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"Felfedezni valamit, annyit tesz, mint latni, amit mindenki lat, és

kozben arra gondolni, amire még senki." (Szent-Gyorgyi Albert)

1. BEVEZETES

Az élelmiszertudomanyi ¢és ¢élelmiszeripari vizsgalatokban eldszeretettel haszndlnak
olyan analitikai eszkozoket, amelyek gyors, koltséghatékony ¢és lehetdség szerint
roncsolasmentes vizsgalatokat biztositanak. A doktori munk&dm sor&n hasznalt kozeli infravoros
spektroszkdpia is ezt az iranyelvet koveti, amely hatékonyan alkalmazhat6 az élelmiszerek
beltartalmi paramétereinek ellendrzésére, mennyiségi és mindségi vizsgalatira. Az élelmiszerek
mindségellendrzése nem csupan a fogyasztok, de a gyartok érdeke is, hiszen hatalmas a verseny
az élelmiszerek piacan, ahol a megfelel6 mindség garancidja mar egy elengedhetetlen feltételnek
szamit. Bar a magyar, élelmiszervizsgdlatra vonatkozd szabvanyok sok esetben “elavultnak”,
hosszadalmasnak és draganak tekinthetok, a feltorekvOben 1év6é gyors analitikai eljarasok —
koztuk a kozeli infravoros spektroszképia — alkalmazaséval egy Uj, gazdasagilag sokkal

kedvezdbb és hatékonyabb iranyt mutathatunk meg.

Az ezredforduldét megel6z6 évtized 6ta a modern analitikai kémia és ezzel egyiitt az
¢lelmiszeranalitika jelentésége is rohamosan né. Az egyre modernebb €s gyorsabb szamitogépek
megjelenése hatalmas szerepet jatszott az analitikai modszerek fejloddésében, foként a
spektroszkopia teriiletén felhalmozodd nagymennyiségli adat feldolgozasaban. Az utobbi
évtizedek “adatrobbandsaval” jar6 hosszadalmas szédmoldsokat a nagy teljesitményii
szamitogépek (akar szuperszamitogépek) hasznalata nem csak lehetdvé tette, de meg is
kdnnyitette. A kemometria, mint a statisztika tobbvaltozos kémiai adatokra torténé alkalmazasi
teriilete mar az el6z6 évszazad kozepétdl egyre népszerlibbé valt, de az igazi attorést a 80-as és
90-es évek szamitogépes fejlodése hozta meg. Olyan cikkek sziilettek akkor, amelyek a mai

napig a kemometriai tudomany alappillérei.

Az élelmiszertudoméanyban is a kemometria szdmos alkalmazésara lelhetiink.
Segitségével felderithetjiik az adatainkban rejlé mintazatokat, hasonlosagokat és kiilonbségeket,
olyan rejtett Osszefiggéseket, amelyek mennyiségi és mindségi kiértékelések alapjaul
szolgalhatnak. A kemometriat el0szeretettel tarsitjak a spektroszkopiai kiértékelésekhez, hiszen a
spektroszkdpiai modszerek kozil jo néhany az altaluk generdlt hatalmas adatkészletek miatt
elképzelhetetlen lenne az adatok kemometriai értékelése nélkil. A doktori munkdm soran

alkalmazott legfontosabb analitikai eszk6z, a kozeli infravords spektroszkdpia elengedhetetlen
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feltétele is a sokvaltozos adatelemzés, mondhatni tarstudomanya a kemometria. A komplex

élelmiszermétrixok spektrumainak kiértekelése csakis a kemometria segitségével torténhet meg.

A doktori értekezésemben élelmiszer és €lelmiszerekhez kothetd mintdk mennyiségi és
mindségi analitikai elemzését hajtottam végre, olyan kemometriai modelleket 1étrehozva,
amelyek a késdbbickben az élelmiszerck mindségellenérzésében, beltartalmi paramétereinek
vizsgalataban elengedhetetlenek. Mindemellett olyan Gj kemometriai modszereket fejlesztettem,
amelyek nem csak az élelmiszeranalitikdban, de az analitikai kémia mas teriletein is hasznosak
lehetnek. A dolgozat célja tehat nem egy adott termék/komponens hatékonysaganak vagy
hasznossaganak vizsgalata volt, hanem a valtozatos fizikai-kémiai paraméterckkel rendelkezd
élelmiszer mintdk komplex vizsgalata és a hasznalt mddszerek tovabbfejlesztése, atfogd képet
nyljtva a kemometria és FT-NIR spektroszkdpia hasznélati és tovabbfejlesztési iranyairdl és

lehetdségeirdl.

A dolgozat a vizsgalt mintamatrixok alapjan harom nagyobb részre tagolhato: i) a Q10
tartalmu étrendkiegésziték FT-NIR és kemometriai vizsgalata ii) az energiaitalok komplex
mintazatfelismerési €s mennyiségi meghatadrozdsa kimondottan a mintak koffein és
cukortartalmara 6sszpontositva, valamint iii) az antioxidans kapacitds meghatarozasi technikak
rangsorolasa, osztalyozdsa kemometriai modszerekkel. Mig az els6é két témakor az FT-NIR
spektrumok alapjan torténd mintazatfelismerésre ¢€s regresszidos modellépitésekre, azok
fejlesztésére fekteti a hangsulyt, addig a harmadik téma az élelmiszeranalitikai modszerek
rangsorolasi, §sszehasonlitasi lehetdségeit mutatja be. A kemometriai modszerek fejlesztéseit a

dolgozatomban az elébbiekben felsoroltaktol kiilon targyalom.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A Q10 tartalmu étrendkiegészitok

A Q10 koenzim szdmos egyéb néven is ismert a szakirodalomban, pl. ubikinon,
ubidekarenon, koenzim-Q, 1,4-benzokinon. A Q10 egy zsiroldhaté bezokinon szarmazék,
amelynek roviditésében talalhatd Q a szerkezetében talalhatd kinon csoportra utal, a tizes szam
pedig a kinon csoporthoz kotddd izoprenil alegységek szaméra. Az izoprenil alegységek a
molekula mindket féle oxidacios allapotaban hat és tiz kozott valtozhatnak, de az emberben és a

legtobb allatban is a tiz izoprenil alegységet tartalmazé oldallanc forma talalhaté meg.

A Q10 koenzim nagy szerepet jatszik, mint elektron &tvive (transzporter) a
mitokondrialis 1égzési lancban. Ezenkivil a redukalt formdja (ubikinol), antioxidansként is
hatasos (Ernster and Dallner, 1995). A Q10 koenzim redukalt és oxidalt formaja is megtalalhato
a sejtmembranban, példaul a vérben vagy a szérum lipoproteinekben, de a mennyiségik az
oregedéssel egyiitt csokken. A Q10 napjaink egyik legismertebb koenzime (talan ,,csodaszere”

is), amely szdmos étrendkiegészité aktiv komponense.

A Q10 koenzim népszeriségének oka, hogy olyan betegségek megeldzésében és
kezelésében segithet, mint példaul a mitokondrialis megbetegedések (Hargreaves, 2014) és az
emlérak (Lockwood et al., 1995). A koszorterek megbetegedésében szenvedéknél képes
csokkenteni az oxidativ stresszt és ndvelni az antioxidans enzimek aktivitasat (Lee et al., 2012).
Mas tanulményok ajanlésa szerint, a Q10 koenzim pangasos szivelégtelenség esetén ndvelheti az
ejekcios frakciot (ez egy szazalékos érték, amely megadja hogy a sziv bal kamrajanak
0sszehlzodasi periodusaban a benne 1évé vér térfogatanak hany szazaléka jut a foverdérbe)
(Fotino et al., 2013). A szajon at alkalmazott Q10 koenzim kronikus szivbetegsegek esetén
megndvelheti a funkciondlis kapacitast és javithatja az endotélialis funkciokat mellékhatasok
fellépése nélkil (Belardinelli et al., 2006). Lépez-Llunch és munkatérsai (2010) kifejtették
publikaciojukban, hogy a Q10 koenzim az dregedési folyamatok egyik kulcsfaktora, igy ezen
tdpanyag bevitele a jO egészség meglrzési stratégia része lehet kiilondsen az életkor
elérehaladtaval. Q10 koenzimet tartalmaz példaul a sertés- és marhahus, a csirkehds, a hal, a
repceolaj, illetve nagyobb mennyiség bevitelének sziikségessége esetén szamos Q10 tartalmu

étrendkiegészité is a fogyasztok rendelkezésére all (Mattila és Kumpulainen, 2001).

Az elmult évek sordn a Q10 tartalmu étrendkiegészitok piaca rohamosan novekedésnek
indult, rengeteg gyartd termékpalettajan talalhato mar meg, igy a termékek minéségellenérzésére

nagy hangsulyt kell fektetni. Az erre a célra legaltalanosabban hasznalt analitikai vizsgalatokat
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kiilonb6z6 tipusu mintamatrixok esetén az 1. tablazatban foglaltam dssze. A szakirodalomban a
modszerfejlesztések nem csak az étrendkiegészitok vizsgalatara térnek ki, hanem sok esetben az
emberi szervezetben taldlhatdé Q10 koenzim mennyiséget is szeretnék detektalni, ezért a

tablazatban felsorolt modszerek kdzo6tt néhany az ilyen tipust vizsgalatokra vezethetd vissza.

1. tablazat: A Q10 koenzim tartalmd mintamatrixok analitikai vizsgalatainak 6sszefoglalasa

Maodszer Mintamatrix Komponens Név
RP-HPLC/DAD és . . o D. E. Breaithaupt
LC-(APCI)MS az k.Etr,e”(,j’,, AgsEvitamin, | 7 e (2006)
g iegészitok Q10 koenzim
azonositasra
E vitamin
RP-HPLC-UV és Vér, plazma, izomerek, Q10 és J. K. Lang és mts,

elektrokémiai Q9 koenzimek

egyeb szbvetek (1987)

detektor (oxidalt és
redukélt forma)
RP-HPLC- Q10 koenzim )
kulometrias Human plazma (redukalt és Pm: '(rzaggl()es
detektor oxidalt forma) '
Els6 derivalt UV

spektroszkdpia és Oldat Ellagsav és Q10 | D. V. Ratnam és
HPLC/DAD (PEG koenzim mts. (2006)
kotott kolonna)

Nyers anyagok .
HPLC-UV és étrend- Q10 koenzim 5. Lunetta és mts.
P (2008)
kiegészitok
Természetes . J. H. Lee és mts.
UPLC-ESI-MS/MS kozmetikumok Q10 koenzim (2014)
, R. Rodrigez-
HPLC-MS Novényiolaj | OO Acufia s mts.
(2008)
1 Etrend- . Y. B. Monakhova
HNMR Kiegeszitok | QLOKOENZIM | s (2013)
Emberi . D. Yubero és mts.
HPLC-UV vizeletminta Q10 koenzim (2015)
Etrend- Q10 koenzim A. Vass és mts.
HPLC-ESI-MSIMS | 1 iooeszits | (redukalt forma) (2012)

A felsorolt példak alapjan szembetlin, hogy a leggyakrabban alkalmazott technikak
kozott leginkabb a folyadékkromatografias modszerek kiilonb6z6 fajtai talalhatéak, amelyek
viszont dragak, idéigényesek és hosszabb-rovidebb mintaelékészitést is igényelnek. Igy célom a
Q10 tartalmu étrendkiegészitok hatoanyagtartalmanak mennyiségi meghatdrozasara FT-NIR
spektroszkdpiaval; azaz egy Uj, roncsolasmentes és gyors analitikai eljaras kidolgozasa volt,

amely kivalthatja az eddig alkalmazott, sokkal iddigényesebb modszereket.
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2.2 Az energiaitalok

Az energiaitalok olyan funkciondlis 1idit italok, amelyek bizonyos ideig képesek fokozni
az emberi szervezet teljesitoképességét ¢és anyagcseréjét. Az energiaitalok az egyedi
izvilagukkal, szintkkel és megjelenésukkel (és nagy koffein tartalmukkal) az utobbi
évtizedekben meghdditottdk az egész vilagot. Magyarorszdgon is hatalmas népszeriiségnek
orvendenek. Masrészt mértéktelen fogyasztasuk veszélyes mellékhatasokhoz vezet. Megtéveszto
kiilsejiik, az tidit6italokhoz hasonlitdo iziik és hatalmas akar 1,5 literes kiszerelésiik miatt
kilonosen veszélyesek a fiatalok, iskolaskoru gyermekekre, akik sokszor nagy mennyiségben
fogyasztjak. A legtdbb orszagban az energiaitalok eladasa kiskordaknak is engedélyezett, igy
barki kontrollalhatatlanul fogyaszthatja. Magyarorszagon az energiaital normal italként
arusithatd, forgalmazhato a boltokban, de vannak olyan orszagok is, mint pl. Dania és Norvégia,
ahol ez nem megengedett. Bar hazankban a markdk szdma tobb mint szizra tehetd, a
legpontosabb megfogalmazésuk a dobozon feltlintetett ,koffein tartalma (alkoholmentes)
szénsavas udit6ital”. Ez a megfogalmazas azéta valt elterjedtté, hogy 2013-ban bevezették a
»chipsad6”-ként elhiresiilt népegészségiigyi adot, amely miatt az energiaitalok jelentds
Osszetevébeli valtozasokon mentek keresztll. Az energiaital fogalma nem csak Magyarorszagon,
de Eurépaban sincs egyértelmiien rogzitve, hazankban a Magyar Elelmiszerkonyv se tartalmaz

kulon bejegyzést erre a kategdriara.

Az utébbi évtizedben szamos publikacié szamolt be az energiaitalok két legnagyobb
veszélyt jelentd Osszetevdjének, a koffeinnek €s a cukornak az egészségligyi hatasardl. Egy a
témaban irddott 6sszefoglald cikk szerint az 1980-t6l egészen 2014-ig bezardlag végzett
kutatasuk szerint dsszesen 2097 cikk foglalkozott (a PubMed és Google-Scholar eredményei
alapjan) az energiaitalok karos egészségligyi hatasival. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az
energiaital fogyasztds egy olyan problémakor, ami foként a fiatalokat, gyerekeket valamint a
feln6tt férfiakat érinti. Emellett kapcsolodik a megndvekedett droghasznalathoz és a
kockazatvallalasos viselkedéshez is (Ali et al., 2015). A koffein tdlzott bevitele a szervezetben
magas vérnyomashoz és szivritmuszavarhoz vezethet. HosszU tavu fogyasztas esetén az altalanos
tuladagolasi tlnetek: pl. hanyinger, hanyas, panikroham mellett, akar méaj és vese problémaékat is
okozhat (Reissig et al., 2009). Az energiaitalok megndvelhetik a szisztolés vérnyomast,
megvaltoztathatjdk a szervezet elektrolit haztartasat, amely valtozasok kumulalédva
repolarizacios abnormalitdsokhoz vezethetnek. A szervezet ezen élettani valaszai szivritmus-
zavarokat és egyéb sziv- és érrendszeri elvaltozasokat okozhatnak (Kozik et al., 2016). A
kontrollalatlan koffein bevitel a gyerekek és fiatal felndttek korében nem csupéan a sziv

miikddésének abnormalitasahoz, de hangulat és viselkedészavarhoz is vezethet (Seifert et al.,
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2011). Heckman és munkatarsai (2010) felhivtak a figyelmet arra is, hogy a koffein bevitel, és
igy az energiaitalok fogyasztasa, a terhesség idején szintén veszélyekkel jar. Kéros a magzat
fejlédésére nézve, valamint csokkenti a termékenységet. A cukortartalom egészségiigyi hatasai
kapcsan is szamos probléma merdilt fel, amelyek koziil a két legkiemelkedébb az elhizas és a
kettes tipusu cukorbetegség kialakulasanak kockazata (Malik et al., 2006). Az energiaitalok
atlagos cukortartalma 10 g / 100 ml. Egy 1 ,trend” is megjelent az utdobbi években, amely
nagyon gyorsan terjed a fiatalok, egyetemistak kérében: az energiaitalok kombinalasa alkohollal
(Malinauskas et al., 2007). Ez viszont Gjabb sulyos problémakhoz vezethet, pl. a szervezet
dehidratalasahoz, amely az alkohol és a koffein egyiittes hatasanak koszonhet6. Ferreira és
munkatarsai (2006) kimutattdk, hogy az energiaital kombinacidja alkohollal azt az érzetet kelti,
hogy a motorikus képességek nem csokkennek. Egy masik kisérlet egyetemi didakok energiaital
fogyasztasi szokasait vizsgalta, amelyben 0Osszefliggést talaltak az alkohol és energiaital
kombinécidjat fogyasztd didkok és az alkoholos befolyasoltsaghoz kapcsolédd eseményekben

valo részvétel kozott (O’ Brien et al., 2008).

Az energiaitalok legfontosabb Osszetevéi altalaban a kovetkezok: viz, cukor, koffein,
étkezési sav, savanyusagot szabalyz6 anyagok, szinezék, aroma, inozitol, B vitaminok és taurin.
Magyarorszagon a népegészsegiigyi add bevezetése 6ta mar csak elszortan lehet talalni taurinos
italokat a rajuk kirott nagy adoteher miatt. A taurint gyakran pétoljak a nevesebb gyartdk is
argininnel, de a legtdbb esetben — féként az olcsobb italoknal — meg se prébaljak poétolni, hanem
egyszerien csak kihagyjdk az Osszetevok koziil. Mivel az energiaitalok fogyasztasa egy
mindennapos €s névekvé problémanak nevezhetd (kiilonos tekintettel a fiatalkoruakra nézve),
igy a cukor és koffein tartalom ellendrzésének kérdése nagyon fontosnak szamit mind a
fogyasztok, mind a gyartok szamara. Minden orszagnak eltéré szabalyrendszere van, viszont a
tobb szaz energiaital marka kozott, mintha ez valahogy nem megfeleléen torténne. Szamos
modszerrel taladlkozhatunk a koffein koncentracié meghatarozdsara a szakirodalomban és
ugyanigy a cukortartalom meghatarozasra is rengeteg publikacié all a rendelkezésiinkre.
Altalanossagban az alkalmazott modszereket két csoportra tudjuk bontani: spektroszkdpiai és
kromatografias technikakra. Az els6 csoportbol kiemelheté Armenta és munkatarsainak (2005)
kutatasa, amelyben Fourier-transzformalt Raman spektroszkdpiat hasznalnak a kereskedelembe
kaphaté energiaitalok vizsgalatara, de ugyanigy talalkozhatunk UV/Vis derivativ
spektroszkdpiaval, amelyet szilard fazisu extrakcid Kiséretében végeznek el (Pieszko et al.,
2010). A masik csoportbol peldaként lehet emliteni a HPTLC-UV denzitometrias elemzést
(Abourashed és Mossa, 2004) vagy a diszperziv folyadék-folyadek mikroextrakciot (DLLME)

gaz kromatografias elemzéssel dsszekotve (Sereshti et al., 2014). Tovabbi példakat a koffein,
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cukor és egyéb jellegzetes komponensek meghatarozasara a 2. tablazatban foglaltam 6ssze

részletesen.

2. tAblazat: A koffein, cukor és egyéb komponensek meghatarozasanak osszefoglalasa

Maodszer Matrix Komponens Egyeb Szerzé
informécio
] . visszanyerés=
HPTLC-UV | Energiaital, . 98.90+346 | E. Abourashed és
denzitometrias gyogynoveny koffein ONMOSSAT= mts. (2004)
elemzés termékek P 9z '
99.84+2.87
Szilard fazisu _ .
FT-Raman Energiaital Koffein 12;‘ SwD_L'l Sm’?‘g”?ggg%? 3
spektroszkdpia g '
UV/VIS derivative _
spektrofotometria . . . LOD_O;Zl C. Pieszko és mts.
i esi s Energiaital Koffein, taurin LOQ=
+ szilard fazisu 0.63 e mL": (2010)
extrakcio O HE
Diszperziv
folyadék-folyadék Ly LOD=0.02 .
mikroextrakcid eTegi)ﬁ?;/I%k Koffein LOQ= HrhtSSer(eZSQ;IAr()as
(DLLME) + gaz | “9Y 0.05 pg mL™ '
kromatogréfia
feluletaktiv anyag Koffein,
segitségével . riboflavin, 0 D. C. Grant és
vegzett MALDI- Energiaital nicotinamide, RSD <20 % mts. (2008)
TOF-MS pyridoxine
Raévid kapillarissal
vegzett} . Cukor tartalom: LOD=15 L
elektroforézis .. . - 4 | B. Vochyanova és
. aL-r: | Energiaital szachardz, LOQ=52mg L
csatlakozas nélkdli N , , mts. (2012)
1~ . glikoz, fruktoz szachardzra
vezetOképességi
detektorral
Folytonos szilard Osszes RSD=2.6 %
fazisu extrakcio + Uditsitalok cukortartalom, szachardzra R. Lucena és mts.
UV-Vis és ELSD IV. osztalyu RSD=4 % (2005)
detektorok karamel, koffein koffeinre
Planaris Riboflavin,
kromatogréafia — . piridoxin, a1 co. | M. Arandaés mts.
tobbszoros Energiaital nikotinamid, RSD=0.8-1.5% (2006)
detektalassal koffein, taurin
Kapillris crerainital | vitoelfh © | Relativ hiba: | V. V. Khasanov
elektroforézis (CE) g Bé 1.45 - 2.65 % és mts. (2013)

Habar a 2. tablazatban felsorolt mddszerek sikerrel alkalmazhatéak, legtobbjik

hosszadalmas ¢és koltséges eljards. Ez foként az elhagyhatatlan mintaelokészitési lépések
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valamint az eljarasok soran alkalmazott oldoszerek, vegylletek miatt van. Az FT-NIR
spektroszkopia ezzel szemben kevéshé koltséges és ugyanakkor gyors eljarast tud biztositani. A
modszer konnyen hasznélhatd és a legtobb esetben nem, vagy csak minimalis mintael6készitést
igényel. FT-NIR spektroszkopiaval torténd koffein tartalom meghatarozasra ugyan talalhatd
példa az irodalomban, de csak kavé mintakra (Huck et al., 2005; Zhang et al., 2013).

2.3 Az antioxidans kapacitas

Az antioxidansok és ezzel 6sszhangban az élelmiszerek, zdldségek, gylmolcsok
antioxidans kapacitadsanak vizsgalata rendkiviil népszeriivé valt az utdbbi években, koszonhetden
az egészségtudatos életmdd elterjedeésének. Bar a meghatarozasi modszerek szama rohamosan
novekszik, jelenleg nem képesek még az antioxidans kapacitas pontos meghatarozasara in vivo
koérnyezetben (Cornelli, 2009).

A sejtekben  kilonféle természetes biokémiai  folyamatokban  szabadgyokok
keletkezhetnek. A szabad gyokok egy része ugyanakkor sziikséges a szervezet megfeleld
mitkodéséhez, feleslegiik viszont karosithatja a fehérjéket, nukleinsavakat, zsirokat, és
szénhidratokat (Cadenas, 1989; Djuric et al., 1998). A szabadgyok képzddés kiilonb6z6 belso és
kiils6é folyamatok hatasara torténik, amelyben szerepet jatszhat a dohanyzas, stressz, alkohol
gatolni a képzddésiiket. Masrészrdl pedig az antioxidansok részei a szervezet integralt védd
rendszerének (Benzie, 2000; Halliwell és Gutteridge, 1995). Néhany jol ismert antioxidans

példaul az E vitamin, a C-vitamin, a polifenolok és a karotinoidok.

Az antioxidansokkal kapcsolatos kutatasok, az antioxidansok szabadgytkfogo
képességének azaz antioxidans kapacitasnak meghatarozasa rendkiviil népszerli téma a
szakirodalomban. Az antioxidans kapacitast meghataroz6 maédszerek szama szdz folott van
(Cornelli, 2009). Az ok, amiért ennyi modszer létezik visszavezethet6 arra a tényre, hogy egyik
maodszer sem képes a természetes in vivo folyamatokat pontosan mérni és modellezni. Minden
modszer néhany antioxidans komponensre és reakciora szelektiv, de egyik sem képes mérni az
Osszantioxidans kapacitast kizarolagosan, ill. teljes pontossaggal. Néhany példat az alkalmazott
modszerek valtozatossagat és soksziniiségét kiilonféle mintakon is bemutatva a 3. tablazatban

foglaltam Ossze.
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3. tablazat: Az antioxidansok vizsgalatanak szemléletes peldai

(a roviditések a dolgozat elején talalhatdk)

Minta/vegyulet

Alkalmazott moédszerek

Szerzo

Tropusi gyumolcsok

TEAC (ABTS, DPPH)

Moo-Huchin és mts. (2014)

Vadon termd gombak

QCAR (mennyiségi
Osszetétel-aktivitas

Froufe és mts. (2011)

0sszefligges)
Valtozat(_Js plologlal HPLC, HPTLC, UHPLC, Cervinkova és mts. (2016) (review)
mintak sth.

Természetes vegytuletek,
Uj potencialis

QSAR (mennyisegi
szerkezet-hatas

Martin¢i¢ és mts. (2015)

antioxidans vegyuletek Osszefliggés)
Kumarin szarmazékok DPPH Kotali és mts. (2016)
Lenmag kivonat TPC Slavova-Kazakova és mts. (2015)

Kinai rizsbor

TPC, TAC, FT-IR, Raman

Wu és mts. (2015)

spektroszkopia
FRAP, ORAC, TPC, TAC,

Afonya mintak Kraujalyte és mts. (2015)

stb.
Citrusfélék DPPH, TBARS, stb. Cardefiosa es mts. (2015)
Mediterran gyogynovény DPPH Boudkhili és mts. (2015)

A kiilonbozd antioxidans kapacitds meghatdrozdsi modszerek tobbféle modon is
csoportosithatoak. Attol fiiggéen, hogy milyen tipusu reakcidt hangstlyozunk, két f0bb csoportra
bonthat6ak: hidrogén atom atvitellel megvaldsulé (HAT) vagy elektronatviteli (ET) reakciok. A
HAT modszerek (pl. ACL, ACW, vagy ORAC) a szabadgyokok elfogasdhoz kothetéek. A
legtobb ilyen moddszer versengd (kompetitiv) reakcid sémat kovet, ahol az antioxidans és a
szubsztrat vegyllet versenyez a termikusan generalt peroxil gyokokért. A reakcidegyenlet a
kovetkez6képp irhato fel (Huang et al., 2005):

(1)  ROO’+ AH (antioxidans) — ROOH + A’

Ezzel szemben az elektronatviteli reakcok kézé sorolt mddszerek (pl. FRAP, TPC, TEAC) az
oxidaldszer redukalasa kdzben mérik az antioxidans kapacitast. Az oxidaldszernek kiilonbozo
szine van a redukalt és oxidalt formajaban. A szinvaltozas milyenségébdl és annak mértékébdl
kovetkeztetni lehet az antioxidans kapacitasra (Apak et al., 2007). A reakcié mechanizmusa a
kovetkez6 (Huang et al., 2005):

(2) M(n) + e (az antioxidansbol szarmazo) — AH™ + M(n-1)

Minden antioxidans kapacitds meghatarozasi modszer ugyanazt a tulajdonsagot, a
szabadgyokfogd képességet meéri. Mégis, a kiilonboz6 modszerek kiilonbozd eredményeket

adnak. Ez annak koszonhetd, hogy masféle modell vegyiileteket alkalmaznak, masféle
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mellékreakciok jatszodnak le és egyéb zavard tényezOk is bekodvetkezhetnek: a matrixok is
rendszerint kiilonbozok. A lehetdségek szama szinte végtelen, vannak olyan kutatdk is, akik
megrogzotten egyfajta reakciot és mddszert partolnak a szisztematikus és véletlen hibak
figyelembe vétele nélkiil. igy egy atlagosnak mondhatd, kevésbé torzitott eredményt produkald
modszer kivalasztasa a sok koziil egy fontos célként fogalmazhatdé meg. A kovetkezokben
néhény, a doktori munkdm soran végzett statisztikai elemzés alapjaul szolgdl6 mddszert

részletesebben is bemutatok:

— FRAP: A mddszer alapja, hogy az antioxidansok a minta Fe** ionjaikat Fe?* ionokka képesek
redukalni. A technika kifejlesztése Benzie és Strain (1996) nevéhez kothetd. A reakcid soran a
Fe**-TPTZ (tripridil-triazin) komplex redukalédik Fe**~TPTZ komplexszé az antioxidansok

hataséra savas korilmenyek kozott (pH=3,6):
(3)  [Fe(IN)(TPTZ),]*" + e — [Fe(Il)(TPTZ),]*

A redukalt komplex kék szinii, igy a reakcid spektrofotometridsan kénnyen nyomon kdvethetd

593 nm-en (Huang et al., 2005).

