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1. Bevezetés

A rezgési spektrometria szamos mérési modszert felslel,
melyek kozil legkiterjedtebben a kozeli infravords (near
infrared, NIR), a kozepes infravords (mid-infrared, MIR) és
a Raman-spektrometria hasznalatos. A késziilékek folyama-
tos fejlddése lehetdvé tette egyre komplikaltabb vizsgalatok
elvégzését, illetve lehetségessé valt szilard fazisu mintdk
vizsgalata. Kézleményiinkben egy 0j rezgési spektrometriai
modszert, a kémiai térképezést mutatjuk be, mellyel a
vizsgalt mintak alkotdelemeinek térbeli koncentracio-
eloszlasa vizsgalhato és vizualizalhato.

Barer és Cole 1949-ben a Nature-ben kozolte az elsd
olyan vizsgalatot, ahol a spektrométert egy mikroszkoppal
Osszekotve néhany mikrométer atmérdjii pontrdl vettek fel
spektrumot.! Eredményeik utat nyitottak mikroszkopikus
mintdk megbizhatd spektrometriai vizsgalatdra. Mintegy
négy évtizeddel késébb keriilt sor az elsd ,.kémiai térkép”
felvételére egy MIR spektrométer, egy mikroszkép és
egy mozgathatd targyasztal segitségével.> A mintardl igy
egyszerre szerezhetd térbeli és spektralis informacio:
lehetségessé valik kulonbozd vegyliletek detektalasa ¢és
azonositasa a minta eltérd pontjain, illetve képet alkothatunk
egy minta térbeli szerkezetérdl.

Mara a kémiai térképezés (angol nevén ,,.chemical
imaging”, roviditve: CI) a rezgési spektrometria egyik
legdinamikusabban fejlodo tertiletévé valt. A tudomany és
az ipar szamos agaban nyer egyre komolyabb jelentdséget
ez az agazat, a félvezetbipartdl® kezdve az orvostudoma-
nyon,* papiriparon,’® élelmiszeriparon® és milanyagiparon’ at
egészen a gyogyszerkészitmény-technoldgiaig.®®

A kémiai térképek kihivast jelentenek nemcsak a vizsgalo
berendezés felépitése, hanem az adatelemzés tekintetében is.
Felépitésiik az 1. abran lathatd: a vizsgalt felillet mindegyik
pontjadhoz egy rezgési spektrum rendelhet6. Ezaltal egy
haromdimenzids szerkezet jon létre, melyet az irodalomban
hiperspektralis adatkockanak (hyperspectral data cube®)
is neveznek. A struktura masik lehetséges értelmezése (ill.
felvételi modja, 1d. késébb), hogy az adatkocka minden lapjat
egy meghatarozott hullamhosszhoz tartozd ,,fényképnek”
feleltetink meg. Az adatrendszer ennek megfeleléen
oriasi méretli, és fejlett (tobbvaltozos, un. kemometriai)
technikakat igényel a kiértékeléshez. (Az itt bemutatisra
keriilé6 kemometriai algoritmusok jol alkalmazhatéok mas
spektrometriai modszerek, pl. témegspektrometria,'® NMR
spektrometria'! esetében is.)

E tanulmanyban a szerzok célja bemutatni a kémiai
térképezés lehetséges felvételi modszereit és az adatelemzés
lehetdségeit, illetve egy, a kutatdcsoportunkban végzett
vizsgalat példdjan illusztralni a mddszer alkalmazhatosagat
gyogyszeripari tertileten.

valasztott X, Y,

intenzitas

1. Abra. Kémiai térképek adatszerkezete.

2. Kémiai térképezés alapjai

A kémiai térképezés megvalositasahoz spektrométerre
és megfeleld optikdra van sziikség. Noha elméletileg
szamos spektrometrids moddszer térképezési metodikava
fejlesztheto, a ,.kémiai térképezés” kifejezés alatt elsésorban
rezgési (infravoros és Raman) spektrometriai technikdkon
alapuld mobdszereket értiink.’ E modszerek koziil is
legelterjedtebben a kozeli infravords (NIR; 13000-4000 cm'!
ill. 0,76-2,6 um), a kdzepes infravérés (MIR; 4000-400 cm'!
vagy 2,6-26 pum) valamint a Raman (kialakitastdl fiiggden
valtozoé hullamszamtartomany, altaliban ~4000-150 cm™)
technikéakat alkalmazzak.

2. Abra. térképek felvételének lehetdségei: (a) pontonkénti térképezés
(point mapping); (b) vonalas térképezés (line mapping); (c) teljes feliileti
képalkotas (global imaging).

A kémiai térképek haromdimenzids szerkezetlick ugyan,
azonban jelenleg az Osszes spektrum egyidejii felvétele
egyszerre mindegyik mérési pontban nem lehetséges.

* Telefon: (1) 463-5918 ill. (30) 310-2209; fax: 463-3648; e-mail: balazs.vajna@gmail.com
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Amint a 2. dbra mutatja, haromféle mérési elrendezés
all rendelkezésre. Az egyik lehetoség (a) a teljes
hullamszamtartomanyt feléleld spektrumok felvétele pontrol
pontra haladva egy mozgathato targyasztal segitségével,
mely technika a tovabbiakban , térképezés” (mapping) néven
szerepel a kozleményben. A térképezés masik (b) formaja,
amikor egy rezg6 tiikor segitségével nem egyetlen pontrol,
hanem egy vonal mentén egyszerre t6bb pontrol vesziink fol
spektrumot. A harmadik mddszer (¢) masféle berendezés-
kialakitast igényel; alkalmazasakor a minta elemezni
kivant feliilletének egészérdl késziil kép egyetlen megadott
hulldmhosszon (,.képalkotas”, angolul global imaging). A
hullamhossz valtoztatisaval nagy szamu kép készithetd,
és ezek ,,egymasra helyezésével” jon létre az adathalmaz
haromdimenzids szerkezete. A térképezéses modszer
(mapping) elsdsorban a Raman spektrometriaban elterjedt, a
teljes feltileti képalkotas (global imaging) pedig elsdésorban
a kozeli infravords spektrometridban valt szokdsossa, de
szamos példa talalhat6 a masik két kombinaciora is.

