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1. Bevezetés és célkitiizések

Az utdbbi években egyre tobb kutatas foglalkozik a viragporcsomok (angolul bee pollen)
vizsgalataval. Ez egy méhészeti termék, mely a pollen mellett tartalmaz némi nektart és a méh
folyamata sordn keveredik a mintdba Osszetapasztd elemként. Mivel a méhészetek képesek
nagyobb mennyiségben eldallitani ezt az anyagot, igy jogosan meriil fel az a kérdés, hogy
milyen teriileteken alkalmazhatnank. Tobb vizsgalat irdnyul arra, hogy mint szuperélelmiszer
hogyan hasznosithatd a benne rejlé tapanyag mas élelmiszerek feljavitasara, vagy hogyan
lehetne az amiigy mintanként eléggé ingadozd Osszetételére egységes szabvanyokat teremteni,

de vannak kevésbé evidens potencidljai is a virdgpornak.

Ilyen példaul a pollen legkiilsé (in. exine) rétegét alkotd sporopollenin kinyerése. Ez egy
rendkivil ellenallé biopolimer, melynek elsddleges feladata a viragok himivarsejtjeinek
védelme mindenfajta kiilsé hatastol. Az exine Osszetétele és struktiraja pollenfajtanként eltér,
alapvetden ez adja a mikroszkopikus fajta azonositds alapjait is, tehat sejthetd, hogy a
sporopollenin esetében is inkdbb egy anyagtipusrol, mint teljesen egyez0 anyagrol
beszélhetliink. Mindazonaltal az exine képzddését irdnyitdé mechanizmusok minden novény
esetében ugyanazok, igy maga a termék is els@sorban csak az alkotoelemei aranyaban tér el és
a legtobb esetben hasonl6 tulajdonsagokkal bir. A letisztitott exineburok egyrészt alkalmazhato
mikrorészecskeként, mely rugalmas, pollen tipusonként egységes, a feliiletén talalhato funkcids
csoportok pedig valtozatos felhaszndldsra adnak lehetdséget, masrészt haszndlhato
mikrokapszulaként is, a feliiletén 1évd természetes moddon kialakult nanocsatornaknak
koszonhetden, melyeken keresztiil bejuttathatjuk a belsejébe a kivant anyagot, melynek a

biohasznosulasa az emberi szervezetben igy joval nagyobb lesz.

Ezért foglalkozott nemrégiben egy magyar kutatok altal irt tanulmény azzal, hogy milyen
oldészeres kezelések segitségével lehet a lehetd legtisztabb sporopolleninburkot elérni
virdgporcsomokbdl kiindulva. Az én célom, hogy az ¢ munkajuk eredményeképp létrejott,
extrahalt mintdkat megvizsgalva kozeli és kozépinfravords spektroszkopidval feltarjam annak
lehet6ségeit, hogy a gyors, roncsolasmentes mérési technologiak mennyire alkalmasak ennek a

tisztitasi folyamatnak a nyomon kdvetesére.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Pollen
2.1.1. Pollen felépitése

A pollenszemeket a nyitvatermd €s zarvatermd novények allitjdk eld a szaporodasuk
részeként, ezek feleltethetdek meg a himivarsejteknek. Alakjuk tobbnyire ellipszis vagy gomb
formajat veszi fel, méretiik pedig leggyakrabban 0,02-0,03 mm koriil van, de 0,01-0,1 mm
kozotti tartomanyban barmekkora lehet a ndvényfajtol fiiggden. (Bennett & Willis, 2015)

Ahogy az 1. abra is mutatja, kiviilrol befele haladva a pollen felépitését el6szor egy kiilsé
fal, az un. exine, majd egy belsé fal, az Gn. intine alkotja. Ezutan kovetkezik a citoplazma,

melyben két sejt talalhatd, a vegetativ vagy csésejt (tube cell) és a generativ sejt.

intine

vegetative

axing— nucleus

generative
nucleus
1. dbra: Pollen felépitése (Brys et al., 2021)

Az exine valtozatos formakat 6lt, mindig az adott ndvényfajra jellemz6 kinézettel
rendelkezik, amely lehetévé teszi azok beazonositasat mikroszkopos vizsgalatok soran
(2. abra). F6 6sszetevoje egy sporopollenin nevil anyag, melynek pontos felépitése a mai napig
nem teljesen tisztazott. Ez az egyik legellenallobb biopolimer amit ismeriink, rendkiviili fizikal
¢s kémiai ellendllassal rendelkezik, ezzel nagy védelmet biztositva a belsdbb részeknek. Az
exine képzddését a korai mikrospora citoplazmaja és az un. tapétum sejtek (melyek szintén az
exine részét képezik) biztositjak a sporopollenin szekrécidja altal. Ennek a kiils6 buroknak a
szerkezete (3. dbra) gyakran bonyolultan kidolgozott, szoborszer(i, de nem boritja egységesen
az egész sejtet, bizonyos régiokban nem fejlodik ki, ezzel meghatarozva a csirazas helyét. Ezek
a nyilasok lehetnek hosszukés bardzdak, kor alaktl porusok, vagy akar ezek kombindacidi is,
szamuk és elhelyezkedésiik fontos rendszertani jellemz6. Lehetové teszik a méretnovekedést
illetve csokkenést a valtozd nedvességtartalom fliggvényében. Az exine szerkezete fontos
szerepet jatszik a pollonizacié sordn a rovarokhoz, mint vektorokhoz vald rdgziilésben is.
Széllel beporzott fajok esetén észlelhetjiik, hogy kevésbé kidolgozott, a feliillete simabbnak
tlinik. Az exine alatt talalhato intine egy bels6 fal, melyet elsésorban celluloz és pektin alkot,

szintézise a mikrospodra citoplazmajanak iranyitasa alatt all.
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A vegetativ sejtet mas néven csdsejtnek is hivhatjuk, ugyanis ebbdl alakul ki a pollencsé
(pollen tube), amikor a pollen célba jut. Ezen keresztiil képesek a himivarsejtek eljutni a
novények noi ivarsejtjeihez és megtermékenyiteni azokat. Ez felel6s tovabba az egyesiiléshez
¢s novekedéshez sziikséges tapanyagokért is. A generativ sejtben talaljuk meg a him
spermiumtagokat, melyek a megtermékenyitéshez sziikségesek. (Pollen Grain: Definition,
Structure & Function, 2015; Bedinger, 1992; Borg & Twell, 2011)

Tectate exine Pilate exine

Sexine y Pilum
Exine —» Baculum
— Nexine 1l——
Nexine o
Nexine 2——

Intine —>| —

©

3. dbra: Pollenfal szerkezete (Borg & Twell, 2011)



2.2.  Sporopollenin

2.2.1. Sporopolleninrél altalanosan

A sporopollenin egy kémiailag rendkiviil inert biopolimer, mely a szarazfoldi névény
sporajanak illetve pollenének a kiilsé falat alkotja, ezzel védelmet biztositva a ndvényi
ivarsejteknek a kornyezeti hatdsokkal szemben. Fontos szerepe ellenére felépitésének
meghatarozasa mindmaig kihivast okoz, de azt mar tudjuk, hogy egy erésen térhalosodott
szerkezetrdl beszélhetiink, mely akar évszazadokig képes érintetleniil fennmaradni, ugyanis a
Fold felszinén talalhato leg6sibb tiledékes kdzetekben is talaltak ép exinéket. Ez a legszilardabb
ismert novényi anyag. (Mackenzie et al., 2015; Li et al., 2019; Wellman et al., 2003)

Torténelmileg mar a XIX. szazad elejérdl szarmaznak feljegyzések a sporopollenin
vizsgalatarol, de ekkor még mas elnevezéseket kapott, elészor polleninként, majd sporoninként
utaltak ra. A végleges elnevezését Zetzse és tarsai kutatasai soran kapta a XX. szazadban, mikor
egy spora anyagénak vizsgalatabol szisztematikusabb tanulmanyokat készitettek. Ellenallosaga
olyan mértékii, hogy akar forrd ecetsav-anhidrid és tomény kénsav keverékében sem hajlando
feloldodni, pedig ezen vegyszer szamara a legtobb biopolimer feloldasa nem jelent gondot.
Feltehet6en ennek kdszonhetd az is, hogy szerkezetét és bioszintézisét a mai napig szamtalan
tanulmany kutatja és nem sziiletett még végleges konszenzus rola, habar jelentds attoréseket
értek el az idok soran. Bar az exine morfologiaja gyakran jelentdsen eltér, de tigy tiinik, hogy a
fejlodési folyamatok minden esetben hasonloak, ami egy kozds molekularis mechanizmus
konzervalodasara utal. (John, 1814; Braconnot 1829; Zetzsche & Kilin, 1931; Zetzsche &
Vicari, 1931; Erdtman, 1960; Fraser et al., 2012; Mackenzie et al., 2015)

2.2.2. Sporopollenin szerkezete és 6sszetétele

A bizonyitékok azt mutatjak, hogy egy szénbdl, hidrogénbdl és oxigénbdl alld erdsen
térhalosodott polimerrél beszéliink, melynek épitdelemei valtozatosak és 0Osszetettek.
Azonositottak egyenes és elagaz6 alifas lancokat, melyek kozott talalunk telitettet, telitetlent és
polihidroxilaltat is, emellett oxigénezett aromas gytriiket és fenilpropanoid részeket is
felfedeztek, a keresztkotéseket pedig bizonyitottan éterkotések és valdsziniisithetéen szén-szén
kotések biztositjak. A kutatdsok eredményei arra engednek kdvetkeztetni, hogy a sporopollenin
fehérjeszegény. A 4. abra egy fenyOpollenbdl szarmazo6 sporopollenin egy részletét mutatja.

(Ahlers et al., 2000; Dominguez et al., 1998; Li et al., 2019; Mackenzie et al., 2015)



4. abra: Fenyd sporopollenin szerkezetének egy részlete (Li et al., 2019)

Egy kutatas tobb fajta pollenbdl izolalt sporopollenin vizsgélatat is elvégezte, és arra
jutottak, hogy bar a jellemzd alifas, aromas, éteres, karbonil- ¢és karboxilcsoportok
eléfordulasuk tekintetében elvi egyezéseket mutatnak, de emellett jelentds kiilonbségeket is
talalunk koztiik. Ez azt jelenti, hogy ez a név nem egy konkrét anyagot fed, hanem inkabb
egymassal szoros kapcsolatban allé biopolimereket képvisel, melyekben a kiilonb6z6 kémiai
csoportok eltéré mennyiségben fordulnak el6, szarmazastol fiiggéen. (Wilmesmeier et al.,
1993)

Nyilvanvaldan rendkiviili inaktivitdsa ellenére a sporopollenin is képes biologiai
lebomlésra. Kiilonb6z6 baktériumok adott koriilmények kozott meg tudjak bontani a
szerkezetét, és példaul a beporzast kovetden a méhek is képesek olyan enzimek kivalasztasara,
melyek alkalmasak ennek a folyamatnak az aktivalasara. (Faegri, 1971; Stanley & Linskens,
1974; Edlund et al., 2004; Ahokas, 1976)



2.2.3. Sporopollenin felhasznalasa

A sporopollenin izolaldsara szdmtalan mddszer jott 1étre, melyek altalaban hihetetlen
ellenallosagan alapszanak. Letisztitasaval egy iires exineburkot vagy mikrokapszulat kapunk,
mely tovabbra is magan hordozza az adott spora vagy pollen jellegzetességeit. Kétféle szerepre
is alkalmazhatoak. Egyfeldl lehetnek mikrorészecskék, melyek rugalmasak, egységesek és
tobbfunkcios, erésen diszitett feliilettel rendelkeznek. A rajtuk talalhato fenolos, alkanos,
ketonos, laktonos ¢és karbonsavas csoportjainak koszonhetéen szamtalan modon derivalhatoak,
ezért az alkalmazasuk terén lehet0ségek tarhaza nyilik meg el6ttiink, példaul hasznalhatoak
szilard hordozoként peptidszintézishez, katalizishez vagy ioncseréld kromatografidhoz. A
feliiletiikon 1évé fenolos csoport antioxidans aktivitassal is felruhazza oket. Masfeldl
hasznalhatjuk az tires exineburkot mikrokapszulaként, melybe a feliiletén 1évé nanoatmérdjt
csatorndkon keresztiil vissziik be a kivant polaris vagy apolaris anyagot. Az embereken végzett
in vivo kisérletek azt mutatjak, hogy az igy bevitt hatdoanyag biohasznosulasa 1ényegesen

nagyobb lehet, mintha azt csak 6nmagaban juttatnank a szervezetbe. (Mackenzie et al., 2015)



2.3. Bee pollen

2.3.1. Bee pollen-rél altalanosan

Bee pollen-nek, azaz magyarul viragpornak, vagy viragporcsomonak egy méhészeti
terméket neveziink, mely a méhek altal gytijtott pollengranulatumokat jelenti. Ezeket az apro,
nagyjabol 7,5-8 mg-0s, 1,4-4 mm atmérdji labdacskékat a méhek tapasztjak Ossze nektart és
sajat nyalszekréciojukat hasznalva. Enyhe elektromos mezdvel vonzzak a pollenszemeket a
testliikre, mikozben viragrol viragra jarnak, majd megnedvesitik, és a labaikon 1évd sorték
segitségével a hatsdlabukon 1évo pollenkosarba tomoritik azt. A méhészek a kaptar bejaratahoz
egy csapdat rogzitenek, igy mikor a méhek hazatérnek a virdgporcsomokkal, azok leesnek roluk
¢s egy specidlis gylijtébe keriilnek. Ezutdn a hossza tavh eltarolhatdsag érdekében érdemes
kiszaritani vagy lefagyasztani a terméket. (Prdun et al., 2021; Thakur & Nanda, 2020;
Bogdanov, 2016; Clark et al., 2017)

A virdgporszemek rendkiviil sokfélék tudnak lenni, attol fiiggden, hogy épp milyen
novényekrdl szdrmazik a benniik talalhato pollen. Valtozatos sziniik, alakjuk és méretiik van.
Egyetlen kis szem megformaldshoz a méh akar 200 viragot is meglatogathat. Egy méhkolonia
egy napi munkaval nagyjabol 50-250 g viragport gyiijt 6ssze, az iddjaras fiiggvényében. Ez évi
15-40 kg pollent is jelenthet. (Komosinska-Vassev et al., 2015; Zuluaga et al., 2015; Bogdanov,
2016)

Csoportositasi szempontbol egy virdgpor lehet uniflordlis vagy polifloralis, attol
fliggben, hogy egy, vagy tobb ndvény szolgalt a pollen forrasdul. Emellett a minta lehet
monokromatikus vagy polikromatikus. Ezt az hatdrozza meg, hogy egy, vagy tobb szin talalhatd
benne. Egy uniflordlis minta is lehet polikromatikus, és egy poliflordlis minta is lehet
monokromatikus. Igy eléfordulhat, hogy egy, szamunkra vegyesnek tiiné minta valdjaban
azonos botanikai forrassal rendelkezik, €s az is lehetséges, hogy két, ranézésre teljesen egyezo
minta valojaban két, eltéré novényfajrol lett begytijtve. Emiatt ha a valddi pollendsszetételt
akarjuk megtudni, mindenképp érdemes alaposabb mikroszkopikus vizsgalatnak alavetni a
mintat, mert az egyedi exine segitségével beazonosithatdoakka valnak a pollenszemcsék. (Bleha

et al., 2021; Modro et al., 2009; Bedinger, 1992)
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A virdgporok szine sokféle lehet eltérd botanikai és foldrajzi szarmazasukbol kifolyolag.
A leggyakoribb a sarga és a narancssarga, de talalkozhatunk fehértdl feketéig gyakorlatilag
barmilyen szinnel, akar zolddel vagy lilaval is. Mivel a méhekre jellemz6, hogy egy adott
id6szakban egy fajta novényhez hiiségesek, igy altalaban az azonos idében gytijtott €s egyazon
forrasbol szarmazo szemek egyszinlinek mutatkoznak. A szint alapvetden a benne taldlhato
pigmentek ardnya hatdrozza meg. A viragporok esetében elsdsorban a karotinoidok (sarga,
narancssarga, piros) €s a flavoinoidok, koziiliik is elsésorban az antocianok (piros, rézsaszin,
lila, kék) biztositjak a szint. Ezenkiviil még fontos tényezd lehet az érettségi fok is, mivel az
eltérd pH okozhat valtozast a pigmentek szinkifejezésében. Osszefiiggést talaltak a szin és az
olyan benne 1év6 egyéb kémiai komponensek kozott is, mint a kalcium, a magnézium vagy a
vas, tovabba a tapasztalatok azt mutatjak, hogy a nagyobb nedvességtartalom fényesebb
viragport eredményez. Utobbi miatt a tilszaritas kedvezotlen piaci hatasokat hordozhat. (Végh

et al., 2022; Bleha et al., 2021; Filyushin et al., 2020; Yang et al., 2013; Kayacan et al., 2018)