— TPC: Az 0Osszes polifenol tartalom meghatarozasa Folin-Ciocalteu reagenssel torténik a
Singleton és Rossi (1965; Singleton et al., 1998) altal kidolgozott modszer alapjan. Az
alkalmazott reagensben volfrdm és molbidén oxidok vannak, amelyek sarga szint adnak az
oldatnak, mig a fémoxidok redukcidjaban az oldat szine kékre valtozik. Az elektronatviteli
reakciéban a molibdén(VI) molibdén(V)-t¢ redukélédik. A reakci6 760 nm-en
spektrofotometridsan detektalhatd. A nevével ellentétben a mddszer nem szelektiv a polifenol

komponensekre nézve (Apak et al., 2007).

— TEAC: A troloxra vonatkoztatott antioxidans kapacitds modszerének kidolgozéasa Miller és
munkatarsai (1993) nevéhez fiizédik. A kulcs reakcioban az antioxidans redukalja a 2,2-azino-
bisz-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfonsavat (ABTS szabad gyok). Az ABTS ™ gyok kation stétzold
szinfi, de ha antioxidans van a reakciokozegben, a gyok kation ABTS® -ra véltozik és elveszti a

szinét. A reakcid spektrofotometridsan kovethetd 734 nm-en.

— DPPH és TRSC: A DPPH mddszer (Blois, 1958) egyike a legrégebben fejlesztetteknek és 2,2-
difenil-1-pikril-hidrazilt hasznal stabil gyokként (kereskedelemben is kaphatd). A redukcid soran
az oldat szine eltinik (a DPPH gyok eredetileg lilaspiros szinii). A reakcid6 734 nm-en
detektalhatd spektrofotometriasan. A TRSC moddszer (Blazovics et al., 1999) a H,0,/OH

mikroperoxidaz-luminol rendszer gatlasan alapszik. Lugos kozegben a rendszer fenyt emittal es
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a vas komplex (mikroperoxidaz) hatasara OH" gyok keletkezik a hidrogénperoxidbol Fenton

tipust reakcioban. A reakcio spektrofotmetridsan 420 nm-en detektalhato.

— ACL és ACW: A viz- és zsiroldhato antioxidans kapacitdas meghatarozasa Popov es Lewin
(1994, 1996) nevéhez koéthetd. A szuperoxidanion szabadgyok (O, fotokémiailag jon Iétre és
detektalasra kemilumineszcenciat alkalmaznak. A szuperoxid anion szabadgyok reakcioba tud
1épni a mintaban 1év6 antioxidans vegytiletekkel, mikdzben a mennyisége csokken. A luminol a
maradék szuperoxid gyok anion &ltal aktivalodik és lumineszcenciat bocsat ki. A reakciok és
modszerek megfeleloek a szabadgyokfogd képesség leirasara. Az eredmények Troloxra
vonatkoztatva adjak meg a zsiroldhatd, és C vitaminra a vizoldhaté antioxidans kapacitas mérése

esetén.

2.4 Az FT-NIR spektroszkopia elméleti hattere

A Fourier-transzformalt kozeli-infravords — spektroszkopia egyike az élelmiszer-
analitikaban leggyakrabban alkalmazott roncsolasmentes gyorsanalitikai és
molekulaspektroszkopiai eljarasoknak. Mig az infravords spektroszkOpia az anyag és az
elektromagneses sugarzas kdlcsonhatasat vizsgalja 780 nm és 300 um ko6zott, a kozeli infravoros
tartoméany ennek az elsé harmada, 780 nm és 2500 nm kozott (12820 cm™ és 4000 cm™ kozétt)
értékelhetd. A spektrum folytonos, amely annak kdszonhetd, hogy a molekuldknak az infravoros
tartomanynak megfeleld gerjesztési energia esetén tobbféle rezgési és forgasi atmenet
gerjesztodik, mikozben az atmenetekre jellemz6 frekvenciaju fotonok elnyelédnek. (Pokol et al.,
2011). Aktiv atmenetnek akkor tekintlink egy rezgést, ha a molekula dip6lusmomentuma
megvaltozik a rezgés altal. A kozeli infravords spektrumban jellemzéen a vegyértékrezgések (a
rezgések a kotések hossztengelye mentén jonnek létre, és szimmetrikusak, ill. aszimmetrikusak)
és deformacios rezgesek (a vegyeértékszog valtozik) felharmonikusai (felhangsav) és
kombinacios rezgései lathatéak (Subramanian és Rodriguez-Saona, 2009). A felharmonikusok, a
normal rezgések egész szamu tobbszorosei, mig a kombinacids rezgések soran a normal rezgések
csatolodnak es azok 0Osszege vagy kilonbsége jelenhet meg. Az jellegzetes rezgések
Osszefoglaldsat az 1. abran szemléltetem. Az FT-NIR spektroszkopiaban jellemzéen az
infravords fény transzmisszdjat, reflexiojat vagy transzflexiojat (az eldbbi ketté kombinacidjat)

detektaljak.

19



10.14751/SZIE.2017.013

000r L9l
00sZ 002

8vey Sy
00£Z 0022

suofjeuquio)

9Ly 0008
00LZ  000¢

€925
0061

9656
008L

2885
00LL

o

0829

0091

£999 EvLL Z69L
00SL oOO¥L 00tL

HO H
m i
Ho o
Rl M- 0H
!
LI'....I..II

m__onncB_So
Bﬂ_oss le

€Ee8 1606 0000L LLLLL 00SZL 98Z¥l
00ZL OOLL 000L 006 008  OOL

_\II‘_ A

_

§§§ A
z.o

20



10.14751/SZIE.2017.013

1. abra: A jellegzetes NIR rezgések sszefoglaldja
A harmadik (kék szinnel), masodik (zold szinnel) majd elso (sarga szinnel) felharmonikusok
savjai, vegiil pedig a kombindcios rezgések (piros szinnel). Az also két tengely feliilrol lefelé
haladva rendre a hullamhosszakat (nm-ben mgadva) valamint a hullamszamokat (cm™-ben
megadva) mutatja. Kék csillaggal jeldlve a C-H kombindcios rezgések elsd felharmonikusa. (A
kép forréasa: (Bruker Optik GmbH))

A NIR alkalmazésanak el6nyei, hogy nem csak a mintaban 1év6 {6 alkotoelemek, de a kis
koncentracidju komponensek mennyiségének illetve fizikai tulajdonsagaik becslésére is
hasznalhat6. Emellett rendkiviil gyors, minimalis vegyszerigényli, a folyamatos elemzés is
kivitelezhetd és a meéréshez felhasznalandd mintamennyiség is nagyon Kicsi. A modszer
hatranya, hogy mindenképpen szilkséges a mérésekhez egy kalibraciés modell megalkotésa, ami
azt jelenti, hogy sziikség van referencia adatsorra a kalibracio végrehajtasahoz. Ettdl eltekintve
eloszeretettel alkalmazzak a klasszikusnak mondhaté modszerek kivaltasara az FT-NIR
késziilékeket szamos teriileten, példaul mezdgazdasdgban, élelmiszeriparban, gydgyszeriparban,
stb. Bar az élelmiszertudomanyban nagy hagyomannyal rendelkez6 technika, az ut6bbi
évtizedekben mar a gyogyszergyartas is ,felfedezte” a moddszerben rejlo Ilehetoségeket.
Manapsag egyre inkabb elterjedtté valt az on-line NIR technika (Huang et al., 2008a), hasznéalata
sordn mar a gyartosoron — vagy akar a bizamez6ékon ,,on combine” moédon — megvalosulhat a
valos idejii ellendrzés. NIR vizsgalatokat végezhetiink kiindulas, kozti- és végtermékekre is. A
vizsgalatok célja altalaban a minéségellenérzés, a mintak beltartalmi paramétereinek vizsgalata,
esetleges szennyezddések kimutatdsa. De hasznalhato eredetvizsgéalatra, a mintak osztalyozaséara
is. A 4. tdblazatban Osszefoglaltam néhany szemléletes példat arra vonatkozoan, hogy milyen
szertedgaz0 a szakirodalom az alkalmazasok terlletén. Az on/in-line mérési moédok mellett nagy
hangsulyt fektetnek manapsag a hiperspektralis képfeldolgozésra is. Ebben az esetben a NIR
spektroszkopiat digitalis képalkotd eljarasokkal otvozik, amely soran egy ,,spektralis
hiperkockat” kapunk. A kocka elsé két dimenzidi a képpontok geometriai informdcidi, a
harmadik dimenzié pedig maga a pontokhoz tartoz6 NIR spektrum. Ezekhez a mérésekhez
minden esetben specialis szoftverekre van sziikség (Balazs et al., 2011). Hasonloképp elterjedt a
hordozhatd NIR késziilékek haszndlata, hiszen igy a labortol tavol, a ,terepen” is végre lehet
hajtani a méréseket gyorsan és egyszeriien. Hatranyos tulajdonsaguknak szoktak tekinteni
azonban azt, hogy ezeknek a készilékeknek a hordozhatésaggal csokken az érzékenységik.
Manapsag viszont egyre tobb cikk olvashaté arrdl, hogy valojaban az asztali készilékekkel
egyenértékli eredményt adnak (Lopo et al., 2016).
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4. tblazat: FT-NIR spektroszkopia alkalmazasi lehetdségeinek bemutatasa néhany szemléletes

(elsésorban élelmiszertudomanyi) példan keresztiil.

Minta Komponens Cél Eszkoz Szerz6
Ehet6 olajok, i Mintazatfelismerés FT-IR, FT-NIR, | Yang és mts.
zsirok FT-Raman (2005)

. . . .| NIR transzfelxiés | Leon és mts.
Almale - Mintazatfelismerés iizemmadban (2005)
S7AMos Beltartalmi Mintézatfelismerés Huang és
. . . , és regresszios On/in-line NIR mts. (2008b)
élelmiszerfajta paraméterek e )
modellépités review
Regresszios NIR Huang és
Sertéshas Zsir modellépités h!perspektral!s mts. (2016)
képfeldolgozas
Antioxidans Regresszios Wu és mts
Kinai rizs bor kap_ac1tas_, Y- modellépités FT-NIR (2015)
aminovajsav
) .. | Hatbanyag tartalom, | Mint&zatfelismerés i O Roggo és
Gyogysze,rlpal Nedvességtartalom és regresszios FT-NIR, on-line mts. (2007)
alkalmazasok e NIR ;
stb. modellépités review
Méz Antioxidans Regres,sz!o,s NIR Escuredo és
tartalom modellépités mts. (2013)
. Antioxidans Mlptazatfellsrneres Tahir és mts.
Mez . . €s regresszios NIR
tulajdonsagok e (2016)
modellépités
1 . . .. | Hordozhato NIR | Gutiérrez és
Sz616 - Mintazatfelismerés Késziilek mts. (2015)
Rizs Fehérje, amil6z Regresszios NIR Bagchi és
tartalom modellépités mts. (2016)
o s Regresszios Fodor és mts.
Szérazteszta Zsir, tojastartalom modellépités FT-NIR (2011)

Az 5. tblazatban olyan szakirodalomban megjelent példakat gyiijéttem Ossze, amelyek

az altalam elvegzett kisérletek szempontjabdl is relevansak, hiszen akéar ugyanazon vagy hasonl6

kémiai komponensek FT-NIR spektroszkopias vizsgalatara iranyulnak kiilonboz6 élelmiszer

mintamatrixokban.
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5. tblazat: FT-NIR spektroszkopiai modellek koffeinre, cukorra és vitaminokra kiilonb6z6

élelmiszer mintamatrixokban

Minta Komponens Szerz6
Korte Cukor tartalom Ying és Liu (2008)
Pékaru Cukor tartalom Szigedi és mtsi. (2011)
Kavé Koffein, teobromin, Huck és mtsi. ( 2005)
teofilin
Z6ld tea por és granulatum Koffein tartalom Sinija és Mishra (2009)
Gyumaolcslé Cukor tartalom Rodriguez-Saona és mtsi. (2001)
Lucerna, névényi olajok E vitamin Cozzolino (2009)
Cukorrépa Cukor tartalom Salgd és mtsi. (1998)
Bor Cukor tartalom Kaffka és Norris (1976)
Narancs C vitamin Magwaza és mtsi. (2013)

2.5 Az FT-NIR spektroszkopiai modellek

Az FT-NIR spektroszkopiara jellemz6, hogy — ellentétben az IR spektroszkopiaval —
onmagaban a spektrumok nem értékelhetdk ki megfeleléen, a kalibraciés €s osztalyozasi
modellek épitéséhez is minden esetben valamilyen kemometriai modszert kell segitsegil hivni.
Erre szamos lehet6ség all a rendelkezésre, igy a megfelel referencia adatok és spektrumok
birtokaban valtozatos kiértékelési lehetdségekkel kereshetjiik meg a referencia €és a spektrumok
kozotti Osszefliggéseket. A regressziés modellek mellett viszont elterjedtek a mintazatfelismerést
szolgal6 kemometriai mddszerek is, amelyek nemcsak a kiugrd értékek kisziirésére, de
kiilonb6zd csoportositdsokra, osztdlyozasokra is kivaloan alkalmazhatoak. Az emlitett

modszereket részletesen targyalom az ,,Anyag és modszer” cimii fejezetben.
2.5.1 A spektrumok transzformacioja

A NIR mérések sordn kapott spektrumokat, késziilék tipustol fiiggden is,
transzformélnunk kell a megfeleld kiértékeléshez. Gyakran adodik olyan eset, hogy egy
osztalyozasi modell létrehozasahoz nem sziikséges példaul a fékomponens-elemzés soran
hasznalt standardizalason kivil mas komolyabb transzforméacidkat bevetniink. Viszont a
regresszids modellek esetén szinte kivétel nélkil sziikséglink van a spektrum transzforméciojara.

Az erre alkalmas modszereknek szinte végtelen tarhdzat kinaljak mar a legismertebb
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szoftvercsomagok is. Természetesen a legjobb modszer kivalasztasa optimalas kerdése,
ugyanakkor adatkészlet fiiggd, hogy melyik technika lesz a legcélravezetébb. Az altalam is

gyakran alkalmazott mddszereket részletesebben is ismertetem:

- Standardizalas: Ez a legaltalanosabb adatelokezelési modszer, nemcsak a spektrumok
kiértékelésénél, de a kemometria egész terilletét tekintve is. Altalaban kombinacioként
alkalmazhaté példaul derivalas utan. A spektroszkdpia teriiltén standard normal valtozoként
(vagy vektor normalizécidként) is ismert, viszont ebben az esetben a standardizalast soronként

kell az adatkészletben végezni.

- Aranyos (t6bbszords) szorodas korrekcido (MSC): Eredetileg a fényszorddéas hatdsainak
kompenzalasara lett kifejlesztve (Geladi et al., 1985). A transzformacio az alapvonal eltol6das és
az aranyos (tobbszoros) szorddas hatasat veszi figyelembe. Szintén gyakran kombinaljak mas

transzformaécios technikakkal is.

- Derivélas: A derivalas soran a spektrumokat jelgazdagabba tudjuk tenni, illetve kiemelhetlink
vele spektrumrészleteket €s abszropcids csticsokat. Hatranyként megemlithetd, hogy a csucsok
kiemelésével egyiitt a zajt is megndveljik. Az elsé derivalt a leggyakrabban alkalmazott fajtaja,
amelynek szadmolasa sordn a lokalis maximumok, ill. minimumok az eredeti spektrum
csucsinflexios pontjainak felelnek meg. Az eredeti spektrum lokalis maximum és minimum
értekel a derivalt spektrumban a nulla értékét veszik fel. Az alkalmazasa elonyds lehet, ha a
fliggbleges alapvonal eltolodast akarjuk kiklszobolni, de veszélyes is lehet, ha pont az
alapvonal-eltolodas hordozza a minta spektrumaban a variancia egyik f6 Osszetevdjét. A
masodik derivalt alkalmazdsakor az eredeti spektrumban 1évé csucsok volgyként jelentkeznek.
Leginkabb a diszperziés NIR késziilékek esetében érdemes hasznélni, az FT-NIR készilékek
esetén sajat tapasztalataim alapjan nem javitott a modellek optimélasakor. Ahogy az elsd
derivalt, a masodik is, de még intenzivebben, felerdsiti a spektrumban 1évd zajt. A derivalés
soran feler6sodott zaj miatt az eljarast célszer(i kombinalni akar a standardizalés, akar az MSC

technikékkal is.

2.5.2 Modellek validalasa

A NIR spektrumok regresszios modelljeinek megalkotasakor vizsgalandé a modellek
josaga és eldrebecslési képessége is. Hogyan donthetjiik el, hogy egy modell megfeleléen

érvényesitett (validalt) vagy egyaltalan alkalmazhat6-e a kivant célra?
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A regresszios modellek validalasa tobbféleképpen is torténhet. A legelterjedtebben
alkalmazott modszernek a kereszt-ellenérzés tekinthet6. Ekkor a mintéinkat tobb alcsoportra
osztjuk fel, amelyek kozil egyet kivalasztunk és félre teszlink addig, amig a maradék mintakkal
megalkotjuk a kalibracios modellt. Ezt kdvetden a félretett mintacsoportra végezziik el a modell
elérebecslését. Ezt a folyamatot meg kell ismételni az 6sszes mintacsoporttal, majd az
eredmeényeket dsszegezni. A kereszt-ellenérzés két fontos paramétere az alcsoportok mennyisége
és a kivalasztasanak szabalya. Az el6bbi paraméter meghatarozasara kivalé lehetGség a Hastie €s
munkatarsai (2001) altal irt konyvben szerepld ajanlas, miszerint a felosztasnak érdemes n=5 és
10 kozé esnie. Ezzel 6sszhangban nagyon elterjedt a hét részre osztott kereszt-ellenérzés
alkalmazésa. Az alcsoportok kivalasztasara szintén szamos lehetdség létezik. A mintak
besorolasa torténhet egyszerlien, csak sorrendben meghuzva a hatarokat, de ennél mindenképp
kedvezébbnek mondhatd, ha szisztematikusan vagy éppen véletlenszerlien (randomizaltan,
tobbszori ismétléssel) végezzik el az alcsoportba sorolasokat (Bro et al., 2008). A kereszt-
ellendrzés specialis esete, ha n=K, vagyis a csoportok szama (K) megegyezik a mintaszammal
(n). Ezt egy elem kihagyasos kereszt-ellen6rzésnek, vagy az angolbol atvett ,,leave-one-out”,
LOO kereszt-ellenérzésnek nevezziik. Ez a verzid nagyon elterjedt, egyes tudomanyteriileteken
standard technika, pedig nagyobb véletlen hibaval rendelkezik a tobb részre osztott kereszt-
ellendrzéshez képest és a legtobb esetben optimistabb becslést ad a modelliink josagara. A bels6
validalas mellett fontos hangsulyozni a kiilsd, teszt mintdkon torténd validalast 1s, de
Oonmagaban, a kalibracidos modell belsé kereszt-ellendrzése alapjan kapott eredmények nélkiil
nem szabad kovetkeztetéseket levonni bel6le a modell josagat illetéen (Giitlein et al., 2013). A
teszt validalasnak egy keverék valtozata, mikor nem kiilsé, hanem bels6, mar az adatkészletben
meglévd mintakat jeloljiik ki az ellendrzd csoportba. Ez a bels6 validalas annyiban kiilonbozik a
kereszt-ellenorzéstdl, hogy nincs ,keresztezés”, a mintakat csak egyszer hasznaljuk fel, vagy
kalibracios, vagy ellenérzé mintaként. Megemlitend a véletlenszertiségi (randomizacios) teszt
is, amely nem csak a regresszios, de az osztalyozasi modellek esetén is rendkiviil hasznos. A
randomizacids teszt alapja, hogy vagy az X vagy az Y valtozoinkat 6sszekeverjik az
adatkészletben, és az igy kapott modell teljesitmény paramétereit kiszamoljuk. Ha a modell
josdga nem romlik el az eredetihez képest jelentds (szignifikans) mértékben, akkor az eredeti

modell hibasnak tekinthet6 (elterjedt kifejezéssel: ,,nincs validalva”).
2.5.3 A modelleket leiro teljesitmény paraméterek

A kalibracios modellek josagat leird teljesitmény paraméterek szakirodalma is
meglehetdsen nagy. A legelterjedtebben alkalmazott paraméterek mellett id6érél-idore

megjelennek az Ujabb fejlesztések is. Vitatott téma az ezzel foglalkozd kutatok kozott, hogy
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mely paraméterek irjak le legjobban a modelliink becslési képességét, avagy melyiknek lehet
hinni a legjobban. A spektroszkdpiai kiértékelésekben (és egyeb regresszios modellépitések
sorén is) a determinécids koefficiens négyzete (magyarazott varianca), avagy a Pearson féle
korrelacios koefficiens (R) négyzete stabil helyet foglal el: a kemometriai kiértékeld
szoftverekbe épitett elsd szamu teljesitmény jellemz8ként hasznaljak. Az R? érték mindig 0 és 1
kozott valtozik (de szdzalékban kifejezve is hasznaljak). Anndl jobb a modell, minél jobban
kozelitik az 1-st. Az definicidja a kovetkezOképp irhato fel:

2 _ 1 _ Zim0im90? _ RSS
@ RE=1 YL (vi-)? TSS’

ahol y; a referencia érték, y; a becsult vagy szamitott érték, y pedig a referencia értékek atlaga.
Az RSS a rezidudlis eltérés négyzetdsszeg a TSS pedig amely a teljes eltérés négyzetdsszeg
(Téth et al., 2013). Az R? szabadséagi fokokkal korrigalt verzi6ja (Rﬁdj_) a kovetkez6 egyenlet

szerint szamolhato:

(5)  RZ; =R?*—(1—R?)x—2-

n-p

1

ahol a p a modellben 1év6 valtozok mennyiségét, az n pedig a mintaszdmot jelenti. A
determinaciés koefficiens kiszamolhat a kereszt-ellendrzott modellre is, ilyenkor Q*tel
jeloljuk. Minden kereszt-ellendrzés vagy egyéb validalasi esetben kiszamolhato, az egyenlet alap
koncepcidja ugyanaz marad. Tobb elem kihagyasos (tobb részre osztott) kereszt-ellendrzésként
(Q#vo) az egyenlet a kdvetkezd:

S S (vie9iy)
2 — 1 _ &j=14i=1 /]
(6) Qimo =1 DAL

ahol y; a referencia érték, y a referencia értékek atlaga, ;,; pedig becsult érték az i-dik mintara,

ha a j-dik alcsoport ki van hagyva a kalibracios modellépitésbdl. A teljes adatkészlet m részre lett
osztva. Hasonl6képp elterjedten alkalmazott paraméter az atlagos négyzetes hiba, amelyet

VL Z

is, ilyenkor rendre RMSEC (calibration), RMSECV (cross-validation) és RMSEP (prediction)
jelolést kapnak. Az RMSE érték altalanosan a kovetkezd egyenlettel irhato fel (Naes et al.,
2002):

(7) RMSE = |29
n 1
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ahol y; a referencia érték, y; a becsult vagy szamitott érték, n pedig a mintaszam. A kiilonb6z6
adatkészletekre torténd szamolas (RMSEP, RMSECV, RMSEC) leginkdbb csak a becsiilt
értékben és a nevezdben tér el egymastol. Az RMSE értékek mértékegysége megegyezik a
referencia adat mértékegységével, és természetesen minél kisebb annél jobb a modelliink. A
spektroszkdpiaban szintén gyakran hasznalt teljesitmeny paraméter az RPD érték, amely a relativ
korrigalt tapasztalati szoras (Williams, 2001). A szamolasat tekintve a referencia éertékek

szorasanak és a becslés vagy kereszt-ellendrzés standard hibajanak a hanyadosa:

(8)  RPD = SD/SEP,

_ EE i)
9) SD = /—1n_1 ,

ahol y; a referencia érték, y a referencia értékek atlaga, n pedig a mintaszdm. SD a korrrigalt

empirikus szoras, a SEP a validalas torzitassal korrigalt becslési hibaja:

n-1

(10) SEP = \/Z?=1(37i—yi—Bias)2

ahol y; a becsllt vagy szadmitott érték, y; a referencia érték, n pedig a mintaszam. A Bias

jelentése magyarul torzitas, amely szamolasa a kovetkez6 egyenlet szerint torténik (Naes et al.,

2002):
(11)  Bias = 2220,

ahol 9; a becsilt vagy szamitott érték, y; a referencia érték, n pedig a mintaszam Az

eddigiekben ismertetett teljesitmény paraméterek csak a leggyakrabban alkalmazottak és
ezeknek is van még szémos egyéb valtozata, mint példaul az R? és Q® megvaldsitasa Y-
randomizécios tesztekkel. Tovabbi néhany, a regresszids modellekre jellemzd teljesitmény-
paraméter roviditése csak felsorolasként szerepel itt: PRESS érték (eldrebecsiilt hiba
négyzetdsszege), F (Fisher érték), CCC (egyezési egyutthatd, coefficient of concordance) (Lin,
1989), MAE (atlagos abszolut hiba), LOF (Friedman-féle illeszkedés hianya, lack of fit,
kritérium) (Friedman, 1991a), Ky (valtozok kozotti interkorrelacio, a PCA alapjan) (Todeschini
et al., 1999). Tovabbi ismert teljesitmény paraméterek és azok leirasa az ,,Eredmények”

fejezetben és a ,,Mellékletek” M1 tablazataban talalhatdak meg.
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3. CELKITUZES

A doktori munkam soran a kovetkezo célokat fogalmaztam meg az egyes fejezetekhez tartozoan:
Q10 koenzim tartalmu értendkiegészitok:

- A Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészit6k hatdanyagtartalmanak vizsgélata FT-NIR
spektroszkopiaval, kalibraciés modell készitése és validalasa kereszt-ellenérzéssel és
kiils6 teszt mintdkkal. Az eddig elterjedt kromatografias modszer kivaltasa FT-NIR
spektroszkopia segitségével.

- A kilonbozd valtozokivalasztasi modszerrel létrehozott modellek Osszehasoniltdsa a

rangszam kilénbségek dsszegének modszerével (SRD)
Energiaitalok vizsgalata:

- A Kkoffein tartalom meghatadrozasa HPLC-vel, mint referencia modszerrel. A
kromatografias modszer energiaital mintakra torténé optimalizalasa. Ezt kovetéen FT-

NIR moddszerrel a regresszidos modell megalkotdsa, valamint belsd és kiilsd validalasa.

- Cukortartalom meghatarozasa Schoorl referencia modszerrel, majd FT-NIR regresszios
modellépités a Schoorl referencia mddszerrel kapott, illetve a nominalis (dobozon
feltlintetett) értékek haszndlataval. A létrehozott modellek belsé ¢€s kiilsé validalasa 0j

teszt mintakkal is.

- Az energiaitalok osztalyozasa az FT-NIR spektrumaik alapjan. Els6ként cukortartalom
szerint, majd a taurinos, arginines és normal (taurint és arginint nem tartalmazo) mintak

elkiilonitése. Az osztalyozas elvégzése tobbféle mintazatfelismerd modszerrel is.
Antioxidansok vizsgalata:

- Mar meglévé antioxidans kapacitas adatok alapjan, két adatkészlet (esettanulmany)
felhasznalasaval, 0sszehasonlitdé elemzés készitése a meghatarozasi modszerekrdl: Az

antioxidans kapacitas mddszerek osztalyozésa és rangsorolasa.

28



10.14751/SZIE.2017.013

Kemometriai modszerfejlesztések:

- Uj valtozoszelekcios modszer létrehozasa és tesztelése a Q10 koenzim tartalmd
étrendkiegészitbk FT-NIR spektruménak felhasznaldsdval. A modellek josaganak
novelése a kozel 2300 valtoz6szdm csokkentésevel.

- Olyan, ,,n-class” vevo-miikodtetd gorbék (ROC gorbék) megalkotdsa, melyekkel
kettonél tobb osztalyos elemzések is kiértékelhetové valnak. A modszer megfeleld
validalasa és tesztelése az energiaitalok osztalyozasa soran. A mintazatfelismereési

modszerek Osszehasonlitasa az ,,n-class” ROC gorbék segitségével.

- A véletlen fak (random forest) hasznalata soran torténd optimalizalasi 1épés kidolgozasa

a minel jobb osztalyozasi modellek létrehozéasara.

- Regresszios modellek teljesitmény paramétereinek Osszehasonlitasa és rangsorolasa.
Mennyiségi szerkezet-hatds osszefiiggések segitségével kapott regresszios modellek
adatkészletei alapjan, hogy szélesebb korli és altalanosabban megfogalmazhatd

eredményt kapjunk.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 FT-NIR készuilék felépitese

Az altalam hasznalt Bruker MPA NIR/NIT készulékbe (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Németorszag) kvarc fényosztét és Rocksolid™ interferométert épitettek be, amely a
Michelson tipusu interferométerhez képest nem siktiikroket, hanem Un. Cube Corner tiikroket

alkalmaz. A 2. abra a késziilékbe épitett Rocksolid interferométert mutatja be.

