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Az abrakon alkalmazott jelolések

Az Eredmények és eértékelések fejezetben valamint a Mellékletben egységes szineket,
szimbolumokat és roviditéseket alkalmazok az egyes mintdk jeldlésére a bemutatott

spektrumokon, CA dendrogramokon és PCA score plot abrakon.

vonal szine szimbolum hokezelés roviditett jelolés
— + 30°C, 1h 30.01
— o 30°C,7h 30.07
S A 30°C, 13 h 30.13
+ 50°C,1h 50.01a, 50.01b, 50.01c
— o 50°C,7h 50.07
—_ A 50°C, 13 h 50.13
+ 70°C, 1h 70.01
—_— o 70°C,7h 70.07
— A 70°C, 13 h 70.13
—_— O Kontroll mintak Ka, Kb, Kc



1. Bevezetés és célkituzeés

A biotechnologia ¢és az orvostudomany fejlodésének koszonhetéen az elmult
évtizedben eldtérbe keriiltek olyan nagymolekulas gyogyszerhatéanyagok, melyekkel eddig
nehezen gyogyithatdé vagy gyodgyithatatlannak hitt betegségek kezelése valt lehetségessé. A
terapias célokra termelt fehérjék, koztiikk a monoklonalis antitestek (MADb-0k) a gyogyszeripar
feltorekvo, mind gyogyaszati, mind ipari szempontokbol nagy lehetdségekkel kecsegtetd agat
képviselik.

A rekombinans fehérjék jelentdés része olyan polipeptid, mely bonyolult
poszttranszlacids modositdsokat kovetden nyeri el aktiv formajat. Az ilyen hatéanyagok
termeltetése legtobb esetben csak emlds sejtvonalakkal valosithatdo meg, melyek érzékenyek a
kornyezeti valtozasokra: a hémérséklet, a pH, a tdpanyagok és metabolitok szintjének
eldallitott hatdanyagok gyartdsa soran Osszetett tapoldat biztositja a sejtek szdmara a
sziikséges fiziologids kornyezetet. A felhasznalt alapanyag kivalasztisa és ellendrzése
kiilonosen nagy odafigyelést igényel, hiszen egy rossz Osszetételli vagy nem megfeleld
mindségll tdpkdzeg jelentds anyagi veszteséget okozhat.

Kisérleteim {6 célja az volt, hogy meghatarozott hdmérsekletii és iddtartami kezelések
tapoldatporra gyakorolt hatdsat vizsgaljam. A témat egy gyodgyszeripari szakemberek szamara
rendezett konferencian elhangzottak ihlették, miszerint a gyartok és a vasarlo kozotti ut soran
a készitmény nem vart héhatasokat szenvedhet. A por jellegli tapoldat alapanyagok tobbsége
2-8 °C kozotti tarolast igényel, de eme feltétel teljesiilését a szallitasuk soran csak az esetek
kis részében kovetik, igy az athelyezések és nem tervezett raktdri elhelyezés vagy reptéri
varakoztatas soran ért felmelegedés a felhasznalo elétt rejtve marad.

Ezért TDK munkam keretein beliill kinai horcsog petesejtekkel (CHO) végzett
fermentacioknal felhasznalt tapoldatporokat vizsgaltam, hogyan reagalnak kiilonb6z6
iddtartamu és hOmérsékletli héhatdsokra. Az ilyen modon kezelt mintak felismerésében,
elkiilonitésében a lathatd (VIS) és kozeli infravords (NIR) tartomanya diszperzids, valamint
kozeli és kdzép (analitikai) infravords tartomanyu Fourier-transzformacios (FT-NIR/FT-IR)
spektrofotométerek felhasznalasi lehetdségeit tanulmanyoztam.

Fobb célkitiizéseink:
- a kisérlettervezést (DOE) felhasznalva eldkisérletek eredményein nyugvé hokezelés-

sorozat megtervezése ¢s végrehajtasa;



a hokezelésnek kitett mintak vizsgalata VIS-NIR, illetve FT-IR és FT-NIR
spektrofotométerekkel, a  mintacsoportok  kozotti  spektralis  kiilonbségek
feltérképezése, a hdhatasnak Kkitett tapoldatpor felismerésére alkalmas infravords
spektroszkopias modszer kifejlesztése;

megvizsgalni, milyen hatasokat gyakorol a hokezelés a CHO sejtek kezdeti
készitett tapoldatokban;

a spektralis kiilonbségek korrelaltatdsa a referencia modszerek eredményeivel a

hoékezelés okozta valtozasra iranyuld mennyiségi kalibracid 1étrehozasa érdekében.



2. Irodalmi attekintés

2.1.Fehérje alapu biotechnologiai gyégyszerhatéanyagok

A Dbiogybdgyszerészeti ipar az elmult két évtizedben rendkiviili fejlddésen ment
keresztiil, melyet a rekombinans DNS ¢€s hibridoma technolégidk tettek lehetévé. Az egykori,
természetes forrasbol kinyert gyodgyaszati fehérjék tarhaza kiegésziilt a mesterségesen
megalkotott, specialis proteinekkel, melyek szamos betegség kezelésében megoldast
jelenthetnek.

Az els6¢ forgalomba hozott és terdpiaban alkalmazott rekombinans fehérje, a
rekombinans inzulin megjelenése 6Ota (1982) szamos 0j gyogyaszati fehérje jelent meg,
melyek farmakoldgiai hatasuk szerint négy csoportot alkotnak [1]:

- enzimatikus vagy szabalyozo aktivitasu fehérjék,
- specidlis célzott aktivitassal rendelkezd fehérjék,
- vakcinacios proteinek,

- diagnosztikai felhasznalasu fehérjék.

A monoklonalis antitestek (mADb-0k) a célzott aktivitassal rendelkezd gyogyaszati
fehérjék csoportjaba sorolhatdak be. A tumorok sejtfelszini marker fehérjéire specifikus mAb-
okkal kiilonb6z6 rakbetegségek gyogyitasa valik lehetségessé — ezen beliil a B-sejtes
leukémiak kezelésében fontos CD20 antitestek bizonyulnak legelterjedtebbnek —, a gyulladasi
folyamatok bizonyos mediatoraira specifikus antitestek pedig az autoimmun korképek
altal 2012-ben engedélyezett raxibacumab az inhalalt Bacillus anthrachis fert6zés
profilaxisaban hasznaljak. [1, 2]

2009-2012 kozott a mADb piac méretének szamitott novekedési aranya elérte a 13%-o0t,
mely magasabb, mint a biotechnologiai gyodgyszerkészitmények teljes piacara ebben az
iddszakban szamitott érték. Az 1) generikus készitmények megjelenési gyakorisaga és a
kereslet erdssége alapjan gazdasagi szakértok a monoklondlis antitestek piacédnak tovabbi
12%-0s novekedési ardnyara szamitanak 2013-2017 kozott, igy 2017-re elérheti a 141
milliard USD értéket. Az ipar szempontjabdl jelenleg Eurdpa a vezetd kontinens. 6 vezetd
készitményének (Infliximab, Etanercept, Bevacizumab, Rituximab, Adalimumab,

Trastuzumab) forgalmazasa 2012-ben 45 milliard USD értékben teljesitett, ami a globalis



forgalom 57,7%-a. A monoklonalis antitest iparanak névekedési aranyai arra utalnak, hogy
2017-re Kina el6térbe keriilése varhato. [3]

A rekombinans fehérjék gyogyaszati felhasznaldsanak elterjedését mutatja, hogy 2013-
ban a legnagyobb értékben eladott gydgyszerek listdjan az elsé nyolc helyezett koziil hét,
tovabba az els6 15 hely koziil nyolc készitmény biotechnologiai termék. [4] E nyolc vezeté
biogyogyszer hatdanyagat, jellegét és 2012-2013-as ecladasi forgalmat is mutatja az 1.

tablazat.

1. tablazat: A 2013-as év legmagasabb eladasi értékeit eléré gyogyszerkészitmények listaja. [5 6]

Készitmény (hatéanyag) Tipus 2012-es eladas 2013-as eladas
(milliard USD) (milliard USD)
Humira (adalimumab) Mab 9,27 10,66
Enbrel (etanercept) Fehérje 7,97 8,74
Lantus (insulin glargine) Peptide 6,12 7,59
Rituxan (rituximab) Mab 7,05 7,50
Remicade (infliximab) Mab 6,56 6,96
Avastin (bevacizumab) Mab 6,06 6,75
Herceptin (trastuzumab) Mab 6,19 6,56
Gleevec (imatinib) Kismolekulas 4,72 4,69
Neulasta (pegfilgrastim) Fehérje 4,09 4,39
Copaxone (glatiramer acetate) Fehérje 4,00 4,36
Revlimid (lenalidomide) Kismolekulas 3,77 4,28

2.2. A rekombinans fehérje termelésben felhasznalt tapoldatok

A biogyogyszereket rekombinans uton allitjak el baktérium, élesztd, rovar vagy
emlds sejtek segitségével. Mivel a fehérjék jelentds része bonyolult poszttranszlacios
modositasokat kovetden nyeri el aktiv formajat, termelésiik sokszor csak emlds sejtvonalakkal
valosithatd meg. A négy polipeptid egységbdl felépiild, diszulfid-hiddal és cukor
oldallancokkal is rendelkezd mADb-ok fermentacidja leggyakrabban kinai horcsdg petesejt
(CHO) és egér mieloma (NSO, Sp2/0) sejtvonalakkal torténik, melyek érzékenyek a tenyésztés
és termeltetés koriilményire. Az alkalmazott tapoldatokban reprodukalni kell ezen sejtek
természetes kdrnyezetét.

Harry Eagle 1955-ben publikalta emldssejtek fenntartasara kifejlesztett tapkozegét,

mely késdbbiekben alapjaul szolgalt tobb kiegészitett, fejlesztett médium Iétrehozasahoz.



Ilyenek a szintén Eagle altal el6allitott MEM (Minimal Essential Medium), Ham és
Waymouth fejlesztésein alapulo MCDB médiumok és a Dulbecco-féle DMEM. A fejlesztések
soran a komponensek szama jelentésen megndtt. Mig a MEM oldatot 6sszesen 6 szervetlen
s0, 13 aminosav, 6 vitamin ¢és 4 egyéb Osszetevo (koztiik D-gliikk6z) alkotja, a nyolcvanas
években publikdlt médiumokban (pl. RPMI, RDA) mar 40-50 kiilonb6z6 kismolekulas
vegyiilet talalhato. [7, 8]

2. tablazat: CHO sejtvonal szamara kifejlesztett szérum- és fehérjementes tapkozeg Osszetétele. [9]

Component Specific Molar
concentration concentration
(mg/l) (mM)
Inorganic salts
CaCly 211.288 1.50
CuS04-5H0 0.0012 481 x 107¢
FeSO4-7H,0 0.3336 120 x 1073
KNO3 0.0912 9.02 x 107*
KCl1 485.44 6.51
MgCl, 22.888 024
MgS0y 117.204 0.576
NaCl 3039.6 52
NaHCO; 4099.2 48.8
Na;HPQ4 56.816 04
NaH,PO4-H,O 150 1.25
Na,Se03-5H;0 0.02601 9.89 x 107°
ZnS0y4-7TH,0 0.3452 120 x 1073
Carbohydrates
D-Glucose 6120.8 34

L-Amino acids

L-Alanine 33.56 0377
L-Arginine-HCl 185.2 0.879
L-Asparagine-H; O 40.084 0.267
L-Aspartic acid 41.32 0.31
L-Cysteine-HCI-H, O 14.048 0.08
L-Cystine-2HC1 109.488 0.349
L-Glutamic acid 95.88 0.652
L-Glutamine 1052.28 7.2
Glycine 39 0.52
L-Histidine-HCl-H,O 58.784 0.28
L-Isoleucine 127.576 0.973
L-Leucine 131.24 1.00
L-Lysine-HCI 189.8 1.04
L-Methionine 37.792 0253
L-Phenylalanine 81.184 0.491
L-Proline 61.8 0.537
L-Serine 54.6 0.52
L-Threonine 118.76 0.997
L-Tryptophan 20.016 0.098
L-Tyrosine, disodium salt 128.164 0.569
L-Valine 117.48 1.00

Vitamins and miscellancous compounds

D-Biotin 0.01852 7.58 x 107>
DL-Pantothenic acid, calcium salt 4.992 1.09 x 1072
Choline chloride 10.384 744 x 1072
Ethanolamine 122 0.02
Folic acid 532 121 x 1072
Hypoxanthine® 13.6 0.1
i-Inositol 15.84 8.79 x 1072
Linoleic acid 0.0336 1.20 x 107*
Lipoic acid 0.084 4.07 x 107*
Methotrexate (MTX)" 1 % 107% to 0.1
Nicotinamide 4.8148 3.94 x 1072
Phenol red 18.48 521 x 1072
Pluronic F-68¢ 2000 —
Pyridoxal HCI 48 236 x 1072
Pyridoxine-HCl 0.0248 121 x 107+
Riboflavin 0.4952 132 x 1073
Sodium pyruvate 276 251
Thiamine-HCI 4.936 1.46 x 1072
Thymidine* 3.88 0.016
Vitamin B> 0.5596 413 x 1074
Peptones and proteins
Fetuind 10 -
Insulin 5 -
holo-Transferrin 5 -
Casein peptone soybean flour peptone broth® 5000 -
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Az eml0ssejtek fenntartasa és a rekombinans fehérje termeltetése soran alkalmazott
tapoldatokban az alapvetd tdpanyagok és puffer-komponenseken kiviil szabalyozo faktorok és
hormonok jelenléte is sziikséges, amit legtobbszor allati forrasbol széarmazo, szigoruan
ellendrzott mindségli vérszérum készitményekkel juttatnak be. A biotechnologiai cégek
viszont egyre inkabb térekednek, hogy szérummentes tapkozegeket allitsanak eld, hiszen ezek
Osszetétele pontosan definidlt, a fertézésveszély csokken, a termelt fehérje izolalasa
egyszerlibb, igy az eldallitas is koltséghatékonyabb. [10, 11] Egy CHO sejtvonal szamara
kifejlesztett szérum- és fehérjementes tapkozeg Osszetételét mutatja a 2. tablazat.

A tapoldatok optimalizaldsa a komponensek mennyisége miatt a kisérleti beallitdsok
nagy szamat igényli, csak nagy ateresztoképességli kisérleti eszkdzokkel megvaldsithato.
Rouiller et al. publikaciojaban mADb termelé CHO sejtvonal tapkozegének optimalizalasat
végezték. A 47 Osszetevot tartalmazo elegy 43 komponensét 3-3 szinten allitva 376 mérési
pontos kisérleti tervet kovetve gylijtottek adatokat. A kisérleti keverékeket és a kontroll
tapoldatokat 96 lyuku lemezekben, automatizalt berendezéseket hasznalva vizsgaltak, ahol a
kimeneti paramétereket a generacios id6, az dsszegzett €16 sejtmennyiség (IVC) és a termelt
antitest koncentraci6 jelentette. Az eredmények sokvaltozos adatelemzését kovetden
megallapitottak a tdpkozeg kulcskomponenseit, tovabba eldallithattdk az IVC-t és termelt
fehérje koncentraciot maximalizalo, optimalizalt mixtarat. [12]

Az utobbi példa is mutatja, hogy a sejttenyészetekhez hasonld Osszetett biologiai
rendszereknél a koriilmények meghatdrozoak a végkimenetel szempontjabol, ezek
optimalizalasa pedig jelentds id0, munka és pénz befektetésével jarnak. A biotechnoldgiai
gyarak sajat kisérletezés helyett gyakran valasztanak megbizhaté alapanyaggyart6tol
szarmazo, a felhasznalt sejtvonal igényeihez illeszkedd, kereskedelmi forgalomban kaphat6
tapoldatporokat. Ezektdl elvarjak az ingadozasmentes, kivald mindséget, ennek teljesiilését

pedig a felhasznalast megeldz6 felszabaditasi vizsgalatokban ellendrzik.

2.3. A PAT fontossaga a biotechnologiai termelésben

A modern folyamatelemz6 technologiai eljarasok (PAT) az ipari technikak
tudomanyosan megalapozott szabalyozasanak fontossagat emelik ki és hasznaljak fel. A
rendszer alkalmazasa folyamatosan terjed a gyogyszeripari termelésben, €s kiilongsen fontos a
biotechnologiai eljarasfejlesztésben ¢és gyartasban a valdsidejli monitorozast igényld

technologidk esetében. A PAT az innovativ gyogyszerfejlesztésnek, gyogyszergyartasnak és
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mindségbiztositasnak ad keretet ugy, hogy a folyamatban résztvevd anyagok mindségének
rendszerezett ellendrzését végzi a megfeleld termékmindség elérésének céljabol. Ez kiterjed a
gyartas tervezésére is. [13]

A mindségkdzpontu fejlesztés, gyartas, ellendrzés (QbD) a gyogyszeriparban is
elterjedt mindségiigyi koncepcid, mely a termék utdlagos ellendrzési eljarasai helyett a
gyartasi folyamat tudomanyos megértését €s szabdlyozasat helyezi eldtérbe. A bioldgiai
technolégidk alkalmazasanak esetében a tudomanyos vizsgalat két f6 iranybol torténik. E1I6bb
statisztikai elemzéseket végezve meg kell hatarozni a rendszert jellemzé bonyolult
kapcsolatok, interakciok paramétereit. Ezt kovetden a biologiai folyamatot sziikséges
tanulmanyozni annak érdekében, hogy a hattérben 4ll6 mechanizmusokat feltérképezziik, és
alatamasszuk a statisztikai elemzések eredményeit. Az igy nyert ismeretek felhasznalasaval a
termelés biztonsaga €s a végtermék mindsége nagyban ndvelhetd. Ebbe a szemléletbe a PAT
mint egy lehetséges QbD eszkoz illeszkedik bele. [14]

A PAT lényegét 2004-ben az FDA hatarozta meg el6szor, miszerint a PAT egy eszkoz
egy ,,még rugalmasabb” szabalyozas kidolgozasara. Magaban foglalja az egész folyamat
megértését, a nyersanyagok ellendrzését, a folyamat paramétereinek valds idejli kontrolljat és
szabalyozasat is. [15] A nagyhatékonysagi mindségbiztositasnak, a valtozékonysag
csokkentésének, a hibak gyors felismerésének és kikiiszobolésének lehetdsegével biztositja a
végtermék megfeleld mindségének elérését €s a korabbi gyartastechnologidkat jellemzo
utdlagos tesztek szamanak csokkentését. [16]

A sejtkultirak mindsége nagyban befolyasolja a termelés kimenetelét és a végtermék
mindségét, ezért a sejtekkel végzett folyamatok kovetése kifejezett elonyokkel jarhat.
Mindemellett komoly kihivast is jelent, hiszen a biologiai rendszerek meglehetdsen
komplexek, a rendszert sok kiilonbozd tényezd egyiittes hatasa és Osszetett kapcsolatuk
hatarozza meg. Ezenfeliil a termék fehérjék bonyolultsaga és heterogenitasa is fokozza a
nehézségek mértékét. A fermentacios folyamatot jellemzd kulcsparaméterek, az ugynevezett
kritikus mindségi jellemzok (CQA) valds idejli monitorozasaval és megfelelé szabalyozasaval
a végtermék mindsége garantalhato, a felesleges kiadasok pedig csokkenthetdek. [14]

