Vitalis Flora', Bodor Zsanett', John-Lewis Zinia Zaukuu', Bazar Gyorgy?,
Kovacs Zoltan1

Erkezett: 2019. november - Elfogadva: 2019. december

Aquaphotomics: a kozeli infravoros
spektroszkopia innovativ, viz
kozpontu alkalmazasa

KuLcsszavak: Aquaphotomics, NIR, PLSR, O-H vegyértékrezgés, viztikor-megkodzelités, WABS, WASP,
aquaphotome, WAMACS, aquagram, t6bbvaltozés mddszerek, élelmiszerhamisitas, kukoricaliszttel hamisi-
tott fliszerpaprika-&rlemény

OSSZEFOGLALAS

Az élelmiszertudomany teriiletén sokfelé alkalmaznak olyan indirekt mdédszereket
az élelmiszerhamisitas detektalasara, amelyekkel a mért fizikai-kémiai jellemzdk
korrelaltatasa alapjan meghatarozhaté a vizsgalt minta valamely tulajdonsaga. Gyors,
mintael6készitést altalaban nem igényl6, roncsolasmentes modszernek bizonyul a
tobbvaltozos statisztikai elemzésekkel kiegészitett kozeli infravorés spektroszkopia
(NIR). A vizes - vagy vizes oldatba vitt - rendszerek és az elektromagneses sugarzas
(fény) kévetkeztében megfigyelhetd kdlcsonhatasokat, tehat a kiilonb6z6 perturbaciok
a viz szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagaira gyakorolt hatasat egy uj, dinamikusan
fejlédé tudomanyteriilet, az aquaphotomics vizsgalja. Tobb kutatasi eredmény is
bizonyitja, hogy az un. ,,viztlikor-megkozelités” alkalmazasaval a vizes rendszerekben
a konvencionalis megkozelitéssel elérhetdé detektacios hatar atléphetd, esetenként
akar néhany nagysagrenddel kisebb mennyiségben jelen lévé komponensek
kimutatasa is megvaldsithaté. Az aquaphotomics technikat a tudomany olyan teriiletein
tesztelték, mint példaul a gyogyaszat, a mikrobioldgia, a novényélettan vagy az
élelmiszervizsgalat. Kisérletsorozatunkban fliszerpaprika-6rlemények kukoricaliszttel
0-40%-ban torténé hamisitasanak detektalhatésagat vizsgaltuk az aquaphotomics
metodika alkalmazasaval azok oldatainak felhasznalasaval. Az eredmények értékelése
soran a viz els6 felharmonikus tartomanyat hasznaltuk (1300-1600 nm). A spektralis
mintazatokat aquagramon szemléltettiik, majd parcialis legkisebb négyzetek
regresszidja (Partial Least Squares Regression — PLSR) -maddszerrel modellt épitettiink
a kukoricaliszt-tartalom becslésére. A PLSR-eredmények szoros korrelaciot mutattak
a hozzaadott és a NIR-spektroszkopiaval (Near Infra Red spectroscopy) becsiilt
kukoricaliszt mennyisége k6zo6tt. A kisebb kukoricaliszt tartalmu mintak (0-3%) 1450 nm
koriil mutattak nagyobb elnyelést, mig a nagyobb kukoricaliszt tartalmu mintak (15-40%)
1364-1412 nm koz6tt. Ezeket a klilonbségeket a hidrogénkotésekkel eltéré6 mértékben
kotott viz spektralis elnyelése magyarazza. Az elmult években végzett kutatasok
eredményei azt mutatjak, hogy az aquaphotomics-technika tobb tudomanyteriilet
mellett az élelmiszertudomanyban is igéretesnek bizonyul.

BEVEZETES AZ AQUAPHOTOMICS-BA Az AQUAPHOTOMICS CELJA ES FEJLODESENEK ROVID TORTENETE
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Az aquaphotomics a viz mint komplex, szamos Korabbi, vizes kézegek kozeli infravords spektrosz-
konformaciébadl allé és kiilonbdzb funkcionalitasokkal kopids mérése soran kapott sajat, valamint mas
rendelkez6 molekularis rendszer vizsgalatat célz6 kutatdok eredményeire alapozva a japan Kobei
Uj tudomanyterilet, amely a vizmolekulak és a fény Egyetem professzora, Roumiana Tsenkova 2005-
kélcsdnhatasan alapszik [1]. ben egy kifejezetten a viz-fény kolcsdnhatast
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vizsgdalé és a megszerzett ismereteket rendszerezé
tudomanyterllet felallitasat javasolta, amelynek
az aquaphotomics nevet adta [2, 3]. A viz-fény
interakcié hatalmas informacioforrasnak bizonyul
a vizes rendszerek szerkezeti és funkciondlis
tulajdonsagait illetéen. A viz egyike a természet
alapvetd épitéelemeinek. Ez a tudomanyterilet a viz
atfogd tanulmanyozasaval foglalkozik, mint a vizes
rendszer ,molekularis- és energiatiikre”.

Az aquaphotomics kidolgozasakor a f6 cél az volt,
hogy kb6zds platformot és stratégiat biztositson
a viz funkcionalitdsanak jobb megértéséhez a
viz-fény interakcié 4dltal, az elektromagneses
spektrum minden frekvenciajan. Az eddigi munkak
tobbsége kozeli infravords (NIR)-spektroszkopiaval
tortént, jellemzéen az O-H vegyértékrezgés elsé
felharmonikus (1300-1600 nm) tartomanyaban, ahol
a korabbi munkak eredményeképpen sok specifi-
kus, a vizre jellemzé abszorpcids savot azonositot-
tak [4-6]. A tudomanyaggal kapcsolatos kutatasok
azt mutatjak, hogy az aquaphotomics jelent6sen
hozzjjarulhat a vizkutatashoz és a viz molekuldris
rendszerének jobb megértéséhez [1].

A NIR a Kkozép- és tavoli infravordés fényhez
képest mélyebb penetraciét tesz lehetévé, ezaltal
megbizhatobb, ugyanakkor gyors és roncsolas-
mentes mérést valdsit meg, amely kuilondsen
alkalmas akar intakt bioldgiai rendszerek tanul-
manyozasara is [1, 7]. A NIR-spektroszképia
analitikai gyakorlatban térténé felhasznalasa soran
(példaul gyogyszerészeti alkalmazasokban) a viz
az egyik f6 gatja az egyes Osszetev6k kdzvetlen
tdmegmeghatarozasanak [8], mivel a viz - jelentds
fényelnyelése okan — az abszorpcidés spektrumon
belll elfedi az egyéb OsszetevOket, abszorpcids
saveltddast okoz, és jelent6sen megvaltoztatja a
vizsgdlandé minta spektrumat. Mivel a viz a NIR
tartomanyban jelentés fényelnyelést mutat és
mennyiségi valtozdsa is konnyen mérhetd, ezért
a NIR-spektroszkopia egyik f6 és leggyakoribb
alkalmazasi terllete a nedvességmeghatarozas.
A viztartalom, a hidrogénkotések és a hidratacids
allapot vizsgalatara [9] felhasznalja példaul a
mez&gazdasag, az élelmiszeripar, az orvostudo-
many, a gyogyszeripar, a polimer- és textilipar.