Fényosztd

Cube-Corner
Takrok

tengelyen elforduld
mechanizmuson

2. abra: A Rocksolid interferométer. A kép forrésa: (Internet, 1)

Ezeknek az az eldnye az eldbbivel szemben, hogy biztositani képesek a fénysugarak
parhuzamossagat. A késziléket a doktori munkam soran diffuz-reflexids és transzmisszds mérési
modban is alkalmaztam. Mig a Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitok viszgalatanal a szilard
mintakhoz megfeleléen a forgd mintatartoval ellatott reflexios egységet, az energiaitalokhoz az
atfolyo kivettas (1 mm rétegvastagsag) termosztalhatd transzmisszds egységet hasznaltam. A
készilléek mindazonaltal szilard, folyékony és kolloid mintak vizsgalatara is képes. A Bruker
MPA NIR/NIT spektrofotométer felépitése az atfolyd kivettds transzmisszos valamint a

reflexiés rendszer szerinti beallitasban a 3. abran lathato.
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A Fényforras A Fényforras

B Fenyosztd B Fényosztd

C Interferométer C Interferométer
D Detektor D Detektor

E Kivetta E Integrald gomb

F Minta

3. dbra: Az altalam hasznalt FT-NIR készilék atfolyo kuvettas (bal oldal) és reflexids (jobb
oldal) rendszere. A kép forrasa: (Bruker Optik GmbH, 2003)

Difflz-reflexiés mérési modban a mintara beérkezé infravords fény egy része a minta
feliletén (1-2 cm mélységig behatolva) elnyelddik, egy része pedig visszaverddik, és a
detektorba jut. A detektorhoz egy arannyal bevont integral6 gémbon keresztiil jut a fénysugar,
ami a készllékgyartd sajat fejlesztése. Az integrald gdomb segitségével tudjuk a referencia
spektrumokat is felvenni. Reflexios mérési mddban PbS detektor all a rendelkezésiinkre. A

spektrumokat 12500 cm™ és 3800 cm™ kézotti tartoméanyban régzitettem.

Transzmisszids mérési modban a fénysugar athatol a minta teljes rétegvastagsagan és igy
jut el a detektorhoz. Egy része ilyenkor is elnyelddik a mintdban, amely igy intenzitasvaltozast
okoz. Alapveté kiilonbségnek mondhatd a két mérési mod kozott, hogy mig a transzmisszios
esetben a minta a bejové fénysugar és detektor kozott helyezkedik el, a difftz-reflexios
elrendezés szempontjabol a beérkezd fénysugar és a detektor is a minta ugyanazon oldalan
helyezkedik el. A transzmisszés spektrumokat eredetileg csak 12500 és 9000 cm™ kozétt
tudnank felvenni a mintakrdl, mert ennél alacsonyabb hullamszamnal nem tud mar athatolni a
fénysugar az alacsony energidja miatt, de ez csak a szilard és kolloid mintakra igaz. A hig
oldatokon sokkal kénnyebben tud athatolni a fény, igy az energiaitalok spektrumat 12500 cm™ és
4000 cm™ hullamszam kozétt is fel tudtam venni. A transzmissziés mérési médhoz Te-InGaAs

(Telldr-Indium-Gallium-Arzén) detektor van beépitve a késziilékbe.
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A késziilék mindkét mérési modjaban a spektralis felbontas 8 cm™ volt, a szkennelési
sebesség pedig 10 kHz. A késziilék ezekben az esetekben 32 ,alspektrumot” rogzit, és ezek
atlagat kapjuk egy-egy felvétel eredményeként.

4.2 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

A nagyhatékonysagu folyaddékromatogréfias (HPLC) referenciamérésekre, két esetben, a
Q10 koenzim tartalom meghatarozasnal és az energiaitalok koffein tartalmanak

meghatarozasanal volt sziiksegem.

A Q10 koenzim HPLC-s referenciamérései az altalam elvégzett FT-NIR kisérletek el6tt
megtorténtek. A mérések egy Agilent 1200 HPLC készulék hasznélataval (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) torténtek izokratikus modban Agilent Zorbax XDB C18 HPLC kolonna
segitségevel (2,1 mm x50 mm x 3,5 um) UV detektorral 275 nm-en nyomon kdvetve. A
kolonnatér homérséklete 30 °C volt. Eluensként acetonitril (ACN) : tetrahidrofuran (THF) : viz
65:30:5 térfogat szazalékos (v/v %) elegye volt hasznalva. Az aramlési sebesség 0,35 ml / perc
volt, az injektalasi térfogat pedig 10 pl. A fejlesztett modszer hibaja 10 %, detektalasi limitje
pedig 0,05 mg Q10 koenzim / g volt.

Az energiaitalok HPLC mérései esetén kiindulasi médszernek egy nemzetkdzi standard
eljarast valasztottunk (ISO 20481:2008), amely kavék koffein tartalmanak meghatarozasara
szolgél. Ezt a madszert fejlesztettem tovabb. A késziilék hasonldan az el6z6 esethez az Agilent
1200 HPLC volt UV detektorral felszerelve. A szabvanymodszer médositason atesett részletei a
kovetkezOk  voltak:  kollonaként egy  Agilent Zorbax XDB C18  kolonnat
(4,6 mm x 150 mm x 5,0 um) valasztottam. A kromatogramok felvétele izokratikus modban
40 °C-on tortént. Aramlasi sebességnek 1 ml / percet valasztottam, az injektalasi térfogat pedig
20 ul volt. A mérés futasi ideje 18 perc volt. Az UV detektalast 273 nm-en tortént, de
parhuzamos mérésként 260 nm-en csucstisztasag vizsgalatot is végeztem. Erre azért volt
szilkség, hogy kimutathatd legyen, ha az adott mintdban barmilyen egyéb komponens esetleg
zavaro tényezoként jelentkezne hasonl6 retencids idonél. A vizsgalatokhoz hasznélt eluensek és

vegyiiletek listaja a ,,Mellékletek” M2-es tablazataban talalhatd meg.
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4.3 Mintaelokeészités

A Q10 koenzim mintdk HPLC méréseinek mintaelokészitése a Vass és munkatarsai altal

kozolt publikacioban (2014) részletesen ismertetett.

Az energiaitalok HPLC méréseihez ultrahangos fiird6 (T2MODX; VWR, Radnor, PA,
USA) segitségével szén-dioxid mentesitettem a mintdkat 20 percen keresztiil. Ezt kdveten
50 ul-t higitottam 1600 pl-re desztillalt vizzel. A kiils6 kalibraciés mintasort hasznaltam a

koffein koncentraci6 meghatarozasara, amelyben a pontok rendre a kdvetkezoek voltak: 2,5; 5,0;

10,0 és 20,0 ppm.

Az FT-NIR mérések esetén a Q10 koenzim tablettdkat ddrzsmozsar segitsegével
megfeleléen elporitottam és homogenizaltam. Az energiaitalok mérése soran az ultrahangos

fiird6 segitségével gazmentesitett mintakbol 10-10 ml-t hasznéltam fel.

4.4 Klasszikus mérési modszerek
4.4.1 Schoorl moédszer

A Schoorl mobdszer az élelmiszerek cukortartalmanak egyik legelterjedtebb
meghatarozasi modszere, mely soran a redukalo cukrokat, illetve hidrolizis segitségével redukald
cukrokka leboml6 cukrokat lehet vizsgalni. A meghatarozast az OETI modszergytijteményének
ELK 4.009 szabvanya alapjan végeztem el. A meghatarozas megtalalhat6 szabvany (standard)
maodszerként a nemzetkdzi szakirodalmban is (Horovitz, 1975).

Az élelmiszer mintakban talalhat6 szénhidratokat tomény sosavas hidrolizissel bontjuk le
(68-70 °C vizfiird6), ezt kovetden 33 %-0s natrium-hidroxid oldattal semlegesitjik a mintakat. A
nem szénhidrat komponenseket derités segitségével tudjuk eltavolitani, amelyhez Carrez 1. és
Carrez 1l. oldatot hasznaltunk. A meghatarozas tovabbi Iépései egy titralasi folyamat részét
képezik. A mintat Schoorl A (CuSQO,) és B oldattal (NaOH, K,Na-tartarat) forraljuk, amely soran
az oldat kékes voroses szinlivé valik. A redukald cukrok a réz(IT)-ionokat natrium-hidroxid
jelenlétében réz(l)-ionna redukaljak. A lehiitott oldathoz 25 %-0s kénsavat és kalium-jodidot
hozzdadva a felszabadult jodot natrium-tioszulfat mérdoldattal halvanysarga szinig titraljuk,
majd keményitdoldatot hozzaadva a titralast teljes fehér szinig folytatjuk. A szénhidrattartalom
kiszamitasahoz szikséglnk van a reagens oldatok pontos réz(ll)-ion tartalmanak ismeretére,
ezért minden mérési sorozathoz egy-egy ,,vak™oldat titralasat is elvégezziik. A vak oldatra és a

mintakra mért fogyas-kilonbségek alapjan tapasztalati tablazat vagy empirikus képlet (Lasztity
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és Torley, 1987) alapjan torténik a minta cukortartalmanak kiszamitdsa. A mérés kimutatasi
hatara 0,1 g / 100 g.

Az energiaitalok cukortartalmanak meghatarozasa soran invert cukorra szdmoltam ki az
eredményeket, tekintve, hogy savas hidrolizissel invertaltam a mintakat. Az energiaitalokon csak
nagyon kevés esetben van feltintetve a konkrét vegyllet, gyakran valtoznak a cukor,
invertcukor, gliikdz stb. megfogalmazasok. Igy az értékek invertcukorra torténé megadasa egy

atlagos, jo kozelitésnek mondhato.

4.5 Kemometriai médszerek

A doktori munkam soran egy- és toébbvaltozos kemometriai eszk6zoket is alkalmaztam.
Az egyvaltozosak koziil a kiillonbozé paraméteres és nem paraméteres tesztek, példaul t-préba
vagy az el6jel (Sign) és a paros Wilcoxon-proba, valamint doboz-bajusz abrak hasznélata volt
gyakori. Ezeket tobbnyire a kiillonb6z6 Osszehasonlitdé elemzések soran alkalmaztam. Ezen
modszerek részleteire bovebben nem térek ki. A tobbvaltozos elemzések vilagaban azonban
szamos mintazatfelismeré valamint regresszids eljarést is alkalmaztam, amelyek viszont

részletesebb kifejtést is igényelnek a gyakori hasznalat és a sokkal specialisabb alapelvek miatt.
4.5.1 Fokomponens-elemzés (PCA)

A fékomponens-elemzés (PCA) (Wold et al., 1987) manapsag az egyik leggyakrabban
alkalmazott mintazatfelismerd eljaras, a népszertisége a 80-as 90-es évektdl kezdve toretlen.
Felligyeletlen tanitdsi mddszerként (a mintak csoportba soroldsat a modellépités sordn nem
hasznaljuk) nem hasznalhat6 tipikus osztalyozasi modszerként, de segitségével jellegzetes

mintazatokat, csoportosulasokat, esetleg kiugro értékeket is észlelhetlink.

A PCA egy dimenzidredukciés moddszer, alapelve szerint pedig az eredeti valtozok
(tulajdonsag vektorok, amelyek lehetnek pl. spektrum hullamszamok, koncentracié értékek stb.)
linearis kombinaci6jabol 0j ,latens” valtozokat hoz létre. Masképp megfogalmazva, az eredeti
adatmatrixunk két matrix szorzatira bonthatdé fel: a fékomponens (T) és fékomponens-
egyutthatd (P) matrixokra, amelyek ortonormaltak (vagyis egységnyi hosszlak és egymasra

merdlegesek).

A két matrix mellett egy hiba matrix (E) is felirhatd, melynek értéke nulla, ha az 0sszes

fokomponens és fokomponens-egyitthatd vektort kiszamoljuk. A 4. &bra az elébbi felbontast
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szemlélteti. A fokomponensek ugy jonnek létre, hogy azok a lehetd legjobban leirjak az

adatainkban rejld varianciat. A PCA alapegyenlete a kovetkezoképp irhato fel:
(12) X=TP +E,

ahol X az eredeti mintamatrix, T a fékomponens-, P’ a fékomponens-egyutthatd matrix

transzponaltja és E a hibamatrix.

m 1 m 1 m 1 m m
P’; P’, P’,

Pl

4. dbra: A fékomponens-elemzés elvi séméaja (Geladi and Kowalski, 1986)

A fékomponens-elemzés soran elsé 1épésben az adatmatrixot vagy standardiz&ljuk vagy
centraljuk attol fiiggéen, hogy korrelaciés vagy kovariancia matrixbol akarjuk kiszdmolni a
fokomponenseket. Ilyenkor az adatainkat beskalazzuk a valtozok altal leirt koordinata rendszer nulla
kozéppontjaba (nulla kozeplivé). A fékomponens értékek a mintakra (a valtozok hibainak
négyzetosszegének minimalizaldsaval) legjobban illeszkedé egyenesre (fokomponensre) vetitett pontok
nullatol valo tavolsaga. A fokomponens-egyiitthatd értékek pedig a fokomponensnek az eredeti
véltozdkkal bezart szogének koszinusz értékei a korrelacios matrix elemzése esetén. A fékomponensek
kiszamitadsa a modern szamitogépes eszkdzok birtokdban néhany masodperc alatt megtorténik. A
fékomponensek a fékomponens-egyltthatokkal paronként, az iterativ NIPALS (nem-lineéris iterativ
parcialis legkisebb-négyzetek) algoritmussal szdmolhatok ki. A fékomponens-egyitthatékhoz tartozik
egy magyarazott variancia érték (sajatérték) is, ami azt mutatja meg, hogy az adott fékomponens hany
szazalékat magyardzza az adatkészlet teljes varianciajabol. Minél nagyobb ez az érték, annal
fontosabbnak, annal ,,hasznosabbnak™ tekinthetd az adott fokomponens. Természetesen ettdl fiiggetlen
adodhatnak olyan egyedi flkomponensek is, amelyek alapvetéen csak egy adott valtozdval fliggnek
0ssze, igy ezekre kiilon figyelmet kell szentelni, mivel gyakran pont az ilyen fékomponensek hasznalata

(kombinacitja) adja meg a valaszt az adott problémara.
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A modellhez szlikséges latens valtoz6-, avagy a fékomponens szdm meghatarozasra tobb
lehetdségiink is van. Lehet hasznalni hegyomlds abrat, ahol a fékomponenshez tartozo sajatértékek
vannak abrazolva a fékomponens szam fiiggvényében. Ahol toréspont latszik a gorbe lefutdsaban, annyi
komponenst kell megtartani a modellben. De vannak egyéb meghatarozasi modszerek is, példaul a
sajatérték nagyobb, mint egy kritérium, vagy a fékomponensszamot a magyarazott variancia bizonyos
szazalékaban is rogzithetjuk.

A foékomponens-elemzés gyakran elézetes eszkéz a valtozok szamanak csokkentésére, igy
alkalmazhat6 olyan esetekben, amikor a tdl sok valtoz6 miatt nem hasznélhatunk egy adott modszert.
Ennek megfelelden a doktori munkam soran is szinte minden témakdorben eldkeriilt a hasznalata. A PCA-
val kapott eredmeényeket és specialis bedllitdsokat az adott téma eredményeinek bemutatasa soran

részletezem a sziikséges abrakkal szemléltetve.
4.5.2 Hierarchikus furtelemzeés (klaszter analizis, HCA)

A hierarchikus flrtelemzés a PCA-hoz hasonléan egy felugyeletlen tanitasi mintazat
felismeré eljaras (Hastie et al., 2001b; Otto, 1999). Egy rendkiviil egyszeri és illusztrativ
modszer, amit nem csak a kémia, de a tudoméany mas teriiletein is eldszeretettel alkalmaznak.
Tobbnyire a PCA-val egyiitt alkalmazzak, a kapott eredményeknek egymassal torténd
megerdsitésére (Melgarejo-Sanchez et al., 2015). Hasznalata sordn a valtozok vagy vizsgalt
tulajdonsagok kozotti kapcsolatok kiilonb6zo tavolsagmértékeken (mintak vagy modszerek
kozott vizsgalva) és kotddési szabalyokon alapulnak. A mintédkat vagy valtozokat ezen szabalyok
alapjan csoportokba rendezzik. A kétédési (kapcsolasi) szabalyok adjak meg a csoportok kdzotti
tavolsdgok szdmoldsanak madjat, mig a tvolsdg metrikdk megadjak a mintdk vagy modszerek
kozotti  tavolsagokat (csoporton belll). Ez utébbi lehet pl. Euklidészi-, Minkowski-,
Mahalanobis- vagy Manhattan tavolsag. A kapcsolodasi szabalyra alkalmazhatjuk az egyszerii-,
Osszetett-, teljes- vagy Ward modszert. A flirtelemzés hatranya, hogy a kiilonb6z6 kapcsolodasi
szabalyok ¢€s tavolsag mértékek gyakran eltérd eredményekhez vezetnek. A legjobb gyakorlat, ha
tobbféle kombinaciot is kiprobalunk és a végs6 dontésiinket igy alapozzuk meg egy mintazattal
kapcsolatban. A leggyakrabban hasznalt tavolsagmérték és kapcsolodasi szabaly az Euklidészi

tavolsag alkalmazasa a Ward modszerrel.

A doktori munkadm sordn a flrtelemzest az antioxidans kapacitdsi modszerek
dsszehasonlitasara hasznaltam, amikor az elébbiekben emlitett kombinacidt alkalmaztam.

Tovabbi részletek az ,,Eredmények” fejezet megfeleld részében taldlhatoak.

36



10.14751/SZIE.2017.013

4.5.3 Linearis diszkriminancia elemzés (LDA)

A lineéris diszkriminancia elemzés a nagyon hasznos €s jol ismert osztalyozasi modszer,
melyet a felligyelt tanitdsi mintazatfelismerési modszerek kozé sorolunk. Ennek értelmében a
mintak csoportba sorolasat eldzetesen ismerni kell, és ezt az informaciot a modellépités soran fel
is hasznaljuk. Hasonloképp dimenzidcsokkentd technika, mint a fokomponens-elemzeés, viszont
ebben az esetben kanonikus valtozdkat generdlunk az eredeti valtozokbdl (hasonléan latens
valtozok). A mintak csoportjai koré ellipszisek (vagy hiperellipszioidok) huzhatok, amelyek
meghatarozzak a csoportok altal behatarolt teret, a diszkriminal6é fuggvény pedig egy egyenes
(vagy hipersik) altal adhaté meg, amely az ellipszisek metszéspontjaiba huzhat6. Az LDA
algoritmusanak Iényege, hogy a csoportok varianciai azonosak. N csoport esetén a kanonikus
valtozok szdma N-1. Az LDA alapelvet jol szemleéltetik az 5. dbréan lathato ellipszisek (Hastie et
al., 2001c).

5. &bra: A csoportok kdzotti hatarvonalak (diszkriminalé fuggvények) és ellipszisek

A modellépités soran sokféle lehetdségiink van a fontos és kevésbé lényeges valtozok
kiszlirésére. Ilyen modozatok lehetnek a teljes valtozoszadm (,,all effects”), a 1épésenkénti valtozod
hozzaadéas (forward stepwise), a lépésenkénti valtozo torlés (,,backward stepwise”) vagy a
legjobb alrendszer (,,best subset™) kivalasztasa. A teljes valtozoszam valasztasa esetén gyakran
utkozhetlink tulillesztésbe. A linearis diszkriminancia elemzésre és ezzel egyutt minden felligyelt
tanitast mintazatfelismerési eljarasra igaz, hogy a modellek validaldsdra megfelelé hangsulyt
kell fektetni, hogy az eredmények a modell elérebecslé képességét mutassak, ne pedig egy
mesterségesen létrehozott, taloptimalt modellt. Célszerli a randomizacios teszt hasznélata a

modellek talillesztésének vizsgalatara..

Az LDA mddszert a doktori munkam energiaitalokra vonatkozé részében hasznaltam. A

részleteket az ,,Eredmények” fejezetben fejtem ki bévebben.
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4.5.4 Parcialis legkisebb-négyzetek modszere (regresszié és diszkriminancia elemzés)

A parciélis legkisebb-négyzetek modszerét (PLS) alapvetden regresszios modszerként
tartjdk szamon, amely csak annyiban kilénbozik a diszkriminalé PLS-t6l, hogy az y fiiggd
valtozo folytonos vektorkent referencia, mérési eredmenyeket tartalmaz, vagy csoportositast. Ez
utobbi esetén beszélliink PLS diszkriminancia elemzésrdl (PLS DA vagy DPLS). A PLS modszer
egyike a leggyakrabban alkalmazott tobbvaltozos kemometriai mddszereknek. Alapjaban
hasonlé a tobbvaltozds linearis regresszidhoz (MLR), tekinthet6 akar az MLR altalanositasanak
is. A PLS egyik nagy elénye az MLR technikdaval szemben, hogy olyan esetekben is
alkalmazhatd, amikor tébb valtozonk van az adatkészletben, mint mintank (ilyenkor az MLR

megoldas azonossagra vezet).

A PLS alkalmazasa soran az X fliggetlen és Y fliggé valtozd kozotti kapcesolatot deritjiik
fel. Ez a kapcsolat lehet kiilsé és belsd tipusu is. A kiilsé kapcsolat felirdséhoz PLS
komponenseket hozunk 1étre hasonlé méddon, mint a fékomponens-elemzés soran, csak kilon-
kilén az X illetve Y matrixunkra. Az eredeti matrixok felbonthatok a T és U matrixokkal jelzett
PLS komponensekre, valamint a P’ és Q’ matrixokkal jelzett PLS komponens-egyutthatd
matrixok transzpondltjaira. A PLS komponensek szintén linearis kombinacidval jonnek Iétre az
eredeti valtozokbol. Ezen kiviil a hiba matrixok (E és F) is hozza adodnak, amelyek értéke nulla,
ha az 6sszes PLS komponenst felirjuk. Ezt a folyamatot jol szemlélteti a 6. abra. A PLS modszer
aj, rejtett, ,,latens” valtozokat (T és U) hasznalja az Y értékek elérebecslésére (Brereton et al.,
2014). A belsé kapcsolat alapja a regresszios koefficiens (b), amely segitségével a T és U
matrixok kozotti dsszefliggés megadhatd. A regresszios koefficiens az u és t vektorok altal

abrazolt pontokra hizhat6 egyenes meredekségével (tana) egyezik meg.
(13) @ = byty
(14) by = uptn/thty

ahol 7 a becsilt (kozelitett) PLS komponens érték, t az X matrixhoz tartoz6 PLS komponens

vektor, u pedig az Y matrixhoz tartozé PLS komponens vektor.
Végiil a kombinalt kapcsolat a két elobbi alapjan a kovetkezoképp irhaté fel:
(15) Y=TBQ'+F,

ahol T a PLS komponens matrix, B a regresszios koefficiensek matrixa, Q* a PLS komponens

egyutthatd matrix és F a hibamatrix.
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6. dbra: A PLS alapelvének grafikus abrazolasa
A matrixok esetében n a mintaszamot, m a valtozdszamot, a pedig a PLS komponensek szamat

jelenti. A regresszids koefficiensek jelolése b-vel torténik (Geladi és Kowalski, 1986).

A bels6 és kiilso kapcsolatok alapjan a NIPALS algoritmus segitségével a két blokk PLS
komponens vektorait kicserélhetjiik, amellyel a bels6 kapcsolaton javithatunk. Ehhez bevezetésre
kerll egy w sulytag, amely a t és u vektorok kdzotti korrelaciot maximalizélja. A PLS mddszer,
legyen sz0 regressziorol vagy diszkriminancia elemzésrél, rendkivil konnyen megérthetd a

Geladi és Kowalki méltan hires publikacidjabol (1986).

A PLS modellépitések soran a latens valtozok szama egy igen fontos paraméter. A PLS
komponensek szama megadja a modell dimenziojat, és a legtébb esetben nincs szilkség az dsszes
PLS komponens felhasznalasara a modellépitéshez. Ha tul keveset valasztunk alulillesztett lesz a
modell, ha tdl sokat, talillesztetté valhat. A modell komplexitasanak novekedésével egyiitt n6 a

becslési hiba, viszont csokken a modell hibaja.

A megfeleld komponens szdm kivalasztdsa tobbféle modon torténhet. Gyakran
alkalmazott az RMSECV vagy R? alapjan torténd kivalasztas, amikor szoftvertsl és modszertsl
fliggden valaszthatjuk a PLS komponens szam fiiggvényében kapott gérbe lokalis vagy globalis
minimumat is. Szintén haszndlhato a PRESS, azaz az elérebecslési hiba négyzetosszege,
amelynek a PLS komponens szam fiiggvényében vald abrazolasakor ismételten a gorbe
minimumat kell megkeresni. A latens valtozdk Kivalasztasnak igen Kiterjedt szakirodalma van,
amelyben talalhatunk kevésbé elterjedt de hasznos verzidkat is, ilyen pl. a randomizacios teszt,
az érzékenység korrekcio vagy a sajatértékek alapjan torténé valasztas (Bro et al., 2008; Wiklund
et al., 2007).
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A PLS segitségével diszkriminancia elemzést is végezhetiink (PLS DA), amelyre szintén
szamos példat talalhatunk a szakirodalomban, viszont a véletlen osztalyozas novekvod
valoszinliségét mindig szem el6tt kell tartani ilyen esetekben (Barker és Rayens, 2003; Kjeldahl
és Bro, 2010).

A PLS modszer alkalmazasa a doktori munkdm majdnem minden témakorében eléfordult
vagy regresszios maodszerként (PLSR) vagy diszkriminancia elemzésként (PLS DA). A PLS
elemzések soran alkalmazott specialis paramétereket és beallitasokat a hozzajuk tartozé abrakkal
egyltt az eredmények részben szemléltetem.

4.5.5 Véletlen erd6 modszere (Random forest, RF)

A véletlen erdd6 moédszere a rekurziv felosztason alapulé moédszerek korébe tartozik,
melyek regresszids és osztalyozasi feladatokra is kivaléan alkalmazhatéak. A fa alapu
modszerek alapelve, hogy binaris osztalyozasokat hozunk létre a csomopontjain keresztill,
vagyis a kiinduldskor még egy csoportba tartoz6 teljes mintakészletbdl minden csomopont esetén
egy eredeti valtozo beallitott (limit) értéke alapjan igen/nem kérdéseket teszink fel, amely

segitségevel el tudjuk donteni, hogy az adott minta melyik csoportba kerdljon.

A véletlen erdd modszere azzal fejlesztette tovabb ezt a gondolatmentet, hogy nem csak
egy, hanem rengeteg fat épit fel az osztalyozas becsléséhez. A végsO osztilyozas a fa
szekvenciak koOzotti szavazassal dol el. A véletlen erd6 modszerének betanitd (training)
algoritmusa egy 4ltalanos hasznalt agglomerald ,,bagging” technikat alkalmaz. A megalkotott fak
kulon-kiilon gyenge eldrebecslési képességiiek lennének, de egyiitt ,,zenekarként” mar képesek

megfeleld becslést 1étrehozni (Breiman, 2001).

A véletlen erd6 modszerének két f6 paramétere, amit optimalizalni kell a modellépités
elott, a tulajdonsagvaltozok szama és a fak mennyisége. A doktori munkam soran ezt Ugy
valasztottam ki, hogy alapesetként kivalasztottam azt a legkisebb valtozészamot, ahol a helyes
osztalyozasi szazalék (CC %) nem valtozik lathatéan Gjabb valtozok bevonasakor (a CC %
gorbéje egy telitési (platd) allapotot ér el). A fak mennyiségének megvalasztasa ezt kovetden
tortént a mar kivalasztott tulajdonsagvaltozdé szam mellett az elébbiekhez hasonldé moddon.
Reészletesebb leiras a modszer hasznalatardl és annak eredményeir6l az ,,Eredmények” fejezet

energiaitalokra vonatkozo részénél talalhato.
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4.5.6 Fejlesztett fak modszere (Boosted tree, BT)

A fejlesztett fak modszerét eredetileg osztalyozési problémakra talaltak ki, majd késébb
Kiterjesztették regresszios feladatokra is. Alapelvét tekintve hasonlé az RF modszerhez, itt is
szamos binaris fat hozunk létre: a fak csomdpontjaiban kétfelé vagjuk az adott valtozot. Minden
egyes lépésben létrejon a ,fejlesztés”, amely eredményeképpen az adatok (legmegfeleldbb)
részekre bontasa megtorténik. A referencia értékekt6l (csoportositastol) vald eltérések, illetve
hiba értékek kiszamolasat is elvégezziik. Ez teljesen egyértelmii a regressziés mod esetén, az
osztalyozasi feladatoknal a kovetkezd 1épések torténnek: a csoportok szamanak megfeleléen
felosztjuk az adatkészletet alcsoportokra, majd logisztikus transzformacio segitségével
kiszamoljuk a sulyozott félreosztalyozasi hibékat az alcsoportok szamara (fejlesztési l1épés), majd
veégul a teljes félreosztalyozési szazalékot is (Hastie et al., 2009). Nagyon fontos tulajdonsaga a
fejlesztett fak modszerének a mintak sllyozasa aszerint, hogy melyik mintat milyen nehezen

tudja osztalyozni: a félreosztalyozott minték biintetd sulytagot kapnak az egyes 1épésekben.

