

A 4.2.1. tdblazatban feltlintetett korrelacios ethaibk alacsony értékeib lathato,
hogy a PCA nem volt képes megfélmh visszaadni a tisztakomponens-spektrumokat. Ezt a
4.2.2. 4bra is illusztrélja. Tovabbi, mar emlitefitranya a modszernek, hogy a keményit
spektruma adkomponensek k6zott nem is jelent meg.
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4.2.1. tablazat A korrelacios egytitthaté és LOEk&k, illetve a detektélt komponensek
kUlénb62 zajszinteknél.

L Modszerek
Komponens | Zajszint
P J PCA SMMA MCR PMF
1y korr. | 0,8459 0,9955 0,9956 0,9956
° LOF 732 10,0 9,2 9,2
» korr. | 0,8457 0,9944 0,9957 0,9956
° LOF 73,2 10,3 9,2 9,2
korr. | 0,8456 0,9900 0,9958 0,9958
0,
API 15% LOF 733 12,2 9.4 9.5
20% korr. | 0,8446 0,9892 0,9953 0,9954
0 LOF 733 12,7 10,4 10,3
S0 korr. | 0,8415 0,9714 0,9935 0,9935
0 LOF 73,7 20,7 13,1 13,1
% korr | 0,3542 0,9590 0,9586 0,9612
0 LOF | 1256 234 234 225
N korr | 0,3551 0,9589 0,9586 0,9593
° LOF | 1256 234 234 2372
Laktdz- 5% korr | 0,3520 0,9619 0,9606 0,9593
monohidrat 0 LOF | 1258 225 228 2372
20% korr | 0,3498 0,9544 0,9583 0,9582
° LOF | 1257 243 23,7 238
S0 korr | 0,3443 0,9307 0,9546 0,9545
0 LOF | 1263 29,9 24,9 24,9
% korr -2 0,9445 0,9398 0,9402
’ LOF @ 27,0 26,4 26,1
o korr -2 0,9440 0,9402 0,9394
0 LOF @ 27,0 26,4 26,3
Kukorica- 15% korr -2 0,9330 0,9383 0,9371
keményits 0 LOF @ 28,4 26,5 26,9
0% korr -2 0,9047 0,9336 0,9334
° LOF @ 33,9 27.8 27,9
S0 korr -2 -8 0,9276 0,9270
° LOF @ i 29,8 29,9
% korr | 0,8936 0,9878 0,9853 0,9830
’ LOF 56,8 14,5 16,6 18,3
N korr | 0,8924 0,9103 0,9837 0,9822
’ LOF 57,0 40,8 17,6 18,7
Magnézium- 15% korr 0,8855 0,8112 0,9780 0,9777
sztearat LOF 57.8 57,1 20,7 211
0% korr | 0,8648 .2 0,9708 0,9716
° LOF 61,2 i 23,2 23,2
S0% korr | 0,7817 .2 0,9329 0,9338
0 LOF 72.1 @ 34.6 345

Nem volt detektalhatod
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A gorbefelbontassal dolgozé médszerek (SMMA, MCRSAIPMF) zajmentes esetben
egyarant képesek voltak a Osszesfaetuld tiszta spektrum kimutatasara. Az SMMA a
nagyobb mennyiségben 6érduld (major) komponenseket az 0Osszes zajszintlethe
megfeleben detektalta, azonban a csak igen kis mennyiségieméws minor komponenst
(esetiinkben a magnézium-sztearatot) a zaj novekeelésgyre rosszabb mértékben mutatta
ki (lasd 4.2.1. tablazat). A két - kulonlég@ppen nikodé - PMF és MCR-ALS algoritmus a
referenciakra szintén nagyon hasonlit6 tiszta speldkat adtak. Ez a két modszer a ndvekv
zajszintek mellett is bizonyitottan hatékonyarikddott a modelltabletta esetén. Ezt jol
illusztralja a 4.2.7. abra (lathatd, hogy a magmézsztearat 50 % zajjal terhelt térképékb
kinyert becsult spektrumai is nagy hasonlésagotinak a referenciaval. A jellefizsucsok
egyértelniien beazonosithatok (pl. 1296 ¢m

A modszerek8l kapott spektrumokkal a CLS modellezéshez hasonl@aRaman
koncentraciétérképeket is létre tudtam hozni. Ezekd.2.8. 4bran mutatom be. A képek
alapjan megfigyelhét hogy tulajdonképpen mindegyik mddszerrel megkitidet
meghatarozhaté a komponensek relativ térbeli éleazlA referencia modszerhez képest
legpontosabb eredményt az MCR-ALS szolgaltatjazéinisezzel kaphatok vissza legjobban
maguk a spektrumok is), a PCA pedig a leggyengéblineenyt adta, azaz csupan durva
kozelitésre alkalmas. Megjegyzéndhogy a PCA modszer esetében dgkomponens-
egyutthatok (an. score-ok) térképdzeébrazolasa annak ellenére aranylag jol lattatja
heterogenitasokat, hogy csak harom komponens alapjdutatia az eloszlast (a
kukoricakeményit spektruma nem volt azonosithato).

Fontos kiemelni, hogy Raman-térképezéssel a miaorplonensek is jol detektalhatok.
Ezt jol példazza a Mg-sztearat j6 detektalhatosageely ugyan igen kis mennyiségben van
jelen a tablettdban, de mivel eloszlasa heterog@&pektruma és koncentracié-eloszlasa - kis
atlagos koncentracioja ellenére - egyarant igeriqzam becsulhét

hatéanyag lakt6z-monohidrat kukoricakemédyit magnézium-sztearat

Q
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PMF

PCA

4.2.8. abra A , T’-tabletta komponenseinek elosBEdgipe a kilonbdzkemometriai
modszerekkel kinyert spektrumok alapjan

4.2.4.A Raman térképeket elem# kemometriai modszerek 6sszevetésének 6sszegzése

Ebben a részben a ,T"-jel modelltablettan bemutattam, hogy a Raman-
mikrospektrometridban hasznalt térképezés mint itd@dl modszer a sokvaltozos
adatelemzési technikdkkal kombinalva alkalmas gelieismeretlen mintak 6sszetételének és
komponenseik térbeli koncentracio-eloszlasanak edgbzasara. Az eredmények alapjan
elmondhatd, hogy a cél elérésére tobbé-kevéshé egyild kemometriai modszer
alkalmazhat6. Az SMMA ol hasznalhaté komponensednsanak becslésére, de 30 %-nal
nagyobb zajok esetén a tiszta spektrumok jétmftben romlanak. A MCR-ALS és PMF
algoritmusokkal nagyon j0 becsléseket lehet adtis#ga komponensek spektrumaira még
jelentbs zaj megjelenésekor is.

A felderit statisztikai modszerekkel kapott térbeli konceriréloszlasok a CLS-hez
nagyon hasonlé képet mutatnak, azaz ezen eljdeikaknazaséval egy tabletta vizsgalatakor
- akar ismertek az Osszetkvakar teljesen ismeretlen tablettarél van szégyamolyan
kovetkeztetésekre lehet jutni  (gyartastechnolégisszemcseméret, homogenitas
meghatarozasa). A legjobban kvalifikalt specifikunédszereknek az MCR-ALS és a PMF,
bizonyultak, amelyeket akkor is hasznalhatunk, ekétlenil pontos informaciokra van
szikseég. Kozelitbecslések elvégzésere a PCA is megfelelhet.

4.3.Eltéré gyartasi technolégiaval készitett modelltablettdk vizsgalata homogén
komponens-eloszlas esetén

Az el6z6 fejezetben bemutattam, hogy ismeretlen tablettatéas milyen maddszerek
segitségével lehetett a komponensspektrumokat megkekkor a savok nagy valtozatossaga
sokat segitett a komponensek megtalalasaban. Aadehatséges olyan eset is, amikor egy
ismeretlen tablettaban valamelyik alkoto igen hoémgnédon oszlik el. A harom vizsgalt
modelltabletta azonos Osszetétellel, de &ltgrartasi technolégiaval készult. A 4.3.1. abran
lathatok az 0Osszeték spektrumai, amelyeket a Kdbi 0Osszehasonlitdsokhoz is
felhnasznaltam.
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4.3.1. dbra: A tablettak dsszebnek referencia Raman-spektrumai
4.3.1.A komponensspektrumok meghatarozasa

A fékomponens-analizis azt mutatta, hogy a tizedikatitédik komponens utani
spektrumok dként elté6 mértéki zajbol, az alapvonal ingadozasabol és kilédboz
csucsokbdl Alltak. A matematikai sajatértékek kom@m mindegyik mond sokat. A
komponenseket tulbecsiilve természetesen kaptam spektrumokat, amelyek egymashoz
nagyon hasonlitottak. Feltételeztem, hogy ezekjdofképpen ugyanazt a komponenst
mutatjak, igy a végleges becsléshez ezen hasoelirgmok atlagat vettem. Egy Raman
térkép pszeudorangja szamitasok alapjan 10 ésA9dgik, de torekedtem a minél kevesebb
tényedt hasznalni. Ebben a térekvésben maégiett, hogy korabbi tanulmanyok alapjan
minden esetben elegehdolt 10 Bkomponenst hasznalni. igy mindegyik modszer esefén
spektrumot valasztottam ki, kivéve a SISAL esetdmnl 8 spektrum is elegetidolt. (Mert 8
felett szingularitdsi problémak adodtak.) A hat@myés a celluléz spektrumok egyes
csUcsainak polarizacios hatasok okozta nagy vatisgagai miatt 5 spektrum kivalasztasa
(valodi Osszetedk szamanak megfeliggn) nem minden esetben volt elegéralz 6sszes
0sszetedy megtalalasdhoz, azonban 10 kivalasztasa ese&gitbb komponenst meg lehetett
talalni.