Az aquaphotomics fejl6édésével irtak le a viz
kollektiv anyag- és energiatikor tulajdonsagait
[1]. Az ugynevezett ,viztikdr-megkdzelités” (Water
Mirror Approach) az aquaphotomics egyik alapveté
spektrumelemzé és -értelmezé moddszere. A viz
hidrogénkdtéseinek nagyfoku érzékenységét
hasznalja, ahol a vizes rendszer és a koérnyezd
energiak valamennyi Osszetev8je befolydsolja
a viz szerkezetét [1]. Minden vizes rendszer a
vizmolekuldk halézatanak dinamikus elrendez6dése.
A vizmolekuldk kézti masodlagos kdtések erdsségét,
szamat és mindségét a benne l1évé komponens(ek)
hidratacidja és a kiilénbdz6 perturbaciok egylttesen
befolyasoljak, amik hatassal vannak az egész

viztdmegre [10]. A vizes rendszer barmely tipusu
megzavarasa a vizmolekulak konformacidinak meg-
valtozasat okozza, ami a NIR-spektrumban valto-
zasokat eredményez a vizre jellemzé abszorpcios
savokban.

Fizikai és kémiai valtozas hatdsara az abszorpcids
mintazat minden esetben megvaltozik. A viz ezen
tulajdonséagai lehetévé teszik a kis mennyiségben
oldott anyag(ok) indirekt mérését [11] még akkor
is, ha NIR-tartomanyban fényt nem abszorbeald
Osszetevérdél van szé [12]. Az aquaphotomics
kutatdsokban koézds, hogy a vizsgalt rendszerek
matrixa a viz. Az ilyen rendszerek bonyolult és
sokvaltozés spektrumaba rejtett informaciok ki-
nyeréséhez specidlis adatelemzési moddszertanra
van szikség [13]. Az aquaphotomics eszkdztara
magaban foglalja a NIR-spektroszképidban alkal-
mazott és az évek soran egyre kifinomultabba valo
sokvaltozés adatelemzési modszerek alkalmazasat,
mikdzben bdviti is azt.

A fény-viz interakcié aquaphotomics metodikaval
torténé tanulmanyozasa révén a viz szerepét leird
ismeretek folyamatosan bdévilnek. A minéség-
biztositasi rendszerekben egyre jellemzébb kéve-
telmény, hogy a kilénb6z6é kutatasokban alkal-
mazott maddszerek gyorsak, roncsolasmentesek,
illetve vegyszerigény-nélkiliek legyenek. A mddszer
tagadhatatlan elénye, hogy alap és alkalmazott
kutatasokban egyarant hatékonyan alkalmazhato,
nem invaziv, azaz beavatkozas nélklli megfigye-
Iéseket tesz lehetévé. Jellemz8, hogy az egyedi
paraméterek mérésével szemben holisztikus meg-
kézelités valdsul meg [13].

Az aquaphotomics fejl6désével Uj terminoldgia
bontakozott ki annak érdekében, hogy az Ujonnan
megszerzett ismeretek alapjan minél pontosabban
leiria a vizsgalat targyat. Az el6bbiekben
részletezetteket lehetévé tevé metodika folyamatat
az 1. abra szemlélteti. A kisérlettervezést, pontos
mdszerbeallitast kdvetben a vizsgalandé mintékat
zavarasnak teszik ki. A kisérletek végrehajtasa
(spektrumok felvétele) utan a nyers adatok vizsgalata
torténik, amit a spektralis adatok el6kezelése és
elemzése kovet. Az elemzések eredményeként
nyert viz abszorpciés savok (Water Absorption —
WABS) alapjan kerlilnek azonositasra az aktivalt
viz abszorpcids savok. Az aktivalt viz abszorpcios
savok spektralis mintazatokat (Water Absorption
Spectral Pattern — WASP) alakitanak ki, amelyek
aquagramokon jelenithet6k meg. A viz abszorpcios
savok adatbazisa az aquaphotome.

WAMACS

Water Matrix Absorbance Coordinates, azaz
vizmatrix abszorpciés koordinatak. Ezek azok
a spektralis tartomanyok, ahol legnagyobb
valdszinliséggel talalhatok meg a specifikus, vizre
jellemz6 abszorpcidos savok (WABS), amelyeket
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a viz kilénb6zé molekularis konformacioinak
kilénb6zé energiatartomanyban megjelend
fényelnyelései eredményeznek (vizmddosulatok,
vizmolekularis struktdrak). Az O-H vegyértékrezgés
elsé felharmonikus tartomanyaban (1300-1600 nm)
kisérletileg 12 WAMACS-ot azonositottak [1].

AKTIVALT VizSAVOK

A kll6nb6z8 perturbacidk soran a viz abszorpcids
savjai kilonbo6z6 mértékben aktivalédnak. Az
aquaphotomics kutatasokban konzisztens
modon ismétlédé aktivalt savok alapjan az egyes
perturbacidok jél azonosithatok és jellemezhetdk.
Ezért az elemzések soran a viz aktivalt abszorpcids
savjai kerlilnek azonositasra.

WASP

Water Absorbance Spectral Pattern, azaz viz
abszorpcids spektralis mintazat. A WASP-ot az
egyes perturbaciok altal okozott aktivalt vizsavok
kombinacidja hatarozza meg, amely leirja a teljes
vizmolekularis rendszer allapotat. Nagy mennyiségu
kémiai és fizikai informacioét szolgaltat, a rendszer
egészének szerkezetét és dinamikajat rogziti [10].
A WASP holisztikus biomarkerként alkalmazhaté a
rendszer funkcionalitasanak felderitéséhez.

AQUAPHOTOME

A teljes elektromagneses spektrumban a vizab-
szorpcidés savok és mintazatok adatbazisat
aqua-photome-nak nevezik. Az aquaphotome a
kllonb6z8 vizmolekularis szerkezetek egésze,
amelyet vizes vagy bioldgiai rendszerek alakitanak
ki kilénbdz8 korilmények koézott. Adott rendszer

és adott korllmények kozott a teljes aquaphotome
meghatarozhatd az Osszes kulonallé WASP
funkcionalitasanak értelmezésével azok atfogd
adatbazisaként. A jellemzé vizsavokrol megszerzett
nagy adatbazis kapcsolddhat specifikus bioldgiai
funkcidkhoz, gyors 6sszehasonlitast és azonositast
tesz lehetévé, valamint atovabbiakban felhasznalhaté
biologiai, kémiai és fizikai elérejelzésre, diagnosz-
tizalasra [1, 10].

AQUAGRAMOK

Az aquagram az eredmények egy Uj grafikus
megjelenitési mddja, amelyet a viz abszorpcids
spektralis mintazat tomoér és szemléletes abra-
zolasara fejlesztettek ki [14]. Az aquagram kiva-
lasztott hullamhosszokon mutatja kiilénb6z6é minta-
csoportok normalizalt és atlagolt abszorbancia-
értékeit. [14, 15]. Az aktivalt viz abszorpcidés savok
altal meghatarozott tengelyeken az értékek radar-
vagy linedris diagramon is abrazolhatok [16].

Az aquagramokon perturbacio- és rendszerspeci-
fikusan meghatarozott szamu tengely és WABS
keril megjelenitésre. A vizvegyérték-rezgés elsd
felhangsavjaban az aquagram tengelyei (altalaban)
a korabban felfedezett 12 vizmatrix abszorpcios
koordinatakon (WAMACS) alapulnak [13].

A Kklasszikus aquagram viszonylagos, fligg a
szamitasban foglalt mintaktél. Fejlettebb valtozata a
standardizalt és konfidencia-intervallumokkal ellatott
aquagram [17]. Ezzel a b&vitménnyel egyszeribben
megallapithatd, hogy az aquagramokon megijelenitett
vizre jellemz8 abszorpcidés spektralis mintazatok
(WASP) kozotti klldnbségek statisztikailag szig-
nifikansak-e [13].