3. Kémiai térképezést szolgalo berendezések felépitése

Mig a pontonkénti és a vonalas térképezés legtobbszor
ugyanazzal az eszkozzel, kis modositasokkal megoldhatd,
a feliileti képalkotds teljesen mas alkatrészeket ¢és
Osszeallitast igényel. Mindazonaltal minden CI rendszer
sematikusan hasonld felépitést mutat. A rendszer egy
megvilagitd fényforrasbol (infravords fény vagy infra-
voros-lathato 1ézer), képalkoto optikabol, monokromatorbol
(a hulldmhossz kivalasztasara vagy hullamhossz szerinti
felbontasra), egy detektorbol és egy vezérld egységbdl all,
mely utdbbi altalaban egy megfeleld szoftverrel ellatott
asztali szamitogép.'?

3.1. Pontonkénti és vonalas térképezés

A térképezéses modszerek mar emlitett kozos jellemzoje,
hogy egy mozgathato targyasztalra van sziikség a minta
kontrollalt mozgatasahoz. Ezeket a berendezéseket
altalaban egy spektrométer és egy mikroszkop alkotja'2. A
miikodés elve a kovetkezd: egy adott pontrol megtorténik a

spektrum felvétele, majd a targyasztal odébb 1ép egy elére
meghatarozott tavolsaggal, és egy Gjabb spektrumot vesz fel
a késziilék. Ez addig ismétlodik, amig a kivant feliilet egésze
pasztazasra nem kertil.

Gyogyszerek IR spektrometrids vizsgalatakor a pontbeli
térképezést jellemzoen két technika, a diffuz reflexio (DR)
¢és a gyengitett (csillapitott) teljes reflexid (ATR) segitségével
valdsitjak meg.

A beesO fény kolesonhatasba 1ép a mintaval azaltal, hogy
szorodik a mintat alkoto részecskéken, illetve ez a szort fény
tovabb szorodhat a szomszédos részecskéken (3.(a) abra).
Ezt a jelenséget nevezik diffiz reflexionak, amiatt, hogy a
szorodas mértéke és mikéntje fotononként eltérd. A szort
fény egy része visszajut az optikara és onnan a detektorra
(természetesen a fénynek foként olyan hulldmhossza
komponensei, amelyek nem nyelddtek el visszaverddés
kozben). A koézepes infravoros (MIR) tartomanyban az
elnyelés olyan erds, hogy a vizsgalandd mintat inert
anyaggal higitani kell, ennélfogva a mdédszer nem alkalmas
gyogyszerkészitmények vizsgalatara.® A kozeli infravoros
(NIR) hullamhosszi fény esetében azonban a gyenge
elnyelés miatt ez a technika kivaldan alkalmazhat6 példaul
tablettak analizisére.'>!*

A masik elterjedt moddszer a gyengitett teljes reflexios
technika, melyet a kozepes infravords (MIR) spektrometriai
vizsgélatokhoz fejlesztettek ki, hogy ne legyen sziikség
a mintak inert anyaggal (pl. KBr) torténd higitasara. A
jelenség azon alapszik, hogy a fény megfelelden kicsi
szogben érkezve két anyag kozotti hatarfeliiletre teljes
visszaverddést szenved. (E sz0g nagysaga a két kozeg
torésmutatoja kozotti eltérés nagysagatol fiigg.) A fotonok
azonban a hulldmhosszukkal ardnyos mértékben, par
mikrométer tavolsagig behatolnak a masik koézegbe (a
gyakorlatban tehat a vizsgalando mintaba), ahol egy résziik
— a hagyomanyos spektrometridban megszokott modon
— elnyelédhet. A modszer alkalmazhatod porok és tablettak
vizsgalatara,'>'¢ illetve akar a tablettapréselés in situ nyomon
kovetésére is.!’
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3. Abra. Pontbeli térképezés lehetséges médszerei: (a) diffuz reflexio (MIR, NIR); (b) gyengitett teljes reflexié (MIR, NIR); (c) optikai fokuszalds (Raman).

A Raman spektrometrian alapuld térképezés joval
egyszeribb.  Sokszor  egyaltalan  nincs  szikség
mintael6készitésre, a mintdt egyszerlien a targyasztalra
kell helyezni, és a mikroszkdphoz kapcsolt, optikai képet
szolgaltatd kamera segitségével a fénysugarat a minta

feliiletére kell fokuszalni. A fokuszalast nagy nagyitast
objektivek alkalmazasakor automatikus fokuszald rendszer
segitheti. A lathatd és kozeli infravorés hulldmhosszi
lézerforrasok lehetévé teszik a mintak iiveg, mianyag
feliiletén és mérdcellakban torténd vizsgalatat.
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A detektorok fejlddésével lehetségessé valt a pasztazasi
idé roviditése. Ha a diodasoros detektor nem csak
egy, hanem t6bb sornyi diddat tartalmaz, akkor egy
vonal megvilagitasaval annak tobb pontjardl egyszerre
vehetd fel spektrum, lehetévé téve a vonalas térképezés
megvalositasat.'® Ekkor a megvilagitott vonalrol visszaszort
fotonok a mikroszkdp optikajan keresztiil a monokromatorra
jutnak. A monokromator vonalas térképezésre is alkalmas
berendezések esetén altalaban egy optikai racs. A racsra
érkez6 vonal felbomlik kiillonb6z6 hulldamhosszisaga
komponenseire, egy két dimenzioban szétterjedd fénysugarat
alkotva. Detektorként ennek megfeleléen tobbsoros diodasort
kell alkalmazni, amelynek minden sora megfelel a vonal
egy pontjanak. Diodasoros detektor helyett altalaban CCD
detektort hasznalnak (charge coupled device, ,t6ltéscsatolt
eszk6z”). Fourier-transzformacids mikrospektrométereknél
nagyobb hullamhosszakra érzékeny Un. focal plane array
(FPA) detektort alkalmaznak. A szamitégép mérés utan
egylitt tarolja a spektrumokat a vizsgalt pontok (vonalak)
térbeli helyzetét jellemz0 informacidval egyiitt, igy ezekbdl
létrehozhaté a bevezetésben ismertetett adatszerkezet.

3.2. Teljes feliileti képalkotas

E technika f6 elénye a pontonkénti térképezéshez képest
az, hogy nem tartalmaz mozg¢ alkatrészeket. Ebbol fakadd
hatranya természetesen az, hogy nehezebben kontrollalhato
a vizsgalt feliilet mérete, és érdes feliiletek vizsgalatakor
értelemszertien fellép a feliilet heterogén fokuszaltsagabodl
eredd zavaras.