— loading 1
loading 6
loading 4
loading 5

i WJ\WAM loading 9
] loading 2
| loading 8
- W loading 3

W loading 7

\

_/"’m,.-"/ M"WWJW\&*&JL‘:\_,A " ANIUWA, loading 10

1 500 1 000 500
hullamszam (ci)

intenzitas (a.e.)
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4.3.2. abra: A 'D’ tabletta Raman-térke pEMCR-ALS maddszerrel kapott spektrumok

A 4.3.2-es abra mutatja, hogy tapasztalati Gtorgyapn rendeltem egyméshoz a hasonlo
spektrumokat. Példanak a 'D’ tabletta Raman-térkalppjan MCR-ALS mddszerrel kapott
elss 10 becsilt spektrumot mutatja az bra. E szexrit, &, 5 és 6 spektrumok a hatbéanyag
spektrumanak felelnek meg, mikézben a 2, 8 és «%tgprok a cellul6z Raman-
spektrumahoz hasonlitanak. A 3, 7 és 10 spektrutrsakeendben a kemeéngjtmagnézium-
sztearat és hipromellé6z (HPMC) Raman-spektrumaiterdeltem. Ha nem ismerjiuk a
referenciaspektrumokat, akkor is megtehetjik a @dopitdsokat, amennyiben az egyes
spketrumok kozotti korrelacios egyitthatékat kisirk. A 4.3.2. 4brahoz tartozé
korrelacios méatrixot készitettem el. A 4.3.1. tabtdan lathatéak a szamitott egyutthatoak. A
viszonylag nagyobb értékek alapjan a spektrumol@tméshoz rendeltem, de ehhez
mindenképpen szikség volt szemrevételezéshez is.

4.3.1. tAblazat: A 'D’ tablettarol készult nagyfetitdsu Raman-térkép alapjan MCR-ALS-sel

kapott spektrumok korrelacios matrixa
load. 1 load.?2 load.3 load.4 load.5 load.6 load.7 load.8 load.9 load. 10

load. 1 0,02 -001 078 043 0,75 012 0,09 004 0,05
load. 2 0,02 047 013 0,06 0,10 0,19 045 055 090
load.3 -0,01 047 0,06 0,00 0,01 0,07 039 042 0,32
load. 4 | 0,72 0,13 0,06 062 0,78 026 021 008 0,14
load.5 = 0,43 006 0,00 0,62 062 015 023 012 0,09
load.6 = 0,7% 0,10 0,01 0,78 0,62 025 011 010 0,12
load.7 0,12 019 007 026 015 0.2 025 0,25 0,4Q
load.8 0,09 | 0458 0,39 021 023 0,11 0,25 0,684 0,39
load. 9 0,04 | 058 042 0,08 012 0,10 0,25 0,64 0,51

load. 10 0,05 09 033 014 009 012 040 039 050
#Nagy korrelaciot mutatd, egymashoz tartozd spekbkum
®Nem korrelaciét mutatd, de eltékomponensekhez tartozé spektrumok

4.3.2.A kuldonb6zé kemometriai médszerek eredményei

A tablettdk gyartasi technoldgiajatol, a Ramandpak felbontasatél és a hasznalt
kemometriai mddszerelt fliggéen eltéé szdmu Osszetémek a Raman-spektrumat tudtam
kinyerni az adatokbdl. Amennyiben az Osszékeheterogén maédon oszlottak el (a 'D’
tabletta esetén) és 100x-0s nagyitasu térképenalten, akkor a MCR-ALS-sel és a PMF-
fel mindegyik komponenst detektalni tudtam. A SIS SMMA moddszerek a HPMC
spektrumat nem voltak képesek kiadni valosizig azért mert nagy a hasonlésaguk a
keményid spektrumahoz . A 'HS’ és az 'F’ tabletta vizsgakatr mindegyik modszer csak 4
komponenst tudott kimutatni. A nedves technoldgakla kis mennyisédgHPMC eloszlasa
kevésbé volt heterogén, jobban diszpergélodott, égyik kemometriai modszerrel sem
tudtam a tiszta Raman-spektrumat megkapni.

A 10x-es nagyitasu térképek esetén a metodusolséklbeeredmény adtak. A 'D’ és
'F'tablettak kisebb felbontasu térképéimégy komponensspektrumot (hatéanyag, celluléz,
keményié, HPMC) lehetett talalni az MCR-ALS és a PMF modsket hasznalva. A
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magneézium-sztearat spektrum kimutatasanak hianysérléti okokra vezethét vissza.
Ugyanis nagyon kis szemcseméretben és kis mentngeéfprdult ed e segédanyag a
tablettakban, igy a 10x-es nagyitas hasznalatakonatatdsi hatara ald kertlt. A SISAL és
az SMMA az 6tBl minddssze harom spektrumot deritett fel, hisz&tP&C-nek nem voltak
elég szelektiv csucsai. A 'HS’ tabletta kis felkisi Raman-térképét vizsgalva az MCR-ALS,
a SISAL és a PMF esetén harom komponens (celll@mnényié és hatdéanyag) spetrumat
tudtam az adatokbol kiszedni. Ekdzben az SMMA keétkgrumot tudott felderiteni: a
keményibét és a hatdbanyag valamint a celluloz jell8mzsucsaibol képzett
keverékspektrumot.

A nagyobb felbontas nemcsak tobb komponens fe&dgttteszi lehévé, hanem a
kinyert tiszta spektrumok méségeén is javit. Ugyanis 100x-os nagyitds mellekisebb
felvett mintatérfogatban nagyobb val6d@éggel lesz kevesebb komponens, mint a 10x-es
nagyitassal felvett nagyobb mintatérfogatban. idy@x-os nagyitas mellett nagyobb a mért
spektrumok valtozatossaga, amely segiti a modszbez&konyabb rikédését. Minden
tovabbi ko6zolt vizsgélati eredmény a nagyobb fethsnesetére vonatkozik, hiszen a
kemometriai modszerek is jobbantikddtek a 100x-0os nagyitassal végzett vizsgalatok
mellett.

__ 'D’ tablet ! |

‘F’ tablet

MCR-ALS
PMF
SISAL
SMMA

MCR-ALS
T PMF

- SISAL
SMMA

— "HS’ tablet
i MCR-ALS

— PMF

intenzitas (a.e

T SISAL

SMMA

valédi
spektrum

[ . I . I
1 500 1 000 500
hullamszam (ci)

4.3.3. dbra: A becsiilt hatbanyagspektrumok kiloéhéalettak esetében valamennyi vizsgalt
kemometriai médszerrel feldolgozva

A 4.3.3. abran mutatom be a tiszta spektrumok Bbeétla hatéanyag példajan
valamennyi hasznalt kemometria médszerrel mindharalohettara vonatkozéan. A kapott
spektrumok az abra aljan &veferenciaspektrummal hasonlithaték 6ssze. A dbldtta nagy
felbontasu Raman-térkép#@lkapott spektrumok és az eredeti spektrum kéabsngyagolhato
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kulonbség adddott. Az 'F’ tablettahoz rendethdtecsilt hatdanyag-spektrumok némileg
mindegyik esetben eltérnek. Ez ad6dhat abbdl, aoggtéanyagban polimorf atalakulas ment
végbe a granulalas soran. Az eltérés a 'HS’ tablesetén - melyben a hatéanyag eloszlasa
megleheisen homogén - azonban evvel 6nmagaban nem maggtiazh becsilt és az
eredeti spektrum kozott jeldisebb eltéréseket talaltam. Mig az MCR-ALS és a AbIF
minéségben valasztotta el a tokdhia hatbanyag spektrumat, addig a SISAL és az SMMA
altal kapott spektrumok tartalmaztak pozitiv (8641120, 1380 cif) és negativ (1095 ci
csucsokat is a celluloz spektrumabdl. Ezeket atémakat megfigyeltem az MCR-ALS és a
PMF spektrumokon is, de ott a mértéke nagyon cge&klmutatkozott. Ugyiinik, hogy ez a
két modszer (MCR-ALS és PMF) egyarant jol haszrtallmég csaknem teljesen homogén
hatbanyag-eloszlas esetén is. Minazondltal meg émllitem, hogy amig az MCR-ALS
egyidsben mindegyik spektrumra megfdleh j6 becslést adott, addig a PMF ugyanezt nem
tudta megvalésitani. Alapbeallitds mellett ugyafiieak=0) jelents celluldz jel megjelenés
tant fel a hatéanyag spektruman. Ugyanakkor ezt atgparomlast az fpeak paramétert
megnovelve (a legjobb eredmérgeak=0,1-nél figyeltem meg) ki lehetett kiiszdbdlni,

1 API

fpeak=0.1

true
spectrum

intenzitas (a.e

- celluloi://wm

i BT o SRRSO

fpeak=0

fpeak=0.1

true
T T I T I spectrum

1 500 1 000 500
hullamszam (ci)
4.3.4. dbra: PMF-fel becsilt hatbanyag és cellgphiktrumok a 'HS’ tablettara eltér

algoritmus paraméterek mellett

bar mindez a tbbbi 6sszetegpektrumanak a romlasat okozta. Ezt a hatast jawiad.3.4.
abra. Tehat olyan esetekben, amikor egy ismerdiszitmény vizsgalatara kertl sor (pl.
illegdlis készitmény) sokkal nehezebbé valik a belaraméter beallitasa, ahol semmi nem
utal arra, hogy milyefpeakérték mellett érdemes PMF algoritmus hasznalni.