A sztohasztikus gradiens fejlesztés esetén minden egyes fa véletlenszeriien kivalasztott
mintdkra ¢épiil fel a teljes adatkészletbdl (betanitd halmaz). A véletlenszeri kivalasztas
modellépitésbe vald bevonasa erds véddeszkdzként miikodik a talillesztés kockazata ellen (mivel
minden fa kiilonb6z6 mintacsoportok segitéségével épiil fel és alkotja meg a végsd modellt). A
fejlesztett fak algoritmusa részletesen megtalalhatd Hastie és munkatarsai altal irt konyv ide

vonatkoz6 fejezetében (Hastie et al., 2009).

A doktori munkam soran az energiaitalok témakdrében alkalmaztam ezt a médszert, az
ekkor hasznélt optimalizalasi lépéseket a fejlesztett fak mddszeréhez az ,Eredmények”
fejezetben targyalom.

4.5.7 Véltozdkivalasztési eljarasok

A valtozdkivalasztasi eljarasoknak jelentds szerepe van mind a regresszids mind pedig az
osztalyozasi modellek megalkotasakor. A szakirodalomban a ndvekvd adatmennyiségek (,,big
data”) kezelhetové tétele miatt egyre tobbféle mddszert talalni a modellepitéshez sziikséges
valtozok kivélasztasara. FT-NIR spektrumok elemzésekor sok esetben Gtkézunk abba a
problémaba, hogy a teljes spektrum annyi folésleges informaciot (zajt) tartalmaz, hogy a
becslésiink eltorzul, nem kapunk megfeleléen hasznalhaté modelleket. Az ilyen esetekre nyu;t
kivalo megoldéast a valtozokivalasztasi eszk6zok hasznalata. Segitséglikkel adott algoritmusok
alapjan kivalaszthato az a néhany tiz-szaz valtozo tartomanya, amely a modellépitéshez

szllkséges informacidkat tartalmazza. Andersen és Bro (2010) tanitdé cikke részletesen és
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kozérthetden azt taglalja, hogy a spektralis adatok feldolgozasa soran milyen eszk6zok vethetdek
be, és hogyan. A cikkben megfogalmazott gondolatok szerint a valtozdkivalasztasi modszerekkel
nem csak a modelliink josagat tudjuk novelni, de ezzel egyitt kdnnyebb/jobb értelmezhetéséget
kapunk, valamint csokkenteni tudjuk a kisérleti koltségeket is. Természetesen, mint minden
kemometria mddszer, a valtozokivalasztas sem képes csodat tenni, tehat ha a koncentracio és
hullamszémok kozo6tt nincs semmilyen dsszefuigges, a valtozok kivalasztasaval sem fog mitkodni
a modellépités. Nagyon fontos Kitérni arra is, hogy a valtozOkivalasztasi eljarasokat a
spektrumok ¢€s egyéb adatkészletek esetén is az adatel6kezelési 1€épések utan kell megtenni. Két
fajtajat kalonboztethetjik meg: i) a valtozd csokkentést (allandd, variancia nélkili valtozokat
vagy erésen korrelalt valtozokat tavolitunk el a kiindulasi X matrixbdl) és ii) az adott v,
referencia valtozéhoz (Y valtozdkhoz) vélogatunk leird és Iényegi (relevans) valtozokat (ez

utobbi a feltgyelt tanitasa valtozdkivalasztas).

A valtozok kivalasztasara egy konnyli és gyors ut a regresszids koefficiensek (b)
hasznalata. Azokat a valtozokat, amelyekre vonatkozd b érték nem szamottevé (nem kiilonbozik

szignifikansan a nullatél), méltan elhagyhatjuk az adatkészletbdl.

Az el6bbinél kissé komplexebb megoldas a valtozo-fontossag paramétere (VIP érték). Ez
az érték megmutatja, mennyi a hozzajarulasa a valtozénak az X és Y kozotti 6sszefiiggéshez. Ha
a VIP érték kisebb, mint egy, a valtozd elhanyagolhat6. Vigyazni kell viszont vele, mert sok
esetben egy-egy valtozd meghagyasa a korrelalt spektrumban rosszabb eredményhez vezethet.
Az el6bbi ok miatt érdemes a valtozokat csoportosan, savszerlien szelektdlni, mintsem
egyesével. Az alapelv szerint el0szor a legkisebb VIP értékii tagokat tavolitjuk el, majd addig
folytatjuk, amig a modelliink fejlodik.

A szelektivitdsi ardny (SR) esetében, a valtoz6 magyarazott variancidja és a rezidualis
hiba értéke kodzotti aranyt adjuk meg (Rajalahti et al., 2009). Minél nagyobb a szelektivitasi

arany értéke, annal fontosabb az adott valtozo.

Az intervallum PLS regresszio (iPLS) szintén kivalo valtozokivalasztasi eljards. Ez az
egyik legaltalanosabb valasztas, foként a spektrum adatkészletek esetén, mivel a spektrumok,
ahogy mar kordbban emlitettem, erdsen korrelalt adatkészletek. igy a valtozd ,,ablakok”
hasznalata sokkal jobb lehetéség, a valtozok egyenkénti vizsgalatanal (Di Anibal et al., 2011,
Kristensen et al.,, 2010; Ngrgaard et al., 2000). Ekkor a véltozokat azonos nagysagu
intervallumokra bontjuk fel (térténhet manualisan is), majd a valtoz6 szegmensekre kilon-kilén
elvégezziik a PLS regressziot. A megfeleld intervallum(ok) kivalasztasa torténhet RMSECYV, R?
vagy Q° értékek alapjan. Tobbféle felosztassal is érdemes elvégezni az eljarést, jellemzéen 10,
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20 vagy 40 részre vald felosztas tekinthetd altalanosnak (Andersen és Bro, 2010). A 1épésenkénti
valtozé kivélasztas (forward selection) az iPLS esetén is alkalmazhatd, csakugy mint a
Iépésenkénti valtozo torlés (backward elimination). A tovabbi modellépitéshez a legkisebb
hibaval vagy legnagyobb R? értékkel rendelkezd intervallumok tekintheték a
legkedvezdbbeknek.

A genetikus algoritmus (GA) egy globalis minimumkeresé eljaras, amely viszont
kozeliteni tudja csak a globalis minimumot. Az alapelve szorosan kothetd a genetikahoz és
annak miikodéséhez. Hasznalhaté a minél jobb modellhez sziikséges valtozok kivalasztasara is.
Ehhez t6bb generacion keresztiil kombinalodnak, mutaldédnak a valtozo ,,alegységek” (egyedek).
A kezdd 1épésben kivalasztjuk a populdcié méretét, amely altalanossagban 20 és 500 egyedszam
kozotti érték (Andersen és Bro, 2010; Leardi, 2007), valamint az egyedekhez tartoz6 valtozok
mennyiségét is (véletlenszerl kivalasztas). A kovetkezd 1épések a reprodukcio, keresztezddés és
mutacid. A folyamat addig ismétlédik, amig egy ,,ledllasi kritérium” meg nem allitja. Ilyen
kritérium lehet, ha eléri a kereseési fazis a célfuggvény minimumat, de lehet példaul a generacio
szam felsd korlatjanak elérése vagy az eldre meghatirozott szamolasi id6 is. A genetikus
algoritmus szintén hasznalhato valtoz6 ,,ablakokkal”. A PLS Toolbox szoftver (Eigenvector

Research Inc., USA, 7.0.3 verzio) esetén ez az ablak maximum 50 véaltozot tartalmazhat.

Osszességében elmondhat6 a valtozokivalasztasi eljarasokrol, hogy soha nem art, ha
tobbfélét is kiprobalunk a modellépités soran, valamint az is, hogy a ,,klasszikusnak” tekinthetd
modszerek gyakorlatilag szoftverfuggetlenek. A genetikus algoritmus az iPLS-hez viszonyitva
mindenképpen szamitésigényésebb. Bar hasznalatival javithatunk a modelleken, énmagaban
nem épithetiink vele modellt.

A VAaltoz6 szelekcids eljarasok a Q10 tartalmu étrendkiegészitOk vizsgalatanal kaptak

nagyobb szerepet, a modellépitések soran tovabbfejlesztettem a szelektivitasi ardny modszerét.

4.5.8 Rangsorolas és dsszehasonlitas
4.5.8.1 A vevo-miikadtetd jelleggorbék (ROC girbék)

A ROC gorbék (receiver operating characteristic curves) sajatos angol nevének eredete a
I1. vilaghabor( idejére nydlik vissza, amikor katonai radarokndl egy ellenség-sajatgép felismer6
rendszert (ellenséges objektumok felismerése a harctéren) dolgoztak ki. A ROC gorbe hasznélata

ezt kovetden els6ként az orvostudomany és a pszichologia teriiletén honosodott meg (Hanley és
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McNeil, 1982; Metz, 1978), majd késébb a gyogyszerkutatas €s igy a kémia teriletére is teret

nyert.

Tételezziik fel, hogy D egy folytonos binaris osztalyozé valtozo; az osztalyok pedig + és
— értékekkel vannak kdédolva. Szeretnénk megbecsiilni annak a valdsziniiségét, hogy a minta az
1. csoportba (mas szoval a pozitivba) tartozik-e. Mi az a D korlat, ami fol6tt a mintat pozitivnak
tekinthetjuk? Minden D ertékre kiszamoljuk a tényleges pozitivak aranyat (true positive rate,
TPR), amely a helyesen osztalyozott pozitiv mintdk aranya a teljes pozitiv csoporthoz képest;
hasonlokepp kiszamoljuk a hamis pozitivak aranyat (false positive rate, FPR) is, amely a
hamisan negativnak osztalyozott mintak aranya az ¢sszes negativ mintahoz képest. A ROC,
avagy a vevo-mikodtet6 jelleggérbe megalkotasakor a TPR értékeket abrazoljuk az FPR értékek
figgvényében minden egyes korlat értékre nézve csokkend sorrendben, amely
végeredményeként egy monoton névekvé gorbét kapunk ami (0;0)-t6l (1;1) koordinatéig halad,

ahogy a 7. dbran is lathato.

A ROC gorbék abrazolasakor a (0;0)-tdl (1;1)-ig terjed6 diagonalis a véletlenszerii
osztalyozast szimbolizalja: azok a modszerek vagy modellek, amelyek ROC gorbéje az atlo felett
huzodik, jobbak a véletlen osztalyozasnal, az atlé alatt huzodok pedig rosszabbak. igy a ROC
g0rbe egy gyors vizualis 6sszehasonlitast tud adni mddszerek, vagy modellek josagarol. A ROC
gOrbék teljesitmény paramétereként a gorbe alatti teriiletet (AUC érték) szokas hasznalni. Az
AUC érték 0 és 1 kozott valtozhat, de szazalékban is szokas kifejezni. Hanley és McNeil (1982)
publikaciojukban bebizonyitotta, hogy az AUC érték megegyezik a Mann-Whitney-Wilcoxon
statisztikaval (U-teszt). Az AUC értékek variancigjanak kiszdmoldsa DelLong és munkatérsai
(2016) nevéhez kothetd. A ROC gorbék illesztésére szamos modszer 1étezik a szakirodalomban,
de kevésbeé elterjedtek, mint az AUC értékek alapjan torténé ROC gorbe illesztés, amely Hanley
és McNeil (1982) munkassagahoz, illetve Nicholls (2014) nevéhez kothetd:

1-AUC

(16) Y = X auc

A 7. abran lathat6 illesztett ROC gdrbéket szintén a Hanley formula segitségével illesztettem
meg. Az eredeti ROC gorbével Osszehasonlitva, az illesztett gorbék nem lépcsdzetesek, viszont

ettdl fiiggetleniil tokéletes és gyors eszkdzt biztositanak a vizualizacidhoz.
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7. abra: A tényleges pozitivak aranya abrazolva a hamis pozitivak aranyanak figgvényében
Az eredeti ROC gorbét fekete vonallal jeloltem, valamint kiilonbozé gérbe alatti teriilet (AUC)
értékeknél kiszamolt (Hanley-formula) gorbék is fel vannak tlntetve példaként. A véletlenszerii

osztalyozas (amely az atlé is egyben) fekete szinnel van jel6lve.

A ROC gorbék megalkotasahoz segédletként talalhato egy éabra a ,Mellékletek”
részeként (M3). A doktori munkam sordn megalkottam a ROC gorbék tovabb fejlesztett
valtozatat a kiilonbozé mintazatfelismerési modszerek Osszehasonlitasara, amelynek részleteit az

Eredmeények fejezetben targyalom.

4.5.8.2 Rangszam kildnbségek abszolut értéke dsszegének modszere (SRD)

A rangszamkulonbségek abszolut értékének 6sszege roviditve SRD (Héberger, 2010;
Kollar-Hunek és Héberger, 2013) egy Uj, altalanosan is hasznalhat6 mddszer a modellek,
modszerek sth. dsszehasonlitasara (Moorthy et al., 2015; Nowik et al., 2013). Hasznalata soran
az adatmatrixban a mintak a sorokban a modellek (valtozok) pedig az oszlopokban helyezkednek
el. Sziikség van referencia oszlopra is, amely lehet konkrét referencia értékeket tartalmazo is, de
ennek hidnyaban a sordtlag, minimum vagy maximum érték is hasznalhaté az adatkészlettdl és
feladattol fliggden. Els6 lépésként a mintdkat minden oszlopban (beleértve a referencidt is)
rangsoroljuk novekvd sorrend szerint. Ezt kovetéen a referencia oszlop és a modellek
(mddszerek) rangjai kozotti kulonbséget adjuk meg. Végul a kulonbségek abszollt értékeit
0sszegezzik minden véaltozora (modellre) nézve, igy azok dsszehasonlithatéakka valnak. Minél

kozelebb helyezkedik a nullahoz az adott madszer vagy modell SRD érteke, annal kdzelebb van
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a referencidhoz, azaz anndl jobbnak tekinthetd. Az SRD moddszer validalasa randomizacios
teszttel és kereszt-cllendrzéssel (7-részre osztott vagy 14 minta alatt esetben egy elem

kihagyasos modszerrel) torténik. A 8. abra megfeleléen szemlélteti az SRD értékek
szamolasanak meneteét.

Az SRD mddszer végeredményekeppen kapott abran az SRD értékek mellett egy Gauss
gorbe (vagy ahhoz hasonlo elméleti gorbe) is talalhatd, amely a véletlenszeri rangsorolast
mutatja. Azok a moddszerek, amelyek a Gauss gorbével atfednek, nem tekinthetéek jobbnak a
véletlenszdmok altal végzett rangsorolasnal; viszont jol jelezhetik a referenciatdl valo

kiillonbozdséget.

Az SRD modszert a doktori munkam soradn az antioxidans kapacitasi maodszerek,
valamint a Q10 koenzim tartalmd étrendkiegésziték hatoanyagtartalmanak becslésére alkotott

modellek 6sszehasonlitasara hasznaltam.

n
virldlv2r2 d2 e R IR
>
. ; di=rl-q1,r1-Gp MGy
Killonbsegek | d=r2,-q,,r2,-05,...,r2,-0y,
kiszamolasa :
m
d,=rNy-0pp, My=Goyee, M-y .
Referencia hozzaadasa _ Z Rangszam
SRD=|z)|  |Z2] 4| yiilonbségek
virl v2r2 ---- R rR .
nR m Gsszege (SRD)
rl; r2, EA SRD(v1)=};2,Ir1; — q;l
Rangsorolas rl, r2, m SRD(v2)= ?;ﬂ?”zi - q;l
—_— rl, r2, [ g3
é é SRD(vn)=Y". |rn; — g;
m m [l (72 E ( ) Z;-]l i Ch|
SRD értékek: |Z:]Z,] |2
v = viltozd
R = referencia
r=rang

8. abra: Az SRD ertekek kiszdmitasa
A matrixok esetében n a valtozo szamot, m pedig a mintaszamot jel6li. A kiillonbségek
kiszamitasanal a v megfelelo szamozdssal ellatva jeloli az adott valtozokat, mig r a hozza tartozo
rangszamokat, R a referencia jel6lése, d a kiilénbségeket és z pedig a kiszamolt SRD értékeket

jeloli.
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4.5.8.3 Altalanositott par-korrelacios modszer (GPCM)

A pér-korrelacios modszer hasonléan az SRD-hez, szintén egy konnyl és gyors utat
jelent mddszerek vagy modellek (tulajdonségok) kozaétti rangsorolésra és kivalasztasra (Héberger
és Rajkd, 2002; Rajko és Héberger, 2001). A kulénbség, hogy a GPCM az SRD-vel szemben
tavolsag fuggetlen, viszont ugyandgy nem paraméteres (robusztus) modszer. A GPCM technika
csak az Y kiugro értékekre erzékeny. A kiindulasi matrix ugyanolyan elrendezésii, mint az SRD
modszer esetében, tehat a mintdk a sorokban, a valtozok (tulajdonsagok) az oszlopokban
helyezkednek el. Szintén sziikség van egy referencia oszlopra is az 6sszehasonlitads soran. A
valtozok az Osszes kombinacids lehetéséget kihasznalva paronként kertilnek 6sszehasonlitésra.
Az 0Osszehasonlitasoknak haromféle kimenetele lehet: gydztes (ha az egyik valtozd az
Osszehasonlitott parbdl jobban ,korreldl” a referenciaval, mint a masik), vesztes (ha az adott
valtoz6 az 6sszehasonlitott parbol kevésbé korrelal a referencidaval, mint a masik) és dontetlen
(ha egyik valtozo se jobb vagy rosszabb szignifikdnsan a masiknal). Az eredmények alapjan a
valtozokat, médszereket, modelleket haromféle mdodon lehet rangsorolni: egyszerli rangsorolas (a
gy6zelmek szama szamit csak), kiilonbségi rangsoroléds (kiszamoljuk a gy6zelmek és vesztések
kilonbseget), szignifikans rangsorolas (a kulonbség rangsorolési valdszinliséggel stlyozott
valtozata). Kiilonboz6 szelekcios kritériumok koziil valaszthatunk az elemzés soran, amely lehet
a , feltételes egzakt Fisher proba” (Conditional Fisher’s exact test), a McNemar proba, a x>-proba
vagy a Williams t-préba. Az utébbiak kdzil egyedil a Williams t-préba paraméteres.

Az SRD és a GPCM hasznalatahoz is specialis programokat fejlesztettek, amelyet MS
Excel segitsegével lehet hasznalni. A doktori munkadm sordn a GPCM mddszert kimondottan az

antioxidans kapacitas meghatarozasi technikak dsszehasonlitasara hasznaltam.
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5. EREDMENYEK

5.1 Kemometriai médszerfejlesztések

A kemometriai modszerfejlesztéseimet az eredmények elsé szakaszaban mutatom be,
mert a tovabbiakban a kiilonb6z6 vizsgalatoknak szerves részét képezik ezek a modszerek. Az

alkalmazasukra az egyes adatkészletek értékelésekor kilon ki fogok térni.
5.1.1 Uj valtozdszelekcios modszer létrehozasa — az intervallum szelektivitasi arany (iSR)

A mobdszer alapotletét, a szelektivitasi ardny mddszert, Rajalahti és munkatérsai
(Rajalahti et al., 2009) dolgoztak ki. A cikk szerz6i szerint ez a modszer megfeleld indikator a
valtozokivalasztasra. A szelektivitasi arany minden egyes spektrum valtozdéra kulon-kilén

szdmolando ki a kovetkezd egyenlet szerint:

(17) SRL = Vexp,i/vres,i , ahol i = 1, 2, 3...m.

A v,y megfeleltethetd a magyarazott variancidnak (R?) és a v, pedig a reziduélis variancianak
(SEC). Az i a valtozdk szamat jelenti. A szelektivitasi ardny dimenzidja igy reciprok
koncentracié négyzet lesz, de ez a hasznalhatésagat nem befolyasolja. Az eredeti egyenletet
némiképp meg kellett véltoztatni az ,,intervallumositas” miatt: a nevezdbe egy négyzetgyok
figgvényt (RMSEC) még beillesztettem. Ez a hozzaadas (mint egyszerti algebrai transzformacio
ugyanugy, mintha osztéast hasznalnank ugyanazon szdmmal végig) nem valtoztat a tendenciakon,
amelyeket igy meg tudunk figyelni. A modositott egyenlet a szelektivitasi arany alapjan a

kovetkezo:
(18) SR; = R?/RMSEC;,i=1,2,3 ... m.

Ahol i az intervallumok szdmét jeldli. Az egyenletben az R® esetén a szabadsagi fokokat
kihagytuk, amely viszont egyenlé mértékben befolyadsolja az dsszes intervallumot (ekvidisztans
felosztas esetén, igy a végsO abran nem okoz aranytalan eltéréseket. A szelektivitasi arany
intervallumokra torténé alkalmazasara azért volt szikség, mert a szakirodalmi példak alapjan
tudni lehet, hogy az egyedi hullamszamok nagyon sok véletlen informéaciot tartalmaznak és
egyenként nem hasznalhatok a modellek javitasara. A szelektivitasi ardnyhoz hasonl6an, az
intervallum SR is minél nagyobb, annal fontosabb az adott intervallum a modellépités

szempontjabol.
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5.1.2 ,,n-class”, avagy tobb osztalyos ROC gorbék

A ROC gorbék alapvetden kétosztalyos adatkészletek esetén hasznalhato modszerek. A
tobbosztalyos kiterjesztésének alapjat az ,,egy vs. Osszes” modszer képezte, amely Provost és
Domingos (2001) munkajahoz kothet. Masrészt az alapelv nagyon hasonlit az osztalyanalogiak
kdzvetett modellezesenek (SIMCA) modszeréhez (Wold, 1976). Ennek megfeleléen az ROC
gorbe alatti terilet (AUC) ugy szamolhat6 ki, hogy az egyik csoportot pozitivkent kezeljik az
0sszes tobbit pedig negativként és ezt ismételjik annyiszor, ahany csoportunk van. A doktori

munkdmhoz kotédden, ezt a moddszert harom csoport esetén mutatom be.

Az AUC értékek sulyozott atlaga adja meg a teljes osztalyozasra adhato AUC értéket:

Y, N;AUC;

n
i=1 Ni

(19) AUC=

Ahol N; a csoportokban (osztalyokban) 1évé mintak szama. A Hanley formula segitségével
vizualizalni tudunk egy ,ROC-szerli” gorbét az AUC értékek sulyozott 4tlaganak
felhasznalasaval (Osszesitett AUC érték). A hibaterjedés torvényének alkalmazasaval az
elébbiekben emlitett atlagos AUC érték varianciaja is kiszdmolhato6 (Ku, 1966):

Y N?Var(AUC))

n 2
Tit N{

(20) Var(AUC) =

Tobb modszer ROC gorbékkel torténd Osszehasonlitdsakor, ahhoz hogy el tudjuk

donteni, hogy az adott mddszerek szignifikansan kilonbdznek-e egymastol, az atlag + az

------

Béar az AUC értékek sulyozott atlagat korabban mar alkalmaztak (Provost és Domingos,
2000), ezt egy tovabbi lépéssel megtoldottam, felhasznadlva a Nicholls altal ko6zolt (2014)
formulat (az eredeti cikk 22. és 23. egyenlete alapjan), amely az AUC értékek szérasanak
Kiszamitasat vagy akar a 95 %-os konfidencia intervallumanak megadasat is lehetové tette.
Tovabba a hibaterjedés torvényének alkalmazasaval, az egyes osztalyokhoz tartozd kilén-kalon
szamitott AUC ertékek hibait figyelembe veve, megadtam az atlagos vagy 6sszesitett AUC
értékhez tartozo hibat is. Ezt kovetden a mar meglévo atlagos AUC értékeket abrazoltam. Ehhez
segitségemre volt a Hanley formula (lasd. Rangsorolds és 6sszehasonlitdas fejezet). A

vizualizacidhoz létrehozott programkod a ,,Mellékletek™ fejezet M4 pontjaban talalhato

A rendelkezésre 4ll6 egyenletek és szamolasi lehetdségek alapjan egy olyan uj,

tobbosztalyos ROC gorbe szamolasi és megjelenitési metodikat hoztam létre, amely mar a
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hibaterjedést és szorasokat is figyelembe tudja venni és kivaloan alkalmas modszerek

értékelésére és az osztalyozo képességik megjelenitésére ketténél tobb csoport esetén is.

A tovébbiakban a tobb osztalyos ROC gorbék egy olyan alkalmazéasat mutatom be, ahol
mintazatfelismerd eljarasokat hasonlitottam Ossze. A ROC gorbe generdlasdhoz az LDA, a
véletlen erdd (RF) és a fejlesztett fak modszere (BT) soran kapott osztalyba sorolasi
valoszinliségeket hasznaltam fel. A PLS DA esetén kiszamoltam az abszolut értékben vett
kiilonbségeket a becsiilt csoport érték (folytonos) és az adott ,,pozitiv” csoport (diszkrét) értek
kozott: ekkor természetesen az alacsonyabb értékek tekintheték jobbnak. Példaul ha kettes
csoportot tartjuk a ROC gorbe készités soran ,,pozitivnak”, egy 1,8 becsiilt értékkel rendelkezd
minta jobbnak tekinthetd egy 2,4 becsiilt értékkel rendelkezOnél, hiszen az abszolut kiilonbségiik
1,8 - 2| = 0,2 az els6 esetre és 2,4 - 2| = 0,4 a méasodik esetre nézve. A tobbi csoportra is
hasonléan térténik a ROC gorbe megalkotésa, majd az atlagos (0sszesitett) ROC és AUC értékek
a csoportokra vonatkoztatott ROC gorbékbol és AUC értékekbol szamolhatoak ki a korabban

mar részletezett modon.

5.1.3 Osztalyozasi modszerek 6sszehasonlitasa ,,n-class” ROC gorbék segitségével

Az el6z6 fejezetben emlitett véletlen erdok (RF), fejlesztett fak (BT), LDA és PLS DA
modszerek teljesitményét hasonlitottam 6ssze a tobb osztalyos ROC gorbék segitsegével. Ezek a
moddszerek manapsag nagyon elterjedt felligyelt tanitdsi mintdzatfelismerd eljarasok kozé
sorolhatok. Az LDA és PLS DA klasszikusoknak szdmitanak, mig az RF és BT modszerek — béar
mar nem napjaink fejlesztései — joval Gjabbak, és hasznalatuk egyre gyakoribb. A vizsgalatokhoz
energiaitalok FT-NIR spektrumait és azok cukortartalom szerinti csoportosithatosagat
osztalyozasi valtozoként hasznaltam fel. Altalanossagban az energiaitalok cukortartalma 0 és
159/100 ml kozotti érték. Ezen beliil a gyartok eldszeretettel alkalmaznak 7,9 vagy
10,9 g/ 100 ml-es értéket, valamint megfigyelhet6 volt, hogy a 4-5¢g /100 ml és 9 g/ 100 ml
koriili cukortartalmak hianyoznak az el6zetesen folytonosnak gondolt skalarol. A csoportositas
tehat azon a tendencian alapult, miszerint az energiaitalok cukortartalma harom jél
korilhatarolhatd tartomanyban valtozik: 1. csoport = 5g/100 ml alatti; 2. csoport = 5-
10 g/ 100 ml kozotti; 3. csoport = 109/ 100 ml folotti értékiiek. Ez az osztalyozas bar

onkényesnek tlinhet, valdjaban a mintakészletben rejlo ,,természetes” csoportosulést kovette.

Két adatkészletet hasznaltam fel az osztalyozasi modszerek Osszehasonlitasara. Az elsé
esetben 90 energiaital minta FT-NIR spektruméat, majd ugyanezen mintak spektrumainak
fokomponens-clemzés révén kapott fokomponenseit. Az FT-NIR spektrum 649 spektralis

véltoz6t tartalmazott, amelyek 9000 és 4000 cm™ hullamszam értékek kozott valtoztak. A
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spektrumokat transzmisszos Uzemmddban vettem fel. Az osztalyozasi mddszerek hasznélatakor
validalasként véletlenszeriiségi tesztet (Y valtozo keverésével) és szisztematikus, harom részre
osztott Kkereszt-ellenérzést hasznaltam. Adatelokezelésként standardizalast alkalmaztam (lasd.