A gyogyszeripari gyartasok soran — beleértve a kismolekulds hatéanyagok eldallitasat
IS — az alapanyagok ellenérzése a technologiai folyamat elsé 1épése. A monoklonalis
antitestek termelésénél ez a tapoldatok preparativ mindsitését jelenti. A vizsgalando
komponenseket tartalmazo tapkozeget razatott lombikokban vagy mikro-bioreaktorokban
tesztelik a fermentacioban is felhasznalt sejttenyészettel. Ha ennek ellenére nem megfeleld

alapanyag keriil a rendszerbe, az jelentds anyagi veszteséget jelenthet. Az alapanyagok
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mindségi kérdését PAT szemléletben megkozelitve a taptalajok optimalizéldsakor a
kisérlettervezést (DoE) felhasznalva, sokvaltozos adatelemzd modszerek segitségével
megérthetjik az Osszetevok és a sejttenyészet kozotti bonyolult kapcsolatot. Ezen
ismereteinket felhasznalva a bejovo nyersanyagok elemezhetdek, a valtozékonysaguk mértéke
¢s ennek lehetséges hatdsai pedig eldre becsiilhetd, a technologia robusztusabba tehetd.
[13,17]

A modern folyamatelemz0 eljarasok komplex statisztikai eszkdzoket alkalmaznak az
adatok elemzésére, mely lehetové teszi, hogy az egyes biotechnologiai egységekhez tartozo
kiilonboz6 faktorokat egyszerre tudjuk elemezni, szabalyozni. A sokvaltozos adatelemzés
(MVDA) eszkozok kozott leggyakrabban felhasznalt a fokomponens elemzés (PCA), a
legkisebb négyzetek modszere (PLS) és a tobbszords linearis regresszié (MLR), de fontos
kiemelni a DoOE jelent6ségét, amikor egy folyamat fejlesztésérl, az adathalmazok
elemzésérdl és modellek alkotasarol van sz6. Az MVDA ezenfeliil lehetdséget jelent a sikeres
gyartas, a Iéptéknovelés, az Osszehasonlithatdosagi kérdések és hibakeresési problémak

esetében is. [13, 18, 19]

A Design ﬁ

Analyze

1. abra: A PAT f6bb lépései egy emlGssejttenyészet esetén: az MVDA modell megtervezése (Design),
a gyartas soran keletkez6 adatok elemzése (Analyze), a szabalyozasi stratégia tesztelése (Control). [13]

2.3.1. A PAT-hoz kapcsolddoé analitikai eszkozok

A PAT altal kontrollalt folyamatoknal kiilonb6z6 halmazallapoti és mennyiségi

anyag elemzését kell elvégezni, minéség és mennyiségi jellemzdit meghatarozva. A modern
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folyamatelemz0 technologiai eljarasok k6zé sok analitikai modszert felsorolhatunk, koziiliik a
leggyakoribb PAT eszk6zok az alabbiak [13]:

- folyamatszabalyozas és a termék mindségi jellemzdinek vizsgalata,

- SPR (feliileti plazmon rezonancia),

- HPLC (nagyhatékonysagt folyadék kromatografia),

- kapillaris elektroforézis,

- dielektromos spektroszkopia,

- in situ mikroszkopia,

- aramlasi citometria,

- fém-oxid térvezérlésu tranzisztor,

- infravoros spektroszkopia,

- insitu 2D fluorimetria,

- Raman-spektroszkopia,

- UV spektroszkopia,

- tomegspektrometria.

A felsorolt analitikai eszkozok koziil kiemelkedik az infravordos, a Raman- és a
fluoreszcens spektroszkopia. [20, 21]

A fluoreszcens gerjeszt0-emisszids matrix spektroszkdpia a tapoldatok mindseégi és
mennyiségi  vizsgalatdban sikeresen alkalmazhat6. Gyors, roncsoldsmentes, nagy
ateresztOképességli technikat jelent, mely kivalthatja a koltséges és iddigényes kromatografias
eljarasokat, tovabba idealis on-line, in situ és in vivo méréseknél. Tovabbi elényei az
érzékenység, alacsony zaj €s viszonylag széles linearis tartomanyok. A gerjesztési-emisszios
matrix harom-paraméteres adathalmazt jelent: a gerjesztési €s az emisszios hulldmhossz a
fluoreszcens intenzitassal egylitt hordozza az MVDA mddszerekkel kinyerhetd informaciokat,
€s tobb paraméter szimultan detektalasat biztositjak. [22, 23]

A Raman-spektroszkopia szintén alkalmas a komplex tapkozegek komponenseinek
vizsgalatara. A térbeli offset Raman spektroszkopia (SORS) a csomagolt alapanyagrol két
spektrumot szolgaltat: a véddéboritas spektrumat, ill. a mérend6 anyag térben eltolt
spektrumat, melyek kiilonbségébdl a csomagolt termék jellege meghatarozhatd. [24] A
jelenleg elterjedtebb felhasznalast infravords spektroszkopiaval szembeni elénye az, hogy

vizes kozegli mintak is jol mérhetéek, mivel a vizcsticsok nem jelentenek zavard hatast. [25]

14



2.4. Az infravoros spektroszkopia
2.4.1. Azinfravoros spektroszkopia elméleti hattere

Az infravords (IR) tartoményban az anyagok 0Osszetételiiktol fiiggden nyelik el a
kiilonb6z6é hulldmhosszsagu sugarzasokat, ez a tulajdonsaguk pedig felhasznalhat6 analitikai
meghatarozasra. Az infravords spektroszkdpids mérések soran az elektromagneses sugarzas
780-3-10° nm tartomanyba es0 IR fényt bocsatunk a mintdra, ¢és a kiilonb6zo
hullamhosszokon atengedett vagy visszavert fény intenzitasat detektaljuk. [26]

A minta és az infravords fény fotonjai kolcsonhatasa soran a molekuldk rezgési €s
forgasi allapotai gerjesztddnek, mikozben a kolcsonhatasban szerepet jatszo kotések
rezgéseire jellemz6 frekvenciaji fotonok elnyelédnek. A nem abszorbealddott komponensek a
mintan 4thaladnak, vagy egyéb utat jarnak be (elhajlas, szords, spekularis és diffiz reflexio).
[27]

Egy N atombdl all6 molekula 3N-6 (linedris molekulaknal 3N-5) fiiggetlen rezgéssel
rendelkezik, a gerjesztés nélkiili, igynevezett normalrezgés soran pedig a molekula 9sszes
atomja ugyanazon normalfrekvencian rezeg azonos vagy ellentétes fazisban. Ezek koziil nem
mind eredményez rezgési savot az infravords spektrumon, mivel kozilik csak a valtozo
dipdlus momentummal rendelkezéek IR aktivak. Ezen feliil azonos frekvenciaju
normalrezgések elfedhetik egymast, és eléfordulnak a zajtol elkiilonithetetlen, kis intenzitasu
rezgések is. Az igy kapott adszorpcidés savok szamat viszont ndvelik az alapéllapotbol
masodik, vagy magasabb rezgési energiaszintre keriild rezgésekbdl eredd felhangok, tovabba
a normalrezgések kolcsonhatasabol szarmazo kombinacios és differenciasavok. [26]

Az IR fény tartomanya konvencionalisan harom részre oszthat6 [28]:

- kozeli infravoros (NIR) 780-3000 nm,
- kozép vagy analitikai infravords (MIR vagy IR) ~ 3000-50000 nm,
- tavoli infravords (FIR) 5-10%-1-10° nm.

2.4.2. Azinfravoros spektrométer
Az IR tartomanyban miikodo késziilékek tobb szempont szerint is csoportosithatdak.

Gyakori kategorizalo tényezo a hullamhossz valaszto elem jellege, mely alapjan diszperzids

¢és Fourier-transzformacids (FT) IR spektrométereket kiilonbdztethetiink meg.
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A diszperzids késziilék mukodése alapvetden megegyezik a lathato (VIS) és
ibolyantali (UV) fényt felhasznald spektrofotométerek miikodési elvével. A fényforras
legtobbszor izzolampa vagy halogénlampa, a detektor rovidebb hulldmhossz-tartoméanynal
altalaban szilicium (Si), hosszabb hullamhosszaknal pedig indium-gallium-arzenid (InGaAs)
vagy 6lom-szulfid (PbS). [26, 27]

Az FT-IR spektrométerek esetében az IR fényt a mozgd és allo tiikroket tartalmazéd
interferométer két sugarra bontja, melyek ismét egyesitve optikai tthosszuk kiilonbségének
megfeleld interferencidval jellemezhetéek. A mintaval torténd kolcsonhatast kovetden a
detektor interferogramot rogzit, melyet a jelfeldolgozo egység Fourier-transzformacidval

alakit at hullamszam fiiggvényében abrazolt spektrumma. [29]
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2. abra: Az interferométer sematikus abraja (balra),

a detektalt interferogram és a beléle keletkezd spektrumkép (jobbra). [29, 30]

Az IR spektroszkopok csoportositdsanak tovabbi gyakorlati jelentdségli szempontja a
mérési elrendezés tipusa. A transzmisszids mérések sordn az lp intenzitasu fény athatol a
mintan, mikozben a kolcsonhatasok kovetkeztében veszit energidgjabol. A kimend It

fényintenzitast detektalva transzmittancia (T) értékeket kapunk:

It

T =
Iy

melynek negativ logaritmusa, az abszorbancia (A) érték a koncentracioval linearis

kapcsolatban all6 szarmaztatott mérték:

A= =lgT =a-c-l= e-¢cp-1
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ahol a az abszorpcios koefficiens, ¢ a koncentracid, € a molaris abszorpcios koefficiens, c,,
molaris koncentraci6. A monokromatikus fényre érvényes Osszefiiggés a molekula-
spektroszkopiaban Lambert—Beer-térvényként ismeretes. [26]

Atlatszatlan, zavaros, vagy thlsigosan nagy abszorpcids tulajdonsagd mintak
vizsgalata esetén célszertibb a diffuzios reflektancids mérési elrendezés alkalmazéasa. A minta
felszinére merdlegesen esd® fénysugar minden irdnyban visszaverddik, ennek informativ
hanyadat a beesd sugarral 45°-o0s szoget bezard iranyban elhelyezett detektor rogziti. Ez

esetben is definialhatjuk az A értéket:

ahol R a reflektancia, Iza mintardl visszavert fény intenzitasa, Ig; egy nem abszorbeald
standard feliiletrdl visszavert fény intenzitasa.

Az analitikai IR tartomany vizsgalatanal elterjedt mérési elrendezés a gyengitett teljes
reflexidés (ATR) technika. A minta a specialisan kidolgozott, magasabb torésmutatoju belsd
reflexids elemen, a mérdkristalyon helyezkedik el, szoros érintkezésben azzal. Az IR fény a
mérdkristaly és a minta taladlkozasi pontjara iranyitva 1ép be, ahol teljes reflexiot szenved. A
visszaverd feliileten egy allohullam, ugynevezett evaneszcens zona keletkezik, mely

kolcsonhatva a mintaval a kilépd IR fénysugar csillapitott intenzitasat eredményezi (3. abra).

Minta

Evaneszcens
hullam

IR
fenyausar ATR kristaly

3. abra: Az infravoros fény utja az ATR kristalyban.

2.4.3. Az infravoros spektroszkopia alkalmazasa a gyégyszeriparban, mint

lehetséges PAT eszkoz

rrrrrr

mennyiségi meghatarozasra is felhasznalhatd. Bar a hatéanyag koncentraciot legtobbszor

analitikai standard modszerekkel (pl. HPLC, GC) végzik, az IR spektroszkdpia kiegészitheti,
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vagy felvalthatja az eldbbi iddigényes ¢és jelentOs laboratoriumi elOkészitd tevékenységet
igényld technikakat. Az IR spektroszkdpianak tovabba kiemelkedd elénye, hogy a minimalis
minta-elokészitésnek  koszonhetéen — kozvetlen  kvantitativ.  meghatarozasokra  és
folyamatkovetésre egyarant hasznalhato.

Az IR spektroszkopia emldssejtes tapoldatok ellendrzésével, komponenseinek
mindségi osztalyozdsar6l ¢és a fermentdcid folyamatdnak kovetésével kapcsolatos
lehetdségeirdl sok publikacid sziiletett az elmult évtizedben, melyek tobbsége kihangstulyozza
a modszer alkalmassagat a PAT eszkdzként valo felhasznalasra.

Az analitikai IR tapkozegek komponenseinek (pl. laktat, ammonia, gliik6z)
vizsgalataban pontos eredményeket nyujtott, az elért alacsony minimalis detektalhato
koncentracié (LOD) értékek alapjan az emlOssejtes tapkdzegének on-line monitorozasahoz
alkalmas technika. [31, 32]

A NIR spektroszkdpiat elterjedten hasznaljadk élelmiszeripari mindsitések elvégzésre.
A nyolcvanas évek oOta sok publikacid sziiletett élelmiszeripari alapanyagok (pl. gabonak,
hastermékek, olajok, bor, tojastermékek) beltartalmi értékének, szénhidrat, fehérje, zsir és
antioxidans tartalmdnak mennyiségi meghatarozasara végzett NIR spektroszkopids
vizsgalatokrol [33, 34, 35]. A NIR hasznalata a gyogyszeripari vizsgalati eszkozok kozott is
elterjeddben van. A moddszer analitikai IR-el szembeni nagy elonye, hogy fizikai és kémiai
informaciokat egyarant kozvetit a mintarol, ezért sikeresen alkalmazhat6 granulélasi, szaritési,
keverési, és liofilezési folyamatok kovetésére. [36, 37]

A NIR kiemelt szerephez juthat a gydgyszerhamisitasok kivizsgalasa soran is. A
mennyiségi ¢s mindségi analizis lehetdségével leleplezhetdek a hatoanyag (API) nélkiili, vagy
eldirtnal kisebb API tartalmt készitmények, tovabba a nem megfeleld aktiv komponenst
tartalmazd hamisitvanyok. Ezenfeliil a fizikai-kémiai tulajdonsédgok (keménység, porozitas,
szilardsag, szétesés) meghatarozasaval felismerhetéek az eltérd technoldgiaval eldallitott
gyogyszerek is. [37, 38]

A NIR a sejtes fermentaciok kovetésében alkalmazva a PAT fontos eszkoze lehet. Az
ilyen irdny( laboratoriumi, feliizemi és iizemi méretben végrehajtott vizsgalatok biztatd
eredményeket nytjtottak. A NIR a sejtndvekedés, viabilitds, valamint kiemelt szubsztratok és
metabolikus termékek (gliikéz, laktat, glutamin, glutamat) szimultan monitorozasaban a MIR-
nél is jobban teljesitett. [32, 39]

A bejovo nyersanyagok, igy a tapoldatporok vizsgalatdban is elterjedt a NIR
spektroszkopia alkalmazéasa, mivel a spektrumok alapjan mintazat felismerési eljarasokkal

azonositas (identification) végezhetd. Ennek hatterében rendszerint spektroszkopiai adatbazis,
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ugynevezett spektrumkonyvtar all, és az adatok feldolgozdsa sokvaltozos adatelemzési
modszerekkel — mint a klaszteranalizis (CA) és a fokomponens-analizis (PCA) — torténik.
[40, 41]

A spektrumkonyvtar tobb forrasbdl szarmazhat. A standardizélt konyvtarak nyilvanos
adatbazisbol elérhetdek, vagy kereskedelmi aruként megvasarolhatoak, de minden esetben
tobb forrasbol szarmazo6 spektrumokat tartalmaznak. Cél a széleskorli alkalmazasuk, igy a
csoportositaskor nincs kiilonbségtétel az eltérd gyartdtol szarmazd, azonos kémiai jellegii
anyagok kozott. Az egyedi spektrumkonyvtarak esetén kizardlag az adott alkalmazashoz
szlikséges néhany anyagtipusra fokuszal a felhasznald, legtobbszor gyartd specifikusan. Ilyen
konyvtarak Osszeallitdsa a késobbi alkalmazodjanak a feladata, specifikussagat pedig tovabb
noveli, hogy a benne talalhatd spektrumok altalaban ugyanazon koriilmények kozott (azonos
mintakezelés, késziilék, méréstechnika stb.) keriilnek rogzitésre. [42]

A Dbiotechnologiai gyogyszergyartas egyik kulcsfontossagu Osszetevdje a médium
alapjat szolgélo tapoldatpor. Ahogy a tobbi alapanyag esetében, ennél is sikeresen
alkalmazhat6 a spektrumkonyvtarakon alapuld NIR spektroszkopias mindsités. Hakemeyer et
al. 2013-ban megjelent publikacioban elemezték a szobahdmérsékleten hosszabb ideig tarolt
tapoldatpor mindségének valtozasat. Legfébb analitikai eszkdzeik az FT-NIR és a
kétdimenzids (2D) fluoreszcens spektroszkdp voltak, a kalibraciok referencia adatsorat pedig
a mintakbol készitett tapoldatokban tenyésztett CHO sejtek ICV értéke €s az altaluk termelt
monoklonalis antitest koncentracioja alkottdk. A referencia paraméterek koziil az ICV
szignifikans csokkenését tapasztaltdk, de ez nem mutatkozott meg a termelt mAb
mennyiségében. A kemometria eszkdzeivel kombindlva mindkét spektroszkopiai modszer
alkalmasnak bizonyult az Oregitett mintak és a kontrollok megkiilonboztetésére, a PLS
regresszié soran pedig az FT-NIR bizonyult érzékenyebbnek a tarolas soran fellépd
véltozasok monitorozasaban. Az FT-NIR spektrumok esetében altaluk megfelelonek talalt
matematikai kezelés: MSC korrekciot kovetd Savitzky—Golay-simitasos (masodfoku polinom,

25 pontos simitoablak) elsérendii derivalas. [43]
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A vizsgalt mintak elokészitése

crer

szérummentes tapoldat alapjaul szolgalo, kereskedelmi forgalomban megtalalhaté por allaga
készitményt vizsgaltam. A szervetlen soékat, aminosavakat, vitaminokat ¢&s egyéb
tapanyagokat tartalmazo sokkomponensii, Osszetett tdpoldatpor oldott formédban biztositja a
sejtek szamara sziikséges fiziologids kornyezetet. A vizsgalt porbdl késziilt tgynevezett
alaptapodat a fermentacio kezdetén keriil felhasznalasra, mig fed batch fermentaciok soran
hasonl6 dsszetételii, de koncentraltabb tapoldatokat alkalmaznak a rataplalas folyamataban.

A vizsgalatok kezdetén két tapoldatpor allt rendelkezésemre, melyek koziil
elokisérletek eredményei alapjan valasztottuk ki a megfelelobbet a teljes kisérletsorozat
végrehajtasara. Az elézetes mérések tovabba informdciot szolgaltattak a kisérletterv helyes

megalkotasahoz és a FT-IR mérések optimalizalasahoz.

3.1.1. Kisérletterv

A hd tapoldatporra gyakorolt hatdsat két faktor, a hdkezelés idOtartama é&s
homeérséklete valtoztatasaval kivantam vizsgalni. Mivel mind az id6, mind a hémérséklet
esetében arra szamitottam, hogy a hatdsok nem linedris fliggvénnyel lesznek leirhatoak, a

kisérleteket 2 faktoros, 3 szintes teljes terv alapjan lattam célszertinek végrehajtani (4. abra).

90
—_
Yole ° °
L2
=]
9
=~
‘W 50 { @ = L)
(7]
S
‘o
~§ [ ] [ ] L]
N 30
T
B o e e e e LI e s s e e e |

01234567 891011121314

1dé (h)

4, abra: A kisérleti tervben meghatarozott mérési pontok a vizsgalt két faktor szerinti abrazolasban.
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Az alsé szintek megvalasztasat az indokolja, hogy ha az el6kisérletben feltérképezett
50-70 °C és 5-13 oras négyzetben vizsgalodunk, akkor nem lesz ismeretiink arr6l, hogy
alacsonyabb homérsékletli, rovidebb idejii héhatds milyen szint felett okozhat véltozast az
Osszetevokben.