A 4.3.2. tabldzatban dsszefoglalva lathatok mindeggamitott spektrum és az eredeti
referenciaspektrumok kozoétti korrelacios egyuttheddaz illeszkedés hianyanak (lack-of-fit)
ertékei. Ezek a szamértékek igazoljak az a 4.®/& alapjan tett allitasokat is. A hatéanyag-
spektrumokat legjobban az MCR-ALS és a PMF modgketelehetett megbecsiilni.

35



Utébbinal a megtalalfpeak bel$ paraméter allitasaval jartam el. A SISAL és az SMM
jelentbsen rosszabb, amennyiben a hatbanyagnak elosdészhn volt a tablettaban.

4.3.2. tblazat: A nagyfelbontasi Raman-térképlekinyert spektrumok miségének

szamitott értékei

Gyartasi Korrelacios egyitthatok Lack of fit %
Osszeted tétel MCR- a MCR- a
(technolégia)  ALS PMF SISAL  SMMA ALS PMF SISAL SMMA
D 0,9930 10,9939 0,9914 0,9595 9,72 9,20 12,24 24,40
. 0,8416 47,61
Hat6anyag HS 0,8608 (0,5515 0,7479  0,5839 42,93 (75,20 58,76 72,16
F 0,7865 0,7806 0,7671 0,7598 52,80 53,83 56,28 459,7
D 0,9856 0,9945 0,9866 0,9803 14,84 9,22 15,83 17,39
0,8262 49,23
0 0,9647 ' 0,9735 0,9685 22,00 ' 19,49 20,89
Celluléz HS (0.9687 (21.24
F 0,9770 0,9803 0,9824 0,9803 18,16 16,77 20,68 917,3
D 0,9601 0,9403 0,9041 0,8508 20,61 25,14 33,10 9495
B 0,9392 29,25
Keményité HS 0,9679 (0.9683 0,9606 0,8973 19,01 (18.59 20,67 36,73
F 0,9366 0,9613 0,7570 0,8526 28,24 21,71 55,94 842,6
D 0,9932 10,9939 0,9026 0,9486 10,56 10,07 41,36 131,2
Mg- 0,9523 29,76
0,9616 0,9335 10,9294 24,97 34,84 34,58
sztearat HS (0,9610Q (25,49
F 0,9962 0,9957 0,9909 0,9703 7,97 8,50 14,65 22,34
D 0,8566  0,6670 40,18 58,67 - -
HPMC HS, F - - - - - -

A zarojelen kivuli értékek a hatéanyagra kapotiolely eredményeket mutatjdkéak=0.1), a zarojelen kivuli értékek a segédanyagokra
vonatkozé legjobb eredményébéak=0).

A hatéanyagot vizsgélva, a 'HS’ és az 'F’ tablett#letében kisebb korrelaciés és
nagyobb LOF értékek adodtak, mint a 'D’ tablettatében. Ez a mar emlitett okkal, a
hat6anyag polimorf atalakulasaval magyarazhato.

A segédanyagok esetében is kulonbségeket tapasatadiz értékek kozott. A
cellulozrol altalanossagban elmondhatd, hogy a tspelat barmelyik alkalmazott
kemometriai modszerrel j6 kozelitéssel megkaptamek két alapvétoka lehet. Egyrészt ez
az osszetdyvolt jelen minden tablettaban a legnagyobb memgysen. Masodsorban Raman
spektrumaban tobb elklloril éles -csucs konnyiti meg az azonositast. A magmez
sztearat esetében kissé nagyobb szorasok vannak, ées rezgési csucsainak koszobdmet
a spektrumat kis koncentracidja ellenére is mindegglkalmazott technikaval jol
rekonstrualtam. A keményit spektruméban is van néhany majdnem kulénallé ¢sucs
elvalaszthatésaga a tobbi spektrumtdl mégis nelsébkevolt. Az MCR-ALS és a PMF
becslése jol korrelalt és megféleh illeszkedett az eredeti spektrummal, mik6zb&iSAL
eés az SMMA atlagosan rosszabb eredményeket adotPMC spektrumokat csak a 'D’
tabletta vizsgalatakor az MCR-ALS és a PMF modsikeletudtam kinyerni, és az &dbi
pontosabban becsllte ennek az Oss#atd a spektrumat. A PMF oszlopaiban lathato
zarOjelezett és nem zardjelezett értékek kozti igégek alatdmasztjdk a 4.3.4. abrabdl
levont kdvetkeztetéseket.
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Miutdn meghataroztam a detektalhat6 komponensek&zas spektrumat ezek alap
jan megvizsgaltam a koncentraciok kiszamithatosésg® spektrumok szdménak (korabban
emlitett) szandékos tulbecslilése miatt, csak bzempektrumok atlagolasa utan megkapott
végs$ becslilt tiszta spektrumokat hasznélva alkalmazalegkisebb négyzetek modszerét
(CLS) a koncentraciok becslésére. A 4.3.5. abr&ilénbo tablettakban &y hatéanyag
eloszlastérképeit abrazoltam. Szemre is j0l latHadigy az MCR-ALS majdnem ugyanolyan

CLS
(using
reference
spectra)

MCR-
ALS

PMF

SISAL
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4.3.5.abra: A kilénbd@modszerekkel becsuilt hatdbanyag eloszlasai a Raénképeken
koncentraciétérképet mutat, mint a referenciaspekbkat felhnasznalé CLS. Elviekben az
MCR-ALS-sel kapott képek akar még jobban is koiettvalosagot mint a CLS. Ugyanis az
MCR-ALS tekintetbe veszi a hatéanyag lehetségesnpolidjanak valtozasat. Ezt CLS-sel
nem tudnank kivitelezni, mert a referencia spektasak egyféle polimorf valtozatot mutat.
Sok esetben bizonyos polimorfmédosulatok csak azit@ényben a formulacié soran
keletkeznek, és tisztansetem allithatdk, hogy abbdl referencia spektrumdjunk felvenni.

A becsiilt spektralis koncentraciok mindegyik dsgrevisszehasonlithatok, melyet
kulonbo® statisztikai jellemékkel a 4.3.3. tablazatban foglaltam 6ssze. EzessatEsi
paraméterek atlaga alkalmas a valddi koncentrdoatislésére. Lathatd az értékékihogy
az atlagkoncentraciok becslésében az MCR-ALS ésMik Wizonyult a legjobbnak
amennyiben legalabb kissé heterogén volt a hatgpelgszlas (D’ és 'F’ tablettak esete).
Homogén hatdanyag-eloszlas esetén viszont nemntudggyértelni trendet megfigyelni
abban a vonatkozasban, hogy melyik médszer musattgkisebb kilonbséget a referencia
CLS méddszerhez képest.

A relativ szorasok a komponensek heterogenitad@aiatok osszefiiggésbe. A 4.3.3.
tablazatban megadott értékékbatni lehet, hogy a CLS relativ szoraseértékeitegttbb
esetben a legjobban az MCR-ALS és az SMMA koz#iteieg. Azokban az esetekben, ahol
az SMMA produkalta a CLS-hez legktzelebbi relatigras értékeket, ott a masodik mindig
az MCR-ALS lett. A SISAL-lal is kdzeli széras éreMet kaptam a CLS-hez, mig a PMF a
tobbihez képest a legkevésbé hasonlo értékeket adta
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4.3.3. tablazat: A referencia és becsult spektrirabineghatarozott koncentraciok
statisztikai jellemdi

hatéanyag celluléz
(%fs) MA(I:_E' PMF  SISAL  SMMA CLS (ref.) MA(I:_E' PMF  SISAL SMMA
atlage 21,3 17,3 222 250 18,4 72,5 742 621 57,1 64,7
blota H% 259 214 298 207 20,4 26,0 282 309 195 23,7
RMSDY% 4,0 5,9 6,6 6,4 6,4 121 169 8,2
atlagve 153 7,7 16T 19,8 2,6 74,5 679 6508 625 79,3
t;';let'ta relsz.% 2,1 26 658 4,7 2,2 7,0 72 137 82 7.1
RMSDY% 76 47 53 12,7 67 11,8 121 5.1
atlag» 135 17,5 152 252 35,5 76,2 68,0 701 590 33
bletig €7% 209 262 218 200 15,3 25,1 232 282 184 15
RMSDY% 6,7 8,2 12,0 24,2 87 9,2 18,7 76,6
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keményité Mg-sztearat
CLS MCR- MCR-

Gety aLs PMF SISAL  SMMA CLS(ref) '« PMF  SISAL  SMMA
atlag% 4,3 3.8 0,8 12,2 1,8 1,9 3,6 8,8 5,8 15,0
tabletta 2% 45 41 9,4 49 43 3,1 53 6,3 5.8 4.0
RMSD%’ 34 6,7 8,2 35 3.7 9.2 48 132
atlag% 6,0 71 108 120 2,7 42 173 80 5,7 154
tabletta %" 8 54 117 69 52 37 46 63 6,4 46
RMSD%’ 1,3 7.8 6,5 3,6 131 47 3,0 112
atlag% 7.6 7,2 0,6 8,1 20,8 2,8 7.3 14,1 7,7 40,4
tabletta 2% 81 5,5 11,6 4,7 10,2 6,5 7,0 8,4 8,1 14,0
RMSD%’ 7,3 9,1 5,7 15,4 4,6 12,0 5,2 39,2

A referenciaspektrumokra kapott CLS koncentrdwagkviszonyitott atlagos kdzépérték eltérések.
b Kapott PMF koncentraciok a spektrumbecslésre ridispeak= 0.1 értéknél a hatéanyagrafpsak= 0 értéknél a segédanyagokra.

