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1. fejezet

Bevezetés

A fluoreszcencia spektroszkdpia modszereit, eljarasait egyre szélesed korben hasznal-
jédk az orvosi, biokémiai és biofizikai kutatasokban. Az elterjedt modszerek nemcsak a
tisztan kémiai, vagy fizikai kutatasokat segitik, hanem egyre inkdbb Gsszeolvadnak. Ezen
tudomanyteriiletek egyiittese alkalmas arra, hogy minél érzékenyebb, hatasosabb modsze-
rekkel lehessen kimutatni egyes vegylileteket egy keverékoldatban egy drogteszt esetén,
vagy bizonyos folyamatok hatésat egy biologiai minta esetén. Ezen spektroszkopiai eljara-
sok vitathatatlan el6nyei kozé tartozik rendkiviili érzékenységiik és id6beli felbontoképes-
ségiik. Az egyre kifinomultabb méréberendezések mar szubnanoszekundumos folyamatok
fénykibocsatasat is képesek érzékelni, ezaltal valik lehetségessé az eddigieknél joval bo-
nyolultabb szerkezetek feltérképezése példaul egy adott biol6giai minta esetén.

Azonban a technika fejlédésével az adatfeldolgozas elméletének is lépést kell tartania,
hiszen minél kisebb id6tartomanyban mériink, annél nagyobb az esélye a szisztematikus
hiba fellépésének, illetve az érzékenység novelésével a mérés zaja is névekszik. Kellgen
nagy energiaju megvildgitasnal egyéb nem vart hatasok is felléphetnek, mint példaul a
komplexképzdés, mellékreakciok, vagy egyéb energiatranszferrel jard belsé konverziok.

A modern eszkdzokkel a mérések soran kapott, kell6en nagy felbontast adathalmaz fel-
dolgozasakor a legnagyobb hangsiily az alkalmazott algoritmusokon van. Minél pontosabb

az alkalmazott simito, illesztd és keresd algoritmus, annél jobb az eljaras érzékenysége és
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megbizhatdsidga, valamint reprodukalhatésidga. Kutatasi tevékenységem {6 célja olyan, 1j
numerikus modszerek kifejlesztése és az eddig ismert kiértékels technikakkal valo 6sszeha-
sonlitasa volt, melyekkel tovabb noévelhetd a kiértékelések megbizhatosaga és pontossaga.
Munkém elsé felében hasonld kvantumhatasfoki komponensekbdl 4llo keverékoldatokbol
torténd kimutatas modszereit vizsgaltam és fejlesztettem tovabb. A feladat megvalositasa
soran elére meghatarozott keverékoldatokon végeztem méréseket, tesztelve a kiértékels
algoritmusok hatarait erésen atfedé komponensek esetén. A korabbi és Gjonnan kifejlesz-
tett modszereket szimulalt adathalmazokkal is teszteltem, modellezve a mérésekbdl eredd
hibédkat is. Tobbkomponensii keverékek esetén a keresett komponens fluoreszcenciajan
kiviili sugarzasok mind, mint zavard, mérési zajjal terhelt hattér jelennek meg. Az 1j ki-
értékel6 modszerek fejlesztése soran arra torekedtem, hogy tovabb csokkentsem a keresett

A masodik részben Osszetett biologiai és kémiai folyamatok eredményeként megjelend
optikai valtozédsok mennyiségi meghatarozasaval és a kiértékelés felgyorsitasdnak lehets-
ségeivel foglalkoztam. Az élelmiszer-egészségiigyi szempontbol kiemelten kezelt fuzérium
fertézés okozta optikai reflexio valtozasait vizsgaltuk. A buzaszemek alakja és elszinezd-
dése, valamint azok fert&zottségi szintje kozott szoros Osszefiiggés talalhatd. Az egész-
ségligyi normék nagyon szigoriak, igy emberi fogyasztasra a csak teljesen egészséges bi-
zaszemekbdl elGallitott termékek alkalmasak. Célunk egy olyan spektroszkopiai modszer

kidolgozasa volt, amely 1j és gazdasigos, nagy ateresztSképességi szelekciot tesz lehetGvé.



2. fejezet

Célkittizés

Kutatasaim soran elsédleges célom olyan kiértékel6 modszerek megkeresése, teszte-
lése és tovabbfejlesztése volt, amelyek tobb komponensbdl allo keverékoldatok elemzésére
adnak lehet&séget. A fluoreszcencia spektroszkopia teriiletén gyors iitemben fejl6dé tech-
nikat valasztottam, az Ggynevezett Matrix Izopotencialis Szinkronfluorimetriat. Célul
tliztem ki ezen modszernek mind szimulalt, mind valédi valoédi mérési kérnyezetben tor-
ténd alkalmazasat, tesztelését és lehetdség szerint 6sszehasonlitasat kordbbi, bevalt tech-
nikdkkal. Az elsédleges szempont minden esetben az alkalmazott modszer kiértékelési
sebességének gyorsitasa és megbizhatosaganak novelése volt a fizikat és az informatikét
egyiittesen felhasznilé numerikus modellezés révén.

Munkam masodik felében a célom olyan 1j, digitalis spektroszkopiai médszer kidolgo-
zésa volt, melynek segitségével bizonyos kémiai és/vagy biologiai folyamatok eredménye-
ként megjelend optikai valtozasok alapjan gyors és viszonylag olcson megvaldsithato szét-
vélogatast lehet végezni. Konkrétan a Fusarium Graminearum nevi gombafertézés miatt
a buzaszemeken megjelend rozsaszines, fehéres elszinez6dés alapjan, a fertézott szemek

« .0,

ki.



3. fejezet

Elmélet: hattér

3.1. Elegyek és oldatok

Az elegyek két vagy tobb egyfazisi komponensbél 4ll6 homogén, vagy inhomogén
rendszerek. Az elegyek komponensei esetén molekularis eloszlasrol beszélhetiink, mig
keverékek esetén az egyes komponensek megtartvan fazistulajdonsigaikat, makroszkopi-
kusan diszpergalt fazisokként oszlanak szét egymas kozott. Elegyek esetén oldatrol akkor
beszéliink, ha az egyik komponens részaranya joval nagyobb a tobbiekhez képest. Ossze-
tételiiket moltértben, molaritasban, vagy molalitasban (Raoult-koncentracio) adhatjuk
meg. Moltort esetén az adott komponens anyagmennyiségét osztjuk az elegy Osszes kom-

ponensének mennyiségével [1]:
n;

>oni

Az altalunk is gyakran hasznélt kémiai koncentricié azt adja meg, hogy hany mél oldott

(3.1)

T; —

anyag van egységnyi térfogatt elemben:

(3.2)

Meértékegységként altalaban mol/dm?, vagy mol/m? hasznélatos. A keverékek kompo-
nensei kiilénbozé fizikai modszerekkel (mégneses tér, desztillalas, sziirés) szétvalasztha-

toak [2].
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3.2. Komponensek kimutatasanak fizikai és kémiai mod-
szerei keverékek esetén

Egy adott komponens mennyiségi kimutatasahoz elengedhetetlen annak kémiai szerke-
zetének ismerete, a fizikai tulajdonsdgok meghatarozasa. Ezen kvantitativ elemzésnek elsG
lépései kozé tartozik a fizikai tulajdonsdgok meghatarozésa. A legfontosabb az olvadas-
és forraspont megallapitasa és az ekdzben kialakulo fazisallapot-véaltozasok detektélasa.
Kovetkezg 1épésként emlithetd a keresett komponens oldhatosaganak megéllapitasa. Eh-
hez 6t kiilonboz6 reagens hasznélatos [3]: (1) viz, (2) 2.5 M (9%) NaOH, (3) 0.6 M (5%)
NaHCOs3, (4) 1.5 M (5%) HC], és (5) tomény kénsav (96%) HaSO,.

Ezek alapjan feltérképezhetGek a keresett anyag funkcionalis csoportjai, savassaguk és

annak ergssége. A 3.1. dbra jol szemlélteti az oldhatosag vizsgalatanak lépéseit.

pH paper indicates | Low MW

Vi " higher than pH 8. amines
/
H pa dicates .
+ IL\\‘E;“);_L]H;"{C; | Low mw carboxylic acids
/ \ 5.
/ \ pH paper indicates | Low MW neutral compounds
pH 5-8.
Soluble P>
/ ~— Strong acids | Carboxylic acids
0.6M soluble Some phenols

/ NaHCO,
. H,0 Soluble Insoluble
(4()MPOUND\ -I [I\i/ > Weak acids | Most phenols
nsoluble =21
A

NaOH
> Bases

h\ /
Insoluble  gjyple
e

\ L
\ HCl Esters  Aldehydes
Very weak Alkenes
Insoluble Soluble bases Alcohols
Ketones
H,50,
Insoluble Alkanes
N\, Neutral Alkyl halides
compounds | Most aromatic hydrocarbons
Aryl halides

3.1. dbra. Oldhatosagi folyamatabra.

A minéségi meghatarozast tovabbi, spektroszkopiai modszerekkel finomithatjuk. A legel-
terjedtebb technikdk kozé sorolhatjuk az NMR spektroszkopiat [4], amely a szerves struk-
taurék, szénvaz-szerkezetek feltérképezésében hathatos segitség. A molekulatomeg megha-

tarozasahoz hasznéalatos a tomegspektrométer (MS), mellyel Gsszetett szerves rendszerek,



3. FEJEZET: ELMELETI HATTER 13

elegyek elvalasztast kovetd minGségi és mennyiségi elemzése valosithato meg [3|. Az inf-
ravoros (IR) spektroszkopia eszkozeivel a funkeios csoportok megléte, vagy éppen hidnya

adhat plusz informaciot az analizishez [5].

3.2.1. Kromatografia

Mind&ségi és mennyiségi meghatarozasra is hasznalhatdé modszer. Segitségével alta-
laban szerves vegyiiletek komponensei valaszthatoak szét. Mikodésének alapja, hogy a
mozgofazisba (folyadék vagy gaz) kevert mintaelegyet szoros kontaktusba hozzuk egy azzal
nem keveredd masik fazissal, az igynevezett allofazissal. A mozgofazist allandd mozgas-
ban tartva a mintaelegy komponensei bizonyos kontaktidé utan elkiiloniilnek egymastol.
Az elkiiloniilés idejét detektalva egy a mintakomponenseket reprezentald csicssorozatot
(kromatogramot) kapunk. A kromatogramrol olvashato le az egyes csticsokhoz tartozo re-
tencios (visszatartasi) id6, amely a minta mozgofazisba juttatasatol a detektor altal mért

maximalis koncentracié megjelenéséig eltelt id6.

3.2.1.1. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Nagy hatékonysagi, gyors analizist biztosité eszkoztipus. A hatékonysig novelését
specialis megoszto fazisok alkalmazasa mellett aprd, nagy fajlagos feliileti toltetek al-
kalmazasaval érik el. A mozgoéfazis dramoltatisa nagy nyomason torténik. Széleskori
alkalmazhatosidga mellett érzékeny és sokoldald detektorokkal szerelhets fel. A detektor
sok esetben egy spektrofotométer, amely vagy multispektralis (dioda-array), vagy a mérési

hullamhossz szerint programozhaté az analizisid§ fiiggvényében.

3.3. Abszorpci6 és lumineszcencia

Az egyik legelterjedtebb anyagvizsgalati modszer, mingségi (kvalitativ) és mennyiségi

(kvantitativ) meghatarozasra egyarant alkalmas. Alapjat az elektromégneses sugarzas és
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3.1. tablazat. Spektroszkopiai modszerek. (Forras: [6], 3. oldal)

Hulladmhossz-tartomany Sugarzas és anyag | Analitikai médszer
kblecsdnhatasa
) Méssbauer-
Gamma, 0,5-10 pm Magéatmenetek spektroszképia

Bels§ elektrondtmene-

Rontgen (X-ray) 0,01-10 nm tek, fonizacio Rontgenspektroszkopia

Téavoli ultraibolya (FUV) | 10-180 nm

Vegyértékelektronok .
Ultraibolya (UV) 180-350 nm eyers on Spektrofotometria
gerjesztése
Lathato (VIS) 350-780 nm
Kozeli infravoros (NIR) 780-1000 nm | Reygesi és forgasi at-
Infravorss (IR) 1-30 pm menetek IR-spektroszkopia
Tavoli infravores (FIR) 30-300 pm Forgési atmenetek
Forgési adtmenetek, | Mikrohullama  spekt-
Mikrohullamok 0,3 mm-1 m

elektronspin atmenetek | roszkoépia

Radiohullamok 1-300 m Magspin atmenetek NMR

a vele kélesonhatasba 1ép6 anyag biztositja. A minta az elektromagneses sugéirzas egy
részét elnyeli, melynek hatasara a vele kolecsonhatésba 1épd atomok, molekuldk gerjesz-
tett allapotba keriilnek. Bizonyos varakozasi id6 utan az atomok, molekuldk visszatérnek
alapallapotukba, mikoézben szintén elektromagneses sugéarzast bocsatanak ki. Mind az
elnyelési (abszorpcios), mind a kibocséatési (emisszios) spektrum, mind ezek kombinaci-
6ja (abszorpcios-elnyelési matrix) ujjlenyomatként szolgal az egyes mintak vizsgalatakor,
fontos informéaciokat szolgaltatva a benniik 1évé komponensek elemzéséhez. A modszer
elénye, hogy viszonylag kevés anyagmennyiséggel és -az esetek donté tobbségében- ron-
csolasmentesen lehet méréseket végezni. A modszerek csoportositasa a hullamhossz tar-

tomanyok szerint a 3.1. tablazatban talalhato.
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3.3.1. A fényelnyelés alapja

A fényelnyelés alapja, hogy a fotont elnyels, vagy kibocsatoé atom, illetve molekula
csak meghatarozott energiaszintii allapotokban lehet. Abszorpcié és emisszid esetében
energetikai szempontbol e stacionérius allapotok kozott mozog a rendszer. Az elnyelt,

vagy kisugarzott foton frekvenciaja a Bohr posztulatum szerint:
c
EQ—Elzh'V:h'X7 (33)

ahol h a Planck-allando, v a frekvencia, A a hulliamhossz.

Atomok esetében vonalas szinképeket kapunk, az elnyelt és kisugéarzott fény azonos
frekvenciaju (rezonancia fluoreszcencia). Molekuldk esetén az elektronfelhdre tébb atom-
mag egyiittes erGtere hat, a molekula elektron energia szintjei nem azonosak az 6t felépits
atomokéval. Raadasul az elektronfelhd energiaszintjét a molekulat alkoto atomok rezgései

és az egész molekula forgasa is megvaltoztatja.
E = (Ea) + (E)) + (E)), (3.4)

ahol E, a molekula elektronallapota, E, a rezgési-, F; a rotacios energia Gsszeteve.

Az adott energiaértékek koziil az elektronallapot részaranya a legnagyobb, kvantalt
energiaszintjei kozotti Atmenetnek megfelel6 fotonok hullaimhossza jellemzéen 125 nm —
1250 nm-ig terjed. A rezgési és forgasi energiaszintek kiilonbségének megfelels frekvencia
az infravoros, illetve a tavoli infravoros és mikrohullam tartomanyéaba esik [6]. Az egyiittes
kélcsonhatasoknak koszonhetGen a molekulak esetén nagyon Gsszetett szinképet kapunk.
G6z és gaz halmazéllapotban sdvrendszereket kapunk, folyadékban az egymashoz kozel
es6 vonalak Osszemosodnak. Ezen savok, savrendszerek helyébdl, szélességébdl és maxi-
muméabol kovetkeztetni lehet a molekuldban taldlhatd vegyiilet- és kotéstipusok jellegére

és szamara.

