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| praksis

en-ordens kalibrering

| sidste klumme sd vi, at anden-ordens kalibrering kan foretages
vha. Rank Annihilation Factor Analysis. SGdan startede det, men i
dag anvendes andre metoder og iscer PARAFAC.

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

Som beskrevet i sidste klumme (Dansk Kemi, 94(4), 2013), s&
kan Rank Annihilation Factor Analysis (RAFA) anvendes til
at kvantificere, hvor meget analyt, der er i en ukendt prgve. Det
geres ved at se, hvor meget af en ren pragves signal man skal
treekke fra den malte prave, far rangen gar ned med én. P& den
made kan man kvantificere kendte stoffer i ukendte praver, selv
hvis de har ukendte interferenser. Det er ikke muligt med tra-
ditionel eller kemometrisk kalibrering. | denne klumme ser vi
pa en lidt mere automatiseret og praktisk made at lave anden-
ordens kalibrering pa.

Automatiseret rank annihilation
Bruce Kowalski var en af pionererne indenfor kemometrien og
hans gruppe i Seattle var i hgj grad farende indenfor anden-
ordens kalibrering. Omkring 1985 udvikledes en automatiseret
RAFA, som blev kaldt Generalized Rank Annihilation Method
(GRAM) [1]. Den var baseret pa, at man kunne tage malin-
gen af en referenceprave; en matrix og malingen af en ukendt
preve; en anden matrix. Disse to matricer kunne opstilles i et
sakaldt generaliseret egenveerdi-problem [2]. Det kan vises at
lgse samme problem som RAFA, men uden at man behgver
at iterere for at finde ud af, hvornar rangen af ens prevematrix
falder med én. Man ma dog beslutte, hvad det totale antal kom-
ponenter i prevematricen er, og det er langt fra ukompliceret.
GRAM var et meget stort fremskridt, der var baseret pa blot
to malinger; en prgve med kendt koncentration af analyt og
den ukendte preve. GRAM blev sidenhen udviklet til at kunne
handtere mange praver [3], og pé det tidspunkt (omkring 1990)
blev det klart, at man i virkeligheden havde udviklet en metode,
der var stort set identisk med den psykometriske metode PA-
RAFAC [4] fra 1970 (Dansk Kemi, 92(11), 2011).

PARAFAC til anden-ordens kalibrering

Hvordan fungerer anden-ordens kalibrering vha. PARAFAC?
Det er faktisk relativt simpelt, og de fleste ingredienser har vi
allerede beskrevet. I de tidligere klummer (Dansk Kemi, 92(12)
2011 og Dansk Kemi, 93(1-2) 2012) forklarede vi, hvordan en
PARAFAC-model af et fluorescens-dataszt giver estimater af
de underliggende emissions- og eksitationsspektre. Dvs. at PA-
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RAFAC-modellen adskiller malinger af blandinger og giver de
rene spektre. Vha. disse spektre kan vi identificere analytterne.
| figur 1 er vist et komplet kalibreringssat (praven gverst til
venstre) og tre prgver, hvor vi gnsker at bestemme tryptofans

koncentration.

Figur 1. Eksempel pé kalibreringsscet og proediktionsscet. Prgven
pverst il venstre er kalibreringsprgven. Vi ved at denne er ren
fryptofan, og vi ved at koncentrationen er 2.67 uM.

Ud over de fire eksitations-emissions-landskaber, sé er det
eneste vi ved, at koncentrationen af tryptofan er 2.67 UM i den
kendte prave.

Trin 1: Beregn PARAFAC-model

Farste trin i at bestemme koncentrationen er at beregne en
passende PARAFAC-model. Vha. de veerktgjer vi tidligere

har diskuteret (Dansk Kemi, 93(1-2), 2012) finder vi, at tre
PARAFAC-komponenter er passende. Det antyder, at prgverne
i alt indeholder tre fluoroforer, som vi kan méle. Hver kompo-
nent er beskrevet ved en PARAFAC-emissionsloading og en
PARAFAC-eksitationsloading. Dvs. et estimeret emissions- og
eksitationsspektrum (figur 2).

Trin 2: Identificer tryptofan-komponent

Som udgangspunkt er nummereringen af komponenterne
arbitraer, men hvis man er bekendt med analytternes fluore-
scensegenskaber, kan man benytte disse estimerede spektre til
at identificere hver af de tre PARAFAC-komponenter. Dvs. at
i stedet for blot at have komponent 1, 2 og 3, kan vi navngive
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Figur 2. Estimerede loadings fra en PARAFAC-model.

disse. Det undlader vi i dette tilfeelde og i stedet identificeres
tryptofan pa anden vis. Ud over estimerede spektre far vi ogsa
en score-matrix, som er vist nedenfor.
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Figur 4. Score-matrix fra en PARAFAC-model med tryptofan
identificeret
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Figur 3. Score-maitrix fra en tre-komponent PARAFAC-model af fire
prover.

Der er et st score-veerdier for hver prgve og én sadan for hver
komponent. F.eks. kan vi se, at hvis vi tager emissionsloading
nummer et og eksitationsloading nummer et og ganger dem
sammen til et fluorescenslandskab, sa skal dette landskab
ganges med 27834 for at vise komponent ets bidrag til modellen
af den farste prave. Score-veerdien er altsa "koncentrationen” af
denne komponent, men i en form for arbitreer skala.

Prave nummer et er den kendte kalibreringsprave, der kun
indeholder tryptofan. Raekke et i scorematricen viser, at kompo-
nent to og tre er omtrent nul (5 og -8) sammenlignet med kom-
ponent et. Dette kan vi bruge til at identificere at komponent et
ma svare til tryptofan (figur 4).

Trin 3: Kvantifikation

Med tryptofan identificeret og med viden om at koncentratio-
nen af tryptofan er 2.67 uM i kalibreringsprgven, prove et, kan
vi nu simpelthen skalere score et, saledes at prave nummer et
har den rette veerdi (figur 5)

Hermed har vi praedikteret koncentrationen af tryptofan i
de tre ukendte prever uden at have kendskab til hvilke gvrige
kemiske analytter, der bidrager med overlappende signaler. Vi
kan sammenligne preediktionerne i figur 5 med de konkrete
koncentrationer, der blev brugt til at lave preverne: [0.00 pM,
1.58 pM, 0.88 uM]. Som man kan se, er praediktionerne ganske
teet pa de korrekte vaerdier.
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Figur 5. Score-matrix fra en PARAFAC-model skaleret til korrekt
fryptofan-koncentration i kalibreringsprave.

Outro

Anden-ordens kalibrering foretages oftest vha. PARAFAC

og vi har i denne klumme vist, hvordan dette kan geres samt
hvilke elementer, der indgar i kalibreringen. Flere detaljer kan
findes i litteraturen [5].
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