Kisérlettervezés
Experimental design

Méréberendezés bedllitas,

Perturbacio kisérletek
Peturbation Instrument setup and
experiments

Nyers adatok vizsgalata
Inspection of raw data

WABS

Adatel6kezelés
Data preprocessing

WABS

Adatelemzés
Data analysis

WABS

Aktivalt WABS
Activated WABS
Aquaphotome
adatbazis
Aquaphotome
database

WASP (Aquagram)

1. dbra: Az aquaphotomics mddszer attekintése; Tsenkova et al., 2018 alapjan
Figure 1: Overview of the aquaphotomics methods according to Tsenkova et al., 2018
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Az AQUAPHOTOMICS MODSZERTAN
KISERLETI ELRENDEZES

Az aquaphotomics vizsgalatok kulcseleme a
j6 minéségli spektrumok rogzitése, amelyhez
nagy spektralis felbontasu (0,5-1nm) precizids
spektrométerek (nagy jel-zaj arany, S/N) szilksé-
gesek. [18]. A kisérlettervezés soran a hagyomanyos
megkozelitésli  NIR-elemzéseknél alkalmazandé
szabalyok mellett tovabbi specidlis elemeket is
biztositani kell. llyen példaul az egyes mintak
tébb ismétiésben t6rténd spektrumfelvételezése,
ugyanazon minta tobb egymast kovetd megvila-
gitassal torténé elemzése, a kdrnyezeti paraméterek
(példaul hémérséklet és paratartalom) folyamatos
monitorozasa. A vizsgalat soran tovabba bizonyos
mintaszamok szerinti tiszta viz mérésére is sor
kerll; a vizspektrumok a kornyezetben vagy a
berendezésben esetlegesen bekdvetkezett nem
kivant hatasok korrekciojara szolgalnak. A kisérleti
mintak  spektrumfelvételezése a  rendszeres
tiszta vizmintak lemérése Kkozott véletlenszer(
elrendezésben torténik ugyanazzal a klvettaval,
fokozott figyelmet forditva a mintak preciz
termosztalasara. A mérési korlilmények rogzitése
azért szlkséges, mert az aquaphotomics kutatasok
soran altalaban olyan paranyi, a viz molekularis
szerkezetéb8l adddd  spektralis  eltéréseket
kereslink, amelyek a miszer és a mérési bedllitas
geometrigjabol, vagy a hémérséklet ingadozasabol
adddnak, és az elemzésekre zavaréan hatnak.

Az aquaphotomics kisérletek soran gyakran
alkalmaznak kilénb6zé kontrollalt perturbaciokat,
amelyek segitséget nyujtanak a rejtett informacidk
feltarasaban. A  gyakorlatban leggyakrabban
alkalmazott szandékos perturbacio a hémérséklet
[6], az egymast kovetd megvilagitas és a
kulénb6zé mérték(l higitas [19]. A vizes rendszerek
NIR-spektruma nagyon Osszetett, és az egyes
perturbacidk altal okozott abszorbancia spektrumuk
valtozasai altalaban nagyon finomak, mindazondltal
allandék és konzisztensek. Egy meghatarozott
perturbacié nem eredményez mindig azonos
valtozast a spektrumban. A NIR-tartomanyban a
vizspektrumban négy hangsulyos csucs taldlhato,
korulbeldl 970, 1190, 1450 és 1940 nm-nél. A
vizsgalt vizes rendszertl fliggéen egyes régiok
alkalmasabbak lehetnek az elemzésre és tobb
informacidét szolgaltatnak [1, 19].

SPEKTRALIS ELOKEZELESI MODSZEREK

A rogzitett spektrumok elemzésének elsé lépése a
nyers spektralis adatok vizudlis vizsgalata, amely
informaciét szolgaltathat az egyértelmlen kiugrd
értékekrél és a szilikséges spektrum el6kezelési
modszerekrdl egyarant. Az el6kezelési modszerek
elsédleges célja a kutatds szempontjabdl fontos
informacidk erdsitése és a nem kivant hatasok
csOkkentése. Az adatelemzés soran szamos

el6kezelési modszer alkalmazhaté. A zajcstkkentési
modszerek kdzé tartozik példaul az atlagolas és a
simitds [20]. Az aquaphotomics moddszertanban

leggyakrabban alkalmazott zajcsOkkentési
technika a Savitzky-Golay-szir6 alkalmazasa
(@ltaldban  masodrend(i  polinom  fliggvénnyel

és optimalizalt hulldmhossz tartomannyal) [21].
Az alapvonal-eltolédas korrigalasara gyakran
alkalmazzak a normalizalast, a standard normal
valtozé transzformaciét (Standard Normal Variate
— SNV) [22, 23] és a tObbszdros szérodasi
korrekciét (Multi Scattering Correction - MSC)
[23]. A ,detrending” szintén lehetséges moddszere
az alapvonal-eltolédds korrekcidjanak, de ez
hatékonyan alkalmazhaté a meredekség-valtozas
kikliszobolésére is. A spektrumok és a spektralis
derivaltak kozotti kilénbség az egyes abszorpcios
csucsok kozott talalhatd, ami az aquaphotomics-
metodikaban elsésorban az aktivalt viz abszorpcidés
savjainak hatékonyabb felderitését teszi lehetévé.
A derivalasnak két NIR-technikaban leggyakrabban
alkalmazott maddja a Norris-Williams- [24] és a
Savitzky-Golay-féle [21] derivalas. A derivaltak
két alapveté problémat oldanak meg: az atfedd
cslcsokat és a nagy alapvonal-valtozast. Az elsé
derivalt az additiv, a masodik derivalt a multiplikativ
hatasokat is korrigdlia. Az aquaphotomics
kutatdasokban az aktivalt viz abszorpcidés savok
feltarasahoz jellemz6en a masodik derivaltakat
hasznaljak [25]. A kiterjesztett tdbbsz6ros szérédasi
korrekcié (Extended Multi Scattering Correction —
EMSC) egyike azoknak az eszkdzbknek, amellyel
ismert hatds spektrumra gyakorolt torzitasa
mérsékelhetd [26].

KEMOMETRIAI MODSZEREK

Az abszorpcids spektrumok altal kédolt nagymeny-
nyiségl informacio értékeléséhez kémiai ismeretek-
kel vezérelt tobbvaltozés adatelemzésre, Un.
kemometriai mddszerek hasznalatara van szikség.
Az aquaphotomics-mddszertanban a tdbbvaltozés
spektralis elemzés elsd kvalitativ értékelése leg-
gyakrabban  f6komponens-elemzéssel  torténik,
amelynek elsédleges célija a spektralis variabilitas
mogott rejlé 16 mintazatok mélyebb megértése.

A fékomponens-elemzés (Principal Component
Analysis — PCA) egyike a spektroszképia leghasz-
nosabb és valészinlileg leggyakrabban alkalmazott
felderit§ technikainak [27]. Célja a mintdk kdzotti
lehetséges kapcsolatok meghatdrozasa, azaz
elsédleges informaciét szolgaltat az adatkészlet
fébb iranyaiban és variancidjaban. A kiindulasi
adatmatrixot redukalja, a teljes matrixot pedig
jol reprezentald, kisebb szamu hattérvaltozokba
tomoriti. Az igy kialakulé sokdimenzids térben olyan
irdnyokat hataroz meg, ahol az eredmények varian-
cidja a legnagyobb. A variancia legnagyobb részét
az els6 f6komponens magyarazza [28]. Az eredmé-
nyek scores és loadings grafikonokon illusztralhatok.
A scores grafikon az egyes mintak mért spektruma-
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inak az Ujonnan épitett valtozok (fékomponensek)
altal transzformalt térben vald helyzetét mutatja be
— lehetévé téve az egyes mintak spektralis térben
kialakult, egymashoz képest f6bb mintazatainak
megismerését —, mig a loadings grafikon az eredeti
valtozék (hullamhosszak) fent emlitett mintazatainak
kialakitasaban vald szerepének sulyat jeleniti meg. A
f6komponens-elemzéssel az aktivalt viz abszorpcios
savok derithetdk fel.