A mintat diffiz NIR fénnyel (NIR-CI), vagy kitagitott
lézer sugarforrassal (Raman-CI) vilagitjak meg. A mintarél
visszaszort fény egy szir6n halad keresztiil, amely
monokromatorként funkcional, és egyszerre csak egy sziik
hullamhossz-tartomanyu fényt enged keresztiil. A régebbi
CI eszkozoknél egy sorozat savateresztd szlir6t Epitettek
be a késziilékbe, gyakran egy forgathaté kor mentén az
egyikrol masikra kapcsolds egyszerlisitése végett. Az 1j
kialakitast késziilékek hangolhatd sziirdket tartalmaznak,
amelyek szamitogéppel — azaz elektromos jelek segitségé-
vel — vezérelhetdk, igy gyorsabb valtast €s sokszorta tobb
hulldmhossz kivalasztasat teszik lehetdvé. Kétféle tipusuk
kozil az akuszto-optikai hangolhaté sziird (AOTF) a NIR
rendszerek esetében terjedt el,” a folyadék-kristalyos
hangolhato sziird (LCTF) pedig a Raman képek szlirésében
tlinik igéretesnek.”* Az innen tovabbjutd fény egyenesen
a detektorra érkezik, amely a térképezd késziilékekhez
hasonloan NIR esetében FPA, Raman esetében pedig CCD
detektor. A kiilonb6zé hullamszdmo-kon felvett képek
egymasra helyezésével jon l1étre az adatok haromdimenzids
elrendezése.

4. Kémiai térképek elemzése

A kémiai térképek gyakran oOriasi mennyiségli adatot
tartalmaznak, amelyeknek nyers formaban torténd, illetve
minden fontos részletre kitérd vizualis értékelése szinte
teljességgel lehetetlen. Ennek megfeleléen sziikség van
egyrészt elozetes feldolgozasra, amely a zavard tényezdket
eltavolitja, masrészt pedig olyan matematikai modszerekre,
amelyek hasznos vizualis vagy éppen kvantitativ informaciot

valogatnak ki az adathalmazbol. A kémiai térképek
feldolgozasanak jellemzd 1épéseit a 4. abra mutatja.

Kalibracia: abszorbancia, reflektancia
. o JIR); hullamszam (Raman)
o »

kémiai térkép
felvétele

[lasmamss

/ Elizetes feldolgozas (speciral

» preprocessing): alapvonalkerrek-
* cio; normalas; transzformaciok

Kompone nsek eloszlas-térképeinek
o megjelenitése: sivinte nzitis alapjin;
® ill. kemometriai médszerekkel
_} " Suiikség esetén uttlagos képfeldolgozas: .-~
g " o képsimitis, -sziirés; koniraszi és
. ® vilagossag beallitisa
-

Kvantitativ jellemz 6k szamitasa:
részecskeméretek; relativ koncent-
raciok; } itas jellemzése

4. Abra. Kémiai térképek feldolgozasa és kiértékelése.
4.1. Kalibracio

A valaszjelek intenzitismérésének kalibraciojara mind
az IR, mind a Raman mérések esetén sziikség van. A
reflektancia kalibraciojakor kémiai térkép késziil egy nagy
fényvisszaverd képességli anyagrol (100%), illetve késziil
egy térkép fény nélkil is, a visszavert fényt Osszegylijtd
lencsét eltakarva (0%). Emellett léteznek tobbpontos,
megbizhatdbb kalibraciés mddszerek is.

A Raman spektrometria soran joval egyszerlibb a helyzet,
mert a valaszjel egyszeriien a beérkezett fotonok szamaval
aranyos, amelyet nem sziikséges (bar lehetséges) kalibralni.
Ezeknél a rendszereknél a hullimszam-skala pontossagat
kell bizonyos id6kozonként ellendrizni egy allandd, jol
meghatarozott savval rendelkezd standard (pl. szilicium
egykristaly) segitségével.

4.2. Elozetes adatfeldolgozas

A kémiai térképek elézetes feldolgozasa lényegében a
megfeleld  spektrometriai  modszerekben — megszokott
algoritmusokkal torténik. A mitvelet célja a kiilonb6zo
zavarasokbol eredo6 jelek (pl. feliileti egyenetlenség hatéasa,
fluoreszcencia, detektor zaj) szlirése ¢és eltavolitasa a
térképbdl. Raman spektrumok esetén jellemzden alapvonal-
korrekcidt és normalast kell alkalmazni, esetenként a
spektrumok derivalasa is hasznos lehet. A NIR spektrumok
leggyakoribb modositasa a standardizalas®® (SNV) és az
un. multiplicative scatter correction** (MSC). Kiilonb6zo
tomoritési eljarasokat is alkalmaznak a térképezéskor
keletkez6 adatfajlok méretének csokkentése €s a feldolgozd
algoritmusok gyorsitasa céljabol.??

4.3. Komponensek eloszlas-térképeinek megjelenitése

Az el6z0 fejezetekben ismertetett 1épések mindegyike azt a
célt szolgalja, hogy megjelenithetd legyen a komponensek
térbeli eloszlasa a vizsgalt felileten. Mivel a kémiai
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térképek oridsi mennyiségli adatot tartalmaznak, vagy egy
jellemzo részletre fokuszald egyvaltozos, vagy a valtozok
sokasagat elemzd sokvaltozds statisztikai moddszereket
kell alkalmazni a fontos paraméterek azonositasahoz vagy
meghatarozasahoz.”

4.3.1. Egyvaltozés kiértékelési médszerek

A legegyszeriibb mddszer a komponensek térbeli
eloszlasanak meghatarozasara, ha valamelyik komponensre
jellemzd sav intenzitasat abrazoljuk a hely fiiggvényében.
Az igy kapott kép elvileg aranyos a vizsgalt komponens
koncentracio-eloszlasaval. Savintenzitds helyett abra-
zolhatjuk két hullimhossz (hullimszam) kozotti sav(ok)
alatti tertiletet, akar két savintenzitas/savteriilet hanyado-
sdnak értékét is. Ezeket és a hasonld modszereket hivjuk a
térképezésben alkalmazott egyvaltozos eljarasoknak.®

E mddszerek azonban csak bizonyos esetekben vezetnek jo
eredményre. Legfontosabb kovetelmény, hogy az elemezni
kivant komponens rendelkezzen intenziv rezgési savval.
Tobbkomponensii rendszerek esetén — kiilonosen NIR
spektrumok esetében — tovabbi probléma, hogy az egyes
komponensek rezgési savjai atlapolnak egymassal: igen
nehéz olyan savot kivalasztani, amely kizarolag egyetlen
komponensre jellemzo.