A Raman-térkép alapjan a becsult spektrumokbdl fagjtott koncentraciokat
egyenként is Ossze tudtam hasonlitani a CLS-selhatémpzott koncentraciokkal. igy
szamitottam ki az atlagos kozépérték eltéresek@izédekosan), hogy megnézzem, melyik
modszerekhez rendelldgtoncentraciok hasonlitottak a legjobban a CLSkékkez. Ebben a
vonatkozasban atlagosan az MCR-ALS volt a legjoiak ellenére, hogy a 'HS’ tabletta
esetében és az 'F’ tablettdbandd&emeényitre sem a legkisebb értéket adta. Egyes esetekben
a SISAL-t viszonylag jonak talaltam. Az SMMA telijgeénye tagan ingadozott
komponensenként illetve aszerint, hogy milyen &§aal késziilt a tabletta. Ez alkalmatlann
teszi ezt a modszert a gyakorlati hasznalatra. A-RdMeredményeket mutatott, de ahogy a
'HS’ tabletta esete is mutatja, nem tudott mindg@eksrumra azonos beallitasok mellett
ugyanolyan jo0 eredményeket szolgaltatni. Ez bizalayisagokat okoz, ha valaki ez a
modszert valasztia egy valéban teljesen ismeretkemponens Raman-térképének
elemzéséhez.

4.3.3.0sszegzés a tablettak vizsgalatahoz

A bemutatott vizsgalatokbdl lathatdé, hogy a hadzrgirbefelbontason alapuld
modszerek szamara - amelyek altalaban nagyon hapontossaggal ikddnek - kihivast
jelentenek azok az esetek, amikor az ismeretlelettdban legalabb az egyik kompnens
eloszlasa majdnem teljesen homogénikskoncentraciotartomanyban fordul 6l A
legnagyobb szamu tiszta komponensspektrumokat aR-KICS illetve a PMF volt képes
megtalélni, illetve ezek a mobdszerek becsllték naegegnagyobb pontossaggal az
0sszetegiket. Az MCR-ALS és a PMF egyarant pontos becslédtaidni a tiszta komponens
spektrumokra, de csak az MCR-ALS modszer az, akedfikor is magas miisédi
becsléseket ad mindegyik komponensre, ha az egyilpknens koncentracidja (esetemben a
hatbanyag) csaknem konstans. A PMF &ltparaméterek bedllithsa mellett tdbbszords
futtatast kivant, hogy mindegyik komponensspektruiminéséggel tudja visszaadni.

Bizonyitottam, hogy a SISAL és az SMMA modszer kergebb a homogenitasra. A
SISAL és az SMMA is megleh&ten tisztan adta meg a komponenspektrumokat, de a
hatékonysdguk az &6 két moddszeré alatt maradt. Ezek az algoritmusokbejid
részletekkel magyarazhaték. A SISAL a spektrumokean alkalmaz nem-negativitasi
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megszoritasokat, igy nyilvan oghhetnek negativ (értelmetlen) csucsok is. Masrészt
komponenseket magukba tejszimplexen alapulé megkozelités akkor j6, ha a&rlgs
spektrumok a szimplex oldalain eloszlanak (valtogabbak). Ha egy komponens
egyenletesen oszlik el (mint példaul a 'HS’ talaetsetén), akkor ez nem teljesdl.

Az SMMA gyengébb teljesiképességét az okozhatja, hogy a kivalasztott tiszta
hullamszamoszlopok nem teljesen tisztak, zajjahsgezettek. Homogén esetben tovabb ront
a moédszer hatékonysagan az a tény is, hogyila elpszlasu tiszta csucson megjelennek a
zajok. Ez jeleriisen befolyasolja a szamitast.

4.4.Hasonld szerkezdi 0sszetedk tiszta Raman-spektrumainak becslése kemometriai
mobdszerekkel

Az 4.2 fejezetben bemutattam, hogy az Osss&tetérbeli eloszlasa megfetel
matematikai eljarasok segitségével felderéthakkor is, ha az 6sszes alkot6 Raman-
spektrumat a készitméryrfelvett Raman-térképth kell megbecsiilni. Az 4.2. fejezetben
vizsgalt tabletta egy éles, intenziv rezgési saabkiendelked hatéanyagbol és harom
szokvanyos, igen gyakran alkalmazott segédanyagbdlakt6z-monohidrat,
kukoricakemény#t, magnézium-sztearat) allt. Ezen alkotok Raman tepelai — az
Osszetegk igen eltéé kémiai szerkezetéb kovetkeden — nagymeértékben kilonbdztek
egymastol. Masképpen fogalmazva e spektrumok om@lgmak tekinthéik, ezért a
kemometriai médszerekkel tort€rszétvalasztasuk elméletileg sem jelent nagy kstiva
4.3. fejezetben megvizsgalt harom tabletta dsséitek Raman-spektrumai (4.3.1. abra) is
felderithetek voltak, habar a HPMC spektruméat csak a 'HS’attédban tudtam kimutatni.

A gyakorlatban azonban szamos olyan termék |étehitl a készitményben tobb, igen
hasonl6 Raman-spektrummal jellemez#hkbmponens is jelen van (vagy jelen lehet). Akar
teljesen ismeretlen (hamisitott vagy illegalis) yagsszul jellemzett készitmények is lehetnek
a vizsgalat targyai, amelyekben olyan Osszitevannak, melyek Raman-spektrumai
nagymértékben atfednek egymassal. A két leggyalioiljen eset a kodvetkéz ha egy
gyogyszertablettaban tobb hasonlé kémiai szerkessggédanyagot alkalmaznak (pl. tdbbféle
celluléz-szarmazék ugyanabban a tablettaban, dldta valamelyik alkoté —o6ként a
hatbanyag — tobb kiulonbézpolimorf modosulatban is jelen van a készitménybdalen
fejezetben azt terveztem megvizsgalni, hogy egyah&xss korrelaciot mutatd spektrumok is
szeétvalaszthatok-e feldefistatisztikai €s jelfeldolgozé mddszerekkel.

4.4.1.Gyogyszerpolimorfok Raman—spektrumainak becslése

4.4.1.1. Haromkomponenskeverek vizsgalata

Az el modellem a carvedilol hatbanyag harom polimorf pgdatabol allt. A
carvedilol I, B és lll-as tipusu polimorf modosdiatvetettem 0Ossze egymassal. A
modosulatokat egyehl tomegaranyban oOsszekevertem, majd a porkevirékr3.2.2.4.
fejezetben leirt médon Raman-térképet készitettem.

Amint a 4.4.1. abran lathatd, a harom Raman-spek&iisen atfed. éleg az B és a
1l tipusok kozott fedezhétfel sok hasonlésag. igy varhatéan még nehezebléazegyes
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tiszta spektrumok kinyerése a halmazbdl. Az alkabttapor allagu mintak tisztasagat por-
rontgendiffrakcidval elledriztem.

1 h Az egyes polimorfok 1:1:1 aranyu
|| | keverékének térképezésekor az egyes
térkép-spektrumok felvételi ideje 5x1
s volt. Ez a rovid id€j gerjesztés
carvedilol B | elegenden nagy intenzitasu csucsokat
adott, igy az egész vizsgalat nem
tartott tovabb masfél oranal. A kapott
‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ | 841 mérési pont mar elegeéndolt

o hullamszam(er?) ¥ arra, hogy abbdl elvalasszam a tiszta

4.4.1.4bra A harom carvedilol-polimorf spektruréPmponensek Raman-spektrumait. Az
elvalasztis pontossagat o6t feldedtatisztikai modszerrel vizsgaltam, amelyek a kiezk:

« fékomponens analizis, principal component analysi#\ P
onmodelled keverékelemzeés, self-modeling mixture analysisNV8M
tobbvaltozos gorbefelbontas— alternalé legkiselifynetek modszere,
multivariate curve resolution — alternating leapiares, MCR-ALS
simplex identification via split augmented LagraargiSISAL
* positive matrix factorization, PMF

A modszerek valtozd eredményességgel tudtdk medinécsa megfelal
tisztakomponens-spektrumokat az adathalmaz alagianegyes modszerek altal becsiilt
spektrumok a 4.4.2. -.4.4.4. abrakon lathatok.

A fokomponens-elemzés esetében a keverék o6t legnaggabigularis érték
fékomponensét vizsgaltam meg, és ezek kdzul a madeaiknadik és negyedik komponenst
abrazoltam, mert ezek hordoztak valamelyest aatispektrumok jegyeit. Lathatd, hogy a
PCA nem szolgaltat megfetelminésédi spektrumokat: egyrészt zavard negativ csucsok
vannak jelen (ami elkertlhetetlen ennél a moddsierméisrészt pedig a pozitiv savok
helyzete sem mindig egyezik meg a megteletferenciaspektrumban I&vsavokkal.
(Helyenként 6sszecsetéinek az egyes komponensek jellénsavjai.)