A diszkriminancia analizis (DA) feligyelt modszer
(@ mintdk csoportba sorolasa definialasra kerll az
elemzés soran). A részleges legkisebb négyzetek
diszkriminancia elemzése (Partial Least Squares
Discrimination Analysis — PLS-DA) [29] segitséget
nyujt azoknak a viz abszorpcidés savoknak a
kimutatasaban, amelyekben alegnagyobb kiildnbség
mutatkozik az egyes elére definidlt csoportok kozott.
A mddszer a PLS regresszi6 algoritmusan alapszik,
amely a latens valtozékat keresi az Y valtozok
maximalis kovariancigjaval [30]. A SIMCA (Soft
Modeling of Class Analogies) alkalmazasa soran
[31, 32] az egyes elbre definidlt mintacsoportokra
egyenként, tébb lépésben egyedi PCA modellek
kerllnek épitésre és a tovabbi mintacsoportok
belevetitésével térténik a csoportok hasonlésaga-
nak, megkullénbdztethetéségének az elemzése. A
maodszer végeredményben megad egy ugynevezett
discrimination power vektort, amely bemutatja, hogy
mely hullamhosszaknak van leginkdbb szerepe a
kuldnbségtételben, informaciét szolgaltatva ezaltal
az aktivalédott viz abszorpcids savokrol.

A viz abszorpciés savjai felhasznalhaték tébbek
kozott kdzvetett mddon a vizben jelenlévd anyag(ok)
koncentracio valtozasanak megallapitasahoz is [12,
13]. A részleges legkisebb négyzetek regresszioja-
modszer (PLSR) altalanositia és egyesiti a
fékomponens-elemzés és a tobbszords regresszid
tulajdonsagait. Célja az Osszefliggés feltarasa a
fliggd valtozo(k) és a fliggetlen valtozok kozott [33-
35]. A fliiggetlen valtozékbdl, vagyis a spektrumokbal
latens valtozokat (LV) hoz létre, amelyek linearis
kombinacidéi az eredeti valtozéknak. Az LV-k ugy
kerlilnek kialakitasra, hogy a becsilni kivant fiiggé
valtozé varianciajat is maximalisan leirjak. A PLSR
alkalmazasakor a regresszidés egyenlet egyutthatoit
szamoljuk és az egyes valtozokra vonatkozo
eredményeket becslljik, amelyek arrél szolgaltatnak
informacidt, hogy mely hullamhosszak, illetve vizre
jellemzé abszorpcids savok valtoznak leginkabb a
vizsgalt fliggd valtozé megvaltozasaval.

Az aquaphotomics elsé sorban vizben gazdag
rendszerekben alkalmazhaté. A vizben oldédo,
kis koncentracidban jelenlévd molekuldak nagy
mennyiségd vizmolekulaval hidratalédnak. Az oldott
molekuldk koérli hidratacié attételesen hatassal van
a hidratacioban nem érintett vizmolekulak kdzotti
H-kotésekre is. igy a viz egyfajta erésitéként miikodik.
A kimutatandd alkoté kdzvetlen mérése helyett a
koncentraciora vonatkozé informacié megszerzése

kozvetetten, az oldészermolekulak valtozasainak
mérése alapjan valdsul meg [36].

A kétdimenzids korrelacios spektroszképidban a
spektralis mérés alatt kilsé zavarast (legyen az
peéldaul h6mérséklet, koncentracié stb.) alkalmaznak
a rendszeren, ami mélyebb feltarast tesz lehetévé az
idé vagy a zavaras fliggvényében. A spektralis régiét
egy masik dimenziora is kiterjeszti és az atfedd
hullamhosszsavokat 6sszetev@ire bontja fel [37]. A
2D korrelacios spektrumok (amelyekben er@sitettek
az egyes spektralis intenzitasok kézotti hasonldsagok
és  kulénbségek) kozvetlenil a  dinamikus
spektrumokbdl szarmaznak. Ezaltal a spektralis
intenzitds nyomon kovetése megvaldsithatd. A
spektralis intenzitdsok szérasat (eltérését) a vart
értéktél — amelyet bizonyos fizikai valtozék (példaul
id6 vagy homérséklet) sorrendjében egymast
kévetéen gylijtenek —, két fliggetlen hullamszammal
hasonlitjak dssze [38].

Az analizis utolsé l1épése a viz abszorpcids spektralis
mintazatok illusztralasa aquagramokon.

Az AQUAPHOTOMICS MODSZER ALKALMAZASAI

A Kkozeli infravdrdés spektroszkdpia gyors és
roncsolasmentes technika, olyan szerteagazo
alkalmazasi terllettel, amit az aquaphotomics-
maodszertan tovabb szélesit. Az aquaphotomics-
diszciplina kidolgozasa 6ta multidiszciplinaris
tudomanytertiletté fejl6dott [39]. Az elsd publi-
kacidkban a viz abszorpciés savok alapjan
értelmeztek és irtak le jelenségeket, mint példaul
a tejelétehenek  tégygyulladdasanak (mastitis)
diagnosztizalasi lehetéségét [40, 41]. Allatélettani
kutatasokban alkalmaztdk a mddszert 6riaspandak
[15] és tehenek ivarzasi periédusanak [42] kimu-
tatasara.

A moddszert orvostudomanyi kutatasi céllal alkal-
maztak HIV-virus fert6zottség megallapitasara [43],
dializis hatékonysaganak ndvelésére, vastagbélrak
korai szlrésére, valamint lagy kontaktlencsék
jellemzésére [44]. A modszer mikrobioldgiai alkal-
mazasai soran kilonbozdé tejsavbaktérium-térzsek
gyors azonositasat [45], valamint probiotikus és nem
probiotikus tejsavbaktériumok elklilonithetéségét és
rezisztenciajat [46, 47] vizsgaltak. Novénybioldgiai
kutatdsokban mozaikvirussal fert6z6tt széjabab
diagnoézisat végezték [48], valamint a vizmolekularis
szerkezet alapjan alatamasztottak a jerikd rozsa
(Haberlea  rhodopensis)  extrém  kiszaradasi
toleranciajat [49].

Az aquaphotomics élelmiszeripari alkalmazasai
soran vizsgaltak a tej mindségi jellemzdbit [40, 41], a
z6ld kavébabok ochratoxin-A szennyezettségét [50],
tanulmanyoztak az olasz Taleggio sajt eltarthatosagat
[61] és sikerrel nyomon kovették a bolgar sarga sajt
(Kashkaval) érlelését [52] is. Barzaghi, Cremonesi
& Cattaneo projektjikben olasz propolisz bioaktiv
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Osszetevlinek azonositasat végezték intelligens
élelmiszer csomagoldéanyagokban. Vanoli et al.
munkajanak célja innovativ, celluléz polimer alapu
bevonat ,Salame Piacentino” szalami érlelésére
gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa volt [53, 54].

Az aquaphotomics széleskérl elismertségéhez
hozzajarultak a vizminéség mérésére iranyuld
kutatasok [65] és a vizes oldatokon végzett
kisérletek is. Vizsgalatokat végeztek toébbek kdzott
viz peszticidtartalmanak mérhetéségére [56],
de szennyez§ anyagok sooldatokban torténd
kimutathatésagara is [19]. A viztikor-megkdzelités
lehet6vé tette a ppm (1:10°) - bizonyos korlilmények
kozott akar a ppb (1:10°) - koncentraciéban jelen
lévd 6sszetevBk kdzvetett meghatdrozasat, amelyre
a konvenciondlis NIRS elemzési technikaval
korabban nem volt lehetéség [6, 7, 11]. Kutatasok
bebizonyitottak, hogy ezzel a koncepcioval a
viz spektridlis mintdzata hasznalhaté holisztikus
vizmindség-jelzéként [25].