A 50 °C-os 7 o6ras kozéppontban 3 ismétlést terveztem elvégezni. Ennek ingadozésa
magaba foglalja a hékezelésbdl és a referencia vizsgdlatokhoz sziikséges oldatkészitésbol
adodo bizonytalansagot is.

A legkisebb terhelésnek kitett minta 30 °C-on 1 orat all a szaritoszekrényben. Mivel a
por felhasznélasa szobahdmérsékleten torténik, ezen a mérési ponton nem varunk valtozast,
tehat a kisérleti tervben ezt tekinthetjiik a , kvazi-kezeletlen” mintanak. Ennek igazolasara 3
ismételt vizsgalatot végeztem kezeletlen tapoldatporral is, melyek eredményei informéciot
adnak az oldatkészitésbdl eredé ingadozas mértékérdl is. Amennyiben a 30 °C-on 1 orat
kezelt minta valtozasa szignifikdnsnak bizonyul a kezeletlen porokhoz képest, a 4-30 °C
tartomanyban csak kiegészitd mérésekkel tudunk kovetkeztetéseket levonni a tapoldatpor

allapotvaltozasarol.

3.1.2. Mintak hokezelése

A vizsgalt tapoldatpor hokezelését szaritoszekrényben végeztem. A nyitott Petri-
csészékben vékony rétegben eloszlatott mintat éré héhatasokat homogénnek feltételeztem. A
porok nedvességtartalmaban a kiilonb6zé homérsékleteken eltéré valtozasra szamithatunk,
mely a lombikos kisérlet elvégzéséhez sziikséges oldat elkészitésekor megneheziti a pontos
tomegmeérést. Ennek elkeriilése érdekében az oldatok alapjaul szolgald mintamennyiséget mar
a hokezelés elott kimértem, a VIS-NIR, FT-NIR és FT-IR spektroszkopiai vizsgalatokhoz
sziikséges porokat veliik parhuzamosan, masik Petri-csészében készitettem el6. Emellett
minden hékezelés el6tt és utan analitikai mérlegen lemértem a mintdk tomegét, hogy az
eredmények alapjan kovetkeztethessiink az esetleges nedvességtartalom-valtozas mértékére.

A tapoldatporok 4ltaldnos Osszetételének ismeretében a kisérleti terv homérsékleti
tartomanyaban illékony komponens tadvozasara vagy légkori gaz abszorpcidjara nem

szamitottam.
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3.2. Referencia vizsgalatok

3.2.1. Sejtek tenyésztése razatott lombikokban

Amint az Irodalmi dttekintés fejezetben ismertettem, a tapoldat mindsége jelentdsen
befolyasolhatja a sejtszdm ndvekedésének sebességét és a termelt rekombinans fehérje
(esetiinkben monoklonalis antitest) mennyiségét. Mivel ipari szempontbdl a fermentacid
végkimenetele a meghatdrozd, fontosnak lattam megvizsgalni razatott lombikos
sejttenyésztések segitségével is, milyen hatidst gyakorol a hdterhelés a felhasznalt
alaptapoldatporra. Az igy kapott eredmények (sejtszamok, mAb koncentraciok) a
spektroszkopiai mérések PLS kalibracioihoz is referencia értékekiil szolgalhatnak.

30 ml hasznos térfogatti lombikokban a kisérleti terv szerint eléallitott mintakbol és a
3 kezeletlen kontroll porbol tapoldatot készitettem a gyartoi eldirasoknak megfeleléen. Az
oldat kiegészitésre kertiilt a protokollban el6irt egyéb sziikséges komponensekkel.

Az elkészitett tapoldatba rekombinans CHO sejteket oltottam, majd a szuszpenzios

tenyészetben 1év0 €16 sejtszam alakulasat 6 napig kdvettem.

A tenyésztés paraméterei:

Térfogat: 30 ml

Indulé sejtkoncentracio: 3-10° sejt/ml

Hoémérséklet: 37°C

CO; koncentracio: 5%

Razatas sebessége: 110 min*

Sejtkoncentracio mérés: naponta, mintanként 3 ismétléssel
Sejtszamlalo eszkoz: Countess™ Automated Cell Counter (5. abra)

(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA)
MAD koncentraci6 meghatarozas: 6. nap végén, mintanként 3 ismétléssel
MAD meghatarozasi eszkoz: Cedex Bio HT Bioprocess Analyzer (6. abra)

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag)
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5. abra: Countess™ Automated Cell Counter berendezés ¢és a tripankékkel festett emldssejtek képe. A késziilek
hivatalos mérési tartomanya 10*-10" sejt/ml kozotti, a legjobb érzékenységet az 1-10°—4-10° sejt/ml
koncentracioknal garantalja.[44] (katalogusfoto: www.invitrogene.com)

7 Cedex Bio HT No. 1 in Bldg. A
~ Cedex Bio HT No. 2 in Bldg. B
6 o- Protein A HPLC in Bldg. B

variation coeff. < 6%
to a protein A HPLC

1gG concentration [a rbitrary units]
=
|

0 — T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
sample #

6. abra: Cedex Bio HT Bioprocess Analyzer képe és a protein A oszlopos HPLC referencia modszerhez
viszonyitott pontossaga. A késziilék a 10-1600 mg/l tartomanyban alkalmas az IgG koncentracid
megallapitasara.[45] (katalogusfotd: www.custombiotech.roche.com)

3.2.2. A referencia eredmények feldolgozasa

A lombikos kisérletsorozat eredményeit Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA)
szoftverrel végeztem. A tapoldatporok hékezelésének hatasat varianciaanalizis (ANOVA)
alkalmazasédval vizsgaltam a két faktor (hOmérseklet €s 1d6) 3-3 szintjén kapott eredmények
alapjan. Az ANOVA hasznalatanak feltételei:

- az g; ,,hibak” egymastol fliiggetlenek;

- variancidjuk konstans (homoszkedaszticitas);

- normal eloszlés szerint ingadoznak, varhat6 értékiik zérus: €;; ~ N(O, a?).

A normalitds ¢s homoszkedaszticitas feltételek teljesiilését vizualisan vizsgaltam Gauss-halon
(Normal Probability Plot), tovabba a reziduumok mért és szamitott értékének abrazolasaval
(Predicted vs. Residual Values).

A kisérletterv megalkotasakor azt vartuk, hogy a 30 °C-on 1 6raig hokezelt minta a

kezeletlen  kontroll mintadval azonos eredményeket fogja produkalni. Ennek

igazolasara/cafolasara kontrasztanalizist végeztem.
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3.3. Infravoros spektroszkopiai mérések

A mintak infravords spektrumainak felvételéhez harom kiilonbozo késziiléket
hasznaltam, melyek tobbek kozott mikodési modjukban, a mérési  hullamhossz
tartomanyukban, detektoruk karakterisztikajaban, és a mért spektrumaik adatpontjainak
szamaban egyarant kiilonboznek.

Az alkalmazott detektorok tulajdonsagai meghatarozoak az altaluk kapott spektrum
jel-zaj aranyanak szempontjabdl. Az elterjedtebben hasznalt detektorok karakterisztikajat,
teljesitményiikre jellemzd detektivitdsit a 7. é&bra mutatja. A spektrométereinkben
megtalalhat6 detektorok szobahémérsékleten miikddnek, folyékony nitrogénnel vagy Peltier-

elemmel val6 hiitést nem igényelnek.
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7. abra: Detektorok karakterisztikajanak osszehasonlito abraja (Si: VIS, InGaAs: FT-NIR, PbS: NIR).[46]

3.3.1. Diszperzios, lathato és kozeli infravoros tartomanya mérések (VIS-NIR)

Spektrofotométer: NIRSystems 6500
Mintakezeld egység: Rapid Content Analyzer (RCA)”
Mintatarto: Loose Powder Sample Holder"
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Optikai elrendezés:

Miikddési mod:
Hulldmhosszvalaszté elem:
Fényforras:

Referencia:

Meérési hullamhossz tartomany:
Detektor:

Lépéskoz:

Spektrum adatpontjainak szama:

Almintak szama:

Spektrumok szdma almintanként:

Muszert vezérld szoftver:

‘ ? h\w-s"ﬂ

diszperzios

reflexios

billegd, konkav holografikus racs
volfram-halogén 1zz6

keramia

400-1098 nm (VIS), 1100-2498 nm (NIR)
Si (VIS), PbS (NIR)

2 nm

350 (VIS), 700 (NIR)

3

32

Vision 3.20"

(" Foss NIRSystems, Silver Spring, MD, USA;
' PerkinElmer, Waltham, MA, USA)

8. abra: A VIS-NIR tartomanyt mérésekhez felhasznalt NIRSystems 6500 késziilék
Rapid Content Analyzer (RCA) mintakezel6 feltéttel.

(katalogusfotd: www.foss.dk)

3.3.2. Fourier-transzformacios, kozeli infravoros tartomanyu mérések (FT-NIR)

Spektrofotométer:
Mintakezeld egység:
Mintatarto:

Optikai elrendezés:
Miikddési mod:
Hulldmhosszvalaszt6 elem:

Fényforras:

Spectrum 400

Near-Infrared Reflectance Accessory (NIRA)”
Loose Powder Sample Holder"
Fourier-transzformacios

reflexios

Michelson-interferométer

volfram-halogén izz6
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Referencia:

Meérési hullamhossz tartomany:
Detektor:

Lépéskoz:

Spektrum adatpontjainak szdma:
Almintak szdma:

Spektrumok szdma almintanként:

Muszert vezérl6 szoftver:

arany
10000-4000 ¢cm * = 10002500 nm
InGaAs

2cmt

3001

3

32

Spectrum 6.3.2"

(" PerkinElmer, Waltham, MA, USA)

(b)

9. abra: Az FT-NIR mérésekhez hasznalt Spectrum 400 késziilék Near-Infrared Reflectance Accessory (NIRA)
mintakezel6 egységgel (a) és az optikai elrendezés sematikus abraja (b).
(katalogusfoto: www.perkinelmer.com)

3.3.3. Fourier-transzformaciés, kozép infravoros tartomanyu mérések (FT-IR)

Spektrofotométer:

Mintakezel egység:

Mintatarto:

Optikai elrendezés:
Miikédési mod:
Hulldmhosszvalaszt6 elem:

Fényforras:

Referencia:

Mérési hullamhossz tartomany:

Spectrum 400

Universal ATR Sampling Accessory (UATR)”

Single Bounce Flat Top Plate”

Composite Diamond/ZnSe Crystal”

Cylinder Pressure Attachment”
Fourier-transzformacios

reflexios

Michelson-interferométer

védjegyzett, kozép és tavoli IR tartomanyban sugéarzo,
hosszu életl fényforras

levegd
4000-650 cm™* = 250015385 nm
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Detektor: DTGS
Lépéskoz: lcm?
Spektrum adatpontjainak szdma: 3351
Alminték szdma: 3

Spektrumok szdma almintanként: 4

Miszert vezérld szoftver: Spectrum 6.3.2
(" PerkinElmer, Waltham, MA, USA)

10. abra: Az FT-IR mérésekhez hasznalt Spectrum 400 késziilék Universal ATR Sampling Accessory (UATR)
mintakezel6 egységgel (@) és az optikai elrendezés sematikus abraja (b).
(katalogusfotd: www.perkinelmer.com)

3.3.4. A spektroszkopiai adatfeldolgozashoz felhasznalt szoftverek

A spektrumok kiértékelése Microsoft® Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA), The Unscrambler® X 10.3 (CAMO Software, Oslo, Norvégia) és Statistica 12
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) programok felhasznalasaval tortént.

3.4. Alkalmazott matematikai eljarasok
3.4.1. Spektrum elékezelések

A spektroszkopiali mérések soran kapott spektrumok mindségét kiilonboz6 hatasok
befolyasoljak. Az altalam vizsgalt mintdk Osszetett keverékek, a komponensekben taldlhato
kotésektdl eredd rezgések atlapolnak, igy burkologorbéjiik ellaposodott, széles csucsokat
eredményeznek a kozeli infravords tartomanyban. Az §sszetett, bonyolult spektrum képében
tovabba megjelennek a méréstechnikabol eredd zajok ¢és a minta fizikai jellegeinek

koszonhetd alapvonal-eltolodasok is.
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Két spektrum kozotti hasonldsag vizsgalatakor legtobbszor az alabbi nehézségekkel
talalkozhatunk:

- aminta reprodukalhat6sagabol adodo eltérések,

- aszin és/vagy szemcseméret valtozékonysagabol ered6 alapvonal-eltolodas,

- informaci6 tartalommal nem rendelkezd zajrezgések.

A matematikai el6kezelések hozzajarulnak a fent emlitett zavaré spektrum-
komponensek redukalasahoz, de a kisebb felbontasu spektrumok esetében alkalmazhatjuk az
alapvonalba beleolvadd cstcsok elkiilonitésére is. Tehat az eldkezelések célja, hogy
tompitsuk a zavar6 hatasokat, és maximalizaljuk a vizsgalat targyat képezd paramétert

tiikr6z6 kiilonbségeket, igy eldsegitve a kitlizott analizis megvalosulasat.

3.4.1.1. Normalasok

Porszerli, szemcsés vagy granuldlt mintdk esetében a kiilonb6zdé szemcseméretbdl
adodoan az infravords, illetve lathatd fénysugar szorddasa 1éphet fel, mely a fény tényleges
uthosszat befolyéasolva az abszorpcids savok intenzitasanak véltozasat okozhatja. A szorodas
¢és a feliileti reflexid okozta abszorbancia csokkenés, illetve alapvonal-eltolddas a spektrum
mas-mas tartomanyaban eltéré mértékii lehet, de az ily modon okozott torzulasok normalassal
kompenzalhatoak. A tapoldatpor vizsgalata sordn kapott spektrumok normalasara a standard
normal valtozo (SNV) és a tobbszords szoraskorrekcio (MSC) modszerét alkalmaztam.

Az SNV kezelés soran az alkalmazott szoftver az egyes adatpontok értékét (s;)
korrigalja a spektrum adatpontjainak atlagaval (§), majd a kapott kiilonbséget az adatpontok

szorasaval osztja. Az egyes spektrumok kezelése egymastol fliggetleniil, kiilon-kiilon torténik.

Az MSC moddszer az SNV-vel ellentétben a spektrumpopulacio egészét felhasznalva
végzi a transzformdciot ugy, hogy az atskalazas utdn minden kezelt spektrum a lehetd
legjobban illeszkedjen a populacio alapjan képzett atlag spektrumhoz. Feltételezve, hogy a
spektrumok normalis eloszlds szerint ingadoznak és az atlag spektrum a legvaldsziniibb
spektrum a vizsgalat mintak esetében, a legkisebb négyzetek modszerét felhasznalva linearis

illesztés torténik a kezelendd és atlagspektrum pontjaira. A linearis illesztéshez tartozo
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tengelymetszet érték kivonddik a spektrum adatpontjaibol, mely ezutan leosztasra keriil az
Osszetétele hatdssal van a kezelés kimenetére, ezért végrehajtasa el6tt sziikséges a kilogo,
ugynevezett outlier mintak eltavolitasa.

A normalasok alkalmazasa hatranyos is lehet, ha az alapvonal-eltolodasok hordozzak a
mintakat jellemz6 fizikai és/vagy kémiai tulajdonsagokat leird valtozékonysagot, példaul

granulalt mintak méreteloszlasanak, vagy porok csomoésodéasanak vizsgalata esetén.

3.4.1.2. Simitassal kombinalt derivaltak

A derivalas a finom valtozdsok kiemelésére, atlapold csucsok szétvalasztisara
alkalmas matematikai kezelés, mely az alapvonal-eltolodast is eliminalja a spektrumbol.
Mivel matematikailag linearis miivelet, ezért ha a Lambert-Beer-torvény teljesiilését
feltételezziik az alapspektrumra, akkor derivaltjaira is érvényesnek tekinthetjiik, igy ezek is
felhasznalhatoak mennyiségi kalibraciok készitésére.
alapspektrum inflexios pontjainal lokalis minimumot vagy maximumot érnek el, a lokalis
sz¢élsOértekeknél pedig zérus értéket vesznek fel. A kapott spektrumot ismételten derivalva
masodrendi derivalt spektrumot kapunk, amely jol kiemeli az eredeti spektrumon taldlhato
lokalis minimumokat és maximumokat: ami azon csucs volt, itt volgyként jelenik meg, és
viszont. Ily moédon az alapspektrum atlapold cslcsai szétvalnak egymastol, a szinte
észrevehetetlen csucsvallak és inflexios pontok jol lathatova és kiértékelésre alkalmassa
valnak.

A derivalasbol adddd eldnydk mellett hatranyt jelenthet, hogy a miivelet a zajt is
kiemeli, ezért — bar elvi akadalya nincs — ritkdn alkalmaznak harmadik-, vagy anndl magasabb
rendli derivaltakat, tovabba legtobbszér kombinaljak simitod transzformacioval. A simitéssal
kombinalt derivalas soran két paramétert definidlunk:

- kapu (segment): atlagolt adatpontok szama

- rés (gap): két kapu kozott elhelyezkedd pontok szama

A beallitott paraméterek mellett az egyes spektrofotométerekhez tartozé szoftverek
eltérd algoritmussal végezhetik a derivalt szamitasat, bizonyos gyartok nem is ismertetik az
altaluk hasznalt eljarast. A simitasos derivalas egyik elterjedt forméja, a Norris-féle gap-
segment modszer soran 3 kaput jelolink ki a spektrum elején (A, B, C), ezeket rések

vélasztjak el egymastol. Kapunként kiilon atlagot képeziink a pontok abszorbancia értékeibdl,
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majd a B kapu kozépsé pontjahoz rendeljik az A-2B+C 0Osszefiiggés alapjan szamolt
abszorbanciat (11. abra). A kapuk altal alkotott szekvencia pontonként eltolodva halad végig a

spektrumon, mig a C kapu el nem éri az utolsé adatpontot.
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11. abra: Simitasos derivalas (kapu: 3 adatpont, rés: 1 adatpont)

A simitéablak novelésével a spektrum zaj komponensei eliminalddnak, egy hatar felett
viszont informéciotartalommal rendelkezd aprd csucsok is eltlinnek, ezért a kapuk és rések
méretének optimalasa sziikséges az egyes kiértékelések soran.

Az altalam hasznalt Unscrambler szoftverben a gap-segment derivalas soran a kapuk
¢és a rés(ek) értékel is szabadon megvalaszthatoak. A diszperzios és a Fourier-transzformacios
késziilékkel kapott spektrumok eltérd jellege (elébbiben 2 nm-es, mig utobbiban 2 cm *-es a
1épéskdz) és 1000-2500 nm-es tartomanyra vonatkoztatott adatpontjainak szdma
(diszperzios:FT=1:4) miatt spektrumaikon az egyforma simitoablak alkalmazasa nem azonos
hatast gyakorol. A skalazasi értekek atszamitdsaval viszont megkozelitdleg azonos 1éptéki
simitoablak parok képezhetdek: ilyen a diszperzios késziilék esetében gyakran alkalmazott 5
pontos simitdshoz tarsithatd 19 pontos simitds a Fourier-transzformacids spektrumok
esetében. A kiértékelések soran ezeket tobbszor alkalmazom, a rés méretét pedig minden
szamitasnal 1 pontosnak definidlom.