) carvedilol |

_n-.gu"“ ‘\.)\iv/‘ “"\«;_/’\_rvx 'J\V, _,4‘ S|

intenzitas (a.e.)

carvedilol I

i carvedilol |
0 MCR-ALS
8
—

ol
N
o PMF
=8
SISAL
: SMMA

160( 120( 1 80C 4OC
hullamszam(¢i
4.4.2.abra: A carvedilol I po |mor?valod| illetveektlonb6a felderi® statisztikai

mobdszerekkel becsult spektruma
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4.4.3.abra: A carvedilol B polimorf valodi, illetaekilonb6d felderit statisztikai
modszerekkel becsilt spektruma

carvedilol 1l

)

(q.e

MCR-ALS

PMF

intenzitas
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4.4.4.abra: A carvedilol Il polimorf valddi, illee a kilonboé felderit statisztikai
modszerekkel becsilt spektruma

Az SMMA modszerrel tértéhvizsgélat a 708, 731 és 1296 timullamszamoknal 16
intenzitasérték valtozaséara épilt (mely savokatlgaritmus maga talalta meg az adatmatrix
oszlopainak a 7.2.3. fejezetben leirt statisztkasgélata alapjan). Az éi€rtéknél talalhato
csucs a lll-as modosulatra, a koz&psB polimorfra, mig az utdbbi az I-esre jelldmEz a
maodszer is viszonylag jo nisédi spektrumokkal szolgalt. A SISAL modszer a canadil
és B spektrumai esetében j6 eredményeket szolgéltalenben a 11l modosulat spektrumat
megleheisen rossz mifségben adta ki. Az MCR-ALS-sel tortént vizsgalaej@dmeénnyel
zarult, csakugy, mint a PMF maodszer.

A fenti megallapitasokat a becsilt és a valoditaisaman-spektrumok korrelacios
koefficienseinek értékei is tikrozik. Az értékeket.4.1. tAblazatban foglaltam 6ssze.

A tablazatbdl kitinik, hogy a legrosszabbul az I-es, mig legjobbaB hat6anyag-
polimorf Raman-spektrumat sikeriilt elvalasztantafinossagban véve a legjobb korrelaciot
a tiszta hatéanyag-polimorfok spektrumaival a PMédszerrel becsilt spektrum adta. Az
MCR-ALS és az SMMA is jol korrelalé spektrumokato#td A SISAL egyedul a lll-as
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polimorf esetén adott gyengébb hasonlosagot aztined viszonyitva. A PCA eredményein
latszik, hogy a modszer ilyen mértekasonlosagot mutatd spektrumok elvalasztasara nem
alkalmas.

4.4.1. tAblazat: A harom modosulat becslilt és eafga-spektrumainak korrelaciés egyttthatoi

MCR-ALS PMF SISAL SMMA PCA
Carvedilol | 0,8300 0,8552 0,8315 0,8360 0,0290
Carvedilol B 0,9364 0,9332 0,9550 0,9167 0,3545
Carvedilol 111 0,9095 0,9144 0,7652 0,9086 0,4740

4.4.1.2 Amorf gyogyszerhatdéanyag kristalyosodasanak kiraséat

A D hatéanyag kristalyos €s amorf formajanak spekéi k6zott nagyon elenyészk a
kulonbségek, ahogy a 4.4.5. abra is mutatja.. Arkigég legjobban az amorf médosulat 1689
cm®-nél 16w cslcsanak a Il-es tipust kristalyos médosulat 1681 felé valé tolédasaban
nyilvanul meg. Tovabba a kristalyos fazisra jelléntsicsnak nagymértékben mégaz
intenzitasa és csotkken a félértékszélessége aftamdepest.

A\ )\ VAR ARYA'Va VW A TV AW NN il
NS NN N Vond A e Vet NIV I A S A

intenzitas (a.e

D amorf

150 ' 1600 ' 1400 hu”é*éﬁ@z'é.m(él‘iq) ' a0 ' 600
4.4.5. dbra: A D hatéanyag ll-es kristalyform4jagak
amorf fazisanak Raman-spektruma

Raman-térképezéssel a tiszta amorf hatbanyagbanokd soran spontan elkézd
kristalyosodast egyértelien kimutattam. Példaként az amorf D hatéanyégli@asa utan 7
héttel tortént mérést lathatjuk a 4.4.6. abran.zékasos alapvonal-korrekcidé és egységnyi
terlletre normalas utan a térkép spektrumait a @id8szerrel modelleztem. Az abran kék
szin tertleten nem lehetett detektalni a kristalyo®&ayagot, egyes pontokban azonban, kis
intenzitdssal, mar megjelenik a kristalyos fazidzpiros és sarga szinnel jelolve a novekv
intenzitast a térképen).
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4.4.6. abra: A kristalyos D hatéanyag eloszlasamaarf kdrnyezetben 7 hét utan

Ezek utan MCR-ALS moddszerrel kiséreltem meg a &ges forma spektrumat
megkapni. A teljes tartomanyon az MCR-ALS-sel nekersilt megfeled eredményt elérni,
ezért a késbbiekben az 1550 és 1750 Cnkozotti tartomanyt hasznaltam fel. Ebben a
tartomanyban van a legnagyobb kilonbség az amafkéistalyos spektrum kozott. A 4.4.7.
abran lathaté az eredmény, amely a 'closure’ (amgalpg) 1 értékre torténbedllitasa
mellett tudtam megvaldsitani. A MCR-ALS moédszerhkanysagat mutatja, hogy a kristalyos
hatdanyag spektruma meg akkor is kimutathatd Waltaz csak tizedszazaléknyi mértékben
fordult elb az amorf anyagban.

M kristalyos D

S\ becsllt spektruma

L NG kristalyos D
- | referenciaspektruma

intenzitas (a.e
|
\
|
|
|
|
€
c‘
|
\
|
‘\
\

amorf D
‘ referenciaspektruma

T T T T T
1750 1700 1650

hullamszam(cr?)
4.4.7. dbra: Az MCR-ALS-sel becsiilt spektrumok ésfarenciaspektrumok

4.4.2.Segédanyagkeverék vizsgalata

Egyes segédanyagok esetében szelektiv, éles rez@ysk nem figyelhék meg, illetve
egyes, kémiailag hasonlé szerkézetegylletek Raman-spektrumai nagyon hasonlitanak
egymashoz. llyenek példaul a tablettakbarb&dyagként hasznalatos maédositott cellulézok
vagy a kemeényét A kivalasztott harom segédanyagrol azonos felvédével (60x1 s)
készultek spektrumok, melyeket a 4.4.5. abra ithdszA keverékél elkészult térkép 961
pontbdl allt. Ezek kdzll 2 zavard hibas pontot #dm fel, amelyet a Matlab programban
eltavolitva 959 pontbdl tudtam tovabbdolgozni.
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4.4.8. abra: A harom segédanyagrodl felvett refaeespektrumok

A 4.4.8. abran latszik, hogy a spektrumok teljeglességét figyelembe véve a
keményib viszonylag éles, 477 chkoriil megjeleli éles savja miatt a tiszta spektrumok
becslése nem lenne nehéz feladat. Célom azonbaoltahogy a teljes tartomanyon éatéed
feltételek mellett valasszam ki a legjobban telfesiddszert. Ezért a keméngyiiek a 477 cm
Lnél taldlhatd éles savjat kihagyva, a 813-1520" ¢mllamszam-tartomanyra korlatoztuk a
kisérletet (Id. a szaggatott vonallal korbevetilleet a 4.4.5. abran).

etilcellul6z

referencia (valéd
MCR

PMF

HPMC

referencia (valéd
MCR

intenzitas

i SMMA
M keménvié
referencia (val6d
,M SISAL
M PMF

SMMA

[ [ [ [
120 110 100 90C

\
130( i} | L
hullamszam(cr™)
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4.4.9. dbra: A harom segédanyag kulortbdwdszerekkel becsilt Raman-spektruma

A spektrumok elvalasztasat négyféle modszerrel ztége el. Ezek a korabban
megismert SMMA, SISAL, MCR-ALS és PMF voltak. A 94 abran a spektrumok sorban
fentrdl lefelé haladva az etilcellul6z, a hidroxipropikti-celluloz (HPMC) és végul a
keményit spektrumai. A valodi tiszta spektrumok, mint refesiak utdn sorrendben az
MCR-ALS, a SISAL, a PMF és az SMMA éltal kapott ammenyek jonnek. Ezek kozott
szabad szemmel nem sok kilonbség volt felfedéztertnek kdvetkeztében a korrelacios
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koefficiensek és az illeszkedés hianyanak (lacktpfoviden LOF) értékei kiszamitasaval
hasonlitottam 6ssze a modszereket. Ezen értékekét2a tablazatban foglaltam 6ssze.

4.4.2. tAblazat: A harom mddosulat becslilt és eafaa-spektrumainak korrelaciés egytitthatoi

MCR-ALS | PMF | SISAL | SMMA
. , korr. 0,9865 0,9867 0,986b 0,9851
Etilcelluléz
LOF 10,5 10,5 10,4 10,75
korr. 0,9922 0,9923 0,9924 0,6302
HPMC
LOF 8,3 7.8 7,5 91,1
. ... | korr. 0,9910 0,9907 0,9926 0,9836
Keményité
LOF 7.4 7,55 6,9 10,1

A korrelaciés egyutthatdk és az illeszkedés hiamgbd LOF paraméter egyontien
azt mutatjak, hogy a legjobban a SISAL altal kagptktrumok felelnek meg a valésagnak.
A PMF és az MCR sem sokkal rosszabb, egymashozonaggsonlé adatokat produkalt. A
kulonbségek nagyon kicsik, ezért tovabbi vizsg&lanikségesek annak eldontésére, hogy a
SISAL szignifikAnsan jobb eredményeket ad-e a miésikmodszernél.
Az SMMA minden mutatoban a leggyengébb eredméntg. ahnek valdszinoka az, hogy
az algoritmus a hidroxipropil-metil-celluléz spektnaban nem talalt olyan savot, amelynek
intenzitdsara j0 modellt tudott volna épiteni.