Legujabb kutatasunkban paprikaporok kukorica-
liszttel t6rténd hamisitasanak detektalhatésagat
teszteltUk az aquaphotomics technikaval. A
vizsgdlatok soran magyar csemege flszerpaprika-
6rlemény hamisitasat végeztik el kukoricaliszttel 0
és 40 % kozo6tti koncentracidéban, tobb Iépésben.
Az igy elkészitett mintakbol tizszeres desztillaltvizes
higitassal oldatokat allitottunk el6, amelyeket
homogenizalas utan megszirtink. Az igy kapott
oldatok transzflekszids spektrumait MetriNIR
(MetriRep  Kft., Magyaroszag) készilékekkel
rogzitettlk a 740-1700 nm hullamhossz-tartomany-
ban, harom parhuzamos spektrum felvételével. A
spektrumok értékelése soran az 1300-1600 nm

tartomanyt hasznaltuk. A spektrumokon Savitky-
Golay-simitast és t6bbszorés szérddasi korrekciot
(MSC) alkalmaztunk, majd modellt épitettlink
részleges legkisebb  négyzetek  regresszidja
modszerével (PLSR) a hozzaadott kukoricaliszt
koncentraciéjanak  megbecslésére. A WASP
abrazolasahoz klasszikus aquagramot készitettlink.
Az adatok kiértékelésére az R-projekt és R-studio
3.5.2. szoftvereket hasznaltuk.

A PLS regresszié modelljének eredményei szoros
korrelaciot (modellépités: R?=0,97; modellvalidacio:
R2CV= 0,90) mutattak a becsllt és a valés hozza-
adott kukoricaliszt mennyisége kozétt. A modell
épitése soran 2,14%-os hibaval, mig a validacio soran
4,04%-o0s hibaval tudtuk helyesen megbecstini a
hozzaadott kukoricaliszt mennyiségét.

Az aquagram eredménye (2. abra: Kiilbnb6zé kon-
centracioban kukoricalisztet tartalmazo paprika-
porok oldatainak aquagram abraja (n = 85)) azt
mutatta, hogy a kevesebb kukoricalisztet (1%, 3%)
illetve a kukoricalisztet egyaltalan nem tartalmazé
mintak magasabb abszorbancia értékkel rendel-
keznek az 1426 nm, 1440 nm, 1452 nm, 1462 nm,
1476 nm és 1488 nm-es hullamhosszokon, amely
arra utal, hogy az autentikus minta, valamint az
1% és a 3% kukoricalisztet tartalmazé mintak tobb
hidrogénkotésben levé vizmolekulat tartalmaznak.
Ezzel szemben a tdbb kukoricalisztet tartalmazo
mintak magasabb abszorbancia értékkel rendel-
keztek az 1364 nm, 1374 nm, 1384 nm, valamint
1412 nm-es régidban. Ez utdbbi arra utal, hogy a
magasabb kukoricaliszt mennyiséget tartalmazoé
mintak (15-40%) kevesebb vagy gyengébb
H-kotéssel kotott vizmolekuldkat tartalmaznak [567].

Hozzaadott kukoricaliszt %
Added corn flour %

1488

1476

1342 — 00

03
05

1374 — 10

20
25

1384 — 30

1462

1440

1412

2. abra: Klilénbbdzd koncentracioban kukoricalisztet tartalmazo paprikaporok oldatainak aquagram abrdja (n = 85)
Figure 2: Aquagram of the solutions of ground paprika samples containing various concentrations of corn flour (n = 85)
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A fenti hullamhosszok esetében egyfajta trend
figyelhetd meg a névekvé hozzaadott kukoricaliszt
koncentraciojanak fliggvényében: 1426-1488 nm-en
csOkkend, mig 1364-1412 nm-en névekvd trend.

OsszEFoGLALAS

Az aquaphotomics technika egy Uj és igéretes
mddszer vizes rendszerek szerkezeti és funkcionalis
tulajdonsagainak gyors és roncsolasmentes
feltdrdasdra. A klasszikus NIR-spektroszképiaban a
viz — jelent8s fényelnyelése miatt — megvaltoztatja a
vizsgalt minta spektrumat, igy egyike a leggyakoribb,
kozvetlen tdmegmeghatarozast akadalyozé
alkoténak. A vizes rendszerek masodrend( kotései
(példaul a hidrogén-hidak) barmilyen perturbaciora
nagy érzékenységgel reagalnak a vizmolekulak
konformacidinak valtozasaval, ami a NIR-spektrum-
ban vizre jellemz8 abszorpcids savot eredményez.
Ezt haszndlja ki az aquaphotomics. A kiilonb6zé
perturbacidk hatasara — legyen az fizikai vagy kémiai
— az abszorpcidés mintazat megvaltozik, igy a viz
spektralis jelvalaszait felhasznalva a konvencionalis
NIR-elemzéshez képest esetenként akar néhany
nagysagrenddel kisebb mennyiségben jelen 1évé
komponensek kimutatasa is megvalosithato.

A flszerpaprikdbol gyartott poritott termékek
mindségét  meghatarozza az  egészséglgyi
biztonsag, valamint a hasznalati- (eltarthatdsag,
csomagolas), a taplalkozasélettani- és az
élvezeti érték. A kereskedelmi forgalomba kerilé
flszerpaprika-6rlemények  talan legfontosabb
értékmérd tulajdonsaga a szin és az iz. A magyar
flszerpaprika jovedelmezé és fontos exportcikk, ez
indokolhatja a hamisitast. Az élelmiszerhamisitas

egyben élelmiszerbiztonsagi kérdés is. Az
élelmiszerhamisitdas -  torténjen  természetes
vagy mesterséges anyaggal - detektalasara

indirekt moddszerek terjedtek el. Kildnésen az
élelmiszeripari minéségbiztositasban figyelheté meg
a gyors, megbizhatd, roncsolas- és vegyszermentes
vizsgalati modszerek elterjedése. Erre a tébbvaltozos

statisztikai elemzéssel kiegészitett NIR-spekt-
roszkopia tdkéletesen alkalmasnak bizonyul.
Jelen kutatasban célunk az aquaphotomics-

modszertan alkalmazéasa kukoricaliszttel hamisitott
flszerpaprika-6rlemények vizsgalatara. A metodika
magaban foglalja a kisérlettervezést, a mérérend-
szer  Osszedllitdsat-beallitasat, meghatarozott
perturbacidk mellett az egyes kisérletek randomizalt
sorrendben t6rténd végrehajtasat, a nyers adatok
vizsgalatat, elCkezelését és a kemometriai mod-
szerekkel torténd adatelemzést. Ezeknek célja a
perturbaciénak megfelel6 koncentraciovaltozas-
sal jaro, vizre jellemzé abszorpcids savok azonosi-
tasa és az igy meghatarozott spektralis mintazat
aquagramon torténd dsszesitése.

A PLS regresszi6 modelljének eredményei szoros
korrelaciot (modellépités: R?=0,97; modellvalidacio
R2CV=0,90) mutattak a NIR altal becsilt és a valds
hozzaadott kukoricaliszt mennyisége kozott. A
modell - annak épitése soran - 2,14%-o0s, mig a
validacié soran 4,04%-os hibaszazalékkal becsllte
meg a hozzdadott kukoricaliszt mennyiségét. Az
aquagramon szemléltetett eredmények tikrézik azt
a tendenciat, miszerint az O-H vegyértékrezgés
elsé felharmonikus tartomanyaban (~1450 nm) az
autentikus és a minimalis kukoricalisztet tartalmazo
mintak tobb hidrogénkotésben [évd vizet tartal-
maznak a nagyobb mértékben hamisitott mintakhoz
képest.