Hakemeyer et al. tapoldatporok dregedését vizsgalod publikaciojat alapul véve a kapott
spektrumokon MSC normalast kovetd Savitzky—Golay-féle simitassal kiegészitett derivalast
is alkalmaztam.[43]

A Savitzky-Golay-simitas soran a simitéablak méretének megfelelé szamu pontra
polinom illesztés torténik a legkisebb négyzetek modszerével, és az ablak kozépsd pontja a

polinom alapjan szamitott értékek atlagat veszi fel. A gap-segment derivalashoz hasonldan
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végigvonul az ablak a spektrum teljes hosszan, simitott derivalt spektrumot eredményezve. Az

elsérendii derivalas soran a spektrum j-edik pontja a

ds; - 1 Zi=(m—1)/2

A Nppad “i=—(m-1)/2

Cisj+i

képlettel szamithato, ahol AZ a hullamhossz kiilonbség , i a simitéablak pontjainak szama, Np;
az illesztett p-ed rendii polinomhoz és i pontbol all6 simitéablakhoz tartozé konstans, Cp;
pedig a p-ed rendii polinomhoz tartoz6 i-edik konstans. A masod- ¢és magasabbrendii

derivaltak az el6z6hez anald6g mddon, de mas koefficiens értékekkel szamitddnak.[47]

3.4.2. A spektrumok mindségi értékelése

A spektrumokban rejloé valtozékonysag alapjan az egyes mintacsoportok elkiilonitése
megvalosithatd. E célbol az Unscrambler és a Statistica programban egyarant megtalalhato

klaszteranalizist (CA) és fékomponens-analizist (PCA) végeztem.

3.4.2.1. Klaszteranalizis (CA)

A Kklaszteranalizis egy csoportositasi eljaras, mely hasonlosag alapjan allapit meg
rokonsagi kapcsolatot kiillonb6z6 objektumok kozott. Mivel a csoportok kialakitasa eldzetes
ismeretek és elvarasok nélkiil torténik, ,,nem feliigyelt alakfelismerést” (unsupervised pattern
recognition) végziink.

A Klaszterezési modszerek kozott megkiilonboztetiink hierarchikus és nem
hierarchikus eljarasokat. A hierarchikus csoportositas Arisztotelész logikajat koveti, miszerint
a vizsgalt rendszertani egység valamely foléje rendelt csoporthoz (genus proximus) tartozik,
melytdl egy sajatos jegy (differentia specifica) kiilonbozteti meg. Az objektumok fa-
struktardba rendezhetéek, melyben az egyes objektumok rendelkeznek a folottik allo
objektumok tulajdonsagaival, tOlik kiilonbozd jellegeiket pedig az alattuk 4allo
objektumoknak ,,0rokitik”. A kapott dendrogram vizszintes tengelyén az egyes objektumok
szerepelnek, melyek kozotti kapcsolatot a koordinatarendszerben rajzolt vizszintes vonalak
jelzik. Az objektumokhoz tartozd fiiggéleges vonalak hossza pedig az alkalmazott

Osszefliggés szerint szdmitott hasonlosag mértékét mutatja.
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Megfelel6 tulajdonsagvektorok definidldsaval az objektumok hasonlosdganak
jellemzésére a hozzajuk tartozé tulajdonsagvektorokat hasznalhatjuk. Hasonlé objektumokhoz
tartoz6 tulajdonsagvektorok egymashoz kozeli pontokat eredményeznek, tehat tavolsag
alapjan csoportositds végezhetd. A tavolsag szamszeriisitésére elterjedten alkalmazzék az
euklideszi tavolsagot, illetve a tulajdonsagok szorasaval normald valtozatat, a

dimenziémentes Pearson-tavolsagot:

- (= —= Tz = (Kai=*pi)?
tap =/ (¥a = %p)T S71 (X — Xp) = /Zi =
4

ahol t,;, az a és b objektumok tavolsaga, x, és X, az objektumok metrikus tulajdonsaga

(esetiinkben vektor jellegi spektrum), i a tulajdonsdg dimenzidja (itt a spektrum
adatpontjainak szdma), az S~! pedig a varianciamatrix inverze (ixi méretli diagonalis matrix).
A Pearson-tavolsag négyzetét alkalmazva az objektumok tavolsaga tovabb nagyithato.

A csoportok egymastol valo tavolsdganak szamszertiisitéséhez ki kell valasztani azon

pontjaikat, melyek k6z¢ a tdvolsdgokat szamitjuk. Ez tobbféleképpen megtehetd:

egyszert lanc (single linkage)
a csoportok legkozelebbi elemeinek tdvolsaga,
- teljes lanc (complete linkage)
a csoportok legtdvolabbi elemeinek tavolsaga;
- atlag tavolsag (average linkage)
a csoportok elemei kozotti tdvolsagok atlaga,
- sulypont tavolsag (centroid linkage)
a csoportok sulypontjainak tavolsaga;
- McQuitty-tavolsag (McQuitty linkage)
két csoportbdl egyesitett csoport tdvolsaga valamely harmadik objektumtol, a két
egyesitett csoport attol valo tavolsaganak atlaga;
- median tavolsag (median linkage)
a csoport medidnok tavolsaga;
- Ward-tavolsag (Ward linkage)
az a szamitott tavolsag, melyben az egyesitett csoport csoporton beliili

eltérésnégyzete minimalis.
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A hokezelt tapoldatporok spektrumainak klaszteranalizisét Statistica programmal
végeztem. A tavolsdgok szamitdsadhoz az euklideszi tdvolsag és az 1-Pearson R modszereket
alkalmaztam, melyeket az egyszeri ldnc és a Ward-féle csoporttavolsdg szamitasi

modszerekkel kombinaltam.

Egyszerl lanc: tei = 0,5 (tg; +tp) - 0,5 |ty — tyil

, ’ Ng+n; np+n; n;
Ward-tavolsag: tej = ————tg + Lt - Lt
Ng+np+n; Nng+np+n; Ng+np+n;

ahol e az egyesitett csoport jele, a és b az egyesitett csoportok, t.; az egyesitett objektum
tavolsaga valamely i objektumtol (hasonléan t,;, tp;, tgp tavolsagok), n,, n, és n; a
csoportok objektumainak szama.

Az egyszerli lanc hasznalata nagy csoportokat eredményez, melyek kozott laza
kapcsolat van. A klaszterek elnyultak, kis belsé kohézid jellemzi Oket. A Ward-modszer
alkalmazasakor Osszetartozo, tomor klaszterek alakulnak, melyek kis csoporton beliili

szorassal jellemezhet6ek.[48]

3.4.2.2. Fokomponens-analizis (PCA)

A PCA egy adatstruktira elemzd modszer, mely sordn a mintak spektralis adatait
tartalmazo matrixbol transzformacié utjan 1j, korreldlatlan valtozokat generalunk. Ezek az
eredeti valtozok linearis kombinacidjaként 1étrejovo valtozok az tgynevezett fokomponensek
(PC), melyek ugy rendezédnek sorba, hogy eldl allnak azok, amelyek az eredeti valtozok
egyiittes variancidjanak legnagyobb hanyadaért feleldsek.

Az els6 PC az Osszes lehetséges linearis kombinaciok koziil a legnagyobb mértékben
képes leirni a mintasokasag valtozékonysagat, a masodik PC az eldzére merdlegesen
prezentalja a maradék variancia lehetd legnagyobb részét, mig a harmadik PC az el6z6 kettore
egyarant merdlegesen jellemzi a fennmarad6 variancia egy hadnyadat. Illy médon N szamu PC
képezhetd egy N dimenzios térben, de jellemzd, hogy a valtozékonysag dontd részét az elsd
n¢hany fékomponens képes leirni, igy egy hatar felett mar nincs értelme Ujabb valtozok
bevonasanak.

A PCA a klaszteranalizishez hasonloan az adatok csoportositasara és az outlier mintak

szlirésére alkalmazhatjuk, a megjelenités szempontjabol viszont az utébbin tulmutat. A PCA
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soran sulyfiiggvények (loadingok) szamitasa torténik, melyekkel a spektrumokat beszorozva
értékszamokat (score-okat) kapunk. Ezek alkalmazasaval az eredeti valtozok alacsonyabb,
két- vagy harom-dimenzidés koordinata rendszerben kivetithetok, igy vizudlisan jol
kiértékelhetévé valnak — ezek az ugynevezett score plotok —, a tavolsagok pedig a pontok
egymashoz viszonyitott helyzetébdl megitélhetoek. Ezenfeliil a fékomponensek altal definialt
sulyfliggvények lefutasa segitségével kovetkeztetéseket vonhatunk le a spektralis kiilonbségek

hatterében rejld tényezdokrol.

3.4.3. A spektrumok mennyiségi értékelése (PLS)

A spektrumok és referencia tulajdonsagok leirasara és mennyiségi kalibraciok
készitésére leggyakrabban felhasznalt technika a részleges legkisebb négyzetek (PLS)
moddszere. A PLS moddszer egy olyan regresszids eljards, mely iterativ uton egyidejiileg
modellezi a spektralis- és referencia adatokat: az adatkészletbdl kivonja a spektrum és
referencia adatok egy részét, maradékokat képez, majd a folyamatot ismétli. A PCA-hoz
hasonléan a faktorok vagy latens valtozok szamanak novelésével egyre nagyobb — de
csokkend eldrelépéseket mutatd — mértékben képes leirni az adathalmazt jellemzd
valtozékonysagot.

A végso kalibracidohoz sziikséges optimalis faktorszdm meghatarozasa a PLS mivelet
szerves része. A modell til kevés faktor esetén az informdcidhidny miatt nagy predikcios
hibaval dolgozik, mig tulzottan sok faktor szamitisba vételével tulillesztetté valik, igy
csokken a kalibracio stabilitdsa, robusztussaga. Az optimum meghatirozasira a PLS
kalibracié soran keresztvalidalassal, vagy a kalibrdlo mintaseregtdl fiiggetlen validalo
mintacsoport felhasznalasaval torténik.

A mennyiségi kiértékelés sordn az UnsCrambler szoftverben megtalalhatod
keresztvalidalast alkalmaztam. Ebben a program a kalibral6 mintasereget alcsoportokra osztja,
melyek koziil egyet a kalibraci6 sordn visszatart, majd fliggetlen mintanak tekintve validalo
csoportként felhasznal. A miivelet a tobbi alcsoportra is megismétlédik, majd a kapott
eredmények Osszegzddnek. Az algoritmus a legjobb kalibraldo egyenlet kivéalasztasat a
keresztvalidacidos hiba minimalizalasaval éri el. Az altalam hasznalt teljes keresztvalidalas
soran a csoport mérete 1, igy a 42 spektrum (14 minta x 3 ismételt mérés) kozott minden
futtatasban 41 kalibralo ¢és 1 wvalidalé spektrum taldlhatd, tehat a végsé modell 42

kalibraciobol kapott részeredménybdl alakul ki.
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A PLS modszerrel késziilt kalibracios egyenletek teljesitményjellemzésére az alabbi

mennyiségeket hasznalom:

R?: Pearson-féle korrelacios koefficiens négyzete

Két valtozo kozotti linearis korrelacid jellemzésére alkalmas dimenzidmentes szam,
mely —1 és +1 értékek kozott valtozhat, ahol +1 a tokéletes pozitiv korrelacio, —1 a
tokéletes negativ korrelacio, 0 érték esetén pedig nincs korrelacio.

Az Osszefiiggés:

== —y)

R =
\/2;;1(& —D)2 (= )2

ahol y; a szamitott koncentracio aktualis értéke, ¥ a szamitott koncentracio atlagos
értéke, Y; és Y a névleges koncentracié aktualis és atlagos értékei, n pedig a

mérések szama.

RMSE: atlagos hiba négyzetosszeg

A hibanégyzet atlaganak négyzetgyoke, értelemszertien kisebb értékei kedvezdek.

n

RMSE =

RPD: relativ tapasztalati szoras
A kalibracio vagy validacio hibdjanak és a referencia eredmények szorasanak
hanyadosa, mely az utdbbi paraméter ismerete nélkiil is becsiilhetd az R-et

felhasznalva:

RPD =

1
Ny

Minél magasabb az értéke, annal jobb a kalibracio. Az RPD értéke bonyolult

biologiai rendszerek esetén mar 2,5-3 felett megfelelonek tekinthetd.
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4. Eredmények és értékelések

4.1. Az elokisérletek eredményei

A méréssorozat megtervezése ¢és elvégzése elott eldkisérlet segitségével kivantuk
eldonteni, a hdmérséklet és id0 mely tartomanyaban érdemes a vizsgalatot elvégezni.

Az eldkisérletet az 1# tapoldatporon kezdtem. (Az ipari titkok védelme érdekében nem
keriil megnevezésre.) A port szaritdszekrényben hékezeltem (100 , 70 és 50 °C-on) kiilonboz6
iddtartamokon (5 és 13 o6ra). A 100 °C-on kezelt mintdk megégtek, tovabbi vizsgalatra
alkalmatlanna valtak. A 70 °C-on tartott mintadk barndsan elszinezddtek, szaguk megvaltozott,
de tovabbra is por allagiiak maradtak, megdrizték oldhatosagukat, igy alkalmasak mind az
FT-IR, FT-NIR és a preparativ referencia vizsgalatokra. Az 50 °C-os mintak csak szemmel
alig lathat6 elszinezddést szenvedtek.

Az 1# hokezelt mintdkat és a hozzdjuk tartozd kezeletlen kontrollt Fourier-
transzforméciés Spectrum 400 késziilékkel vizsgaltam 10000-4000 cm™ (NIR) és 4000—
650 cm* (IR) hullamszam tartomanyban. A kapott spektrumokkal PCA-t végeztem, hogy
megvizsgaljam, a kezeletlen spektrumok alapjan mennyire elvalaszthatdak az egyes hokezelt

csoportok és a kontroll minta (12 abra).
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12. abra: az 1# tapoldatpor hékezelt mintainak FT-NIR (balra) és FT-IR (jobbra) spektrumai alapjan készitett
PCA eredményei (A: kezeletlen minta; @:50 °C, 5 h ; m: 50 °C, 13 h;¥: 70 °C, 5 h; ¢: 70 °C, 13 h)

A PCA elemzés az FT-NIR spektrumok alapjan mutatott kedvezd képet a valtozasok
nyomon kovetését illetden: a 70 °C-on kezelt mintak egyértelmiien elkiiloniiltek, az 50 °C-on
kezelt és a kontroll mintak pedig egy csoportba, de kategdérianként nem nagyon keveredve
helyezkedtek el az 1. és 2. fékomponens altal képzett koordinatarendszerben. Erdemes

megjegyezni, hogy az dbran a PC-1 mellett 100%, mig a PC-2 mellett 0% értéket latunk, ami
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statisztikailag nem értelmezhetd. A vizsgalat alapjan az 1. fOkomponens leirja a
mintapopulaciét jellemzo valtozékonysag kozel 100%-at, a 2. komponens pedig a maradék,
elhanyagolhatéan kicsi részét. A program csak az értékek kerekitése miatt adta a kiirt
sz¢lsdséges eredményeket.

Az FT-IR PCA képén nem tapasztalhatunk elvalast, a mintacsoportok
véletlenszerlinek tind szorddast mutatnak. Az altalunk alkalmazott ATR technika érzékeny a
minta inhomogenitasara, mivel a kozép infravords tartomanya sugarzas csak a minta igen
kicsi, par um-es rétegével kerlil kdlcsonhatasba. Ha az evaneszcens térbe a tapoldatpor egyik
komponensének nem eldolgozott szemcséje keriil, az a spektrumra komoly hatdssal lehet.
Inhomogén minta esetében mas mintakezelési technika (pl. spektrumfelvételt megel6z6
apritas, keverés) vagy mas mérési elrendezés alkalmazasa (pl. kalium-bromid pasztillazas
utan transzmisszios spektrum felvétele) lehet célravezetd. Természetesen ezen esetekben is
szamolni kell egyéb, nem kivénatos hatdsokkal: keverés soran pl. szétosztilyozodds, KBr
pasztillazas esetén a nagy nyomoerd miatt pl. atkristalyosodas torténhet.

Az 1# tapoldatporbol 3 sarzsbol is rendelkezésiinkre bocsatottak kezeletlen mintakat.
Az ezekrdl felvett FT-NIR és FT-IR spektrumok alapjan késziilt PCA-k eredményét lathatjuk
a 13. dbran. A kiilonb6z6 sarzsok mar kezeletlen spektrum esetében is viszonylagos széttartast
mutatnak, az analizisekben lathatunk kiugré (outlier) mintdkat a zold szinnel jelolt
csoportban, az FT-NIR elemzésnél pedig a kék jelzésii sarzs egyértelmiien elkiiloniil a masik
kett6tdl. Ennél a mintanal azt tapasztaltuk, hogy szinében és allagaban is eltért a tobbitdl,
barnabb arnyalatli, és csomos volt. A tétel (azaz Lot.) szamok alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy valosziniileg ez a legrégibb a harom sarzs koziil, és a hosszu idejli tarolas okozhatott

valtozasokat spektroszkopiai jellemzdin.
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13. abra: Az 1# tapoldatpor kiilonboz6 (A, B, C) sarzsaibol szarmazé mintak FT-NIR spektrumai alapjan

készitett PCA score plot-ok (balra: 1. és 2. fékomponens; jobbra: 1. és 3. fékomponens)
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14. abra: A nyomoerd optimalizalasanak érdekében mért FT-IR spektrumok. (bal fent: az 6sszes minta spektruma; jobb fent: A sarzs spektrumai;
bal lent: B sarzs spektrumai; jobb lent: C sarzs spektrumai; a szinarnyalat sotétesése a nyomoeré szintjének novekedését jelzi: 25 N, 50 N, 75 N, 100 N)
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A minta az ATR kristalyra torténd préselés soran allagvaltozast szenvedhet, igy az

alkalmazott nyomoderd spektrumokra gyakorolt hatasat is érdemes megvizsgalni. A 14. dbraan

bemutatott FT-IR spektrumok négy kiilonb6z6é nyomasértéken (25, 50, 75 és 100 N) 3-3

ismétléssel lettek lemérve. Ezek PCA kimeneteivel kapott score plot-okat mutatja a 15. abra.
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15. abra: Az 1# tapoldatpor kiilonb6z6 (A, B, C) sarzsaibdl szarmaz6 mintak FT-IR spektrumai alapjan készitett

PCA score plot-ok (balra: 1. és 2. fékomponens; jobbra: 1. és 3. fékomponens). A teli szimbolumok jelzik a 100

N nyomoerd alkalmazasa mellett felvett spektrumok eredményeit.

A spektrumok a legnagyobb, 100 N-os raszoritas mellett mutattdk a legjobb

csucsintenzitas értekeket, s mivel a spektrum karakterisztikqjaban (csticsok szdmaban,

aranyaban) nem kovetkezett be allagvaltozéasra utald valtozas a nyomoerd fiiggvényében,

ezért a tovabbiakban ennek alkalmazasat lattuk célravezetonek. Ezzel a nyomderdvel felvett

spektrumok alapjan készitett PCA elemzést mutatja a 16. abra. A kék jelzést sarzs itt is

jelentds elkiilontilést mutat a masik két sarzsbol szarmazé mintaktol.
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16. abra: A 3 kiilonb6z6 (A, B, C) sarzsbdl szarmazé mintdk 100 N nyomoerd alkalmazasaval felvett FT-IR
spektrumainak PCA score plot-jai
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Bar az elOkisérleteket az 1# tapoldaton végeztem, idokozben felmeriilt, hogy a {6
kisérletsorozathoz a nagyobb mennyiségben rendelkezésre allo és a Richter Gedeon Nyrt.
szamara Uzletileg is relevansabb tapoldatport haszndljam. Az elézetes vizsgéalatok soran a 2#
tapoldatport csak a tervezett legnagyobb, 70 °C-os 13 6ras kezelésnek tettem ki. Ez a minta
stabilabbnak bizonyult az 1#-nél, szinelvaltozasa a nagymértékli héterhelés ellenére is alig
volt észlelhet, oldodasi képessége kifogastalan maradt igy alkalmasnak bizonyult a
kisérletsorozatban valo felhasznalasra (a tovabbiakban elhagyom a megkiilonboztetd jelzését).