2.3.2. Bee pollen kémiai dsszetétele

A virdgporok kémiai 0sszetétele nagyban fligg botanikai és foldrajzi szarmazasuktol, igy
az adott Osszetevok értékei meglehetésen nagy tartomanyban mozognak. Az |. tdbldazat
bemutatja, hogy tobb mint 100 tanulmény feldolgozdsa utdn milyen atlagos mennyiségi
értekeket sikeriilt meghatarozni az adott komponensekhez, és azok milyen tartomanyban
mozognak, ezaltal atfogd képet adva arrdl, mennyire nem egységes termékrol beszéliink. Az itt
lathato komponensek mellett fontos még megemliteni a nedvességet, amely tartalma friss minta
esetén 7-30% kozott talalhatd, szaritas utdn idedlis esetben 5-9% kozé esik. A viragpor pH
értéke altalaban 3,49 €s 6,33 kozott van, mely az antocidnok altal biztositott szinek megjelenési

tartomanyaban van. (Thakur & Nanda, 2020; Castafieda-Ovando et al., 2009)
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|. tablazat: Viragpor jellemzé dsszetétele

(GAE: gallic acid equivalent, azaz galluszsav-egyenérték)

(Thakur & Nanda., 2020)

Komponens neve Komponens atlagos értéke | Komponens szorasi tartomanya
szénhidrat 54,22% 18,50-84,25%
gliikdz 13,40 g/100 g 2,77-28,49 g/100 g
fruktoz 15,26 g/100 g 4,9-33,48 g/100 g
szachar6z 4,25 g/100 g 0,05-9,02 g/100 g
fehérje 21,30% 4,50-40,70%
lipid 5,31% 0,41-13,50%
rost 8,75% 0,15-31,26%
hamu 2,91% 0,50-7,75%
kalium 4951,61 mg/kg 3,06-13366,60 mg/kg
foszfor 4157,86 mg/kg 234,40-9587,00 mg/kg
kalcium 1751,22 mg/kg 1,09-5752,19 mg/kg
magnézium 1246,99 mg/kg 44,00-4680,53 mg/kg
cink 46,97 mg/kg 0,10-105,80 mg/kg
vas 197,41 mg/kg 2,60-1180,00 mg/kg
teljes fenoltartalom 30,59 mg GAE/g 0,69-213,20 mg GAE/g

Az |. tablazat értekeibdl latszik, hogy a szénhidrattartalom akéar a virdgporcsomok

tomegének 2/3-at is jelentheti, de rendkiviil nagy tartoméanyban ingadozik. Mivel mértékében

az Osszetapasztdshoz hasznalt nektar is szerepet jatszik, igy a redukald cukrok nagyobb

mennyisége kiilonbséget tesz a bee pollen és a novényi pollen kdzott. A cukrok mellett még a

poliszacharidokat is meg kell emliteni, melyekbdl a sporopollenin, a celluloz és a pektin

talalhatd meg a viragporokban. EIobbi az exine, utobbiak pedig az intine f6 Osszetevoi.

(Thakur & Nanda, 2020; Li et al., 2018; Carpes et al., 2009)

A szénhidratok mellett a mésik nagyobb mennyiséggel rendelkez6 Gsszetevot a fehérjék

jelentik, ami nem meglepd, hisz a méhek alapvetden fehérjeforrasként gylijtik maguk szamara

a viragport. Az |. tablazat értékei itt is nagy szorast mutatnak, és kiilon érdekesség, hogy

egyazon viragfaj unifloralis mintait vizsgalva kiilonb6z6 orszagokban, eltérd értékeket kaptak.
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Tovéabba a kutatasok alapjan ugy tlinik, hogy parhuzam vonhatd a névények virdgzasanak
évszaka ¢€s a pollen fehérjetartalma koz¢€ is, a tavaszi viragok altalaban nagyobb fehérjetartalmu
terméket szolgaltatnak. Foleg kotott formdju aminosavakrol beszélhetiink, és minddssze 10%
korul talalhatd a szabadaminosav-tartalom, de ez utobbi Osszetételébdl mind a botanikai
szarmazasrol, mind a szaritasi €és tarolasi folyamatokrol informaciét kaphatunk. Ez utobbi
annak koszonhetd, hogy a prolintartalom valtozik a tarolds soran, azaz jo6 mutatdja a minta
frissességének. (De-Melo & Almeida-Muradian, 2017; Liolios et al., 2016; Thakur & Nanda,
2020; Dominguez-Valhondo et al., 2011; Verslues & Sharma, 2010; Serra-Bonvehi et al., 1997)

A lipidek a harmadik legnagyobb mennyiséggel rendelkezd csoport. Legjellemzébbek
koziiliik a trigliceridek, a karotinoidok és a szterolok. A méheknek sziikségiik van zsirsavakra
a szaporodasukhoz, fejlodésiikhoz, taplalkozasukhoz. A linolsav, linolénsav, mirisztinsav €s
laurinsav baktérium- ¢és gombadld hatdsa segit, hogy a kartékony mikrobdk ne tudjanak
elszaporodni a koltéféstikben, ezaltal segitik a koldnia higiénidjat. Eltérések mutatkoznak itt is
a kiilonbozé orszagokbdl szarmazo, azonos fajtaji unifloralis mintak tekintetében.
Mindazondltal a tanulmanyok azt mutatjdk, hogy a zsirsavak mindenhol azonosak, csak a
mennyiségiik tér el botanikai és foldrajzi szarmazasuk szerint. A megfigyelések arra engednek
kovetkeztetni, hogy a méhek a magasabb telitetlenzsirsav-mennyiséget részesitik elényben a
pollengytijtésiiknél. (Margaoan et al., 2014; Sattler et al., 2015; De-Melo & Almeida-Muradian,
2017, Thakur & Nanda, 2020; Human & Nicolson, 2006)

A virdgporcsomok asvanyianyag-tartalmara hatdssal van a botanikai és a foldrajzi
szarmazas, valamint az adott évszak is. Ugy tiinik, hogy a talajnak, melyben a novény
kifejl6dott, meglehetdsen fontos szerepe van ebben, tovabba nem csak a pollen, de a hozzaadott
nektdr is befolyasolhatja a bioelemek Osszetételét, viszont a feldolgozas és a tarolas nem
moédosit ezen. Altaldnossagban kijelenthetd, hogy a virdgporokban az asvanyi anyagok koziil a
kalcium, a réz, a kobalt, a vas, a kalium, a magnézium, a mangan, a natrium, a foszfor és a cink
fordul eld jelentdsebb mennyiségben. Ritkabb esetekben kimutathatdé a molibdén és a szelén
jelenléte is. (Thakur & Nanda, 2020; Formicki et al., 2013; Yang et al., 2013; Kostic et al.,
2015; De-Melo et al., 2016)

A bee pollen viz- és zsiroldhatd vitaminokat is tartalmaz. Megtalalhatbak benne a
B-komplexek, a C- és az E-vitamin, valamint a karotinoidok, melyek az A-vitamin

provitaminjai. A kutatdsok azt mutatjak, hogy a vitamintartalmat elsésorban a botanikai
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szarmazas és a feldolgozasi koriilmények befolyasoljak. (De-Melo & Almeida-Muradian, 2017;
Thakur & Nanda, 2020)

A polifenolok minden ndvényben fellelhetdk, mivel ezek a madasodlagos
anyagcseretermékeik. Ilyenek példaul az antocianok — melyek természetes vizoldhatd
pigmentek, ezek felelések a névények narancssarga, rozsaszin, lila, voros és kék szinéért, és
ugy tinik, a pollenek szinezetében is fontos szerepet jatszanak —, de ide sorolhatéak a
flavonoidok, flavonolok, flavononok, csersavak, fenolsavak is. A kiilonbozd botanikai és
foldrajzi szarmazast pollenek mind mennyiségi, mind mindségi eltérést mutatnak a fenolos
vegyiiletek tekintetében. Azt is kimutattak, hogy ha a pollen hidegnek, vagy rossz mindségii
levegének van kitéve, akkor erre valaszul a javul a flavonoidok bioszintézise az adott
pollengeneracioban. (Dziato et al., 2016; Mohammadrezakhani et al., 2018; Rezanejad, 2012;
Thakur & Nanda, 2020; Castaneda-Ovando et al., 2009; Bleha et al., 2021)
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2.4. Lathato fény ¢€s infravoros spektroszkopia

2.4.1. A molekulaspektroszkopiardl altalanosan
A molekulaspektroszkopia egy, az elmult évtizedekben egyre inkéabb elterjedt kozvetett,
roncsoldsmentes analitikai modszer. El6nyei, hogy a mintael6készités nem igényel sok munkat,
maga a mérés pedig gyors, vegyszermentes, kornyezetbarat. Mindennek koszonhetden az
¢lelmiszerek mindségi ¢és biztonsagi méréseinek egyik elterjedt modszerévé valt.

(Jing et al., 2017)

Az optikai molekulaspektroszképia a minta ¢és az elektromagneses sugarzas
kolcsonhatdsai altal szolgal informdacidval a vizsgdlt anyag mindségi €s mennyiségi
tulajdonsagair6l. Ide sorolhatéak az altalam haszndlt moddszerek, a lathato fény
spektrofotometria (visible, Vis), melynél a vizsgalt tartomany hullamhossza 350-800 nm, illetve
az infravords spektroszkopia, melynek ez esetben két alcsoportjaval, a kozeli infravoros
spektroszkopiaval (near-infrared, NIR) és a kozépinfravoros spektroszkopiaval (mid-infrared,
(M)IR) végeztem méréseket. E16bbi hullamhossztartomanya 800-2500 nm kozott talalhato, mig
utobbié 2500-25000 nm. (Pokol, 2011; Német, 2010)

2.4.2. A lathato fény spektrofotometria elméleti hattere
A lathat6 fény spektrofotometria elméleti alapja, hogy a vizsgalt molekula a lathat6 fény
adott hullamhosszi komponensét vagy komponenseit abszorbealja, igy a molekula
vegyértékelektronjai gerjesztddnek, és az alapallapotban elfoglalt palyajukrol (k6té vagy nem
kotd) egy ugyancsak kvantalt, nagyobb energidjii palyara keriilnek at (lazito palya). A
molekuldk minden elektronjanak eltérd a gerjesztési igénye, a kiilonbozé elektronatmenetek

rrrrr

leginkabb felelés, a molekula kromofor rendszerének nevezziik. (Toth, 2019)

“ o
E [ ° JL lazitopalyak

-
A

n nemkotd palya

) } kotGpalyak
g

5. dbra: Az elektrondatmenetek tipusai (Toth, 2019)
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Mivel az elektron gerjesztéséhez sziikséges energia nagyobb, mint a rezgési és a forgasi
energia, igy az elektron-energia szinképére minden esetben szuperpondlodik a rezgési és

rotacios szinkép is. (Toth, 2019)

2.4.3. Az infravoros spektroszkdpia elméleti hattere

Az infravords spektroszkopia a rezgési spektroszkdpia egy formdja. A mérés soran
besugarozzuk a mintat az infravords sugarzds tartomanyaban, melynek hulldmhossza
0,78-1000 pm, hullamszama 10-12 500 cm™ koz¢ esik és harom nagy részre bonthato, a kozeli
infravords tartomanyra (4000-12500 cm™), a kozepes (vagy Un. analitikai) infravoros
tartomanyra (300-4000 cm™) és a tavoli infravords tartoméanyra (far-infrared, FIR) (10-300
cm™?). Mikozben a molekulak rezgési és forgasi allapotai gerjesztddnek, a fotonok egy része
visszaverddhet (reflexio), elnyelddhet (abszorpcid) vagy athaladhat (transzmisszio) a vizsgalt
mintan, esetleg egyéb utvonalakat jarhat be (6. abra). A mérések soran a visszaverddo vagy az
athalado fényt detektalhatjuk, és ez szolgaltat nekiink informacidkat. A spektrum a molekuldk
kotéseinek eltéré hullamhosszoknal vald fényabszorpcidjanak az eredménye. (Gergely, 2005;

Német, 2010)

6. abra: A fény és az anyag egymdssal valo kolesonhatdasai
a: spekularis reflexio, b: diffiz reflexio, c: abszorpcio, d: transzmisszio, e: inflexio, f: diszperzio (Gergely, 2005)

A molekulak rezgéseit modellezhetjiik a klasszikus rugé-, vagy a kvantummechanikai
modellel. El6bbinél a kétatomos molekuldk esetében a kotések alaprezgéseit harmonikus
rezgést végzo rugokkal modellezhetjiik, ezek viselkedését a Hooke-tdrvény irja le. Tobbatomos
molekuldknal ezt idealis esetben ugy lehet elképzelni, mint fiiggetlen, kétatomos harmonikus
oszcillatorok sorozatat. A rezgési modok szama 3N—-6, amennyiben N a molekula atomjainak

szamat jeloli. Ezekhez egy-egy 6nallo potencidlis energiagdrbét tudunk rendelni.
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Ezzel szemben a kvantummechanikai modell kimondja, hogy a molekuldk rezgési
energiaszintjeinek szdma véges, azaz az energidk folytonos eloszlasa helyett itt diszkrét
energiaszintekrél beszéliink, melyek egyenld tavolsagra vannak egymastol. Az energia
novekedésével a potencialgorbe torzul, mivel az atomok elektronfelhdje a Coulomb-taszitas
miatt hatart szab az atomok kozeledésének, illetve nyujtas esetén a kotés el is szakadhat. E
torzulds eredménye, hogy az energiaszintek is egyre kozelebb keriilnek egymashoz. Ha egy
rezgési mod energiaallapota alapallapotrdl az elsd szintre 1€p, azt alaprezgésnek nevezziik, de
abban az esetben, ha atmenet nélkiil 2. vagy 3. szintre 1€p, akkor elsé vagy masodik felhangrol
beszélhetiink. A kombinacios sav akkor jon létre, ha alapallapotbodl két eltérd energiaszintre
torténik az atmenet. Bar a spektroszkopiai kivalasztasi szabalyok alapjan a felhangok és
kombinaciok megjelenése tiltott, mégis megjelennek a spektrumban az anharmonicitas és a
Fermi-rezonancia miatt. Az alaprezgések vizsgalataval a tavoli és a kozépinfravoros
spektroszkopia foglalkozik, mig a kozeli infravords tartomanyban a felhangokat és a

kombinacios rezgéseket tanulmanyozhatjuk. (Gergely, 2005)

Az analitikai infravords tartomany a vegyérték- és deformacios rezgések tartomanya,
mely két részre oszthato fel. Az 1500-300 cm™ az ujjlenyomat-tartoméany, mely mindig az adott
vegyiiletre jellemzé és egyedi, mig a 4000-1500 cm™ a vegyértékrezgések tartomanya. Ez a
tartomany a vegyiiletekben talalhatd csoportokra karakterisztikus. (Német, 2010)

2.4.4. Az infravoros késziilékek miikodésének elmélete
Az optikai spektrométerek altalaban tartalmaznak egy fényforrast, egy optikai elemet, egy
mintateret, egy detektort és egy jelfeldolgozd egységet. Az infravords spektroszkdpiaban
hasznalt késziilékek nagy hasonldésagot mutatnak a lathatd tartomanyok miiszereihez. Optikai
miukodeési elviik alapjan két nagy csoportjuk a diszperziv infravords spektrométerek €s a

Fourier-transzformacios (Fourier transform, FT) infravoros spektrométerek. (Német, 2010)

A diszperzios késziilékek miikodési elve (7. dbra) nagyjabol azonos a lathatd és az
ibolyantuli (ultraviolet, UV) tartomanyban mér6 spektrofotométerekéhez, legfontosabb elemiik
egy mozgathato diffrakcids racs, amely a polikromatikus fényt felbontja, és kiilonb6zd

iranyokba kiildi el a kapott monokromatikus fényeket. (Slezsak, 2017)
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7. abra: Diszperzios késziilék miikodési elve (Andersen et al., 2013)

A Fourier-transzformacioés spektrométerek (8. dbra) esetében altalaban egy
Michelson-interferométert alkalmaznak, mely tobbek kozott egy allo és egy mozgd tiikrot is
tartalmaz. Miikodési elve, hogy a benne talalhato fényoszto (beamsplitter) két sugarra bontja a
fényt, melyek az 4all6 és a mozgo6 tiikorrdl visszaverddve és ismét egyesiilve interferenciaval
jellemezhet6ek, ami a tiikrok fényosztotol valo optikai Gthosszainak kiilonbségeibol szarmazik.
A detektor itt interferogramot rdgzit, melyet a jelfeldolgozéd egység alakit at Fourier-

transzformacioval egy, a hullamszam fliggvényében abrazolt spektrumma. (Slezsak, 2017)

8. dbra: A Fourier-transzformdcios késziilékekben leginkdbb elterjedt Michelson-interferométer miikodési elve (Stark & Luchter, 2017)