2.5.1. fejezet).
5.1.3.1 PLS DA eredmeények az eredeti spektrumok felhasznalasaval

Elsoként a PLS DA mddszert alkalmaztam, amely esetében a ROC gorbék elkészitéséhez
a becsult értékeket hasznaltam. A kiértékeléshez szikséges PLS komponensek optimalis szama
0t volt a PRESS ¢értékek alapjan (globalis minimum). Az elsé két PLS komponenst egymas
flggvenyében abrdzolva a 9. abran lathatd, hogy bar a csoportok kozel helyezkednek el

egymashoz, mégis jol elkiilonithetdek, csak néhany minta tekinthetd félreosztalyozottnak.
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9. dbra: Az energiaitalok csoportositadsa PLS DA segitségével a cukortartalom szerint. A

masodik PLS komponenst abrazoltam az elsé fliggvényében

Az Osszehasonlitas szempontjabol szintén érdekesnek tartottam a kiilonb6zé PLS komponens
szamok figyelembe vételével kapott eredményeket is. Ezért a PLS komponens szamot egy és tiz kozott
valtoztatva megfigyeltem, hogyan valtozik a modellek becslési képessége. A ROC gorbéket minden PLS
komponens szam esetén a becsiilt értékek alapjan hataroztam meg, az el6z6 fejezetben mar emlitett
maodon. Szintén megalkottam az atlagos ROC gorbét is a harom csoport killénall6 ROC gorbéihez tartozo
AUC értékek felhasznéldsaval. A 10. 4bran a PLS komponens szamokhoz tartoz6 atlag ROC gorbéket

abrazoltam (1 és 10 kozott), valamint a tiz ROC gorbe atlagat is. Ez utdbbi alapjan akdr a PLS
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komponensek szamanak meghatarozasat is elvégezhetjik (a.m. pszeudorang meghatarozas, a modern
kemometria egyik kulcskérdése).
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10. abra: A tényleges pozitivak aranya abrézolva a hamis pozitivak aranyanak fliggvényében
A PLS komponens szamok fiiggvényében alkotott atlagos ROC gorbéket kiilonbozd szinekkel jeloltem,
mig. a tiz ROC gorbe atlagat fekete szinnel. Az abrat a jobb dttekinthetéség miatt a megfelelo részekre

fékuszaltam.

A 10. 4brén lathato, hogy a ROC gorbék atlagabdl 4-5 PLS komponens sz&m kovetkezik, ami azt
jelenti, hogy 6t PLS komponens szam kivalasztasaval tudom a legjobban megkozeliteni a becslési
képességet Ugy, hogy a modellem nem lesz sem tulillesztve, sem pedig alulillesztve. Ez a szdm pedig
megegyezik az eredetileg kivalasztott 6t PLS komponenssel.

A csoportokra kilén-kilén megalkotott ROC gorbék atlag AUC értékét felhasznalva a Hanley-
formulaval abrazoltam a végsé ROC gorbét, ami mar a tobbi osztalyozasi modszer eredményeivel is
Osszevethetd. A késobbi Osszehasonlitashoz a PLS DA esetén az 6t PLS komponenssel kapott modell

ROC gorbéjét hasznaltam fel.
5.1.3.2 RF eredmények az eredeti spektrum felhasznalaséaval

A véletlen erdé (RF) modszere esetén elsé 1épésben a modellépités soran sziikséges
paramétereket, a fak mennyiségét és a tulajdonsagvaltozok szamat allitottam be az Anyag és
modszer fejezetben mar kordbban részletezett modon (lasd. 4.5.5 fejezet). Ennek megfelelden a
legrobosztusabb tulajdonsagvaltozo szam (a helyes osztalyozasi szazalékok stabilitasan alapulva)
negyven lett, amely esetben a helyes osztalyozasi szazalékok (CC %) az els6, masodik és
harmadik csoportra nézve rendre 0,9600; 0,8077; és 0,8718 lettek. A folyamat soran azt a
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legalacsonyabb tulajdonsagvaltoz6 szamot valasztottam ki, ahol a CC %-ok mar nem valtoznak
szamottevoen az ujabb tulajdonsagvaltozok hozzdadasaval. A kivalasztasra empirikus ajanladsok
is léteznek, pl. VM vagy log,(M+1), ahol M a teljes valtozoszam, de ezek a lehetdségek csak
Kisebb valtozoszamoknal miikdnek megfeleléen. A fak mennyiségének 30-at valasztottam, ahol
mar a CC % értékek nem valtoztak lathatéan (lasd. 4.5.5 fejezet). Harminc fa hasznalataval a
harmadik csoport CC % eérteke javult: 0,8718-r6l 0,9487-re. Véletlenszeriiségi tesztet valamint
kereszt-ellendrzést is hasznaltam az osztalyozasi modell validalasara.

A ROC gorbék megalkotasahoz a helyes osztalyozasi szazalékok helyett a mintdkhoz és
csoportokhoz tartoz6 valoszinliség értékeket hasznaltam fel. A valdszintiség értékeket novekvo
sorrendben rendeztem. A mddszerek 6sszehasonlitdsdhoz a csoportokhoz tartoz6 ROC gorbék
atlagat hasznaltam fel. A csoportok gorbéi illetve az atlag ROC gorbe is lathatd a 11. abran.
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11. dbra: A tényleges pozitivak abrazolasa a hamis pozitivak aranyanak fliggvényében az
véletlen erdo modszer esetén
A csoportokhoz tartoz6 gorbéket kiilonbozo szinekkel, mig az atlag gorbét fekete folytonos
vonallal jeléltem. A szaggatott vonal jelenti az atlagtol valo = 1 SD eltérést.

5.1.3.3 Fejlesztett fak alapjan kapott eredmények az eredeti spektrumok felhasznalasaval

Ahogy azt mar az ,,Anyag és moddszer” részben ismertettem (lasd. 4.5.6 fejezet), a
fejlesztett fak modszere nagyon hasonlo az RF madszerhez, de ebben az esetben a modellépites
soran a fak mennyisegét és a fa méretét kell optimalni. Ehhez az optimalizalashoz, az atlagos

multinomialis eltérések globalis minimumat a fak mennyiségének fluggvényében kerestem meg.
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A 12. &bran ez a folyamat jol kovethetd. Esetemben az atlagos multinomialis eltérés alapjan, a

fak mennyisége 41 volt, amelyet a teszt adatkészlet figyelembe vételével hataroztam meg.
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12. &bra: A hibaértékek abrazoléasa a fak mennyiségéenek fliggvényében

A hibaértékek globalis minimumat z6ld fiiggdleges egyenes szemlélteti.

Az eldrebecslési (teszt) adatkészletet véletlenszeriien generdltam minden egyes 1€pésben,

az adatkészlet 50 %-at felhasznalva. A maximalis fa méret harom lett. Ebben az esetben is

kereszt-ellendrzést és véletlenszerliségi tesztet alkalmaztam validalasként.

Hasonloképpen a véletlen erdd modszeréhez, a ROC gorbék megalkotasahoz itt is a

valoszintiségi értékeket hasznaltam fel. A 13. bra alapjan lathaté a csoportonkenti és az atlag

ROC gorbe is. Szembetling, hogy a modszer majdnem tokéletes eredményt adott, ezért is volt

szlikség, ebben az esetben is, a kapott 4bra nagyitésara.
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13. bra: A tényleges pozitivak aranyanak abrazolasa a hamis pozitivak fuggvényében a
fejlesztett fak modszere esetén
Folytonos fekete vonallal az tlagos ROC gorbét, szaggatott vonallal az atlagos gorbe £ 1 SD

eltérését szemléltetem. A kép a megfeleld lathatésag érdekében fokuszalt.

Végiil az dsszehasonlitashoz elkészitettem a kiillonb6z6 osztalyozé modszerek (PLS DA
az optimalis 5 komponenssel, RF, BT) felhasznalasaval kapott atlagos ROC gorbék abrajat is,
valamint a végsé atlagos ROC gorbét is. A 14. abra alapjan lathato, hogy az energiaitalok
osztalyozasa sordn a fejlesztett f&k modszere a legjobb. Béar a masik két mddszer rosszabb
végeredményt adott, 6sszefoglalasképpen elmondhatd, hogy mind a harom maodszer jo valasztas
lehet az energiaitalok osztalyozasakor, hiszen a ROC gorbéik messze jobbak voltak, mint a
véletlen osztalyozassal kapott egyenes (atld). Szintén fontos kiemelni, hogy bar a fejlesztett fak
maodszere korantsem annyira ismert, mint az LDA vagy PLS DA mddszerek, megbizhat6 és jobb
eredményt adott az elébbieknél. A fejlesztett fak mddszere még az éatlagnél és annak + 1 SD
hibajanal is jobban teljesitett, vagyis szignifikansan (Ho= A ROC gorbék atlaga és az adott gérbe

kozott nines szignifikans kiilonbség, a=0,05) jobbnak tekinthetd a masik két modszernél.
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14. &bra: Az osztalyozasi modszerek ROC gorbék alapjan torténd 6sszehasonlitasa
A fekete folytonos vonallal az atlagot, szaggatott vonallal pedig az atlaghoz tartoz6 = 1 SD
szOrést jeloltem. Az eredeti dbra fokuszalt verzidja lathatd a jobb lathatdsag érdekében. RF és

BT jelolések rendre a véletlen erdo és fejlesztett fak modszerét jelentik.

5.1.3.4 PLS DA eredmények a PCA adatkészlet alapjan

A masodik adatkészlet ugyanazon energiaitalokat tartalmazta, viszont az eredeti
spektrum helyett a spektrumok PCA-ja soran kapott elsé tiz fékomponenst. Ezzel a
megkozelitéssel mar a linearis diszkriminancia elemzés (LDA) is bekerllhetett az
6sszehasonlithaté mddszerek kdzé, hiszen igy a valtozok mennyisége mar kevesebb volt, mint a
mintaszam. (A korabbi esetben a konzisztencia miatt nem akartunk valtozokat kihagyni, ezért
kellett az LDA nélkiil elvégezni az elemzést.) Az elsd tiz komponens hasznélata elégnek

bizonyult, mivel 6sszességében a magyarazott variancia szazalékanak 99,7 %-at lefedték.

A PLS DA mddszer esetén a PLS komponens szam meghatarozasa még egyszeriibben
tortént, ugyanis az R? és PRESS értékek is két komponens utan mar alig lathaté médon valtoztak.
Ez a PLS komponens szam csokkenés mar az eredeti adatmatrix redukciojabol is varhato volt. Ez
azt jelentette, hogy az elsé két PLS komponens hasznalata elég a modellépitéshez. Ettol
fliggetleniil 1atni szerettem volna, hogy tovabbi PLS komponensek hozzaadéasaval névelheto-e a
modell josaga, ezért a ROC gorbéket egészen tiz PLS komponens szamig abrazoltam a korabban

mar ismertetett modon. A 15. abran lathatd eredmény alapjan két komponens hasznalatan tal a
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gorbék mar nem valtoznak, ami ebben az esetben is igazolta a PRESS értékek alapjan torténd két

PLS komponenses kivalasztast.
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15. abra: Tényleges pozitivak aranyanak abrazolasa a hamis pozitivak fiiggvényében
A kiilonbozé PLS komponens szammal kapott ROC gorbéket kiilonbozo szinekkel jeléltem, mig az

atlagos ROC gorbét fekete folytonos vonallal. Az abra az eredeti fokuszalt verzidja.
5.1.3.5 RF eredmények a PCA adatkészlet alapjan

Els6 1épésként ebben az esetben is a fadk mennyiségének ¢és tulajdonsag valtozok
szamanak optimalasa volt a feladatom. Viszont most egy haromdimenzios feliletet illesztettem
tavolsag-sulyozasi legkisebb négyzetek mddszere segitségével: a helyes osztalyozasi
szazalékokat (CC %) abréazoltam a tulajdonsagvektorok szama (1 és 8 kozott) valamint a fa
mennyiségek (10 és 80 kozott) fuggvényében. A 16. dbra ezt az illesztett feluletet szemlélteti,
amelyen lathatd, hogy a CC % a fak és a tulajdonsag valtozok mennyiségének ndvelésével egyitt
emelkedik. Ez csak egy ideig tart, ugyanis a feliilet kozepétdl allandova kezd vélni az érték, sot
hetven fa érték folott egy kisebb csdokkenés kovetkezik be. Az illesztés alapjan harminc fat és 6t
tulajdonsag valtoz6t valasztottam ki, amelyek az ,elfogadhatonak™ itélt régid elején
helyezkedtek el. Ez azt jelenti, hogy ezek az ertékek a legkisebbek, amelyek hasznalataval jo
osztalyozast hajthatok végre a tovabbi kiértékelés soran és a talillesztést is el tudom keriilni. A

CC % ebben a kombinacioban az egyik legnagyobb értéket vette fel.
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16. dbra: A helyes osztalyozasi szazalékok (CC %) abrazolasa a fak mennyisége és a
tulajdonsag valtozok mennyiségének fiiggvényében tavolsag-sulyozasu legkisebb-négyzetes

illesztés segitségével

A modellépitést, valamint a valdszinliségi értékek felhasznaldsdval minden egyes csoport
esetén a ROC gorbék megalkotasat, a megfeleld paraméterck segitségével végeztem el. A 17.
abran lathat6 a csoportonkénti és az atlag ROC gorbe is, melyek mindegyike jobb eredményt
mutat a véletlen osztalyozasnal. Osszehasonlitva az eredményt a spektrumokat tartalmazo
adatkészlet alapjan kapottal, 1ényeges valtozas nem tapasztalhatd a két abra kozott, ami varhatd

is, ha nem lépett 6l Iényeges informéacidvesztés a PCA soran.
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17. &bra: Az RF mddszerrel kapott ROC goérbék
A tényleges pozitivak aranyat a hamis pozitivak aranyaban abrazoltam. Fekete folytonos vonal
szemlélteti az atlagos ROC gorbét a harom csoportra nézve, szaggatott vonal pedig a hozza
tartozé + 1 SD értéket.

5.1.3.6 BT eredmények a PCA adatkészlet alapjan

A fejlesztett fak modszerénél az el6zd adatkészlethez hasonloan itt is a fak mennyiségét
és a fa méretét optimaltam. Az atlagos multinomialis eltérés alapjan a globalis minimum 190 fa
értéknél volt (Melléklet M5). Az el6z0, és ezen eredmények tiikkrében felfedezhetiink egy inverz
kapcsolatot a fak mennyisége és az eredeti valtozok szama kozott, mivel a spektralis (nagyobb)
adatkészlet esetén egy joval kisebb mennyiséget: 41 fat valasztottam ki optimumként. A

modellek validalasara ezuttal is véletlenszerliségi tesztet és kereszt-ellendrzést hasznaltam.

Az osztalyozasi modell épitése utdn a ROC gorbéket az energiaital csoportokra és az
atlagos AUC értékiikre is abrazoltam. A ROC gorbék elkészitéséhez szintén a valdszinliség
értekeket hasznaltam fel. A 18. abran nagyitva lathaté a ROC gorbek egy része a jobb lathatosag
érdekeében. Az eredmény nagyon érdekes, hiszen mind az atlagos gorbe, mind a csoportonkeénti
ROC gorbék rendkivul kézel helyezkednek az AUC érték maximumhoz (majdnem 1), igy ebben

az esetben az osztalyozas nagyon jonak tekinthetd.

59



10.14751/SZIE.2017.013

-_——

]00-——— ___1____|_“_1____Eﬁ

— Atlag
— 1. csoport -

2. csoport
— 3. csoport

Tényleges pozitivak aranya (%)
S
|

I |
600 10 20

Hamis pozitivak aranya (%o)

18. dbra: A tényleges pozitivak aranyanak abrazolasa a hamis pozitivak fuggvényében a
fejlesztett fak modszere és a PCA adatkészlet esetén
Fekete vonal szemlélteti az atlagos ROC gorbét, a szaggatott vonal pedig a hozza tartoz6 £ 1 SD

értéket. Az abra az eredeti fokuszalt verzioja.
5.1.3.7 LDA eredmények a PCA adatkeészlet alapjan

A lineéris diszkriminancia elemzés soran sziikséges hasznos valtozokat a lépésenkénti
valtoz6 hozzaadassal, lépésenkénti valtozo torlessel és a legjobb alrendszer modszerek
segitségével valasztottam ki. Ezen felll épitettem egy modellt a teljes (tiz) valtozoszam
felhasznalasaval is. A legjobb alrendszer kivalasztasanal a maximalis valtozoszam 6t volt,
valamint Wilk’s lambda statisztikat alkalmaztam a szignifikdns komponensek meghatarozasara.
A lépésenkénti valtoz6 hozzéaadas és lépésenkénti valtozo torlés esetén egy valtoz6 akkor épult
be, vagy torlodott ki, ha a hozzaadasa vagy torlése 5 %-0s szinten szignifikans véaltozast
eredményezett a modellben. Osszességében elmondhatd, hogy barmelyik kivalasztasi modszerrel
illetve a teljes valtoz6 mennyiséggel is megfeleld osztdlyozashoz jutottam. A kiilonbozd
valtozokivalasztasi modszerekkel megalkotott modellek és ROC gorbéik alapjan (19. abra)
elmondhatd, hogy a legjobb eredményt a teljes valtozdszam haszndlataval értem el, de ezt
kovette a legjobb alrendszer mddszere, majd végil a lépésenkénti valtozd hozzaadas és
lepésenkenti valtozo torlés kovetkezett. Mind a négy modell AUC értéke a hasznalhatdsag

szempontjabol megfelelt az elvarasoknak.
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19. abra: Az LDA elemzés soran kapott ROC gorbék kiilonboz6 valtozo szelektalasi
lehetdségek hasznalataval
Az atlag AUC értékhez tartozd6 ROC gorbe feketével van jel6lve, a hozza tartoz6 + 1 SD pedig
szaggatott vonallal. FS a l1épésenkénti valtozd hozzaadast, BS pedig a 1épésenkénti valtozd
torlést jelenti. Az abran az elobbi két modell ROC gorbéi egymast fedik, ezert csak a piros és a

z0ldes szin lathato. Az abra az eredeti fokuszalt verzioja.

A végsd eredmény, amelyen mind a négy modszerhez tartozé ROC gorbét feltiintettem, a
20. abran lathat6. Ekkor minden hasznalt madszer esetén az atlag ROC gorbéket vettem alapul,
amelynek szerepe a PLS DA és LDA mddszereknél volt leginkabb lathatd, hiszen az RF és BT
modszerek esetén csak egy atlag ROC gorbe volt a harom csoportra nézve. Az eredmények
tikrében a fejlesztett fak moddszere Iényegesen jobb eredményt produkalt az 6sszes tobbi
modszerhez képest. Hozza kell tenni viszont, hogy az energiaitalok eltérd cukortartalma

csoportjaira nézve minden modszer megfelelden jo6 AUC értékekkel és igy megfeleld

osztalyozéssal rendelkezett.
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20. abra: A vizsgélt négy osztalyozasi modszer atlagos ROC gorbéi
A tényleges pozitivak aranyat abrazoltam a hamis pozitivak fliggvényében. Az atlag AUC
értékhez tartoz6 ROC gdrbe feketével van jel6lve, a hozza tartozé + 1 SD pedig szaggatott
vonallal. Az dbra az eredeti fokuszalt verzidja a jobb lathat6sag érdekében.

Az altalam tovabbfejlesztett toébb osztdlyos ROC gorbe moddszere egy, a korabbi
modszereket feliilmilo lehet6ség nemcsak osztalyozasi, de egyéb modszerek és modellek
Osszehasonlitasara is. Ezzel a lehetdséggel megoldast nyujthatunk olyan problémakra, mikor a
CC % kiszamoléasa nehézkes vagy megoldhatatlan feladat lenne. Az AUC értékek ezzel szemben
a valoszintiségi értekekre vagy akar becsiilt értékekre is jol hasznalhatdak. A nevében is szerepld
,tobb csoportnak” megfelelden, nem csak harom, hanem szamos csoport esetén is kivaloan
alkalmazhatd. Az atlagos ROC gorbék vizualizicioja pedig megfeleld lehetéség a gyors

0sszehasonlitasra.

Az energiaitalok esetében egyértelmlien megéllapithattam, hogy a fejlesztett fak
osztalyozasi mddszere adta a legjobb eredményt, de dsszességében mindegyik modszer jol tudta
az energiaitalokat cukortartalom szerint osztalyozni. A fejlesztett fak modszerének (el6zetesen
nem vart) sikere és az LDA modszernél jobb eredménye arra 6szténdzhet mindenkit, hogy batran
merjunk kevésbé ismert, vagy kevésbé bevalt mddszerekkel is probalkozni, hiszen néha a

megoldas kulcsa éppen benniik van az adott problémara.
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5.2 Q10 tartalmu étrendkiegészitok hatoanyagtartalmanak vizsgalata

Osszesen 52 kiilonbdzd Q10 koenzim tartalmii étrendkiegészitét vizsgaltam meg,
amelyek Q10 koenzim tartalma az el6zetes HPLC mérések alapjan a 6,9 és 118,1 mg/ g kozotti
tartomanyban volt. A poritott készitmények FT-NIR spektrumait diffuz reflexios merési médban
12500 - 4000 cm™ (800-2500 nm) hulldmszam tartoményban vettem fel. Minden mintab6l két
parhuzamos almintat készitettem, s ezek spektrumat rendre kétszer vettem fel. A tovabbi
kemometriai elemzésekhez a mintak atlagspektrumai hasznaltam fel. A spektrum 12500 cm™ és
9000 cm™ (800-1111 nm) kozotti részét kihagytam a kiértékelésbol, mivel a spektrum ezen
szegmense nem hordozott szisztematikus informaciot szamomra. Az els6 1épésként a lehetséges
spektralis kies6 mintakat szlirtem ki az adatkészletbdl. Ehhez fékomponens-elemzést (PCA)
hasznaltam (STATISTICA 12, Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). A mddszer segitségevel ket
spektralis kiesd mintat taldltam, amelyek az atlag spektrummal Gsszehasonlitva is jelentds
eltérést mutatnak, igy a 21. 4bran lathaté Av5 és 9539 kodszamu mintak spektrumainak a tobbi
spektrumtdl valé szemmel lathatd eltérését kemometriai maddszerrel is igazolni tudtam. A két
emlitett minta a 99 %-os konfidencia intervallumon kiviilre esett. A fékomponens-elemzés soran

kapott eredményeket a 22. abran mutatom be.

Abszorbancia
A
'

e m— o Atlag spektrum
T T ) ) I

8000 7000 6000 5000 4000

Hullamszam, cm™

21. abra: A két spektralis kies6 minta és az atlag FT-NIR spektrumanak ¢sszehasonlitasa
Az abszorbancia értékeket a hullamszamok fliggvényében abrazoltam. A z6ld szaggatott vonal az
Av5 minta, a kék (duplan) pontozott-szaggatott vonal a 9539 minta, a piros folytonos vonal pedig

az atlag spektrumot jelenti.
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22. &bra: Spektralis kies6 mintak (kiugré értékek) keresése fokomponens-elemzéssel
A 3. fékomponenst az 1. f6komponens fiiggvényében dbrazoltam. A piros pontozott-szaggatott
vonal a 99 %-os konfidencia intervallumot jelzi. A f6komponensek daltal magyardzott variancia

értékei zardjelben talalhatoak a nevilk mogott.

A két spektralis kies6 minta elemzésekor kideriilt, hogy ezek a mintdk nagy
mennyiségben tartalmaztak egyéb vitaminokat is, amelyek jelentds valtozast okoztak a

spektrumokban.

A kalibracios modellek elkészitését az Unscrambler 9.7 szoftver (CAMO Software, Oslo,
Norway) segitségével végeztem. Az elsd modellt az eredeti adatkészletre hoztam létre, amely a
spektralis kiesd mintdk kivételével dsszesen 0tven mintat tartalmazott. Ebben az esetben a teljes
spektrumot  figyelembe vettem (9000 cm™ és 3800 cm™). Ekkor még adatelkezelési
modszereket sem alkalmaztam a modellépitéshez, mert létre akartam hozni egy olyan modellt,
amely Osszehasonlitasi alapként szolgdlhat a késObbiekben a kiilonb6z6é adatelOkezelési és
valtozokivalasztasi modszerek hasznalataval kapott modellekhez. Ahogy azt a késGbbiekben
bemutatom, az adatelokezelési modszerek hasznalata nem javitotta szdmottevéen a modellépités
josagat. Ezen modellek végsé paramétereit, a tovabbi modellek paramétereivel egydtt a
6. tablazatban foglaltam Ossze.

A modellépitések sordn az eldzetesen HPLC segitségével megkapott koncentracio

eredményeket hasznaltam fel Y, vagyis referencia valtozoként. Az els6, még kezdeti kalibracios
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modell megeépitéséhez 7 PLS komponensre volt szilkségem. A 23. abran az elkészitett modell

alapjan becsult Y ertékeket a referencia Y értékek fliggvényében abréazoltam.
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23. &bra: Az eredeti, kiindulasi Q10 koenzim koncentrécié kalibracios és validalt modellje
Kékkel a kalibréacids, pirossal pedig a validalt modellt jel6ltem. A becsult Y értékeket a

referencia Y értekek fliggvényében abrazoltam.

Az R? érték 0,85 lett a kalibraciés modellre nézve a Q? érték pedig 0,71 a validalt modell
esetén. Az atlagos négyzetes hiba a kalibraciora (RMSEC) 11,26 mg/g, mig a kereszt-
ellenérzéssel (RMSECV) kapott modellre nézve 15,74 mg/ g lett. Ot részre osztott kereszt-
ellendrzest alkalmaztam validalasi 1épésként véletlen minta kivalasztassal. Hangsulyozando,
hogy ez a metodika a tovabbi modellek esetén is érvényes maradt. Ezek az értékek még messze
nem érték el azt, ami elvarhatd, igy mindenképp sziikséges volt modellfejlesztési lehetdségeket

bevetni.

Az ezt koveté modellépitések soran mar tobbféle adateldkezelési és valtozokivalasztasi

modszerrel dolgoztam a minél elénydsebb modell megalkotasa érdekében.

5.2.1 Az iPLS valtozokivalasztassal kapott eredmények

Mivel a kezdeti modellem semmiképp sem volt tokéletesnek mondhatd, a fejlesztesi
Iépést a valtozok szamanak csokkentésével kezdtem meg. A valtozokivalasztasi modszerek kozil
az 1PLS egy rendkiviil egyszerii és elterjedten alkalmazott technika. Segitségével kivalaszthatjuk
azokat a valtozo intervallumokat, amelyek a modellépités szempontjabol fontosabbak. Elséként
az adatkészletet tiz részre osztottam fel, de ez nem vezetett megfelelé6 eredményre, mert a
valtozok tul nagy csoportokat alkottak. A masodik esetben husz részre osztottam a valtozokat és

ez mar megfelelének bizonyult a tovabbi elemzésekhez. Igy az iPLS modszert az adatelékezelés
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nélkali adatkészletre alkalmaztam husz részre felbontva a matrixot. Az iPLS alapelvénél fogva
igy 20 PLS elemzést hajtott végre egyenként az 6sszes valtozo intervallumra. Az RMSEC és
RMSECV értékeket minden részre kulon-kilon kiszamoltam. Veégul az intervallumok
fliggvényében abrazoltam az RMSECV értékeket, amely segitett a megfeleld intervallumok
kivalasztasaban, hiszen minél kisebb az adott intervallum RMSECV értéke, annal fontosabbnak
tekinthet6. A 24. &bra megfeleléen szemlélteti az iPLS végeredményét. A mar emlitett
RMSECYV értékeket normalizalt alakban az intervallumok fliggvényében &brazoltam, valamint
szaggatott vonallal jeleztem a teljes spektrum hasznalataval kapott normalizalt RMSECYV értéket
is. Az abran az eredeti atlagspektrumot is feltiintettem. Az RMSECV értékek skalazasara a

spektrummal egyiitt torténd abrazolds miatt volt csak sziikség.

14

1,2

RMSECV

Hullamszam, cm™

24. abra: Az iPLS valtozokivalasztas RMSECYV értékei a hullamszam fuggvényében
Z6ld szaggatott vonal jelzi a teljes spektrumhoz tartoz6 RMSECV értéket, illetve okkersargaval

jeloltem az eredeti atlagspektrumot. A piros kor a kivalasztott 6t intervallumokat szemlélteti.

Ot szomszédos intervallumot (dsszesen 350 valtozd) véalasztottam ki az RMSECV
értékek alapjan a tovabbi modellépitéshez (6303 — 4953 cm™ = 1587 — 2019 nm). Az utolsd
szomszédos intervallum (5003 — 4953 cm ™) bér nagyobb RMSECV értékkel rendelkezik a tobbi
intervallumhoz képest, de a szikségessége az R® értékek és a spektrum fontosnak ftélt

hullamszamai alapjan indokolt volt. Az eredeti adatkészletet derivaltam a modellépitéshez. A
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kivalasztott intervallumokat alkalmazva a modellhez hét PLS komponensre volt szikseg. A
25. 4bran lathaté a modellezés végeredménye, amely alapjan a kalibraciés modell R? értéke 0,92
lett (kékkel jeldlve), a Q® pedig 0,87 lett (pirossal jeldlve). A hiba értékek a kovetkezSképp
alakultak: az RMSEC érték 8,16 mg/ g lett, mig az RMSECV 10,58 mg/ g. EImondhat6 tehat,
hogy az iPLS modszerrel alkotott modell sokkal kisebb hibéaval jelez elére, mint a kiindulasi

modell foként ha figyelembe vessziik,hogy Q értéke 0,71-r61 0,87-re emelkedett.
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25. &bra: Az iPLS modszerrel kapott végso kalibracios és validalt modell
A becsult Y értékeket a referencia Y értékek fuggvényében abréazoltam. A kalibraciés modellt

kékkel, a validalt modellt piros szinnel jeloltem.