Ezen feliil érdemesnek lattuk alkalmazni a diszperzios VIS-NIR késziiléket is a
felhasznalt spektroszkdpiai modszerek kozott, mivel a szin valtozésa jo indikétora lehet a por

mintak allagromléasanak, ezt pedig a lathatd tartomanyon nyert spektrumokkal vizsgalhatjuk.

4.2. Referencia eredmények kiértékelése

4.2.1. A hokezelés soran tapasztalhaté tomegvaltozas értékelése

Ahogy az Anyagok és modszerek fejezetben (3.1 A vizsgdlati mintik eldkészitése) is
ismertettem, a tapoldatpor mintakat nyitott Petri-csészében, szaritoszekrényben hdékezeltem,
ezért a kezelések eldtt €s utan sziikségesnek lattam tomegmérést végezni az esetleges
tomegvaltozas szamszerlsitése érdekében. A mintdk kezelés eldtti és utani tomegének
kiilonbségét a kezelés eldtti tomeggel elosztva kapott szdzalékos tomegvaltozas értékekkel
szamoltam. Mivel az IR mérésre késziild porokat és a tapoldat készitésre szant mintakat kiilon
edényben (de egy id6ben) raktam a szaritoszekrénybe, igy minden kisérleti ponthoz két
tomegvaltozasi adatot kaptam.

A két faktor szerinti csoportokban tapasztalt szazalékos tomegvaltozasi atlagokat
mutatja az 17. abra. A kép jol tiikrozi, hogy az eltér6 homérsékleti szinteken mas valtozas
tortént: a 30 °C-on kezelt mintak tomege ndvekedett, a 70 °C-on csokkent, mig az 50 °C-on
tartott mintak (az 1 oras kezelés kivételével) a tomeg gyakorlatilag nem valtozott, a 0% koriil
ingadozo értékeket adtak.

Az értékekre ANOVA vizsgalatot végeztem (Melléklet 1. tabla). Az eredmények azt
mutatjak a hdmérséklet linedris és négyzetes tagja egyarant szignifikdns hatdsu, az id6é csak
linearis hatasdban szignifikdns az elObbieknél magasabb (p=0,036) els6faju hiba mellett,
tovabba a két faktor linedris kdlcsonhatasa is jelentdés. A négyzetes tagokat tartalmazo
kolcsonhatdsok az els6faju  hiba 5%-os megengedett valdszinlisége mellett nem

szignifikansak. Az illesztett linearis kolcsonhatasokat tartalmazd modellhez tartozo
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koefficiensek alapjan megallapithatjuk, hogy a felsorolt szignifikans hatasok mindegyike
negativ iranyu, tehat a homérséklet és a hokezelés idejének novelésével a tomegvaltozas

csokken.

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)
Design: 2 3-level factors, 1 Blocks, 22 Runs

NOTE: Std.Errs. for means computed from MS Error=,0134635
1,5

1,0
0,5
== t[h]

0,0

= t[h]
7,

témegvaltozas [%]

-0,5
== t[h]
13,

-1,0

-1,5

30 50 70
T[°C]

17. abra: A hékezelt mintak szazalékos tomegvaltozasanak atlaga és szorasa két faktor szerinti bontasban

Az ANOVA vizsgalat feltételeinek meglétét grafikusan vizsgaltam (Melléklet 1. tabla).
A Normal Probability Plot-on a pontok viszonylag jol illeszkednek az egyeneshez, a
reziduumok szamitott ¢és valos értékeit abrazolva pedig nem latunk szisztematikus
elrendezddést vagy valamely irdnyban megmutatkozé novekedést. Ezek alapjan elfogadom a
normalitas és homoszkedaszticitas feltételeinek teljesiilését.

Az emlds sejtes fermentacioknal felhasznalt tapoldatporok altalanos Osszetételét
ismerve a kisérleti terv hdmérsékleti tartomanyaban nem szamitottam illékony komponens
vagy bomlastermék tavozdsara, illetve légkori gdz abszorpcidjara. A tomegvaltozas
valdszintisithetbéen a nedvességtartalom valtozasabol ered: a 30 °C-on kezelt porok
higroszkopos szemcséi vizet adszorbedltak a levegdbdl, mig a 70 °C-ra melegitettek a hd
hatadsara kiszaradtak. Ha ez a feltételezés helytalld, akkor az infravords spektrumok a
vizesucsok rezgési tartomanyaiban tiikrozni fogjak a nedvességtartalombol adodo eltéréseket.

Mivel az infravords spektrum ilyen Osszetett rendszerben nem ad informacidt a porok

szervetlen komponenseinek (pl. karbonatok, szulfatok stb.) valtozasardl, a kezeletlen mintan

differencilis pasztazo kalorimetrias (DSC) mérést terveziink elvégezni a tapoldatpor
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hobomlasi folyamatainak nagyobb hdémérsékleti tartomanyra kiterjedd, pontosabb

megismerése érdekében.

4.2.2. Az élosejt-koncentracié valtozasanak értékelése

A tapoldatok mindségének jellemzésére a benne tenyésztett sejtek koncentracioja €s a
koncentraci6 lefutdsi gorbéje gyakran alkalmazott mutatdo. A 11 hdkezelt mintdm és 3
kezeletlen  kontroll  felhasznalasdval  készitett razatott lombikos  szuszpenzids
sejttenyészetekben mért éldsejt-koncentraciok atlagat mutatja a 18. abra. A lombikok
inokulalasat kovetden 1 €és 2 nap mulva a kép alapjan nem tlnik jelentésnek az egyes mintak
kozotti eltérés, a 3. naptol kezdédden viszont egyre nagyobb kiilonbségeket lathatunk, a 70
°C-on 13 6raig kezelt minta pedig jol elkiiloniil a tobbitdl.

Scatterplot of meanLive against nap; categorized by Minta
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18. abra: A mintakbol készitett tapoldatokban az inokulalast koveté 6 napban mért
¢losejt-koncentraciok atlag értékei.
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A részletesebb statisztikai vizsgalatot a hokezelt mintdk lombikjaiban 5. napon mért
¢lésejt-koncentraciok alapjan végeztem, mivel itt a novekedési gorbe a stacioner fazisanal
tart. Ezek szolgaltak a késébbiekben bemutatott IR spektrumokon alapulé mennyiségi
kalibracio referencia értékeként is. Az ANOVA vizsgalat eredményei alapjan a hémérséklet
¢s az 1d6 linearis tagja, illetve ezek kolcsonhatasa szignifikans (a=0,05), koefficienseik
alapjan hatas negativ iranyu (Melléklet 11. tabla).

Az ANOVA vizsgalat eredményeinek elfogadasa el6tt grafikusan ellendriztem az
alkalmazasi feltételeinek teljesiilését (Melléklet 11. tabla). A reziduumok &braja alapjan
igazoltnak latom a varianciak azonossagat, a Normal Probability Plot-on pedig — bar sajatos
elrendez6dést mutatnak — a pontok a jelzett egyenes koriil ingadoznak, igy a normalitas
meglétét is elismerem.

A kapott modellre feliiletillesztett abrat készitettem, mely a csoportonkénti atlagok
abrgjaval egyiitt jol szemlélteti a hOmérséklet és az iddtartam hatasat a tdpoldatporok
sejttenyésztési lehetdségére (19. abra). Nagyobb hdéterhelés hatdsara csokken a porbol
készitett tapoldatban elérhetd sejtkoncentracid, mely egy gyogyszerhatoanyag eldallitdsa vagy
egyéb fermentacids folyamat sordn jelentds veszteségeket okozhat.

2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Residual=167942E6
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SEg
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Plot of Marginal Means and Conf. Limits {95,%)

Design: 2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs
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19. abra: a hokezelt mintakbdl készitett tapoldatokban 5. napon mért élésejt-koncentraciok alapjan készitett
feliiletillesztett abra (fent) és a csoportonkénti atlagok abraja (lent).
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A Kkisérletterv megalkotasakor (lasd: 3.1.1 Kisérletterv) ugy terveztem, hogy a 30 °C-
on 1 orat melegitett mintdt “kvazi-nullpontnak™ tekintem, amennyiben tulajdonsagai
statisztikailag igazoltan nem kiilonboznek a kezeletlen kontroll mintdktol. Bar a
tomegvaltozas mérésekor (lasd: 4.2.1 A hokezelés soran tapasztalhato tomegvaltozas
ertékelése) ez az eldzetes elvardsom megcafolodott, a minta egyéb paramétereit is szerettem
volna megvizsgalni ebbdl a szempontbol.

A kontrollok és a 30 °C-on 1 6ran 4t kezelt minta 6sszehasonlitdsdhoz az dsszes tobbi
mintabol szamitott szoras értékeket is felhaszndlo — tehat nagy szabadséagi fokkal rendelkezd —

kontraszt analizist alkalmaztam. A vizsgalat nullhipotézise:
Ho: Uz0/01 = Ui

ahol uz0/01 @ 30 °C-on 1 6ran at kezelt mintaval készitett razatott lombikos tenyészet ¢losejt-

crcr

a két csoportban eltérd szami mérési eredménylink van (a hékezeltnél 3, mig a kontrollnal 9),
az ortogonalitas feltétele nem teljesiil. Ezért a 3 kontroll minta eredményeit kiilon kezelve

(Mka» Ukb» Mgc) modositottam a nullhipotézist:
Ho: Uz0/01 = Hka = Kkp = Hkc
amelynek a kovetkez6 logikailag fliggetlen hipotézisek felelnek meg:

H&=M30/01 = Hka
HE: ugp = Hie
Hg: Uzo0/01 T HUka = Hkp + Hkc

Ahogy a 3. tablazat is mutatja, ezzel a megoldassal teljesiil a kontrasztegyiitthatok

ortogonalitasa:

z% =0 (k=)

1
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ahol p; az i-edik csoportban mért ismétlések szama, és c;; illetve ¢;; a k-adik valamint I-edik
Osszehasonlitashoz tartozo i-edik kontrasztok. Mivel p;=konstans, az elobbi ezzel a feltétellel

egyenértékii:

Yicikcip =0 (k#l)

3. tablazat: A kontrasztanalizis soran vizsgalt 3 dsszehasonlitas kontrasztegyiitthatdi

i Hi Ci1 Ci2 Ci3 Ci1Ciz | Ci1Ciz | Ci2Ci3

1 M30/01 1 0 1 0 1 0

2 Uka -1 0 1 0 -1 0

3 Ukb 0 1 -1 0 0 -1

4 Uke 0 -1 -1 0 0 1
) 0 0 0 0 0

Az 3. tablazaton bemutatott kontrasztegyiitthatokkal elvégeztem az analizist (Melléklet
1. tabla). A program altal végzett probdk eredménye mindharom kontraszt vizsgélatra
p>0,05 értéket eredményezett, a nullhipotéziseiket és a beldlik kovetkezd H, Osszetett
hipotézist elfogadom. A statisztikai elemzés feltételeinek vizsgalatara készitett reziduum
abrak megfeleld képet mutatnak, ezek alapjan elfogadom a variancidk egyenldségének és a
normalitas feltételének teljesiilését

A statisztikai értékek alapjan az eredmények nem mondanak ellent annak, hogy a
30 °C-on 1 6rat melegitett mintabol készitett tapoldatban a kontroll mintakkal azonos élésejt-
alapjan pedig megallapithatjuk, hogy mind a hdmérséklet, mind annak id6tartama és linearis

kolesonhatasuk is jelentds negativ hatast gyakorol.

ere s

A razatott lombikos vizsgalat soran altalam felhasznalt CHO sejtvonalat mADb

termelésére hasznaljak. Mivel az el6z6 pontban bemutatott statisztikai elemzések alapjan a

crer

crcr
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mAb (IgG) koncentracid relativ. értékeit ANOVA elemzésnek vetettem ala (Melléklet 1V,
tabla).

A négyzetes kolcsonhatasokat is vizsgald ANOVA a hdmérséklet linedris és négyzetes
tagjat, az 1d0 linedris tagjat és ezek kolcsonhatasait is szignifikansnak talalta (0=0,05). A két
faktor négyzetes tagjainak szignifikans kolcsonhatasat meglepdnek taldlom, hiszen az idd
négyzetes tagjanak és a hdmérséklet linedris tagjaval valo kolcsonhatasadnak esetében p>0,05.
A linearis hatdsok és kolcsonhatasok negativ, mig a négyzetes tagokat tartalmaz6 hatasok
pozitiv koefficienssel rendelkeznek. Az atlathatosag kedvéért ezeket Parcto-diagramon

abrazolom (20. abra).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Relative IgG
2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Residual=,0002781
DV: Relative 1gG

(2)Time(L) --16,8676
1Lby2L ‘-10,7661
(1)Term(L) ‘-7,73018
Term(Q) ‘6,773043
1Qby2L ‘5,492665
1Qby2Q ‘2,532911
1Lby2Q 1,080498
Time(Q) 1,010689
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

20. abra: A hoékezelt mintakbdl készitett lombikokban 6. napon mért
mMAD koncentraciok alapjan szamitott hatasok Pareto-diagramja.

A reziduumok abraja viszont azt sugallja, hogy nem teljesiil a normalitas és a konstans
variancia feltétele, a pontok elhelyezkedése a vart egyenestdl eltérd rendszerezettséget mutat

(21. abra).

" Arelativ értékek alkalmazésa az ipari titkok védelme miatt indokolt.
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Normal Prob. Plot; Raw Residuals Predicted vs. Residual Values
2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Residual=,0002781 2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Residual=,0002781
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21. abra: A reziduumok vizsgalatai az 6. napi mAb koncentraciok alapjan végzett
ANOVA vizsgalat feltételeinek ellendrzésére.

Iménti sejtésemet a homoszkedaszticitas ellendrzésére végzett Bartlett- és Levene-
proba is meger0siti (Melléklet IV. tabla). Mindketté esetében p<0,05, tehat elutasitjuk a
nullhipotézist, miszerint a variancidk megegyeznek. Az elvégzett ANOVA eredményeit
fenntartassal kell kezelniink.

A variancidk stabilizalasara Box—CoX-transzformaciot végezhetiink, mely szerint, ha a
variancia aranyos az y valtozo valamely hatvanyaval (o, « y%), az a kitevét megallapitva
elldallithatjuk a fiiggd valtozod olyan y'= y1~% transzformaéltjat, amely szorasnégyzete nem
fiigg a valtozo értékétdl [49]. A Statistica programban talalhato Box—Cox-transzformacio
alkalmazas altal javasolt transzformalt értékekkel 1is elvégzem a normalitds &s
homoszkedaszticitas vizsgalatat, ami nem mutatott javulast az el6zéekhez képest. Ezek
alapjan nem lattam érdemesnek a transzformalt értékekkel is végrehajtani az ANOVA
elemzést.

Térjiink vissza ismét az eredeti értékeken végzett Bartlett- és Levene-proba, valamint
az ANOVA eredményeihez (Melléklet 1V. tabla). A varianciak konstanssagat vizsgalo probak
esetén p: 0,015-0,025 kozotti, amely nincs tavol a 0,05 konvencionalis értéktdl. Ezek kozil is
a Levene-proba p=0,025 értéke mond tobbet, hiszen ez kevésbé érzékeny a normalitastol vald
eltérésre, mint a Bartlett-proba. Ha azt is figyelembe vessziik, hogy a megallapitott féhatasok
¢s linearis kolcsonhatdas mindegyikénél p<1076, tovabba az i1d0 lineéris és a hémérséklet
négyzetes tagjanak kolcsonhatasa is meglehetSsen kicsi érték (p=1,2-10"), ilyen mértékii
szignifikanciat elfogadhatunk. A két négyzetes tag kolcsonhatasa joval kozelebb all a 0,05
értékhez (p=0,018), ennek esetében nem beszeélhetiink egyértelmiien igazolt hatasrol.
Tovabba, mivel tobb hipotézist is vizsgalunk, az els6faju hiba valosziniisége inflaloédik. Ha a

teljes elemzésre kiterjedden tartani kivanjuk az o=0,05 értéket, akkor az egyenkénti
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Osszehasonlitasoknal kisebb o megvalasztasa sziikséges, igy a kérdéses kolcsonhatast nem

itélhetem szignifikansnak. A hatasok meglétének konnyebb vizualizacidjat segiti a 22. dbra.

Fitted Surface; Variable: Relative IgG Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95.%)

2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs: MS Residual= 0002781 Design: 2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs
NOTE: Std.Errs. for means computed from MS Error=,0002781
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22. abra: A hokezelt mintakbol készitett lombikokban 6. napon mért relativ mAb koncentraciok alapjan készitett
feliiletillesztett abra (balra) és a csoportonkénti atlagok abraja (jobbra).

A heteroszkedaszticitas fennallasa a kontroll és a 30 °C-on 1 ¢6raig kezelt minta
Osszehasonlitdsat is megneheziti. Ennek ellenére tigy dontdttem, az elézd pontban leirt
sejtkoncentracio értékekkel végzett kontraszt analizissel azonos modon elvégzem a
vizsgalatot (a kontrasztegyiitthatok értékét lasd a 3.2 fejezet 3. tablazataban). Az eredmények
részletesebben a Mellékletben talalhatoak (1V. tabla).

Az elemzés alapjan a mAb koncentracioban eltérést lathatunk a kontrollok és a
legkisebb héterhelést kapott minta kozott. Az F-proba esetében €s a izg/01 €8 Uk, értekeket
vizsgald t-proba esetében p<0,00002. A masodik kontraszt nem szignifikans, hiszen két
kontroll minta keriilt Osszehasonlitasra. A pontosabb megismerés kedvéért Fisher-LSD
post-hoc vizsgalatot is végeztem (a tablazatot a kiterjedése miatt nem kozlom). A kontroll
mintak egymas kozotti p értékei magasak (p>0,5), mig a 30 °C-on 1 o6rdig melegitett
mintakkal alkotott paros vizsgalatok soran p<0,00005. Bar az eredmények fenntartdssal
kezelendéek az alapfeltételek teljesiilésének hidnyaban, a kontrollok és a legkisebb
héterhelésnek kitett minta kozotti eltérés meglétét elfogadom.

A fentiek alapjan igazoltnak latom, hogy mind a hdmérséklet, mind a hdékezelés
iddtartama jelentds hatast gyakorol a porok felhasznalasa soran elérheté mAb koncentraciora,

tehat ronthatja a fermentacio kitermelését.
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4.3. Spektralis adatok kiértékelése

Az eléallitott 11 hdkezelt minta és 3 kezeletlen kontroll tapoldatport a 3.3. Infravoros
spektroszkopiai mérések alfejezetben ismertetett harom kiilonb6z6 spektrométerrel vizsgaltam
mérésenként 3-3 ismétléssel. A keletkezett eredmények 3 nagy hullamhossz tartomanyt (VIS,
NIR, IR) magukba foglalnak, a NIR tartomanyban pedig két kiilonb6zé mérési technikaval
(diszperzidés és Fourier-transzformacios) ¢és detektorral (PbS ¢és InGaAs) rendelkezd
spektrométert alkalmazva végeztem méréseket. Az igy keletkezett nagy mennyiségii adat
lehetéséget ad a hokezelt tapoldatpor spektroszkopiai tulajdonsagainak —részletes
feltérképezésére.