A fényforras a lathato és a kozeli infravords tartomanyban altaldban volframizzé, mig
az analitikai tartomanyban a krom-nikkel ellenallasizzo, a Nernst-izzo, a Globar izzo6 és a
szabalyozhato lézer az elterjedt. Detektorokndl a kozeli infravords tartomdnyban sokszor
kétfélét haszndlunk, az alacsonyabb hulldmhosszokndl a szilicium (Si) jellemzd, mig
magasabbaknal az 6lom-szulfid (PbS) vagy az indium-gallium-arzenid (InGaAs) terjedt el. A
kozépinfravords tartomdnyban leggyakrabban deuteralt triglicil-szulfat (DTGS) detektort
alkalmaznak. (Pokol, 2011; Német, 2010)
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A mérési elrendezés alapjan beszélhetiink transzmisszids, reflexids, transzreflexids és
csillapitott reflexios késziilékekrdl (9. dbra). Méréseim esetében a diffuz reflexiot és a
csillapitott teljes reflexiot alkalmaztam, igy a tovabbiakban ezek miikddését részletezem.
(Slezsak, 2017)
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9. dbra: A transzmisszios (balra fent), a reflexios (jobbra fent),
a transzflexios (balra lent), illetve a csillapitott teljes reflexios (jobbra lent) mérési elrendezés (Gergely, 2005)

A diffaz reflexids elrendezés atlatszatlan, erOsen zavaros vagy til nagy abszorpcids
képességli mintak esetében hasznos. A fény merdlegesen érkezik a minta feliiletére, majd onnan
minden iranyba visszaverddik. A detektor akkor tudja a visszavert fény legnagyobb hanyadat
mérni, ha azt a beesd fénysugarhoz képest 45°-ban helyezziik el. Fontos megemliteni, hogy a
mintat érd fény penetracids képessége csak néhany tized milliméteres nagysagrendbe esik, igy
az ilyen mérési moddszerrel kapott informaciok csak a minta legkiilsd, felszini rétegébdl
szarmaznak. A reflektancia értéke egyenld a mintardl visszaverddd fény intenzitdsanak és egy
nem abszorbeald standard referencia feliiletr6l (pl. fehér keramia, BaSOs, Al203, MgO)
visszavert fény intenzitasanak hanyadoséaval. A reflektancia negativ tizes alapu logaritmusa

megfeleltethetd az abszorbancianak. (Gergely, 2005; Slezsak, 2017)

A csillapitott teljes reflexio (attenuated total reflectance, ATR) egy olyan reflexios
technika, mely kifejezetten az analitikai tartomdnyban valo mérést segiti el6. Mivel az IR
esettben a méréshez mar nagyobb hulldmhosszu, azaz kisebb frekvenciaji sugarzast

hasznalunk, igy az nehezebben hatol 4t a mintan. Az ehhez sziikséges mintavastagsag olyan
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minimalis, ami jelentds nehézségeket jelentett a mintaelOkészitések soran, ezért ennek
leegyszerisitése céljabol jott 1étre az ATR vagy mas néven bels reflexios technika, aminek az
alapja a teljes visszaverddés jelensége, mely akkor jon 1étre, ha a sugarnyalab beesési szoge
nagyobb a teljes visszaverddés hatarszogénél. Ekkor a sugar visszaverddik a hatéarfeliiletrdl, de
elotte még egy kissé behatol a masik kozegbe. Ez teszi lehetdvé, hogy a kdzeg a sugarzas egy
részEét abszorbedlja, tehat a visszavert sugarzas mar informaciét hordoz a kdzeg anyagi és
mindségi Osszetételére vonatkozdéan. Az ATR egység legfontosabb része egy, az infravoros
sugarzas szamara atlatszo kristaly (pl. gyémant, cink-szelenid, germanium). A sugarzas a
kristaly egyik végén lép be merdlegesen a feliiletére, mely gy van kialakitva, hogy az
egyaltalan ne verje vissza, majd végighalad a kristalyban gy, hogy a kristaly feliiletére felvitt
minta hatarfeliiletérdl egyszer vagy tobbszor is visszaverddjon (9. abra). A behatolas mélysége
(ami mikrométeres nagysagrendbe esik) fligg a sugarzas hulldmhosszatdl, a sugarnyaldb beesési

sz0gétol, illetve a kristaly és a minta torésmutatojatol. (Pokol, 2011; PerkinElmer, 2005)

2.4.5. Az infravords spektroszkopia szerepe a viragporok és a sporopollenin
analitikdjadban
Az utobbi 20 évben egyre tobb tanulmany foglalkozott a mézek és virdgporok kutatasaval.
Torekvések vannak egységes szabalyrendszerek kiépitésére a virdgporok 10j piacan, amire
szlikség is van, mivel hidba vesziink meg két kiilonb6z6 markdju virdgport és allitjuk, hogy
ugyanarrol a termékrdl beszéliink, akar szélsOségesen eltérd tapanyagodsszetételt is

tapasztalhatunk. (Végh et al., 2022; Campos et al., 2008)

A bee pollen vizsgalatanak f6 céljai az eredetiség, a biztonsagossag és a tapérték megbecslése.
A vizsgalatuk bonyolult, mert a pontos dsszetételmeghatarozasok idéigényesek, a folyamatok
kdzben instabil vegyiiletek johetnek 1étre, rdadasul a legtobb analitikai vizsgalat csak néhany
analitra korlatozodik. Ezért meriilhet fel a mintdk gyors, roncsoldsmentes vizsgalatanak igénye,
melyet kielégithet a lathato és az infravoros spektroszkopia hasznalata. Néhany tanulmany mar
késziilt azzal kapcsolatban, hogy a spektroszkopiai modszerek alkalmasak lehetnek-e a
virdgporok egyszeriibb és gyorsabb mindsitésére, és az eredmények egyeldre igéretesnek
mutatkoznak, de magyar kutatasok a témakdrben még nem nagyon vannak. (Bleha et al., 2021;
Zeghoud et al., 2021; Prdun et al., 2021; Kasprzyk et al., 2018)

A sporopollenin vizsgalata mar régebbre visszanyuldé tudomanyos alapokkal rendelkezik,
melyben tobbszor megjelenik az infravords spektroszkopia hasznélata is. Az FT-IR

spektroszkopiat példaul alkalmaztak a kiilonb6z0 botanikai eltérésti pollenekbdl szarmazo
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tisztitott exinék Osszehasonlitdsara, melybdl azt a megallapitast nyerték, hogy a szarmazas
alapjan a pontos Osszetétel eltérhet. Masok (hozzank hasonléan) tisztitdsi folyamatokat
probaltak nyomon kovetni ezzel a technoldgiaval, mig a mi munkdk alapjaul szolgald
tanulmany inkabb elvetette ezt a vizsgalati modszert, igy joggal vetddik fel az a kérdés, hogy
valojaban mennyire hatasosan alkalmazhato a kozépinfravoros spektroszkopia ezen a teriileten.
A Vis-NIR spektroszkopia hasznalata nem tul elterjedt ebben a szegmensben, igy nagy
reményeket flizok ahhoz, hogy a kutatdcsoportban végzett diszperzios méréseim eredményei is
érdekes informaciokat hordoznak majd e tekintetben. A kutatasom alapjaul szolgalé cikkben
vizsgaltak a rezgési spektroszkopia egyéb lehetOségeit iS egy Raman késziilékkel, az
eredményeket pedig igéretesnek itélték. (Wilmesmeier et al., 1993; Hegedis et al., 2021;
Ageitos, 2021)
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3. Anyagok és mddszerek

3.1.  Vizsgalt mintak
Mintaim egy masik kutatasbol szarmaznak (Hegedts et al., 2021), melynek elsédleges
célja a sporopollenin kinyerése volt kiillonb6z0 szarmazast viragporcsomokbol. Ennek
érdekében tobbféle oldoszeres kezelésnek vetették ald anyagaikat, mely éltal lehetéségem nyilt

olyan mintakat vizsgalni, melyek a kémiai kioldas kiilonb6z6 fazisaiban jarnak.
A kiilonboz6 viragporcsomok szarmazasi helyei és pollendsszetételiik a kdvetkezok:

e fehérvari napraforgd: 93% napraforgo, egyéb (zomében kukorica) 7%;
e szigetkozi repce: 100% repce (erdsen szaritott, kemény pollencsomok, sériilt

pollenszemcsék).

A mintak kezelése két szakaszra volt bonthato, elsé 1épésként a vizoldhato szénhidratokat
¢s lipideket probaltak kimosni, majd ezutan a cellulozban gazdag intine lebontasara torekedtek.
A kezelési folyamatok kiilonboz6 1épéseit a 10. dbra mutatja be. A vizsgalt anyagaim kozott
van, ami csak az els6 fazison esett til (vagy még azon se teljesen), és olyan is, amely mindkét
fazison végig ment, de a kapott mintdk nem fedik a kordbbi tanulmany 6sszes modszerét. A
méréseimben részt vett mintakat a Il. tablazat mutatja be, amiben a kezelési eljarasok szinei
megegyeznek a késObb bemutatandd, réluk késziilt spektrumok szineivel.

Bee poilen mintak

Elsé fazis (F1)
Cukor és zsir eltavolitasa

Viragporcsomok szétesése

Soxhlet-extrakeié Mosis forrd vizzel Mosis izopropil-alkohollal
(nivekvé polaritis) Mosis forré (TPA)
Mosas forro vizzel izopropil-alkehollal (IPA) Mosas SLS-oldattal

@

Masodik fizis (F2)

Soxhlet extrakcié
acetonnal

Celluloztartalmii intine burok eltavolitasa

Mosis Enzimes kezelés Klasszikus médszerek
tetrabutil foszfonium- (pL. HsPOy)
hidroxidal (TBPH)

7

Tisztitott sporopollenin mikrokapszulik
10. abra: Mintak kezelésének lépései a kapcsolodo tanulmany (Hegedlis et al., 2021) alapjan
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Il. tablazat: Az altalam mért mintak csoportositasa pollenfajta és kezelési eljaras alapjan

Pollenmintak
Napraforgo Repce
forrd viz forrd viz

= hideg viz hideg viz
wn
:g hideg NaLaSH + hideg | hideg NaLaSH + hideg
hoch IPA IPA
(6]
Z Soxhlet + Cellosolve Soxhlet + Cellosolve
B H3PO, HsPO4
[0}
Y

Az alabbiakban a Il. tabldzatban 1athato kezelési eljarasokat mutatom be.

forro viz: A minta csak forr6 vizzel (90-100 °C) lett kezelve.
hideg viz: A minta csak szobahdmérsékletii vizzel lett kezelve.
hideg NaLaSH + hideg IPA: A minta 10%-0s, szobahémérsékletii SLS-oldattal
(a mintak feliratain ,,NaLaSH”, azaz natrium-lauril-szulfat szerepel) és szoba-
homérsékletii izopropil-alkohollal (IPA) lett kezelve. (F1)
Soxhlet + Cellosolve: Soxhlet-extrakcio novekvé polaritast anyagokkal (kloroform,
izopropil-alkohol és metanol), majd mosas forr6 vizzel, és utana Soxhlet-extrakcio
acetonnal. Ezutan Cellosolve™-val (2-etoxietanol) kezelés. (F2)
H3POa4: Soxhlet-extrakcioval tisztitott pollen 85%-o0s szobahdmérsékletii foszfor-
savban kevertetése 5 napig. (F2)
zobahémérsékletii vizzel, majd IPA-val kezelték a mintakat. (F1)

Forrd (90-100 °C ) vizzel, majd forrd (80 °C) IPA-val kezelték a

mintakat. (F1)

3.2.  Alkalmazott késziilékek

3.2.1. Diszperzios, lathato €s kozeli infravords tartoméanyu (Vis-NIR) mérések

A Vis-NIR spektrumokat a kovetkezo késziilékkel és beallitasokkal rogzitettem:

spektrofotométer (11. abra) NIRSystems 6500*
mintakezel6 egység (11. dbra) Rapid Content Analyzer (RCA)*
mintatartd Mini Sample Cup (NR-7078)*

+ sziikito gyiirii (6 mm belso atméra)
optikai elrendezés diszperzios (DS)
miikédési mod reflexios
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e hullamhosszvalaszto elem billego, konkav, holografikus racs

e fényforras volfram-halogén izzo

o referencia keramia

e mérési hullamhossztartomany 400-1098 nm (Vis) / 1100-2498 nm (NIR)
o detektorok Si (Vis) / PbS (NIR), 4-4 db

o 1épéskdz 2nm

e spektrum adatpontjainak szima 350 (Vis) / 700 (NIR)

e almintak szama 3
e spektrumok szama almintanként 32
o késziiléket vezérld szoftver Vision 3.20*

* FOSS NIRSystems Inc., Silver Spring, MD, USA

_— =
.h&/ N

11. abra: A diszperzios (DS), Vis-NIR tartomanyu mérésekhez hasznalt NIRSystems 6500 késziilék
Rapid Content Analyzer (RCA) mintakezeld feltéttel
(katalogusfoto.: www.foss.dk)

3.2.2. Fourier-transzformacios kozépinfravoros mérések (FT-IR)

Az FT-IR spektrumokat a kovetkez6 késziilékkel és beallitasokkal rogzitettem:

e Spektrofotométer (12/a dbra) Spectrum 400 *

e Mintakezeld egység (12/b dbra) Universal ATR (UATR) Sampling Accessory * +
Single Bounce Flat Top Plate (1 %) * +
Composite Diamond/ZnSe Crystal *

e Mintatartd —

o Elektromégneses tartomany kozép- (analitikai) infravérés ((M)IR)

o Meérési elv (12/b abra) Fourier-transzformacios (FT)

e M¢érési elrendezés csillapitott teljes reflexios (ATR)

e Fényforras védjegyezett, kozép- és tavoli IR tartomanyban

sugarzo, hosszu életii fényforras tulmelegedés

elleni stabilizacioval
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e Referencia levegd

e Hullamhosszvalaszt6 elem Michelson-interferométer

e Detektor deuteralt triglicil-szulfat (DTGS), 1 db
e Mérési hullimszamtartomany 4000-650 cm!

e Lépéskdz 4cmt

e Spektrum adatpontjainak szama 3351

e Letapogatasok szama (scan) 4

e Betoltések szama 3

e Miiszert vezérld szoftver Spectrum 6.3.2 *

* PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA

12. dbra: A Fourier-transzformacios (FT) (MIIR mérésekhez hasznalt Spectrum 400 késziilék
Universal ATR (UATR) mintakezel6 feltéttel (balra), valamint az igy kapott optikai elrendezés vazlata (jobbra)

3.3. M¢érés menete

3.3.1. Diszperzios, lathat6 és kozeli infravords tartomanyu (Vis-NIR) mérések

A méréshez el6készitettem egy mintatartot, melynek az aljan kvarcablak talalhato, és egy
szikité gylrtt, mivel nem minden mintabdl allt rendelkezésemre nagy mennyiség, ¢és fontos
hogy a mérés soran a vizsgalt anyag teljesen kitoltse a rendelkezésre allo teret. A szemcsék
kozotti hézagok csokkentésének érdekében a minta betdltése utdn minden alkalommal dvatosan
az asztalhoz litdgettem a mintatartot, illetve ha sziikséges volt, dorzsmozsarral elOporitottam a
mintat. Minden mérés eldtt, még a parhuzamosak kozott is, elvégeztettem a referencia (hattér)
spektrum felvételt, majd behelyeztem a mintatartét a megfeleld helyre. A fedél lecsukas utan

elinditottam a mérést, melybdl harom parhuzamosat végeztem mintanként.

3.3.2. Fourier-transzformacios kozépinfravoros mérések (FT-IR)
Minden mérés megkezdése elott az elsé 1€pés a kristdly megtisztitdsa volt, majd az un.
contamination check funkcié lefuttatasa, mely ellendrizte a kristaly tisztasagat, és felvette a

hatteret. Ezutan a mintamat felhelyeztem a kristalyra, majd a késziiléken talalhaté nyomokarral
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100 N erdt kifejtve rapréseltem, hogy a minta és a kristaly kozott a lehetd legszorosabb
érintkezés jojjon létre. A program 4 letapogatdst végzett, majd a nyomast megsziintettem ¢&s

letisztitottam a kristaly feliiletét. Minden mintdbdl 3 parhuzamos mérést végeztem.