4.4.3.Hasonlé Raman-spektruma komponenskeverékek kemomesi elemzésének
0sszegzése

Osszegzésként kijelentidethogy a Raman-térképeiba kemometria segitségével
nemcsak a 4.2 és 4.3. fejezetekben bemutatott Kéglkailonbds komponensek spektrumai
becsilhetk jol, hanem azoknak a keverékkomponensek spekirugjaamelyek igen
nagymértékben hasonlitanak egymasra. Mind a gyeégyskimorfok, mind a hasonld
szerkezdt segédanyagok esetében sikerult kivalasztani amba@szert, amely a legjobban
visszaadta az 6sszet&walddi Raman-spektrumat.

Kijelenthet) tehat, hogy a Raman-térképezés akkor is alkalnt@ziemeretlen
polimorf- vagy kémiai szennyéket tartalmazo6 gyogyszeripari mintak vizsgalatéia,azok
Raman spektruma nem sokban tér el a készitményddenl§\é tobbi komponenséL
Tovabba ismeretlen ¢sszediet tartalmazo termékek Osszetétele akkor is falued, ha
tobb, kémiailag hasonld komponenst is tartalmaz.

4.5.Extrazioval és elekrosztatikus szalképzéssel késtitlomogén hatéanyag-segédanyag
rendszerek bemutatasa

Az eloz6 fejezetben bemutattam, hogy mikéntikiidnek egyes kemometriai
modszerek, amennyiben a spektrumalsen korrelalnak egymassal. Nemcsak a spektrumok
korrelalhatnak, hanem a koncentracioknak is lelbglon s#k eloszlasa. A 4.3. fejezetben a
nedves gyurassal készilt 'HS’ tabletta esetén ti@kahogy egy komponens homogén
eloszlasa a mobdszerek hatdsossagat megvaltozEdijzen a fejezetben olyan mintakat
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mutatok be, amelyekben mindkét a rendszert alkordgonens nagyon homogén eloszlast
mutatott. llyen homogén rendszerek készétkheextruzios technikaval és elektromos

erétérben oldatbdl tértédhnanoszalak hizasaval is.

A kapott mintdk két eltérkoncentracidban tartalmazték a spironolakton hatagot
és a Soluplus segédanyagot. A mintdk 10 és 20%amgagtartalommal készlltek Ezeket a
3.2.2.6. fejezetben leirtak alapjansl@dszitettem, és mindegyik mintar6l Raman-térképet
készitettem. Az dsszehasonlitas érdekében a fikikagréket is megvizsgaltam. A 4.5.1.
abran lathatok azok a képek, amelyeket CLS modmdkt a referenciaspektrumok alapjan
késziiltek. Ezek a képek 0-t6l 1-ig tejezkalan mutatjak, hogy milyen sulyozassal szamolta
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4.5.1. abra: CLS modellezéssel készlt hatéanyagidle-térképek

a hatéanyagot a legkisebb négyzetek médszere (@L)lla érték a 0%, mig az egyes érték
100%-nak tekinthét Az elektrosztatikus szalképzésseaiadiitott mintakon a szinezésbis
lathat6, hogy teljesen egyornteta spironolakton eloszlasa. Az extrudalt mintak esgy

47



pontokban mar fluktuaciét mutatnak a koncentracéidren. A fizikai keverékeken viszont
sok heterogén terlletet fedezhetiink fel. Ezekebrecdéntracioeloszlasokat lehet jellemezni
statisztikakkal mint az atlag, a relativ szordseedelem vagy a minimum és maximum
értékek. Ezeknek a kiszamitdsa utan a kapott emghét a 4.5.1. tablazatban
szerkesztettem 0ssze.

4.5.1. tAblazat: A Raman-térképek koncentracié&sanak jellema értékei

10% hat6anyagtartalom 20% hatéanyagtartalom
S.tatlszt|!’<a| EIektrosz,plnmngeIt Extrudtum F|Z|ka,| EIektrosz,plnmngeIt Extrudatum F|Z|ka,|
jellemzs szélak keverék szélak keverék
Atlag 19,82 20,01 39,78 35,79 37,66 64,65
Széras 0,56 2,04 17,09 0,69 3,15 19,20
Minimum 18,34 17,18 5,49 32,93 31,33 12,84
Maximum 23,71 41,37 82,70 39,98 59,79 94,67
Terjedelem 5,38 24,20 77,21 7,05 28,45 81,83

Az értékek alapjan egyértelrmn latszik a kilonbség. A legfontosabb értékben, a
szorasban az elektrosztatikus szalképzéssel kéuamiithk esetében adddott a legalacsonyabb
erték. Az extrudatum kissé nagyobb szérast mutafothatéanyagra kapott atlagok azeért
adodnak ekkoranak, mivel intezitasértékei a segédpkéenal jelerdisebbek. Ebdi
adodhatott pontatlansdg. A fizikai keverék atlagjéet azért lehetnek ilyen nagyok, mert a
kisebb szemcsemétiehatéanyag befedte a nagyobb szenficségédanyagot. Ek6zben az
extrizid és az elektrosztatikus szalhlizas soradiakilard kolloid diszperzio jott |étre. Ezt
mutatja az is, hogy hatéanyag amorfizalodott. Agesgpontokban egyértelran latszodott ez
a folyamat.

) Intensity (e

T
1600 1700

T
1650
Raman Shift (cit)
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4.5.2. dbra: Az amorfizal6das szemlétetése

A 4.5.2. dbran a kulonbség egyértéém kitinik. A két pontbdl kiemelt spektrum-
részletek lattatjak azt, hogy az 1700 thodrnyéki tartoméanyban nem jelenik meg cstcs
akkor, ha amorffa valik a kristalyos hatéanyag.

A tovabbi céljaim kozé tartozik annak megallapitdsayy a gorbefelbontason alapuld
kemometriai modszerekdleg az MCR-ALS-re fokuszélva) segitségével megkejiha a
kiindulasi spektrumok.
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5. Osszefoglalas

A gyogyszeripari fejlesztések soran, valamint éegdlis gyogyszerpiacokon jeléist
mennyiségben jelennek meg nem pontosan ismert tégslze valamint teljesen ismeretlen
eredel (hamisitott vagy illegalis) készitmények, melyekyartoknak a riiszaki kihivason
tulmerben anyagi, & esetleg egészségugyi karokat okozhatnak. A biatary mirbsédi
készitmények visszaszoritasa édleges, kiemelt feladat. E feladat megoldasa sgéan
lehetiséget nydjt a Raman-mikrospektrometria, mely a kémdérképezéssel 6sszekapcsolva
Ujabb irAnyokat adhat a gyégyszerformak roncsolasesevizsgalataihoz.

Munkdm soran valodi példadkon keresztil mutattam imdként lehet a Raman-
térképezés segitségével gyogyszertablettako bskerkezetét felderiteni. Munkam soran
elészor két készitményt hasonlitottam 6ssze. Az eggiktipikus originalis gydgyszertabletta
volt, mely6l magasszirit hamisitvanyok készilhetnek, a masik az eredetivetjegyeéd
Osszetétel tabletta, amely esetéberv@litasi technoldgia sajatsagaival kapcsolatbatetel
kovetkeztetéseket levonni. A vizsgalatok alapjacshkist adtam a mennyiségi dsszetételikre
illetve egyes komponensek jelletngzemcseméretére vonatkozoan. Olyan kis kilonbségek
sikerllt detektalni, amit mas analitikai modszefediarni nagy nehézségekbe Utkozott volna.

Az 0Osszehasonlitdst az alapanyagok referenciarspekinak felhasznalasaval
végeztem el. A gyogyszeripari gyakorlatban legt@abbspontos ismerettel rendelkeznek a
vizsgalt készitmény dsszet@nsl. Azonban bizonyos esetekben a komponensek spe#iru
nem ismertek (esetenként a komponensek szama Bgem) kihivasokat jelenthetnek pl. az
illegalis vagy hamisitott tablettak, amelyek esetéla komponenselr nem rendelkeziink
ismerettel. Egy ilyen ismeretlennek feltételezedbleéttan bemutattam, hogy 6ektes
informaciok nélkdl is azonosithatjuk a komponenseKdzelitt becslés adhatunk a
mennyiségukre illetve a heterogenitdsuk meghatédeozdapjan a gyartasi modrol is lehet
képet alkotni. A Raman-spektrometrian alapulo kéndiképezés soran nyert adathalmazbdl
megfeleb sokvaltozés adatelemzési (kemometriai) modszetekkdiszta komponensek
spektrumait is meg tudtam becsdulni.

A modszerek alkalmazasa heterogén eloszlasi kompeke esetén megfetel
pontossaggal volt megvaldsithatd. Ennek oka, hagfvak nagy intenzitasbeli kilonbségeket
mutatnak. Ezen taIméen azonban megvizsgaltam a modszerek alkalmazigdtoshban az
esetben is, amikor az egyik komponens nagyfoku I[gemitast mutatott. Az ilyen
modelltablettdkon a gorbefelbontason alapulé mdaegzgyartasi technologiatél fuggetlendl
is megfeleben visszaadtdk a komponensek spektrumait. Megtitsgh, hogy a
legalkalmasabb MCR-ALS illetve PMF mdadszerrel ehgatani a spekrumokat egymastol, de
homogén eloszlasu Osszeievartalmazo készitmény esetén egyértemaz MCR-ALS-t
taladltam a legjobb metddusnak a gyogyszerkésziteiéngsgalatara.