«, e,
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juk ki a Lambert—Beer torvény alapjan. Egy [ intenzitasi monokromatikus fénynyalab

intenzitasa 1 cm vastagsagu rétegen athaladva I-re csokken, vagyis:

I
= 1077, (3.5)

ahol § a Bunsen-féle abszorpcids, vagy més néven extinkcios koefficiens annak a rétegvas-
tagsagnak a reciproka, amelyben az intenzitéas tized részére csokken. Beer torvénye szerint
altalanos esetben a Bunsen-féle koefficiens és a koncentracié kozott az alabbi Osszefiiggés
irhato fel:

f=c¢c-c, (3.6)

ahol € az extinkcios koefficiens, vagy molaris abszorbancia, ¢ a koncentracio.

A Lambert-Beer torvény végleges formaja:

I
A:lgT():s-c-l, (3.7)

ahol [ a réteg vastagsaga cm-ben, ¢ a koncentracié mol/dm?-ben.

A Perrin-Jablonski diagram (3.2. abra) jol szemlélteti egy molekula elektronfelhGjének

S: &

Belsa lonverzo

AT

= = = = =]

51

T w}ckﬁzﬁtﬁ atmenet
. - Ty
Abszorpeio Fluoreszcencia
hy
=1 = .
PV NVa Foszforeszcencia
g
: :
So o h

3.2. abra. Jablonski séma. (Forras: [7], 5. oldal)

energiaszintjeit és fény hatasara bekovetkez6 fotofizikai folyamatait. A Boltzmann eloszlas
szerint szobahdmérsékleten a molekulak donté tobbségben (Sg) alapéllapotban vannak.

Abszorpciot kovetSen (h - v4) keriilnek gerjesztett (S; vagy Sq) allapotba.
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Lumineszcencia az dsszefoglaloé neve minden olyan fénykibocsatési folyamatnak, amely-
nél a fényt kibocsato rendszer nem a magas hémérséklet, hanem egyéb okok kévetkeztében
vilagit. Esetiinkben az "egyéb ok" a fény elnyelése (fotolumineszcencia). Egy (szingulett)
gerjesztett allapot atlagos élettartama 1078 s. Ezen allapotbdl sugarzasos, vagy sugar-
zdsmentes atmenettel keriilhet vissza alapéllapotba. Az azonos multiplicitasa (spinti)
allapotok kozotti, foton kibocsatasaval jaroé dtmenetet fluoreszcencianak (Fluorescence)
nevezziik. Sugarzdsmentesen is keriilhet alsobb energia allapotba a molekula, vagy rend-
szerek kozotti atmenettel (Intersystem Crossing, roviden: IC) triplett allapotba (T). Eb-
b6l az allapotbol a tiltott spin a&tmenet miatt sokkal kisebb valoszintiséggel keriil vissza S
alapallapotba, a szint élettartama a sokkal hosszabb (1us—1ms). A bels§ konverzio sebes-
sége a szingulett energiaszintek tavolsaganak cstkkenésével felgyorsul. A fluoreszcencia
a gerjesztést kovetGen azonnal jelentkezik. Intenzitdsa a impulzus gerjesztést kovetGen
exponencialisan csokken az adott molekulara (energia szintre) jellemzé idével.

Foszforeszcencianak nevezziik a kiilonb6z6 multiplicitasu allapotok kozott létrejova,
sokkal hosszabb lecsengést sugarzast. Leggyakrabban az S;-Sg atmenet jon létre, ritkab-
ban az So-Sp, To-T; atmenetek. Az S;-Sy atmenet tgy is létrejohet, hogy a molekula az
abszorpciot kovetd relaxacio soran elGszor S1-bél Ty allapotba keriil, majd innét termikus
gerjesztés hatasara ismét S; allapotba jut. Ezt nevezziik késleltetett fluoreszcencidnak.

Az egyes energiaszintek jellemz§ élettartama [8]:

So-S1 abszorpcios atmenet, altalaban nem egyensilyi allapotba: < 1071° s;

S relaxécios ideje: ~ 10712 — 10710 g;

S1-Sp Atmenetnél S; atlagos élettartama: ~ 10710 — 1078 s;

So relaxacios ideje: ~ 10712 s;
— S;-T; sugarzas nélkiili Atmenet: ~ 1077 s;

T, relaxacios ideje: ~ 10712 s;
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— T;-Sy foszforeszcencia sugarzas: > 107° s;

— T;-S; sugarzas nélkiili atmenet: ~ 1077 s.

3.3.2. Az abszorpciét kovets folyamatok sebességi egyiitthatoi

Egy kezdetben |A°] koncentracioban jelenlévs, alapallapott (Sp) molekuldbdl a ger-
jesztést kovetGen [Al] jut gerjesztett S; allapotba , ahonnét sugarzasmentes folyamattal,
vagy emisszioval visszakeriil Sy alapallapotba. Ekkor a koncentracio idébeli fliggése az

alabbi képlettel irhato le:
d[AY]
dt

= (k7 + k) [A], (3:8)

ahol k2 a foton kibocsitaséval jard rezonans folyamat sebességi egyiitthatoja, k2. a su-

garzéas nélkiili, nem rezonans sebességi egyiitthatd. Felhasznalva, hogy
k. = ke + Krse, (3.9)

ahol k7 a bels6 konverzi6, mig k75 a spinvalt atmenet sebességi egyiitthatoja, integralas
utan azt kapjuk, hogy:

[A'] = [Al]gexp (—i) : (3.10)

Ts
ahol [A']y a gerjesztett allapotban 1évé molekulak koncentracioja, 7, az S; éllapot élet-

tartama:
1

(k7 + k2

Ts =

(3.11)

3.3.3. A lumineszcencia hatasfoka

A kvantumhatésfok (®,) megadja az 1 s alatt emittélt és elnyelt fotonok szaméanak

hanyadosat. Folyamatos gerjesztéskor:

2, (3.12)
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ahol ®, az energia-hatasfok.

Impulzusgerjesztéskor a kvantumhatasfok:

o, =20 (3.13)

o, = (3.14)

ahol N, a gerjesztett, N, az alapallapotban lévé molekuldk szdma, k. az emisszios, k, az

abszorpcios atmeneti gyakorisag.

3.3.4. A lumineszcencia csillapodasa

A lumineszcencia csillapodasa impulzus gerjesztés esetén exponencialis jellegii folya-

mat, a lumineszcencia intenzitisa ardnyos a gerjesztett allapotbeli molekulak szamaval

(3.10):
t

I(t) = 1(0) exp <——> , (3.15)

To
ahol 7 az az id6, amely alatt a ¢ = 0 idGpontban gerjesztett részecskék szama e-ad
részére csokken. Ezt a gerjesztett allapot atlagos élettartaménak, vagy a lumineszcencia

csillapodési idejének is nevezziik.

3.3.5. Szinképek

Szinképnek, vagy spektrumnak nevezziik az anyag éltal kisugérzott fény intenzitasanak
az energiakvantumoknak rezgésszam, illetve hullaimhossz szerinti eloszlasat. Molekuldk
esetén az abszorpciés maximum és a fluoreszcencia maximuma kozti energiakiilonbséget
Stokes-eltolodasnak hivjuk (3.3. dbra), vagyis a fluoreszcencia spektrum silypontja mindig

hosszabb hullamhosszoknal helyezkedik el, mint az abszorpcios szinképé [9].
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3.3. 4bra. Stokes-eltolodas Rodamin B etanolos oldata esetén.

Ha az alap és a gerjesztett allapotok vibracios szintjei kozotti energiaszintek meg-
egyeznek, akkor a fluoreszcencia spektrum az elsé elnyelési sav tiikorképe lesz. Ezen

tiikdrszimmetria szabalyt el6szor Ljovsin fogalmazta meg:

fq(v) = konst - €(2vy — v), (3.16)

ahol f, az emisszios kvantumspektrum, 14 a tiikorfrekvencia.

3.3.6. Spektrofotométerek

A spektrofotométerek olyan optikai méréberendezések, amelyek segitségével detek-
talni, mérni lehet a mintan athalado, kdzel monokromatikus fény intenzitas valtozésait a
hullamhossz fiiggvényében. F&bb komponenseik: sugarforrés, mintatér, monokrométor,
detektor, erGsits és rogzité. Csoportositani tudjuk Sket a mérés hullimhossz tartomanya
szerint (UV, VIS, IR), a beérkezd fény bontasanak modja szerint (racsos és prizméas) és
felépitésiik szerint (egy- és kétsugaras spektrofotométerek) [6]. Sugarforrasként UV tar-
tomanyban deutériumot, lathatoban wolfram lampéat, mig IR tartomanyban globér, vagy

Nernst izzot hasznalnak. Mintatérként iiveg-, vagy kvarckiivettdk hasznélatosak. Ezen
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kiivettdk esetén természetesen az optikai tithosszként szolgdld oldalhossz a legfontosabb
paraméter. A monokromaéator egység az Osszetett fény felbontasara, illetve meghatarozott,
kozel monokromatikus fény elGallitasara szolgal. A prizmaés késziilékek fényereje altalaban
jobb, de felbontoképességiik erGsen hullaimhosszfiiggs, ezért inkabb a racsos monokroma-
torok hasznélatosak napjainkban. Detektorként leggyakrabban fotoelektronsokszorozot
hasznalnak, hiszen széles hullAmhossztartomanyban és jobb jel-zaj viszonnyal miikédnek,
de egyre terjednek a félvezets detektorok (PIN diode) és a sokcsatornas (CCD, diode

array) detektorok.

3.3.7. Tobb komponens meghatarozasa

Egymassal reakcioba nem 1ép6 elegyek esetén az abszorpcios spektrum az egyes kom-

ponensek spektrumébol tevédik Ossze:
AésSZ:A1+A2+~~+An:Zn:Ai. (3.17)
i=1
n kiilonb6z6 hullamhosszon mérve elvileg meghatarozhaté az n db komponens, mivel:
Apssy = €1010 + 93l + -+ + g0l = i gl (3.18)
i=1

ahol € az abszorpcios koefficiens.

Megmérve az egyes komponensek tiszta spektrumat, a koncentraciok ismeretében min-
den hullamhosszra a koefficiens kiszamolhato. Igy a keverék minta spektrumabél egy n
ismeretlenes egyenletrendszer megoldasaval megadhat6 az egyes komponensek koncentra-

civja. Egy kétkomponensi keverék esetén:

Asssz1 = €axcal +epa Ca, (3.19)

Assszz = €axcal + € CB, (3.20)

ahol A és B a két komponenst, A a hullamhosszat jeloli.
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3.3.8. Derivativ spektrofotometria

A derivativ technika a spektrometriai modszerek leggyakrabban, kvalitativ és kvanti-
tativ meghatarozasok esetén is jol alkalmazhatdé modszere. Hattérkorrekciora, vagy erd-
sen atfed6 komponensek szétvalasztésara is kittinGen alkalmas eljaras, melyre szamos 1j,
standardizalt mérési eljarast fejlesztettek az elmult évek sordan. A moédszer alapelve, mely
szerint a felvett spektrumot hullamhossz szerint derivaljak -nagyobb miltra tekint vissza-
[10-12]. A jelenlegi mérGberendezések a méréssel szinte egy idGben allitjak el6 a derivativ
szinképet, lehetGséget adva bizonyos automatizalasi feladatokra. A derivalasi folyamat
soran az eredeti fiiggvény minimum és maximum helyei zérus értéket vesznek fel, az inf-
lexi6s pontok pedig a masodik derivalt spektrum zérus helyei lesznek. Minél magasabb
rendii derivaltat képziink, annal strukturaltabb szerkezetet kapunk (3.4. dbra). A gya-
korlatban altalaban a méasodik és az ezt kovetd paros sorszami derivaltakat hasznéljak
a kiértékelések soran. A technika segitségével kiemelhetGek az alap szinképben mutat-
koz6 minimalis eltérések, igy bizonyos jelenségek abszorpciora, vagy emissziora gyakorolt
hatasat jobban figyelemmel tudjuk kisérni. A konstans hattér eltavolitasara mar az elsé
derivalt is alkalmas. Ha a hattér a hullamhossz fiiggvénye szerint monoton valtozik, akkor
a masodik deriviltnal értéke zérus lesz. Amennyiben a hattér hullamhosszfiiggését maga-
sabb rendi fiiggvény irja le, igy a negyedik vagy magasabb rendt derivalt lesz alkalmas
annak eliminalasara. Az aldbbi egyenlet segitségével széles atfedd savok megsziintetésére
van lehetdség, ha a vizsgalt komponens keskeny savval rendelkezik:

Dy _ Wy
Dy Wy’

(3.21)

ahol X a keskenyebb, Y a szélesebb, atfeds sav, D™ az adott sav n-edik derivaltjanak
amplitadoja, W az eredeti savszélesség).
A savszélesség novekedésével a derivalt gorbe savjainak intenzitdsa rohamosan csok-

ken. A modszer hasznalataval tehat a széles és éles savok kozotti kiillonbség névelhetd

(3.5. abra).
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3.4. abra. Szimulalt Gauss gorbe és derivaltjai. (Forras: Anthony J. Owen: Uses of
Derivative Spectroscopy, Application Note)

Ketts, vagy tobb komponenst keverékek mennyiségi analizisére is kivaloan alkalmas
technika. Kell6en hig oldatok esetén, vagyis amikor a koncentracié lineéaris kapcsolatban

all a mért intenzitdsok maximumaéval, az aldbbi egyenlet felhasznalasaval szamithatunk

koncentraciot:
d"A B d"e
d\r d\n

be, (3.22)

ahol A a hullamhossz, A az abszorbancia, ¢ az extinkcios koefficiens, b a minta optikai
uthossza, ¢ a minta koncentracioja.

A derivalt spektrum maximuma és minimuma kozti kiilonbség egy elére kivalasztott
hullamhosszon jobb jel-zaj aranyt ad, viszont az atfed6 komponensek interferenciaja ilyen-
kor feler6sodik. Tovabba minél magasabb rendi a derivalt, annal jobban romlik az elGbb
emlitett jel-zaj ardanya. Talalhaté viszont olyan pont, ahol a keresett komponens jele

maximalis, mig az interferal6é miniméalis. Tobb komponens egyiittes jelenléte esetén a
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3.5. abra. Atfeds savok eliminalasa. (Forras: Anthony J. Owen: Uses of Derivative
Spectroscopy, Application Note)

modszer hatasfoka algebrai metodusok segitségével tovabb névelhet [12].
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4. fejezet

Modszerek és eljarasok

4.1. Felhasznalt vegyszerek és mintak

4.1.1. Rodamin festékek

Munkadm soran a teszteléshez hasznalt keverékoldatok elkészitésekor Rodamin B
(CQSH3101N203)7 Rodamin 6G ( 028H31N20301) és Rodamin 116 perklorét (CQQH18N203—
doszerként spektroszkopiai tisztasagi etanolt hasznaltam (CH3CH,OH) (Sigma-Aldrich).
Az egyes komponensek elnyelési és kibocsatasi maximumaihoz tartozo spektralis adatokat
a 4.1. tablazatban Osszegeztem. A felhasznalt festékek hasonld abszorpcios koefficienssel

és kvantumhatasfokkal rendelkeznek.