A kivélasztott spektrumtartomanyok kiilonb6z6 funkcionalis csoportokhoz és kotésekhez
rendelhetok. Ilyenek a metil csoport aszimmetrikus és szimmetrikus C—H nyujté rezgéseinek, a
metilén aszimmetrikus és szimmetrikus C-H nyQjtd rezgéseinek, a triszubsztitualt alkénhez
tartozé C—H nyujt6 vibracios rezgésnek és az 1,4-kinon csoport rezgésének a felharmdnikusai
(Workman et al., 2007; Workman, 2000).

5.2.2 iSR valtozokivalasztassal kapott eredmények

A masodik valtozokivalasztasi modszerként a sajat fejlesztésli intervallum szelektivitési
aranyt valasztottam. Az eljarashoz ugyanazt a hdsz intervallumot hasznaltam fel, mint amelyet
az iPLS médszernél is alkalmaztam. Az RMSECV és R? értékek segitségével meghataroztam a
szelektivitasi ardnyt minden intervallum esetében a 18. egyenlet alapjan. A szelektivitasi
szaméanak ¢és a spektrum

ardnyokat a 26. &branak megfelelden, az intervallumok

hullamszamainak fliggvényében abrazoltam.
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26. &bra: iSR értékek abrdzolasa az intervallumok fliggvényében
Az x tengelyen a hullamszamokat tlintettem fel. A kivalasztott intervallumokat piros szaggatott

korok jelzik.

Minél nagyobb a szelektivitasi ardnya egy intervallumnak, annal fontosabbnak tekinthetd
a kiértékelés szempontjabol. A 26. abra alapjan a kovetkez6é spektrum intervallumokat
vélasztottam kik: 8728-8462, 73787112 és 60324682 cm* (1146-1182, 1355-1406 és 1658
2136 nm). Az igy kivélasztott 490 valtozoval elvégeztem a tovabbi modellépitést a derivalt
adatkészletre. Ehhez hat PLS komponensre volt szlikség. Végil a becstilt Y értékeket dbrazoltam
a referencia Y értékek fuggvényében, amelynek eredményét a 27. abra szemlélteti. A
kalibraciéra vonatkozé R? érték 0,90 lett, mig a validalasra vonatkozé Q? érték 0,87. Az RMSEC
8,90 mg / g értéknek, mig az RMSECV pedig 10,85 mg / g értéknek adodott. A kapott eredmény
hasonléan jénak bizonyult, mint az iPLS valtoz6 szelektéalassal kapott eredmény és lényegesen
jobbnak mutatkozott az eredeti adatkészlet alapjan kapott kiindulasi modellhez képest.

A kivalasztott spektrum szegmensek ezuttal is hozzarendelhetéek a megfelelé funkcids
csoportok rezgeéseihez. Az IPLS esetében is, a feltintetetteken Kivil, a kovetkezd
felharmonikusok is fellelhet6ek voltak: metil aszimmetrikus és szimmetrikus C—-H nyu;jt6
rezgései (masodik felhangsav), metilén aszimmetrikus és szimmetrikus C—-H nyujtdé rezgései
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(masodik felhangsav), valamint metil és metilén kombinaciés nyujtd és hajlitd rezgések
felharmonikusai is fellelhetéek voltak (Workman et al., 2007; Workman, 2000).
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27. &bra: Az iSR valtozé szelektéalassal kapott modell
Kék szinnel a kalibréacids, pirossal pedig az 6t részre osztott kereszt-ellendrzéssel kapott validalt

modellt jel6ltem. A becsilt Y értékeket abrazoltam a referencia Y értékek fliggvényében.
5.2.3 A genetikus algoritmus segitsegével végzett valtozokivalasztassal kapott eredmények

Utolso valtozokivalasztasi modszerként a genetikus algoritmust (GA) alkalmaztam. A
kiértékelés ezen részéhez MATLAB R2012a-t (MathWorks Inc., Natick, MA, USA) illetve a
PLS Toolbox 7.9 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA, USA) szoftvert hasznaltam.
Els6ként intervallumok nélkiili esetben probaltam ki a genetikus algoritmust. A populacié mérete
160 volt, a benne 1évé egyedek kezdeti értékként a spektrum valtozdi 30 %-at tartalmaztak
véletlenszertien kivalasztva. A maximalis generacid szam 100 volt, a mutacids arany pedig 0,005
¢és dupla keresztezddést hasznaltam. A dupla keresztezdédés hasznalatdval nagyobb az atfedés a
,SzUil6” és a ,utdd” gének kozott. A folyamat sordn kereszt-ellendrzést és a valtozok

adatelokezelését is elvégeztem.

Az egyedi valtozok hasznalata intervallumok helyett nem hozott nagyobb sikereket a
genetikus algoritmus alkalmazasa soran, ugyanis a kapott eredményekbdl nehezen lehetett volna
levonni barmilyen fizikai kovetkeztetést, jelentést vagy kivalasztasi lehetdséget. A 28. abra ezt
megfelelden szemlélteti. Természetesen ez parhuzamba allithatd Andersen és Bro azon
kovetkeztetésével, hogy a genetikus algoritmus nem hasznalhaté az egyedi spektrum
hullamszamok kivéalasztasara (2010). A legnagyobb probléma, hogy a valtozék mennyisége tul
nagy, a véletlen kivalasztds valdsziniisége megnd, €s igy a fontosabb hulldmszamok nehezen

talalhatok meg. A hullamszamok kdzotti kapcsolat nem vehetd figyelembe meghbizhatoan.
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28. &bra: A genetikus algoritmus eredménye egyedi valtozokra nézve, intervallumok nélkl
A modellbe épités gyakorisagat abréazoltam a valtozok szamanak fliggvényében (hulldmszamok).

A masodik esetben mar valtoztatott szélességti ablakokkal (intervallumokkal) végeztem
el a genetikus algoritmus szamitasait, ahogy azt (Andersen és Bro, 2010) ajanlja. Az intervallum
szélességet 50 valtozora allitottam be, igy 6sszesen 28 intervallumot kaptam. A tovabbi
paraméterek bedllitasai hasonloképp torténtek, mint az elébbi esetben, igy azokat nem

részletezem ismét. A 29. 4bran lathatd, hogy a GA eredménye itt mar jol értelmezhetévé valt.

T T

Modellbe épités gyakorisaga

Intervallum szam

29. dbra: A genetikus algoritmussal kapott valtozokivalasztés
A modellbe épités gyakorisagat az intervallumok fliggvényében abrazoltam. Az atlag spektrum
piros szinnel l1athat6 az dbran. Ezen kivll narancssarga szaggatott ellipszisekkel jeleztem a

kivalasztott intervallumokat.
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Az abra alapjan minél nagyobb a modellbe épités gyakorisaga, annal jobban hasznalhaté a
modellépitésre az adott valtozo intervallum. A modellbe épitések gyakorisigat abrazoltam az

intervallum szam fuggvényében, valamint az atlagspektrum is lathat6 az abran.

Osszesen 350 valtozot valasztottam ki a modellépitéshez, amely spektrumtartomanyok a
kovetkezék voltak: 8616-8038 cm™, 6495-6109 cm™, 5916-5724 cm™, 3988-3800 cm™.
Adateldkezelésként ezuttal is derivalast alkalmaztam. Hat PLS komponensre volt sziikség a
modell megalkotasahoz. Az R? érték a kalibréaciora 0,91 lett, és a Q? érték pedig 0,88-nak adddott
a validalas sordn. Az RMSEC érték 8,48 mg/g-nak, mig az RMSECV 10,22 mg/g értéknek
adodott. A 30. abra szemlélteti a genetikus algoritmussal kapott végsé modellt. A becsiilt Y
értékeket abrazoltam a referencia Y értékek fliggvényében. A kapott modell hasonloképpen

megfeleld, mint a korabbi valtozokivalasztasi modszerekkel kapottak, és a kiindulas modellnél

Iényegesen jobb.
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30. &bra: A genetikus algoritmus segitségével kapott modell
A becsult Y értékeket abrazoltam a referencia Y értékek fuggvényében. A kalibracios modellt

kékkel, a validalt modellt pedig pirossal jeldltem.

A kivélasztott spektrum részletek a mar emlitetteknek megfeleléen a fontosabb funkcios
csoportok rezgéseinek feleltethetdek meg. Az el6zd esetekben leirtakon kiviil a kivalasztott
spektrum intervallumok kapcsolatban allnak a molekula redukalt formajanak fenol csoport és
metoxi csoport rezgéseivel, valamint C-C/C—H kombinacids rezgesekkel (Workman és Weyer,
2007; Workman, 2000).
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5.2.4 A kapott modellek 6sszehasonlitdsa SRD modszerrel

A végsé modellek Osszehasonlitasara a rangszam kulonbségek Osszegének moddszerét
hasznéltam fel. Az SRD kiszamithatd egy MS Excel VBA makro segitségével, amely a

kovetkezd honlapon keresztiil érhetd el:

http://aki.ttk.mta.hu/srd

Az SRD-hez sziikseéges adatkészlet 6tven sort (mintat) tartalmazott és hét oszlopot,
amelyek a harom végsé modell becsiilt kalibracios és validalt Y értékeit foglaltak magukba. Az
utolsd6 oszlopban a HPLC-s referencia Y értékek szerepeltek. Azért helyeztem az
dsszehasonlitandé modellek kozé a referencia mérés eredményeit is, mert tudni akartam, hogy a
modellek jobbak, vagy rosszabbak a kisérleti HPLC mddszernél. Az SRD maddszer referencia
oszlopaba igy nem a HPLC-vel kapott eredmények kertltek, hanem az atlagéertékek. A soratlag
értékek 1ényegében a ,,konszenzus’-t jelentik, a ,,legnagyobb valoszinliség elve” alapjan, amely
szerint a legnagyobb valdszinliséggel bekdvetkezo eseményt kell valasztanunk referenciaként (ez
pedig az atlag (Hastie et al., 2001d)). Ekkor nem csak a véletlen hibak, de a mddszerek torzitasa
is Kiejti egymast (legalabbis részlegesen), mert a kiilonb6z6 laboratoriumok és mérési modszerek

rendszeres hibainak normalis eloszlasa tényként kezelendé megallapitas (Youden, 1975).

Az SRD értékek két skalan adhatok meg. Az elsé az eredeti, a masodik egy skalazott
valtozat, amelyek SRDn.-ként roviditink. A 31. abran a skalazott SRD értékek vannak
feltintetve, amely segitségével igy a modellek 0sszehasonlithatéva vélnak. A skélazott SRD

értekek 0 és 100 kozeé esnek. A skalazas egyenlete a kovetkezo:
(21) SRDyor = 100SRD/SRDmax

Ahol SRDpax, az SRD érték maximumat jelenti az adott szamu sor esetén.
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31. abra: Az SRD mddszerrel kapott modell-6sszehasonlitas eredménye
Az jobboldali Y tengelyen taldalhato véletlen szamokra vonatkozo relativ gyakorisag a ,, Gauss-
szeru” gorbéhez kapcsolodik, amely az dbra sziikséges nagyitasa miatt nem lathato a képen.
Roviditések: iPLS_C és iPLS_V a kalibralt és validalt iPLS valtozoszelektalt modelleket jelentik,
iISR_C ésiSR_V a kalibralt és validalt iSR valtozo szelektalt modellekhez tartoznak és a GA_C
valamint GA_V a genetikus algoritmussal valtozo szelektélt kalibracios és validalt modellt
jelentik. Exp jelentése a HPLC segitségével meghatarozott referencia eredmények.

A 31. é&bra alapjan elmondhatd, hogy az 0sszes altalam alkotott modell
konzisztensebbnek bizonyul a kisérletileg meghatarozott eredményeknél az atlag értékekhez
viszonyitva, és az atlag értékeket legjobban kozelitonek az iPLS kalibracios modellje mondhatd.
Osszességében az iPLS segitségével kapott modellek tekinthetéek a legjobbnak. Bar a
véletlenszdmokhoz tartozd Gauss-gorbeszerli eloszlias az abra nagyitdsa miatt nem latszik,
viszont ez alapjan az is elmondhat6, hogy az 6sszes modell ,,atmegy” a véletlenszerliségi teszten,

mindegyikik lényegesen jobb a véletlen szdmok hasznalatanal.

Az SRD eredményének validalasa szintén megtortént, mégpedig hét részre osztott
kereszt-ellenérzéssel. Az SRD eljarast igy hétszer egymas utan a sorok mintegy 1/7-ét kihagyva
vegeztem el, hogy a kiértékelés bizonytalansagat is megkapjam. Az eredmény abrazolasahoz
doboz-bajusz abrat hasznaltam (Box and Whisker plot) medianokkal, a 32. abran lathato modon.
Ez alapjan elmondhatd, hogy az iPLS kalibraciés modell igen messze helyezkedik el a tobbi
modelltél és a validalt iPLS valamint a kalibrdlt GA modell nagyon kozel helyezkedik
egymashoz (ahogy ez az SRD abran is latszott). Ezt a Sign és Wilkoxon nem paraméteres probak
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is megerdsitették, tehat az utobbi két modell kozo6tt nem talalhato szignifikans kulénbség, mig a

tobbi kdzott igen.

= Median
16 - E1 25%-75%
T Min-Max

SRD, %

iPLS C GA C iPLS.V GAV iSR.C SRV Exp

32. &bra: Doboz-bajusz &bra a normalizalt és validalt SRD értékekre (hétszeres kereszt-
ellendrzés)
Az &bran a modellek median, 25-75 %-o0s percentilisei €s minimum-maximum értékei vannak

jelolve. A modellek réviditései megegyeznek az SRD abranal hasznéltakkal.
5.2.5 A modellek kiilso validalasa és az eredmények tablazatos dsszefoglalasa

A kiilsé validalas elengedhetetlen 1épés a modellek megbizhatosaganak ellendrzésére
(Chirico és Gramatica, 2011; Esbensen és Geladi, 2010; Gramatica, 2007). Ha a lehet6ség adott
r4, Uj, még nem vizsgalt mintak hasznéalatét javasoljak a modellek jésaganak bizonyitéasara.

A harom végsd kalibraciés modellt hat kiilsd forrasbol szarmazo6, ) mintdval
ellendriztem, melyek a modellek megalkotasa utan érkeztek a laboratériumba. Ugyanazon PLS
komponens szam és beéllitasok mellett az iPLS soran kapott modell esetén a Q? értéke 0,93 lett
¢s a validalas RMSEP (a kiils6 validalasra vonatkozo kozepes négyzetes hiba) értéke pedig
8,82 mg/ g volt. Az iSR modell esetében a Q? érték 0,83, az RMSEP pedig 13,74 mg/ g lett.
Végiil a GA szelektalt modell soran a Q? érték 0,89 lett az RMSEP érték pedig 11,12 mg/ g-nak
adodott.
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A teljes 11 modellbdl allo sorozat részleteit a 6. tablazat szemlélteti. A 11 modellb6l
harom javasolhaté késObbi hasznalatra. Mindharom valtozokivalasztdsi modszer rendkivil
hasznos volt a modellek javitasa soran. A harom legjobb modell mindegyike 0,90 folotti R?
értékkel és 0,86 folotti Q2 értékkel rendelkezik. A kiilsd teszt ellendrzés szintén sikeres volt
mindegyik végsd modell esetén. Osszességében a legjobb adateldkezelésnek a derivalast
tekinthetd. Az SRD modszer pedig bebizonyitotta, hogy a harom modell barmelyike kivalthatja
az eddigiekben hasznalt HPLC-s eljarast a Q10 koenzim hatéanyag tartalom mérése soran.

6. tadblazat: A Q10 koenzim koncentrdcié meghatarozasara szolgalé modellek. Vastagon

kiemelve talalhatoak a késObbi alkalmazasra javasolhaté (legjobb) modellek.

R Q> RMSEC RMSECV  Skalazés fg;”nﬁ’ ki\\f 2:;2;%5
1 085 071 11,26 15,74 - 9 -
2. 090 053 8,01 19,93 derivélas 9 -
3. 0,88 0,80 9,94 13,14 standardizalas 8 -
4. 089 0,74 9,69 15,68 MSC 8 -
5. 091 072 8,63 1545  MSC+derivdldas 10 -
6. 092 087 8,16 10,58 derivalas 7 iPLS
7. 08 078 9,97 14,03 MSC 7 iPLS
8. 089 082 9,68 12,12 standardizalas 8 iPLS
9. 090 087 8,90 10,85 derivalas 6 iSR
10. 091 0,88 8,48 10,22 derivalas 6 GA

5.3 Az energiaitalok FT-NIR spektrumanak kemometriai elemzése

Az energiaitalokrél mar korabban, a tobbosztalyos ROC gorbék fejezetben esett sz0,
viszont a mintak kozott akadnak eltérdek, hiszen a mérési folyamat gyakran sokkal tobb 1d6t vett
igénybe, mint amit a mintak eltarthatésaga engedett szamomra. A kemometriai vizsgalatokhoz
hasonl6képpen itt is az energiaitalok FT-NIR spektrumat, valamint a kiilonb6z6
referenciamérésbdl szarmazé adatokat (lasd. 4.2 és 4.4 fejezet) hasznéltam fel. Az eredmények
bemutatasat két csoportra tagolva teszem meg: i) mintazatfelismerési/osztalyozasi modellek
létrehozasa valamint ii) regresszios modellépitések az energiaitalok koffein eés cukortartalmanak
becslésére, mivel ez a két szegmens kemometriai szempontbol teljesen mas mddszert és

szemléletet igényel.
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5.3.1 Energiaitalok osztalyozasi lehetoségei

A tobbosztalyos ROC gorbék targyaldsa soran az energiaitalok osztalyozasi lehetdségét
mar bemutattam, amely alapjadn cukortartalom szerinti elkulonitéséket végezhetiink rendkivil
pontos osztalyozasi modellekkel. A cukortartalom mellett viszont osztalyozni akartam a
kiilonb6zé magyar, szlovak és gorog mintakat arginint, taurint és az elobbieket nem tartalmazé
csoport szerint. Ehhez dsszesen 108 energiaital FT-NIR spektrumét vettem fel majd PCA és
LDA modszerekkel végeztem el a kiértékelést. A PCA szerepe a kiértékelésben az adatkeszlet
,redukcioja” volt, vagyis a valtozoszam csokkentése, hiszen az LDA valtozoszamra vonatkozo
erés kovetelménye nem engedte volna meg, hogy tobb (vagy akarcsak kozel annyi) valtozot
hasznaljak fel, mint mintat. Ezt a metodikat kdvettem a cukortartalom szerinti osztalyozas egyik
faziséban is (lasd. 5.1.3 fejezet). Ahogy az mér az irodalmi attekintés soran is elhangzott, néhany
gyartd Magyarorszagon kicseréli a taurint argininre, mig néhany gyarté egyik komponenst se
hasznalja a készités sordn. Méas orszagokban a taurinnal kapcsolatban nem olyan szigor( a
szabalyozaés, igy a mintakat akar e vegyliletek jelenléte vagy hidnya alapjan is lehet osztalyozni.
Hangstlyozando, hogy az egyes csoportokban 1évé mintdk szama erdsen kiilonb6zd volt, ami a

hagyomanyos osztalyozasi eljarasokkal nehezen kezelhetd.

Els6 lépésben a mintak FT-NIR spektrumait vettem fel 12500 és 4000 cm ™ koz6tt, majd
létrehoztam harom parhuzamos mérés alapjan az atlag spektrumokat. Ezt kovetden az
adatmatrixot standardizaltam. Az igy kapott adatkészletet PCA modszerrel értékeltem ki és a
kapott 20 fékomponenst hasznaltam a tovabbi LDA elemzésekhez. A kemometriai mddszerek
elvégzéséhez STATISTICA 12 (Tulsa, OK, USA) szoftvert hasznaltam. A valtozok
kivalasztasanak modozatai kozll a 1épésenkénti valtozdé hozzaadast valasztottam; a validalast
harom részre osztott kereszt-ellendrzéssel végeztem el. A megfelelé validalasra itt kiilonosen
nagy szikség van, ugyanis konnyen kaphatunk a PCA-LDA kombinacié soran miitermékeket,
talillesztett modelleket. Ezért nemcsak kereszt-ellenérzést, de az X valtozok (fiiggetlen
tulajdonsag valtozok) véletlenszeriiségi tesztjét is hasznaltam, mégpedig haromszor egymas utan.
A 33. abra a) és b) része alapjan a végeredmény és annak X véletlenszeriiségi (randomizacios)
tesztje kozotti kulonbségek jol lathatéak. Az abra a) része alapjan a harom elézetesen
meghatarozott csoport jol elkilonil egymastol, amelyet az X véletlenszeriiségi teszt megfeleld
mértékben Osszekever a b) abran lathatd mdédon. A modell helyes osztalyozasi szazaléka 95,68
% volt. Megjegyzendd, hogy az egyes csoportokban taldlhatdé mintdk szadmossaga erdsen
kiilonboz6 volt, ami erés kovetelményt tamaszt minden osztalyozasi eljarassal szemben. A

sikeres osztalyozas itt azt jelenti, hogy csak egy-egy mintat osztalyoztunk félre.
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33. abra: Az energiaitalok osztalyozasi modellje: arginines, taurinos és normal (taurint és
arginint nem tartalmazo) mintak szerint
Az a) rész a végso eredmeényt, mig a b) rész a véletlenszeriiségi teszt eredményét szemlélteti.
Mindkét részen a masodik kanonikus valtozot abrazoltam az elsé kanonikus valtozo

fllggvényében.
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A kapott osztalyozasi szazalék alapjan a megalkotott modellt a tovabbi vizsgalatokhoz
megfelelonek tartom. A haszndlt csoportositasi rendszer segitségével eredetazonositast

hajthatunk végre, amellyel igy kisziirhetévé valnak a hamisitott energiaital mintak is.
5.3.2 Energiaitalok koffein és cukortartalmanak meghatarozasa
5.3.2.1 A koffein tartalom meghatarozasa

Elsé 1épésben HPLC-UV technika segitségével 42 eredeti energiaital minta koffein
tartalmat hataroztam meg. Ezen kivil 33 keverék mintat is létrehoztam az eredeti mintdk
készitett keverékek koziil csak néhanyat ellendriztem ismételt HPLC-s vizsgalattal: a szazalékos
eltérés (RSD %) 5 % alatt volt. Minden mintdbol hdrom parhuzamos mérest készitettem és az
atlagos koffein koncentracié értékiiket vettem figyelembe a kés6bbi modellépités soran
260 nm-en is elvégeztem, majd 6sszehasonlitottam a 270 nm-en kapott értékekkel. A kétmintas t
proba hasznalatdval (5 % szinten) nem tapasztaltam szignifikdns eltérést a két kiillonbozo
hullamszémon tortént mérés eredménye kozott. A jellegzetes koffein csics a kromatogramon
megkozelitéleg 9,5 percnél lathatd. A vizsgalt mintak koziil egy példa kromatogram lathat6 a 34.
abran.
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34. abra: Egy tipikus pelda-kromatogram a 270 nm-en tértént meghatarozasok kozul
A koffeinhez tartozo retencios idot és a csucs alatti teriiletet a koffein csucs folott és mellett

tlintettem fel. Az abszorbancia értékek (ezredrészét) az eltelt idd fiiggvényében abrazoltam.
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Az FT-NIR mérésekhez 10 ml mintat hasznaltam fel minden mintabol, és harom
parhuzamos meérést készitettem ekkor is. A példa-spektrum és annak derivalt verzidja a 35.
abréan lathato. A koffein koncentrécioja a HPLC-UV mérések alapjan 118 és 338 mg/100 mi
allitottam be, hogy azok a vizsgalt koncentracid tartomanyt minél jobban lefedjék, és igy minél

folytonosabbé valjon a koncentracideloszlas a két hatarérték kozott.
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35. abra: A vizsgalt mintak egy szemléletes példa spektruma, ill. annak derivalt forméja
Az abszorbancia ertékeket abrazoltam a bal Y tengelyen a hullamszamok fiiggvényében, valamint
az elso derivalt abszorbancia értékeket a jobb Y tengelyen. Az eredeti spektrumot kékkel, mig a

derivalt verzidjat piros szinnel jeldltem.

Az FT-NIR spektrumok felvételét kovetden PCA segitségével elvégeztem a spektralis
kiesé mintdk keresését. Am nem kellett egy mintat se spektralis kiesének nyilvanitani, igy a
végsé mintamennyiség 75 maradt. A modell optimalast a kiilonb6z6 hullamhossz valasztassal és
adateldkezelés kombindciokkal az OPUS 7.2 (Bruker Corp., Ettlingen, Németorszag) szoftver
segitségével végeztem el. Derivalast és standardizalast hasznaltam adatelokezelési modszerként.
A kivalasztott spektrum tartomanyok a kovetkezOk voltak: 12490-7498, 6102-5446 és
4605-4243cm™. A PLS regresszi6 soran 8 PLS komponens elegendének bizonyult a
modellépitéshez, amelyet az RMSECV értékek globalis minimuma alapjan hataroztam meg.

A 36. 4bran lathato a végsd, hétszeres kereszt-ellendrzéssel kapott modell. Az R? értéke
a kalibraciora nézve 0,966 lett és a hozza tartozo kozepes négyzetes hiba (RMSEC) értéke pedig
13,4 mg/ 100 ml volt. A Kkereszt-ellenérzés soran kapott modell Q2 értéke 0,928 lett, az
RMSECYV értéke pedig 18,3 mg/ 100 ml. A kiils6 validalast is elvégezve 13 kereskedelmileg is
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kaphat6 (j mintara az Q? értéke 0,898 lett és a becslés kdzepes négyzetes hibaja (RMSEP) pedig
36,3 mg /100 ml. Itt a Kisebb szabadsagi fok miatt elézetesen is magasabb elérebecslési hiba
volt varhatd.
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36. dbra: A végso, kereszt-ellendrzéssel kapott koffein koncentraciéo modell

A becsllt Y értékeket a mért Y értékek fliggvényeben abrazoltam.

A kivalasztott spektrum tartomanyok a koffein molekulaban talalhato kiilonboz6 funkciods
csoportoknak és kotéseknek feleltethetok meg: a metil csoport aszimmetrikus és szimmetrikus
elsé és masodik felharmonikusainak (Workman, 2000), valamint a C=0, N-H és a C=C
vegyértékrezgések elsd felharmonikusainak és a CONH amid kombindcids rezgéseknek

(Magalhaes et al., 2016; Ribeiro et al., 2011).
5.3.2.1 A cukortartalom meghatarozasa

A cukortartalom meghatarozasahoz 71 eredeti és 20 keverék mintat (6sszesen 91 mintat)
hasznaltam fel. Hasonl6an a koffein koncentracié meghatarozashoz, itt is az eredeti mintakbdl
hoztam létre a keverékeket elére meghatarozott keverési aranyban. A keverékek itt is a
cukortartalom jellegzetes értékeinek (gyartok altal kedvelt értékek) boévitésére szolgaltak, azért,

hogy a kalibracids tartomanyt minél jobban le tudjuk fedni.

A referencia Y értékekként a Schoorl médszerrel meghatarozott cukortartalom értékeket
hasznaltam fel. Ez a moddszer rendkiviil népszerii az élelmiszeranalitika teriiletén. A teljes
mintasorozatbdl ezzel a technikaval 75 mintat tudtam megmeérni. Sajnos a Schoorl médszer bar
rendkiviil népszerti, elég nagy torzitasu és szorasu (12,4 %), kiilondsen az kisebb koncentraciok
tartomanyaban (1-2 g / 100 ml). Ezért ugy dontottem, hogy az ezzel a mddszerrel kapott értékek

mellett a nominalis (dobozon feltlintetett) értekekkel is végrehajtom a modellépitést, ugyanis a
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nominalis koncentracio értékek feltehetéleg sokkal kisebb hibajlak az egyszerii tomegmérésnek

kdszOnhetben.

Ez utdbbi esetben minden minta FT-NIR spektruméat haromszor vettem fel, majd
atlagspektrumot szamitottam bel6liik. A mérésekhez 10 ml mintara volt szikségem ekkor is. A
spektralis kiesé mintak vizsgalatira PCA modszert hasznaltam, amely eredményeként két mintat
kihagytam a tovabbi clemzésekbdl. Az els6 két fokomponens egymas fiiggvényében valod
abréazolasa a 37. abran lathatd. Mint lathato, az eredetileg 91 mintabol kettd kiviil helyezkedett a

95 %-0s konfidencia intervallumon (Hotelling-T? ellipszis).
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37. &bra: Spektralis kiesok vizsgalata
Az elso két fokomponenst abrazoltam egymads fiiggvényében. Piros szaggatott vonal jelzi a 95 %-

os konfidencia savot.