A spektrumok elemzése sordn a VIS tartomany ismertetésével kezdve haladok a
kisebb energiaju NIR és FT-NIR, majd FT-IR tartomany felé, bemutatva a kezeletlen, a
normalt és a derivalt spektrumokon tapasztalt jellegzetességeket. Ezt kovetden kiértékelésre
kerlilnek a mindségi meghatirozasnal alkalmazott klaszteranalizis (CA) és fékomponens-

analizis (PCA), tovabba a mennyiségi kalibracié (PLS) eredményei.

4.3.1. A diszperziés VIS-NIR késziilék Si detektoranak régiojaban kapott
spektrumok Kiértékelése (400-1100 nm)

Az altalam hasznalt diszperzidos VIS-NIR késziilék a lathatdo és kozeli infravoros
tartomanyban egyidejiileg mér. 400-1098 nm kozott Si, mig 1100-2500 nm-en PbS detektor
miikodik (karakterisztikajuk abrajat 1asd a 3.3 fejezet 7. abrajan).

A lathatdo fény régiojabol a 400-800 nm hulldmhossz tartoméanyban kapunk
informaciokat. Ebben fdleg a fizikai jellegekbdl — szinbdl és szemcseméretbdl — eredd
valtozékonysag keriil elétérbe. A mintdim esetében ezek a tulajdonsdgok kiemelt szereppel
rendelkeznek, hiszen a hokezelés soran bizonyos csoportoknal enyhe szinvaltozast és
csomosodast tapasztaltam. A 800—1100 nm kozotti szakaszt mar a NIR tartoméanyhoz soroljuk
(olykor mar a 700 nm-t NIR tartomanynak nevezik), amelyben a harmadik felhangok jelei
dominalnak, koztik a metil-, metilén-, hidroxi- és aminocsoportok is megszolalhatnak.
Ezenfeliil a szinbdl és szemcseméretbdl eredd kiillonbség alapvonal-eltolodds formajaban
jelentkezik.

A mintékra kapott teljes VIS-NIR spektrum, a Si detektorhoz tartoz6 400-1100 nm-es

régio, alattuk a 400-800 nm és 800—-1100 nm szakaszok és matematikai transzformaltjaik
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(MSC és simitott 2. derivalt) a 23. abraan lathatoak. Az MSC kezelés sikeresen eliminalta az

JON 4

alapvonal-eltolodast, igy mindkét régioban kiemelddnek az eltéré amplitadoji hullamok.
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23. abra: A diszperzios VIS-NIR késziilékkel felvett teljes spektrum (400—2500 nm),

a Si detektorral mért tartomany (400—1098 nm), VIS régio (400—800 nm), NIR régio (800—1098 nm)
¢és utobbi kettd MSC, illetve masodik derivalt transzformaltjai.
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A VIS spektrumok 400-550 nm-ig terjed6 része a detektor karakterisztikajabol
adodoan nagyon zajos, melyet a 2. derivalt még jobban kiemel. Az alapspektrumon a
szemcsemeéret kiilonbségbdl eredd alapvonal-eltolddast lathatunk. Az MSC spektrumon pedig
er6sen megmutatkozik, hogy a kezeletlen kontrolloktol szarmazé spektrumok elkiiloniilnek a
tobbitdl. A hdkezelt mintdk szinvaltozast szenvedtek, ~410 nm-nél nétt az elnyelésiik
(ibolyaszin tartomanya), mig ~520 nm-nél csokkent (cidnkék és z61d szin kozotti hullamhossz
értek). Ez az eredetileg csontfehér porndl szemmel alig észrevehetd, rdzsaszin iranyu
elvaltozasként mutatkozott meg.

A 800-1100 nm kozotti NIR tartomanyban latvanyos az alapvonal-eltolodds. A
kezeletlen por sima, homogén allagh volt, mig hdkezelés utan kiillonb6zé mértéki
csomosodast tapasztaltam, a legmorzsalékosabb allagot pedig a 30 °C-on kezelt porok érték
el. Ezek a spektrumok mutatjak a legnagyobb eltolodast a kontroll mintakhoz képest. Az MSC
normalt spektrumok képén a VIS-hez hasonldan itt is latjuk a kontroll mintak elkiiloniilését, a
hokezelt mintdk cstucs-amplitddoi csokkentek, a 70 °C-on 13 6rat hevitett minta spektruma

jelentdsen ellaposodott.

4.3.2. A diszperzios VIS-NIR és az FT-NIR spektrométerrel kapott NIR
spektrumok elemzése (1100—-2500 nm)

Lehetéségem volt a NIR tartomanyban két kiilonb6z6 spektrométerrel is méréseket
végezni. A diszperziés ¢és Fourier-transzformacios késziilék spektrumait egymassal
parhuzamosan ismertetem.

A két spektrométernek eltérd az optikai elrendezése (diszperzios ¢és Fourier-
transzformécios) ¢és a detektora (PbS ¢és InGaAs), melynek koszonhetden eltérd
tartomanyokban szamithatunk zajos spektrumra. Tovabba a diszperzids késziilék hullamhossz
szerint, nm-es skalazassal, mig a Fourier-transzformacios hullamszam szerint, cmt
dimenzidban haladva szolgaltat adatokat. A két meérték kozotti nemlineéris kapcsolat és az
adatpontok eltérd stirliségének (diszperzios:FT=1:4) kdszonhetden a két késziiléktd] szarmazo
spektrumok nem egyenértékiiek, a matematikai kezelésekre eltérd6 modon reagdlnak. A
simitassal kombinalt derivalds szempontjabol a diszperzids késziiléknél gyakran alkalmazott 5

pontos kapu a Fourier-transzformacios spektrum 19 pontos kapuméretének feleltetheté meg,

igy a kiértékelés soran ezeket mutatom be.
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24. abra: A diszperzios NIR (balra végig) és FT-NIR (jobbra végig) spektrumok és transzformaltjaik.
Feliilr6l lefelé haladva: a késziilékek altal felvett teljes spektrum, a nm skalazasa NIR spektrumok,
MSC kezelt spektrumok, végiil a masodik derivalt spektrumok.

A két spektrométertdl szarmazo kezeletlen spektrumokat, a nm szerint skalazott NIR
régiodikat (1100-2500 nm, illetve 10002500 nm) és ezek MSC ¢és 2. derivalt transzformaltjait
mutatja a 24. abra. Az alapvonal-eltolodas mindkét spektroszkopnal jelentds, az egyes

mintacsoportok nagyjabol megegyezd sorrendben tdvolodnak a kontroll minta spektrumatol.
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A NIR tartomanyban ez a torzulas legtobbszor a szemcseméret hatdsanak tudhato be. Ahogy a
VIS spektrumok esetében is lathattuk, a morzsalékos allagi, 30 °C-on 13 6rat hdkezelt minta
eltolddasa a legnagyobb.

Az FT-NIR spektrum abszcissza tengelyének reciprok viszonyu cm *—nm atalakitasa
a spektrum atrendezddését eredményezi: a kisebb hullimhossz tartomanyokon
Osszenyomodik a spektrum, mig a nagyobb hulldmhosszakon széthuzodik. A diszperzios
késziilékéhez hasonld spektrumokat kapunk, melyen leginkabb csak a cstucsok élessége
kiilonbozik. Ez jol megfigyelheté az 1600-1900 nm kozotti szakasz cizellaltsagaban (25.

abra). Ez az els6 felhangok jellemz6 régidja, ahol C—H kotések is megszolalnak.

1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900

Hullamhossz (nm) Hullimhossz (nm)

MSC(A)
MSC(A)

1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900

Hulldmhossz (nm) Hulldamhossz (nm)

25. abra: A diszperzios NIR (balra) és FT-NIR (jobbra) spektrumok 1600—1900 nm kozotti szakasza,
illetve MSC transzformaltjuk (alul).

A fent emlitett szakasz kiillonbozdsége a 2. derivalt spektrumokon mar nem olyan
kifejezett, az 1600-1700 nm-es szakaszt leszamitva hasonlo6 a derivalt lefutasa (26. abra). Ez
jol mutatja, hogy bar a NIR alapspektrum elkentebb, Osszeolvadd csucsokat tartalmaz az
1700-1850 nm-es tartomanyban, a megfeleld simitéablakkal kombinalt derivalas képes
felbontani azt. A 26. abraan tovabba szembe tiné a 30 °C-on kezelt mintacsoport 1900-2000
nm kozotti megndvekedett abszorbancidja, ami a derivalt spektrumokon még
hangstlyosabban mutatkozik. Ezen a szakaszon talalhaté a viz egyik jellemz6 elnyelési savja

(az O-H kotések vegyérték- és deformacios rezgéseinek kombinacidja altal). A kék szinnel
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jelzett 30 °C-os kezelést kapott mintdk a normalt és a derivalt spektrumon is jol lathatoan
elvalnak a tobbi mintatdl, ami megnovekedett viztartalomra utal. Ezzel igazolddni latszik az a
feltevésem, miszerint ezeknek a mintdknak a hdkezelés utani tomegnovekedése a
nedvességtartalmuk valtozasdnak koszonhetd (lasd: 4.2.1. A hokezelés soran tapasztalhato

tomegvdaltozas értékelése).
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26. abra: A diszperzios NIR (balra) és FT-NIR (jobbra) spektrumok 1600—2000 nm kozotti szakasza,
illetve masodik derivaltjuk (alul).

4.3.3. Az FT-IR spektrumok elemzése (4000—650 cm ™)

Az analitikai infravords régioban a NIR-nél jol megmutatkozo fizikai tulajdonsagok
joval kisebb mértékben befolyasoljak a spektroszkopiai képet. Ebben az IR régioban inkabb a
kémiai jellegek dominalnak, a kotések rezgései ¢éles csucsokat eredményezve
ujjlenyomatszeriien beazonosithatd spektrumokat adnak. Ezen tulajdonsagai miatt az FT-IR
spektrumon csak zajszlird és normalod kezeléseket szokds elvégezni, a derivaléds jelentdsége
egy-egy dedikalt felhasznalasra korlatozodik. (Ilyen példaul az 1700-1600 cm™ kozti, amid |
rezgés okozta csucs derivaldssal torténd elemzése fehérjék masodlagos szerkezetének

vizsgalata soran [50].)
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27. abra: FT-NIR spektrumok %T és A értékekben megadva, illetve SNV és MSC kezelést kdvetden.



A mintakrol kapott FT-IR spektrumokat, valamint SNV ¢és MSC transzformalt
valtozatukat mutatja a 27. abra. A Kkezeletlen spektrumok az X-H vegyértékrezgések
régidjaban (4000—2500 cm™Y), a kettéskotések régidjaban (2000-1500 cm ™) és az ujjlenyomat
régidban is (1500-500 cm™Y) sok csticsot adnak. A 2500-2000 cm ™ spektrumszakaszon a
harmas kotések rezgései jellemzoek, de itt a spektrum detektalasat megneheziti, hogy az
UATR feltétben alkalmazott gyémant-ZnS kompozit kristaly ebben a tartomanyban kevésbé
ateresztd. Ez jelen esetben a jel-zaj arany romlasaban mutatkozik meg.

A z01d szinnel jelolt 50 °C-on 7 orat kezelt minta egyik spektruma jelentds eltérést
mutat a tobbitdl. Ennek oka az lehet, hogy az ATR mintakezelési technika érzékeny a vizsgalt
anyag inhomogenitdsara, mivel az infravoros fény csak a minta igen kicsiny, par pum-es
részével kerlil kolcsonhatdsba. Ha az evaneszcens zdonaban a mérOkristalyra helyezett
tapoldatpor egy rosszul eldolgozott komponens szemcséje taldlhatd, akkor ennek az
Osszetevonek a spektralis jellegei eldtérbe kerililnek, igy mas komponensek jelét elfedve

torzitjak a spektrumot.

4.3.4. A tapoldatpor mintik spektrumainak minéségi elemzése

A tobbvaltozos adatelemzd modszerek adatredukcid utjan segitenek olyan valtozok
definidlasaban, melyek a csoportok kozotti valtozékonysagot a lehetd legnagyobb hanyadban
leirni képesek. A megfeleld valtozok felhasznalasaval lehetségessé valik a kiilonbozd
mintacsoportok elkiilonitése, illetve az outlier mintak detektalasa.

A tapoldatporok esetében ez egy gyors, roncsolasmentes €s koltséghatékony modszert
eredményezhet a felhasznalas eldtt 4ll6 alapanyag mindsitésére. A gydgyszeripari sejtes
fermentacioknal tobbnyire sejttenyésztéses felszabaditd vizsgélatokat alkalmaznak, mely
hosszadalmas, és jelentds anyagfelhasznalassal jar. Megfeleld spektroszkopiai technikdkon
alapul¢ ellendrzéssel mar a tapoldatpor atvételekor meggydzddhetnénk a termék mindségérol,
az egyértelmiien nem megfeleld vagy karosodott alapanyag pedig a preparativ mindsités
koltségei nélkiil visszautasithato lenne.

Az altalam hasznalt mindharom késziilék (VIS-NIR, FT-NIR ¢és FT-IR) kezeletlen
spektrumain klaszteranalizist (CA) és fOkomponens-analizis (PCA) végeztem. Ezen feliil
diszperzios és az FT-NIR késziilék spektrumainak simitott masodik derivalt transzformaltjait
is vizsgaltam, ahol a simitokaput el6bbi esetében 5 pontosnak, mig utdobbinal 19 pontosnak

valasztottam, a rés méretét pedig mindketténél 1 pontos értéken tartottam.
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4.3.4.1. A Klaszterelemzés eredményei

A klaszterelemzés soran hierarchikus modszerrel, el6zetes elvarasok nélkiili
csoportositast végziink, melynek eredménye egy fa-struktardaju dendrogramon Kkeriil
megjelenitésre. Az alkalmazott objektumok kozotti és csoporttavolsag szamitd modszerek
definialasat lasd: 3.4.2.1 Klaszteranalizis (CA). A szerkesztett képeket a Mellékletben teszem
kozzé (V-XII. tabla), a legjobb eredményeket pedig az aldbbiakban részletesebben is
bemutatom.

A CA eredményei mar a kezeletlen spektrumok esetében is megfelelének mondhatdak.

74

A VIS spektrumok alapjan készitett dendrogramok mindegyikén egyértelmii elkiiloniilést
mutatnak a kontrollok a hékezelt mintaktol, tovabba a 70 °C-nak t6bb oran at kitett mintak is
kiilon fiirtokbe rendezddnek. Az 1-Pearson R tavolsdgokkal szamold kombinaciok esetében a
kontroll csoport dgazik le leghamarabb, mig az euklideszi tdvolsdgot alkalmazdkndl az elsd
elagazasban a maximalis hohatasnak kitett mintakat tartalmazé ag valik le (Melléklet
V. tabla).

mutatja. A magas elvalasi linkage distance értékek azt mutatjak, hogy a kontrollok nagyon jol
megkiilonboztethetdek a tobbi mintatdl. Masodikként a 30 °C-on kezelt csoport dgazik le, ezt
kovetik a hosszabb ideig 70 °C-nak kitett mintak. Az 50 °C-on ¢és a rovid ideig 70 °C-on
tartott mintdk keverednek. A két faktort vizsgald kisérleti terv miatt nehéz megitélni, ezek

koziil melyik milyen mértékii hdterhelésnek mindsiilhet, igy nem lepddhetiink meg, ha

bizonyos mintak nem megfeleléen elkiilonithetek.

Tree Diagram for 42 Variables Tree Diagram for 42 Variables
Ward's method Ward's method
1-Pearson r 1-Pearson r

0,8

o
®

Linkage Distance
Linkage Distance

o
S

0,2

I

©9,0,0,9/© 08 @000 CaE 0T
o —mmm TS

0,0

Mo OLOLAMOaT00asATOC

OO U A o e e ot s o 11
oo 222008 TT COTTT
¥x

PN,

28. abra: A VIS-NIR kezeletlen spektrumok
Ward- és 1-Pearson R modszerek kombinaciojaval létrejott CA dendrogramja.
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A diszperzios késziilékkel kapott NIR spektrumok is alkalmasnak bizonyultak a
kontrollok megkiilonboztetésére (Melléklet V1. tabla). A VIS eredményekkel szembeni
legnagyobb eltérést az jelenti, hogy ezeknél jellemzden a 30 °C-os mintak kiiloniilnek el az
elsok kozott. Valoszinlileg ezekben az analizisekben dominalt a szemcseméretbdl eredd
alapvonal-eltolodas, mely a spektrumokon is erésen megmutatkozott. A 70 °C-os mintak
elvalasa itt nem minden esetben olyan kifejezett, a legjobbnak mutatkoz6 Single Linkage és
1-Pearson R tavolsagokat alkalmazo modszer dendrogramjan is csak viszonylag alacsony

szinten kiiloniilnek el az 50 °C-os mintaktol (29. abra).
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A FT-NIR spektrumokat felhasznalé CA szintén a morzsalékosabb 30 °C-os mintakat
tudta a leghatékonyabban elkiiloniteni (Melléklet VII. tabla). Az euklideszi tavolsagot
alkalmazod modszerek a kontrollok, mig az 1-Pearson R-t hasznaléak a 70 °C-os mintdk
elvalasztdsara bizonyultak felhaszndlhatonak. Ez is mutatja, a spektrumokban rejlé
informaciotartalom a megfelel6 matematikai modszerekkel kinyerhetd, a feladat pedig

meghatarozza, melyikiik alkalmazasa lesz optimalis (30. abra).
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30. abra: Az FT-NIR spektrumok Ward-moédszerrel készitett CA dendrogramjai
euklideszi tavolsagok (balra) és 1-Pearson R tavolsagok (jobbra) alapjan.
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Az FT-IR spektrumokban nem lelheté fel azon fizikai tulajdonsagok leképezddése,
amely a VIS és NIR spektrumok esetében hatékonnya tette a csoportok felismerését. A CA
abrak is azt tiikrozik, hogy az kezeletlen FT-IR spektrumok kevéssé alkalmasak a mintdim
elkiilonitésére (Melléklet VIII. tébla). Erdemes viszont megfigyelni, hogy az FT-IR
spektrumok elemzésénél felismert outlier spektrum (50/07b c¢) milyen jol kivalaszthatd a
Single Linkage csoporttavolsagon alapuld dendrogramokon (31. abra). Ez példaként mutatja,

hogy a CA hatékony eszkoz lehet a spektrumpopulécio kilégd mintainak elkiilonitésében.
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31. abra: Az FT-IR spektrumok Single Linkage médszerrel készitett CA dendrogramjai
euklideszi tavolsagok (balra) és 1-Pearson R tavolsagok (jobbra) alapjan.

A VIS spektrumok 5 pontos simitéablak felhasznalasa mellett képzett masodik derivalt
spektrumai az alapspektrumokhoz hasonloan alkalmasnak bizonyultak a kontroll
elkiilonitésére, viszont a tobbi csoport esetében kevésbé egyértelmii eredményeket
produkaltak (Melléklet 1X. tabla). A derivalas soran a spektrum alapvonal-eltolodasa
megsziinik, igy az abbdl szarmazoé informacio elvész. A por csomoésodasa alapjan eddigiekben
jol megkiilonboztetheté 30 °C-os csoport emiatt kés6bbi ledgazast mutat, ahogy a kontroll

mintak is (32. abra).
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A NIR és FT-NIR spektrumok esetében a derivalas nagy javulast hozott (Melléklet
X-XI. tabla). Mivel a NIR tartomanyban a fizikai és kémiai jellemzOk egyarant
megmutatkoznak, itt az alapvonal-eltolodas kiiktatdsa nem okoz akkora informaciovesztést,
mint a fizikara €pitd VIS spektrumoknal. A NIR spektrumon a derivalas soran eldtiinnek az
egyes rezgési savok, az Osszemosodo, lankds csucsok elkiiloniilnek, igy sok spektralis
kiilonbség keriil kiemelésre.