A vizsgalt kemometriai médszerek tébbsége kémidiiddnbdzd komponensek esetén
nagy biztonsaggal, j0l alkalmazhatonak bizonyult.gpdgyszertechnologiai gyakorlatban
altalaban ilyen példakkal talalkozunk, défefdulhatnak efsen korrelalo Raman-spektrumu
alkotok is egy ismeretlen készitményben. llyenekdgpd a hatdanyag polimorfokat
tartalmazo készitmények spektrumai , illetve agzeicharid tipust segédanyag komponensek
primer vizsgalati eredményei is. A két modellenzted kemometriai algoritmusok kozul
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foként az MCR-ALS és a PMF modszer adott - még nagyeaijal terhelt spektrumokra - is
nagyon j6 eredményeket. A dolgozat ezen megallsgittak fontos eredménye lehet, hogy ily
modon sikeril meggyorsitani a gydgyszeripari aniyagalatokat hiszen rosszabb jel-zaj
viszony, azaz rdvidebb felvételi ddmellett is hatékonyan meghatarozhatok lehetnek a
keveréket alkoté komponensek spektrumai. Az MCR-Ab8dszerrel szennyédések is
kimutathatok egy anyaghalmazon belil. Ezt bizotdto kristdlyossagnyomok
meghatarozasaval egy alapieat amorf mintan.

Amellett, hogy két komponens spektruma nagyon Hasdovabbi analitikai kihivast
jelent, ha koncentraciéjuk @&en korrelal. llyen hatéanyag-segéganyag rendszere&gzett
elemzéseket olyan gyogyszerrendszereken mutattam nielyeket extraziéval vagy
elektrosztatikus szalképzéssel hoztak létre. Admtageloszlas kilonbségei az alkalmazott
statisztikai moddszerekkel jol kimutathaték voltalezeken a rendszereken tovabbi
vizsgalatokat szeretnék végezni a feldesitatisztikai modszerek segitségével, dbbképp
az MCR-ALS-sel.

A Raman-mikrospektrometria, a kémiai térképezéa ksmometria 6sszekapcsolasa a
TDK dolgozat készitése soran egy hatékonydikddd analitikai rendszernek bizonyult a
vizsgalt gyogyszerrendszerek jellemzésére, amealyatdan képes megfelelni a dinamikusan
fejl6dé gyogyszerkészitmény-gyartas kihivasainak és gsstém egyes gyodgyszerhamisitast
felderit eljardsokban is segitséget nyujthat.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék készonetet mondani mindazoknak, akik @mrgoran segitséget nyujtottak.
Kdszonetet mondok a tanszéki kutatdcsoport tadfeanaasznos tanacsaikért és azért, hogy
iranyitasuk alatt munkalkodhattam ezen a téemanyMagmbor Kristofnak és Balogh
Attilanak kilon hélas vagyok a nanoszalak és amudatumok elkészitéséért. Vegul, de nem

utolsésorban megkdszondm tamogatast a melletténgéglbptimistan biztatd csaladomnak és
barataimnak.
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7. Fuggelék (matematikai 6sszefoglalo)

Ez a fejezet a TDK munkamban hasznalt kemometri@isperek rikddési elvésl,
matematikai alapjairél ad rovid attekintést.

7.1.Kémiai térkép adatszerkezete

Mindegyik algoritmus éitt a kapott 3-dimenzids adattombatxmxA, n ésm a pontok
szama a X és az Y iranyban, illetvedaa hullamszam-csatornak szgmekéepezzik 2-
dimenzés fellletté a térbeli koordinatak dsszevawes Az igy kapotiX lesz az iixm)xA
nagysagu adatmatrix, amellyel tovabbdolgozhatunk.

A sokvaltozos értékelési modszerek kétdsoportba oszthatjuka priori (elézetes)
ismereteket igényl illetve ezeket nem igényl modszerek. Az els csoportbol a CLS
modszerét mutatom be, mig a masodik csoportbadk I&Gviditett nevei az ismertetés
sorrendjében: PCA, SIMPLISMA, MCR-ALS, PMF, valamBISAL.

A térképekldl szarmazo adathalmazok kemometriai modszerekkedrid ertékelését
kilonbod elokészitési lepések @ik meg. A TDK munkédm soran végzett vizsgalatoktdon
tobbségéeben a spektrumok meghatarozott hullamszaondjaira illesztett szakaszonként
lineéris fuggvénnyel végzett alapvonal-korrekcidtkalmaztam a fluoreszcens hattér
eltavolitasa céljabdl, ezutan pedig egységnyi gatbti terlletre normaltam a spektrumokat
a fokuszalasi bizonytalansagbdl efedtenzitds-ingadozas kikiiszobolése érdekében.

7.2. Alkalmazott kemometriai médszerek
7.2.1.Klasszikus legkisebb négyzetek moédszere (Classitaast Squares, CLS)

Az X adathalmaz a klasszikus, rezgeési spektroszkopiéhanvéenyes Lambert-Beer-
torvényre alapozva két matrix szorzataként all éssz
X=CST +E (7.1)
Ha X;x), akkorC,xpa komponensek koncentracioértékeit tartalmazzasszes r(=nxm) mert
pontban, mig zSTpXA matrix p-edik sordban p-edik tiszta 6sszetévspektruma talalhato. (Itt

r=nxm a mert pontok szama, a csatornak szama, mpga komponensek szama). Azaz X
adatmatrixszal megegy@anéreti, €s a hiba (a valodi koncentracioktol valo eltersékeit
tartalmazza.

A referencia spektrumok ismeretében a koncentraon@itrixa egyszér miveletek
(pszeudoinvertalas) elvégzésével kifejeéhet

c=xs(s"s)" (7.2)

Forditott esetben — a pontokbandéwncentricidprofilt ismerve — az alkotd spektrumai
hasonloképpen meghatarozhatok:

sT=(cc) ' x (7.3)
igy juthatunk a legegyszéitben koncentracio-eloszlasokhoz a mért térkéglekb

7.2.2.Fékomponens-analizis (Principal Component Analysis, €A)%* %

Az egyik leggyakrabban hasznalt hagyomanyos tobdx@sé kiertékelési modszer. Az

eljaras elve un. faktorelemzésen alapul, mely m@rdsalad tagjai 0j valtozokat hoznak létre
eés az eredetinél kisebb dimenzidju hipertérbe iketiz adatokat. Ezek az U valtozok
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magukban foglaljdk a teljes adatsor informaciotarémak nagy részét. A létrejdv
fékomponensek — amennyiben nem alkalmazunk spefdtisitasi eljarasokat — egymastol
flggetlenek és ortogonalisak, szdmuk a mintabané l&omponensek szamaval
0sszefluggésben van.

A moédszer végezhétaz X szingularisérték-felbontasaval (analdg médon népx
matrixok esetén ez a sajatérték-felbontas).

X=Uev’ (7.4)

A képletbenU,«; ésV Tyx, ortonormalt négyzetes matrixok, amelyek rerdre’ ésX'X
sajatvektorait tartalmazzak. ®,», matrix diagonalis elemei az Gn. szingularis érkékeig a
tobbi eleme zérus. (Az egyes sajatvektorokhoz ltaaad szingularis értékek nagysaga
jellemzi az adott faktor azaz sajatvektor . fontagg& szézalékos skalara transzformalva
megadja, hogy az adott faktor az adathalmaz vaégmak hany szazalékat irja le.) Ha az X
matrix rangjap (faktorok szama) ég<r, akkor a teljesen zérus (vagy ahhoz kdzeli)
szingularis érték oszlopok ill. sorok elhagyhaték:

X=U6V' +E (7.7)

A (7.7.) egyenlet szerinti felirhsban é&k&émponensek kapcsolatba hozhatok a Raman
spektrumokkal 8" =V/"), illetve a (komponens-egyiitthaték a koncentraciokikat(@ ). A
PCA egyik hatranya, hogy spektrumok esetében Bhaldaz ortogonalitas nem mindig
teljesul, marpedig a szingularisérték-felbontas, g#tényszeriti” a sajatvektorokra — ez igen
gyakran negativ intenzitasérteKizikailag értelmetlen savok megjelenésével jar.

A fékomponens-analizist altaldban az adatmétrix cé&s@altan szoktak elvégezni (azaz
Raman-térképezés esetében az atlagspektrumot ken&elvonni a térkép minden
spektrumabdl), azonban gyogyszerek kémiai térkégmeréetében ez nem javasolt eljdras
mert az el§ fékomponens, azaz atlagspektrdnsokszor a legnagyobb mennyiségben
jelenléw dsszetebhoz (altaldban tédanyaghoz) kothét

7.2.3.0nmodelle® keverékelemzés (Simple-To-Use Self-Modeling MixterAnalysis,
SMMA vagy SIMPLISMA) 3!