3.4. Adatfeldolgozashoz hasznalt szoftverek

A spektrumok felvétele és kiértékelése az alabbi programcsomagok segitségével tortént:

e Vision® 3.20 (FOSS NIRSystems Inc., Silver Spring, MD, USA);

e Spectrum 6.3.2 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA);

e The Unscrambler® X 10.4 (CAMO Software AS, Oslo, Norvégia);

e Microsoft® Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA);
e Statistica 14.0.0.15 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

3.5.  Spektrum-transzformaciok
A spektroszkopidban a spektrumok értékelésekor elengedhetetlenek a matematikai
elokezelésre szolgald (mas néven fiiggvény-transzformacids) modszerek, melyek célja a
jelpontossag javitasa, amit a spektrumban keletkezé finom, leginkabb zajeredetii valtozasok
kiszlirésével ériink el, ezzel ndvelve a mintdra vonatkozd informdciotartalmat. Szerepiik
kiemelten fontos bioldgiai, élelmiszeripari mintdk esetében, mivel ezek komplex, Osszetett

spektrummal rendelkeznek. (Szigeti, 2013)

3.5.1. Standard normal valtozo (SNV)

Az egyik leggyakrabban alkalmazott transzformaci6 a standard normal valtozo (standard
normal variate, SNV), melyet altalaban a fényszorodasi hatasok okozta alapvonal-eltolodasok
kikiiszobolésére hasznalnak a NIR spektroszkopiaban. Ez gyakorlatilag a spektrumadatok
standardizéalasa, azaz egy adott spektrum eredeti adatpontjaibol kivonjuk azok atlagat és a
kiilonbséget az adott spektrum empirikus szorasaval osztjuk el, igy az egyedileg transzformalt

spektrumok szorasa azonos lesz, atlagos értékiik pedig 0. (Barnes, 1989)

3.5.2. Simitéassal kombinalt derivalas
A simitassal kombinalt derivalast a spektrumok finom valtozasainak kiemelésére, a
részben atfedd csucsok, csucsvallak elkiilonitésére alkalmazzuk. Legtobbszor a spektrum
masodik derivaltjait szamitjak ki, mivel ez alkalmasabb a kiilonb6zdségek kiemelésére, mint az
elsd derivalt. Az eredeti spektrum csticsai a masodik derivalt spektrumban volgyként jelennek
meg, emellett pedig az inflexids pontok is jol lathatova valnak a derivalas hatasara (13. dbra).
Emiatt értelemszeriien a derivalaskor a zaj is feler6sodik, ezért a harmad- vagy magasabb rendi

derivaltak alkalmazasa nem terjedt el.
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13. dbra: Az alapspektrum (—) és elsé derivaltja (—) (fent),
illetve az alapspektrum (—) és masodik derivaltia (—) (lent) (Gergely, 2005)

A derivalas sordn simitassal valdo kombinalas sziikséges, ehhez két fogalmat sziikséges
megismerniink: a kapu (segment) az atlagolt adatpontok szamat, a rés (gap) pedig a két kapu
kozott elhelyezkedd pontok szdmat jelenti. A masodik derivalt szamitésa soran az elsé 1épésben
harom kapu kijeldlése torténik meg a spektrum elején (A, B és C kapuk), ezutdn kapunként
kiszamitasra keriilnek az abszorbanciaértékek atlagai (A, B és C). Az igy kapott atlagok
felhasznalasaval az A-2B+C Osszefiiggésbol szamitott eredmény lesz hozzarendelve a B kapu
kozeépsod pontjahoz. Ezt kovetden a teljes szekvencia (hdrom kapu és két rés) egy adatponttal
eltolodik, és a szoftver Ujra elvégzi a szamitast, majd ez egészen az utolso pontig folytatja (14.
dbra). A derivalashoz hasonldan a simitas paramétereinek meghatarozasa is fontos, mert egy
bizonyos méretli simitdablak felett el6fordulhat, hogy a hasznos informécidt hordozo cstcsokat

is eliminaljuk a spektrumokbol. (Gergely, 2005)
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14. abra: Masodik derivalt szamitasa 3 adatpontos kapu és 0 adatpontos rés esetén (Gergely, 2005)
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3.6.  Sokvaltozds adatelemzések (MVDA)

A spektrofotométerek nagyszamu adatot képesek generalni mar egyetlen minta mérése
soran is, tobb mérés (akar parhuzamosak) esetén ez komoly adatbazissa duzzadhat, melyek
kezelésében nyujtanak segitséget a sokvaltozos adatelemzés (multivariate data analysis,
MVDA) kiilonb6z6 modszerei. Segitenek feltarni a rejtett strukturakat, felfedni a mintazatokat,

vagy épp kiszlirni az ezekbdl kilogo (outlier) adatokat.

3.6.1. Klaszterclemzés (CA)

A Kklaszterelemzés (cluster analysis, CA) egy nem feliigyelt sokvaltozos adatelemzési
modszer, melynek célja a teljes minta egyedeit homogén csoportokba rendezni. Az algoritmus
egyelemil klaszterekbdl indul ki, majd minden lépésnél a két legkdzelebb 1évd klasztert
Osszevonva csokkenti a klaszterek szamat, egészen addig, mig mér csak egyetlen egy marad.
Ez a modszer alkalmas a megfigyelési egységek €és a valtozok kozotti Osszefiiggések

vizsgalatara is, grafikus megjelenitésére az un. dendrogramot alkalmazzuk.

A klaszterelemzéshez ~mindig meg kell hatarozni, hogy mit értiink
tavolsagon/hasonlosdgon, illetve hogy milyen dontési fliggvényt haszndlunk a csoportok
szétvalasztasahoz. Vizsgalataimhoz a négyzetes euklideszi tavolsagot illetve a Pearson-féle
korrelacios egyiitthatot alkalmaztam. EISbbi a spektrumok egymastol valoé geometriai
tavolsadganak vizsgalatara jo inkabb (példaul az alapvonal-eltolodasokrol ad tobb informaciot),
mig utobbi a spektrumok alakbeli eltérésére koncentral (amely a mintdzatot megvaltoztato
csucsok megjelenésébdl €s/vagy eltlinésébdl fakad). A csoporttavolsagok meghatarozasara az
egyszerll lanc (single/simple linkage) és Ward modszerét valasztottam. Elébbi a csoportok
legkdzelebbi elemeinek tavolsagat veszi figyelembe, mig utdbbi azon szdmitott tdvolsag, amely

biztositja, hogy az egyesitett csoport csoporton beliili eltérésnégyzete minimalis legyen.
(Dalmadi et al., 2007)
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4. Eredmények

4.1.  Vis-NIR spektrumok bemutatasa
A kovetkezékben a diszperzios késziilékkel készitett Vis-NIR spektrumokat mutatom be.

Szemléltetésiikhoz legtobbszor a 15. dbrdan lathato logikai sémat fogom alkalmazni, mely az

els6 soraban el6szor a teljes mérési tartomanyt mutatja (400-2500 nm) \ciklémen keretben, majd

azt az eszkOz két detektortipusa alapjan szétvalasztja. A kék keretes| abrak a szilicium (Si)

detektor altal 400-1100 nm kozott mért eredményeket mutatjak be. Legfeliil a teljes tartomany
lathat6, mig alatta két részre valik, el6szor a 400-800 nm kozotti (tGlnyomorészt) 1athatod
tartomanyt, majd a 800-1100 nm kozo6tti, mar a NIR tartomanyhoz tartozo részt lathatjuk
kozelebbrol. Mig eldbbinél leginkabb a mintdk szineinek hatasai érvényesiilnek, addig utobbi
esetében a harmadik felhangokhoz tartoz6 elnyelési savokat észlelhetjiik. A az
6lom-szulfid (PbS) detektorral mért tartomanyok kaptak. Legfelill itt is a teljes egész lathato
1100-2500 nm-ig, majd alatta harom részre lett osztva ez a szakasz. 1100-1600 nm kozott a
masodik, 1600-2000 nm kozott pedig az elsé felhangok észlelhetéek. A 2000-2500 nm a
kombinacios rezgésekhez tartozé hullamhosszokat fedi. A Si detektort néha a Vis tartomanyt
meérd detektornak, mig a PbS detektort a NIR tartomanyt méré detektornak szoktak
megfeleltetni (ahogy az eléz6ekben bemutatott hullamhossztartomany definiciok is
altalanossagban értend6k, mivel kotéstipusonként egyik-masik rezgés a tobbségtol eltérd

régioban jelenik meg), a tovabbiak soran magam is fogom alkalmazni ezeket a megnevezéseket.

Az elemzést eldszor a napraforgdpollenek spektrumaival kezdem, ezeken bemutatva a
kiilonb6zé matematikai elOkezelések hatdsait, majd ezutdn a repcepollenek eredményeit
vizsgdlom meg. Miutan ismertettem az Osszes mért eredményt, a két pollen dsszehasonlitasat
is elvégzem, megnézve, hogy mennyire reagaltak hasonldan egy-egy kezelési modra, illetve itt

térek majd ki a mintak szineinek hatdsara a Vis tartomanyban.
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Vis-NIR
Si: 400-1098@2 nm,
PbS: 1100-2498@2 nm

Vis
Si: 400-1098@2 nm

NIR
PbS: 1100-2498@2 nm

Vis NIR

Si: 400-700@2 nm PbS: 1100-1600@2 nm
[Vis] [NIR: 2. felhangok]
Vis NIR

Si: 700-1098@2 nm
[NIR: 3. felhangok]

PbS: 1600-2000@2 nm
[NIR: 1. felhangok]

NIR
PbS: 2000-2498@2 nm
[NIR: kombinacidk]

15. abra: A Si és PbS detektorokkal mért Vis-NIR spektrumok bemutatdsanak logikai sémdja
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4.1.1. Napraforgopollenek spektrumai

A 16. dbran az elobb mar ismertetett elrendezés szerint lathatéak a napraforgopollenek
kezeletlen (un. ,,as is”, ,,ahogy van” — azaz matematikai el6kezelés nélkiili) spektrumai. A
kiilonb6z6 olddszeres eljarasokon atesett mintak spektrumai eltérd szineket kaptak a konnyebb
megkiilonboztethetoség érdekében. Az mar els6é ranézésre is jol lathatd, hogy a harom
parhuzamos mérés Vis-NIR spektrumai mindeniitt szinte teljesen egyszerre futnak, nincs
koztiik jelentdsen kiugrd. Emellett megfigyelhetjiik azt is, hogy a kiilonb6z6 mintdk spektrumai
kozott elég nagy alapvonal-eltolodast észlelhetiink. Ennek a jelenségnek az a magyarazata a
NIR tartomanyban, hogy a nagyobb szemcseméretli mintdk jobban szorjak a fényt, igy
kevesebb foton jut be a fény beesési merélegeséhez 45°-ban elhelyezkedé PbS detektorokba,
ami latens modon abszorbanciandvekedést eredményez. Mivel a mintak kdzott volt finom por
allagu is, és olyan is, melyet el kellett dorzsmozsarral poritanom, igy nem meglepd, hogy ezen
a téren kiilonbségeket tapasztalunk. Mig a foszforsavval kezelt mintak esetében a spektrumok
a Si detektorndl a legnagyobb jelet adjak, addig a PbS detektornal fokozatosan legalulra
kertilnek. Ez azért van, mert a minta finom por allaga — és ezaltal a NIR tartomanyban kisebb
jelet ad, mint a durvabb szemcsék —, de a szine a tobbiekhez képest erdteljesebb barna, és ez
kiemelkedé abszorbancidhoz vezetett a Vis régioban. Ahogy a hullamhossz ndvekedtével
spektrumai fokozatosan a legkisebb intenzitasuva valnak, megfigyelhetjiik, hogy a lathato

tartomany hatasai milyen hosszan kihathatnak a kozeli infravords tartomanyra is.

Az egyik matematikai elOkezelés, a normdalds (SNV), az alapvonalbeli eltérések
eliminalasara — de legalabbis nagymértéki csokkentésére — szolgal, hogy a spektrumok jobban
Osszevethetové valjanak. A 17. dbra az SNV matematikai kezelésen atesett Vis-NIR
spektrumokat mutatja be, ahol a két detektortipus altal mért tartomanyra kiilon-kiilon lett
alkalmazva a normalas (ez okozza 1100 nm-nél a hirtelen valtozast). Erre azért van sziikség,
mert a lathato tartoméanyban joval intenzivebb csticsokat talalhatunk, mint a NIR esetén, igy ha
egyiitt kezeljiikk 6ket, az torzulasokhoz vezethet. Talan a 400-800 nm-es szakaszon — ahol az
addig mindenkinél kisebb jelet adé hideg NaLaSH + hideg IPA mintak spektrumai hirtelen a
legkiugrobb értéket mutatjak —, illetve a PbS detektor tartomanyaban — ahol az eddig kiilon futod
spektrumok hirtelen szinte egy vonalban futnak — észlelhet6 leginkabb az SNV hatasa. Els6
ranézésre Ugy tlinhet, mintha a spektrumok ennél a detektorndl nem is mutatnanak szinte
kiilonbséget, de az egyes szakaszokat kiilon megvizsgalva lathatjuk, hogy azért vannak

eltérések, ha nem is olyan szembet{indk.
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16. abra: Napraforgopollenek Si és PbS detektorokkal mért, matematikai kezelés nélkiii (uin. ,,as is”’) Vis-NIR spektrumai
(hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POa)
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17. abra: Napraforgopollenek Si és PbS detektorokkal mért, SNV matematikai kezelésen dtesett Vis-NIR spektrumai
(hideg viz, forro viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3PO4)
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A kovetkezOkben a 18. dbran, mely a PbS detektorral mért Vis-NIR spektrumokat, és
azok kiemelt hullamhossztartomanyait tartalmazza, a simitassal kombinalt derivalas hatasait
mutatom be. Mig a rés (gap) értéke végig valtozatlanul 1 adatpont, addig a kapu (segment)
értéke oszloprol oszlopra egyre nagyobb (1, 3, 5, 7 és 9 adatpont). Minél nagyobb segment
értékkel rendelkezik az adott derivalés, annal kisebb a zaj. Ez leginkabb a 400-600 nm kozotti
szakaszokon latszik, de a hatas a teljes spektrumon szembetlind, ha rékdzelitiink a részletekre.
Mindemellett nem szabad arr6l sem elfeledkezni, hogy ha tul nagy kapukat allitunk be, az ahhoz
vezethet, hogy olyan csucsok sziinnek meg szamunkra (azaz simulnak bele az alapvonalba),
melyek amugy fontos tartalommal rendelkeznek. Ez leginkabb talan a 800-1100 nm-es
tartomanyt bemutat6 abrakon tlinhet fel, ahol a g1s5-ig inkabb tisztul a kép, viszont a g1s7 ¢és
g1s9-es oszlopnal mar 1000 nm f6l6tt mintha elvesznének hullamok. Emiatt szoktunk altalaban
»arany kozéputként” a g1s5 beallitassal dolgozni a simitassal kombinalt masodik derivaltaknal.
A kiilonb6z6 gap-segment beallitasokat a PbS detektorra az |. melléklet | 1. dbrdja tartalmazza,
ugyanigy a g1s5 beallitdsal kombinalt masodik derival alkalmazasa a teljes sepktrumon is a

mellékletben talalhato (1. melléklet / 2. abra).

A masodik derivalt alkalmazasanak legnagyobb haszna az asszignaldsnal van, hisz ez a
matematikai el6kezelés tisztabb, erdteljesebb, jobban elvalo csticsokat ad nekiink, melyeket igy
konnyebb beazonositani. Ehhez a folyamathoz a NIR tartomanyban a /9. dbra nyujtja a
legnagyobb segitséget, ugyanis itt egyszerre lathatjuk az ,,as is”, azaz kezeletlen spektrumokat,
majd az SNV, illetve a masodik derivalt g1s5 simitasi beallitasanak hatasait, majd ennek a két
technikanak a két féle keresztezését. Egyik esetben az SNV-t hajtottuk végre eldszor, és utana
a derivalast, a masik esetben pedig forditva, a derivalas tortént meg hamarabb, majd ezt kovette
anormalas. A tapasztalat azt mutatja, hogy a kettd elég hasonld eredményt ad, de talan az utdbbi
egy kicsit jobb, 6sszhangban azzal, amit kemometrikus berkekben jobban preferalnak: eldszor

zajszlrés (a simitasoknak koszonhetden), majd normalas.