4.1. tablazat. Az alkalmazott Rodamin festékek gerjesztési és emisszios maximumai.

Ager(NM) | Aepi(nm)
Rodamin 6G | 530 550
Rodamin B | 542 566
Rodamin 116 | 516 540
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(a) Rodamin B (b) Rodamin 6G

0
O

OH .+ HO-CFO
O \ °
HaC- _CH
3C H 0 \N CHj

(¢) Rodamin 116 perklorat

4.1. abra. Az alkalmazott festékek. (Forras: http://www.sigmaaldrich.com)

4.1.2. Btiza mintak

A mérésekhez hasznalt, Gsszesen 26 mintat a szegedi Gabonakutaté Nonprofit Kft-t6l
kaptuk. A fusarium graminearium jelenlétére utald toxin mennyiségét — az tgynevezett
deoxinivalenol (DON) tartalmat — nagy teljesitményti folyadékkromatografiai modszerrel
(HPLC), laboratériumi kériilmények kozdtt a Dr. Mesterhazy Akos vezette csoport alla-
pitotta meg. Az elGkészités soran 6 g mennyiségi mintat 6roltek meg, amelybdl 5 g-ot
hasznaltak fel a kiértékeléshez. A munkam soran kiilonb6z6 6sszeallitasi mintacsoporto-

kat hasznaltam fel a mérésekhez.

4.2. Meérdberendezés

A szinképeket egy Jobin-Yvon Fluorolog Tau 3 spektrofluorométer segitségével vettem
fel. A méréseket steady-state moédban, foton szamléalassal végeztem, 21 °C + 0,1 °C-on

temperalva egy Wavelength Electronics LFI-3751 tipusi Peltier hiit segitségével.
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A késziilék sematikus vazlata a 4.2. abran lathato.

Fenyforras

Eétracsos gerjesztes
monolkromator

PMT

Iintatér Egyracsos emisszios
monolaomator

4.2. dbra. Jobin Yvon Tau3 fluorolog.

Technikai paraméterek:
— Fényforras: léghtitéses 450W Xenon lampa;
— Belépési rés tartomany: 0-14 nm.

— Gerjesztési monokromator: Marasos technikaval késziilt Czerny-Turner tipusa (1200 vo-
nal/mm) optikai racs, csillandsi hullamhossz: 330 nm. Beallithato hullamhossz tar-

tomény: 200-700 nm. Diszperzi6 értéke: 4,2 nm/mm.
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— Mintatér: T-kialakitasa (Right-Angle és Front Face mérést tamogato), gerjesztési

referencia detektorral (kalibralt fotodioda) ellatva.

— Emissziés monokromator: a gerjesztési monokrométorral megegyezG tipusi, csil-
lanasi hullamhossz: 500 nm. Beéllithat6 hullamhossz: 300-1000 nm. Diszperzié

értéke: 4,2 nm/mm.
— Kilépési rés tartomany: 0-14 nm.

— Emisszios detektor: R928P nagy érzékenységil fotoelektronsokszorozd. Mérési tar-

toméany: 185-900 nm.

A mérésekhez 1 cm belsé méreti Hellma gyartmanyt kvarc kiivettdkat hasznaltam. A
gerjesztési hullamhossz tartomanya 400-600 nm volt 2 nm-es 1épéskozzel. Az emisszids
oldali monokromator szintén 2 nm-es 1épéskozzel 500-650 nm-ig pasztazott. A belépd és

kilépd rések 3 nm-en voltak rogzitve, figyelembe véve, hogy az elméleti savszélesség:

savszélesség (nm) = résszélesség (mm) x diszperzié (nm/mm) (4.1)

4.3. Meérési modszerek

4.3.1. Keverékek

A kalibracios gorbék elsallitasahoz mindegyik festékbél egy 107> M etanolos torzs-
oldatot készitettem. Ezek higitasaval a kovetkezG koncentracidsorozatot allitottam elé:
5x 10710 M, 1072 M, 5 x 1079 M, 1078 M, 2 x 1078 M, 5 x 1078 M, 10" M. Ezen olda-
tok kell6en higak ahhoz, hogy a Lambert-Beer torvény értelmében az extinkcidok egyenes

aranyban alljanak a koncentracioval.
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4.3.2. Gerjesztési-emisszidés matrixok

A gerjesztési-emisszios matrixok (angolul Excitation-Emission Matrix, réviden EEM)
méréseihez ezen alap oldatokbol, 2 illetve 3 komponensbdél all6 elegyeket allitottam Gssze,
manyban. A gerjesztési-emisszios méatrix egymas utan mért emisszios szinképek soro-
zatabol épiil fel, ahol a gerjeszté hullamhossz értékét lépésenként valtoztatjuk. Az igy
kapott matrix x tengelye az emisszios hullamhosszakat, az y tengelye a gerjesztési hul-
lamhosszakat, mig a z tengely az ezen hullaimhossz-parokhoz tartozo intenzitasértékeket
tartalmazzak. Ezen matrixok felhasznélasaval konturtérképeket hozhatunk létre, ame-
lyek az azonos intenzitas-értéki pontokat Osszekotd gorbék intenzitas szerinti eloszlésat
abrazoljak. A 4.3. dbran két komponens (1077 M Rodamin B és 1077 M Rodamin 6G)

matrixanak konturtérképe lathato. Lathato, hogy a két festék gerjesztési és emisszios ma-

600

1 Rodamin B
580 +

560:
540:
520:
500; o
480:

460

Rodamin 6G

440

Gerjesztési hullamhossz (nm)

420

400 T T T T T T T T T T T T T T
500 520 540 560 580 600 620 640

Emissziés hullamhossz (nm)

4.3. abra. 1077 M Rodamin B és 107 M Rodamin 6CG konturtérképe.

ximuma kozel, kb. 15 nm-re helyezkedik el egyméshoz képest. A kimutatas nehézsége mar
a két komponens 1:10 ardnyt meghalad6 keverésénél jelentkezik, idedlis tesztkornyezetet

teremtve az egyes modszerek kimutatasi hatarainak elemzéséhez.
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<

Emisszio/ 5 |
Szoras

4.4. abra. (A): A mérésekhez hasznalt spektrofluoriméter és az optikai kabel sziirke elGtét-
lemeze. (B) Az optikai elrendezés Y kabel esetén. (C) A méréshez hasznalt optikai kabel
felszine.

4.3.3. Reflexi6s spektrumok

A méréseket a mar bemutatott Horiba Jobin-Yvon Fluorolog Tau-3 spektrofotométer-
rel végeztem (4.4. dbra). Kettéagazd Y optikai kabelt hasznaltam a buzaszemek megvi-
lagitasahoz és az azok altal emittalt/szort fény begytjtéséhez. A tovabbi elemzésekhez

gerjesztési-emisszios matrixokat vettem fel. A mérés soran hasznalt paraméterek:

Gerjesztési hullamhossz: 240 nm — 550 nm-ig 5 nm-es 1épésekkel;
Emisszios hullamhossz: 300 nm — 700 nm-ig 5 nm-es lépésekkel;

A gerjesztési és emisszios oldali rés szélessége 3 nm volt.

A reflexios spektrumot szomszédos pontok adjak, ahol Ager = Aemi- A detektor rendszer
telit6désének elkeriilése végett a reflexios spektrumokat kiilon kell mérni, joval alacsonyabb
intenzitasok mellett.

Az R(\) relativ reflektanciat az alabbiak szerint szamolhatjuk:

 Ixg (V)
BN = 1)
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ahol Ixo(N) és Inaxo(A) az intenzitasok értékei Ager = Aemi €setén. Az also indexek a
fert6zottség mértékét mutatjak. Mivel véletleniil kivalasztott szemek abszolit reflexidjat
mérjik, azok térbeli poziciojanak megvaltozasa miatt - az alkalmazott mérési eljaras mel-
lett - a mért szinképi intenzitasok mintarol-mintara valtoznak. Ezt korrigdlhatjuk annak
a ténynek a felhasznélasaval, hogy a mért reflexios spektrumokban nincs szamottevo kii-
16nbség egy bizonyos (~ 700 —800 nm) hullamhossz tartomanyon. Ezért az el6bb definialt

R(\)-t korrigalhatjuk az ezen a tartoményon vett intenzitdsok hanyadosainak atlagaval:

<M> ,700nm < X' < 800nm (4.3)
Tvaxo (V)

Elméletileg Ixo,(\) és Inyaxe(N') intenzitasoknak egyenlének kéne lenniiik, de a gyakor-

latban ezek kiilénboznek, ezért e kiilonbséget korrigidlhatjuk az alabbiak szerint:

Ixo(N)
Iyaxo(A)

Ennek eredményeként kapjuk a kiilonb6z6 mértékben szennyezett szemek normalizalt re-

Rnorm()‘) = (4.4)

lativ reflektancia spektrumait.

4.4. Szamitasi modszerek

4.4.1. Szimulacidk

4.4.1.1. Lognormaéalt spektrum alak

Az egyes metodusok teszteléséhez a valodi, mért szinképeken kiviil szimulélt, mester-
séges spektrumokat allitottam elS. Segitségiikkel kikeriilhets a szisztematikus és véletlen
mérési hiba lehet&sége, valamint a jel-zaj viszony a megfelel§ algoritmusokkal kénnyeb-
ben, széles hatarok kozott, pontosan beallithaté. A spektrumok alakjat (mind gerjesztési,

mind emisszios oldalrol) az alabbi (4.5) lognormélt formaval kozelitettem, hiszen sza-
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mos irodalmi hivatkozas bizonyitja, hogy segitségiikkel a szerves molekulak valodi, mért
szinképe jol kozelithets [13—15]. A 4.5. dbran az el6z6 abrahoz (4.3. abra) tartozd kompo-

nensek szimulalt valtozata lathato. Az intenzitas hullamhossz szerinti eloszlasa az alabbi

580 _- > Model B

Gerjesztési hullamhossz (nm)

Model G

y T v T T T T T T T T T T T
500 520 540 560 580 600 620 640

Emissziés hullamhossz (nm)

4.5. 4bra. A mért komponensek (107" M Rodamin B és 1077 M Rodamin 6G) paramétereit
felhasznalo szimulalt spektrumok konturtérképe.

egyenletekkel adhato meg [14]:

10
10 In2 @=
I\ =1 <)\—) “exp ] — (11?2@) - In? 134 , hal<a (4.5)
A
I(A\) = 0, hal>a (4.6)
0 az aszimmetria paramétere:
10 10
Am A
700 107 (4.7)
A A

(ahol Ay és A_ a félértékszélességhez tartozo bal és jobb oldali hullamhossz értékek, Ay, a

maximum intenzitashoz tartozo hullamhossz. A (4.5) egyenletben szerepls a hatarérték
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a kovetkezdképpen fejezhetd ki:

10° 10
X2 AN,

~ 10t 100 10°
Q. — — 4+ —
A W

Az eredeti kozleményben az Osszes egyenletben (4.5-4.8) hullimhossz () helyett hullam-

(4.8)

szam (7) szerepelt [14]. A spektrofluoriméterekkel végzett mérések ekvidisztans hullam-
hosszti matrixokat adnak, ezért sziikséges volt az atvaltas az dltalaban cm~!-ben megadott

hullamszamrol a nm-ben megadott hullamhosszra az alabbiak szerint:

10*
A

v =

(4.9)

A szimulalt spektrum alakjat a 4.6. abra szemlélteti.

800 -
700 —
600 —
500 —

400 +

300

Intenzitas (6.e.)

200 +

100 1

A m s

-100 T T T T T T T 1
400 450 500 550 600

Gerjesztési hullamhossz (nm)

4.6. 4bra. Szimulalt lognormalt spektrum.
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4.4.1.2. A Rayleigh-szdras szimulaci6ja

Szimulalt gerjesztési-emisszidos matrixokat allitottam elG, melyekhez a mért gerjesztési-
emisszios matrixok Rayleigh-szorasainak paramétereit (félértékszélesség, maximum) fel-

hasznald Gauss-eloszlasi fényszorast adtam hozza.

4.4.1.3. Poisson zaj elGallitasa

Foton szamlalo modban a mért zajt legjobban a Poisson tipust eloszlassal lehet kozeli-
teni. Ezért ilyen tipusit zajt adtam hozza a lognormalt alakot leir6 szimulalt matrixokhoz.
Az addendumot Poisson-eltérések visszautasitasos modszerével generdltam. Az alabbi for-

mula felhasznalasaval folytonos eloszlast kapunk [16]:

x[m]e_x
¢z(m)dm = ol dm, (4.10)

ahol [m] az m-hez legkozelebb esG, annél kisebb egész szam. A 4.7. dbra az algoritmus

miikodését szemlélteti. Az adatok generalasa kozben az adott algoritmus hasznalataval

71
]

_— T

clforadés

0 + 3 -
A
I
I
\

4.7. abra. Poisson eltérések generalasa visszautasitdsos modszerrel.

kapjuk:
1) = Poidev(m), (4.11)
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ahol m a varhato érték. Szamos futtatas eredményeként azt kapjuk, hogy a varhaté érték
megegyezik a varianciaval, mint ahogy az egy Poisson-eloszlas esetén varhato.

A matrixok generalasakor az egyes adatpontok elGallitisahoz a végsé formula:

Iiy =T+ /Tig - (¢ =m) -, (4.12)

ahol [; ; a matrix zaj nélkiili intenzitasértéke az adott ponton, I7; a zajjal ellatott inten-
zités, i a sor és j az oszlop sorszama a méatrixban, ¢ a hibafaktor.

A futtatasok soran m = 100-at valasztva ¢ = 0,2 érték megfelel a 0, 2%-o0s zajnak az
adott intenzitas viszonyaban.

Az el6z6ekben leirt modszerek felhasznalasaval allitottam el a mindkét (¢ és j) irany-
ban lognormalt alakot mutat6, Poisson-zajjal ellatott modell matrixokat. A szoftveres
megvalositds OriginPro® 7 segitségével tortént. Az emlitett program sajat, beépitett
programozasi nyelvvel rendelkezik, amely LabTalk névre hallgat. Ezt egésziti ki az Ori-
gin C kdrnyezet, amely mint elnevezése is mutatja nativ ANSI C programozasi nyelvet
tamogat [17]. Ezen kiviil, korlatozottan C++ és C# kiterjesztések is elérhetGek, mint
példaul osztalyok definidlasa, fiiggvények tulterhelése (egy név alatt tobb fiiggvény is el-
érhetd, csak mas paraméterekkel) és referencia szerinti hivatkozasok. A kétféle kornyezet
otvozésével tetszbleges algoritmusok allithatoak els, melyek a f6 programbol indithatéak

és eredményiik, mint 0j tablazat, vagy matrix jelenik meg az alkalmazasban.