A kutatds soran alkalmazott NIRS alapu mddszer
gyorsan és kell6 érzékenységgel nyujt objektiv
eredményt. A vizsgalatok eredményei hozzajarulnak
a minéségi termékek jellemzdinek megismeréséhez,
eredetiségiknek és hamisitasuknak a detekta-
lasahoz.
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SUMMARY

In the field of food science, indirect methods which can be used to determine a certain
property of the sample by correlating the measured physico-chemical characteristics
are widely applied for the detection of food counterfeiting. Near infrared spectrosco-
py (NIR), complemented by multivariate statistical analyses, is a fast, non-destructive
method that does not require sample preparation in most cases. The interactions that
can be observed between aqueous systems or aqueous solutions and electromag-
netic radiation (light), i.e., the effects of different perturbations on the structural and
functional properties of water, are investigated by a new and dynamically evolving
area of science called aquaphotomics. It has been proven by a number of research
results that by applying the so-called “water-mirror approach”, the detection limits
that can be obtained using the conventional approach can be overcome in aqueous
systems, and in certain cases components that are present in concentrations that are
a few orders of magnitude lower than usual can be detected. The technique of aqua-
photomics has been tested in diverse areas of science such as medicine, microbiol-
ogy, plant physiology or food analysis. In our series of experiments, the detectability
of the counterfeiting of ground paprika samples using 0 to 40% corn flour has been
investigated by applying the method of aquaphotomics to their solutions. During the
evaluation of the results, the first harmonic range of water (1,300-1,600 nm) was used.
Spectral patterns were represented on an aquagram, and then a model for estimat-
ing the corn flour content was constructed using the Partial Least Squares Regres-
sion (PLSR) method. PLSR results showed a strong correlation between the added
amount of corn flour and the amount estimated by NIR (near-infrared) spectroscopy.
Samples with a lower corn flour content (0-3%) showed a greater absorbance around
1,450 nm, while samples with a higher corn flour content (15-40%) exhibited a greater
absorbance between 1,364 and 1,412 nm. These differences are explained by the
spectral absorption of water bound with hydrogen bonds to varying degrees. Re-
search results from recent years show that aquaphotomics is a promising technique
in many areas of science, including food science.

INTRODUCTION TO AQUAPHOTOMICS GOAL AND BRIEF HISTORY OF AQUAPHOTOMICS

Aquaphotomics is a new area of science aimed at
investigating water as a complex molecular system of
many conformations having different functionalities,
based on the interaction of water molecules and light [1].

Based on her own and other researchers’ earlier
results obtained during near-infrared spectroscopic
measurements of aqueous media, the establishment
of a new field of science was proposed by Roumiana
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Tsenkova, a professor at Kobe University in Japan,
in 2005, investigating specifically water-light
interactions and organizing the knowledge acquired,
and she called this field aquaphotomics [2, 3].
Water-light interactions are proving to be a huge
source of information on the structural and functional
properties of aqueous systems. Water is one of
the basic building blocks of nature. This discipline
deals with the comprehensive study of water as the
“molecular and energy mirror” of aqueous systems.

During the development of aquaphotomics, the
main goal was to establish a common platform
and strategy for a better understanding of the
functionality of water through water-light interaction,
at all frequencies of the electromagnetic spectrum.
Most work to date has been performed using near-
infrared (NIR) spectroscopy, typically in the first
harmonic range (1,300-1,600 nm) of the O-H valence
vibration, where many specific absorption band
characteristic of water have been identified as a
result of previous work [4-6]. Research in this field
shows that aquaphotomics can make a significant
contribution to water research and to a better
understanding of the molecular system of water [1].

Compared to mid- and far-infrared light, NIR enables
a deeper penetration, thus providing a more reliable
yet fast and non-destructive measurement that is
particularly suited to study even intact biological
systems [1, 7]. When using NIR spectroscopy in
analytical practice (for example, in pharmaceutical
applications), water is one of the main barriers to
the direct mass determination of the individual
constituents [8] because it obscures other
constituents in the absorption spectrum due to its
significant light absorption, thereby significantly
changing the spectrum of the sample to be tested
and causing absorption band shifts. Since water
exhibits a significant light absorption in the NIR
range and changes in its quantity can be measured
easily, moisture determination is one of the main and
most common applications of NIR spectroscopy.
It is used, for example, in agriculture, the food
industry, medicine, the pharmaceutical industry, the
polymer and textile industries to study water content,
hydrogen bonds and hydration state [9].

With the development of aquaphotomics, the
collective material and energy mirror properties of
water have been described [1]. The so-called “water
mirror approach” is one of the basic spectrum analysis
and interpretation methods in aquaphotomics. It
utilizes the high degree of sensitivity of the hydrogen
bonds in water, where the structure of the water is
influenced by all components of the aqueous system
and the surrounding energies [1]. Each aqueous
system is a dynamic arrangement of a network of
water molecules. The strength, number and quality of
the secondary bonds between the water molecules
are influenced by the hydration of the component(s)
in the system and the various perturbations together,

as they affect the entire body of water [10]. Any
disturbance of the aqueous system causes a change
in the conformations of the water molecules, resulting
in changes in the absorption bands characteristic of
water in the NIR spectrum.

As a result of physical and chemical changes, the
absorption pattern changes in each case. These
properties of water allow the indirect measurement of
small amounts of dissolved substance(s) [11], even if
the constituent in question does not absorb light in the
NIR range[12]. A common feature in aquaphotomics
research is that the matrix of the systems studied is
water. Special data analysis methodology is required
to extract the information hidden in the complex
and multivariate spectra of such systems [13]. The
toolkit of aquaphotomics includes the application
of multivariate data analysis methods used in NIR
spectroscopy, which have become more and more
sophisticated over the years, and at the same time
extending them.

Through the study of the light-water interaction
using the methodology of aquaphotomics, the
knowledge describing the role of water is constantly
expanding. In quality management systems, it is
a growing requirement that the methods used in
different research projects be fast, non-destructive
and chemical free. The undeniable advantage
of the method is that it can be used effectively in
both basic and applied research, enabling non-
invasive observations. Typically, a holistic approach
is adopted, as opposed to the measurement of
individual parameters [13].

With the development of aquaphotomics, a new
terminology has evolved to describe the subject
matter of the study as accurately as possible on
the basis of the newly acquired knowledge. Figure
1 illustrates the process of the methodology which
allows for the above detailed issues. Following
experimental design and precise instrument
setup, the samples to be tested are exposed to an
interference. After the experiments are performed
(and the spectra are recorded), the raw data are
analyzed, followed by the pretreatment and analysis
of the spectral data. The water absorption bands
(WABS) obtained as a result of the analyses are used
to identify the activated water absorption bands.
Activated water absorption bands create water
absorption spectral patterns (WASPs), which can
be displayed on aquagrams. The database of water
absorption bands is the aquaphotome.

WAMACS

These are the Water Matrix Absorbance Coordinates.
They are the spectral ranges where the specific
absorption bands (WABS) characteristic of water are
most likely to be found, resulting from the absorptions
of light by the different molecular conformations of
water in different energy ranges (water modifications,
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water molecular structures). In the first harmonic
range of the O-H valence vibration (1,300-1,600 nm),
12 WAMACS have been identified experimentally [1].

ACTIVATED WATER BANDS

The absorption bands of water are activated to
varying degrees during different perturbations.
Based on the activated bands that are repeated
consistently in aquaphotomics research, the
individual perturbations can be easily identified and
characterized. Therefore, the activated absorption
bands of water are identified during the analyses.

WASP

Water Absorbance Spectral Pattern. The WASP
is defined by the combination of activated water
bands caused by the different perturbations, which
describes the state of the entire water molecular
system. It provides a large amount of chemical and
physical information, capturing the structure and
dynamics of the system as a whole [10]. The WASP
can be used as a holistic biomarker to explore system
functionality.