A két késziilék esetében a sokat emlegetett optikai elrendezésbdl  és
detektorkarakterisztikakbol eredo6 jellegek miatt a CA sordn is mas-mas matematikai modszer
lehet hatasosabb. A vizsgilataim sordan a derivalt diszperziés NIR eredmények
robusztusabbnak bizonyultak abbol a szempontbol, hogy ennél mind a négy matematikai
kezelés kombinacio tokéletes elkiilonitést nyhjtott a hdmérséklet szerinti csoportok kozott, és
a hokezelés ideje szerint is megfeleld eredményt hozott. Az FT-NIR esetében eléfordulnak
eltérések, de az euklideszi tavolsadggal kombinalt Ward-mddszer itt is kiemelkedden jonak
mutatkozik. A két késziiléknél legjobbnak itélt matematikai modszerek egymas melletti

Osszehasonlitasara ad lehetdséget a 33. abra.
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33. abra: A diszperzios NIR (bal oldal) és FT-NIR (jobb oldal) spektrumok
masodik derivaltjai felhasznalasaval készitett CA dendrogramjai.
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Az FT-NIR spektrumok CA eclemzését Hakemeyer et al. tapoldat oOregedési
vizsgalatainal[Hiba! A kényvjelz6 nem létezik.] alkalmazott MSC-t koveté Savitzky—Golay-
simitasos derivalt transzformaltakkal is elvégeztem (Melléklet XII. tabla). Az eredmények a
gap-segment esetében leirtakhoz hasonldak, itt is a Ward-moddszer adott megfelelobb
csoportositasokat, de eldzdvel ellentétben az 1-Pearson R tdvolsdggal kombindlva bizonyult a
legjobbnak (34. abra). A bemutatott példaban el6szor a 30 °C-os, ezt kovetéen az 70 °C-0s
mintak agaznak le, a kontrollok pedig az 50 °C-os csoporttal mutatjak a legkdzelebbi
rokonsagot.
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34. abra: Az FT-NIR spektrumok MSC-t kezelt Savitzky—Golay-derivalt transzformaltjai alapjan készitett
CA dendrogram.

43.4.2. A fékomponens-analizis eredményei

A klaszteranalizishez hasonléan a fékomponens-analizis esetében is a kezeletlen és
derivalt spektrumokra végeztem vizsgalatot. Az eredményt megjelenité score plot-ok és
sulyfiiggvények a Mellékletben lathatoak (XIHI-XXVIII. tabla), az érdekesebb abrak az
alabbiakban is bemutatasra kertilnek.

A PCA soran felismert fOkomponensek a legtobb esetben képesek a variancia jelentds
hanyadat leirni. Ahogy a 35. abra is mutatja, egyetlen eset kivételével az 1. fokomponensek
kifejezik az ingadozas tobb mint 97%-at, az elsé harom fékomponens pedig akar 99,99%-ot

prezental.
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35. abra: A PCA soran kapott fokomponensek (1. fokomponens és dsszegzett elsé harom fékomponens)
részesedése a spektrumok leirt varianciajabol.

A diszperzios késziilék VIS spektrumai a CA-val analog modon, kezeletlen
spektrumok felhasznalasakor nyujtottak megfeleld eredményt, a derivalas pedig eliminalta a
jelentds fizikai tartalommal rendelkezé alapvonal-eltolodast. Ennek megfeleléen a 3D score
plot is rendezetlenebb képet mutat a derivaltak alkalmazasakor: amig az alapspektrumok
alapjan készitett abran a hdmérséklet szerinti csoportok rendezddést mutatnak, a derivaltaknal
a kontroll mintak kivételével jelentés keveredést lathatunk (36. abra).

Az alapspektrumokhoz tartozd 1. fOkomponens sulyfiiggvénye az eredeti spektrum
vizszintes tiikorképére hasonlit: ez arra utal, hogy a valtozékonysag legnagyobb részét az
alapvonal-eltolodas okozza. A masodik fékomponens két kiemelkedd csticesal rendelkezik,
melyek megfeleltethetéek a 4.3.1 alfejezetben bemutatott ibolya (~410 nm) és kékeszold
(~520 nm) szintartomanynal jelentkezd abszorbancia valtozdsoknak. A derivaltak

sulyfiiggvényei sok, rendezetleniil elhelyezkedd csuccsal rendelkeznek, melyek tobbségében

inkabb a zaj eredet dominal (36. abra).
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36. abra: A VIS alapspektrumokra (fent) és masodik derivaltjaira (lent) készitett PCA
3D score plot abraja és a hozza tartozo sulyfliggvények.
A VIS spektrumok 1. és 2. fékomponensei alapjan készitett score plot abrajan érdemes
azt is megfigyelni, hogy a hokezelés iddtartama szerint a pontok jellegzetes iranyu tdvolodast

mutatnak a kontrollcsoporttol (37. abra).
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37. abra: A VIS spektrumok 1. és 2. fékomponense alapjan készitett score plot abra.

63



A NIR ¢és FT-NIR alapspektrumra készitett elemzések hasonld eredményeket
nyujtottak, a homérséklet szerinti csoportok szépen elvalnak a harom fékomponens éaltal
meghatarozott térben. A kontrolloktdl a 30 °C-os minték keriilnek a legtavolabb, a 70 °C-0s
mintak pedig a 3. fokomponens értékét mutato, fiiggdleges z-tengely iranyaban kiiloniilnek el

az 50 °C-0s csoporttol. A 38. abra NIR spektrum alapjan készitett 3D score plotot mutatja.

¢ Class K

+ Class: 30.01
@ Class: 30.07
L Class: 3013
Class: 50.01
Class: 50.07
Class: 50.13
Class: 70.01
Class: 70.07
Class: 70.13

coped

+

FQ-+-F-Q

38. abra: A diszperzios NIR spektrum alapjan készitett 3D score plot abra.

Az 1. f6komponens sulyfiiggvényei a forditott spektrum képét mutatjak, a 2.
fokomponens két nagy abszolut értékil, széles csticsa a viz molekula elnyelési tartomanyait
jelzi (~1450 nm és ~1900 nm), ami arra utal, hogy a spektralis valtozékonysagot az alapvonal-
eltolodason feliil leginkabb a nedvességtartalom valtozasa okozza (39. éabra). A 2.
fokomponenshez tartoz6 sulyfliggvényeken még egy jelentds csticsot lathatunk 2280 nm-nél
(FT-NIR esetében ~4380-cm ™). Ez a pozicié megegyezik a spektrumok csucspontjaval (lasd
a 4.3.2 alfejezet 25. abraajat), ahol szakirodalmi adatok szerint a metil-csoport C—H

kotéseinek vegyérték- ¢s deformacios rezgései gerjesztédnek.[51]

64



Factor 2

&

Factor 2

0,00

\/\/ SV

V

T

1200 1400

1600 1800

nm

-0,06

A

T

2000 2200 2400 10000 9000 8000

7000 6000

1l/em

5000

39. abra: A NIR (balra) és FT-NIR (jobbra) spektrumokhoz tartozo6 2. fékomponens stlyfiiggvényei

Factor 2

¢ J0)084

0,00008

(kék nyil: viz csticsok; zold nyil: metil cstcs).

0,00006

0,00004

0,00002

0,00000

-0,00002

-0,00004

-0,00006

-0,00004

0,00003
0,00002
0,00001
0.00000
0,00001
0,00002

-0,00003

9

-0,00002
-0,00003

0,00000
-0,00001

0,00002
0,00001 0,00003

Factor 3

» O +p» O + » O + O

Class: K

Class: 30.01
Class: 30.07
Class: 30.13
Class: 50.01
Class: 50.07
Class: 50.13
Class: 70.01
Class: 70.07
Class: 70.13

ro+-ro+-ro+-9¢

Class:
Class:
Class:
Class:
Class:
Class:
Class:
Class:
Class:
Class:

30.01
30.07
30.13
50.01
50.07
50.13
70.01
70.07
70.13

40. abra: Az MSC-t kovetden Savitzky—Golay-derivalt FT-NIR spektrumokkal végzett PCA

2D ¢és 3D score plot abraja.
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A PCA soran a derivalt NIR és FT-NIR spektrumok is kivalénak bizonyultak a
kiilonb6z6 homérsékletli kezelést kapott csoportok elvalasztasiban. Az elébbiekhez hasonloan
a kontrollhoz a faktorok alkotta 3D térben az 50 °C-os csoport talalhato a legkozelebb, és Y
alakban ledgazva egymastol tavol helyezkednek el a 30 °C és 70 °C-os mintak (40. abra). A
sulyfiiggvényeken domindlnak az elébbiekben is emlitett vizcsucsok, ami a tomegvaltozast
illet6 eredményekkel (lasd: 4.2.1 A hdkezelés sordn tapasztalhato tomegvaltozads értékelése)
Osszhangban allnak: az 50 °C-os mintak tdmege nem valtozott jelentdsen, mig a 70 °C-0sak
feltehetleg kiszaradas, a 30 °C-as pedig a nedvességtartalom novekedése miatt ellentétes
iranyban valtoztak.

Az FT-IR spektrumok a CA-hoz hasonléan a PCA soran sem bizonyultak hatékonynak
a minéségi meghatarozas terén. A tapoldatpor dsszetett keverék, melyben egy-egy komponens
mennyiségének csokkenése nehezen detektalhatd, és a csak kémiai valtozasokat tiikr6zo,
csucsgazdag FT-IR spektrumban a zaj komponensek mellett elvesznek ezek az apro
differenciak. Az FT-IR alapjan készitett score plotokat és sulyfliggvényeket lasd a
Mellékletben (XXVII-XXVIII. tabla).

4.3.5. A PLS Kkalibraciok értékelése

A lombikos kisérletsorozatb6l szarmazd 5. napi sejtszamok és 6. napi mAb
koncentracid értékek ismeretében lehetdséglink nyilt mennyiségi kalibraciot végezni. Az
egyes késziilékekkel nyert spektrumokat és az imént emlitett referencia értékeket felhasznalva
Unscrambler szoftverrel PLS kalibraciokat készitettem teljes keresztvalidalas mellett, melyek
kimeneti paramétereit kiilon-kiilon abrazoltam. Az RZ, RMSE, RPD és a felhasznalt faktorok
szamat a matematikai kezelések fliggvényében feltiintetve Osszehasonlithatjuk az egyes
kezelések hatékonysagat, és felismerhetjliik a mennyiségi meghatdrozasra leginkabb alkalmas
kalibraciokat.

Az abrakon piros szinnel jeloltem a kezeletlen (S) lilaval a normalt (SNV, MSC)
kékkel és zolddel az els6-, illetve masodik derivalt (D1, D2), mig sziirke szinnel az
Osszetettebb, irodalmi alapokon nyugvo MSC kezelést kovetd Savitzky—Golay-féle simitasos
derivalt (MSC SG; els6 rendli derivalt) spektrumokkal elvégzett kalibraciok
teljesitménymutatoit. A bal oldali oszloprészek a kalibraciora vonatkozd, a jobb oldali részek
pedig a keresztvalidalast jellemz6 értékeket mutatjak, a derivaltak jelzését kovetd pt értékek

pedig a felhasznalt simitdéablak méretérél adnak felvildgositast.
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Si detektorral kapott spektrumok mutattak a legjobb teljesitményjelzdket a PLS kalibracioban.
A termelt antitest koncentracioéra vonatkozéan az egymashoz kozeli R20a| és sza| értékek 0,9
felett vannak, az RMSE ¢értékek viszonylag alacsonyak, ¢és az RPD.q>3, ami egy ilyen
bonyolult rendszerben kifejezetten jo értéknek szamit, tovabba mindezeket két faktor
figyelembevételével kaptuk (41. abra—42. abra).

A VIS spektrummal nyert kalibraciok esetében érdemes tovabbd megjegyezniink,
hogy a kalibraciok eredménye kevéssé bizonyult érzékenynek a matematikai elokezelésekre,
tovabba a masodik derivalt kis simit6 ablakkal, foként a D2 1pt kezelés rontott a kalibracio
eredményjelzéiben. Ez annak koszonhetd, hogy a magasabb rendi derivaltak (ebben az
esetben mar a masodrendi is) a zajbol eredd kis csticsokat is felerdsitik, amit kisméretii simito

kapu nem tud ellensulyozni.
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41. abra: PLS kalibraciok RZ, RMSE ¢és RPD értékei a diszperzidés VIS-NIR késziilék

VIS tartomanyt spektrumait (400-1098 nm) felhasznalva

a mintakbol készitett tapoldatokban 5. napon elért sejtkoncentraciora.
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42. abra: PLS kalibraciok RZ, RMSE ¢és RPD értékei a diszperzidés VIS-NIR késziilék

VIS tartomanyu spektrumait (400-1098 nm) felhasznalva
a mintakbol készitett tapoldatokban 6. napon elért mAb koncentraciora.
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A diszperziés VIS-NIR késziilék NIR tartomanya spektrumaira készitett PLS
kalibraciok az eldbbit6l nem sokkal elmarado RZ, RMSE és RPD értékeket értek el, de
mindezt magasabb szamu, 4-7 faktort felhasznald Osszefiiggésekben. A mAb koncentracid
esetében 8-9 faktorral szamolo, talillesztettnek tekintheté modelleket is talalhatunk. Az FT-
NIR eredményekhez hasonléan a normalasok és a Savitzky—Golay-derivalas nem hozott
jelentds javulast a teljesitményjelzokben, csak a faktorszam csokkenésében mutatkozik meg
hatasuk. Itt is a kisebb simitéablakkal szamol6 derivaldsok bizonyultak legjobbnak, de a
faktorszam ez esetekben sem csokkent 4 ala (43. abra—44. abra).

Az FT-NIR késziilékkel kapott spektrumokbol végzett elemzés a sejtszdm esetében a
kalibracié mind a sejtszam, mind az ellenanyagszint esetében 0,55-0,99 R%a értékeket
eredményezett. A keresztvalidalas soran szamitott sza| értékek sajnos meglehetdsen alacsony,
0,40-0,71 tartomanyban ingadozik (45. abra—46. abra).

A normalasok nem okoztak jelentds valtozast a kezeletlen spektrumhoz képest a
sejtszamot alapul vevé kalibracional, az ellenanyagtiter esetében pedig bar magasabb R’ és
Rl lathatd, figyelembe véve a felhasznalt 10 faktort arra kovetkeztetésre juthatunk, hogy ez
egy tulillesztett kalibracio eredménye. Az elsérendli és masodrendli derivaltak a kisebb
simitdablaknal bizonyultak kedvezOnek, a kapu novelésével a kezeletlen spektrumbol eredd
értékeket megkdzelitd, vagy alulmuld paramétereket lathatunk. Ennek oka, hogy bizonyos
pontszam feletti 4tlagolas informécidtartalommal rendelkezd aprod csucsokat elimindlhat a
spektrumbol. Az MSC-t kovetd Savitzky—Golay-derivalas csak a titerre torténd kalibracio
esetében mutat javulast a kezeletlen spektrumhoz képest, de R%al, RPDya és felhasznalt
faktorok szama alapjan alulmulja a VIS spektrumoknal kapott értékeket.

Az FT-NIR spektrumok az elézdleg vizsgalt diszperzids késziilékkel készitett NIR
tartomanyu spektrumoknal kevésbé kedvezd teljesitményjelzoket produkaltak. A két késziilék
eredményeinek kiillonbozdségét az optikai elrendezésbdl és a detektorok karakterisztikajabol

adodo jel-zaj aranyok adjak.
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43. abra: PLS kalibraciok R?, RMSE és RPD értékei a diszperzios VIS-NIR késziilék

NIR tartomanyu spektrumait (1100-2500 nm) felhasznalva
a mintakbol készitett tapoldatokban 5. napon elért sejtkoncentraciora.

71



Faktor

96

00T

280

€8'0

s8'0

1deT 9s
OSI

1T 2a
1d6 ¢a
yd.za
1dg za
e ea
dt 2a
o Wit Ta
o 1de 1@
- 1dz 1@
- wds 1@
- e 1a
- W1 ta
.0 JSW
20 ANS

29 0 s

0,8
0,7
0,6
0,5 1
0,4
0,3 1
0,2 -

Faktor

1T 2a
1de ¢a
d.za
g za
e za
W1 za
W1t Ta
1de 1@
1dz 1@
1dgTa
e Ta
Wt Ta
JSW

ANS

(/6w) ISNY

o
—

» O N~ ©
T R

Faktor
n < o N -

86'6T

o ~

o ~

o
9

® v 57

e o o
~
<
N

o

5
©
'\..
)

v e
v gp'z

85'c

e 6 o o o
5

22

20 A
18 1
16 A
14

add

1dsz o8
OSIN

et o8
JSIN

1T 2a
1de za
1. za
wds za
wdeea
Wt eza
W11 Ta
1de 1@
/s 1a
g Ta
e 1a
Wt 1a
OSW

ANS

44, abra: PLS kalibraciok RZ, RMSE ¢és RPD értékei a diszperzidés VIS-NIR késziilék

NIR tartomany( spektrumait (1100-2500 nm) felhasznalva
a mintakbol készitett tapoldatokban 6. napon elért mAb koncentraciora.
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bra: PLS kalibraciok Rz, RMSE és RPD értékei
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45
az FT-NIR spektrumokat (10000-4000 cm
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46. abra: PLS kalibraciok RZ, RMSE és RPD értékei

1000-2500 nm) felhasznalva

a mintakbol készitett tapoldatokban 6. napon elért mAb koncentraciora.

-1_

az FT-NIR spektrumokat (10000-4000 cm
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A Kkezeletlen FT-IR spektrumokkal — mind a mért T, mind a szamitott A
intenzitasokkal — készitett PLS kalibracio kedvez6tlen R?, RMSE és RPD értékeket produkalt
(47. abra). Az analitikai IR tartomanyban mért spektrumok esetében leginkabb a minta kémiai
komponenseibél eredd jellegek dominalnak, mig a NIR-ben fizikai és kémiai jellemzok is
megnyilvanulnak. Az  Aaltalunk  vizsgalt sokkomponensli, bonyolult dsszetétell
tapoldatporoknal a valtozasok kimutatdsdban a fizikai jellemzok (szemcseméret-eloszlas,
elszinezddés, homogenitas stb.) is jelentds szerepet jatszanak, igy az ezeket is reprezentalni

képes VIS és NIR spektrumok jobb elkiilonitést biztosithatnak.
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47
az FT-IR spektrumokat (4000-650 cm
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5. Osszefoglalas

A rekombinans fehérje tipusti gyogyszerhatdéanyagok jelentds része csak emlds
sejtvonalakat felhasznald fermentacid soran allithatd eld, melyek érzékenyek a kornyezeti
valtozasokra, igy az alapanyagok mindségének esetleges ingadozasara is. A sziikséges
alapanyagok — koztiik az alap tapoldatporok is — felhasznalasuk eldtt mindségi ellenérzésen
mennek keresztiil, mely tovabb emeli az eldallitds fajlagos koltségeit. Az infravoros
spektroszkopias modszerek a PAT alapelvekkel Osszhangban gyors, koltséghatékony ¢€s
megbizhatd eszkozt jelenthetnek a fermentdcios technologidba bekeriild anyagok
felszabaditasi folyamataiban. Optimalizalt spektroszkopiai ellenérzési technikdkkal mar a
tapoldatpor atvételekor meggydzodhetnénk a termék mindségérdl, az egyértelmiilen nem
megfeleld vagy karosodott alapanyag pedig a preparativ mindsités koltségei nélkiil
visszautasithato6 lenne.