4.5. Derivativ matrix izopotencialis szinkronfluoromet-
ria és a legkisebb négyzetosszegen alapul6 illesztés

modszerei

rsvs

tarozasakor szamos nehézség meriil fel. Az analitikai modszerek fejlédésével egyre ijabb



4. FEJEZET: MODSZEREK ES ELJARASOK 37

és tjabb mérési eszkozok és feldolgozo algoritmusok allnak rendelkezésre, melyek képe-
sek az egyes komponensek koncentracidinak meghatarozaséira kell6en bonyolult oldatok
esetén is. Szamos biologiai minta esetén a keresett molekula marker jele rejtve marad
a tobbi vegylilet széles spektrumi sugérzasa miatt. Ilyen esetekben specialis algoritmu-
sokat kell kivalasztani ahhoz, hogy a rejtett informacié kinyerhets legyen a kvantitativ
meghatarozasokhoz. Elterjedt modszerei vannak a komponensek kozvetlen és szimultan
meghatarozasanak. A leghatékonyabbak kozott emlithetd a null-Atmeneti els6 derivalt
(angolul Zero Crossing First Derivative) spektrofotometrias modszer [18,19], szinkronf-
luorimetriat alkalmazo eljarasok [20-23|, a masodik derivaltat elemz6 modszerek [28-30).
Szintén tobb komponens szétvalasztasara alkalmas eljaras a parhuzamos faktor analizis és
az N-utas részleges négyzetosszegen alapuld regresszio [31]. Munkdm soran olyan techni-
kakat kerestem, amelyek kellGen jo felbontoképességgel rendelkeznek és kellGen ellenalloak
a hibékkal szemben. Két, a témakorben elterjedten hasznalt, spektralis felbontasra alkal-
mas metddust hasonlitottam Ossze. Els6ként az egyre nagyobb népszertiségnek orvendd
derivalt matrix izopotencialis szinkronfluorimetriat (angolul Derivative Matrix Isopoten-
tial Synchronous Fluorescence, réviden DMISF) [32-36]. Ez, mint ahogyan azt az elne-
vezése is mutatja, egy derivativ modszert alkalmaz6 spektroszkopiai moédszer. Mésodszor
egy régota alkalmazott, klasszikusnak mondhaté modszert, a legkisebb négyzeteken ala-
puld illesztést (angolul Least Squares Fitting, réviden LSF) teszteltem [37-41]. Mindkét
modszernek megvannak a maga elényei és hatranyai. El6nyeik kozé jo felbontasi képes-
ségilik, mig hatranyaik kozé a felhasznélt modszerek miatti zajfiiggésiik sorolhaté. Habar
mindkét eljaras kivaloan alkalmas a hattérben meghtijo komponensek kimutatasara, a
mogottiik 1évé matematikai apparatus még nem keriilt 6sszehasonlitasra spektroszkopiai
szempontbol. Mint az koztudott, a mért szinképek mindig tartalmaznak szisztematikus
hibdkat és véletlen zajokat, melyek megnehezitik ezen eljarasok preciz Osszehasonlitasat,
ezért sziikséges modell adatok elGallitasa, melyek az eredetiekhez hasonlo, de kontrollalt
zajjal rendelkez6 halmazok. Munkdm soran a két modszer detektalasi és zajtiirési hatarait

allapitottam meg mért és szimulédlt adatok felhasznalésaval.
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4.5.1. DMISF spektrumok elSallitasa

A DMISF spektrum elGéallitasahoz bemenetként egy 3 dimenzids gerjesztési-emisszios
matrix (angolul Excitation-Emission Matrix, réviden EEM) sziikséges. Ezen méatrix azo-
nos intenzitdsi pontjait 0sszekotd zart gorbéket izopotencialis gorbéknek nevezziik. Egy
két komponenst tartalmazo keverék esetén, ha azok spektralis atfedésben vannak, a ko-
vetkez6 megkiilonbdztetést tehetjiik: a nagyobb intenzitast, tehat burkolo feliiletet ado
komponens lesz az interferald, mig az intenzitasban elnyomott vegyiilet a keresendd &ssze-

tevs (4.8. abra). A DMISF spektrum el6allitasahoz elsd lépésként a keresendd minta méat-

8E6
i

S 6E6

[7}]

i

5

|

Q

£ 4E6

L]

3

[ =

Q

(5]

@ 2E6

ot

[=]

E]

L

500 560 600 650

Emisszios hullamhossz (nm)

4.8. dbra. FErésen atfeds, mért komponensek feliileti grafikonjai. 10~"M Rodamin 6G
(pont) é¢s 107" M Rodamin B (vonal)

rixdnak maximumat valasztjuk ki, majd az ezen intenzitdshoz tartoz6 gérbét keressiik az
interferalé komponens matrixan. Mivel az adott intenzitasértékhez nagy valészintiség-
gel nem tartozik adatpont (csomopont) az interferalo matrix feliiletén, ezért Lagrange-
interpolacioval [33] adjuk meg a keresett intenzitast gorbe gerjesztési és emisszios pontjait.
Igy gerjesztési-emisszios hullamhossz parokat kapunk egy adott intenzitassal az adott fe-

lileten. Ezt koveti a DMISF intenzitasértékeinek meghatérozasa a keverék matrixabol.
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Az eléz6ek soran kapott hullamhossz parokhoz tartozé fluoreszcencia intenzitasokat kell
kinyerniink a keverék adataibol. Ehhez a feliiletet jol kozelits illesztés sziikséges. Ehhez
5 ponton silyozott Bezier-interpolaciot alkalmaztam, amellyel megbecsiilhetjiik a kivant
hulldmhossz értékekhez (amelyek tehat nem feltétleniil egész szamok) tartozé intenzi-
tasértékeket. A megfelels spline-ok kalkulaciojahoz teszteltem az OriginPro® 7 3, 5 és

7 ponton stlyozott Bezier-spline-t hasznalo illesztését. Az 5 pontos Bezier-interpolacio

hasznalataval az illesztés hibaszintje 1%-on beliil maradt:

5

> (?)ti(l —4)"'P; te(0,1], (4.13)

=0

B(t)

ahol B(t) az interpolacios gorbe az els§ és utolso pont kozott, P, (n = 1...5) a stlyozo

pontok (2 balra és 2 jobbra az aktuélis ponton kiviil) az aktualis région belil. A kell§

pontossag eléréséhez a ¢ € [0, 1] intervallumot 1000 részre osztottam.

Miutan megkaptam az izopotencialis szinthez tarsitott hullamhosszakat (4.9. abra),

inverz Bezier-interpolaci6é hasznalataval megkaptam a keverékmatrix adott pontokban vett

6000 “

Fluoreszcencia intenzitas (cps)

4.9. abra. Adott intenzitdsszinthez (izopotencialhoz) tartozé pontok 1077 M koncentréci
6ji Rodamin 6G feliiletén.
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intenzitasait.
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4.10. abra. A kivalasztott MISF utvonal (also kék, felkovér pontok) és az ezekhez talalt

intenzitasok (fels6 vords, félkovér pontok) a keverék matrixan (1077 M Rodamin 6G és
10" M Rodamin B).

parok koordinatait (also félkovér pontok) és az ezekhez talalt intenzitasértékek helyeit
(felsg félkovér pontok). Az emlitett Lagrange, Bezier és inverz-Bezier szamitésokat az
altalam Origin C-ben irt programmal végeztem (A. fiiggelék).
Az izopotencialis utvonal tehat egy meghatéarozasi sorozatot jeldl, ahol minden pont-
hoz egy emisszids és gerjesztési hullimhossz péar tarsithatd. Fzen pontokon végigfutva
minden ponthoz egy adott intenzitasérték tarsithato a keverék méatrixabol (4.10. abra
felsg voros, féelkovér pontjai). Kinyervén az intenzitasokat, megkapjuk a matrix izopo-
tencialis szinkronfluorimetrias spektrumot, réviden MISF szinképet. Intenzitasértékei a
keresett komponens valtozd és az interferdlé komponens dllandéd fluoreszcencia jelének a
Osszegei. Itt mar attérhetiink a hullimhosszak helyett megfigyelési sorra, hiszen itt méar
egy feliilethez tarsitott értékek abrazolasat valositjuk meg.
A MISF spektrum els6 derivaltjanak képzése el6tt sziikséges annak simitésa, melyet

Savitzky-Golay algoritmus segitségével végeztem [42]. Az eljaras helyi-polinom illesz-

40

A 4.10. dbra mutatja az izopotencidlis ttvonalhoz tartozé hullamhossz-
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tést végez, és a simitott gorbe értékeit adja a vizsgalt fiiggvényértékek helyein, ezaltal
csokkentve az els6 derivalt fluktuaciojat. A keresett komponens koncentraciojanak meg-
hatarozéasakor, f6leg zajosabb mérések esetén, a simitas mértéke erdsen befolyésolja az
algoritmus hasznalataval szamitott értékek pontossagat. Ezért az OriginPro® 7 beépitett
Diff/Smooth fiiggvényét hasznaltam kiilonb6z6 paraméterekkel, hogy a legjobban illesz-
kedd, simitott gorbét allitsam elg. A kell§en illesztett MISF spektrum derivalasaval &llit-
juk elé a DMISF spektrumot. Mivel a meghatarozasi utvonal az interferal6 komponens
azonos intenzitasu pontjain megy keresztiil, ezért a kapott MISF spektrum derivalasakor
ezen komponens kinullazédik. Tehat az alkalmazott eljaras elénye az, hogy a DMISF
spektrum fiiggetlen lesz a hattérkomponens koncentraciojatol, lehetévé téve a keresett

c sz

kek kiilonbsége aranyos a koncentracioval [32,36], hig oldatok esetén.

4.5.2. A legkisebb négyzetek médszere

v st

kisebb négyzetek illesztésének (angolul Least Squares Fitting, roviden LSF) modszerét
alkalmazva egy lineéris egyenletrendszer megoldasat jelenti. Az eljaras célja, hogy mini-
malizalja y? értékét, ami az dsszes spektralis pontokban vett reziduumok négyzetisszegé-
vel egyenld. Az eljaras soran alkalmazott rutinok gyorsak és még komplex keverékek esetén
is jo talalati ardnyuk van. A modszer hasznalatdhoz egy altalam tovabbfejlesztett prog-
ramot futtattam MathCad® 14 kérnyezetben. A program egy linearis matrixegyenletet
old meg, melynek eredményeként a keresett komponens bemeneti matrixdhoz viszonyi-
hasznaltam, hogy javitsam a kimutatas pontossagat (4.11. abra).

A modszer szerint akkor kapjuk a legjobb illesztést, ha a maradékok négyzetisszege
x? minimélis. Az interferalé komponens gerjesztési-emisszios matrixa legyen: Fy(7,7); a
keresend6 komponens matrixa legyen: Fy(i,7). A mért minta matrixat Y (i,j) az el6z8

kettd linearis kombinéciojaként allithatjuk els, mikozben a megfelel Poisson tipusi zajjal
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4.11. 4bra. A kiértékelés teriilete (piros, félkdvér paralelogramma) (1077 M Rodamin 6G
és 107" M Rodamin B) keverékének konttrtérképén

latjuk el az adott méatrixokat. A és B a két komponens mennyiségi faktorai. A reziduum

négyzetosszege az aldbbiak szerint szamolhato:

X =) (Y(i,5) = (A Fi(i,j) + B+ Fy(i, j)))*. (4.14)

1,J
x? minimumat akkor kapjuk, ha 9x?/0A = 0 és 9x?/0B = 0. Ennek matrix formaja a
kovetkezSképpen irhato:

SO F2(i, 5) > Fi(i,5) - Y (i, j)

- . (4.15)

> 1@, g) - Fa(i, 5) > F3 (i, ) B

Megoldva az alabbi inverz méatrix egyenletet:

—1

M-X=N = X=M -N, (4.16)
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azt kapjuk, hogy:

det(MA)

det(M)
(X F1(i,0)Y (6,5)) - (CFE(3,4) — 2 Fa(i, ) Fa (6, 5)) - (0 (6, 5)Y (i, )

= , (4.17
(S F20.0)) (S F30-3)) — (% i) Paie ) 0
B — det(MB) _
 det(M)

(S F2i, ) - (S F3.9)) — (3 Fii, §) - Fali, §))°

ahol M a (4.15) egyenlet baloldalan &ll6 matrix; det(M;) jeloli annak a matrixnak a
determinansat, amelyben az i-edik ismeretlen egyiitthatoi helyére a jobb oldalon allo
szamokat helyettesitjiik (Cramer-szabaly).

A szamolas soran fontos a méatrix (7, j) tartomanyanak behatarolasa, hiszen ezen sza-
mitasi modszer érzékeny a kiugré értékekre. Ezért kiillonbdz6 tartomanyokat teszteltem
ahhoz, hogy teljes mértékben kizarjam a matrixban szereplé Rayleigh- és Raman-szorasok
vonalait és ezaltal noveljem a modszer megbizhatdsagat. Ezen szorasok vonalai, mint éles
savok jelennek meg a métrixokban, intenzitdsuk a monokromatorok helytelen kalibraci-
6ja esetén tobb szézaléknyit is ingadozhat. FEzen effektusok nem kivant hibdkat ered-
ményeznek a koncentraci6 meghatarozasakor. Legf6képpen a Rayleigh-vonalak, hiszen
keresztmetszetiik és intenzitasuk joval nagyobb a Raman-savnal.

Megoldva a (4.14)-(4.18) egyenleteket kapjuk A-t és B-t, a két bemenetként szolgalo
itélhessiik, egy 3 dimenzios grafikont hoztam létre a maradékokbol (4.12. abra), melyet

az alabbi egyenlettel kaphatunk meg:
Res(i,j) = D (Y(i.J) = (A- Fa(i.j) + B~ Fa(i, ) (4.19)
()

A porzitiv, illetve negativ reziduumokat mutaté teriiletek nagysaga és véletlenszeri elosz-

lasa tiikrozi az illesztés josagat.
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4.12. abra. A reziduumok eloszlasa a legkisebb négyzetdsszegi illesztés utéan.

4.6. Fusarium Graminearum altal fert6zott btizaszemek
szennyezettségének megallapitasanak modszerei

A Fusarium Graminearum egy gabonaféléket megfert6z6 gombafajta [43-47|. Mésod-
lagos anyagcseretermékei, az igynevezett mikotoxinok, karos hatéssal vannak az emészts-
és ivarszervekre. Nagyobb doézisban silyos hormonzavart, kiskortaknal halalt is okoz-
hatnak. A fert6zott buzaszemek jellegzetes fehéres-rozsaszines elszinez6dést mutatnak,
viztartalmuk jelent&sen csokken. A feldolgozasra varé gabona fertézottsége jelentGsen
csOkkenthetd a vizualisan elkiilonithets szemek szelektalasaval, igy a toxikus tartalom az
egészségiigyi hatar ald szorithato. A kiilonb6z6 mikotoxinok eltéré kémiai strukttaraja
miatt analitikus kimutatasuk korabban kivitelezhetetlen volt egy adott modszer alkalma-
zasaval. Napjainkban szdmos kvalitativ és kvantitativ modszer létezik a toxintartalom
kimutatasara. Ezek koziil a legismertebbek gazkromatografiat (GC) [48,49], vékonyréteg-
kromatografiat (TLC) [50] és kapillaris elektroforézist (CE) [51] felhasznalé modszerek,

melyek alkalmasak mennyiségi analizisre. A legelterjedtebb mérési eljarasok nagy telje-
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sitményti folyadékkromatografist (HPLC) alkalmaznak [49,52-57]. A Turner és tarsai
altal kozolt cikk [58| részletes attekintést ad e technikdkrol. Tobb toxin egyideji kimu-
tatasara az LC-MS/MS tomegspektrografiai eljaras ad lehetdséget [59]. A fert6zottség
jellegét és mennyiségét ergoszterol és gomba DNS tartalom mérésével nagy pontossaggal
kimutathatjuk. Ezen modszerek kivaloan alkalmazhatoak laboratoriumi kériillmények ko-
zOtt, azonban a tovabbfertézést a legjobban vizualis szelekciot végzo eljarasokkal lehet
elkeriilni |60, 61].