4.3.2. Sokvaltozoés Kiértékelési modszerek

A problémara megoldast jelentenek a tobbvaltozos
adatelemzési (kemometriai) mddszerek, melyeknek szamos
fajtaja alkalmazhato a kémiai térképek kiértékelésére.
Ezek a moddszerek tobbnyire kétdimenzids adatmatrixok
feldol-gozasara lettek kifejlesztve, igy a kiértékelés elott a
harom-dimenzids adatszerkezet kétdimenzidssa alakitasa,
un. feltardasa (unfolding) szikséges. Ezt az egyik térbeli
dimenzié masik mellé rendezésével érjiik el, ahogy az az
5. abran lathatd. A kemometriai algoritmusok lefuttatisa
utan az eredményt tartalmazd adathalmazt visszarendezik
harom-dimenzidssa, amennyiben ez sziikséges. (Mara
mar olyan adatfeldolgozd moddszerek is léteznek, melyek
harom- vagy tobbdimenzios adatszerkezeteket is kezelni
tudnak, de a kémiai térképezés teriiletén nem bizonyultak
olyan hatékonynak, mint a tradicionalis matrixkezeld
algoritmusok®).

o
/

z
i
S
|
|

n (V)| [ 2
I i=n*m
B AM

5. Abra. A kémiai térkép ,,feltarasa”, a haromdimenzi6s adatszerkezet
kétdimenzios matrixsza konvertalasa.

Az algoritmusok alapvetden két tipusra oszthatok. Az egyik
tipust az a priori ismereteket igénylé modszerek alkotjak,
amelyeknél felhasznalunk a mintaval kapcsolatos eldzetes
informacidkat (mintat alkoté komponensek spektrumai,
kalibrald sorozatok ismert koncentraciokkal, stb.). Az
algoritmusok masik csoportjaba az a priori ismereteket

nem igényld modszerek tartoznak, melyek alkalmazasakor
semmilyen el6zetes tudds nem sziikséges a vizsgalt minta-
rél, minden informacio a kémiai térkép altal szolgaltatott
adatrendszerbél szarmazik. igy anélkiil vizualizalhaté a
legfontosabb informacidhordozok (komponensek) térbeli
elhelyezkedése, hogy ismernénk magukat az alkotéeleme-
ket. E moddszerek elonye, hogy megbizhatdsaguk szamit-
hato, illetve képesek kvantitativ informacio szolgaltatasara
(pl. komponensek koncentracidinak meghatarozasara a
térkép pontjaiban).

4.3.2.1. A priori ismereteket felhasznalo modszerek

Szamos esetben a kémiai térképet alkotd spektrumok
felirhatdk az alkoté komponensek spektrumainak linedris
kombinacioiként. Ez a kozelités jol ismert a klasszikus
rezgési spektrometridban. Amennyiben p komponens van
jelen egy pontban, melyrdl a spektrum késziil:

X=CS"+E (1)

ahol ST (p x k) a tiszta komponensek referencia-spektrumaibol
képzett matrix. Minden spektrum £ intenzitasértékbol all, és
egy sort alkot ebben a matrixban. X (i x k) a feltaras (1d. 5.
abra) utan a Raman-térképbdl kapott matrix, mely az §sszesen
mért i darab spektrumot tartalmazza sorok formajaban. A
C (i x p) matrix sorvektorok formajaban tartalmazza az
egyes mérési pontok koncentracioprofiljat az sszes (p)
komponensre. Az E matrix a rezidualis zajt reprezentalja. Az
egyenletnek egy igen szemléletes illusztracidja megtalalhatod
Gendrin és tarsai 6sszefoglaldjaban.’

Amennyiben ismerjiik a referencia-spektrumokat, a mérési
pontok koncentracidprofiljai igen egyszerlien szamithatok az
egyenlet atrendezésével (a pszeudoinverz matrix elemeinek
kiszamitasaval).

C = XS(S™S)" Q)

Természetesen az alkotd komponensek spektruma is
meghatarozhatd, amennyiben az egyes mérési pontok
koncentracioprofiljat ismerjiik.

ST=(C™C)'C™X 3)

Ez a legtrivialisabb ¢és fizikailag legkorrektebb modszer a
komponensek térbeli koncentracio-eloszlasanak meghataro-
zasara, és a klasszikus legkisebb négyzetek modszere
(classical least squares, CLS) nevet viseli. Szadmos
publikacio talalhatd, melyben ily mddon nyertek informaciot
a komponensek eloszlasarol.>*?’

Ugyan fizikailag korrekt az el6z6ekben bemutatott okfejtés,
matematikailag (és gyakorlatilag) mégsem tekinthetd
a legjobbnak. Amennyiben a komponensek spektrumai
nagyon hasonlitanak egymashoz (pl. egy hatéanyag
kiilonb6z6 polimorf modosulatai), és/vagy rossz a jel/zaj
viszony, a kapott megoldas esetenként igen pontatlanna
valhat. Ilyen esetekben célszerli hasznalni az un. parcidlis
legkisebb négyzetek modszerét (partial least squares, PLS),
melynek a matematikai alapjat az eredeti valtozok linearis
kombinacioinak, Gn. ldtens vdltozéknak regresszidja képezi'®
(1d. még a faktoranalizist a 4.3.2.2. fejezetben). Ekkor egy
un. tanitohalmazon (training set) felallitjuk a linedrisnak
tekintett Osszefiiggést a spektrumok és a koncentracidok

116 évfolyam, 2. szam, 2010.



Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények 81

kozott, majd validalas (test/validation set) utan ezt a modellt
alkalmazzuk a kémiai térképet alkoto ismeretlen 6sszetétell
spektrumokra. A mddszer igen elter-jedt az analitikai
gyakorlatban, ennek megfeleléen a kémiai térképezésben is
megszokotta valt az alkalmazasa.?®>!