AQUAPHOTOME

The database of water absorption bands and
patterns in the entire electromagnetic spectrum is
called the aquaphotome. The aquaphotome is the
totality of different water molecular structures that
are formed by aqueous or biological systems under
different conditions. The complete aquaphotome
can be defined as a comprehensive database of all
separate WASPs, interpreting their functionality in
a given system under given conditions. The large
database obtained about characteristic water bands
can be linked to specific biological functions, it allows
rapid comparisons and identifications, and can be
further used for biological, chemical and physical
predictions and diagnoses [1, 10].

AQUAGRAMS

The aquagram is a new graphical representation
of results developed for the concise and clear
presentation of the water absorption spectral
pattern [14]. The aquagram shows the normalized
and averaged absorbance values of different sample
groups at selected wavelengths [14, 15]. The values
on the axes defined by the activated water absorption
bands can be plotted on a radar or linear chart [16].

Aquagrams display a specified number of axes
and WABS, in a perturbation- and system-specific
way. In the first harmonic band of the water valence
vibration, the axes of the aquagram are (generally)
based on the previously discovered 12 water matrix
absorption coordinates (WAMACsSs) [13].

The classic aquagram is relative and depends on
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the samples included in the calculation. A more
advanced version is the standardized aquagram with
confidence intervals [17]. This extension makes it
easier to determine whether the differences in water
absorption spectral patterns (WASP) characteristic
of the water displayed on the aquagrams are
statistically significant [13].

AQUAPHOTOMICS METHODOLOGY
EXPERIMENTAL SETUP

The key element of aquaphotomics studies is the
recording of high quality spectra, for which precision
spectrometers (high signal-to-noise ratio, S/N) are
required with a high spectral resolution (0.5-1 nm)
[18]. In addition to the rules applicable to conventional
approach NIR analyses, additional specific elements
should be ensured during the experimental design.
These include, for example, multiple recording of
the spectra of the individual samples, analysis of the
same sample with several successive illuminations,
and continuous monitoring of the environmental
parameters such as temperature and humidity. In
addition, pure water is measured during the test
according to certain samples numbers; water spectra
are used to correct for possible unwanted effects in
the environment or the equipment. Recording of the
spectra of the experimental samples is carried out
randomly, using the same cuvette, between regular
pure water samples, paying close attention to precise
thermostating of the samples. Precise setting of the
measurement conditions is necessary, because in
aquaphotomics research we usually look for such tiny
spectral differences due to the molecular structure of
the water, that even the slightest differences due to
the geometry of the instrument or the experimental
setup, or temperature fluctuations can interfere with
the analyses.

In aquaphotomics experiments, various controlled
perturbations are often used, as these help to reveal
hidden information. In practice, the most frequently
used deliberate perturbations are temperature [6],
successive illuminations and varying degrees of
dilution [19]. The NIR spectra of aqueous systems are
very complex, and the changes in their absorbance
spectra caused by the different perturbations are
generally very subtle, but nonetheless constant and
consistent. A given perturbation does not always
produce the same change in the spectrum. In the
NIR range, there are four pronounced peaks in the
water spectrum at about 970, 1,190, 1,450 and 1,940
nm. Depending on the aqueous system tested, some
regions may be more suitable for the analysis and
provide more information [1, 19].

SPECTRAL PRETREATMENT METHODS
The first step in analyzing the recorded spectra is

the visual inspection of the raw spectral data, which
can provide information on both clear outliers and

the necessary spectrum pretreatment methods.
The primary purpose of pretreatment methods is to
enhance information relevant to the research and
to reduce unwanted effects. Many pretreatment
methods can be used during data analysis. Noise
reduction methods include, for example, averaging
and smoothing [20]. The most commonly used
noise reduction technique in the methodology of
aquaphotomics is the application of a Savitzky-
Golay filter (usually with a second order polynomial
function and an optimized wavelength range) [21].
To correct baseline shifts, normalization, Standard
Normal Variate (SNV) transformation [22, 23] and
Multi Scattering Correction (MSC) [23] are often
used. ,Detrending” is also a possible method for
correcting baseline shifts, but it can also be used
effectively to eliminate slope changes. The difference
between spectra and spectral derivatives allows for
a more efficient detection of the absorption peaks,
which in the aquaphotomics methodology means
primarily the absorption bands of activated water.
The two most commonly used methods of derivation
in the NIR technique are the Norris-Williams [24] and
the Savitzky-Golay [21] derivation. Derivatives solve
two basic problems: overlapping peaks and large
baseline changes. Additive effects are corrected
by the first derivative, while multiplicative effects
are also corrected by the second derivative. In
aquaphotomics research, the second derivatives are
typically used to explore activated water absorption
bands [25]. Extended Multi Scattering Correction
(EMSC) is one of the means by which the distortion
of the spectrum by a known effect can be reduced
[26].

CHEMOMETRIC METHODS

To evaluate the large amount of information encoded
by the absorption spectra, chemically driven
multivariate data analysis, so-called chemometric
methods are required. In the methodology of
aquaphotomics, the first qualitative evaluation of
multivariate spectral analysis is most often carried
out by principal component analysis, the primary
purpose of which is to obtain a deeper understanding
of the main patterns underlying spectral variability.

Principal Component Analysis (PCA) is one of the
most useful and probably the most widely used
exploratory techniques in spectroscopy [27]. Its
purpose is to determine the possible relationships
between the samples, i.e., it provides primary
information regarding the major directions and
variance of the data set. It reduces the initial data
matrix and compresses the entire matrix into a
smaller number of background variables representing
it accurately. In the resulting multidimensional
space, it defines directions where the variance of the
results is the greatest. The first principal component
explains most of the variance [28]. The results can
be illustrated with scores and loadings graphs. The
scores graph shows the positions of the measured

spectra of the individual samples in the transformed
space of the newly constructed variables (principal
components), allowing us to get to know the major
patterns of the samples in the spectral space relative
to one another, while the loadings graph displays
the importance of the roles of the original variables
(wavelengths) in shaping the above-mentioned
patterns. With principal component analysis one can
identify activated water absorption bands.

Discriminant analysis (DA) is a supervised method
(grouping of the samples is defined during the
analysis). The Partial Least Squares Discrimination
Analysis (PLS-DA) [29] assists in the identification of
water absorption bands with the greatest differences
between certain predefined groups. The method
is based on the PLS regression algorithm, which
searches for latent variables with the maximum
covariance of the Y variables [30]. During the
application of SIMCA (Soft Modeling of Class
Analogies) [31, 32], unique PCA models are built
individually in several steps for each predefined
sample group and the projection of additional
sample groups is used to analyze the similarity and
distinctness of the groups. Ultimately, a so-called
discrimination power vector is yielded by the method,
showing which wavelengths play the most important
roles in discriminating, thus providing information
about activated water absorption bands.

Water absorption bands can be used, among
other things, to indirectly determine changes in the
concentrations of the substances present in the water
[12, 13]. The partial least squares regression (PLSR)
method generalizes and combines the properties of
principal componentanalysis and multiple regression.
Its purpose is to explore the relationship between the
dependent variable(s) and the independent variables
[833-35]. From the independent variables, i.e., the
spectra, it creates latent variables (LV), which are
linear combinations of the original variables. LVs
are designed in a way so that they are be able to
describe the variance of the dependent variable to
be estimated as much as possible. When using the
PLSR, the coefficients of the regression equation are
calculated and the results for the individual variables
are estimated, which provides information on which
wavelengths and water-specific absorption bands
change the most with the change of the dependent
variable under investigation.