Az utébbi 10-15 év soran szamos, f6képpen szamitogéppel segitett eljaras latott nap-
vilagot. A legelterjedtebbek kozé egy optikai megfigyelést végzd, szinelemzésen alapuld
modszer [62], digitalis képelemz6 eljaras [63], ellipszist illeszt6 algoritmus [64] és formavizs-
galo eljarasok tartoznak [65]. Ezen eljarasok mindegyike gyors és gazdasagos analizist tesz
lehetévé. A korabbi munkék legjobb hatésfokkal a lathato és infravords tartomény elnye-
lési és reflexios szinképeinek elemzésére koncentraltak [60,66-70]. A legutobbi modszerek
e spektralis tartomanyokon beliili egy, illetve két hullaimhosszt hasznal6d szelekcids meto-
dust valositanak meg. Az altalunk kidolgozott modszer a lathato tartoméanyt hasznalva
egy gyors és rendkiviil olcséd eljarast biztosit a fert6zottség mértékének spektroszkopiai
alapokon vett becslésére. A modszer segitségével megallapithato egy szétvalasztasi hatar,

melynek segitségével gyors optikai szortirozas valosithaté meg.

4.6.1. Infection Sensitive Spectral Index (ISSI)

A digitalis elemzéshez a buizaszemek lathato tartoményban felvett fényképeit hasznal-
tam fel. A képeket egy sikdgyas szkenner (Samsung SCX-4300 multifunkcios lézernyom-
tato és szkenner) segitségével 600dpi felbontéassal készitettem. A szemeket kozvetleniil
az iivegre helyeztem, a jol elkiilénithets hatteret egy matt fekete kartonlap adta. A to-
vabbi feldolgozas céljabol a kimenet formatuméanak 24 bites bmp-t valasztottam. Borland
Delphi 7 alatt fejlesztett program segitségével nyertem ki az egyes képpontok vords-zold-
kék (RGB) értékeit. Ezeket felhasznalva hisztogramokat allitottam eld tovabbi elemzés

céljabol. A fertézottség mértékét kifejezd spektralis index, angolul Infection Sensitive
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Spectral Index (ISST) fogalméat bevezetve az adott kép spektralis tulajdonsagait jellemez-

hetjiik két hullamhossz(tartomény) segitségével:

I, —1
ISSI(A1, Ag) = ﬁ (4.20)

ahol I, és I, a az egyenként 8 bites R, G vagy B intenzitasértékek egyikét kapjak értékiil.
Ennek segitségével minden egyes képponthoz kiszamolhatjuk annak ISSI értékét a hozza
tartozo R, G és B értékekbdl. Ezen ISSI értékekbdl elGallithatjuk az eredeti kép ISST képét,
amely két jellemz6 szinkomponenst tartalmaz. Igy Gsszesen haromféle képet allithatunk
els: ISSI(RG), ISSI(RB), ISSI(GB) [71-73|. Az igy kapott adatokat az OriginPro 7.0
programba importalva annak beépitett frekvenciaszamold fiiggvényével hisztogramokat
allithatunk el minden egyes komponens-parra (RG, RB, GB). Ezen hisztogramok az
egyes értékek elGfordulasi gyakorisagat szemléltetik a képben. Jellemzésiikre tobb adatot
is hasznalhatunk. Els6ként a maximumhoz tartozo = koordinata (Xmax) hatarozhato meg,
masodsorban a félértékszélesség (angolul Full width at half maximum, réviden FWHM) és
végiil a hisztogramhoz tartozé silypont x koordinataja, amely az alabbi egyenlet szerint

szamolhato:

Nitlag = 20— (4.21)

ahol x a hisztogram fiiggetlen valtozoja (maga az ISSI érték), I(z) az adott ISSI értékii
képpontok (pixelek) szama. Szamos hisztogram elemzése utan azt talaltam, hogy az
Xstlag Paraméter a legmegbizhatobb, az atlagolasnak koszonhetSen kevésbé érzékeny a
mérési zajra, amely az egyes buzaszemek egyedi, strukturalt felilletének koszonhets. Az
alkalmazott atlagolasnak koszonhetGen gyakorlatilag azonos Xjiae értékeket kaptam egy

70-80 szembdl allo keverék Osszerdzasa és ujboli mérése soran.
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Osszesen hat, kiilonb6z6 mértékben szennyezett buizacsoportot elemeztem ezen mod-
szer segitségével. Minden egyes csoportrol 6t kép késziilt, véletlenszertien kivalasztott
szemekkel minden egyes alkalommal. Ez 5 x 10 darab 24 bites bitmap képet jelent. Min-
den egyes képhez a fent emlitett eljarassal harom hisztogramot allitottam el (RG, RB,

GB). Ezen hisztogramokhoz tartoz6 X, és FWHM keriilt meghatéarozasra.



5. fejezet

Diszkusszid

5.1. Derivativ matrix izopotencialis szinkronfluorimet-
ria (DMISF) és a legkisebb négyzetdsszegen ala-
puld illesztés (LSF) érzékenységének 6sszehasonli-
tasa

A fluoreszcencia maximum intenzitasanak 0, 0.5, 1, 2, 5 és 10 szazalékat adtam hozza
az egyes matrixokhoz, mint véletlen eloszlisu zaj, hogy feltérképezzem az egyes kimu-
tatasi modszerek detektalasi hatarait valtozoé koriilmények kozott. A zajfiiggést modell
matrixok segitségével teszteltem. Minden egyes matrix egyedi adatokkal rendelkezett,
hasonléan a valédi mért adatokhoz, melyek mérésrél-mérésre valtoznak. A zaj Poisson-
tipusa volt, mely jol kozeliti a valodi mérésekbdl eredd zajokat. Ahhoz, hogy megbizhatd
kovetkeztetéseket tudjunk levonni, minden egyes adatgenerdlo és illesztd eljarast egymas
utan tobbszor futtattam. Az alabbi megallapitasok tébb, fiiggetlen futtatas eredményé-
nek atlagolasait tartalmazzak. Ugy taldltam, hogy 5 fiiggetlen futtatis eredménye stabil

és megbizhaté eredményt szolgéltat.
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5.1.1. DMISF

A derivalt spektrumok minimum és maximum értékének kiilonbsége aranyos az adott
komponens koncentraciojaval [28-32|. Az alabbi abra a kiilonb6z6 koncentraciokhoz tar-
toz6 DMISF spektrumok intenzitasait mutatja modell keverékek esetén (5.1. abra). Pél-
daul a 107" M Modell 6G a valodi, mért 1077 M-os Rodamin 6G intenzitasait és spektralis

eloszlasat szimulalja. T6bb futtatas eredményének kiatlagoldsa utan az dllando hattérként
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5.1. abra. DMISF spektrumok intenzitasai modell keverék esetén. A Modell 6G koncent-

racioja 10~7 M-nak felel meg és értéke valtozatlan, mig a keresett Modell B koncentraciojat
az Abra tartalmazza. A zaj értéke 0%.

szolgalé Modell 6G melletti Modell B intenzitdsanak linearitasa megfelel6 maradt. A ko-
vetkez6 abra a szamitésok eredményeként kapott intenzitasokat mutatja a koncentraciok
fiiggvényében. A Modell 6G koncentracidja allandé volt, mig a Modell B koncentracio-
jat 1079 M-t6l 1077 M-ig valtoztattam, kiilonboz6 mértéki zajositast alkalmazva minden
egyes matrix generdlas soran. Mint ahogyan azt az 5.2. dbra is mutatja, a modszer érzé-
keny a zajra. Alacsony zajszint esetén a kimutatas pontossaga jo (1/100), azonban a zaj
novekedésével a kimutatas bizonytalansaga rohamosan novekszik. A kiszamitott koncent-

raciok minden esetben a valos értékeknél nagyobb eredményt adtak. Ez a zajnak, mint
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5.2. abra. A DMISF modszer linearitdsa kiilonb6z6 mértékd zajok esetén. A keresett

komponens a Modell B volt, dllando 107 M Modell 6G mellett.

5.1. tablazat.

A DMISF moédszerrel kiszamolt koncentraciok kiilonbozé meértéki

esetén. Az 10%-os hibahatéaron beliil elfogadott értékeket sziirke hattér jelzi.

Valodi konec.

Konc/Zaj. | 0% 0.5% | 1% 2% 5% 10%

1.00E-7 1.00E-7 | 0.99E-7 | 0.99E-7 | 0.99E-7 | 1.26E-7 | 2.12E-7
5.00E-8 0.00E-8 | 4.95E-8 | 5.21E-8 | 5.38E-8 | 9.99E-8 | 19.9E-8
1.00E-8 1.00E-8 | 1.09E-8 | 1.68E-8 | 3.26E-8 | 7.16E-8 | 15.6E-8
5.00E-9 5.00E-9 | 12.1E-9 | 27.1E-9 | 31.5E-9 | 69.4E-9 | 168E-9
1.00E-9 1.00E-9 | 10.5E-9 | 13.7E-9 | 38.4E-9 | 52.2E-9 | 134E-9

Szamitott koncentracidk

zajok
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virtudlis komponensnek a megjelenésével magyarazhaté a kalkulaciok soran. A zaj hoz-
zdadodik a keresett komponens intenzitdsdhoz, ha annak mértéke megkozelitSleg azonos
a komponens intenzitasaval. A szamitott koncentraciok zajfiiggését az 5.1. tablazatban

Osszegeztem.

5.1.2. LSF

A modszer alkalmazasa soran az illesztést kovetGen kiilénbségi matrixot szamoltam,
amely az illesztett és az eredeti keverék kiilonbségét adja. Ezt abrazolva (4.12. abra) a
pozitiv és negativ kiilonbségek kis értékd és véletlenszerd eloszlast mutatnak jo illesztés
esetén. Ettol eltérs esetben az illesztési modell nem jo. Vagy spektralis csiiszas tortént
a mérés soran, vagy az illesztés soran tovabbi spektralis komponenseket kell alkalmazni.

Az 5.3. dbra mutatja a modszer kivalo linearitidsat a keresett komponens koncentracioja-

tam &allandé Modell 6G jelenléte mellett. Az 5.2. tdblazatban Gsszefoglaltam az eljaras
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5.3. dbra. Az LSF moédszer linearitasa kiillonboz6 zajok esetén. A keresett komponens a
Modell B volt, allandé 107 M Modell 6G mellett.
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5.2. tablazat. Az LSF modszerrel kiszamolt koncentraciok kiilonb6zé mértékii zajok ese-
tén. Az 10%-os hibahataron beliil elfogadott értékeket sziirke hattér jelzi.

Konc./Zaj | 0% 0.5% | 1% 2% 5% 10%
1.00E-7 1.0E-7 | 1.0E-7 | 1.0E-7 | 1.00E-7 | 1.00E-7 | 0.998E-7
5.00E-8 5.0E-8 | 5.0E-8 | 5.0E-8 | 5.0E-8 | 5.09E-8 | 4.98E-8
1.00E-8 1.0E-8 | 1.0E-8 | 1.0E-8 | 1.0E-8 | 1.00E-8 | 1.00E-8
5.00E-9 5.0E-9 | 5.0E-9 | 5.0E-9 | 5.0E-9 | 5.00E-9 | 4.90E-9
1.00E-9 1.0E-9 | 1.0E-9 | 1.0E-9 | 1.0E-9 | 1.0E-9 | 1.10E-9

Valédi konec.

Szamitott koncentracidk

zajtol valo fiiggését. Lathato, hogy a modszer segitségével kiszamolt koncentracioknak a
meért koncentraciokkal valo egyezése nagyon jo, 2%-nal nagyobb zaj esetén is kivalo. A
koncentraci6 meghatarozasa még két nagysagrenddel kisebb keverékarany esetén is lehet-

séges.

5.2. Tobb komponens egyidejii meghatarozasa a MISF
modszer tovabbfejlesztésével

Egy tobbkomponensi keverék vizsgalata annak fizikai, vagy kémiai szétvalasztasa nél-
kil altaldban spektroszkopiai méréseken alapul. A konvencionalis fluoreszcencia spekt-
roszkopia esetében az abszorpcids és emisszids szinképeket hasznaljak az elemzésekhez.
Atfeds szinképek esetén eddig a szinkronfluorimetria jelentett megoldast [39-43] élesebb
és szeparaltabb spektralis savjaival. Ezen modszer tovabbfejlesztése az altalunk is megva-
lositott és tesztelt DMISF eljards, amely derivativ technikéval segiti a hattér eliminalasat.
Célunk egy olyan tovabbfejlesztett DMISF modszer megalkotasa volt, mely lehet6vé teszi
ketténél tobb komponens egyideji meghatarozasat rovid id6 alatt. Az eddigi tesztekbol
kideriilt, hogy az LSF technika illesztési pontossaga és zajtiirése is jobb, viszont a modszer

alkalmazasahoz sok adatot (minél t6bb, annal jobb) kell felvenni és feldolgozni. A MISF
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technika a koncentricié meghatarozasanak idejét csokkenti, hiszen nem kell egy teljes
emisszids-abszorpcids matrixot végigmérni, elég csak a kijelolt izopotencialis trajektoria
pontjain mérni.

Az eddig alkalmazott MISF technikat egy 3 komponensbdl allo, spektralisan tovabbra
is ergsen atfeds keverékre is kiterjesztettiik. Egy ilyen, szimulalt keverék kontirtérképe

lathato az 5.4. abran.
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5.4. abra. Harom modell (1077 M Rodamin B, réviden B, 10~ M Rodamin 6G, réviden
G és 1077 M Rodamin R116, réviden 116) komponensbél 4116 keverék kontirtérképe.

5.2.1. Két komponensbél allé keverékek

A DMISF spektrum képzése soran a MISF spektrum egymast kévets pontjainak kii-
lonbségét képezziik, igy ha az alap spektrumba intenzitas fluktuaciok keriilnek, vagy a zaj
mértéke megnd, a kimutatas hatarértéke jelentGsen csokkenhet (5.1. tablazat). Hogy elke-
riiljiik a fent emlitett probléméat, csokkentettiik a MISEF megfigyelési pontjainak szamaét,
ezaltal nem a szomszédos, hanem tavolabbi pontok intenzitasdnak differenciajat képez-

ziik. A keresett komponens maximuméan atmend izopotencidlis trajektoria kijelolésével
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5.5. abra. Mérési pontok (kék X) kétkomponensti (1077 M Modell B és 10~7 M Mo-
dell 6G) keverék esetén. Zolddel jeldlt trajektorian, amely az interferalé komponens egyik
izopotencialis vonala.

érhetjiik el a legjobb érzékenységet. Ezen trajektéria mentén olyan pontokat valasztunk
ki, amelyeken a keresett komponens fluoreszcencia intenzitasanak értéke szignifikdnsan
kiilénbo6z6 és e kiilonbség értéke joval nagyobb, mint a zajos MISF spektrumban 1évé
fluktuaciok. Az 5.5. dbran az interferdld6 komponens zolddel jelolt izopotencidlis trajek-
toridja lathato, amely athalad a keresett komponens maximumén. A kék ,x"-ek jeldlik a
kivalasztott pontokat, ahonnét intenzitasértékeket olvasunk le. Ezek spektralis pozicidja
a keresett komponens intenzitasdnak maximumaéanal és annak felénél vannak.

Ezen két ponthoz tartozé spektralis pozicibban a keverék méatrix intenzitasértékei le-

olvasva a két érték kiilonbsége ardnyos lesz a keresett komponens koncentraciojaval.