Egy PLS modszeren alapul6 technika (partial least squares
- discriminant analysis, PLS-DA) a tiszta komponensek
referencia-spektrumait tekinti tanitohalmaznak, ¢és ezek
alapjan becsiili a keverékspektrumok koncentracio-profil-
jat.32 Erdekes fejlemény, hogy bar mindenhol kiilon mdd-
szerként targyaljak ezt az algoritmust, 2009-ben bebizonyi-
tottak rdla, hogy a kémiai térképezés esetében matematikai-
lag — igy persze eredményét tekintve is — teljesen ekviva-lens
a kozonséges legkisebb négyzetek modszerével. ™

A spektrumok osztalyozhatdk is, ha definialunk megfelel6
spektrum-osztalyokat, melyekkel Osszevethetok a mért
spektrumok. Az osztalyozasi (és az un. klaszterezési, ld.
4.3.2.2. fejezet) modszerek vizualisan jol interpretalhatok.
Minden spektrumot egy vektornak tekintiink a & dimenzids

Eloszlistérképek |

térben (hiszen egy spektrum k szamértéket tartalmaz). Az
osztalyozasi modszereknél az a priori informaciot arra
hasznaljuk, hogy régiokat kiilonitsiink el ebben a térben.
Ezutan az ismeretlen mintarol felvett spektrumokat az
alapjan értékeljiik, hogy melyik eldre definialt régidba esnek
a k dimenzids térben.

A kémiai térképezésben alkalmazott tradicionalis
osztalyozasi modszerek az LDA (linear discriminant
analysis) és a SIMCA (soft independent modeling of class
analogies). Az LDA esetén a spektralis tér egyes régidit
elkiilonitd ,,falak” helye oda kertil, ahol az osztalyok kozotti
és az osztalyokon belilli variancia aranya a legnagyobb
(azaz a kilonbozo osztalyokba tartozd spektrumok
legjobban elvalnak egymastol). A modszert leginkabb
biologiai szovetek IR térképeire alkalmaztak.’** A SIMCA
moédszernél a régidk elkiilonitése nem az eredeti spektralis
térben, hanem annak egy transzformalt alterében (az un.
fékomponens-térben, 1d. még 4.3.2.2. fejezet) torténik. > Ezt
a modszert agydaganatok metasztazisainak IR térképezéses
vizsgélataban hasznaltak™’.

szamitasa
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6. Abra. Kémiai térképek feldolgozasara hasznalt kemometriai modszerek. A linearisnak nevezett modszerek az objektumok normalis eloszlasat feltételezik.

Az osztalyozast aszerint is elvégezhetjiik, hogy a térkép-
spektrumokat korrelaltatjuk a referencia-spektrumokhoz
egy egyszeri korrelacios egyiitthatd szamitasaval. Amelyik
komponens spektrumaval leginkabb korrelal az adott
pontban mért spektrum, ahhoz a komponenshez rendeljiik a
vizsgalt feltilet adott pontjat. Ez a cosine correlation analysis
(CCA), melyet gydgyszertablettak komponens-eloszlasanak
felderitésére is lehet alkalmazni.*®

Az utdbbi évtizedben egyre komolyabb jelentdséget kapnak
a nemlinedris osztalyozasi modszerek, melyeknek ugyan
nehéz muikodés kozben nyomonkévetni a 1épéseit, de
olyankor is kivald osztalyozast végeznek, amikor a tobbi
(linearis) mddszer cs6dot mond. Mesterséges ideghdloza-
tokat (artificial neural network, ANN) alkalmaztak mtia-
nyagok NIR térképezéses® és szovetek FTIR mikroszkd-
pias*®® vizsgalataiban. Mas szerzok tapszerek® illetve
faanyagok* osztalyozast végezték el kémiai térképezéssel
és in. SVM (support vector machine) osztalyozassal.

4.3.2.2. A priori ismereteket nem igényl6 modszerek
Az ¢l6z6 moddszerek mindegyike akkor mukoddképes,

ha ismerjik a mintat alkotdé komponensek referencia-
spektrumait. Ez a gyakorlatban igen gyakran teljesiil (pl.

egy fejlesztés alatt alld gyodgyszer esetében), azonban
bizonyos esetekben ez egyaltalan nincs igy (pl. ismeretlen
szennyezok eloszlasanak meghatarozasa ill. hamisitvanyok
vizsgalata). Ekkor lehet sziikség nem feliigyelt modszerek
alkalmazasara, melyek pusztin a felvett térkép altal
szolgaltatott adatokbol dolgoznak.

A kemometriai adatelemzes egyik altalanosan hasznalt
moédszere a faktoranalizis. E modszerekkel kisziirhetok
az egymassal er6s korrelacidban allo valtozdk, és az
adathalmaz (pl. kémiai térképek) f6 informacidhordozoi
kiilénvalaszthatok a nem informativ tényezoktol (pl.
spektralis zaj, polarizacios effektusok).

A faktoranalizis egyik leggyakrabban alkalmazott tipusa
a fokomponens-analizis (principal component analysis,
PCA)."® Az adatokat az eredeti valtozotér helyett egy
olyan ortogonalis altérre vetitjiik, ahol az 0j valtozok
a lehetd legjobban leirjak az adathalmazban jelen 1évo
varianciat. Masképp megfogalmazva, az elsé néhany
uj valtozd tartalmazza az adathalmazban jelen 1évd
informacié tilnyomo részét, és ezeket elvalasztjuk a tobbi
valtozo6tdl, melyek foként zajt és egyéb zavard effektusokat
tartalmaznak. Ezt a mddszert igen kiterjedten alkalmazzak
komponensek térbeli koncentracio-eloszlasanak meghataro-
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zasara NIR!' és Raman®* térképekbdl. A mddszer hatranya,
hogy bar az 0 valtozok jdl leirjak a varianciat, fizikailag
nem értelmezhetdk (nem tekinthetdk spektrumoknak, és
nem is rendelkeznek ugyanazokkal a tulajdonsagokkal).
Léteznek egyéb faktoranalizises mddszerek is, melyek
hasonlé miikodési elven az alkotdé komponensek
spektrumainak becslését segitik el6 (key-set factor analysis
— KSFA,* iterative target transformation factor analysis
— ITTFA,* window-evolving factor analysis —-WEFAY#%), A
BTEM (band-target entropy minimization) médszer szintén
(forgatasaval) és egy entropia jelleglinek definidlt érték
minimalizalasaval egyenként hatarozza meg az alkotdelemek
spektrumait. (A modszer alapja az a tény, hogy a tiszta
anyagok entropidgja mindig kisebb, mint a keverckeké.)
Igen kis koncentracioban jelen 1évé komponens Raman
spektruma is meglepden jol becstilhetonek bizonyult
egy tablettardl felvett Raman-térkép BTEM-mel torténd
feldolgozasa soran.*