A tovébbiakban a maradék 89 mintaval végeztem el a PLS regressziot (OPUS 7.2).
Adatelokezelésként els6 derivaltat és standardizalast hasznaltam. A koncentracio tartoméany 0,0
és 14,9 g/ 100 ml kozott volt (a mintakészlet tartalmazott ,,light” energiaitalokat is). Hat PLS
komponens elég volt a modell megalkotasadhoz, amelyet az RMSECYV értékek minimuma alapjan
hataroztam meg. Két spektralis tartomanyt valasztottam Ki a regressziéhoz: 75066796 és 4605—
4243 cm™ (6sszesen 141 véltoz6). Az R? érték a kalibracios modell esetén 0,997 lett, az RMSEC
pedig 0,219 g/ 100 ml.

A hét részre osztott kereszt-ellendrzéssel kapott validalt modellt a 38. dbra szemlélteti. A

kereszt-ellendrzés mellett kiils6 teszt ellenérzést is végrehajtottam 12 0j minta felhasznalasaval.
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A kereszt-ellendrzés soran kapott modell Q? értéke 0,995 lett az RMSECV értéke pedig
0,29g/100 ml. A kiils6é validalas soran, ugyanezen teljesitmény paraméterek rendre 0,996
valamint 0,26 g/ 100 ml lettek. Osszességében a modell kdzepes négyzetes hibaja mindkét
validalas esetén 0,30 g / 100 ml érték alatt volt.

16
14
12

10

Becslilt Y értékek
00

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Referencia (nominalis) Y értékek

38. bra: A végso kereszt-ellendrzéssel validalt modell a cukortartalom meghatarozasara

A becstlt Y értékek lettek abrazolva a referencia Y értékek fiiggvényében.

A kivélasztott spektrum tartomanyok, ebben az esetben is, megfeleltethetok a cukor
molekula funkcios csoportjainak és kotéseinek, agymint az OH csoport vegyértékrezgésének
valamint a hidrogénhid kotésben 1évé OH els¢ felharmonikusdnak, illetve a CH

vegyértékrezgések és a CH, deformacios rezgések kombinacidjanak (Workman, 2000).

A modellépitést megismételtem a Schoorl moddszerrel kapott referencia Y értékek
segitségével is. A két spektralis kiesé ugyanugy szerepelt a 75 mintabdl allé adatkészletben is,
igy végul 73 mintat hasznaltam fel a kiértékelés e részében. A cukortartalom koncentracio
tartomanya 0,1 és 15,3 g/ 100 ml kozott volt. A spektrumok adatel6kezelése az el6z6 esethez
hasonloan a derivalas és a standardizalas volt. A kivalasztott spektrum tartomanyok pedig a
kovetkez6k voltak: 7506-5446 és 4506-4243 cm™. A tartomanyok kissé eltértek a nominalis Y
értekek hasznalatakor kapottakhoz képest, amely annak kdszonhetd, hogy az OPUS szoftver
valtozokivalasztasi modszere — illetve a PLS regresszid is — hasznalja az Y (fiiggd) valtozoban
1év6 informaciot. Az igy kivalasztott spektrum részek szintén tartalmazzak az elméletileg vart és

jellegzetes rezgési savokat.
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A PLS regresszio soran hat PLS komponenst hasznaltam fel a modellépitéshez, amelyet a
megszokott mddon, az RMSECYV értékek alapjan hataroztam meg. A 39. dbran lathaté a het
részre osztott kereszt-ellendrzéssel kapott végsd modell. A kalibracié soran kapott R? érték 0,943
volt az RMSEC érték pedig 1,00 g/ 100 ml. A validalt modellnél a Q® érték 0,919 volt, az
RMSECV értéke pedig 1,13 g/ 100 ml-nek adodott. Végiil 11 Gj mintat felhasznalva a kiilsé
teszt ellendrzés soran a Q° érték 0,935 lett az RMSEP pedig 1,23 g / 100 ml.

BecslltY értékek

0 5 10 15
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39. &bra: A Schoorl mddszerrel kapott cukortartalmak felhasznalasaval kapott PLS regresszios
modell 7 részre osztott kereszt-ellendrzéssel

A becstlt Y értékekeket a referencia értékek fliggvényében abrazoltam.

A kapott modell teljes mértékben elfogadhatd, de 6sszehasonlitva a nominalis értékek
esetén kapottal lathatdban nagyobb hibaval terhelt. Ez természetesen nem meglepd, hiszen a
Schoorl médszer mérései soran sokkal nagyobb torzitast és hibat vittiink be a rendszerbe, mint
amekkora egy tdmeg bemérésé a nominalis koncentraciok esetén. Ezt az bizonyitja, hogy a

nominalis értékek figyelembe vételével a modell sokkal kisebb hibaju volt.

Az energiaitalokra megalkotott harom regressziés modell teljesitmény paramétereit a

7. tablazat foglalja 6ssze.
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7. tablazat: Az energiai italok koffein és cukortartalméara vonatkozo regresszios modellek

teljesitmény paraméterei

N a mintaszamot jel6li, C a PLS komponensek szamét, valamint az RMSECV és RMSEP értékek

mertekegysege a cukor modellek esetén g / 100 ml volt, a koffein modell esetében pedig ppm. Az

ext jelélés a kiilsé teszt validalas O értékére vonatkozik.

N|C R? | Q%x Q? RMSECV | RMSEP
Koffein modell 75| 8 | 0,966 | 0,898 0,928 16,8 36,3
Cukor modell (Schoorl) | 73| 6 | 0,943 0,935 0,919 1,13 1,23
Cukor modell (nominalis) |89 | 6 | 0,998 0,996 0,995 0,29 0,26

A harom modell teljesitmény paramétereit figyelembe véve elmondhatd, hogy mind a
koffein mind a cukortartalom meghatarozasa sikeresen megtortént az FT-NIR spektrumok
alapjan. A Q? értékek minden validalt modellnél 0,90 folottiek. Ezért a megalkotott modellek
képesek az energiaitalok koffein és cukortartalom meghatarozasara szolgalo6 HPLC és egyéb
elterjedten alkalmazott eljarasok kivaltasara. A megkozelitdleg 100 energiaital minta alapjan
készllt modellek gyakorlatilag a Magyarorszagon kereskedelemben kaphaté energiaitalok

koncentracio6 tartomanyat teljes mértékben lefedik.
5.4 Antioxidans kapacitas meghatarozasi méodszerek csoportositasa, rangsorolasa

Az antioxidans kapacitds meghatarozasi technikdk dsszehasonlitasahoz két adatkészletet
hasznaltam fel: az els6 13 bogyos gylimdles mintat (szamoca, malna, piros és fekete ribiszke)
tartalmazott, a masodik pedig 12 féle meggy mintat. Osszességében hét féle meghatarozasi
modszerrel vizsgaltdk meg a mintdkat, adatkészletekre lebontva a bogy6s gyumélcsok
antioxidans kapacitasat a FRAP, TPC, TRSC, DPPH, ACL és ACW maddszerekkel, mig a meggy
mintdkét FRAP, TPC, TEAC, ACL és ACW modszerekkel mérték meg. Minden mintabol kettdt
vizsgaltak és mindegyiket haromszor mértek meg. A kemometriai kiértékeléshez a parhuzamos

mérések atlagat vettem figyelembe.

Mindkét adatkészletet standardizaltam a tovabbi kiértékelések elott. Az adatelemzéshez
STATISTICA 12 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) szoftvert, valamint MS Excel VBA makrokat
hasznéltam (SRD és GPCM makrok). Az SRD makrdé mellett a GPCM is ingyenes elérhet6

makr6 a kovetkezd honlapon:

http://aki.ttk.mta.hu/gpcm
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A csoportosithatdésagokat és kapcsolatokat a kiilonbozé modszerek kozott a PCA é€s
hierarchikus flrtelemzés (HCA) segitségével tartam fel. Az antioxidans kapacitds meghatarozasi
technikak rangsorolasahoz az SRD és GPCM technikéakat hasznaltam.

5.4.1 HCA eredmények

A fiirtelemzés soran kapott kiilonb6z6 csoportokat és kapcsolatokat a 40. abran mutatom
be. Euklideszi tavolsidgot hasznéltam tavolsdgmertékként és Ward mddszert kapcsolasi
szabalyként mindkét adatkészlet esetén. Az a) abra bogyds gylmolcsdkre vonatkozd részén
lathatd, hogy két csoport teljesen elkiilonithetd egymastol: az egyik az ACL és ACW
technikékat, a masik pedig a TRSC, DPPH és FRAP mddszereket foglalja magaba. Az eredmény
tikrében az emlitett modszerek a csoportokon belll sokkal jobban hasonlitanak egymaésra
(kbzelebb allnak egymashoz). A b) rész a meggy fajtakhoz tartozd két csoportot mutatja. Az
ACW és ACL modszerek itt is, az alkalmazott harom mésik modszerhez képest kilén csoportba
keriltek.

a) 35 b) ]

25

Tavolsag
Tavolsag

20

] o [ 1]

TPC ACL ACwW TRSC DPPH FRAP ACW ACL TEAC TPC FRAP

40. dbra: A HCA-val kapott nem felligyelt tanitasu mintazat
Az a) és b) rész rendre a bogyds gyimdlcsokhoz és meggy fajtakhoz tartoz6 adatkészletek
eredményeit szemléltetik. Az Y tengelyen az Euklideszi tavolsag van abrazolva az antioxidans

kapacitasi technikak fliggvényében.

Bar a flrtelemzés segitségével a hasonlésagokat felderithettem, de mddszerek
rangsorolasa igy nem oldhatd meg.

5.4.2 PCA eredmenyek

Mintazatfelismerési modszerként fokomponens-elemzest is végre kellett hajtani, hiszen
ellendrizni akartam a fiirtelemzéssel kapott eredmények helyességét és megbizhatosagat. A

bogyods gyiimolcsok adatkészlete esetén két fokomponens elegendének bizonyult a magyarazott
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variancia nagy részének leirasara (t6bb mint 90 %). Az els6 két fékomponens-egyiitthato vektort

egymas fliggvényeben abrézolva a 41. abran lathaté eredményhez jutottam.

0.6

TPC

04}

TRSC
02t .

DPPH
0.0 *

FRAP
ACL
02} *

2. Fékomponens-egyiitthaté (8,5 %)

04t ACW

06 - - * . . -
09 0%  -094 0% 0% 08  -08 084  -082

1. Fékomponens-egyiitthatd (84,6 %)

41. dbra: A fokomponenselemzéssel kapott mintazat a bogyos gyiimolcsoket tartalmazo
adatkészlet esetén
A masodik fokomponens-egyiitthatot az elso fiiggvényében abrazoltam. A magyardzott variancia

szazaléka zardjelben talalhat6 a tengelyfeliratokon.

A legtébb modszer elszértan taldlhatd az abran, de A DPPH és FRAP modszerek
rendkiviil kozel helyezkednek el egymashoz. Az ACW, ACL és TPC modszerek az elsd két

fokomponens-egytthatot egymas fuggvényében abrdzolva nem alkottak csoportokat.

A meggy fajtdk adatkészlete esetében a kapott fokomponensek koziil az elsé harmat
tartottam meg a késébbi elemzésekhez. Ezen harom fékomponens 6sszesen 98 %-at fedi le a
magyarazott variancidnak. A masodik és harmadik fékomponens egyedi fékomponens volt,
vagyis egyetlen eredeti valtozo hordozta a variancia nagy részét. A legjobb elkiiloniilést az els6

¢s harmadik fékomponens-egylitthatd egymads fiiggvényében torténd abrazoldsa adta, amely a

42. abran lathato.
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42. dbra: A harmadik fékomponens-egyiitthatd abrazolasa az els6 fiiggvényében
(meggy fajték adatkeszlete)
A fékomponens-egyltthatokhoz tartozé magyarazott variancia szazaléka zarojelben talalhaté a

tengelyfeliratokon.

A kapott mintazat igazolni tudja a flrtelemzés soran kapott eredmények helyességét,
hiszen az ACW és ACL modszerek kiugré pontokként detektalhatéak és igy kuldén csoportot

képeznek a masik hdrom egyméshoz viszonylag kézel helyezkedd modszerhez képest.

Bar az els6é adatkészlet még nem tlint elegendének a kOvetkeztetések levonasara, a PCA
és HCA eredményekbdl egyiittesen azt lathattam, hogy az ACW és ACL modszerek nagyon
eltéréek a tobbi alkalmazott modszerhez képest. A TPC, FRAP és TEAC modszerek kozotti
kapcsolat erdsebbnek bizonyult, amely a bogyds gyiimdlcs adatkészlet alapjan ugyanigy
elmondhaté a FRAP és DPPH technikakrol is. Ezek a kovetkeztetések kapcsolddnak a
modszerek alapelvében rejld kiilonbségekhez is. Hiszen a TPC ¢és egyéb ET mddszerek sokkal
kozelebb helyezkedtek egymashoz, mig a HAT elven miikkodé ACW és ACI sokkal tavolabb
helyezkedett el az elobbiekt6l. A bogyds gyiimdolcs adatkeszlet esetén a FRAP és DPPH

modszerek erdsen korrelalnak, a kozottiik 1év6 korrelacios koefficiens 0,941-nek adddott.

5.4.3 SRD eredmények

Az SRD elemzés mar kimondottan a mddszerek kozotti rangsorolasra iranyult. Ekkor az

adatmatrixok mindkét esetben a modszereket, mint valtozé oszlopokat, és a mintakat, mint
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sorokat tartalmaztak. Az adatkészletek kiegesziltek egy referencia, soratlag oszloppal is. Ez a
megoldas az olyan esetekben kedvezd, ha nincs egzakt referencia értékiink az adatmatrixban.
Ilyenkor a konszenzusos megoldast célszerii valasztani a ,,maximum likelihood elv” értelmében,
amely kimondja, hogy azon paraméter valasztisa a legmegfelelobb, amely a legnagyobb

valosziniiséggel kovetkezik be (ez esetben az atlag) (Hastie et al., 2001d).

Az SRD értékeket egy MS Excel VBA program segitségével szamitottam Ki,
kétféleképpen: ,,nyers” adotokként majd azok eredeti 0 és 100 kdzé skélazottan (azaz normalizalt
valtozatban). A 43. &brén a bogyods gyiimoéles adatkészletb6l szamolt skalazott SRD értékek
lathatoak. Azért a skalazott verzidt hasznaltam, mert igy a két eltéré mennyiségli mintaval

rendelkez6 adatkészletet Ossze tudtam hasonlitnai.
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43. dbra: A skalazott SRD értékek (szazalékos) abrazolasa a modszerek fliggvényében a bogyos
gyumdlcs adatkészlet esetében
A baloldali Y és X tengelyeken az SRD értékek, mig a jobboldali Y tengelyen a véletlen szamokra
vonatkozo relativ gyakorisag van feltlintetve. Az abran lathaté Gauss-szerii eloszlas az el6bbi

relativ gyakorisagokhoz tartozo gorbe.

A kiértékeléshez azzal a feltételezéssel eltem, hogy minden modszer véletlen és
szisztematikus hibéakkal terhelt, valamint feltételezhet6 az is, hogy a véletlen hibak és a
torzitasok is részben kiejtik egymast. Ahogy az az SRD fejezetben mar szerepelt, minél kisebb a
kapott SRD érték, annal kozelebb van a referencia értékhez (jelen esetben az atlaghoz). Igy az
eredmény alapjan elmondhatd, hogy a FRAP modszer esett a legkdzelebb a referenciahoz,
vagyis ez a modszer képes a legkisebb hibaval kivaltani a tobbi mddszert. A véletlen szdmokra

vonatkozo relativ gyakorisdgok Gauss-szerii gorbéjébdl pedig lathatjuk, hogy a vizsgalt modszer
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jobb, hasonld, vagy rosszabb eredményt ér el a véletlen szamok hasznélataval végzett
rnagsorolasnél. Ebben az esetben majdnem mindegyik antioxidans kapacitds meghatarozasi
technika jobbnak mutatkozott a véletlen szdmoknal, kivéve az ACW technikat.

Az eredmény validalasdhoz véletlenszeriiségi tesztet és hétszeres kereszt-ellendrzést
hasznaltam. Az utobbi esetén igy minden modszer esetén hét validalt SRD értéket szamoltam
plusz az eredeti teljes adatmatrix felhasznaldsaval kapott értékeket is. Erre azért volt szikség,
mert az elObbi abran vonalakkal szemléltetett SRD értékekrél nem tudjuk eldonteni, hogy
mekkora a hibajuk, atfednek-e, vagy épp kozelsegiket csak a véletlen okozza-e. Ezért a kereszt-
ellendrzéssel egyiitt kapott SRD értékeket doboz-bajusz abran szemléltettem, amelyen a
minimumot, maximumot a 25-75 %-o0s percentiliseket és median értékét is feltintettem. Az

eredmény a 44. abran lathato.
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44. dbra: A bogyos gyumolcs adatkeészlet validalt SRD értékeinek doboz-bajusz abréja
Az SRD értékeket az Y tengelyen &brazoltam. A doboz az adatok 50 %-dt jelképezi, mig a belsé
négyzet a mediant.

A 44, abra alapjan elmondhaté, hogy a DPPH és ACL modszerek igen kozel
helyezkedtek el egymashoz képest. A null hipotézisem szerint a modszerek atlag ertékei nem
kilonbdznek szignifikansan egymastol. A két mintas t-proba segitségével dsszehasonlitottam az
SRD atlagértékeket paronként minden mddszerre. A hasonléképpen nemparaméteres Sign és
Wilcoxon prébat is alkalmaztam a medianok kozotti elterések megéallapitasara (ezen tesztek
esetén a normalitds nem feltétel). A t-teszt és a nemparaméteres tesztek is ugyanazt az eredményt
adtak, miszerint a DPPH és ACL modszerek nem kilénbdznek szignifikansan. A tobbi vizsgalt

modszer eredménye viszont szignifikansan kiilonbdz6 volt.
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A meggy adatkészlet vizsgalatat hasonloképpen elvégeztem az SRD segitségével hasonld

beallitasok mellett. Az 6t modszerre kapott skdlazott SRD értékeket a 45. abran mutatom be.
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45. abra: A skalazott SRD eértékek (szazalékos) abrazolasa a mddszerek fliggvényében
a meggy adatkeszlet esetében
A baloldali Y és X tengelyeken az SRD értékek, mig a jobboldali Y tengelyen a véletlen szdmokra
vonatkozd relativ gyakorisag van feltlintetve. Az dbrén lathatd Gauss-szerii eloszlds az elébbi

relativ gyakorisagokhoz tartozé gorbe.

Az é&bra alapjan megallapithat6, hogy a TPC eredményezte a legkisebb SRD értéket, igy e
modszer képes a tdbbi vizsgalt modszer Kivaltasara. Az ACW mddszer viszont Kivil
helyezkedtek az elfogadhat6 tartomanyon, mig az ACL hatéareset. A FRAP és TEAC modszerek
ugyanazon SRD értékeket adték, és a validalas soran kapott értékek medianjai Sign és Wilcoxon
probalval vizsgélva sem térnek el szignfikansan a két modszer esetén. A kapott mintazat
rendkivil hasonlit a két adatkészletre nézve a doboz-bajusz abrak és az alkalmazott prébak
alapjan is. A 46. abra alapjan lathat6, hogy az emlitett FRAP és TEAC mddszerek medianjai és
a 25-75 %-os percentilisei tokéletesen megegyeznek.
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46. abra: A meggy adatkészlet validalt SRD értékeinek doboz-bajusz abraja
Az SRD értékeket az Y tengelyen &brazoltam. A doboz az adatok 50 %-dt jelképezi, mig a belsé
négyzet a mediant mutatja.

Osszegezve elmondhaté az SRD modszer képes volt rangsorolni az éatlag értékekhez
képest a kiilonboz6 antioxidans kapacitas meghatarozasi technikékat és kimuattani, hogy azok
szignifikansan kilonbdznek-e egymastdl. A vizsgalt adatkészletek alapjan a FRAP valamint TPC
maodszerek bizonyultak a legjobbaknak (legalacsonyabb SRD értékek), mig az ACW és ACL
technikak rendelkeztek a legnagyobb SRD értékekkel.

5.4.4 GPCM eredmények

Az altalanositott par-korrelaciés modszer segitségével, ellendrzési célbol, a rangsorolas
eredményeit kibévitettem. A hasznalt adatmatrix ugyanaz volt, mint az SRD moddszer esetén,
tehat az antioxidans kapacitasi moédszerek az oszlopokban, mig a mintdk a sorokban
helyezkedtek el. A GPCM modszer segitségével sikertlt is validalni az SRD soran kapott
eredményeket. A GPCM szamolasokat egy MS Excel VBA makro segitségével végeztem. A
referencia ebben az esetben is a soratlagokat jelentette. A paronkénti 6sszehasonlitdsokat minden
lehetséges kombinacioban elvégeztem. A kiértékelés soran ,,feltételes egzakt Fisher probat”
valamint a kiilonbségek alapjan torténd rangsorolds valoszinliséggel sulyozott valtozatat
(szignifikans rangsorolas) hasznaltam. A 8. tdblazat tartalmazza a bogyds gylimolcs
adatkészletre vonatkoz6 eredményeket. A szignifikans rangsorolas szerint a FRAP illetve TRSC

modszerek kapcsolodtak leginkabb az Y referencia valtozohoz, amely a sorok atlaga volt. A

91



10.14751/SZIE.2017.013

valoszinliséggel korrigalt gy6zelmek szama, ebben a két esetben, nagyon kozel esett egymashoz.

A TPC harmadik lett a sorban, és az ACW volt az utolsé a vizsgalt mddszerek kozott.

8. tblazat: A GPCM mddszer dsszefoglalo tablazata a bogyos gyimolcsok esetén.
A pWinner a szignifikans rangsoroldassal kapott gyozelmek szamat, a pLoser a hasonlo
modszerrel kapott vereségek szamat adja meg. A rangsorolas a kettd kulonbsége alapjan
szamolhato ki. Az elére meghatarozott hibalimit érték jelolése a (user) volt, mig a (emp.) az
elméleti limitet jelentette. A ,, Crit. Sum.”-al jel6lt kritikus 6sszeg (Critical Sum) a szignifikans
rangsoroldssal kapott gyozelmek Osszegét jelenti a vereségek szama nélkiil (2. szam). Az elso

szam a konfidencia korlat, amely a Crit. Sum. szorzata (1- )-val.

FRAP TRSC TPC DPPH ACL ACW
pWinner 2,9968 2,9951 0,9999 0,9956 0,9927 0
pLoser 0 0 0 1,9965 1,9955 4,9882
No
Decision ? ? ‘ ’ : °
Rank by: 1 2 3 4 5 6
pWin-pLos a (user) 0,05 o(emp.) O

No Diff. inY Crit. Sum 6,65 7

A 9. tablazat hasonldéképp a GPCM eredmények bemutatasara szolgal, csak a meggy fajtak
adatkészletét vizsgalva. Ekkor a TPC és FRAP modszerek szinte megkullonbdztethetetlenek
voltak egymashoz és a tébbi modszerhez képest. A TEAC harmadik lett a rangsorolésban, és az

ACW az el6z6 esethez hasonldan itt is az utolso volt.

9. tdblazat: A GPCM mddszere 6sszefoglalo tablazata a meggy fajtak adatkészletére kapott
eredményekrol

A részletes Abramagyarazat a 8. tAblazatnal talalhato.

TPC FRAP TEAC ACL ACW
pWinner 1,9999 1,9984 1,9895 0,9997 0
pLoser 0 0 0 2,9878 3,9997
No Decision 2 2 2 0 0
Rank by 1 2 3 4 5
pWin-pLos @ (user) 0,05 o (emp.) 0
No Diff. in Y Crit. Sum 5,7 6
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Az eredmények rendkivul hasonléak lettek az SRD soran kapottakhoz, viszont igy a
GPCM technikdval a DPPH és ACL moddszerek kozott az elsé adatkészlet esetén, mig a FRAP
valamint TEAC modszerek kozott a masodik adatkészlet esetén kiilonbséget tudtam tenni.

5.5 Regresszios modellek elérejelzo képességét meghatarozo paraméterek

0sszehasonlitasa

A regresszios modellek nemcsak az élelmiszertudomany, de a mas tudomanyteruleteken
is, pl. a gyogyszerkémia teriletéen is legalabb olyan fontosnak bizonyultak, mint pl. az utébbi
évtizedekben, kiillonbozé szerkezet-hatds Osszefiiggések (QSAR) megalkotdsdban. A munkéam
soran egyfajta Kitekintésképpen, két olyan adatkeszletet hasznéltam fel a becslés josagara
vonatkoz6 paraméterek ©sszehasonlitasara, amelyek bar a gydgyszerkémia teriletérol
szarmaznak, de sokkal szélesebb korli, nagyobb mennyiségli paraméter szamoldsat tették
lehetévé. A munka tovabbi alkalmazhatosagat ezzel is novelni tudtam. Természetesen az
¢lelmiszertudomany és azon beliil is NIR spektroszkdpia modellekre jellemzd tipikus becslési
paraméterek is szerepelnek a vizsgalatban, pusztan a szélesebb alkalmazhat6sag vezetett az

adatkészletek (és szoftverek) bovitésére.

Az 6sszehasonlitott paraméterek teljes listajat a Melléklet M1 része tartalmazza, bels6 és
kiils6 validalashoz tartozo teljesitményparaméterek egyarant szerepeltek kozottiik. A két vizsgalt
adatkeszlet egyike kiilonbozé benzol szarmazékok toxicitas értékeit tartalmazta figgetlen (Y)
valtozoként, mig a masik N-szubsztitudlt maleimidek inhibitor aktivitas értékeit (I1Csp).

A Kkiértékelésekhez tdbbvaltozos linearis regressziot (MLR) hasznaltam. A kapott
modellek teljesitményparamétereit SRD maodszerrel rangsoroltam, és hasonlitottam 6ssze. Az
elsd adatkészlet esetén 20 paraméter szerepelt az oszlopokban és Osszesen hatvan modellt
készitettem el ekkor. A soratlagokat hasznaltam referenciaként, a kapott értékeket pedig kés6bb
hét részre osztott kereszt-ellendrzéssel validaltam. A 47. abra a validalasi eredményeket

szemlélteti egy doboz-bajusz abra segitségével.
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47. dbra: A toxicitasi modellek SRD elemzése soran kapott eredmények doboz-bajusz abraja
Az SRD értékeket az Y tengelyen abrézoltam a teljesitményparaméterek fuggvényében. A
vizszintes szaggatott vonal a véletlen szamok SRD értékeinek eloszlasahoz tartoz6 5 %-0s

hibahatart szemlélteti. A fiiggbleges vonalak a paros Wilcoxon ptoba alapjan térténd

szignifikans elkuloniléseket jeloli.

A 47. dbra alapjan néhany kiils6 validalasi paramétert leszamitva (RMSEgy, QZ-Fl,
Q%F2, Q*F3) a tobbi paraméter, a véletlen szamok SRD eloszlasahoz tartozé 5 %-os hiba hatar
alatt van (Ho hipotézis: az adott paraméter SRD értéke nem kiilonbdzik szignifikansan a véletlen
szamok SRD értékitdl). Az elsd 12 teljesitmény paraméter a paros Wilcoxon proba alapjan nem
kiillonbozik szignifikansan egymastol (o = 0,05, Hp hipotézis: az adott paraméterek median

értékei nem kildnbdznek szignifikansan egymastol).

Ugyanezt a kiértékelest elvégeztem a masodik adatkeszletre is, amely eredmenyeképp
nagyon hasonlé rangsorhoz jutottam. A vizsgalt teljesitmény paraméterek szama ekkor 20 volt,

és 70 modellt hasznaltam fel.

A 48. dbra alapjan bar kissé eltér6 sorban, de nem szamottevo kiilonbséggel ugyanazon
paraméterek kaptak a legkisebb SRD értékeket. Az RMSECYV volt a leginkabb konzisztens (az
atlaghoz legjobban kozelit), majd ezt kovették a Q*Loo, MAEy, CCCe és MAE,, paraméterek.
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48. abra: Az aktivitasi modellek SRD elemzése soran kapott doboz-bajusz abra
Az SRD értékeket az Y tengelyen abrézoltam a teljesitményparaméterek fuggvényében. A
vizszintes szaggatott vonal a véletlen szamok SRD értékeinek eloszlasahoz tartoz6 5 %-0s
hibahatart szemlélteti.