5.2.2. Harom komponensbél allé keverékek

Ezen technikat terjesztettiik ki haromkomponensti keverékekre is, amely soran a ke-
resett, (Modell 116) komponens koncentraciojanak értéke pontosan meghatarozhato az

immaron két, egyenként valtoz6 koncentracioji hattérkomponens mellett.
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Ehhez kett6, egymést keresztezd trajektoriat kell taldlnunk. Ezen trajektoridknak lehetd-
leg a keresett komponens minél nagyobb intenzitasi spektralis pontjait kell kereszteznitik.
Az 5.6. abran zolddel a 10~7 M-os oldatnak megfelels Modell G és pirossal a 10=7 M-os Mo-
dell B izopotencialis vonalait lathatjuk. A mérési pontokat kék X-ek jelolik. Az 5.7. abra
a két trajektoria kiillonb6z6 intenzitasszinteken atfutd elhelyezkedését mutatja harom di-
menzidéban. A kijelolt spektralis helyeken véve a keverék intenzitasértékeinek kiilonbségét,
mindkét hattérkomponens hatasa eliminalhaté. Ezen kiilonbség kizardlag a keresett kom-

ponens emisszios intenzitasaval lesz aranyos.

550 1¢

530\ 1

Gerjesztési hullamhossz (nm)

510 45

Emissziés hullamhossz (nm)

5.6. abra. Mérési pontok (a keresett komponens félértékszélességén vett izopotencialon)
harom komponens esetén (kék X).
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—— A G komponens izopotencialis trajektériaja
—— A B komponens izopotencialis trajektériaja
—— A trajektoriak keresztezodésének spektralis pozicioi
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5.7. abra. Az egymast ,virtualisan” keresztezd trajektoriak (zold és piros) elhelyezkedése
és a mérési pontok (kék) 3 dimenzioban .

Az 5.8-5.10. abra a tovabbfejlesztett QMISFE technika kimutatéasi érzékenységét mutatja
0,1; 0,2 és 0,5%-0s zajszintek esetén.

5x10” 5

5x10° 5 /
e

Szamolt koncentracio (M)

5x10‘9—E —u=— Linearis
—e+— Atlag
—— Std. dev.

5x107" - 1/

T T T L T T L T T T
5x10™° 5x10° 5x10° 5x10”
Koncentracio (M)

5.8. dbra. A QMISF modszerrel szamolt koncentraciok linearitdsa két komponens esetén
(konstans 10~7 M Modell G, 5 x 1071 M — 1 x 10~" M Modell B). Zajszint: 0.1 %.
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5.9. dbra. A QMISF modszerrel szamolt koncentraciok linearitdsa két komponens esetén
(konstans 1077 M Modell G, 5 x 1071 M — 1 x 1077 M Modell B). Zajszint: 0.2 %.
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5.10. abra. A QMISF modszerrel szamolt koncentraciok linearitasa két komponens esetén
(konstans 1077 M Modell G, 5 x 1071 M - 1 x 1077 M Modell B). Zajszint: 0.5 %.
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5.3. Fusarium Graminearum altal fert6zott bazaszemek
szennyezettségének megallapitasa digitalis spekt-
roszkopiai moédszerekkel

Az emisszios-gerjesztési matrixok egy jol definidlt elnyelési teriiletet mutatnak
(5.11. 4bra), melyek alakja és pozicidoja mintanként csak kis mértékben valtozik. Sza-
mos mérést elvégezve kijelenthets, hogy az egyes mintak fert6zottségének mértéke nem
allapithatdé meg, még nagyon részletes fluoreszcencias matrixok hasznalata esetén sem.
Az 5.11. dbra intenzitésait figyelembe véve lathato, hogy a lumineszcencia jele joval kisebb
a szorashoz képest, amelyet a A\ger = Aemi pontok mentén kapunk. Igy tehat az alacsony
intenzitasi lumineszcencia nem zavarja a fehér fényd megvilagitassal térténd, megfeleld

sziirGkkel mért abszorpcios/reflexios méréseket. A normalizélt relativ reflexios spekt-

550

4.000E6
3.800E6
3.600E6
3.400E6
3.200E6
3.000E6
2.800E6
2.600E6
2.400E6
2.200E6
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1.800E6
1.600E6
1.400E6
1.200E6
1.000E6
8.000E5
6.000E5
4.000E5
2.000E5
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350

Gerjesztési hullamhossz (nm)

300

f T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700

Emissziés hullamhossz (nm)

5.11. abra. Teljesen fertézott szemek gerjesztési-emisszios matrixa.

rum (5.12. abra) reprodukalhaté monotonitast mutat, azaz az alacsonyabb fert6zottségi
szint alacsonyabb relativ reflexivitast mutat a 400nm — 700nm-es spektralis tartomany-

ban.Magasabb fert6zottség tehat magasabb reflexiot jelent az alacsonyabb hullimhosszak
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5.12. dbra. Kiilonb6z6 mértékben szennyezett buzaszemek normalizalt relativ reflexios
spektrumai.

fele. Ez a tény jo egyezést mutat a szemmel torténd kiértékeléssel, vagyis a fertGzott
szemek joval fehérebbnek tinnek az egészséges barna szin szemeknél. Fontos megje-
gyezni, hogy ezen spektrumok korrigdlva vannak a szemek elmozdulasaval jaré effektu-
sokkal szemben. Ezen tények lehet&séget adnak arra, hogy a felvett képek ISSI analizisével
megfelel6 becslést adhassunk az egyes mintak fert6zottségi szintjére. Az 5.13-5.15. ab-
rdk az analizishez sziikséges képeket és hisztogramokat tartalmazzik teljesen egészséges
és kiilonboz6 mértékben (2%—80%) fert6zott buzaszemek esetében. Az A" abrak a 16
bites RGB kodolasu szines képeket mutatjak fekete hattérrel, a ,B” abrak az ezekbdl els-
allitott ISSI képeket, mig a ,,C” abrak a kiszamitott hisztogramokat és a hisztogramok
stlypontjainak Xg., koordinatait valamit félértékszélességeit. Szignifikns kapcsolatot
lehet kimutatni a fert6zottségi szint és a hisztogram paraméterei kozott. Az altalunk
kivalogatott, kiilonb6z6 mértékben szennyezett csoportot elemezve (5.15. abra) az Xy,

értékeinek meghatarozasakor a kovetkezé feltételeket alkalmaztam:
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10000+ 10000 10000
9000 ] 9000 9000 1
8000 8000 ] 8000 ]
o 7000 o 7000 o 7000
£ 6000 £ 6000 £ 6000
% 5000 5 5000 5 5000
4000 4000 4000
£ 3000 £ 3000 £ 3000
0 2000 0 2000 0 2000
1000 1000 1000
0 oo 0 e b o
1,0 -08 -06 -04 02 00 02 04 06 08 1,0 40 08 -06 -04 02 00 02 04 06 08 10 40 08 -06 -04 02 00 02 04 06 08 10
ISSIRg ISSIRB ISSigB
Xitiag FWHM Xitiag FWHM Xitiag FWHM
RG [ 0,198 | 0,16 RB [ 0,314 |0,23 GB | 0,165 | 0,10

5.13. dbra. (A) Kivalasztott egészséges szemek. (B) Elsallitott ISSI képek. (C) Az ISSI
képek hisztogramjai és azok paraméterei.
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5.14. abra. (A) Kivalasztott teljesen fert6zott (80%) szemek. (B) Elgallitott ISSI képek.
(C) Az ISSI képek hisztogramjai és azok paraméterei.
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5.15. abra. Kiilonb6z6 mértékben fertézott szemek sorozata (sorrendben fentrdl lefelé:

0%, 2%, 5%, 25%, 50%, 80%).
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- A negativ ISSI értékekhez tartozo hisztogram értékek elhanyagolhatoak.

- Az X—0 helyen vett nagy érték a fekete hattérnek koszonhets képpontok ISSI érté-

kei, ezért

- a megmaradt 0,015 — 1 tartomanyt hasznéaltam 0,01-es 1épéskozzel.

Az 5.16. abran a teljesen egészséges (0%) és teljesen fertézott (80%) mintakhoz tartozo
hisztogramok grafikonjai jol elkiiloniilnek. A barnabb, egészséges szemekhez tartozo hisz-
togram félértékszélessége nagyobb, a pixelszamok alacsonyabb értékitiek. Ezzel szemben a
fert6zott szemek grafikonja joval kisebb félértékszélességet mutat magasabb pixelszamok
mellett. Az egyes hisztogramokhoz tartozo stlypontok X értékei viszonylag tavol, kb.
0,1 tavolsagra helyezkednek el egyméastol. A futtatasok soran az is megallapithato, hogy
az Xapag €rtékek és a félértékszéllességek kozott monoton Osszefliggés van. Magasabb
Xitlag €rtékhez minden esetben magasabb félértékszélesség tartozik. Tobb mintacsoport
elemzése utan megallapithato, hogy az egyes mintacsoportokhoz (bizonyos fajta, vagy faj-
takbol allo bizakeverék) minden esetben egy meghatarozott Xyyae érték tarsithatéo mint
szeparacios hatar. Ezen hatar megéllapitasahoz egy adott tipusii minta esetén sorozat-
meérésre van sziikség, ahol a kiilonboz6 mértékben szennyezett mintdkhoz tartozd Xgiag
értékeket abrézoljuk a szennyezettségi fok fiiggvényében. Az RG és RB hisztogramok
Xitlag értékei monoton csokkennek a fertézottségi szint emelkedésével (5.16. abra). Ha-
sonld, de nehezebben kiértékelhets eredményt adnak a félértékszélességek adatai is. A GB
hisztogramok esetén sokkal alacsonyabb a kiilonbség a zold és kék komponensek kozott,

amelyeket a fertézottség kozel azonos mértékben modosit.
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12000 - ISSI(RG) hisztogramok:

valogatott egészséges szemek
————— X 41aq POZICIOJa

valogatott erdsen fertdzott szemek
fffff Xétlag pozicidja

9000

6000
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3000

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

5.16. abra. Teljesen egészséges (0%) és teljesen fertGzott (80%) szemek ISST hisztogramjai,
valamint silypontjainak X pozicioi (szaggatott vonalak).

Megéllapithato, hogy a zold és kék spektralis teriiletek tobbé-kevésbhé egyiitt mozognak
a fert6zottség szintjével. Az 5.17. 4bran az RG, RB és GB hisztogramokhoz tartozé Xjiiae
értékek lathatoak. Tobb minta mérése soran az RG hisztogram paraméterei bizonyultak
a legmegbizhatobbaknak. Az 5.18. &bran az ezen hisztogramokhoz tart6z6 Xs.g értékek

alapjan megéallapitott elvalasztasi hatar lathato.
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5.17. abra. Kiilonbo6z6 ISSI hisztogramok Xy, értékei.
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5.18. abra. A valogatott minta ISSI(RG) hisztogramjainak Xjijag értékei. A piros szagga-
tott vonal jelzi az elvalasztési hatarvonalat. Az e f6lotti Xy, értékd szemeket elfogadjuk,

az ez alattiakat visszautasitjuk.



6. fejezet

Osszefoglalas

6.1. MISF és LSF modszerek osszehasonlitasa

Megallapithatd, hogy mind a derivativ technikaval segitett MISF, mind az LSF mod-
szer egyarant alkalmas erGsen atfedd komponensek esetén azok szimultan kimutatasara.
A DMISF modszer j6 érzékenységgel és szelektivitassal rendelkezik, de magasabb mé-
rési zajok esetén érzékenysége rohamosan csokken (5.2. abra). Alacsony zajszint mellett,
azonos kvantumhatéasfoku és magas koncentracioban jelen 1év6 interferald komponensek
esetén alkalmas 1%-os keverékaranyi komponens kimutatasara. A keresett komponens

megtalalasanak hatarai, 10%-os hibahataron beliil (5.1. tablazat):
~ 0% relativ zaj mellett 1%-os keresett/hattér komponensarany
~ 0.5% relativ zaj mellett 10%-os keresett/hattér komponensarany
~ 2% relativ zaj mellett 50% keresett/hattér komponensarany

Gyakorlatilag zajmentes esetben a modszer alkalmas (kiilonb6zd koncentracioban jelen
levs komponensek keveréke esetén) két nagysagrenddel kisebb komponens kimutatasara.

Az LSF modszer zajérzékenysége joval kisebb. 0.1%-os koncentracidarany esetén is
képes a megfelels szelekciora (5.3. abra). A keresett komponens megtalalasanak hatarai,

10%-os hibahataron beliil (5.2. tablazat):
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— 0% relativ zaj mellett 0.1%-os keresett /hattér komponensarany
— 5% relativ zaj mellett 1%-os keresett/hattér komponensarany
~ 10% relativ zaj mellett 10% keresett /hattér komponensarany

A zajszint alacsonyan tartésa és a megfelel6 simit6 algoritmusok hasznalata mellett a

P

------

elég az el6re meghatarozott izopotencidlis trajektoria pontjain fluoreszcencia intenzitast
mérni. Zajosabb mintédk esetén, f6leg ha azok tobb ismeretlen komponenst is tartal-
maznak az LSF modszer elénytsebb. A mérési eredmény, miszerint képes a hattérhez
képest 0,1%-ban jelenlévs komponens kimutatasara is, a sokkal tébb adatponton térténd
simitasnak és illesztésnek koszonhets. Eredetileg mindkét modszer ugyanazon bemeneti
adatokat, az ugynevezett emisszids-gerjesztési matrixokat hasznalja fel. A kalkulaciok to-
vabb finomithatoak megfelels rész adatteriiletek kivalasztasaval, ezek viszont csak az egész
adatsor mérése utan valaszthatéak ki. A DMISF biztonsidgosan csak maximum harom-
komponensti keverékek analiziséhez hasznalhato, ahol parhuzamosan két Gsszetevé kon-
centraciojanak meghatarozasa lehetséges egy idében. Az LSF moddszer nem korlatozza a
hasznalhat6 keverékek komponenseinek és kimutatando Osszetevéinek szamat. Habar ezen
modszer verhetetlen a relative kis koncentraciok kimutatasaban, a DMISEF modszer egy
jelentGs elénnyel rendelkezik, miszerint nem érzékeny a hattérsugarzas interferald hata-
sara. KoszonhetGen a derivativ szamitasi technikdnak a konstans hattér eltiinik a DMISF
spektrumbol. Ezen tulajdonsaga, kiilondsen ismeretlen bioldgiai minték esetén juttatja
elényhoz a tobbi kiértékel6 modszerrel szemben. Amennyiben a spektrofluoriméter ké-
pes a kijelolt, nem ekvidisztans gerjesztési-emisszids spektrumpontokat végigszkennelni,

jelentGsen csokkenhet a mérési eljaras idésziikséglete.
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6.2. QMISF

Azt talaltuk, hogy elég két adatpont a harom komponensbél allo keverék emisszios-
gerjesztési matrixabol ahhoz, hogy meghatarozhassuk a keresett komponens koncentraci-
6jat. El6szor is tudnunk kell, hogy milyen komponensekbdl all a keverékiink, majd ezen
Osszetevok matrixainak pontos elemzésére van sziikségiink ahhoz, hogy meghatarozhas-
suk ezen adatpontokat. A megfelels izopotencialis utvonalak kivalasztasaval lehetGségiink
van a keresett komponens koncentraciojanak meghatarozésara egy, vagy akéar két isme-
pontokban mért fluoreszcencia intenzitasok kiilonbségének elallitasa: [I(Ager1; Aemi1) —
I(Ager2, Aemiz2)]. A modszer igy alkalmas a tobbihez képest kevesebb mint 1:200 intenzitas-
aranyu fluorofor kimutatasara még viszonylag magasabb (a hattér maximum intenzitasnak
1-2%-a) zaj megléte esetén is.