A 4.3.2.1. fejezet elején ismertetett CLS moddszer szerinti
modellezés akkor is lehetséges, ha nem rendelkeziink
referencia-spektrumokkal és egyéb a priori informacidval
a vizsgalt rendszerrdl. A tiszta komponensek spektrumai
a keverékek alapjan szamos modszerrel becsiilhetok. A
modellezési metodikak a nyers X matrixszal dolgoznak
transzformaciok alkalmazasa nélkil. A SIMPLISMA
(simple-to-use interactive self-modeling mixture analysis)
algoritmus az X matrix oszlopainak statisztikai elemzésével
megbecsiili, hogy melyek a legkevésbé atlapolo savok (mely
savok tartoznak valdszintileg csak egyetlen komponenshez),
majd e savok intenzitasértékeit helyettesiti be a C matrixba.>
Ezutan a CLS megfeleld egyenletével ((3) egyenlet) becsiili
a tiszta komponensek spektrumait. Az OPA (orthogonal
projection approach) algoritmus kivalasztja az egymastol
leginkabb  kiilonb6z6 spektrumokat.’! Egy harmadik
moddszer (sample-sample 2D correlation spectroscopy)
az X matrix kovariancia-matrixat hozza létre és elemzi:
segitségével kivalaszthatok a térkép spektrumai koziil a
“legtisztabbak”, melyek leginkabb csak egy komponens
savjait tartalmazzak.>> Ezt a megkozelitést tobb esetben
is alkalmaztdk gydgyszerekrdl készitett kémiai térképek
vizsgalatara.’>>* Az ICA mddszer (independent component
analysis, ICA) szintén a korrelaciot figyeli, és az egymassal
legkevésbé korrelald spektrumokat valasztja ki.

Az a priori ismereteket nem igénylé modszerek egy
tovabbi tipusat alkotjak az iteracios algoritmusok. Kozos
tulajdonsaguk, hogy bemend adatként sziikségiik van
egy (akar igen rosszul becsilt) kiinduldsi spektrum- vagy
koncentracio-profilra, és ezt kiilonboz6 fizikai korlatozasok
érvényesitésével finomitjadk addig, mig elegendden jo
mindségli  “tiszta”  spektrumokat, illetve elegendden
pontos koncentracio-profilt nem kapunk. Korlatozasok
lehetnek példaul, hogy a spektrumok intenzitasértékei és
a komponensek koncentracioi nem lehetnek negativak, és/
vagy a szamolt koncentraciok 6sszegének konstansnak kell
lenniiik. A legjobban miikod6é algoritmusok az MCR-ALS
(multivariate curve resolution — alternate least squares), az
NMF?* (non-negative matrix factorization), és ennek egy
modositott valfaja, a PMF*® (positive matrix factorization).
Altalanossagban elmondhat6, hogy a fenti-ekben ismertetett
nem feliigyelt modszerek (SIMPLISMA, OPA stb.) altal

durvan becstilt spektrumok ezen iterativ modszerekkel
térténd finomitasaval meglepden jo eredményt lehet elérni.
Ezt jol bizonyitjdk muanyagok,”® kozetek,* biologiai
mintdk® és gydgyszerek® térképezéses vizsgalatairol
késziilt kozlemények is. A kiilonbozd iteracidos modszerek
osszehasonlitasa is megtalalhaté mind NIR,*> mind Raman®
térképezés esetében.

A 4.3.2.1. fejezetben ismertetett osztalyozasi modszerek
nem feliigyelt rokonai az Gn. klaszterezési eljarasok. Itt nem
régiokat kiilonitiink el a spektralis térben egy tanitéhalmaz
segitségével, hanem a hasonlé tulajdonsagu, azaz a spektralis
térben csoportokat alkoto spektrumokat keressiik meg.
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7. Abra. LDA osztalyozasi (feliigyelt) és klaszterezési (nem feliigyelt)
eljarasok miikodésének értelmezése €s illusztracidja két dimenzidban.

A klaszterezési modszerek az objektumok (ebben az
esetben spektrumok) kozotti tavolsagok alapjan végzik
a csoportositast. A legrégebbi technika a hierarchikus
klaszterezés, mellyel mi allithatjuk be, hogy az objektumokat
mekkora tavolsadg esetén tekintsik kiillonbozd klaszterbe
tartozonak. A masik legelterjedtebben alkalmazott metddus
a K-kozép (K-means, KM) moddszer, mely szintén minden
objektumot egy-egy klaszterbe sorol be, de a klaszterek
szamat elére meg kell adni. Ez utdbbi rokona a fuzzy-C-
means (FCM) algoritmus, mely egy objektumot nem csak
egy csoportba sorol be, hanem meghatarozza, hogy melyik
csoportba milyen mértékben sorolhato be az adott objektum.
Mindharom modszert Gsszehasonlitottak egy bioldgiai
szovetek kémiai térképeinek elemzésével foglalkozo
tanulmanyban.* Bar ez esetben a hierarchikus klaszterezés
bizonyult a leghatékonyabbnak, a legtobb kozleményben
mégis FCM mddszerrel®*’ vagy annak tovabbfejlesztett
valtozataival® dolgoztak fel a kémiai térképeket.

A klaszterezési modszerek egy része kifejezetten a
kémiai térképek feldolgozasara lett tovabbfejlesztve.
A SIM (spectral identity mapping) mddszer a feliigyelt
modszereknél targyalt CCA rokona,” mig mas modszerek
a spektralis informacié mellett a térbeli informacidt is
felhasznaljak.™”" Ez utobbi megkozelités lehetdvé tette
hatéanyagok kilonb6z6, de hasonld rezgési spektrummal
rendelkezé polimorf mddosulatainak pontos elkiilonitését
egy tablettardl készitett Raman-térképen.”!

5. Kémiai térképezés gyakorlati alkalmazasai

A kémiai térképezés utjan elérhetd nagy informacidmen-
nyiségnek koszonhetéen a moddszer egyre nagyobb jelentd-
ségre tesz szert szamos tudomanyos és ipari teriileten,
melyek koziil hazankban az egyik legjelentésebb agazat a
gyogyszeripar. Jelen kozleménytinkben ennek megfeleldéen
gyogyszertablettak esetében mutatjuk be a Raman-térképe-
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zés és az adatelemzd modszerek alkalmazhatdsagat. (A
gyogyszeripari alkalmazasok igen részletes Osszefoglaldja
magyar nyelven is megtalalhatd a szakirodalomban®").