A csucsok azonositasaban a masodik derivaltak mellett még nagy segitséget nyujthat, ha
hasonl6 anyaggal foglalkozé munkak eredményeit is megnézziik. BSc szakdolgozatomban mar
vizsgaltam kezeletlen viragporokat: az akkor mért spektrumokat és asszignacioikat a 20. dbra
mutatja be. Lathato, hogy az olddszeres kezelések némileg hatassal lehetnek egy-egy adott
cstcsra, de az egész spektrum jellege nagyon hasonlit a korabbi mintakéra, és az akkori

munkamhoz hasznalt cikkben bemutatottakra is. (Bleha et al., 2021)
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18. dbra: Napraforgopollenek Vis detektororral mért, simitdssal kombindalt 2. derivalt Vis-NIR spektrumai kiilonbozé rés-kapu (gap-segment) bedlliasokkal
(hideg viz, forrd viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa)
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19. dbra: Napraforgopollenek PbS detektorral mért NIR spektrumai matematikai kezelések nélkiil (1. oszlop), matematikai kezelésekkel (2-3. oszlop) és ez utobbiak
kombinacioival (4-5. oszlop)
(hideg viz, forro viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3PO4)
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20. dbra: Kordbbi munkdam soran kezeletlen viragporcsomok vizsgalatanal végzett NIR asszigndcio (Madacs, 2022)

A lipidek masodik felhangjainak megjelenésénél (1200 nm kornyékén) a csak hideg/forro
vizes kezelésen atesett mintak nagyobb, és szinte teljesen egyezd mértékl jelet adnak, mig
leghatékonyabbnak a Soxhlet-extrakcio és a Cellosolve™ egyiittes alkalmazasa volt. A cukrok
masodik felhangjainal (1450-1550 nm kozott) jelentds eltérést nem lathatunk a kezelések
kozott, ami nagyjabol egybecseng azzal, hogy az Osszes minta atesett egy polaris kezelésen,
ezzel csokkentve a vizoldhato cukrok mennyiségét. A spektrumok csucsainak jellege is kicsit
eltér a korabban vizsgalt nativ mintaimtol. A lipidek elsé felhangjainal (1725 és 1755 nm)
megint csak a forro vizes illetve hideg vizes minta mutatja a legnagyobb cstcsot, és ezek
hasonldan is nézek ki, mint a korabbi nativ mintaimnal mért spektrumok, ami nem meglepd,
hisz vizzel nem oldjuk ki a zsirokat. Erdekes, hogy itt a foszforsavas kezeléshez képest a
Soxhlet + Cellosolve és a hideg NaLaSH + hideg IPA is kisebb intenzitast mutat. A
kombinécios savoknal 2060 és 2170 nm kozott egy kicsit eltérnek a kezelt mintaim
spektrumainak jellegei a korabbi nativ mintakétol, ebben valdsziniileg megint a cukrok
kioldodasa jatszik szerepet. Itt egyértelmiien a foszforsavval kezelt minta adja a legkisebb

jeleket, tehat ott nem csak a cukrok, hanem mas, fényelnyelést okoz6 anyagok is tavoztak a
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mintabol. A kombindcios sdvban talalhato kettds lipidestcs (2306 és 2348 nm) jellegénél fogva

a Soxhlet + Cellosolve kezelést mutatja a legjobbnak.

Osszesitve az eddig ismertetett eredményeket valosziniisithetd, hogy a lipidek
kioldasaban a Soxhlet + Cellosolve kezelés végezte a legjobb munkat a napraforgopolleneknél,
de a foszforsavas tisztitas spektrumai mutattak talan a legegyedibb alakot, bar tovabbra is
hangsulyozando, hogy a kiilonb6zd tisztitasi eljarasok nem okoztak akkora kiilonbségeket. A
korabbi nativ virdgcsomd mintakhoz képest vannak szembetiind, az Osszes spektrumon

megjelend eltérések, amik valdszintileg a vizoldhato poliszacharidok tavozasanak készonhet6k.

4.1.2. Repcepollenek spektrumai

A 21. abran a repcepollenek ,,as is” spektrumai lathatoak, az eddig is alkalmazott logikai
sémaban. Itt mar els6 ranézésre is nagyobb kiilonbségek észlelhetdek a kiilonboz6 oldoszeres
eljarasok kozott, viszont az tovabbra is egyértelmiien kijelenthetd, hogy a parhuzamos mérések
egyiitt futnak, nincs kozottik szamottevd eltérés sehol. A repcepollenek esetében a

napraforgohoz képest kettével tobb minta allt rendelkezésemre, igy két 0 szint (
és ) is lathatunk a spektrumok kozt. A és
a hideg NaLaSH + hideg IPA esetében nagyon finom szemcséjii porokat vizsgaltam, ami
egybevag azzal, hogy ezek adjak a legkisebb intenzitast jelet. A foszforsavval kezelt minta egy
durva szerkezetli, kissé odaégettnek tlind anyag volt, melynek mar a dorzsmozsarban vald
poritasa is nehezemre esett, igy nem meglepd, hogy e mintanal erés A jeleket kapunk (Vis-ben
a sotét szin, NIR-ben a durvabb szemcsék adnak kisebb reflexiot). Az eredmények alapjan a

hideg vizes minta esetében se sikeriilt a tobbihez kozelitd szemcseméretii port készitenem.

A 22. abran a repcepollenek SNV-vel el6kezelt teljes spektrumai lathatoak. Ahogy a
napraforgonal, Gigy itt is a két detektor mérési tartomanya kiilon esett at a normalasi folyamaton.
Az alapvonalak 0sszehtzasa itt is latvanyos hatast ért el, és a spektrumok kozott elsd ranézésre
is szembetiind a foszforsavval kezelt mintaé, melynél a legtobb cslics intenzitasa lecsokkent. A

tobbi spektrum is talan picit nagyobb kiilonbségeket mutat, mint a napraforgo esetében.

A cstcsok asszignalasaban a 23. dbra segitett, mely (akarcsak a napraforgondl) egyszerre
mutatja az ,,as IS”, azaz kezeletlen spektrumokat, majd az SNV illetve a masodik derivalt g1s5
simitasi beallitasanak hatasait, majd ennek a két technikanak a kétféle keresztezését. Emellett
itt is Osszevetettem az eredményeket, a 20. abran lathat6 korabbi nativ mintdkkal. A melléklet
tartalmazza a kiilonboz6 gap-segment beallitdsok hatdsait a repce esetében (1. melléklet / 3-4.

abra), illetve a g1s5 alkalmazasat a teljes spektrumon (1. melléklet / 5. abra).
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21. dbra: REPCCHOMBNER Si és PhS detektorokkal mért, matematikai kezelés nélkiii (iin. ,,as is”) Vis-NIR spektrumai
, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3PO.)

(hideg viz, forré viz,
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22. dbra. [REPEEPOMBIER Si ¢s PbS detektorokkal mért, SNV matematikai kezelésen dtesett Vis-NIR spektrumai
, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQa)

(hideg viz, forré viz,
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23. dabra: _ PbS detektorral mért NIR spektrumai matematikai kezelések nélkiil (1. oszlop), matematikai kezelésekkel (2-3. oszlop) és ez utobbiak kombindcidival (4-5. 0szlop)
, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQa)

(hideg viz, forré viz,
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Altalanossagban kijelenthetd, hogy a repcepollenek esetében a foszforsavas spektrum
sokkal enyhébb intenzitast csucsokkal rendelkezik, igy ezt a tovabbiakban az adott pontoknal
nem is emelem majd ki. A lipidek masodik felhangjainak megjelenésénél (1200 nm kornyékén)
elmondhato, hogy a Soxhlet-extrakcidé vagy az IPA hasznalata (hémérséklete nem relevans)
intenzitdscsokkenést mutat a NaLaSH, illetve a kiilonb6z0 vizes kezelésekhez képest. A cukrok
masodik felhangjainal (1450-1550 nm kozott) jelentds eltérés itt sincs az oldoszeres kezelések
kozott, de érdekes moédon, mintha az egyszerii vizes mosasok itt kisebb intenzitdsokat
mutatnanak. A lipidek elsé felhangjainal (1725 és 1755 nm) — nem meglepé médon — itt is a
hideg vizes, illetve a forr6 vizes minta mutatja a legnagyobb cstcsot (utobbi kicsit kisebb
intenzitasi). A szerves savak elsé felhangjainal (1940 nm) érdekes modon a Soxhlet +
Cellosolve, illetve a adjak a legnagyobb jelet, melyek eddig inkabb alacsonyabb
intenzitasuak voltak A kombindcios savoknal 2060 és 2170 nm k6zott — akar csak a napraforgod-
pollen esetében — jelentds eltérés van a korabbi nativ és a mostani kezelt mintak kozott. Itt
megint a szerves savakndl mar észlelt anomaliat tapasztalhatjuk. A kombinacids savban
talalhato kett6s lipidestcs (2306 és 2348 nm) esetében megint a forrd viz és a hideg viz adja a
legnagyobb jeleket, és ismét az IPA, illetve a Soxhlet + Cellosolve esetében lathatunk kisebb

abszorbanciat az oldészerekkel tdvozo, csak kisebb mennyiségben visszamaradt lipidek okan.

Osszességében elmondhatd, hogy a meleg vizes és a hideg vizes kezelés nagyon hasonlo
értékeket ad, illetve a Soxhlet + Cellosolve és a eljarasok jeleskedtek leginkabb a
lipidek kioldasaban, és ezen spektrumok is nagyjabol egyiitt mozognak. Természetesen nem
szabad megfeledkezni arrol sem, hogy a foszforsavat végig mell6ztiik az elemzés soran, mert
arrol gyakorlatilag minden esetben elmondhatd lett volna, hogy ez a kezelés szolgédl a
legkevésbé intenziv jelekkel, azaz a leginkdbb elszegényiti a polleneket a vizsgalt

komponensekre nézve.

4.1.3. Napraforgo- és repcepollenek spektrumainak 6sszehasonlitasa
A 24. abran lathaté a matematikai kezelések nélkiili spektrumok Si detektorral mért
tartomanyainak osszehasonlitasa a két pollen esetében. A Vis hullamhossztartomanyai azért
érdekesek, mert itt jelennek meg a mintak szineinek hatasai. Amelyik szin tartomanyaban
elnyel a minta, a szemiink szdméra annak a komplementere valik lathatova. Ennek az
értelmezésében segit a 25. dbra, mely szemlélteti az elébb leirtakat, és informaciot ad a

kiilonboz6 szinek elnyelési tartomanyairdl.
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24. dabra:Pollenek Vis detektororral mért, matematikai kezelés nélkiili (in. ,,as is ) Vis-NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forro viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOu;

-: hideg viz, forro viz, hideg viz + hideg [PA,
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25. dbra: A szinek elnyelési tartomanydnak és az ezdltal lathatéva valé komplementer szinek bemutatdsa (Algar et al., 2016)
Lathato, hogy a mintdknak 430 nm koriil van egy elnyelési cslicsa, tehat az ibolyanal
mutatnak abszorbancidt, azaz szdmunkra a sarga szin lathat6. A masik megjelend cstics 590-
600 nm tajékan mutatkozik, mely a sarga, illetve narancssarga szinelnyelése, azaz itt az ibolya
illetve a kék szin érvényesiil. Mivel a két csucs épp az egymassal két komplementer szinnél
mutat abszorbanciat, igy nem meglepd, hogy gyakorlatilag mindegyik vagy barnas volt, vagy
sarga. A hideg NaLaSH + hideg IPA-val kezelt mintak esetén (26. abra) egy nagyon vilagos,
sarga anyagot lathattunk (mely korrelaciot mutat az itt lathatd spektrumaival), illetve a
esetén is hasonlo jellegli porrol beszélhetlink, igy nem csoda, hogy a repce
esetében ez a két spektrum ennyire illeszkedik egymashoz. A melegebb kezelések esetén a sarga
szin csokkenését észlelhetjiik, és a komplementere erdsodik, azaz a szemiink szdmara egyre
barnabb anyagokat latunk. A foszforsavval kezelt mintak barnultak be a legjobban (26. dbra),
és a két pollen koziil a repce 61tott s6tétebb szint, amit a spektrumokon is lathatunk (24. dbra).

A Vis tartoméanyban az azonos kezelésen atesett mintdk nagyjabol hasonlé eredményt adnak.

Erdekesség, hogy az antocianok jellemzd szinei (piros, rozsaszin, lila, kék) a csak vizzel
kezelt mintak esetében gyakorlatilag teljesen eltiintek. Nem kaptunk eredeti, érintetlen
virdgpormintat, igy nem tudhatjuk, hogy eredetileg mennyire jelentek meg ezek a szinek, de az
el6zményként hasznalt tanulmany (Hegedds et al., 2021) is tesz egy megjegyzést, hogy az els6
kezelési fazis soran szinvaltozést tapasztaltak. Mindez azért lehet, mert az antocidnok
vizoldhat6 vegyiiletek, tehat konnyen kioldodhattak, a masik szinanyag, a karotinoidok pedig

zsirban oldodnak, azaz a sarga szin intenzitasa inkdbb a zsirtartalomhoz kothetd.
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26. abra: Hideg NaLaSH + hideg IPA kezelt (balra), illetve H3PO4 kezelt pollenmintak (jobbra)

(sorrend balrél jobbra a fényképeken: napraforgd,

A 27. és 28. abran a két pollenfajta PbS detektorral mért, SNV korrigalt, illetve simitassal
kombinalt 2. derivalt NIR spektrumait vethetjiik 6ssze. Lathatd, hogy mindkét ndvény esetében
nagyjabol azonos helyeken jelennek meg csucsok, legfeljebb azok intenzitasa tér el egymastol.
Ez utobbi valdsziniileg Osszefiiggésbe hozhaté a szakirodalom azon éllitdsaval, hogy a
sporopolleninek hasonld 6sszetételiiek, de botanikai szdrmazéasuk szerint 0sszetevdik aranya
eltérhet. Szembetling az is, hogy a repce esetében a foszforsavas kezelés joval hatékonyabb
volt. A napraforgonal a hideg vizes, illetve a forro vizes mosas hasonld spektrumokat adott, de
a repcénél nagyobb eltéréseket lathatunk. Errdl a szerzok (Hegedds et al., 2021) is irtak, hogy
a legtobb minta esetén mindegy volt a viz hdmérséklete, de a repcénél a meleg viz kevésbé volt
szerintiik hatékony. Az azonos kezelések hatasai némiképp eltérnek a két pollennél, igy tgy
gondolom, hogy ha ezt a technoldgiat hasznalnank a tisztitds nyomon kovetésére, akkor
valoszintlileg minden pollenhez uralkodé gazdandvényenként mas-mas standard spektrumot
kellene rogziteni. A tobbi, botanikai eredet alapjan Osszehasonlithato spektrumabra a
melléKletben talalhato (1. melléklet / 6-10. dbra).
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27. dbra: Pollenek NIR detektororral mért, SNV matematikai kezelésen dtesett NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOg;

: hideg viz, forro viz, hideg viz + hideg IPA,
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28. abra: Pollenek NIR detektororral mért, simitassal kombindlt 2. derivalt NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOa;

B8BER: rideg viz, forrd viz, hideg viz + hideg IPA,
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4.2. FT-IR spektrumok bemutatasa

A 29. és 30. dbra bemutatja az oldoszeres kezeléseken atesett napraforgé-, illetve
repcepollenek teljes ATR FT-IR spektrumat kezeletlentil és SNV el6kezelés utan is. JoI 1athato,
hogy spektrum-transzformacié nélkiil hatalmas alapvonal-eltolédasokat kapunk, melynek
magyarazata a kiillonb6z6 szemcseméretli és keménységii mintak eltéré érintkezése a par
milliméter &tmérdjii gyémankristallyal. A konnyebb értékelés érdekében mindenképp érdemes
SNV elékezelést alkalmazni, azonban el kell donteniink, hogy a vegyértékrezgések tartomanyat
(4000-1800 cm'Y), illetve az ujjlenyomat-tartomanyt (1800-650 cm™) egyiitt normaljuk, vagy
kiilon-kiilon. Ezeken az dbrdkon mind a két verzi6 lathato: a 2. oszlopban a teljes tartomany
egyiittes kezelése tortént meg, mig a 3. oszlopban azt lathatjuk, mikor a normalast a két
tartomanyra kiilon végezziik el, majd azokat Osszeillesztjiik. Alaposabban megvizsgalva
latszik, hogy egy-egy csucsnal eltérések lehetnek az intenzitasok kozott az eltéré metodusoknak

koszonhetoen.

A 31. abrdan a két pollenfajta Osszehasonlitasat lathatjuk. A vegyértéktartomanyban
(4000-1800 cm™) nincs nagy eltérés, mindkét esetben érzékelhetiink egy cstcsot 3300 cm™
koriil, melyért az O—H kotések lehetnek feleldsek (amelyek lehetnek viz vagy szénhidrat — mint
polihidroxi-oxovegyiiletek — eredetli), vagy az N-H kotések, melyek példaul a fehérjék
peptidkotéseire jellemzoek. Az, hogy a kettd koziil melyik érvényesiil jobban, a csucs alakjabol
kikovetkeztethetd. Ha inkabb egy U betlire hasonlit, akkor az O—H kotések dominalnak, ha
pedig inkébb V betiire, akkor az N—H kotések okozzak az elnyelést. Esetiinkben szinte az dsszes
spektrum inkabb V alakot 6lt, ami nem meglepd, hisz a legtobb kezelési folyamat az oldoszer
eltavolitasaval, szaritassal zarult, igy a nedvesség okozta O—H elnyelések kizarhatok. Egyediil
a hideg NaLaSH + hideg IPA spektruma enged arra kovetkeztetni, hogy ott talan a viz is
megjelent ezen a hullamhosszon. A kovetkezd két csucsot kettds lipidcsucskeént szoktak
emlegetni. Itt latszik, hogy mindkét pollen esetében a csak vizzel kezelt mintak adjak a
legnagyobb csucsokat, ami nem meglepd, tekintve hogy ezeknél a lipidek kioldasara még nem
voltak egyéb torekvések. Legjobb eredményeket a lipidszint csokkentésében — akarcsak a NIR
tartomanyban — itt is a Soxhlet + Cellosolve kezelés adta, de a foszforsavval is jo eredményeket

értek el.