TDK munkdm keretein beliill kinai horcsdg petesejtekkel (CHO) végzett
fermentacioknal felhasznalt, kereskedelmi forgalomban is megtaldlhatdé szérummentes
tapoldatport vizsgaltam, hogyan reagal kiilonb6zd idétartamu és hdmérsékleti héhatasokra.

Elokisérletek eredményeibdl kiindulva szimmetrikus kétfaktoros teljes terv szerinti
kisérletsorozatot hajtottam végre, a hdmérsékletet és a hokezelés idétartalmat harom szintjen
valtoztatva. Az eldallitott mintdkat a lathato (VIS) és kozeli infravoros (NIR) tartomanyt
diszperzios, valamint kozeli és kozép (analitikai) infravordés tartoményu Fourier-
transzformacios (FT-NIR/FT-IR) spektrofotométerekkel vizsgaltam. Emellett a mintakbol
eldallitott tapoldatok CHO sejtekre gyakorolt hatasat rézatott lombikos, szuszpenzids
sejttenyészetek felhasznaldsaval tanulmanyoztam.

A hdkezelés és idétartamanak hatasat a tapoldatpor felhasznalhatdsagra preparativ,
lombikos mindsitési eljarassal vizsgaltam. A mért éldsejt- és mAb koncentraciok statisztikai
értékelése soran kapott eredmények azt mutatjak, hogy a héhatasnak kitett tapoldatpor
jelentds eltéréseket okozhat a tenyésztés kimenetelében. Ez a kitermelés csokkenéséhez, de
akar a gyartas leallitasahoz is vezethet. Mivel mind a két faktor hatdsa szignifikansnak
bizonyult, a hdmérséklet és a hohatas ideje egyarant kritikus paraméter mind a tapoldatokban
illetéen. Utdbbi esetében mar a legkisebb hdhatasnak kitett, 30 °C-on 1 oOraig melegitett

tapoldatpor minta is szignifikans csokkenést mutatott a kezeletlen kontroll mintakban elért

crer
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A hokezelt és kontroll mintak spektroszkopiai vizsgalata soran megallapitottam, hogy
a VIS és NIR tartomanyu spektrumok alapjan a kezelési homérséklet szerinti csoportok
megkiilonboztethetéek, a kontroll mintdk a megfeleldé matematikai moddszerek
felhasznalasaval, nagy biztonsaggal elkiilonithetéek. Az altalam végzett elemzések soran az
alabbi modszerek bizonyultak a legmegbizhatobbnak:

- a diszperzios NIR (1100-2500 nm) spektrumok 5 pontos simitdssal kombinalt
masodik derivaltjaira végzett klaszteranalizis Single Linkage és euklideszi tdvolsag
szamitasi modszerek kombinalasaval,

- az FT-NIR (10000-4000 cm™) spektrumok MSC-t kezelt Savitzky—Golay-derivalt
transzformaltjai alapjan végzett klaszteranalizis a Ward- és 1-Pearson R mddszerek
felhasznalasaval,

- a NIR kezeletlen spektrumokra végzett fokomponens-analizis,

- az FT-NIR spektrumok MSC-t kezelt Savitzky—Golay-derivalt transzformaltjai
alapjan végzett fokomponens analizis.

A lombikokban mért élésejt és rekombindns fehérje koncentraciora irdnyuld
mennyiségi kalibracidé nem szolgalt egyértelmli eredményekkel, de figyelembe véve az
alapanyag és a referenciaeredmények kozotti id6- és folyamatbeli tavolsagot, tovabba a
vizsgalt bioldgiai rendszer Osszetettségét, a kapott PLS teljesitményjelzok elfogadhato
értékiiek. Egy joval nagyobb mintaszamon alapuld PLS elemzés lehetdvé tenné az elérhetd
sejtmennyiség és mAb koncentracio eldzetes becslésére alkalmas modszer kifejlesztését, mely
a gyartds inditdsat megel6zéen felhasznalhatdo lenne a kockazatok mérlegelésekor és a
dontéshozatalban.

Ezenfeliil sziikséges megjegyezni, hogy az altalam vizsgalt mintdkon alapulé mindségi
meghatarozas és mennyiségi kalibracio alkalmazasa érzékeny a sarzsok kozotti kiilonbségre.
A modszer gyartasi ellendrzés soran torténd felhasznalasahoz tobb sarzs bevonasa sziikséges,
valamint kérvényezni kell a tapoldatpor gyartonal, hogy termékvaltoztatas esetén értesitse a
felhasznalot.

Tovéabbi terveim kozé tartozik, hogy a hdékezelt mintdk aminosav Osszetételének
vizsgalatat is elvégezzem, mely érdekében jelenleg mintdiim NMR spektroszkopiai analizisét
végzik. A kapott aminosav koncentracio értékek kimeneti paraméterei lehetnek egy tijabb
PLS kalibraci6 sorozat végrehajtasanak. Tovabba az NMR ¢és NIR (ill. FT-NIR)
spektroszkopiai adatok kozvetlentil is korrelaltathatdak egy dsszetettebb kemometriai elemzés

végrehajtasaban.
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Melléklet



A mintak szazalékos tomegvaltozasinak ANOVA vizsgilata soran kapott

reziduumok abrai

[ANOVA,; Var.:tomegvaltozas [%]; R-sqr=,97328; Adj:,95683

2 3-level factors, 1 Blocks, 22 Runs;

MS Residual=,0118841 DV: témegviéltozas [%)]
Factor SS df MS F p
(1)T[°CI(L) | 5,067080 1| 5,067080 426,3764 0,000000
T[°CI(Q) 0,108007 1| 0,108007 9,0884 0,009954
2)t [h](L) 0,064803 1| 0,064803 5,4529 0,036214
t [h1(Q) 0,000005 1| 0,000005 0,0004 0,984083
1L by 2L 0,249457 1| 0,249457 20,9909 0,000515
1L by 2Q 0,001198 1| 0,001198 0,1008 0,755903
1Q by 2L 0,020660 1| 0,020660 1,7385] 0,210089
1Q by 2Q 0,039064 1| 0,039064 3,2871 0,092971
Error 0,154493 13| 0,011884
Total SS 5,781567 21

IANOVA,; Var.:témegviltozas [%]; R-sqr=,96274; Adj:,9511

2 3-level factors, 1 Blocks, 22 Runs;

MS Residual=,0134635 DV: témegvaltozas [%]
Factor SS df MS F p
Q)T [°CI(L) 5,067080 1| 5,067080 376,3581 0,000000
T[°CI(Q) 0,157559 1l 0,157559 11,7027 0,003502
(2)t [h](L) 0,064803 1| 0,064803 4,8133 0,043355
t [h](Q) 0,002836 1| 0,002836 0,2106 0,652438
1L by 2L 0,249457 1 0,249457 18,5285 0,000546
Error 0,215415 16| 0,013463
Total SS 5,781567 21

eredmények és a

Effect Estimates; Var.:tdmegvaltozas [%]; R-sqr=,96274; Adj:,9511
2 3-level factors, 1 Blocks, 22 Runs; MS Residual=,0134635 DV: témegvaltozas [%]

-95,% +95,% Std.Err. -95,% +95,%
Factor Effect Std.Err. 1(16) p Cnf.Limt [Cnf.Limt Coeff. Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt
:\r/:?earz/ 0,17493| 0,025870| 6,7618 0,000005[ 0,12008| 0,22977| 0,174926| 0,025870| 0,120084| 0,229767
(DT [°CI(L) [-1,29963| 0,066991f-19,4000[ 0,000000( -1,44164(-1,15761] -0,649813[ 0,033496| -0,720820( -0,578805
T[°Cl(Q) -0,17634| 0,051549| -3,4209| 0,003502[ -0,28562|-0,06707| -0,088172| 0,025774| -0,142811| -0,033533
2t [h)(L) |-0,14697[ 0,066991| -2,1939 0,043355| -0,28899|-0,00496| -0,073486| 0,033496| -0,144494 -0,002479
t [h](Q) -0,02366| 0,051549| -0,4590( 0,652438( -0,13294| 0,08562( -0,011829 0,025774 -0,066468 0,042810
1L by 2L |-0,35317| 0,082047| -4,3045( 0,000546( -0,52710|-0,17924 -0,176585 0,041024| -0,263551| -0,089619

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
2 3-level factors, 1 Blocks, 22 Runs; MS Residual=,0134635
DV: témegvéltozés [%]

Predicted vs. Residual Values
2 3-level factors, 1 Blocks, 22 Runs; MS Residual=,0134635
DV: tdmegvéltozas [%]

0,3

Expected Normal Value

0,2

0,1

Raw Residuals
(=]
[=}

-0,2

-0,3

03

0,2

-0,1

0,0

Residual

0o

0,3 -1,0

-0,8

0,6 0.4

-0,2

0,0 0,2

Predicted Values

0,4 0,6 0,8

1,0 1,2




Az 5. napon mért éldsejt-koncentraciobk ANOVA vizsgalatanak eredményei és a reziduumok

abrai
ANOVA; Var.:Live_4,9; R-sqr=,75783; Adj:,67711 (Sejtkoncentracio in Lombikok)
2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs;
MS Residual=181170E6 DV: Live_4,9
Factor SS df MS F p
(1)Term (L) 5,120000E+12 1 5,120000E+12 28,26069 0,000019
Term (Q) 3,029952E+11 1 3,029952E+11 1,67243 0,208243
(2)Time (L) 6,384356E+12 1 6,384356E+12 35,23951 0,000004
Time (Q) 1,365952E+11] 1 1,365952E+11] 0,75396 0,393826)
1L by 2L 1,555200E+12 1 1,555200E+12] 8,58419 0,007326
1L by 2Q 2,560000E+10 1 2,560000E+10 0,14130 0,710291
1Q by 2L 3,484444E+10 1 3,484444E+10 0,19233 0,664907
1Q by 2Q 1,259041E+11 1 1,259041E+11] 0,69495 0,412707
Error 4,348089E+12 24 1,811704E+11]
Total SS 1,795462E+13 32
ANOVA; Var.:Live_4,9; R-sqr=,74745; Adj:,70068 (Sejtkoncentracio in Lombikok)
2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs;
MS Residual=167942E6 DV: Live_4,9
Factor SS df MS F p
(1)Term (L) 5,120000E+12 1 5,120000E+12 30,48669 0,000008,
Term (Q) 2,228248E+11 1 2,228248E+11 1,32680 0,259474
(2)Time (L) 6,384356E+12 1 6,384356E+12 38,01521 0,000001
Time (Q) 2,339181E+11 1 2,339181E+11 1,39285 0,248218
1L by 2L 1,555200E+12 1 1,555200E+12] 9,26033 0,005168
Error 4,534437E+12 27, 1,679421E+11]
Total SS 1,795462E+13| 32
Effect Estimates; Var.:Live_4,9; R-sqr=,74745; Adj:,70068 (Sejtkoncentracio in Lombikok) 2 3-level factors, 1
Blocks, 33 Runs; MS Residual=167942E6 DV: Live_4,9
Factor Effect Std.Err. 1@ P Cr?fSLT/%t C+n?‘§|_’?:?1t Coeff. Sécész;r Cr?fSLT/%t C+n?.5L’;Z01t
Mean/Interd 4945965| 74601,2|66,29876( 0,000000] 4792896 5099034 4945965| 74601,2| 4792896 5099034
(1)Term(L) [ -1066667| 193185,1|-5,52148 0,000008| -1463050| -670284 -533333| 96592,5| -731525( -335142
Term (Q) 171228 148652,8| 1,15187 0,259474 -133782 476238 85614 74326,4 -66891 238119
(2)Time (L) -1191111] 193185,1-6,16565( 0,000001| -1587494| -794728 -595556| 96592,5| -793747 -397364
Time (Q) -175439 148652,8| -1,18019( 0,248218 -480449 129572 -87719 74326,4( -240224 64786
1L by 2L -720000f 236602,4( -3,04308] 0,005168| -1205468| -234532( -360000] 118301,2] -602734( -117266
Normal Prob. Plot; Raw Residuals Predicted vs. Residual Values
20 2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Residual=167942E6 16 2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs; MS Residual=167942E6
8ES5
6E5 ° ° °
4ES5 °
2E5 ° %o °

Expected Normal Value

-3,0

Raw Residuals

-8E5

-6E5 -4E5 -2E5

0 2ES5 4E5

Residual

6ES 8ES

1E6

-8E5

3,5E6

4E6 4,5E6

Predicted Values

5E6

5,5E6 6E6



A kontroll mintak és a 30 °C-on 1 o6raig kezelt mintakbdl készitett tapoldatokban 5. napra elért

sejtkoncentraciok alapjan végzett kontrasztanalizis eredményei és a reziduumok abrai

Contrast Estimates (Sejtkoncentracio in Lombikok) Dependent variable: Live_4,9
Contrast Estimate Std.Err t P gr?f?_?;/s +(?r15fOL(r)1:?
CNTRST1 -133333 391807,5 -0,34030] 0,736000 -933511 666844
CNTRST2 -400000 391807,5 -1,02091 0,315460 -1200178 400178
CNTRST3 266667, 554099,4 0,48126 0,633823 -864955 1398289

Univariate Test of Significance for Planned Comparison (Sejtkoncentracio in Lombikok)

Dependent variable: Live_4,9

Sum of Degr. of Mean = D

Source Squares Freedom Square
Effect 3,200000E+11 3 1,066667E+11 0,463225| 0,710066
Error 6,908089E+12 30 2,302696E+11

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
(Analysis sample)

Expected Normal Value

-3,0
-1E6

-8E5 -6E5 -4E5 -2E5 0 2E5 4E5 6E5 8E5 1E6 1,2E6

Residual

Predicted vs. Residual Values
(Analysis sample)

1,2E6
1E6
8E5

6E5

2E5

Raw Residuals

-2E5

-4E5 o

-6E5

-8E5

-1E6
3E6

3,5E6 4E6 4,5E6 5E6 5,5E6 6E6 6,5E6

Predicted Values



A hdkezelt mintakbdl készitett tapoldatokban elért 6. napi relativ Mab koncentracié alapjan
készitett ANOVA elemzés, homoszkedaszticitas vizsgalat és kontransztanalizis eredményei

ANOVA,; Var.:Relative IgG; R-sqr=,95985; Adj:,94646
(IgG in Lombikok) 2 3-level factors, 1 Blocks, 33 Runs;
MS Residual=,0002781 DV: Relative IgG:
Factor SS df MS F p
(1)Term (L) 0,016618| 1 0,016618| 59,7557 0,000000
Term (Q) 0,012757 1 0,012757| 45,8741 0,000001
(2)Time (L) 0,079122 1 0,079122] 284,5149 0,000000
Time (Q) 0,000284 1 0,000284 1,0215 0,322247
1L by 2L 0,032234 1 0,032234 115,9095] 0,000000
1L by 2Q 0,000325 1 0,000325] 1,1675 0,290659
1Q by 2L 0,008390 1 0,008390 30,1694 0,000012
1Q by 2Q 0,001784 1 0,001784 6,4156 0,018262
Error 0,006674 24 0,000278
Total SS 0,166226 32
Effect Estimates; Var.:Relative 1gG; R-sqr=,95985; Adj:,94646 (1gG in Lombikok) 2 3-level factors, 1 Blocks, 33
Runs; MS Residual=,0002781 DV: Relative 1gG
Factor Effect | St | 4(24) P c-r?fi?/r;t Cﬁ?ﬁ%t Coeft. Sct:i'eEf;.r' C-r?fi?/r:wt C+n9f.5L’;)$t
(I;/Irifemllnt 0,87865| 0,00309( 284,519| 0,000000000 0,8723 0,8850( 0,8786| 0,0031 0,8723 0,8850
(1)Term (L)| -0,06077| 0,00786( -7,730] 0,000000058 -0,0770 -0,0445| -0,0304f 0,0039 -0,0385 -0,0223
Term (Q) 0,04256| 0,00628 6,773 0,000000526 0,0296 0,0555( 0,0213] 0,0031 0,0148 0,0278
(2)Time (L)| -0,13260| 0,00786( -16,868| 0,000000000 -0,1488 -0,1164| -0,0663[ 0,0039 -0,0744  -0,0582
Time (Q) 0,00635| 0,00628 1,011] 0,322247251 -0,0066 0,0193( 0,0032] 0,0031 -0,0033 0,0097
1L by 2L -0,10366| 0,00963( -10,766| 0,000000000 -0,1235 -0,0838| -0,0518( 0,0048 -0,0618 -0,0419
1L by 2Q 0,00901| 0,00834 1,080 0,290659098 -0,0082 0,0262| 0,0045 0,0042 -0,0041 0,0131
1Q by 2L 0,04580| 0,00834 5,493 0,000012007 0,0286 0,0630[ 0,0229] 0,0042 0,0143 0,0315
1Q by 2Q 0,01534| 0,00606 2,533 0,018262240 0,0028 0,0278( 0,0077|  0,0030 0,0014 0,0139
Tests of Homogeneity of Variances Levene's Test for Homogeneity of
(IgG in Lombikok) Effect: Term*Time Variances
(IgG in Lombikok) Effect: Term*Time
Degrees of freedom for all F's: 8, 24
Hartley Cochran qutlett df D MS MS F D
F-max C Chi-Sar. Effect Error
Rel(lgG) | 191,0604 | 0,526948 | 18,68220 | 8 | 0,016655 Rel(lgG) | 0,00021 | 0,00007 | 2,78603 | 0,02472
Contrast Estimates (IgG in Lombikok) Dependent variable: Relative 1gG
Contrast Estimate Std.Err t p _gﬁf?_%’ +(?r15foLchr:?
CNTRST1 -0,064187 0,012400| -5,17657 0,000014 -0,089511 -0,038864
CNTRST2 -0,007718 0,012400 -0,62240 0,538379 -0,033041 0,017606
CNTRST3 -0,061724 0,017536 -3,51991] 0,001401] -0,097537 -0,025911
Univariate Test of Significance for Planned Comparison (IgG in Lombikok) Dependent
variable: Relative IgG
Sum of Degr. of Mean F o
Source Squares Freedom Square
Effect 0,009127| 3 0,003042] 13,19133 0,000011]
Error 0,006919 30 0,000231]
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NIR alapspektrumokra végzett klaszteranalizis dendrogramjai
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PCA score plotok masodik derivalt NIR spektrumok alapjan (D2_5pt)
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PCA sulyfiiggvények masodik derivalt NIR spektrumok alapjan (D2_Spt)
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PCA score plotok masodik derivalt FT-NIR spektrumok alapjan (D2_19pt)
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PCA sulyfiiggvények masodik derivalt FT-NIR spektrumok alapjan (D2_19pt)
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PCA score plotok MSC-t kdvetéen Savitzky—Golay derivalt FT-NIR spektrumok alapjan
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PCA score plotok MSC-t kdvetéen Savitzky—Golay derivalt FT-NIR spektrumok alapjan
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PCA score plotok FT-IR alapspektrumok alapjan
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PCA sulyfiiggvények FT-IR alapspektrumok alapjan
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