Ez a modszer az adattomb fizikailag nem interpnetal transzformacioja helyett csupan
arra hagyatkozik, hogy minden alkot6 komponensébsgt a tobbi Osszetgévsavjaival
legkevésbé atlapold, csak az adott komponensmnjall savot valasztja ki. Un. ,tisztasagi
értékek” szamithatok minden komponensre. j&dik komponensi-edik valtozojanak

tisztasagi erteke {paz alabbi keplettel szamithato:
r

— 0 1 _ 1 Y
Pij =oj b +a K er—lxu Gi er-:L(X” “1) (7.6.)
ahol p; ai-edik valtozé (-edik hullamszamcsatorndhoz tartozo intenzitasékgkzamtani
atlaga,o; ai-edik valtoz6 standard szérasa, egy determinansbol szamolt sulyérték, amely
megakaddalyozza, hogy egy komponens jeliénsavjanak megtalaldsa utan olyan séavot
valasszunk ki a kovetkézlépésben, amely ugyanahhoz a komponenshez tartfgém
mindegyik algoritmus alkalmazza ezt a sulytériyeel is lehet hanyagolnig az un. eltolasi
(offset) érték a zaj csokkentésére. (Az eltolasdlenevedhoz () tortérd hozzaadéasaval
megakadalyozhatd, hogy egy sav aziémjdn tisztanak, mert nagyon kicsi az intenzitaséamak
varhaté értéke. Masképpen fogalmazva, a 0 varhatékii¢ csak zajt tartalmazo
hullamszamkomponensek igy mar nem adnak magast¢keket, €s nem hisszéiket tiszta
savoknak.)

Az eljaras mindegyik adottj-edik komponensre kivalasztia a legnagyobb
tisztasagertékkel rendelkezhulldamszam-csatornat. Ez lesz tehat az adott koemnsre
leginkabb jellemé rezgési sav. A savok kivalasztasat kéeet a mdédszer az intenzitdsok
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aranyaban allapitia meg a koncentracidomatrixot,r al@dy, hogy magukat a kivalasztott

oszlopokban jelen Iévintenzitasértékeket helyettesiti a koncentraciomidd. A becsultC
matrixbdl a CLS egyenletét felhasznalva a tiszekBpmok megbecsulhik.

8T = (&T E:)_1 CT X (7.7)

A médszer hatranya, hogy negativ koncentraciéékedkis adhat, melyek fizikailag nem
interpretalhatok (bar altalaban akkor jelennek nagikor az adott dsszetewincs jelen az
adott mérési pontban). Masik probléma, hogy a koméeidmatrix becsléséhez kivalasztott
hullamszam-csatornakat spektralis zaj terheli, amgjelenik a koncentraciokban csakugy,
mint a 7.7. egyenlet alajpjan becsiilt tisztakompsrepektrumokban.

7.2.4.TObbvaltozos gorbefelbontas—alternald legkisebb nggetek modszere
(Multivariate Curve Resolution—Alternating Least Squares, MCR-ALS)**

Az algoritmus egy iterativ optimélason alapszikegnbecsult koncentréciékbéf:() és
becsiilt spektrumokbélS" ) indul ki. Ez a becslés vizsgalataink alapjan gélszelektiv
rezgési savok megléte esetén) lehet annyi is, hcgppan a komponensek szamaval
megegyeé& szamu, véletlenszamokbal allé vektort adunk megywpéldaul a SIMPLISMA
altal becsilt koncentracidokat vagy spektrumokatuladmeg a program szamara. Az
algoritmus lényege, hogy a legkisebb négyzetek wmerdsel préballa meg a (7.1.)
egyenletben I&/E hibatagot csokkenteni. Az alabbi célfliggvénzmlja:

r A p T 2
Q=2 > X~ 2 Gk
i=1i=1 k=1

Ezt a négyzetes hibat az eljaras ugy csokkenti,y hagbecsiilt koncentracidokbol
spektrumokat, illetve a becsilt spektrumokbdl kow@idokat szamit a (7.2.) és (7.3.)

egyenleteket felhasznalva. Minden egyes szamifttilletve ST utan ebre bedllitott,
altaldban fizikai kovetelményekhez rendethenatematikai korlatokat érvényesit. llyen
korlatok lehetnek az intenzitasértékek és a koméeidk nemnegativitasa vagy
unimodalitdsa, az anyagmérleg (a szamitott kon@eidk Osszege konstans legyen), a
spektrumok normalitasa, illetve, hogy a szamitotidentracioprofil illeszkedjen egy elméleti
modellbl szamitott koncentracioprofilra (pl. valésslien, spektrometriaval kévetett, ismert
kinetikaju folyamatok vizsgalata esetében). Ez ehnéka szélesen alkalmazott, mert az
alkalmazhat6 korlatok tarhaza igen széles, mely leheisen sokoldaliva teszi az
algoritmust.

(7.8)

7.2.5.Pozitiv matrix faktorizalas (Positive Matrix Factorization, PMF)** 43

A mivelet az (7.1.) egyenletben hibatagot igyekszik cstkkenteni. Legyen ez
esetben a becsillt matrix G, illetve S" matrix F, ekkor a hibatag felirhaté:
E=X-GF (7.9.)
Tehét — az egyes hibatagokhoz tartoz6 bizonytagpisederetében — az alabbi figgvényt
kell minimalizalni:

r A 2
QE=Y Y. (/o) (7.10)
i= j=L
Az (7.10.) egyenletbenésA rendre a sorok es az oszlopok szama, #jig mert ertekek
standard szorasa (bizonytalansagi faktor). A pmgi@(E) célfiggvény minimalizalaséat
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valésitja meg gradiensszamitason alapuld optimaBzénddszerrel, gy, hogy kdzben G és F
ertékeire a nemnegativitast alkalmazza.

Q(E, G, F)=Q(E)+P(G)+ AF)+ RG)+ RF)=
roa 2 rp p. A r p SR
> (Eyfoy ) —a). ¥ logGy, —BY. D loghy +1Y > Gy % +8) ) Ky’
i=l j=L i=l h=1 h=1 F1 = 1f1
A program a (7.10.) egyenletet kiegésH({iG ) és P(F) bintet (penalty), illetveR (G)
es R(F) szabalyoz6 (regularization) tagokkal. A2sp értékek a logaritmikus bintetagok
erosségét kontrollaljadk és a nemnegativitasi kritérilgrvényesitéséért felelnek, mig

.....

(7.11.)

befolyasoljak. Aza, B, v €s 6 értekek nagyon kicsik, igy az iteracié végére $aka
elhanyagolhatova valik. A szabalyoz6 tagok mindijikségesek, hogy kikliszoboljék a
modelll®l a szingularitast.

Tovabbi bedllitasi len8séget ad afpeaknevi paraméter, amely a koncentraciok és a
spektrumok valtozatossagat irja le. A negfpwakértékek azt a kbvetelményt jelentik, hogy
a szamitott koncentraciok széles tartomanyban, tfkemtos médon” valtozzanak (legyenek
vagy (majdnem) nulla, vagy magas koncentracioékbeké pozitiv értékek ugyanilyen
hatdssal vannak a spektrumokon beliili intenzitékékire.

7.2.6.Simplex Identification via Split Augmented Lagrangian (SISAL)**’

Az algoritmus elvének Iényege, hogp darab tiszta komponens spektrumait vektorként
tekintve ap-dimenzioju térben egypfl) dimenzidju szimplexet feszit ki. A feltételezés
szerint a tiszta komponensek a szimplex csucsdelaknek meg. A mért (altaldban tébb
Osszetety keverekéhez tartozd) spektrumok értelemsaer ebben a kifeszitett térben
helyezkednek el Ugy, hogy a vektorok megfeléh koncentracidéval analdg jelenigs
egyutthatokkal szorzodnak. Az egyutthaté-vektorotekei nem lehetnek negativak és az
egyes vektorok elemeinek 6sszege 1.

m
2 y=Ma«o
.. ... ° = m3
N
mi C = conv{ M }|
2-simplex

7.1. abra: A y mért adatok elhelyezkedése egy hi@marmponens elegy esetén

A 7.1. abran lathaté példa egy 3 komporieelegy komponensei (mym,,mg) altal kifeszitett

sik (2 dimenzids soksz6g). Ennek a belsejében hiebgimek el a mért adatok. A csucsokat
(tiszta komponensek) bizonyos megkotésekkel (kangeibk nemnegativitasa) allapitja meg

a modszer, azt is szentttltartva, hogy a mért spektrumokat magaba fogiédé&zat mérete a
legkisebbre csokkenjen. A legked¥bb megoldas eléréséhez a program Lagrange-féle
iteralé (optimalizald) algoritmust hasznal.
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7.3.Spektrumok 6sszehasonlitasara szolgalé jelleréiz szamitasi képletei

A becsilt spektrumok ,mifsége” jellemezhét a referencia-spektrumokkal tortén
szamszdr 6sszehasonlitassal. Ennek tobb Gtja lehetségals kéz il ketbt valasztottam.
A Kkorrelacios egyitthatd igen gyakran alkalmazottpbusztus modja az

0sszehasonlitasnak (spektrumkonyvtari keakggoritmusok is gyakran alkalmazzak):
A

Z(S _S)(ti _t_l)

korr = ——= (7.12))

A
Z(S _3)22(ti -1 )2
i=1 i=1
A Pearson-féle korrelaciés egyitthatd szamitasal@mi&ztam. A 7.12. és a 7.13.
képletben a becsils)(és az valadit] spektrum intenzitdsértékeinek kilonbségét alkaimka
a megfeled hullamszamoknal.
Mésik lehebség az illeszkedés hidnyanak kiszamitasa (lackof-f

A
Z(Sﬁ -1 )2
LOF = 12— (7.13.)
2t
i=1
Ez az érték megadja, hogy a becsult spektrum menpjli illeszkedik a valddi (tiszta)

spektrum pontjaira. A hatékony oOsszehasonlitastemészetesen mindkéet spektrumot
normalni kell. Erzékenyebben jelzi a kis eltérésekleorrelacios egyttthatonal.
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