Aquaphotomics is primarily applicable to water-rich
systems. Water-soluble molecules present in low
concentrations are hydrated with large numbers of
water molecules. Hydration around the dissolved
molecules also indirectly affects the hydrogen bonds
between water molecules that are not involved in the
hydration. In this way, water acts as a kind of amplifier.
Instead of directly measuring the constituent to be
detected, information regarding its concentration
is obtained indirectly by measuring changes in the
solvent molecules [36].
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In two-dimensional correlation spectroscopy,
external disturbance (such as temperature,
concentration, etc.) is applied to the system during
the spectral measurement, allowing for a deeper
exploration as a function of time or the disturbance.
It extends the spectral region to another dimension
and decomposes the overlapping wavelength bands
into their components [37]. 2D correlation spectra
(in which the similarities and differences between
the individual spectral intensities are amplified)
are derived directly from the dynamic spectra. In
this way, the tracing of spectral intensity can be
achieved. The standard deviation (variance) of the
spectral intensities from the expected value, which is
collected sequentially in the order of certain physical
variables (such as time or temperature), is compared
to two independent wave numbers [38].

The final step in the analysis is the illustration of the
water absorption spectral patterns on aquagrams.

APPLICATIONS OF THE AQUAPHOTOMICS METHOD

Near-infrared spectroscopy is a fast and non-
destructive technique with a wide range of
applications, further expanded by the aquaphotomics
methodology. Since the development of the
aquaphotomics discipline, it has evolved into a
multidisciplinary field of science [39]. In the first
publications, applications such as the diagnostic
possibilities of mastitis in dairy cows were interpreted
and described based on water absorption bands
[40, 41]. In animal biology research, the method
was used to detect the reproduction period of giant
pandas [15] and cows [42].

The method has been used in medical research
to detect HIV infection [43], to increase dialysis
efficacy, for early screening of colon cancer, and
to characterize soft contact lenses [44]. In the
microbiological applications of the method, the
rapid identification of various lactic acid bacteria
strains [45], as well as the possible distinction and
resistance of probiotic and non-probiotic lactic acid
bacteria [46, 47] have been investigated. In plant
biology studies, the diagnosis of soybeans infected
with mosaic virus has been carried out [48], and the
extreme dehydration tolerance of the Rose of Jericho
(Haberlea rhodopensis) was confirmed based on
water molecular structure [49].

In food industrial applications of aquaphotomics,
the quality characteristics of milk [40, 41], and
the ochratoxin A contamination of green coffee
beans were investigated [50], the shelf life of Italian
Taleggio cheese was studied [51] and the ripening
of Bulgarian yellow cheese (Kashkaval) has been
successfully monitored [52]. In their work, Barzaghi,
Cremonesi & Cattaneoand identified the bioactive
ingredients of Italian propolis in intelligent food
packaging materials. The purpose of the work of
Vanoli et al. was to study the effect of an innovative,
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cellulose polymer based coating on the maturation
of Salame Piacentino [563, 54].

Water quality research [65] and experiments in
aqueous solutions have also contributed to the
widespread recognition of aquaphotomics. Studies
have been carried out to measure the pesticide
content of water [56], as well as to detect the presence
of contaminants in saline solutions [19], among other
things. The water mirror approach has allowed the
indirect determination of components present in the
ppm (1:10%), and in some cases even the ppb (1:109)
range, which was previously not possible using the
conventional NIRS analytical technique [6, 7, 11].
Research has shown that, with this concept, the
spectral pattern of water can be used as a holistic
water quality indicator [25].

In our recent research, the detectability of
counterfeiting of ground paprika with corn flour
was tested using the aquaphotomics technique. In
the course of the investigations, ground Hungarian
sweet paprika was counterfeited with corn flour at
concentrations between 0 and 40%, in several steps.
The samples thus prepared were diluted tenfold with
distilled water, and the solutions were filtered after
homogenization. Three parallel transflection spectra
of the resulting solutions were recorded using a
MetriNIR (MetriRep Kft., Hungary) instrument in
the 740-1,700 nm wavelength range. Evaluation of
the spectra was carried out in the 1,300-1,600 nm
range. Savitky-Golay smoothing and multiple scatter
correction (MSC) were applied to the spectra, and
then a model was constructed using the partial least
squares regression (PLSR) method to estimate the
concentration of the added corn flour. To represent
the WASP, a classic aquagram was created. Data
were evaluated using the R-project and R-studio
3.5.2. software.

The results of the PLS regression model showed
a close correlation (model construction: R?=0.97;
model validation: R2CV= 0.90) between the estimated
and actual amounts of added corn flour. During the
construction of the model, we were able to correctly
estimate the amount of added corn flour with an
error of 2.14%, while the error during the validation
was 4.04%.

The results of the aquagram (Figure 2) showed that
the samples with less corn flour (1%, 3%) or no
corn flour at all had higher absorbance values at
wavelengths of 1,426 nm, 1,440 nm, 1,452 nm, 1,462
nm, 1,476 nm and 1,488 nm, which indicates that there
are more hydrogen bonded water molecules in the
authentic sample and the samples containing 1% or
3% corn flour. In contrast, samples containing more
corn flour had higher absorbance values in the 1,364
nm, 1,374 nm, 1,384 nm, and 1,412 nm. The latter
suggests that samples containing higher amounts
of corn flour (15-40%) contain fewer or weaker
hydrogen bonded water molecules [57]. For the

above wavelengths, a certain trend can be observed
as a function of the increasing concentration of
added corn flour: a decreasing trend between 1,426
and 1,488 nm, and an increasing trend between
1,364 and 1,412.

SUMMARY

The aquaphotomics technique is anew and promising
method for the rapid and non-destructive exploration
of the structural and functional properties of aqueous
systems. In classical NIR spectroscopy, due to its
significant light absorption, water alters the spectrum
of the analytical sample, making it one of the most
common constituents that interfere with direct mass
determination. Secondary bonds in aqueous systems
(such as hydrogen bonds) react with high sensitivity
to any perturbation by changing the conformations
of the water molecules, resulting in an absorption
band characteristic in water in the NIR spectrum.
This is what aquaphotomics takes advantage of. As a
result of the different perturbations, whether physical
or chemical, the absorption pattern is altered, and
so using the spectral signal responses of water, it is
sometimes possible to detect components that are
present in quantities even a few orders of magnitude
lower than in the case of conventional NIR analysis.

The quality of ground products made from paprika
is determined by health safety, as well as values
for use (shelf life, packaging), nutritional physiology
and enjoyment. Perhaps the most important
quality indicators of commercially available ground
paprika are color and taste. Hungarian paprika is a
profitable and important export product, which may
justify counterfeiting. Food counterfeiting is also
a food safety issue. To detect food counterfeiting,
whether by natural or artificial substances, indirect
methods are commonly used. Rapid, reliable, non-
destructive and chemical-free testing methods
are especially common in food quality assurance.
NIR spectroscopy, complemented by multivariate
statistical analysis, is perfectly suitable for this
purpose. The aim of the present study was to use the
aquaphotomics methodology for the investigation
of ground paprika samples counterfeited with corn
flour. The methodology includes experimental
design, setting up the measurement system,
performing the individual experiments in random
order under defined perturbations, analysis and
pretreatment of raw data and data analysis using
chemometric methods. The purpose of these is to
identify absorption bands characteristic of water and
corresponding to the perturbation (concentration
change), and to summarize the spectral pattern thus
determined on an aquagram.

The results of the PLS regression model showed
a strong correlation (model construction: R2=0.97;
model validation R2CV=0.90) between the amounts of
corn flour estimated by NIR and the actual amounts
added. The model was able to correctly estimate the

amount of corn flour added with an error of 2.14%
during the construction of the model and with an error
of 4.04% during the validation. The results illustrated
on the aquagram reflect the tendency that authentic
samples and samples containing minimal amounts of
corn flour contain more hydrogen bonded water, as
shown by the first harmonic range (~1,450 nm) of the
O-H valence vibration, than samples counterfeited to
a larger extent.

The NIRS-based method used in the research
provides objective results quickly and with sufficient
sensitivity. The results of the analyses help to gain
more information about the characteristics of quality
products, and to detect their genuineness and
counterfeiting.
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