5.1. Vizsgalati modszer ismertetése

A vizsgalatokat a HORIBA Jobin Yvon cég altal gyartott
LabRam tipusu Raman-mikroszkoppal végeztik. A 785
nm hulldmhossz gerjesztd fényt egy félvezetd diddalézer
sugarforras biztositotta. A berendezésben a 1ézersugar egy
megfeleld optikai tiikor- és sziir6rendszeren keresztil egy
(mikrométeres felbontast biztositd) Olympus BXC-40 tipust
optikai mikroszkdopba jut. A sugar a mikroszkop cserélhetd
objektivein keresztil kertl a mintara. Vizsgalataink
alkalmaval 10x-os nagyitast alkalmaztunk, mellyel a lézer
fokuszpontjanak atmérdje kb. 3,0 um. A visszaszort fényt
ugyanez az objektiv gytjti 6ssze, majd egy tiikdrrendszeren,
koztik egy, a Rayleigh-szorast kisziird féligatereszto tiikkron
keresztiil egy optikai racsra (1800 vonas/mm) bocsatja. A
hulldmhossz szerint felbontott fény egy CCD detektorra
kertl.

5.2. Gyogyszertablettak analizise

Jelen tanulmanyban két tabletta példajan bemutatjuk, hogy
a kémiai térképezés és a korszerli adatelemzési (kemomet-
riai) modszerek 6tvozésével eldzetes informacié nélkil is
felderithetd a mintak belsd szerkezete. Két gyogyszertarban
kaphato, Na-ibandronat hatéanyagot tartalmazd készit-
ményt (Bondronat® és Bonviva®, F. Hoffmann-La Roche
Ltd., Svajc) hasonlitottunk 6ssze tigy, hogy az elemzéshez
semmilyen a priori informaciét nem hasznaltunk fel. Az
ellendrzéshez felhasznaltuk a tabletta kvalitativ Gsszetéte-
1ét, mely a betegtdjékoztatdban megtalalhatd. A tablettak
korpuszanak (magjanak) dsszetevoi: Na-ibandronat, laktdz-
monohidrat, mikrokrista-lyos celluldz, polivinil-pirrolidon
(PVP), keresztkotott PVP, sztearinsav, kolloid SiO,. Célunk
annak felderitése volt, hogy az elvileg azonos 6sz-szetételd,
de mégis eltérd gyartmanyu tablettak megkiilon-boztethetok-
e egymastdl. Az eredménynek a gyogyszer-hamisitvanyok
vizsgalataban kiemelt jelentdsége van, kiilondsen a magas
szinvonalon végzett hamisitas esetében.

5.2.1. Vizsgalati koriilmények és kiértékelés modja

A vizsgaland6 tablettakat félbevagtuk és vagott feliilettel
folfelé a targyasztalra helyeztik. A vagott feliiletrdl 400 pm
x 400 pm-es teriileten Raman-térképet készitettiink 10 um-
es 1épéskozzel (térbeli felbontassal). A spektrumok felvételét
200-2000 cm™! tartomanyban végeztiik 28 s felvételi idovel
¢és pontonként 2 spektrum atlagolasaval.

A térkép spektrumait el6szor alapvonal-korrekcioval ¢és
normalassal korrigaltuk. A mintat teljesen ismeretlennek
tekintettiik, és nem hasznaltuk fel a betegtdjékoztatéban
talalhatd, az alkoté komponensekre vonatkozo informaciot.
A spektrumok statisztikus becslésére a 4.3.2.1.alfejezetben
emlitett SIMPLISMA mddszert alkalmaztuk, majd a becslés
josagat MCR-ALS iteracioval (lasd ugyanott) finomitottuk.
A szamitasokat MatLAB 7.6 szoftverrel (MathWorks, USA)
és PLS Toolbox 5.5 kiegészitével (Eigenvector Research,
USA) végeztiik. A térkép spektru-mait ezutan a klasszikus
legkisebb négyzetek modszerével (CLS) modelleztik az
igy becsiilt ,,tiszta” spektrumok fel-hasznalasaval, ezaltal a

térkép minden pontjaban meghatd-roztuk a komponensek
koncentracioit. A koncentracidkat a hely fiiggvényében
vizualisan abrazoltuk a Labspec 4.02 szoftver segitségével.
A fentiek utan ellendrzésképpen a kiindulasi komponensek
referencia-spektrumainak felhasz-nalasaval is elvégeztik a
vizsgélatokat CLS mddszert alkalmazva.

5.2.2. Eredmények

A 8. éabran lathatd, hogy mindkét tabletta esetében ot
komponens azonosithato az elvileg hét komponensbél. Ez
az eredmény nem meglepd, hiszen a keresztkotott és a nem
keresztkotott polivinil-pirrolidon (PVP) Raman-spektruma
a legaprobb részletekig megegyezik, illetve a kolloid
sziliclum-dioxid gyakorlatilag nem rendelkezik mérhetd
Raman-spektrummal. A becsiilt spektrumok elhanyagolha-
té6 mértékben kiilonboznek a tiszta komponensekrdl felvett
Raman-spektrumoktol.
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8. Abra. Bonviva (vilagossziirke) és Bondronat (s6tétsziirke) tablettak
alkoté komponenseinek SIMPLISMA/MCR-ALS modszerrel becsiilt
Raman-spektrumai 6sszehasonlitva a referencia-spektrumokkal (fekete).

A becsiilt spektrumok  segitségével abrazolhaté a
komponensek koncentracio-closzlasa. Négy komponens
eloszlasanak jellege nagyon hasonld a két tablettaban (pl.
a hatdanyagé, 1d. 9. éabra), ellenben a PVP eloszlasaban
jelentds kiilonbség tapasztalhatd: a PVP elmos6dd, homogén
elrendez6dést mutat a Bonvivaban, mig jol elkiiloniild 6nalld
szemcséket alkot a Bondronatban.