A kiils6 validalasi paraméterek ebben az esetben is sokkal tdvolabb helyezkedtek el, és
5 %-o0s hibahatar folott voltak (Ho hipotézis: az adott paraméter SRD értéke nem kulénbozik
szignifikansan a véletlen szamok SRD értékéhez képest) az elsd, nagyobb, belsd validalasi
paramétereket tartalmazo csoporthoz képest. Ez természetesen nem jelenti azt, hogy a kiilsd
validalashoz tartozo teljesitmény paraméterek, amelyek a hibahatar folé keriiltek, tehat nagy
SRD értékekkel jellemezhetdk, hasznalhatatlanok lennének, hiszen pont a nagy kiilonbségek
miatt hordozhatnak értékes informaciét (de a véletlen rangsorolastdl nem kiilonboztethetok
meg). Osszességében elmondhatd, hogy a betanitdo készletre vonatkozd, vagy a kereszt-
ellendrzéssel (vagy a kereszt-ellendrzéssel egy elem kihagyésos valtozataval) kapott paraméterek
alkottdk a leginkabb reprezentativ és leginkabb konzisztens csoportot. A két adatkészletet

figyelembe véve a leginkabb az RMSECV, CCCy, és Q% oo 6s MAE paraméterek ajanlhatok.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A doktori munkam soran szamos példan keresztiil bemutattam az FT-NIR kutatdsokban
¢s a kemometridban rejlo, még maig is gyakran kiakndzatlan lehetdségeket. Az elvégzett
Kisérleteimmel és elemzéseimmel torekedtem a kemometriai tudomanyag és az

élelmiszertudomany teriiletén minél tobb fejlesztést és Ujitast Iétrehozni.

A Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitdk piaca még a mai napig is novekvoben van,
hiszen sokdig egyfajta ,,csodaszerként” kezelték ezt a koenzimet. A manapsag kiélezett piaci
versenyhelyzetben a kiilonbozé formdban forgalomba hozott termékek mindségellendrzése
kihangsulyozanddan, nem csak a fogyasztdk, de a gyartok érdeke is. Ebben a szegmensben az
altalam megalkotott kalibracios modellek tokéletesen ki tudjak valtani a korabban alkalmazott,
id6 és vegyszerigényes HPLC-s technikdt. A modellépitések soran kifejlesztett
valtozokivalasztasi technikaval pedig a kemometria vilagaban 1j lehetdséget nyujtok a korabban
hasznalt valtozdokivalasztasi |épésekhez képest. A modellépitések e része gyakran
kulcsfontossagunak bizonyul, ahogy ez a Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészit6k vizsgalatakor
is bebizonyosodott szdmomra. Mivel az iSR valtozoszelektalas megfeleld hatékonysagot
mutatott — akarcsak a masik két alkalmazott modszer — igy batran javasolhatd a késObbi

regresszids modellek soran torténd alkalmazasa is.

Az energiaitalok tertltén végzett kutatdsaim soran szembeslltem azzal, hogy az
energiaital kereskedelemben betoltétt szerepe és fogyasztdk nagy szdma miatt mekkora
jelentdségre tett szert Magyarorszagon. Ahogy egy évtizeddel ezeldtt hazankban még éppen csak
néhany marka volt forgalomban, Ggy az utébbi években mar ez a szdm toébb, mint szazra volt
tehetd. Sajnalatos moédon a legnagyobb fogyasztoi kore az energiaitaloknak mindmaig a fiatalok,
beleértve a 18 és sokszor 14 év alatti korosztalyt is. A rohamos fejléddésnek indult energiaital
piacon igy szintén fontos — maér csak a fogyasztdi kort figyelembe véve is — a termékek
mindségellendrzése, kiilonds tekintettel a két legnagyobb egészségligyi kockézattal jaro
Osszetevore: a koffeinre és a cukorra. A kutatasaim soran mindkét komponensre nézve sikerdlt
olyan regressziés modelleket épitenem, amelyek gyors és kornyezetbarat médon percek alatt
képesek kelléen pontos mennyiségi meghatarozasra. Ezek a modellek igy ismételten kivalthatjak
a terlileten gyakorta alkalmazott nagymiiszeres analitikai eljarasokat. A vizsgalatok soran kozel
szaz energiaitalt hasznaltam fel, igy a magyarorszagi piacon talalhatd energiaitalokra mindkét
modell kell6képpen optimaltnak tekinthetd. Az osztalyozas teriiletén pedig sikeriilt megalkotni
egy olyan modellt, amely megfelel6 elkiilonitést biztosit a taurinos, arginines és normal (taurint

és arginint nem tartalmazo) mintak kozott. Ez a modell az eredetazonositas és hamisitvanyok
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kiszlirése soran juthat nagy szerephez. Az energiaitalok spektrumainak felhasznalasaval pedig
kifejlesztettem és teszteltem a tébbosztalyos ROC gorbék egy uj forméciojat. Az energiaitalok
adatait felhasznalva rendkivil j6 megjelenitést biztositva tudtam 6sszehasonlitani tobbféle
osztalyozasi modszert is. Az ebbdl szarmazo eredmények kovetkeztetésekeént érdemes sokszor a
még nem tulzottan elterjedt, akar (j kemometriai modszereket is tesztelni, hiszen gyakran a jol
bevalt és tobb évtizedes multtal rendelkez0 modszerek is cs6dot mondhatnak. Esetemben a
fejlesztett fak modszere (BT) tiint ki a tobbi alkalmazott mddszer kdzil, igy ennek a technikénak

az alkalmazasat feltétlenil javaslom osztalyozasi feladatokra.

Az antioxidans kapacitds meghatarozasi technikak vilagdban is szamos lehetdséggel
talalkozhatunk, amelyek kozll nehéz eldonteni melyiket érdemes valasztani a vizsgalatainkhoz.
Gyakran ajanlott lehetdség a minél tobbféle technika hasznélata. A kutatdsom soran én azt a
kérdést tettem fel, hogy melyik moédszer tudnd visszaadni leginkdbb a legkisebb hib4ju
(konszenzusos) értekeket, melyik az, amelyik kivalthatja a tobbit olyan esetekben, ha nincs elég
idonk, vagy tobb mérés elvégzése tul koltségesnek bizonyul. A vizsgélatok soran erre a célra
legmegfelelébbnek a FRAP és TPC médszerek bizonyultak. Igy e két modszer hasznalata az
elébbiekben felvazolt esetekben erdsen ajanlott, hiszen ezek a mddszerek tudtdk a két vizsgalt
adatkeszlet esetén az 0sszes mérési modszer atlagat figyelembe véve a konszenzusos eredményt

legjobban visszaadni.

A regresszios modellépitések  soran allandé  problémat okoz, a helyes
teljesitményparaméterek megfelelé figyelembe vétele, legyen szo6 FT-NIR spektrumokrél vagy
gyogyszerkémiai adatokrol. A modellnek a kiilonboz6 teljesitmény paraméterek alapjan torténd
eltéré megitélése miatt nagyon fontos kérdés, hogy melyiket érdemes hasznalni. Az &ltalam
elvégzett szamitasok soran bebizonyosodott, hogy bar a kiilonb6zd kiilsé validalasi paraméterek
fontos plusz informaciét adhatnak a modellekrdl (€s bizonyos esetekben elengedhetetlen a kiilsd
validalas megléte), a bels6 validalashoz tartoz6 RMSECV vagy éppen CCCcy értékek sokkal
inkdbb egymassal konzisztens modelleket valogatnak ki. Az altalam elvégzett vizsgalatok igy azt
tiikkrozik, hogy a belsd validalasra, kereszt-ellendrzésre és annak eredményeire érdemes nagyobb

hangsulyt fektetni.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A doktori munkdm sordn a vevo-mukodtetd jelleggérbék (ROC gorbék) alapelvét
tovabbgondolva, tobbosztalyos (,,n-class”) ROC gorbéket hoztam Iétre, melyek a kiilonbozd
modszerek dsszehasonlitasara, értékelésére — beleértve a hibabecslést is — valamint az osztalyoz6
képességiik abrazolasara, megjelenitésére is kivaléan alkalmasak. Ezen gorbék segitségével
energiaitalok FT-NIR spektrumai alapjan tobbféle mintazatfelismerési (osztalyozasi) eljarast
hasonlitottam 6ssze. A Véletlen erdé modszerével torténd osztalyozas modellépitésére kétféle
paraméteroptimalési eljarast is kidolgoztam és sikeresen alkalmaztam. Megéllapitottam, hogy a
vizsgalt adatkészleten a fejlesztett fak mddszere képes a legjobb modellépitésre. A mddszerhez
sajat fejlesztésii programot hasznaltam, amelynek programkodja a dolgozat mellékletében

megtalalhato.

(A. RACZ, D. BAJUSZ, M. FODOR and K. HEBERGER (2016): Comparison of classification methods
with "n-class" receiver operating characteristic curves: A case study of energy drinks. Chemometrics and
Intelligent Laboratory Systems, Vol. 151. pp. 34-43. (IF=2.321))

2. A Q10 koenzim tartalmu étrendkiegészitok vizsgéalata sordn hdrom regresszidés modellt is
épitettem, melyek segitségével az étrendkiegészité mintak FT-NIR spektrumaibdl gyorsan, és
kellé pontossaggal, kdrnyezetkimélé moédon meghatarozhaté a Q10 koenzim koncentracidja. A
modelleket belsd és kiilsd validalasnak is alavetettem. A harom PLS regresszios modell

segitségével kivalthatok az id6- és koltségigényes, kevésbé kdrnyezetbarat HPLC eljarasok is.

(A. RACZ, A. VASS, K. HEBERGER and M. FODOR (2015): Quantitative determination of coenzyme
Q10 from dietary supplements by FT-NIR spectroscopy and statistical analysis. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, Vol. 407:(10). pp. 2887-2898. (IF=3.436))

3. A Q10 koenzim étrendkiegészit6k vizsgalata soran, a modellépitésekhez tovabbfejlesztettem a
szelektivitasi arany valtozokivalasztasi modszert, amely az intervallum szelektivitas arany
kiszamitasan alapul (iSR). Az igy kifejlesztett valtozdszelekcios eljarast sikeresen alkalmaztam a

modellépités soran.

(A. RACZ, A. VASS, K. HEBERGER and M. FODOR (2015): Quantitative determination of coenzyme
Q10 from dietary supplements by FT-NIR spectroscopy and statistical analysis. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, Vol. 407:(10). pp. 2887-2898. (IF=3.436))
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4. Az energiaitalok vizsgalata soran a cukor és koffein tartalom meghatarozasara FT-NIR
spektrumok felhasznaldsaval PLS regresszios modelleket dolgoztam ki. A fejlesztett modellek
mindkét komponensre nézve megfeleld pontossaggal és robosztussaggal rendelkeznek. A
modellek mindkét esetben belso €s kiilsé validalason estek at, igy a tovabbiakban alkalmazhatok
az eddigi idGigényes, és kevésbé gazdasagos modszerek helyett az energiaitalok mennyiségi
meghatarozasara. Ezen Kkivil megfelelé osztalyozasi képességgel rendelkezd osztalyozasi
modellt hoztam Iétre a taurinos, arginines és normal (taurint és arginint nem tartalmaz6) mintak
elkiilonitésére. Ez utobbi modell a mindségellendérzés, eredetazonositas vagy hamisitvanyok

kiszuirése soran hasznalhato.

(A. RACZ, K. HEBERGER, M. FODOR (2016): Quantitative determination and classification of energy
drinks using near-infrared spectroscopy. Analytical and Bioanalytical Chemistry, Doi: 10.1007/s00216-
016-9757-8 (IF=3.125))

5. Az antioxidans kapacitasi mddszerek vizsgalata és 0sszehasonlitasa soran megallapitottam,
hogy az azonos kémiai hattérrel rendelkezd modszerek a PCA és HCA eredmények alapjan
sokkal hasonlobb (egységesebb) eredményt mutatnak. Az ACW és ACL maddszerek, mindkét
adatkészlet vizsgalata soran, jelentds eltérést mutatnak a tobbi mddszerhez képest. Statisztikai
szempontbdl leginkabb konzisztens modszernek a FRAP és TPC technikéakat tartom, amelyek
kivalthatjak a tobbi modszer alkalmazasat, amellyel igy sziikos idOkeret esetén is a legkisebb

hibaval tudjuk megadni az antioxidans kapacitas értékeket.

(A. RACZ, N. PAPP, E. BALOGH, M. FODOR and K. HEBERGER (2015): Comparison of antioxidant
capacity assays with chemometric methods. Analytical Methods: Advancing Methods and Applications,
Vol. 7. pp. 4216-4224. (IF=1.821))

6. A regresszidos modellek teljesitményparamétereinek széleskorli Osszehasonlitdsa soran,
jelentds eltérést tapasztaltam a legtobb kiils6 és belsé validalasbol szarmazo paraméter kdzott. A
belsd validalashoz tartoz6 paraméterek altalaban sokkal jobbnak (konzisztensnek) bizonyulnak.
Ezek koziil is kiemelten jonak tekinthetok az RMSECV, CCC,y €s QZLOO paraméterek. A kiils
validalasi paramétereknek a modellépitések soran tapasztalt nagy eltérései viszont 0 informéciét

hordozhatnak.

(A. RACZ, D. BAJUSZ, K. HEBERGER (2015): Consistency of QSAR models: Correct split of training
and test sets, ranking of models and performance parameters. SAR and QSAR in Environmental
Research, Vol. 26:(7-9). pp. 683-700. (IF=1.596))
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8. OSSZEFOGLALAS

Kutatdbmunkam soran tébbfele kemometriai mddszerfejlesztést, dsszehasonlitast és FT-
NIR adatokra torténd modellépitést végeztem. A modszerfejlesztések teriiletén kiemelhetd a
tobbcsoportos  vevo-miikodtetd jelleggorbék (ROC gorbék) megalkotasa, valamint azok
osztalyozasi modellek értékelésére torténd hasznalata, beleértve a hibabecslést, és az osztalyozo
képességuk megjelenitesét is. Az elemzesek soran parcialis legkisebb négyzetek modszerével
végzett diszkriminancia elemzést (PLS DA), véletlen erdd (RF), fejlesztett fa (BT) és linearis
diszkriminancia elemzés (LDA) mddszereit hasonlitottam 6ssze a megalkotott ROC gorbék
alapjan. A felhasznalt adatkeszlet egyike 90 energiaital minta FT-NIR spektrumat, a masik pedig
az eredeti adatkészlet fokomponens-elemzésének fokomponenseit tartalmazta. Az osztalyozasi
modelleket az energiaitalok cukortartalom szerinti elkilonitésére alkottam meg, mely modelleket
felhasznaltam az osztalyozasi modszerek 6sszehasonlitdsara. A kapott eredmények alapjan a
legjobb modszernek egyértelmiien a fejlesztett fak (BT) mddszere bizonyult, de mind a négy
eljaras meglehetésen jO el6rebecslé képességli modelleket eredményezett. Egy masik
modszerfejlesztés soran tovabbfejlesztettem a szelektivitasi arany valtozokivalasztasi mddszert,

melynek 1ényegi paraméterét intervallum szelektivitasi ardnynak neveztem el.

A Q10 koenzim tartalmt étrendkiegészitOk vizsgalata soran a mintdk hatdéanyagtartalmat
becsultem: PLS regresszios modelleket épitettem. Haromféle valtozdkivalasztasi modszert
alkalmaztam, amelyek az intervallum PLS-t, az intervallum szelektivitasi aranyt, illetve a
genetikus algoritmus mddszerét hasznéltak. Mindharom véltozokivalasztasi  modszer
segitségeével sikerlilt megfeleld kalibracios modelleket 1étrehozni. A modell altal magyarazott
variancia, az R® értékek, a kalibraciés modellekre mindharom esetben 0,90 foléttiek voltak az
analdg, de validaciora jellemzd Q%el jelolt mértékek pedig a mindig 0,87 folottiek voltak. A
kapott modelleket a rangszamkildnbségek (abszollt) értékeinek 6sszegén alapuld modszer
(SRD) segitségével 6sszehasonlitva, a becsilt értékek alapjan, a genetikus algoritmus

alkalmazasaval kapott modell tekinthetd a legjobbnak.

Az energiaitalok FT-NIR spektrumait felhasznalva PLS regresszidos modelleket hoztam
létre a koffein- és cukortartalom meghatarozasara. A koffein tartalom meghatarozasahoz
referencia modszerként egy HPLC-UV szabvany mddszer a sajat kisérleteimre optimalizalt
véltozatat hasznaltam. Az elkészitett koffein regressziés modell R? értéke 0,9667 volt, a kereszt-
ellenérzést elvégezve pedig a validalt modell Q® értéke 0,9279. A cukortartalom
meghatarozasahoz két modellt hoztam Iétre a nominalis (89 mintaval) és a Schoorl modszerrel
(73 mintaval) meghatarozott referencia értékek alapjan. Mindkét modell rendkivil jénak

tekinthetd, hiszen bar a nominalis értékek felhasznaldsaval jobb modellhez jutottam, mindkét
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esetben a modellek 0,90 folotti R? és Q? értékekkel jellemezhetdek. Az energiaitalok
adatkeszletének felhasznalasaval megalkottam egy osztalyozasi modellt is PCA majd LDA
modszerek hasznélataval 108 mintéra, amely segitségével a taurinos, arginines és normal (taurint
és arginint nem tartalmaz6) mintdkat szinte 100 %-0s pontossaggal el lehet kuloniteni. A

vizsgélat sordn a magyar mintdk mellett, szlovak és gorog mintakat is felhasznaltam.

Az antioxiddns kapacitas meghatdrozasi technikdk elemzése soran hétféle kiilonbozd
technikat hasonlitottam 6ssze. Mindkét vizsgalt adatkészlet esetén a fokomponens-elemzés és
hierarchikus fiirtelemzés (HCA) nevii modszerek azt mutattak, hogy a kiilonb6z6 technikdk a
meghatarozasi mod kémiai hatterétdl fiiggden csoportosulnak. Mindkét esetben megfigyelhetd
volt az ACL és ACW modszerek kiilon csoportba helyez6dése vagy elkiiloniilése a tobbi
moddszertdl. (az antioxidans kapacitds mérés roviditéseinek feloldasat a roviditések jegyzéke
tartalmazza). Az SRD eljaras és az altalanositott parkorrelacios médszer (GPCM) hasznalataval
kimutattam, hogy az éatlagértékekhez legjobban kozelité eredményt a FRAP és TPC jelu
technikak adtak, igy ezek a modszerek tekinthetdéek a leginkdbb konzisztensnek. Az altalam
hasznalt adatkészletek alapjan ez utdbbi két modszer kivalthatja a tobbi vizsgalt meghatarozasi
technikat. Az ACL és ACW jeli modszerek teljes mértékben eltérd eredményt adtak, ha a tobbi
modszerhez hasonlitjuk dket, igy ezek hasznélata inkdbb csak a plusz informacidhordozas (pl

mellékrekaciok megléte) szempontjabdl lehet érdekes.

Szintén a kemometriai modszerfejlesztések kozé sorolhatd az az 6sszehasonlitas, amelyet
a regresszios modellek soran hasznalt teljesitmény paraméterek rangsorolasaval végeztem el. A
20 kiilonboz6 teljesitmény paraméter és két kiilonb6z6 adatkészlet alapjan elvégzett kiértékelés
segitségével megallapitottam, hogy a belsd ¢€s kiils6 validalasbol szarmazo teljesitmény
paraméterek kozott nagy eltérések tapasztalhatoak, valamint azt, hogy a belsd validalashoz
tartozé paraméterek bizonyultak leginkédbbb konzisztensnek és ezéltal jobban ajanlhatok. Ezen
teljesitmény paraméterek koziil is kiemelkedden jonak tekinthetdk: az atlagos négyzetes hiba
kereszt-ellendrzésre vonatkozd értéke (RMSEcy), az egyezési tényezd kereszt-ellendrzésre
vonatkozé értéke (CCC.,), az egy elem kihagyasos validalasra vonatkoz6 determinacios

koefficiens négyzete (Q®_oo) és az atlagos abszolut hiba (MAE) paraméterek.
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9. SUMMARY

In my PhD thesis several achievements regarding chemometric method development,
method comparison and model building for FT-NIR spectra are reported. One of the method
developments was a novel implementation of multi class (n-class) receiver operating
characteristic curves (ROC curves) and the application of this process to the evaluation and
visualization (with error prediction) of various models based on their classification abilities.
Based on the created ROC curves | compared the partial least-square regression (PLS R),
random forest (RF), boosted tree (BT) methods and linear discriminant analysis (LDA). | used a
dataset with 90 energy drink samples and their FT-NIR spectra. The other dataset contained the
PCA components resulting from the principal component analysis of the original matrix. The
grouping system was based on the sugar content of the energy drinks and the classification
models were used for the comparison of the different classification methods. The boosted tree
technique was the best one among them, however all of the used methods produced excellent

classification models.

Another method development was the introduction of a new variable selection technique,
the interval selectivity ratio (iSR) — based on an existing variable selection technique, the

selectivity ratio.

In the study of coenzyme Q10 dietary supplements | predicted the Q10 coenzyme content
of the samples with PLS regression models. | applied three variable selection methods: interval
PLS, interval selectivity ratio (iSR) and genetic algorithm (GA). All of the three variable
selection methods provided good calibration models. The explained variance (R?) was above
0.90 for all of the three models, whereas the same parameter for the validation (Q%) was over
0.87 in every case. The models were compared using sum of (absolute) ranking differences
(SRD), based on the predicted values. The result showed that the model produced by the genetic

algorithm was the best in my case.

In the case of energy drinks, PLS regression models were built for the determination of
sugar and caffeine content of energy drinks based on their FT-NIR spectra. The reference
determination of caffeine was based on a standard HPLC-UV procedure with some optimization.
The R? of the final regression model was 0.967 and the Q? value of the validated model was
0.928. I built two models for the determination of sugar concentration: the first was based on the
nominal concentrations (with 89 samples), while the second was based on the Schoorl method as
a reference measurement (with 73 samples). Both of the models were very good, however the

model with nominal concentration values was slightly better than the other one. The R? and Q?
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values were above 0.90 in both cases. Three types of energy drinks that contain (i) taurine, (ii)
arginine, and (iii) none of these two components were also classified correctly using principal
component analysis and linear discriminant analysis. | used 108 Hungarian, Slovakian and Greek

samples for the model building process. The correct classification was almost 100 %.

Seven antioxidant capacity methods were compared and evaluated using several
statistical methods. The results of principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster
analysis (HCA) prove that the antioxidant capacity assays based on similar principles are
connected to each other closely. In both cases the ACL and ACW techniques were different from
the other methods. SRD and the generalized pair correlation method (GPCM) showed that the
FRAP and TPC methods were recommended to substitute all the other antioxidant capacity
methods for both datasets. These techniques were the most consistent ones. ACL and ACW gave
really different results compared to other methods, thus the use of these techniques is

recommended in those cases, where they can carry plus information.

Another part of my work that can be considered as chemometric method development is
the comparison and ranking of performance parameters of regression models. Based on a
comparison of twenty performance parameters on two datasets, | have detected significant
differences between performance merits based on cross- and external validation, and concluded
that those based on cross-validation are more consistent with the consensus ranking and thus
more preferable. In particular, RMSEcy, CCCq. Q% 00 and MAE are highlighted as particularly

good ones.
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M1 A teljesitményparaméterek 6sszehasonlitdsdhoz felhasznalt paraméterek listaja

Teljesitmény Mikor Formula®
paraméter szdmolhatg?
Tréning, belso N
R?, R’ ésk%ilsc’i Rz—l—w— _kS3
1 ex = — =
validalas Lz - 3)° 7SS
. b
R%adj. Tréning R%; = R? — (1 —R?) X p—
R? — R Tréning Lasd. fent
LOF = RSS
LOF / M+d(M—1)/2\2
(Friedman, Tréning | |
1991b) n \1 - n /
Ky Tréning PCA alapjan, lasd. (Todeschini et al., 1999)
AK Tréning PCA alapjan, lasd. (Todeschini et al., 1999)
Tréning, belsd -
RMSE és kiilso RMSE = L, 0 = 90)°
validalas n
Tréning, belsd n A
MAE és kiilsd MAE 2=Vt = il
validalas n
n
RSS Tréning RSS = ) (v = 9)?
i=1
CCC Tréning, belso n oo
9 2 i L — L —
(Lin, 1989, és kil CCC = =5 2250 = N0 -
1992) validalas =1 (i =¥+l Gi =9 +n( - 9)
1 N
S Tréning s = mz(yi —$)?
=1
E Tréning P LG = 9)? / i = 9)?
p—1 n-—p
2
e arts Y (vi —9i) PRESS
QZLOO Bels6 validalas 2 1=t ATV it
Gioo 01— 9)? TSS
R? - Q%00 | Belsé validalas Lasd. fent
n
PRESS Belsd és kiilsé .
validalas PRESS = ) (i~ 90"
i=1
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e i Y Y (vi — i)
Q%mo Bels6 validalas Q% =1 -2 A2
Lo i — )2
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al., 2007)

RMSEayg, v-
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al., 2007)
Q°Y-SCRAMBLE

(Rucker et | Bels6 validalas Léasd. fent

al., 2007)
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RND-DESCR

(Rucker et | Bels6 validalas Léasd. fent

al., 2007)
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(Ricker et | Bels6 validalas Lasd. fent

al., 2007)

R°RND-RESP

(Rucker et | Bels6 validalas Léasd. fent

al., 2007)
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al., 2007)
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b A teljesitmény paraméterek egyenleteiben hasznalt szoveges kifejezések: tr = tréning, cv =

kereszt-ellenOrzés, ext = kiils6 validalas. A jelolések magyarazata: y;: referencia érték, y: a meért

értékek atlaga, 9;: becsiilt érték,: 9: becsiilt értékek atlaga, 9; si- az i-dik minta becsult érteke, ha

az i-dik mintat kihagyjuka kalibracios alcsoportbdl, 9;,;: az i-dik minta becsult érteke, ha a j-

edik részt kihagyjuk a kalibracios alcsoportbol (a teljes adatkészlet m részre van felosztva), n:

mintaszam, i: minta indexelése, p: a valtozok szd&ma a modellben.

M2 A HPLC mérésekhez hasznélt eluensek tablazata

Név

Forgalmazé

Acetonitril (HPLC mindség)

Scharlau (Barcelona, Spanyolorszag)

Tetrahidrofuran (izokratikus HPLC mindség)

VWR (Radnor, PA, USA)

Standard Q10 koenzim (>98%)

Sigma—Aldrich csoport (Schnelldorf,
Németorszag)

Metanol (HPLC mindség)

Scharlau (barcelona, Spanyolorszag)

Koffein standard (>98%)

Sigma—Aldrich csoport (Schnelldorf,
Németorszag)

Ultranagy tisztasagu desztillalt viz (Milli—-Q
rendszer)

Merck—Millipore (Milford, MA, USA)
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M3 A ROC gorbék készitésének sémaja

Minta | Csoport | Becsiilt valészinliség Csoport | Rangsorolt
1 + 0.987 1.( + 0.987
2 + 0.876 2 + 0.896
3 - 0.758 : Q + 0.876
4 + 0.547 + 0.812
5 - 0.384 - - 0.765
6 - 0.765 ] - 0.758
7 - 0.642 - 0.642
8 + 0.896 + 0.547
9 + 0.812 - 0.423
10 - 0.423 - 0.384
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3=
2
prery
‘N 60 ¢
o
o
0
5
3 40 ¢
>
=
2

20 ¢

0 ‘ :
] 20 40 60 80 100

Hamis pozitiv (%)

119



10.14751/SZIE.2017.013
M4 A tébbosztalyos ROC gorbék megalkotasanak programkaodija

#!/bin/bash
# ROC gorbe generalas

sed-i's/;/ /g $1
sed-i's/.000//g' $1

FEJLEC="head -1 $1°
tail -n +2 $1 > torzs$$.tmp

AUC_OSSZEG=0

foriin‘'seq1 $2°

do
cp torzs$$.tmp torzs$$.tmp$i
sed-i"s/ $i /0 /g" torzs$$.tmp$i

UJFAJL=""basename $1 .csv'"_class"$i".csv

echo $FEJLEC > $UJFAJL

awk -v osztaly=$i '{print sqrt(($3-osztaly)"2),$1,$2}' torzs$$.tmp$i | sort | awk '{print $2,$3,$1}'
>> $UJFAJL

roc_create.sh $UJFAJL
cp $UJFAJL "basename $UJFAJL .csv'".txt
enrichment.sh "‘basename $UJFAJL .csv'".txt

EF_FAJL=""basename EF_$UJFAJL .csv .txt"

AUC="grep AUC $EF_FAJL | awk '{print $2}"

AUC_OSSZEG="echo "scale=7; $AUC_OSSZEG + $AUC" | bc’
done

AUC_ATLAG="echo "scale=7; $AUC_OSSZEG / $2" | bc’
echo $AUC_ATLAG

echo 0 0 0 > ROC_""basename $1 .csv'"_atlag.csv

foriin‘seq1 100

do
#y="echo "scale=7;100 * (($i/100) » ((1-$AUC_ATLAG) / $AUC_ATLAG ) )" | bc -I'
y="echo "scale=7; 100 *e ( ( (1 - $AUC_ATLAG) / $AUC_ATLAG) *1($i/100))" | bc-I'
echo $i $i $y >> ROC_""basename $1 .csv'"_atlag.csv

done

rm *$$.tmp*

exit 0
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M5 Az energiaitalok PCA adatkészlete alapjan torténé optimalas a fejlesztett fak

modszerénél
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