DET KEMOMETRISKE RUM H

Anden-ordens kalibrering -
et paradigme-skift i analyfisk

keml

Med trevejs-data kan man lave kalibreringsmodeller, som er mere
generelle og anvendelige end traditionelle kalibreringsmodeller.
Det kaldes anden-ordens kalibrering og var det, der startede

multivejsanalyse i kemometrien.

Af Rasmus Bro, Sgren Balling Engelsen, Institut for
Fedevarevidenskab, Kgbenhavns Universitet og
Lars Ngrgaard, FOSS

Den traditionelle metode til at opbygge kalibreringsmodel-

ler, involverer typisk en reekke enhedsoperationer. Ved at lave
ekstraktion, feeldning osv. kan man opna, at den analyserede
prave kun indeholder det stof, man er interesseret i at kvanti-
ficere. Dermed er det nemt at kvantificere ved f.eks. at lave en
standardrakke af prever med kendt koncentration. Disse males
med en passende teknik, som giver et signal, der er linegrt

en nulte-ordens tensor, og derfor kaldes sddan kalibrering ogsa
nogle gange nulte-ordens kalibrering.

Der er flere krav til, hvordan man sikrer gode resultater, og
et af de vigtige aspekter er, at signalet, man maler, skal veere
selektivt. Er der andre stoffer i praven, som ogsa giver signal,
sakaldte interferenser, sa kan man ikke stole pa praediktionerne
(figur 2). Hvad, der méske endda er endnu veerre, er, at man
ikke kan kontrollere sin maling for at verificere om malingen
er i orden. Man kan ikke se pa en absorbans-maling pa 0.8, om
det er passende eller ej. Det vil sige at nulte-ordens data ikke
tillader en intern kvalitetskontrol.
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Figur 1. Eksempel p& opbygning af kalibreringsmodel ved en
standardrcekke af seks prgver og en linecer regressionsmodel.

med koncentrationen i det gnskede omrade. Det kunne veere
absorption ved 340 nm. Nu kan man sa kvantificere analytten
i en ukendt prave blot ved at méle absorptionen ved 340 nm og
sa aflaese koncentrationen i sin kalibreringsmodel (regressions-
model) som vist i figur 1.

Univariat kalibrering anvendes i en lang reekke situationer og
er den dag i dag den fremherskende metode i analytisk kemisk
kalibrering. Kalibreringsmodellen er baseret pa maling af et
tal for hver prave; dvs. en skalar maling. En skalar kaldes ogsa
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Figur 2. Samme som i figur 1, men prgven indeholder nu en
ukendt interferens, som ogsd& giver signal. Dermed bliver den
estimerede koncentration i prgven forkert.

Forste-ordens kalibrering

I kemometrien har man lgst problemet med interferenser vha.

multivariat kalibrering som eksempelvis partial least squares

regression (PLS). | multivariat kalibrering anvender man ikke
blot én variabel, f.eks. én bglgeleengde, men anvender i stedet
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Figur 3. Spektralt datascet. Frem for blot én bglgelcengde kan
man i f.eks. PLS-baseret kalibrering anvende det fulde spekfrum.

mange malinger eller malepunkter for hver preve. Det kan vare
i form af et spektrum som vist i figur 3. Multivariat kalibrering
kaldes ogsa farste-ordens kalibrering, fordi hver maling nu er
en vektor (farste-ordens tensor) fremfor en skalar.

Dermed behgver man ikke leengere at have selektive signaler;
altsa fuldsteendigt rene signaler. Man kan handtere ukendte
interferenser, sé leenge man sikrer sig, at ogsé disse varierer i
det datasaet, man anvender til kalibrering (figur 4).
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Figur 4. PLS-kalibrering ger det muligt at héndtere ukendte interfe-
renser, s& lcenge disse varierer i kalibreringsdatascettet.

Man far i tilleeg ogsa mulighed for at kontrollere om en ny
prave, der skal praedikteres, passer i modellen. Ud fra prgvens
form kan man se, om prgven er af samme type som kalibre-
ringspreverne (outlier-kontrol — Dansk Kemi, 89(3), 2008).
Det betyder, at farste-ordens kalibrering tillader ikke-selektive
signaler og har indbygget intern kvalitetskontrol (figur 5).
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Figur 5. Ikke-kalibrerede interferenser (grgnt spektrum) kan ikke
hdndteres, men disse kan detekteres som outliere.
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En hdblgs situation

Farste-ordens kalibrering lgser mange af de problemer, som
den traditionelle analytisk kemiske metode byder pa. Men ikke
alle problemer! Antag at man gnsker at kvantificere en analyt

i en kompleks preve, hvor mange forskellige kemiske kompo-
nenter (interferenser) giver signal. Og antag at man kun har
adgang til en ren standard til formalet. Nulte-ordens kalibrering
kommer til kort, hvis man ikke kan fjerne interferenserne,

og farste-ordens kalibrering kan heller ikke lgse problemet,
fordi man ikke har de ngdvendige data til at opbygge en
kalibreringsmodel.