A QMISF jelentds, kb. két nagysagrenddel jobb kimutatési faktorral rendelkezik a klasszi-
kus DMISF modszerhez képest. Végeredményként egy keverék oldat mérése soran elég
két spektralis pontot kivalasztani az interpolalt matrixbol ahhoz, hogy kvantitativ elem-
zést végezhessiink. Ez egy érzékeny, rendkiviil gyors, szinte valos idejii kimutatast tesz

lehetové. A QMISFE legfontosabb jellemzéi:
— a hattér komponensek koncentracidja gyakorlatilag indifferens,
— az érzékenység sokkal jobb a klasszikus DMISF-hez képest,
— elég két pontban mérni.

Mivel csak két pontban mériink, ezért elengedhetetlen a minél jobb jel /zaj viszony megta-
lalasa a mérés soran. Ezt az integracios id6 ndvelésével, a gerjesztési impulzusok szamanak
novelésével vagy mérési id6 megnyujtasaval érhetjiik el. Ezen idéndvekedés még mindig
elfogadhato, ha csak két pontban kell azt megtenni. A méréseim soran a QMISF modszer-
rel révid iddn beliil a hattérhez viszonyitva relative kis 1072 — 10~* koncentriciokiilonbség

mérhetd, hasonlo kvantumhatasfokt Gsszetevok esetén. Ezen eredmények alapjan nagyon
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gyors rutinmérések dolgozhatoak ki.

6.3. Fusarium Graminearum altal fert6zott btizaszemek
szennyezettségének megallapitasa ISSI moédszerrel

Legel6szor kiilonb6z6 mértékben fert6zott buzaszemek gerjesztési-emisszios matrixat
mértem. A fertézés jelének tulajdonithaté emisszios maximum spektralis pozicidja: Ager =
365 nm és A\ = 445 nm. A spektralis alak és annak pozicidja kis mértékben a fertGzéssel
egyiitt valtozik. Mindezek ellenére megallapithat6, hogy fluoreszcencids mérésekkel nem
lehet meghizhato kimutatasi modszert alkotni a fertGzott szemek szelekcidjéra.

A tovabbiak soran mért reflexios spektrumok méar szignifikinsabb Osszefiiggést mutat-
nak a spektrumalak és a fert6zottség mértéke kozott. A kimutatéshoz referencia spekt-
rumok felvétele sziikséges az adott buzafajta kiilonb6zé mértékben fert6zott szemeinek
csoportjairdl. Ezen spektrumok felhasznaldsaval jo kozelitést becslést lehet adni az tjon-
nan mért minta fert&zottségi szintjérsl. Szamolasaim alapjan 2-5 szazalékpontos hibaszint
érhetd el.

Megallapithatd, hogy a fertézés mértéke inkabb a rovidebb hullamhossz régidkban
okoz lathato valtozéast. A reflexios spektrum és alakja nagymértékben valtozhat az egyes
szemek pozici6janak valtozasakor, igy e spektrumok Osszehasonlitasihoz sziikséges egy
normalizacios metddus bevezetése. Az igy megalkotott Normalizélt relativ reflexios spekt-
rumok esetén megallapithato, hogy az egészséges szemek reflexioja 25-30%-kal kevesebb
a rovidebb hullamhossz tartomanyokban. Felhasznalva ezen megallapitdsokat a ferts-
zOttség megallapitdsdhoz egy haromszint karakterizacios eljarast dolgoztam ki, amely a
biizaszemekrol felvett képek R, G, B koordinatait felhasznalo spektralis analizisen alapul.
Ezen ISSI fliggvények segitségével 4j spektralis paramétereket tarsithatunk a felvett képek
minden egyes képpontjahoz. Hasznalva az ISSI(RG), ISSI(RB) és ISSI(GB) fiiggvénye-
ket, minden egyes pixelen hisztogramokat allithatunk el6, melyek két fontos paraméterrel

szolgalnak: a pozitiv tartoméanyon (0,015-1) szamolt salypont X koordinatajanak helyét
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megadd Xjiiag €s a félértékszélességet megadd FWHM paramétereket. A buzaszemek digi-
talis fényképeinek ISSI analizise egy megbizhaté és gyors modszer azok szennyezettségének
megallapitasahoz. Legszignifikinsabban az ISSI(RG) képekhez tartozoé paraméterek jelzik
a fert6zés mértékét. Ez minél magasabb, anndl alacsonyabb az Xgi.s és FWHM értéke
(5.16. és 5.17. abra).Megéallapithato, hogy ezen modszer az egészségbiologiai szempontbol
egy gyors digitélis kamerara van sziikség, majd a kapott kép ISSI(RG) hisztogramjanak
el6allitiasdra és annak Xgy,, paraméterének meghatérozasara. Ezen eredmények alap-
jan megallapithatod, hogy bizaszemek esetén elGéllithatd egy olyan specifikus spektrum,

melynek elemzésével megbecsiilhetd a szemek fert6zottségi szintje.



7. fejezet

Summary

7.1. Comparison of MISF and LSF methods

It was found that the simultaneous detection of spectrally closely overlapping compo-
unds is possible using both MISF method combined with derivative techniques and LSF
method. The DMISF method has high sensitivity and selectivity, but at higher noise
levels the sensitivity of detection decreases more rapidly (Fig. 5.2). DMISF is capable to
discriminate fluorophores of similar quantumyield being in not more than 1% concentra-
tion compared to interfering high concentration components at low noise level. Detection

limits of the wanted compound within 10% error limit (Table 5.1):

— 1% of the background component when the noise level was 0%
— 10% of the background component when the noise level was 0.5%

— 50% of the background component when the noise level was 2%

In practically noiseless circumstances, DMISF is capable to discriminate compounds dif-
fering in their concentrations in more than two orders of magnitude.
LSF is capable to discriminate 0.1% concentration even at higher noise level (Fig. 5.3).

Detection limits of the wanted compound within 10% error limit (Table 5.2):

— 0.1% of the background component when the noise level was 0%
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— 1% of the background component when the noise level was 5%
— 10% of the background component when the noise level was 10%

At low noise level, DMISF can detect more than one component at the same time and
its results can be very reproducible and stable using proper smoothing algorithms. In
routine measurements, DMISF needs much less data, which means less measuring time.
It is enough to measure fluorescence intensity data along the isopotential trajectory calcu-
lated in the preliminary measurements. At higher noise level and even in the presence of
more unknown components in mixtures, LSF is the preferable method. It is able to detect
one component even at 0.1% concentration compared to the background. We attribute
this higher sensitivity to the higher number of data points used in the fitting algorithm.
Originally, both methods based on the same data sets, namely, on the EEMs. After the
preliminary measurements, different subsets can be selected from EEMs to optimize the
numerical procedures. But these subsets can only be well selected after measuring the
whole matrices. DMISF can be extended to not more than three component mixtures,
where parallel determination of two components is possible. This kind of limitation is
not present with LSF, where the number of components to be determined is not limi-
ted. Although LSF is unbeatable in finding components being in very low concentrations,
DMISF has a significant advantage: it is not sensitive to the amount of the background
component. Because of the derivative calculation technique, the constant background
disappears from the DMISF spectra even if it was at higher or lower concentration. This
property gives a very valuable advantage to DMISF. Unfortunately, in the practice of
spectroscopists, not all of the spectrofluorometers can be programmed to scan along an
arbitrary route in the EEM. When a spectrofluorometer can scan not only using equidis-
tant spectral points, the measurement’s time is reduced drastically and routine scans can

be run in several seconds.
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7.2. QMISF

We found, that two data points from a three component mixture’s EEM are enough
to establish a reliable concentration determination. First, we have to know which compo-
unds are in the solution and precise measurement and analysis of components’ EEMs are
needed. But then, by selecting proper isopotential trajectories, the wanted component’s
concentration can be determined both in case of one-component or even two-component
background of unknown concentration. We have to measure fluorescence intensity just
in two spectral points, and the intensity difference is proportional to the concentration
of the wanted compound: [I(Aexc.1, Aemit) — L (Aexc.2; Aemiz)]. This method is capable to
quantitatively determine fluorophores being in less than 1:200 fluorescence intensity ratio
compared to each other even at medium noise level (1-2 % of intensity of the background
component).

This result is a significant, roughly two order of magnitude improvement compared to the
classical DMISF method. At the final form, when the investigation of a certain complex
sample has been done, only two spectral points are to be selected from the interpolated
EEM. It means that a very sensitive, extremely fast, almost real time measurement can
be established for determining the concentration of a wanted component very precisely.

The most important features of QMISF are that:
— the concentrations of background components are indifferent,
— the sensitivity is much higher compared to classical DMISF,
— measurements only at two spectral positions are enough.

The Signal/Noise ratio can be improved with increasing the integration time, the
number of excitation pulses, the scanning time, and so forth in fluorescence measurements.
A longer measuring time is still acceptable with the proposed new QMISF technique,
when fluorescence intensity should be measured at only two spectral points in the routine

measurements. Other techniques need measuring at much more spectral points, and
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there may be no time to collect these data to be noiseless enough. A main force of
QMISF is that the wanted component can be found at a reasonable measuring time at
even 1073 — 107 relative concentration compared to the background (assuming similar
quantum yields both for wanted and background components). Based on these results,

fast routine measurements could be implemented.

7.3. Identification of Fusarium graminearum Infection

Severity of Wheat Grains by ISSI method

EEMs of diseased wheat seeds were measured first. Fluorescence emission attributed
to the consequence of infection is found with a maximum around Ay, = 365 nm and
Aem = 445 nm. The spectral shape and its position changes slightly with the degree of
infection. Nevertheless, fluorescence is found to be inadequate for establishing a reliable
discrimination method.

Reflectance spectra show more significant relation between the degree of infection and
the spectral shape. To use these spectra one needs a reference spectral series measured
on differently infected seeds of the same wheat type. The comparison of measured and
reference spectra can yield a very good estimation of degree of infection. A 2-5 percentage-
point error level can be achieved.

The intensity data of the reflectance spectra may vary quite a lot according to the
unique shape and reflectance of the every seeds. A normalization method is needed to
make these spectra comparable. For this purpose we utilized the fact, that there is a long
wavelength spectral region where no influence of infection can be observed. From the
Normalized relative reflectance spectra it seems obvious, that healthy seeds have at least
25-30% lower reflection at shorter wavelengths then the infected ones.

Based on these facts we can use a three-color characterization of the seeds. R, G and
B components of seeds’ images have been used for spectral analysis. ISSI functions can be

used very well for ordering new spectral parameters to each pixel. The use of ISSI(RG),
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ISSI(RB) and ISSI(GB) functions opens the way to use special, new characterizing para-
meters. The center of gravity’s X coordinate evaluated at a positive range (0.015 to 1):
Xmean and the FWHM parameters.

[SSI-analysis of digital images of seeds seems a reliable and fast method in determining
the degree of infection. The most significant change with the level of infection is found in
ISSI(RG) image, thus its parameters are the most proper for characterizing the degree of
infection. Higher infection means lower X ean (Figs. 5.16. and 5.17.) and FWHM values
of ISSI(RG). It was found, that a fast and simple method can be established for deciding
whether the sample is infected at all or not. Using digital cameras, taking a single image
is the first step. The second step is the preparation of the ISSI(RG) histogram, and
finally the X ,can of this histogram has to be calculated. The results clearly show that the
spectral analysis is possible and we found specific spectra that correlated well with the

disease severity.
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A. Fuggelék

Origin® C programifajl

#include <origin.h>

vector <double> Y(1000) ;
vector <double> XS(1000) ;
vector <double> M(20);

vector <double> YS(1000) ;
vector <double> mer(4) ;
vector <double> d(20);

vector <int > hely (4);

10 int n;

11 matrix<double> datain (20,2);
12 matrix <double> Mat(20,20) ;
13

14 void passage(matrix matr,vector vec,int rd)
15 {

16 int fut;

O~ O Ot i W N —

Ne}

17 vector<double> avek(rd);

18 vector <double> bvek(rd);

19 vector <double> cvek(rd);

20 vector <double> alpha(rd);

21 vector<double> beta(rd);

22

23 (fut=0;fut<rd —1;fut++)

24 {

25 avek [ fut| = matr|fut|[fut];

26 bvek | fut+1] = —matr|fut+1][fut|;
27 cvek [fut] = —matr[fut ][ fut+1];
28 }

29 avek [rd —1]=matr [rd —1][rd —1];
30 alpha [0] = 0.0;

31 beta |[0] = 0.0;

32 (fut=0;fut<rd —1;fut++)
33 {
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34 alpha[fut+1] = cvek|[fut]/(avek]|fut]—bvek|[fut|xalpha|fut]);
35 beta[fut+1] = (vec[fut]|+bvek[fut]xbeta[fut]) /(avek][fut]—bvek
[fut|xalpha|fut]);

36 )

37 M|rd—-1] = (vec|rd—1]+bvek|rd —1]xbeta|[rd —1]|) /(avek|rd —1]—bvek|
rd —1]*alpha|rd —1]);

38 (fut=rd —2;fut >0;fut —)

39

40 M| fut] = alpha[fut+1]*M[fut+1]+beta[fut+1];

41

2 )

43

44

45 void mygorbe(matrix data)

46 {

47 vector <double> x(n),y
n) ,lambda(n) ,mu(n)

48 int 1,j;

'(n) ,h(n) ,alpha(n),beta(n) ,gamma(n),delta (

49 (i=0;i<n;i++)

50 1

51 x|i] = data|i][O0];
52 v[i] = data|i][1];
53 delta|i] = y[i];

54 )

55 (i=0;i<n—1;i++)

56 h|i+1] = x|i+1]—x][i];
o7

58

59 (1=0;i<n—1;i++)

60 mu[i] = h[i]|/(h[i+1]+h[i]);

61 mu|n—1] = 0.0;
62 lambda [0] = 0.0;

63 (i=1l;i<n—1;i++)

64 lambda|i] = h|i+1]/(h[i+1]4+h[i]);
65  d[0] = 0.0;

66 (i=1;i<n—1;i++)

67 |

68 ali] < 00/ El D (Tl ) =Gl )
69 }

70 d[n—1] = 0.0;

71 (i=0;1<20;i++)

72 {

73 (j=0;] <20;j++)

74

75 Mat[i][j] = 0.0;
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76 )
7}

78 (i=0;i<n;i++)

79 {

80 Mat|i|[i] = 2.
81 (i<n—1)

82 {

83 Mat[i][1+1]

84 Mat|[i+1][1]

85 }

86 }

87

0;

88 passage (Mat,d,n) ;

89

lambdali|;
mu|i+1];

90 (i=0;i<n—1;i++)

9

92 gammal|i] = (y[i+1]=y[i])/h[i+1]—(2.0«M[i]+M[i+1])/6.0xh][1i

+1];

93 beta[i| = M[i]/2.0;

94 alpha[i] = (M[i+1]-M[i]) /(6.0xh[i+1]);

95 1
96
97

98 (=031 <1000;1i++)

99 XS[i] = data[0][0]+ (double)ix(data[n—1][0]—data[0][0])

/999.0;
100

101 (j=0;j <1000;j++)