Az ujjlenyomat-tartomanyt (1800-650 cm™) elemzéséhez fontos megemliteniink, hogy ez
egy komplex bioldgiai minta, igy a csticsok azonositdsa meglehetdsen nehéz feladat. A 32. dbra
egy korabbi mérésem spektrumait mutatja be, ahol kezeletlen viragporokat vizsgaltam ezen a

tartomanyon. Azonnal latszik, hogy a cukrok 4ltal generdlt hatalmas cstcs (1190-950 cm™) a
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kezelésnek alavetett mintdkndl joval kisebb, mindemellett viszont elmondhatd, hogy a
spektrumok alapvetéen megegyeznek, hasonlo helyeken adnak cstcsokat. A napraforgd- és
repcepollen mintak FT-IR spektrumainak dsszevetését megnézve azt is lathatjuk, hogy mig az
elobbinél sokkal egyezdbb, rendezettebb abrat kaptunk, addig utdbbinal sokkal zavarosabb az
egész kép. Nem szabad elfeledkezniink rola, hogy a repce esetében tobb mintat mértiink, tobb
féle tisztitdsi moddszer hatasossagat vizsgaljuk, és mar ez is okot adhat a spektrumok
zavarossagara, de mindenképp érdemes megemliteni, hogy tobb kezelés mintha intenzivebb
jeleket adna néhol, mint az egyszerti vizes mosassal kezelt tarsaik. A repce esetében egész nagy
kiilonbség van akdzott is, hogy forro vizzel, vagy hideg vizzel kezelték. Errdl a korabbi cikkben
(Hegedis et al., 2021) is beszamoltak, hogy a repce esetében a hideg vizzel jobb hatasfokot
tudtak elérni meglepd modon, ¢és itt is azt lathatjuk, hogy a hideg viz esetében mértiik a
legkisebb cstucsokat a cukrokndl. A foszforsavas kezelés spektruma a repcénél drasztikusan
masképp fut, mint a tobbiek, amit akér elkonyvelhetnénk hatdsossagnak is, de érdekes kérdés,
hogy a cukrok jellemz6 tartoméanyainal miért ad teljesen mashol intenziv jelet, mint a tarsai.

Felmeriil a lehetdség, hogy itt esetleg mar roncsolddhatott, a sporopollenin szerkezete is.

Az, hogy a két pollenfajta hasonld, de mégsem teljesen azonos spektrumokat generalt,
alatdmasztja az irodalom azon allitasat, hogy botanikai szarmazastol fliggden eltérd osszetételii
sporopolleninek tisztitasat végezziik (és mar maga a virdgporcsomo is mas tdpanyagértékekkel
rendelkezhetett valoszinlileg). Az eredmények alapjan az a gondolat is felvetiil, hogy
pollenfajtanként eltérd hatasuak a tisztitdsi modszerek, hisz mig a napraforgonal kevés valtozast
lathatunk, addig a repcénél sokkal valtozékonyabb spektrumok sziilettek — nem csak itt, de a
NIR tartomanyban is. Masik magyarazat lehet erre az anomaliara, hogy a repcepollenekrdl azt
az informéaciot adtdk mikroszkopikus vizsgalatok alapjan, hogy enyhén sériilt pollenszemcséket

tartalmaz. Lehetséges, hogy a karosult részek miatt tudtak az oldoszerek jobban hatni.

A mellékletben megtalalhatdak a kezeletlen spektrumok (/1. melléklet / 1. abra) és a teljes

spektrumon normalt abrak (/1. melléklet / 2. abra) 6sszehasonlitasai is.
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29. abra: Napraforgopollenek ATR FT-IR spektrumai matematikai kezelések nélkiil (1. oszlop)
és SNV matematikai kezelésen dtesve teljes tartomdnyra szamitva (2. oszlop), illetve a 4000-1800 1/cm és 1800-650 1/cm-es tartomdnyokra kiilon-kiilon szamitva, majd ésszefiizve (3. 0szlop)
(hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POa)
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30. dbra: REPEEpollenek ATR FT-IR spektrumai matematikai kezelések nélkiil (1. oszlop)

(hideg viz, forré viz,

[l
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és SNV matematikai kezelésen dtesve teljes tartomanyra szamitva (2. oszlop), illetve a 4000-1800 1/cm és 1800-650 1/cm-es tartomadnyokra kiilon-kiilon szamitva, majd osszefiizve (3. oszlop)
, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)
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31. abra: Pollenek SNV matematikai kezelésen datesett, a 4000-1800 1/cm és 1800-650 1/cm-es tartomdanyokra kiilon-kiilon szamitott,
majd osszefiizott ATR FT-IR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forro viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOu;
F8BEE: hideg viz, forrd viz, , , hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPO4)
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32. dabra: Kordabbi munkdam soran kezeletlen viragporcsomok vizsgalatanal végzett IR asszignacio (Maddcs, 2022)
.
4.3. Klaszterelemzés

4.3.1. Vis-NIR spektrumok klaszterelemzése

A 33. dbran a teljes, kezeletlen Vis-NIR spektrumok klaszterelemzése lathat6. Minden
pollenfajta esetében négy abra késziilt, mivel kombinalasra keriilt, hogy euklideszi tavolsag
vagy Pearson-féle korrelacids egyiitthato, illetve egyszer(i lanc (single/simple linkage) vagy
Ward-moédszer volt alkalmazva. Mindazonaltal elemzési modszert6l fiiggetlentil kijelenthetd,
hogy a parhuzamos mintdk minden esetben egyértelmiien nagy hasonlésagot mutatnak, az els6
(azaz a legnagyobb rokonsagot mutatd tagokbol allo) klaszterek minden esetben ezekbol
képzddnek, és csak utana vonddnak 0ssze mas oldoszeres eljarassal kezelt pollenekkel. A 34.
abran az SNV-vel eldkezelt PbS detektoros mérések eredményeit mutatom be, mert leginkabb
ez képes nekiink informacidval szolgalni arrdl, hogy kémiai dsszetétel szempontjabol mennyire

hasonlitanak egymasra a vizsgalt anyagok.

A napraforg6 esetében a négy abra koziil harom igazabdl teljesen ugyanazt mutatja, csak
a tavolsagok eltéroek. A két csak vizben oldott minta (hideg/forro viz) alkotja a legkdzelebbi
csoportot, tovabba nagy hasonldosag mutatkozik a hideg NaLaSH + hideg IPA ¢és a Soxhlet +

Cellosolve kezelések kozott. Ez utobbi azért érdekes, mert a tanulmany (Hegedis et al., 2021),

53



mely hétra hagyta szdmomra ezeket a mintdkat, nem is emeli ki igazan, hogy az utdbbi
kezelésnek milyen eredményei lettek, bar az F2-es kezelésen atesett anyagnak mindsiti. A
klaszterelemzés arra enged kovetkeztetni, hogy a Cellosolve™ egy nem tal hatékony kezelést
nyujtott a mintanak, valosziniileg ezért nem lett kiemelve a cikkben sem. A foszforsavval kezelt
minta lathatéoan nagyon tavoli rokonsagban van a tobbiektdl, ami egyrészt érthetd, hisz ez egy
hatékony F2-es kezelésen is tulesett, masrészt mégis meglepd, mert ez a nagy kiilonbség a

spektrumokon kevésbé volt szembetiind.

A repcénél az Osszes elemzési modszer azt mutatja, hogy a foszforsavas kezelés erdsen
elvalik a tobbitdl. A Soxhlet + Cellosolve ezeken az abrakon a kezeléssel
mutat legnagyobb korrelaciot, ami egybevag egyrészt az el6bbi megallapitasommal — hogy a
Cellosolve™ valdjaban nem nyujtott hatékony F2-es kezelést — és az elézetes tanulmany azon
megallapitasaval is, hogy bar a Soxhlet nyujtotta a legeredményesebb kezelést, a forrd viz €s
forré IPA egymas utani alkalmazasa nem maradt le t6le nagyon hatékonysagban. Lathatjuk azt
is, hogy a legtobb esetben az egyszerii forr¢ illetve hideg vizes kezelések altaldban itt is elég
hamar egy klasztert alkotnak. A tovabbi klaszterelemzések abrai a melléklet I11. szekciojaban

talalhatoak.
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, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQs;

"0 Viz

(napraforgo: hideg viz, forr
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710 viz,
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34. abra: Pollenek PbS detektorral mért, SNV matematikai kezelésen datesett NIR spektrumaira készitett

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQs;

"0 Viz

(napraforgo: hideg viz, forr

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPO4)

710 viz,
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4.3.2. FT-IR spektrumok klaszterelemzése

A 35. dbran a teljes, kezeletlen ATR FT-IR spektrumok klaszterelemzései lathatoak.
Megfigyelhetjiik, hogy mig az euklideszi tavolsag esetében a mintdk parhuzamosai nem
alkotnak egyértelmii csoportokat, addig a Pearson-féle korrelacios egyiitthaté alkalmazasanal
minden esetben jol lathatdan eldszor egymassal képeznek klasztereket a parhuzamosak, és csak
utdna vegyitdédnek mas olddszeres eljarason atesett anyagokkal. Ez annak kszonhetd, hogy az
SNV eldkezelés nélkiil az euklideszi tavolsagoknal az alapvonal-eltolddasok dominalnak, mig
a Pearson-féle korrelacios egyiitthaté nem nézi az alapvonalbeli kiillonbségeket, csak az alakbeli
eltéréseket. Ezt tamasztja ala a 36. dbra is, mely ugyanezen tartomany SNV-vel elékezelt
klaszterelemzését mutatja. Itt lathatjuk, hogy nem csak a parhuzamos mintak rendezddtek, de a

klaszterelemzési modszerek is egészen hasonlod eredményeket mutatnak.

Mivel egy adott anyag 0Osszetételbeli jellemzésére az ujjlenyomat-tartomany (1800-
650 cm™) a legalkalmasabb, igy a 37. dbrdn ennek a klaszterelemzését is prezentalom. Lathato,
hogy mig a 36. dbrdn a napraforgo csak vizzel kezelt mintai elkiiloniiltek, itt igazadbol csak az
emelhetd ki, hogy a foszforsavval kezelt mintak spektrumai jol elkiiloniilnek a tobbiektdl, de
azok kozott egyrészt nincs nagy hasonldsdg, masrészt mikor elkezdenek kozos klasztereket

alkotni, akkor viszonylag hamar egyesiil mind a négy csoport.

A repcénél szintén jelentOs eltérést mutat a foszforsavas minta, de mindenképp fontosnak
tartom kiemelni, hogy ezeknél a polleneknél (ahol mar a Vis-NIR spektrumok kdzétt is nagyobb
eltéréseket észlelhettiink) ezen az é&bran gyakorlatilag minden esetben megegyezik a
dendrogram szerkezete, azaz nem csak a parhuzamos mintak, de az eltérd kezelési eljarasok is
egyértelmili csoportokat képeznek. Meglepd modon itt a két csak vizben oldott minta
(hideg/forré viz) nem mutat akkora azonosulast, de ez alapjan feltételezhetjiik, hogy a veliikk
el6szor csoportot képzo , illetve hideg NaLaSH + hideg IPA hozzajuk
hasonl6 hatékonysagot mutathat. A korabbi tanulmanyban (Hegedis et al., 2021) azt irtak, hogy
a repce esetében a hideg viz mutatott hatékonyabb tisztitast, azt feltételezték, hogy forrd viz
esetén valamiféle szerkezeti valtozas gatolja a tisztitasi folyamatot. Tehat feltételezhetjiik, hogy
a teljes Fl-es fazison végig ment mintdk koziil valosziniileg a NaLaSH-sal kezelt érte el
legkevésbé a céljat. Itt is — akar csak a Vis-NIR klaszterelemzésnél — azt 1athatjuk, hogy a forrd
IPA ¢és a Soxhlet kezelése szoros hasonlosagot mutat, de hiaba alkalmaztak a Soxhlet utdn
Cellosolve™-ot, az inkabb hasonlit az F1 fizis mintaira, mint a foszforsavas kioldas
eredményére. A tovabbi FT-IR tartomanyon végzett klaszterelemzések a melléklet 1V.

szekciojaban talalhatoak.
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, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPO4)

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQs;

"0 Viz

(napraforgo: hideg viz, forr
6 viz,

-: hideg viz, forr

58



napraforgd

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage
1-Pearson r

Single Linkage
Euclidean distances

!

S R

v zin deu

D zIny deu

a zin deu

v zIny deu

g ziny deu

2 zIny deu

V VdIu HSeTeNy deu
O VdIUy HSeTeNy deu
g vdIy HseTeNy deu
v |90 xoS deu

g |90 x0S deu

2 |90 Xos deu

vV vOdeH deu

g yOdeH deu

O yOdeH deu

v zIn deu

2 ziny deu

o wn o wn [=3

S = = S S

=3 =3 (=2 =2 =X

o o o o o
2oue)siq abexur

[ waﬁ

o o @ © <
—

aoue)siq abexur]

a zin deu

v zing deu

g ziny deu

2 ziny deu

v VdIU HSeTeNy deu
O VdIUy HSeTeNy deu
g vdIU HseTeNy deu
v |90 xos deu

g 119D x0S deu

2 190 Xos deu

v vOdeH deu

g vOdgH deu

O vOdeH deu

2
0

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method

Ward's method
Euclidean distances

1-Pearson r

v zIn deu
1 2 zIn deu

7! gz deu
v zing deu
g zing deu
2 zing deu
V vOdgH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu
v VdIU HSeTeNy deu

O VdIu HseTeny deu

g VdIu HSeTeNy deu
Vv |90 x0s deu

g |90 xos deu

=

O |90 oS deu

<
Sl
=)

N
Sl
=)

o @ © <
9 g g

o o o o
2oueysig abesur

0,02
0,00

vz deu

2 zin deu

g zin deu

v zing deu

g zing deu
2 zIny deu
v vOdeH deu

€ vOdeH deu

O vOdeH deu
vV VdIy HSeTeNy deu

O VdIu HSeTeny deu

g VdIu HSeTeNy deu
Vv |90 x0s deu

g |90 xos deu

A e, e 1 | [

O |Ip0 xos deu

Q
o

g

Q Q
@ 3

20ue)sIq abexur]

0
0

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Single Linkage

Single Linkage
Euclidean distances

1-Pearson r

g zindai
O zin das
v VdIy HeTeNy dai
O vdIy HeTeny das
g vdIy HeTeNy dai
vV vdlf zinj das
g vdlf zinydal
2 Vdlj ziny dai
v (19D X0S dai
g 1190 x0S da
—
L

v zIn dal

v zIng dai

g ziny dau
2 ziny dai
vV vOdegH das
g vOdeH das
O YOdeH dai

©o
=3
5)

)
(=3
5)

= @ o o
=3 =3 =2 =3
S)

o o o
aoueysig abesur

a zindal
O zInf dau
v vdIy HeTeNy das
O vdIy HeTeny das
g vdIy HeTeNy dai
zIny dau
zInj dau
O vdIf 2N
v (19D X0S das
2 |90 xos dai
g 1190 X0 dai

v zIn dal

v zing dai
g ziny dai
2 zing dai
v vOdeH dai
g vOdeH dai
O vOdeH dai

20

0
1

o [
=

20ue)sig abexur]

0

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method

Ward's method
Euclidean distances

1-Pearson r

v ziny das
gz das
O zIn day
vV VdIy HeTeny das
O VdIy HeTeNy dal
g vdiy HeTeNy dai

vV VdIlj zIA) das
g vdlf ziny dai
2 vdly ziny dai
Vv |90 Xx0S das
D 190 x0S dau
a |90 xos dali
vV zIny das

g ziny dai

N

2 zIny das

V vOdeH dai

g yOdeH dai
O vOdeH das

o

0,4

o

)
c o
aoueysig abesur

0,1
0,0

vz dal

g zin das

2 zin dal

v vdIy HeTeNy dai
O VdIU HeTeNy des
g vdIy HeTeNy dai
VY Vdlj zin) das

g | zIny dal

2 Vdlj ziny das

JLL =,

Vv |[9D x0S das
D 19D X0 dau
a |90 xos das
v zIng dal
a ziny dal
2 zIng das

V vOdeH dal
g vOdeH dal
O vOdeH dai

100

Q Q
<] i

80

aouelsiq abexur]

20
0

(4000-650 1/cm) keészitett

si tartomanyara

S meré

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

tesett ATR FT-IR spektrumok telje

esen a

bra: SNV matematikai kezel.