Anden-ordens kalibrering
Der findes imidlertid en metode, som hedder anden-ordens
kalibrering, og den rummer lgsningen pa problemerne i savel
klassisk som moderne kalibrering. Metoden kan bedst eksem-
plificeres pa den made, som den oprindeligt blev udviklet i
sluthalvfjerdserne og firserne. | anden-ordens kalibrering er
hver praves maling ikke en vektor (et spektrum), men derimod
en tabel/matrix (et landskab af spektre).

| figur 6 er vist et eksempel pa et typisk kalibreringsproblem i
anden-ordens kalibrering.

Figur 6. Til hgjre fluorescens-EEM af ukendt prgve, der bl.a. ind -
holder tyrosin. Til venstre fluorescensmdéling af ren tyrosinprgve
med kendt koncentration.

Vi gnsker at bestemme koncentrationen af tyrosin i en ukendt
prave (figur 6 til hgjre). Praven indeholder imidlertid ogsa
signal fra andre fluoroforer, og vi har dermed ikke et selektivt
signal fra tyrosin. Ud over den ukendte preve har vi ogsa et
kaliberingsdataset. Det bestar af én ren prave, hvori vi kender
koncentrationen af tyrosin. Den er 13,3 M. Nu er problemet
at kunne bestemme koncentrationen af tyrosin i den ukendte
prave. Den traditionelle anden-ordens kalibrering fungerer ved,
at man treekker en veegtet udgave af standardprgven fra den
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Figur 7. "Rang” (egentlig singulcere veerdier) af frekomponent-
system som funktion af subtraktion af en ren tyrosinprgve. Ren
tyrosinprgve er 13.3 UM, s& den ukendte prgve mé have en
koncentration p& 13.3-0.4 =5.3 uM - i virkeligheden er koncentra-
fionen 5.44.
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ukendte preves maling. Den ukendte prave har i dette tilfelde
en rang pa tre, fordi der er tre kemiske stoffer, der giver signal.
Hvis man treekker preecis sa meget af standarden fra, at tyrosins
signal forsvinder fra den ukendte prave, sa falder rangen til to.
Dermed har man en metode til at kvantificere tyrosin. Man
praver at traekke forskellige fraktioner af den rene preves signal
fra den ukendte og falger rangen som funktion af dette. Ved
den rette fraktion gndres rangen som vist i figur 7.

Ovenstaende kalibreringsmetode hedder RAFA (rank anni-
hilation factor analysis) og var den farste af en reekke metoder,
der anviste de unikke muligheder i anden-ordens kalibrering
[1-2].

Outro

| kalibrering geelder det, at nulte-ordens kalibrering kraever se-
lektivitet og ikke tilbyder nogen form for ”indbygget” kvalitets-
kontrol. Farste-ordens kalibrering virker ogsa pé ikke-selektive
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signaler og har endda indbygget kvalitetskontrol. Her har vi set,
at anden-ordens kalibrering tiloyder endnu flere muligheder.

I naeste klumme vil vi se n&ermere pa dette, som i litteraturen
benzvnes anden-ordens fordelen.

E-mail-adresser

Rasmus Bro: rb@life.dk.
Sgren Balling Engelsen: se@life.ku.dk
Lars Ngrgaard: Ino@foss.dk

Referencer

1. C.N. Ho, G. D. Christian, E. R. Davidson. Application of the method of
rank annihilation to quantitative analyses of multicomponent fluorescence
data from the video fluorometer. Anal.Chem. 50:1108-1113, 1978.

2. L. Negrgaard, C. Ridder. Rank annihilation factor analysis applied to flow
injection analysis with photodiode-array detection. Chemom.Intell.Lab.Syst.
23:107-114, 1994.

Nyt om ...

... Spyttende mus sdr
buske i grknen

OH o
?
0
HO 0=
HO s. 7%
oH YN
R
GLUCOSINOLAT
l MYROSINASE
OH (ljg
Q o—3=0
HO )
HO oH + IS

OH

b
R

dansk kemi, 94, nr. 5, 2013

En mus i den israelske grken sgrger for spredning af en busk-
agtig plante Ochradenus baccatus, som gror i grkenen. Ulig
andre grkenplanter har O. baccatus saftige og sukkerholdige
frugter, som spises af en mus Acomys cahirinus. Frugtens frg
indeholder imidlertid glucosinolater, som herhjemme er kendt
fra de korsblomstredes familie. Nar frgene knuses reagerer
glucosinolaterne med et enzym myrosinase, der spalter dem til
glucose og isothiocyanater samt hydrogensulfat, som vist, pa
samme made som vi kender det fra vor hjemlige sennep. Savel
isothiocyanaterne som hydrogensulfaten giver musen en ubeha-
gelig fornemmelse i munden, hvorfor den kun spiser frugtkedet
og spytter fragene ud. Den spiser imidlertid ikke frugterne lige
ved planten; men sgger, for den forterer dem, hen i en klippe-
spalte, hvor der er skygge og pa den made bliver frgene spredt
0g set et sted, hvor der er rimelige spirebetingelser.
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Intraspecific Directed Deterrence by the Mustard Oil Bomb in a Desert Plant
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