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Kutatdomunkank témaja

EmlGssejt-tenyészet modellrendszer vizsgalata in-line
Fourier-transzformacios kozeli infravoros (FT-NIR)

spektroszkdpiaval.

Elsédleges cél:

— a NIR spektrumok és a referencia adatok alapjan mennyiseégi
kalibracio készitése az oldat glikoz tartalmara, amelyet késobb a

reaktoros rendszerbe atultethetlnk.

Egyéb vizsgalati iranyok:

— a NIR alkalmazasi hatarainak feltérképezése az emlGsse;jt-
tenyészetekben és a kisérleti rendszerben,

— spektralis el6kezelések optimalasa,

— tenyészet fizioldgiai paramétereinek hatasa a NIR spektrumokra.



A Process Analytical Technology
és az infravoros spektroszkdpia

— PAT: az FDA uj szemléletl gyogyszergyartas-
ellenérzési modszere. (2004)

— Az infravoros spektroszkopia ennek egyik lehetséges
modja.
— Szamos helyen mar bizonyitott a biotechnoldgia

teruletén. Ff- eeeeeeeeee

Mérések elrendezési lehetbségei.



Kisérleti modellrendszeriink

Razatott lombikban, szakaszos, rataplalasos

modon tenyésztettiink sejteket, majd glikoz
higitasi sort készitettiink kivilrél hozzaadott
glukoz oldattal.

Otvoztiik az el8nyeit az in-vivo (tenyésztés
bioreaktorban) és in-vitro (sejtmentes gliikoz
oldat)

rendszereknek, mert:
— sejtes rendszert,
- valdédi tenyésztést, ezért hasonld matrixot,

— kisebb térfogatot, ezért alacsonyabb koltségeket
értunk el, de

— utdlag beallitottuk a glikdz-koncentraciot.




Bemutatasra keriilo kisérletek

2012.07.25. 1. lombik

O NOVA referencia
VEER IS EIGER  Bedllitott ¢y s, [MM] - Mért ¢4, [MM]
I Nincs 8,0
2] 10,0 11,0
3 15,0 153
- 20,0 223
5 30,0 323
I 40,0 364
50,0 47,2

2012.07.26. 2. lombik

D NOVA referencia
Beallitott ¢ ., [INM]  Mért ¢, [MM]
I\ Nincs 9,6
2 15,0 16,3
3 20,0 20,9
4 30,0 31,6
5 40,0 37,8
6 50,0 47,2

DIA referencia
Meért c [mM]
10,1
16,2
21,4
32,3
43,2
54,2

gliikéz

Két lombik eltéré6 mennyiségd,
de azonos mindségl taplalassal.
Kilonb6z6 tenyésztési idok.

Szaporitas végén gliikdz-koncentracio
beallitasa a tablazatok szerint.

Spektrumfelvétel és referencia mérések:
— Bruker Matrix-F fotométer,
11988 - 4 297 cm'l, azaz
834,2 - 2 327,3 nm tartomanyban.
— INGOLD IN271P transzflexios,
bemerul6é szonda,
2 mme-es optikai uthossz.
— NOVA StatStrip Xpress Meter és
DIA-GM8 gliikdz referenciak.



Ertékeléshez hasznalt szamitogépes programok
és matematikai el6kezelések

Programok: 5
r - Samele Individual  Wavelength K |, Sample
—Unscrambler X 10.2 e N pacra |\
. ’ Wavelength K * ‘
_Microsoft Office Excel 2010 Absorbance (i k) - e Absorbance (i, k) A|
Matematika: average (k) Spectrum average (k) Spectrum
—Standard Normal Variate (SNV) /
—Multiplicative Scatter Correction (MSC)
—Spektrumok elsé és masodik derivalasa Savitzky—Golay-algoritmussal
! -
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(Az dbrak csak illusztraciok.)



Mennyiségi kalibracio készitése
és értékelése

PLS algoritmus: Y = X-B + ¢
SzUkitett tartomany (1530-1760 nm), kereszt-validacids értékek dsszevetése.

Ertékelési, 6sszevetési mutatok:
» Pearson-féle korrelacids koefficiens ill. annak négyzete (R?),

R: il AN y
[EriT50)

fml

. Atlagos hiba négyzetdsszeg (RMSE)
* Relativ korrigalt tapasztalati szoras (RPD) P

ahol

= y;szamitott koncentracio aktualis értéke
= szamitott koncentracié atlagos értéke

= Y. névleges koncentracio aktualis értéke
= nevleges koncentracio atlagos erteke

*= n méresek szama



spektrumok

anos értékelés,
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Szoraskorrekciokkal kapott legjobb
eredmeényeket ado spektrumok kinagyitva

log(1/T)
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A spektrumban talalhato két torés jelzi
a glukodz jelenlétét.

Ezekre alacsony hibaval, jo illeszkedéssel
készult kalibracio.
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k szoraskorrekciokkal
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Egyesitett spektrumok

— A tenyészetek spektrumainak 6sszevonasa,
majd Ujabb kalibraciok készitése.

— A legjobban a széraskorrekciokkal kezelt
spektrumok teljesitettek.

— De igy is elmaradtak a tenyészetenként kulon-
kilon készitett kalibracioktal.

— R?=0,993; RMSE = 2,4 mM
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a fuggetlen validalasokat.

A kalon-kulon készitett kalibr
a legjobbakat kivalasztva k

Egy gyengébb predikcid van,
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Osszefoglalas, kitekintés

— Az FT-NIR alkalmas eml6ssejt-tenyészetek glikoz-
tartalmanak vizsgalatara.

— A kisérleti rendszer tovabbi vizsgalati, kutatasi
munkat igényel a folyamatszabalyozasba valé
atultetés elobtt.

— Lehet6ség van mas anyagok (pl. egyéb kulcs
metabolitok) vizsgalatara hasonlo kisérleti
rendszerben.



Koszonom a megtisztelo figyelmiiket!
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