36. a

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POs;

0 Viz

(napraforgo: hideg viz, forr

B8REE: hideg viz, forr

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3PO4)

0 Viz,

59



napraforgd

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351

Single Linkage

Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

Tﬁﬁﬂfﬁﬁ

O O N~ © 1 M N+ O
aoue)sig abeur

v zIn deu

2 zin deu

a zin deu

v VdIU HSeTeNy deu
O VdIu HseTeny deu
9 VdIU HseTeNy deu
v zing deu

2 ziny deu

g ziny deu

v |90 Xos deu

g 1190 x0s ™ deu

2 |90 xos deu
V vOdeH deu
g vOdeH deu
ﬁoJo%xl%:

~ ©o wn g o o P (=3

o @ @ ¢ © o o o

o o o o (=} (=} o o

aoueysig abesur

v zIn deu
2 ziny deu
g zinj deu

V VdIu HSeTeNy deu
O VdIU HSeTeNy deu
g VdIU HseTeNy deu
v |90 Xos deu

g |90 x0S deu

2 |80 xo0s deu

v zIny deu

2 ziny deu

g ziny deu

vV ¥OdeH deu

g yOdeH deu

O yOdeH deu

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351

———  E———

=

v ziny deu

2 zin deu

gz deu

Vv |90 Xx0S deu

g |[p0 xos deu

2 (19D x0s deu

v zing deu

2 zIny deu

g zing deu

v VdIU HSeTeNy deu
O vdIU HseTeNy deu
g VdIu HSeTeNy deu
V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

vz deu

2 zin deu

g ziA deu

v zing deu

2 zIng deu

g zing deu

Vv |90 x0s deu

g |90 xos deu

2 (19D x0s deu

v VdIU HSeTeNy deu
O VdIy HseTeNy deu
€ VdIu HSeTeNy deu
V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

vt o N o o
o o o o o o
aouelsIq abexur]

g 8 8 8K Qg ¥ ~e°

oue)siq abexur]

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Single Linkage

Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351

v zIn dal

2 ziny dai

a zin dal

V VdIu HeTeny dai
O vdIy HeTeny das
g vdiu HeTeNy das
vV vdlf zinj das

g vdlf zinydal

2 Vdlj ziny dai

v (19D X0S dai

2 |90 Xos dai
v zIng dai
g ziny dal

2 ziny dai

)

vV vOdegH das
g vOdeH das
O YOdeH dai

% =] 0 =]
o o &l S
[S) S =) [S)

2oueysiq abexur

n
<
S)

0,00

v zIn dal
2 ziny dai
g zinydal
vV VdIy HeTeNy das
O vdIy HeTeNy das
g vdIu HeTeNy dai

zIny dau

zIny dau

O vdIf 2N
v (19D X0S das
g 1190 X0 dai
2 |90 xos dai
v zIng das
g ziny das

2 ziny dai

v vOdeH dai
g vOdeH dai
O vOdeH dai

0 =}
- =

oue)sIq abexur]

20

[

0

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351

v ziny das
O zinf dai
g zin das
vV VdIy HeTeny das
O VdIy HeTeNy dal
g vdiy HeTeNy dai

vV VdIlj zIA) das
g vdlf ziny dai
2 vdly ziny dai
Vv |90 Xx0S das
g |90 xos dai
O 19D X0 dau
vV zIny das

g ziny dai

2 zIny das

N I = ==

V vOdeH dai

g yOdeH dai
O vOdeH das

R e

16

14

12

@

©
S o
aoueysig abesur

1,0

04

0,2
0,0

v zIn dal
O zIn dal

g zin das
v VdIy HeTeNy dai
O VdIy HeTeNy das

g vdiy HeTeny dai

Y vdl) ziny das

g vdlj 2 dal
O Vdlf ziny das

Vv |90 Xx0S das
a |90 xos das
D 190 x0S da
v zIng dai
g ziny dai

2 zIny das

vV vOdeH dal

€ vOdeH dal
O YOdeH das

=3
=

<}
154

Q
@

8 8 8

Q0ue)sig abexur]

10
0

készitett

anyara

tesett ATR FT-IR spektrumok 1800-650 1/cm tartom.

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

esen a

bra: SNV matematikai kezel.

37.a

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3PO4)

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQs;

"0 Viz

(napraforgo: hideg viz, forr
1o viz,

-: hideg viz, fo

60



5. Osszefoglalas és kitekintés

A kutatdsom soran feltérképeztem az infravoros spektroszkopia potencidljat a viragporok
oldoszeres kezeléseinek nyomon kovetésében, mely lehetéséget adna gyors, roncsoldsmentes
ellendrzési 1épésekre a sporopollenin kapszuldk tisztitasi folyamataban. Vizsgéalataimat egy
diszperzios, diffuz reflexidés spektrofotométerrel vizsgaltam meg lathaté (Vis) és kozeli
infravorés (NIR) tartomanyban, mig a kozépinfravoros ((M)IR) tartomanyban egy
Fourier-transzformacios (FT), csillapitott teljes reflexiés (ATR) technikan alapuld késziiléket
hasznaltam. Az eredményként kapott spektrumokon kiillonb6z6 transzformacidkat alkalmaztam
(normalas, simitassal kombinalt derivalas) majd sokvaltozos adatelemzésnek vetettem ala
(klaszterelemzés). A kutatasomhoz mintaként egy korabbi tanulmany (Hegeds et al., 2021)
eredményeképpen keletkezett anyagokat hasznaltam. Ok a sporopollenin tisztitdsanak

alternativ eljarasait vizsgaltak, ezek hatékonysagat elemezték.

Mintdim csoportositasa tobb szempontbdl is torténhet. Szarmazasuk alapjan voltak
fehérvari napraforgg, illetve szigetkozi repce viragporcsomokbol kiinduld anyagok. A tisztitasi
folyamatot az eldbb emlitett cikkben két 1épésre osztottdk az alapjan, hogy feltételezhetdéen
milyen anyagok oldodtak mar ki beldliik. A spektrumok eldkezelése utan elemeztem a kapott
eredményeket és Osszevetettem azokat egy korabbi mérésemmel, ahol nativ bee pollen-t
vizsgaltam ugyanilyen spektroszkopiai technikakkal. A mostani anyagaim lathatéoan kisebb
cukortartalommal birtak, amit alatdmaszt az, hogy mindegyik volt vizzel mosva, igy a konnyen
hozzaférhetd vizoldhato szénhidratok kioldodhattak. A napraforgd esetében a viz hdmérséklete,
ugy tlint, nem szamit, de a repcénél arra az eredményre jutottam a kézépinfravords tartomanyt
elemezve (egybehangzoan a korabbi publikacidban megfogalmazottakkal), hogy valosziniileg
a hideg viz hatékonyabb modszerrel szolgalt. Nem ez volt az egyetlen kezelési modszer, melyre
masképp reagalt a két pollen: a legtobb esetben a napraforgd spektrumain sokkal kisebb
valtozasok voltak észlelhetdek, mint a repcéjén. A foszforsavas kezelés hatékonysidganak
eltérése volt a legkiugrobb eredmény az Osszes koziil, ugyanis a repcénél sokkal nagyobb
valtozasokat generalt a spektrumokban. A klaszterelemzés alapjan mindkét mérési technika
(diszperzios Vis-NIR és ATR FT-IR) képes volt szegregalni a kiilonbozé kezelési

folyamatokon atesett mintdkat egymastol.

A fentiekben Gsszegzett eredmények alapjan ugy gondolom, hogy a diffuz reflexios
spektrofotométer és a Fourier-transzformaciés ATR is alkalmas lehet egy tisztitasi folyamat

ellendrzésére, de valoszintileg a kiilonb6z6 pollenfajtak kozott tapasztalt eltérések miatt minden
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pollen esetében eldszor rogziteni kell az adott fajta tiszta sporopollenin spektrumat, és csak
ezen standard ismeretében valna jol nyomon kovethetové altaluk a tisztitasi folyamat.
Kovetkez6 1épésként érdemes lenne tobb botanikai szarmazasi mintat bevonni, illetve minden
esetben egy minta standarddal definialni, hogy milyen 0&sszetételre toreksziink, hisz
egészségiigyi alkalmazasok terén (mikrokapszulazas) kritikus lehet, hogy pontosan ellendrizni

tudjuk, hogy nem jelent-e meg esetleg Uj anyag a kezelések hatasara a mintankban.
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I. melléklet / 1. abra: Napraforgopollenek PbS detektororral mért, simitassal kombindlt 2. derivalt Vis-NIR spektrumai kiilonbozo rés-kapu (gap-segment) bealliasokkal
(hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOa)
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I. melléklet / 5.dbra: REPOCDOMEGNER Si és PbS detektorokkal mért, simitdssal kombindlt 2. derivalt Vis-NIR spektrumai

(hideg viz, forro viz,

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPO4)
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I. melléklet / 6. dbra: Pollenek Vis detektororral mért, SNV matematikai kezelésen dtesett Vis-NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOu;

BBPER: hideg viz, forro viz,

1

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOa4)
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: hideg viz, forro viz,

1
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, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POa)
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I. melléklet / 8. dbra: Pollenek NIR detektororral mért, matematikai kezelés nélkiii (un. ,,as is”’) NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forro viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOs;

B8BER: hideg viz, forré viz, hideg viz + hideg IPA,
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, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQa4)
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|. melléklet / 9.abra: Pollenek NIR detektororral mért, SNV matematikai kezelésen atesett,
majd simitassal kombinalt 2. derivalt NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POg;
BBB8R: hideg viz, forré viz, hideg viz + hideg IPA, , hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPO4)
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|. melléklet / 10. abra: Pollenek NIR detektororral mért, simitassal kombinalt 2. derivalt,
majd SNV matematikai kezelésen atesett NIR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POg;
B8BER: hideg viz, forré viz, hideg viz + hideg IPA, , hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPO4)
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Il. mellékiet / 1. dbra: Pollenek matematikai kezelés nélkiii (in. ,,as is”’) ATR FT-IR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOg;

BBPER: hideg viz, forro viz, ,
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, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOa4)
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Il mellékiet / 2. abra: Pollenek SNV matematikai kezelésen dtesett, teljes tartomanyra szamitott ATR FT-IR spektrumai
(napraforgo: hideg viz, forré viz, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOg;
B8BER: hideg viz, forro viz, , , hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOa)
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Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:350

Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 1:350
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Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 1:350

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 1:350
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Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:350

Single Linkage
Euclidean distances

Include cases: 1:350

vz day
g zindal
2 ziny dal
Y Vdlj zIny dal
g vdlf ziny dal

v |90 X0S dai

g 190 x0S dai
2 |90 xoS dai

v VdIU HSETeNY dai
g VdIu HseTeny dai
O VdIU HSeTeNy dai
vV yOdgH das
g yOdeH dau

O vOdeH dai

2oue)siq abesur

0,00

L b

v ziny das
g ziny dal
O ziny dai
vV vdlf zIn das
g vdlf zinj das
O vdlj ziny dau

v VdIU HSETeNy das
g vdIu HSeTeny dai
O VdIy HSeTeNy das
v zIng dai

2 ziny das

g zIny das

v |90 X0S dai

g 19D x0S dai

2 |90 x0S dai

v yOdeH dai

g yOdeH das

O vOdeH dai

3,0

o 0 o

VI S
aoue)sIq abexun

1)
(=)

0,0

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 1:350

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 1:350
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es ne

\1N. melléklet / 1.dbra: Pollenek Si detektorral mért, matematikai kezel

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

70 Viz,

81
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Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage

1-Pearson r
Include cases: 351:1050

Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 351:1050
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Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 351:1050

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 351:1050
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Single Linkage

1-Pearson r
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Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method

1-Pearson r
Include cases: 351:1050

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 351:1050
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1. melléklet / 2.abra: Pollenek PbS detektorral mért, matematikai kezelés nélkiii (un. ,,as is”’) NIR spektrumaira készitett

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

70 Viz,

82
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Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage
1-Pearson r

Single Linkage
Euclidean distances
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1-Pearson r

Ward's method
Euclidean distances
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50

5

Q o
5] «

9aue)siq abexur]

1. melléklet / 3.abra: Pollenek Si és PbS detektorokkal mért, SNV matematikai kezelésen dtesett Vis-NIR spektrumaira készitett

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

70 Viz,
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Tree Diagram for 15 Variables
Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:350

| —

0,025
0,020
0,015
0,010

0,005
0,000

napraforgd

Tree Diagram for 15 Variables
Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 1:350

o o

il

35
3,0
25

4,0

10
0,5

v zIn deu

a zin deu

2 ziny deu

v zing deu

g ziny deu

2 ziny deu

v |90 x0S deu

g |90 x0S deu

2 |90 Xos deu

vV vOdeH deu

g yOdeH deu

O vOdeH deu

v vdIy HSETeNy deu
g VdIu HSeTeNy deu

O VdIy HSeTeNy deu

v zIny deu

a zin deu

2 zin deu

v zing deu

g ziny deu

2 ziny deu

v |90 Xos deu

g 119D x0S deu

2 190 xos deu

V vOdeH deu

g yOdeH deu

O vOdeH deu

v vdIy HSeTeNy deu
g VdIU HseTeNy deu

O VdIUu HSeTeNy deu

0,0

Tree Diagram for 15 Variables
Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 1:350

=3
5)

03

Tree Diagram for 15 Variables
Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 1:350

30
25

vz deu

gz deu

O zIn deu

v zing deu

g zing deu

O zIny deu

v vdIU HSeTeNy deu
g vdIU HseTeNy deu
O VdIy HSeTeNy deu
Vv |90 Xx0s deu

g |[e0 xos deu

2 |90 xos deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

v zIn deu

gz deu

2 zin deu

Vv zIny deu

g zing deu

O zIny deu

v VdIU HSeTeNy deu
4 VdIU HSeTeNy deu
O VdIy HseTeny deu
Vv |90 x0s deu

g |90 xos deu

2 190 x0S deu

V vOdeH deu

€ vOdeH deu

O vOdeH deu

Tree Diagram for 21 Variables
Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:350

Tree Diagram for 21 Variables
Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 1:350

0

vz day
g zindal
2 ziny dal
Y Vdlj zIny dal
g vdlf ziny dal

v |90 X0S dai

g 190 x0S dai
2 |90 xoS dai

v VdIU HSETeNY dai
g VdIu HseTeny dai
O VdIU HSeTeNy dai
vV yOdgH das
g yOdeH dau
O vOdeH das

v zin dal

g zinydal

2 ziny dal

vV vdlf zin das
g vdlf ziny das
O vdlj zin das
v

2 ziny dai

1Ny dai

g zIny das

Vv |90 x0S dai
g 190 x0S dai
2 |90 xoS dai

v VdIU HSETeNY das
g vdIu HSeTeny dai
O VdIUu HSeTeNy dai
vV yOdegH das
€ vOdeH dal
O vOdeH dai

Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 1:350

Tree Diagram for 21 Variables

08
07
0,6
05
03

&l
[S)

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 1:350

|

Tree Diagram for 21 Variables

0,0

10

v ziny day

q ziny dal

D ziny das

YV Vdlj ziA) das
g vdliy ziny das
O VdIj zInj das
Y zIny das

O zing dai

a ziny dal

Y 19D X0S dai
a |90 xos das
D |I90 X0S dai
V ¥OdgH da1
4 vOdgH dal
O vOdgH dai

vV VdIy HSeTeNy das
g VdIu HSeTeny das
O VdIU HSeTeNy das

v ziny dal

q ziny day

0 ziny dal

vV vdly zIA) das
g vdlf 2 dal
O VdIj zIAj das
Vv zIng dal

O zIny das

a ziny dai

Vv |90 Xx0S dai
a |90 xos dai
O 19D x0S das
V vOdeH da1
€ vOdgH dal
O vOdeH das

v VdIU HSETeNy dai
g VdIu HSeTeNy dai
O VdIu HseTeNy das

zitett

es.

sett Vis-NIR spektrumaira ki

en date.
, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;
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70 Viz,
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napraforgd

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage

Single Linkage
Euclidean distances

1-Pearson r

v zIn deu
gz deu

2 zin deu

v zing deu

g zing deu

e S

2 ziny deu

vV VdIy HSeTeNy deu

g vdIy HSeTeNy deu
O VdIu HSeTeny deu
v vOdeH deu

g vOdeH deu

’7.‘—‘— P —a—

O yOdeH deu

Vv |90 oS deu

g 19D xos deu

O |90 oS deu

9 2 8 8 & § 8
o o o o o o o
aoue)sIq abexur]
T(\N_Z\n@:
hﬁmlﬁ&lam:
2 zin deu
v zing deu
\‘,—HmN_\E&mc
[ 2 zing deu
_‘ v VdIU HSeTeNy deu
ﬁ_H € VdIu HSeTeNy deu
O VdIu HseTeny deu
Vv |90 x0s deu
ﬁ g [P0 xos deu
2 19D x0S deu
ﬁ vV yOdEH deu
g yOdeH deu
O YOdeH deu
8858838%8 3838
S 666 6 6 S 6 6 o

2aue)siq abexur]