102 |

103 (i=1;i<n;i++)

104 {

105 (XS[j]<datali][0])

106 {

107 YS[j]=delta[i—1]+(XS[j]—data[i—1]|[0]) *(gamma]|i—1]+(XS[]

89

|-data|i —1][0]) «(beta[i—1]+(XS[j]—-data|i —1][0])*alpha

li-1]))
108 goto lab;
109 }

110 }

111 lab :;

112 }

Y

113 YS[999] = data[n—1][1];

114 }

115

116

117 void go ()
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118 {
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

161
162

n=4;

double
double
double
double

szam ;
hibahatar;
ertek =0;
delt ;

int futpoint ,x1,yl,maradek;
int 1ii,]j;

Worksheet izo () ;

string maxmatrix=InputBox ("Kérem a keresendé minta nevét!");

Matrix maxm;
maxm. Attach (maxmatrix) ;
string bematrix=InputBox ("Kérem az interferaldé minta nevét!"):

Matrix

interf .

interf
Attach (bematrix) ;

LT set str("bemtx", bematrix);

string mixmatrix=InputBox ("Kérem a keverék minta nevét!");

Matrix

mix ;

mix. Attach (mixmatrix) ;

string str="getnumber (A hibahatar:) hiba;"
"matrix —pg bemtx X minix maxix;"
"matrix —pg bemtx Y miny maxy;";

LT execute(str);

double

LT get var("minix" &xmin
LT get var('
LT get var("miny" ,&ymin) ;
LT get var('

Xmin, Xmax, ymin, ymax;
)
'"maxix",&xmax) ;

"maxy",&ymax) ;

uint sor = interf.GetNumRows() ;
uint oszl = interf.GetNumCols ()
double mtxmax=0;
(11 =0;ii<sor;ii++){
(ji=0;jj<oszl;jj++){

}

}
}
}

(mtxmax<interf|[ii][jj]){
mtxmax=interf [ ii]|[j]];

(ertek<maxm[ii|[jj]){
ertek=maxm|ii|[jj];

(mtxmax<ertek){

string str="getnumber (Erték tul nagy. Kérem a keresett

szintet:) ertek;";
LT execute(str);
LT get var("ertek" &ertek);

90
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163}

164

165 LT get var("hiba" &hibahatar);
166 izo.Create (NULL, CREATE VISIBLE) ;
167 izo .GetPage () .Rename (" Kimenet") ;
168 izo.AddCol () ;

169 Dataset xek("Kimenet A");

170 Dataset yok("Kimenet B");

171 Dataset zek ("Kimenet_C");

172 uint szaml=0;

173 xek . SetSize (sorxoszl);

174 yok.SetSize (sorxoszl);

175 zek . SetSize (sorxoszl);

176 double fele ,xa,xf, xfe;

177 (11=0;ii<sor;ii++)
178 {
179 (Ji=0;jj<oszl —1;jj++)
180 {
181 (((interf[ii][jj|<ertek) && (interf[ii][jj+1]>ertek))
|| ((interf[ii][jj]>ertek) && (interf[ii]|[jj+1]<ertek))
)
182 yok [ szaml|=ymin+ii *(ymax—ymin) /(sor —1);
183 (int kk=0;kk<n;kk++){
184 datain [kk][0]=xmin+(jj+kk —1)*(xmax—xmin) /(oszl —1);
185 datain [kk]|[1]=1interf[1ii]]jj+kk —1];
186 }
187 mygorbe (datain) ;
188 (kk—0;kk <999;kk+){
189 (abs (YS[kk]—ertek )<hibahatar){
190 xek [szaml|=XS[kk | ;
191 zek | szaml|=YS|kk |;
192 :
193 }
194 (((YS|kk|]<ertek) && (YS[kk+1]>ertek)) || ((YS|kk]|>
ertek) && (YS|kk+1]<ertek))){
195 (int 11=0;11<n; 11++){
196 (kk+11==0){
197 datain [ 11[[0]=XS[0] + (kk+11)(XS[999] ~XS[0]) /999;
198 datain [ 11 ][1]=YS[kk+11];
199 } (kk+11==1001){
200 datain [ 11][0]=XS[0] + (kk+11 —2)(XS[999] —XS[0])
/999;
201 datain |11 ][1]=YS[kk+11 —2];
202 }
203 datain [11][0]=XS[0] £ (kk+11 —1)#(XS[999] —XS[0])

/999:;



204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220

221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233

234
235
236
237
238
239

240
241
242

243
244
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datain [11][1]=YS[kk+11 —1];

}
}
mygorbe (datain) ;
kk—0;
}
}
szaml=szaml+1;
}
1
printf("%d\n",ii)
}
(jj=0sjj<oszl;jj++)
{
(ii=0;ii <sor —1;ii+4+)
{

(((interf|ii][jj]<ertek) && (interf[ii-+1][jj|>ertek))
|| ((interf[ii][jj|>ertek) && (interf|ii+1]|[]jj]<ertek))
)
xek [ szaml|=xmin+(]] ) *(xmax—xmin) /(0szl —1);
(int kk=0;kk<n;kk++){
datain [kk|[0]=ymin+(ii+kk—1)*(ymax—ymin) /(sor —1);
datain [kk]|[1]=interf[ii+kk —1][]j] ];
}
mygorbe (datain) ;
(kk=0;kk <999;kk+-+){
(abs (YS|kk|—ertek )<hibahatar){
yok [szaml|=XS[kk | ;
zek [szaml|=YS[kk |;

?

(((YS[kk]<ertek) && (YS[kk+1]>ertek)) || ((YS[kk]|>
ertek) && (YS|kk+1]<ertek))){
(int 11=0;11<n; 114+4+){
(kk+11==0){
datain |11 ]]0]|=XS|0]+ (kk+11) %(XS[999] —XS|0]) /999;
datain [11][1]=YS[kk+11];

} (kk+11==1001){
datain [ 11][0]=XS[0] + (kk+11 —2)#(XS[999] —XS[0])
/999;
datain [11][1]=YS[kk+11 —2];
}
datain [ 11][0]=XS[0]+ (kk+11 —1)%(XS[999] —XS[0])
/999;

datain [11][1]=YS[kk+11 —1];



245
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247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
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263
264
265
266
267
268
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274
275
276
277
278
279
280
281
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285
286
287
288

289
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1

mygorbe (datain) ;

kk=0;

}
1
szaml=szaml+1;
}
}
printf("%d\n",jj)

}
Worksheet rend () ;
Worksheet mixek () ;
rend . Create (NULL, CREATE VISIBLE) ;
mixek . Create (NULL, CREATE VISIBLE) ;
rend . GetPage () . Rename (" Rendezett ") ;
mixek . GetPage () . Rename (" Mixertekek ") ;
rend . AddCol () ;
Dataset xren("Rendezett_ A");
Dataset yren("Rendezett B");
Dataset zren("Rendezett_C");
xren. SetSize (szaml) ;
yren. SetSize (szaml) ;
zren. SetSize (szaml) ;

mixek . AddCol () ;

TN TN TN N N N

Dataset mixxek (" Mixertekek A");
Dataset mixyok (" Mixertekek B");
Dataset mixzek (" Mixertekek C");
mixxek. SetSize (szaml) ;
mixyok. SetSize (szaml) ;
mixzek . SetSize (szaml) ;
xren|0]=xek [0];
yren|[0]=yok [0];
zren |[0]=zek [0];
xek[0]=—10E15;
yok[0]=—10E15;
double atx;
double aty;
int eff=0;
(jj=0;jj<szaml; jj++){

atx=0;

aty =0;

eff=0;

(ii=0;ii<szaml;ii++){

(pow (xren|jj]—xek[ii],2.0)+pow(yren|jj|]—yok|[ii],2.0)<pow
(xren[jj]—atx,2.0)+pow(yren[jj]—aty,2.0)){

atx=xek [ ii |;
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290
291
292
293
294
205
206
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307 {
308
309
310
311
312
313

314
315

316

317
318
319
320

321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331

aty=yok|[ii|;
eff—ii;
}
}
(jj<szaml—-1){
xren | jj+1]=atx;
yren|jj+1]=aty;
zren|jj+1|=zek]|eff];
xek [ eff|=—10E15;
yok | eff|=—10E15;

//inverz bezier innét
(jj=0;jj<szaml; jj++)

(rmod (xren | jj |, floor (xren[jj]))=>0)

{
(int kk=0;kk<n;kk++)

{

maradek=mod ( floor (xren[jj]) ,2);

datain [kk][0]= floor (xren|jj]|—maradek)+(kk—1)*(xmax—
xmin) /(oszl —1);

futpoint=floor (xren|jj|—maradek)-+(kk—1)*(xmax—xmin) /(
oszl —1);

xl=(round (yren|[jj]-ymin,0) /((ymax—ymin) /(sor =1))); //
ez fix

yl=((futpoint —xmin) /((xmax—xmin) /(oszl —1)));

printf ("Honnét veszem X—eket:%d\t%d\t\n" x1,y1);

datain [kk|[1]=mix[x1][y1];

printf("datain:%g\t%g\t\n",datain [kk][0] , datain [kk
[T 5

}

printf(" \n");

mygorbe (datain ) ;
(int mm=0;mm<999;mm++)
{

(abs(xren|jj]—XS[mm])< 1E-5)

94
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mixxek [ jj|=XS [mm];
mixyok [ jj|=yren][jj |;
mixzek [ jj|=YS[mm];

)

(((XSfmm]<xren|jj]) && (XS[mmi]>xren[jj])) || ((XS
[nm| > xren [ jj]) &k (XS[mmt-1]<xren[jj])))

(int 11=0;11<n; 11++){

(mm-11 ==0)

{

datain [ 11][0]=XS[0]+ (mmt11) «(XS[999] —XS[0]) /999;
datain [11][1]=YS[mm+11 |;

}

{

datain [ 11 ][0]=XS[0]+ (mm}11 —2) % (XS[999] —XS[0])
/999;

datain [11][1]=YS[mm+11 —2];

}

(mm}-11==1001)

datain [ 11][0]=XS[0]+ (mm11 —1)(XS[999] ~XS[0])
/999;
datain [11][1]=YS[mm+11 —1];

mygorbe (datain);

(rmod (yren|jj|, floor (yren|jj]))=>0)

}
{
}
mm—=0;
i
t
J
{

(int kk—=0;kk<n;kk-++)

{

maradek=mod ( floor (yren[jj]) ,2);
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375 datain [kk|[0]=floor (yren|jj|—maradek)+(kk—1)x*(ymax—
ymin) /(sor —1);

376 futpoint=floor (yren|jj]—maradek)+(kk—1)*(ymax—ymin) /(
sor —1);

377 yl=(round (xren|jj|—xmin,0) /((xmax—xmin) /(oszl —1)));

378 x1=((futpoint —ymin) /((ymax—ymin) /(sor —1)));

379 printf ("Honnét veszem Y—okat:%d\ t%d\t\n", x1,y1);

380 datain [kk|[1]=mix[x1]|[y1l];

381 printf("datain:%g\t%g\t\n",datain [kk][0] , datain [kk
1)) ;

382

383 }

384 printf(" \n");

385 mygorbe (datain ) ;

386

387

388 (int mm=0;mm<999;mm++)

389 {

390

391 (abs(yren|jj]—XS[mm])< 1E-5)

392 {

393 mixxek [ jj|=xren|[jj|;

394 mixyok [ jj|=XS[mm];

395 mixzek | jj]|=YS[mm];

396 ;

397 }

398

399

400

401

402

103 (XS < yren [ 7 ]) &k (XS[mmet]=yren [ §i])) || ((

XS [ yren [§j ) & (XS[mmi1]<yren|jj])))

404 {

405 (int 11=0;11<n; 114++){

406 (- 11 ==0)

407 {

408 datain [ 11][0]=XS[0]+ (mmt11) (XS[999] ~XS[0]) /999;

409 datain [ 11 ][1]=YS[mmt11 |;

410 }

411 (mmy 11 ==1001)

412

413 datain [ 11][0]=XS[0]+ (mmt11 —2) «(XS[999] —XS[0])

/999;
414 datain [ 11 ][1]=YS[mmt11 —2];

415
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{
datain [ 11][0]=XS[0]+ (mmt1l —1)*(XS[999] -XS[0])
/999;
datain [11][1]=YS[mm+11 —1];
}
mygorbe (datain);
mm—=0;

}

void zaj ()

{

double szorzo;

string noise=InputBox("Kérem a zajositanddé matrix nevét!");
Matrix zajalap;

zajalap . Attach (noise);

uint sorok = zajalap .GetNumRows() ;

uint oszlopok = zajalap.GetNumCols () ;

string str="getnumber (Mennyi legyen a zaj mértéke:) szorzoka
g g y gy

P
)

’
LT execute(str);
LT get var("szorzoka",&szorzo);

(uint 1i=0;ii<sorok;ii++){
( uint jj=0;jj<oszlopok;jj++){

zajalap | ii || jj]=zajalap|[ii]|[jj]+(szorzo*x(sqrt(—2«ln(rnd()))=*
cos (2« pixrnd ())))*xzajalap[ii][]]];

}
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}

void kivonas(string name)

{

}

//double szorzo;

string elso=InputBox("Kérem a f§ matrix nevét!");

Matrix alap;

alap . Attach(elso);

uint sorok = alap.GetNumRows() ;

uint oszlopok = alap.GetNumCols () ;

string masodik=InputBox ("Kérem a kivonandé6 matrix nevét!");

Matrix masodikmatrix;

masodikmatrix . Attach (masodik) ;

//Méatrix létrehozasa és feltoltése

MatrixLayer mat;

mat. Create ("ki_eredmeny") ;

mat . GetPage () . Rename (name) ;

mat. MatrixObjects (0) . SetDimensions (sorok ,oszlopok);

//mat . MatrixObjects (0).SetDigitMode (DIGITS SIGNIFICANT) ;

//mat. MatrixObjects (0).SetDigits (5);

Matrix <double> aa;

BOOL bRet = aa.Attach (name);

/JUINT rows = aa.GetNumRows() ;

/JUINT cols = aa.GetNumCols () ;

printf("rows = %\t cols = %d\n", sorok, oszlopok);
(int ii = 0; ii<sorok; ii-++)
(int jj = 0; jj<oszlopok; jj++)

{

aalii|[jj|= alap|ii][|jj]-masodikmatrix|[ii][]j]j];

}

void smooth ()

{

int ii,jj ,aves,aveo;

double ave;

string sm=InputBox ("Kérem a simitand6é matrix nevét!");
Matrix smoothy;

MatrixLayer sml;

98
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505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537 )

sml. Create("origin");

sml.GetPage () . Rename ("Muho") ;

sml. MatrixObjects (0).SetDimensions (101,101);
Matrix <double> smhelp;

smhelp . Attach ("Muho") ;

smoothy . Attach (sm) ;

uint sory — smoothy.GetNumRows() ;

uint oszly = smoothy.GetNumCols () ;

(ii=1;ii <sory —1;ii++){
(ji=1;jj<oszly =1;jj++){
(aves=—1;aves <2;aves++){
(aveo=—1;aveo <2;aveo++){
avet=smoothy | ii+aves || jj+aveo];

1
}

smhelp [ ii ][ jj]=ave/9;
ave—=0;
}
}

(ii=1;ii<sory —1;ii++){
(ji=L;jj<oszly —=1;jj++){
smoothy [ ii ][ jj|=smhelp[ii]]j]];

}

sml. Destroy () ;

99