A kép alapjan szemmel lathato kiilonbséget szamszertien is
alatamasztja a PVP egyes pontokban szamolt koncentracio-
janak szorasa (a Bonviva esetén 73%, mig a Bondronatnal
149%). Az eredmény valdszintileg azzal magyarazhatd, hogy
a PVP-t oldat formaban vitték be a Bonviva készitménybe
egy granulalasi miivelet soran, mig a Bondronat esetében
a PVP-t szilard formaban adtdk a tobbi komponenshez. (A
hatéanyag-koncentraciok szorasaban is megfigyelheté némi
ktlonbség, de ez nem szignifikans.)

E tanulmany szempontjabol leglényegesebb szempont,
hogy a priori ismeretek nélkil is megkilonboztethetd
két hasonlo készitmény, melyek csak egy technologiai
Iépésben kiilonboztek egymastdl. Igy valdsziniileg olyan
hamisitvanyok azonositasara is mdd nyilik, melyek kémiai
Osszetételiilkben nem, csak gyartasi technoldgiajukban (igy
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az alkotok térbeli eloszlasaban) térnek el a valddi tablettaktol.
Masik lehetséges alkalmazas annak megallapitasa, hogy két
illegalis készitmény (hamisitvany vagy kabitdszer) azonos
kiindulasi anyagokbdl és azonos technologiaval (azaz
ugyanabban a laborban) késziilt-e.

Bondronat

Bonviva

?‘ al

A: Na—jbandron-ét (rel.sz. = 45%) B: Na-ibandronar (rel.sz. = 56%)

-0 18 - "

E 220

g

C: PVP (rel.sz. = 73%)

[

D: PVP (relsz. = 149%)

9. Abra. Hatéanyag (A,B) és PVP (C,D) koncentracio-eloszlasa a Bonviva
(A,C) és Bondronat (B,D) tablettakban. Zarojelben az adott komponens
egyes pontokban szamitott koncentracioinak relativ szorasa lathato.

6. Osszefoglalas

Koézleményiinkben Gsszefoglaltuk a kémiai térképezés
felvételi modszereit és az eddig alkalmazasra keriilt mate-
matikai adatelemzési modszereket. Szamos példa bizonyitja
a kémiai térképezés széleskort alkalmaz-hatosagat a leg-
kiilonb6zobb teriileteken. Sajat kisérleteink azt bizonyitjak,
hogy Raman-térképezés és a priori informaciot nem igény-
16 modellezési modszerek (SIMPLISMA és MCR-ALS) 6t-
vozésével apro kilonbségek is kimutathatok hasonld készit-
mények kozt. Ez elorevetiti a mddszer alkalmazhatdsagat a
gyogyszer-iparban és a biintigyi vizsgalatok tertiletén.
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Methods of vibrational chemical imaging and their
evaluation with chemometric methods

Chemical imaging is a novel analytical tool based primarily on
vibrational spectrometric methods. The aim of this study is to
review the acquisition and evaluation methods of chemical images
and to illustrate the applicability in counterfeit drug analysis.

A chemical image has a three-dimensional data structure with two
spatial and one spectral dimension (Fig. 1). One way to obtain
imaging data is point or line mapping, where a motorized stage
is moving the sample step-by step and a spectrum is taken from
an area of 1-10 um? after each step, until the whole surface is
scanned (see Fig.2). Another way is to perform global imaging,
where a large surface is illuminated, and the reflected light is
collected through an adjustable wavelength filter, acquiring one
image at a certain wavelength at a time. Multiple images at several
wavelengths form the 3D hyperspectral image.

A chemical imaging experiment requires a spectrometer with an
appropriate excitation source, imaging optics and a computer. A
microscope is needed to perform point/line mapping. Advanced
objectives are required for MIR/NIR mapping (diffuse reflection or
attenuated total reflection, Fig. 3). The excitation source is diluted
in the case of global imaging, and the reflected light is directly
collected on a couple-charged device (CCD) or focal plane array
(FPA) detector.

The main aim during sample characterization is to determine the
spatial distribution of certain or all of the components. Univariate
modeling (based on peak intensities, areas or ratios) is possible,
but usually leads to inaccurate results due to the overlapping of
bands of different components. Alternatively, several multivariate
approaches can be found in the literature (Fig. 6). Since most
of them were developed to evaluate two-dimensional data, the
data cube has to be unfolded into a two-dimensional matrix by
unfolding one spatial dimension (Fig. 5). Supervised methods
can be applied if there is a priori information about the sample
(e.g. the reference spectra of the pure components are available).
Classical least squares (CLS) modeling is a direct method to
estimate component concentrations with Equation (2) or pure
spectra with Eq. (3). Partial least squares (PLS) is a factor-analysis
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based method providing more stable prediction even if the pure
component spectra are highly overlapped. The spectra can be
grouped with supervised classification methods.

Unsupervised techniques are used when information about the
analyte is sparse. The distribution of the components can be
directly estimated with factor analysis methods such as principal
component analysis (PCA), or the pure component spectra
can be estimated with self-modeling curve resolution methods
(SIMPLISMA, sample-sample 2D correlation analysis, MCR-
ALS). Grouping of spectra can be carried out in an unsupervised
way with several clustering methods (Fig. 7).

In the present study the authors tested the applicability of Raman
mapping and unsupervised chemometric methods in comparing
two pharmaceutical tablets (with the same ingredients) without
a priori information. The aim was to model the case of high
quality counterfeits in which the ingredients are the same, but the
manufacturing technology is different from the original (and its
administration might lead to unforeseen consequences).

Raman mapping spectra were collected using a Horiba Jobin-Yvon
LabRAM system coupled with an external 785 nm diode laser
source and an Olympus BX-40 optical microscope. An objective
of 10x magnification was used for optical imaging and spectrum
acquisition. The spectral range was 200-2000 cm'.

Two different products from the same manufacturer (Bonviva® and
Bondronat®, F. Hoffmann-La Roche, Switzerland) were compared.
Their composition is shown in Table 1. The tablets were milled
and cores were scanned on an area of 400 mm x 400 m with 10
mm spatial resolution. Raman maps were evaluated with MCR-
ALS method (initial guesses were obtained with SIMPLISMA
algorithm).

Fig. 8 shows that the spectrum estimation with MCR-ALS is
very accurate, thus, so is the estimated distribution of spectral
“concentration” (compared to CLS). As Fig. 9 shows, the two
products can be distinguished from each other based on the
distribution of PVP. In conclusion, it was shown that Raman
mapping and chemometric algorithms provide a good combination
for the analysis of unknown pharmaceutical products.

116 évfolyam, 2. szam, 2010.