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method
1-Pearson r

Ward's method
Euclidean distances

v ziny deu

a zin deu

2 zinj deu

v zIny deu

a zing deu

2 ziny deu

V VdIU HSeTeNy deu
g VdIu HSeTeny deu
O VdIy HSeTeNy deu
v I8 x0s deu

a 119D xos deu

2 190 x0s deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

v ziny deu

g ziny deu

o zinj deu

v ziny deu

a zing deu

O ziny deu

V' VdIy HSeTeNy deu
g VdIu HSeTeny deu
O VdIy HSETeNy deu
v 190 X0S deu

g |90 xos deu

D |90 x0S deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

N
I
© v ¥ o o o
5 =) =) =) S © &
aouelsiq abexyur
ﬁ
L]
L
WY @ 9 4 9
=) S o < 0 0

aouelsIq abejur

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Single Linkage
1-Pearson r

Single Linkage
Euclidean distances

v zIn dal
gz das
2 zin dal

v zIng dal
O zing dai

g zing dai

Vv (19D x0S das

[

g |90 xos dai
D 190 x0S da

N

v VdIy HSeTeNy dai
O VdIu HSeTeNy das
g VdIu HSeTeNy dai
V vOdeH dai
g yOdeH das

O vOdeH dai

bl L

0,
0,
0,
0,
0,
0,

2oue)siq abexur

vz dal
g zinj das
2 ziny das
v zIng dai
O zIng das

g ziny day

Vv |90 x0S dai
g |90 xos dai

D 190 x0S dai
V vOdeH dai
g vOdeH das
O vOdeH das

vV VdIy HSeTeNy dai
g VdIy HSeTeNy dai
O VdIu HSeTeNy das

0,12

0,10
0!
0
0

0,02

0,00

oue)sIq abexur]

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method

Ward's method
Euclidean distances

1-Pearson r

v zinydal
a ziny dal
O zinj das
v zIny das
O zIny das
a zinyg dai

iTl —— [ 1

v VdIU HSeTeny dai
O VdIy HSeTeNy dai
g VdIu HSeTeny dai

v I8 X0S dai
g 1190 xos dai
2 190 x0s dai
V vOdeH das
g vOdeH das
O vOdeH dal

@ © <

o o o
aoueysig abesur]

0,2

0,0

Ll

v zinj dai
a ziny dal
2 zinf dai
v zIn das
O zIny das

a zinyg dal

vV VdIy HSeTeNy das
g VdIu HSeTeNy dai
O VdIy HSeTeNy dal

V vOdeH das
€ vOdgH dal
O vOdeH dai
v 190 x0S dai
g 119D xos das
2 190 x0s dai

=
)

Q
IS

[E I S B Y]

S S o o
2oue)siq afexur

=l
=)

0,0

. melléklet / 5. dbra: Pollenek Si és PbS detektorokkal mért, simitassal kombinalt 2. derivalt lis-NIR spektrumaira készitett

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

rro viz

hideg viz, fo

7g0:

(naprafo

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POa)

7ro viz,

FBBEE: fideg viz, fo
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4ol

Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:350

|

Tree Diagram for 15 Variables

L |

0,08
0,07
0,06
0,05

,04
0,03
0,02
0,01

S g

napraforgd

1|

Single Linkage
Euclidean distances

Include cases: 1:350

Tree Diagram for 15 Variables

v zIn deu

g zin deu

2 ziny deu

v zing deu

g ziny deu

2 ziny deu

v |90 xos deu

g 19D x0S deu

vV ¥OdeH deu

g yOdeH deu

O vOdeH deu

V VdIu HSeTeNy deu
g vdIy HSeTeNy deu
O VdIy HSeTeny deu

O |90 xos deu

0,00

v zIn deu

a zin deu

2 zin deu

v zIny deu

g ziny deu

2 ziny deu

v |90 Xos deu

g 1190 x0S deu

vV vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

2 |80 xo0s deu

v vdIy HSeTeNy deu
g vdIy HseTeNy deu

O VdIy HSeTeNy deu

0,00

1-Pearson r
Include cases: 1:350

Ward's method

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 1:350

Tree Diagram for 15 Variables

0,25
0,20
0,05

v ziny deu

g zinj deu

2 zIn deu

v zIng deu

g zing deu

2 zing deu

v (19D x0s deu

g |90 xos deu

D 19D x0s deu

v vOdgH deu

g vOdgH deu

O vOdeH deu

v VdIU HSeTeNy deu
€ VdIU HSeTeNy deu

O VdIu HseTeny deu

vz deu

g zinj deu

2 zin deu

v zing deu

g zing deu

2 zing deu

Vv |90 x0S deu

g |90 xos deu

D 190 x0S deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

v vdIU HSeTeNy deu
€ vdIUy HseTeNy deu

O VdIu HSeTeny deu

0,00

Single Linkage

1-Pearson r
Include cases: 1:350

Tree Diagram for 21 Variables

L % 1 11

0,00

Tree Diagram for 21 Variables
Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 1:350

Lo

0,08
0,07
0,06
0,05

,04
0,03
0,02
0,01

[SH1)

v zIn dal
g zin dal

2 zin day

vV VdIYy HSeTeNy das
g vdIy HseTeNy das
O VdIu HSeTeNy dal
v 19D X0S dai

g 190 X0 dai

2 19D x0S dai

v zIng dai

2 ziny dai

g zIny das

vV vOdegH das

g vOdeH das

O vOdeH dai

v zin dal
g zin dal
2 ziny das

v (19D x0S dai
g 190 X0 dai
O |90 xoS dai
vV vOdeH dal
g vOdeH dal
O vOdeH dal
v zIng das

2 ziny dai

g ziny das

vV VdIy HSeTeNy das
g vdIu HSeTeny dai
O VdIy HSeTeNy das

0,00

Tree Diagram for 21 Variables
Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 1:350

0,0

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 1:350

Tree Diagram for 21 Variables

v ziny dal
a ziny day

O zin dal

v VdIU HSeTeNy dai
g VdIu HSeTeNy dai
O VdIU HSeTeNy das
vV zIny das

2 zIny day

g zing das

Vv |90 x0S das

D X0S dai
O 19D x0S das
V vOdeH dal
g yOdeH dal
O vOdeH das

v ziny dal
a ziny day

2 zinf dai

Y zIng das

2 zIny das

a zing dai

V vOdeH da1
g vOdeH dal
O vOdeH dai
v 19D x0S dai
a |90 xos das
D 190 x0S dai

YV VdIy HSeTeNy das
g VdIU HSeTeNy dal
O VdIU HseTeNy das

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

al kombinalt 2. derivalt Vis-NIR spektrumaira készitett

iass

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;
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klaszterelemzés (CA)dendrogramjai
0 viz

(napraforgo: hideg viz, forr
70 Viz,

FEPEE: hideg viz, for

WI. melléklet / 6. adbra: Pollenek Si detektorral mért, sim



napraforgd

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage

1-Pearson r
Include cases: 351:1050

Single Linkage

Euclidean distances
Include cases: 351:1050

0,09

@ K~ O W g MO N A Q

Q o e 9o C© o oo

O © ©O © © © ©o o o
aoueysig abesur

= 1 ] ol

1 1 5

< @ o
R 8 g

S S o
9oue)sIq abexur

=
g
=)

v zIn deu

g zin deu

2 ziny deu

v zing deu

g ziny deu

2 ziny deu

V VdIy HSETeNY deu
g vdIu HSeTeny deu
O VdIy HSeTeNy deu
V vOdeH deu

g yOdeH deu

O vOdeH deu

v |90 x0S deu

g |90 xoS deu

O |90 xos deu

v zIn deu

2 ziny deu

a zin deu

v zIny deu

g ziny deu

2 ziny deu

vV VdIU HSETeNY deu
g VdIu HSeTeNy deu
O VdIU HSeTeNy deu
V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

v |90 xos deu

g |90 x0S deu

2 |90 Xos deu

0,00

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method

Ward's method
Euclidean distances
Include cases: 351:1050

1-Pearson r
Include cases: 351:1050

L3 < ) &l Sl
o (=} o o o
2oue)siq abexur

=3
5)

1

S5 ) )
=) =) =)

9aue)siq abexur]

v ziny deu

g zinj deu

2 zIn deu

v zIng deu

g zing deu

2 zing deu

V VdIU HSeTeny deu
€ VdIu HSeTeNy deu
O VdIu HseTeny deu
v yOdEH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

vV |90 x0s deu

g |90 xos deu

D |90 x0S deu

v zIn deu

2 ziny deu

g ziAj deu

v zing deu

g zing deu

2 zing deu

vV VdIy HSeTeNy deu
g VdIu HSeTeNy deu
O VdIy HseTeny deu
v vOdeH deu

g yOdeH deu

O vOdeH deu

Vv |90 x0s deu

g |90 xos deu

D 19D x0S deu

R
=)

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

1-Pearson r
Include cases: 351:1050

Single Linkage

Single Linkage
Euclidean distances

Include cases: 351:1050

0,10

@ ©o g o j=3

=3 =3 =3 =2 =3

o o (=} o o
aoueysiq abesur

=
B

0,06

QouelsIq abexur

v zIn dal
g zin dal
2 zin day
vV VdIU HSeTeNy dal
g vdIu HSeTeny dai
O VdIy HSeTeNy das
v zIng dai

g
2 ziny das

1Ny das

v |90 xoS dai
g 19D x0S da
2 |90 Xos dai
V vOdeH dal
€ vOdeH dal
O vOdeH das

v zin dal

g zin dal

2 ziny das

vV VdIUy HSETeNy das
g vdIu HSeTeny dai
O VdIUu HSeTeNy dai
v zIng das

g zIny das

2 ziny das

v |90 X0S dai
g 1190 x0s dau
O |[e0 x0s dai
V vOdeH dal
€ vOdeH dal
O vOdgH das

e} < @ o o Q
2 Q2 8 g g 9
15} IS} =) IS} =) IS)

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 351:1050

1-Pearson r
Include cases: 351:1050

o @ ©

< o o o

2oue)siq abexur

=3
S)

0,6

< () o~

o (=] o
9ouesiq abexur]

v ziny dal

a ziny day

O zin dal

V VdIu HSeTeny dai
€ VdIu HSeTeNy dai
O VdIy HseTeny dai
v zIng dal

a zinyg dal

2 zIny das

Vv |90 x0S das

D X0S dai
O 19D x0S das
V vOdeH dal
g yOdeH dal
O vOdeH das

v ziny dal
a ziny day
2 zinf dai
V VdIy HSeTeNy dal
g VdIu HSeTeny das
O VdIy HSeTeNy dai
Y zIng das
a ziny dal

O zIny das

V vOdeH dal
g vOdEH das
O vOdeH das
v 19D X0S dai

a |90 xos das

D 190 x0S dai

0,0

1. melléklet / 7. abra: Pollenek PbS detektorral mért, simitdssal kombinalt 2. derivalt Vis-NIR spektrumaira készitett

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

70 Viz,

87
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Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage

Single Linkage

Euclidean distances
Include cases: 1:2201

1-Pearson r
Include cases: 1:2201

o wn o wn o wn
® &4 & 9 9 9
8 & © & & o
=) 5} S 5} S o
aoue)sig abesur
[=} [=} f=3 (=} o

0
§ § 8 8 8 8 R
o A A

aouelsiq abexur

v zin deu

D zIny deu

a zin deu

2 ziny deu

a ziny deu

v zing deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu

O vOdeH deu

vV VdIy HSETeNY deu
O VdIy HSeTeNy deu
g vdIu HSeTeny deu
v |90 x0S deu

g |90 x0S deu

2 |19 X0S deu

0,000

v zInj deu

a zin deu

g vOdeH deu

v vOdeH deu

g vdIu HSeTeny deu
O vOdeH deu

2 |90 xos deu

2 ziny deu

g ziny deu

2 zIny deu

V' VdIUu HSETeNY deu
O VdIy HSeTeNy deu
g 1190 x0s deu

v |90 xos deu

v zIny deu

0

Tree Diagram for 15 Variables

Tree Diagram for 15 Variables

Ward's method

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 1:2201

1-Pearson r
Include cases: 1:2201

v zindeu
2 zin deu

v zIng deu

gz deu
2 zIny deu
g zing deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu
O vOdeH deu
v VdIu HSeTeNy deu
O VdIu HseTeny deu

g vdIu HSeTeNy deu

Vv |90 x0S deu
g |[e0 xos deu

2 |90 xos deu

v zinf deu
2 zIn deu
g zing deu
vV VdIu HSeTeNy deu

2 zing deu

O VdIy HseTeny deu
g |[e0 xos deu
Vv |90 x0s deu

v zIng deu

g ziA deu
g vOdeH deu

O [P0 xos deu

V vOdeH deu
€ vdIy HSeTeNy deu

O vOdeH deu

< <8 &l s =3

o o o o o
2oue)siq abexur

[=} [=} [=3 o j=3

[=3 =} j=] o =1

wn < @ N —

aoue)siq abexur]

0

Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:2201

Single Linkage
Euclidean distances

Include cases: 1:2201

v zIn dal
a zin dal
2 ziny day

vV vdlf zindas

| zIn) dal
zInj dau
v |I80 x0S dai
2 |90 xos dai
g |[9D xoS dau
vV vdIy HeTeNy das
O vdIy HeTeNy das
g vdIu HeTeny dai

T

© < o~ o «© ©o =

o s | s G S S OO

o o o o o o o
2oueysiq abexur

2 zing das
v zIng dai
g ziny dal
vV vOdegH das
O vOdeH dai
g vOdeH dai
s 8
o o

v zin day
O vdIy HeTeny das
a zin dal
2 ziny dai
v VdIU HeTeny das
g vdIy HeTeNy dal
| zIn) dal
ZIn dau
1) dau
g (180 x0s dai
V vOdeH dai
v |90 X0S dai
2 |90 x0S dai
O vOdeH dai
2 ziny das

g vOdeH dai
v zing dai

g ziny das

Q 9 9 9
e ® © ¥
1

oue)sIq abexur]

140
120

o o
34

Tree Diagram for 21 Variables
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Ward's method

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 1:2201

1-Pearson r
Include cases: 1:2201

v ziny das
gz das
O zIn day

O zIny das

vV VdIlj zIA) das
g vdlf ziny dai
2 vdly ziny dai
Vv |90 X0S dai
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g |90 xos dai
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készitett

anydra

n. ,as is”’) ATR FT-1R spektrumok 4000-7800 1/cm tartom

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

(]

¢és nélkiii (i

bra: Matematikai kezel

.a

V. melléklet / 1

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

70 Viz,

88
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Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage

Single Linkage

Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351
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Ward's method

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351
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Single Linkage

Single Linkage
Euclidean distances
Include cases: 2201:3351
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1-Pearson r
Include cases: 2201:3351
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Tree Diagram for 21 Variables

Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 2201:3351

1-Pearson r
Include cases: 2201:3351
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készitett

anyara

bra: Matematikai kezelés nélkiii (un. ,,as is”) ATR FT-IR spektrumok 1800-650 1/cm tartom

a

\V. melléklet / 2.

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPQOa4)

70 Viz,
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Tree Diagram for 15 Variables

Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:2201

Single Linkage

Euclidean distances
Include cases: 1:2201
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Ward's method

Ward's method
Euclidean distances

Include cases: 1:2201

1-Pearson r
Include cases: 1:2201

< <08 & Sl =3

o (=} o o o
2oue)siq abexur

7 w 9 W o w o

) & & 4 3

oue)siq abexur]

v ziny deu

2 zin deu

v zing deu

gz deu

2 zing deu

g zing deu

V vOdeH deu

g vOdeH deu

O yOdeH deu

vV VdIy HSeTeNy deu
O VdIy HSeTeNy deu
g VdIu HSeTeNy deu
vV |90 x0s deu

g |90 xos deu

D |90 x0S deu

vz deu

2 zin deu

g ziA deu

v zing deu

g zing deu

2 zIny deu

v vOdeH deu

€ vOdeH deu

O vOdeH deu

vV VdIy HSeTeNy deu
O VdIu HSeTeny deu
€ VdIu HSeTeNy deu
Vv |90 x0s deu

g |90 xos deu

O |Ip0 xos deu
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Tree Diagram for 21 Variables

Single Linkage
1-Pearson r
Include cases: 1:2201

Single Linkage
Euclidean distances

Include cases: 1:2201
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Tree Diagram for 21 Variables

Ward's method
1-Pearson r
Include cases: 1:2201

Ward's method

Euclidean distances
Include cases: 1:2201
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0

készitett

anyara

tesett ATR FT-IR spektrumok 4000-1800 1/cm tartom

klaszterelemzés (CA)dendrogramjai

esen a

\V. melléklet / 3. abra: SNV matematikai kezel

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, H3POxs;

0 viz

hideg viz, forr

g0

(naprafo

FEPEE: hideg viz, for

, hideg NaLaSH + hideg IPA, Soxhlet + Cellosolve, HsPOa4)

70 Viz,
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