KEMOMETRI

Denne artikel er den tredje i en serie pd fire. Den sidste artikel kan leses i Dansk Kemi nr. 12.
Sampling II

- Laboratoriesampling for kemisk analyse

Her beskrives flere TOS-undersogelser, der er udfort i samarbejde med danske virksomhe-
der inden for analyse- og processektorerne. Formdlet var at gennemfore en komplet TOS-
karakterisering af laboratorieproveforberedelses- og -neddelingsprocedurer. Nogle typiske

problemstillinger belyses
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I et afgangsprojekt er der udfgrt en TOS-analyse af en dansk
procesvirksomheds primare samplingsforhold [1]. Samtidig
blev der udfgrt et mindre delstudie til at karakterisere sekun-
der/tertizer laboratoriesampling. Malet var en mulig fremtidig
implementering af en facilitet til online NIR-karakterisering af
mellemprodukter. Studiet blev udfgrt af ACACSRG som et
generelt generisk studie for potentielle NIR-applikationer i
procesindustriens kontrollaboratorier. Eksemplet illustrerer
betydningen af at gennemfgre en grundleggende
heterogenitetsundersggelse, der involverer alle trin i den totale
analyseprocedure, herunder homogenisering og subsampling. I
studiet blev fiskefileter karakteriseret mht. vand- og fedtind-
hold; overfgringsverdien af studiets resultater er ikke begraen-
set til konsum- og f@gdevareindustrien.

Homogenisering

Primare prgver (korrekt udtagne, repraesentative prgver i TOS’
forstand, se de to tidligere artikler i denne serie) ankommer til
det analytiske kontrollaboratorium. De vejer i gennemsnit ca.
500 g og sgges nu homogeniseret gennem intensiv farsering.
NIR-analysen udfgres vha. et NIR-reflektansudstyr, der
anvender en analyseprgve pa maksimalt 7,5 g. Det er derfor
ngdvendigt med en betydelig masseneddeling, hvilket her
svarer til en samplingsrate pa 1:75. NIR-spektre fas ved

bestraling gennem prgveglassets bund, figur 3, side 52. (Der er
her principielt tale om en yderligere subsampling, idet de
vasentligste bidrag til spektret kommer fra den nederste del af
farsen i prgveglasset. Det er der ikke taget hensyn til i dette
arbejde, idet denne fejlkilde er op til flere stgrrelsesordener
mindre end fejlkilden fra laboratorieprgveudtagningen).

De primare prgver farseres pa 1-2 minutter. Der anvendes en
laboratorieudgave af en foodprocessor. Stopkriteriet for
farsering er en erfaringsbaseret visuel bedgmmelse af »parti-
kelstgrrelse« og »homogenitet« for alle prgver (bedgmt af
samme erfarne laboratorietekniker). Ud fra den totale farserede
prévemangde i foodprocessoren udtages en delmangde pa ca.
1/75 (7,5 g), som overfgres til analyseglasset. Udtagning
foretages vha. en spatel e.l., idet det antages, at farseringen har
givet en »tilfredsstillende homogenisering«.

Det er meget sjeldent, at denne antagelse verificeres i dagligt
rutinearbejde, hvilket derfor reprasenterer en totalt ukendt
faktor i analysemetodens usikkerhedsbudget. Under normale
omstendigheder vil den analytisk-kemiske evaluering af den
totale analysefejl (TAE, figur 1 i fgrste artikel) alene omfatte
en reproducerbarheds- og repeterbarheds-evaluering af NIR-
analysen mht. de 7,5 g.

Ifglge TOS skal evalueringen af TAE ogsa omfatte samp-
lingsfejl, bide de fejl der stammer fra masseneddelingen (1/75) ,,
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fra foodprocessoren og fejl fra den videre reduktion ned til
analysevolumen. Det er desverre et dbent spgrgsmal, hvor ofte
denne type fejlkilder inkluderes i dagens standardanalyseusik-
kerhedsbudgetter.

Heterogenitetskarakterisering

Der blev gennemfgrt en fuldstendig TOS-analyse af prgve-
massens repraesentativitet udtaget i forholdet 1/75 til hele
foodprocessorens volumen, figur 2. Resultatet af analysen var
overraskende - og meget illustrativt. Foodprocessoren blev
underkastet en fuldstendig tgmning med efterfglgende analyse
af alle udtagne prgver, dvs. der blev udtaget en serie pa 74
prgver.

Med reference til [4] var der forinden blevet udfgrt en
multivariat kalibrering af NIR-instrumentet, inklusive testset-
validering [5]. For denne specielle heterogenitetsundersggelse
er kun kalibreringsmodellens relative prediktioner interessan-
te, idet alle prgverne praedikteres med samme model. Vi er
primart interesserede i de 74 analyseverdiers indbyrdes
relative spredning, idet de giver et kvantitativt indtryk af
heterogeniteten i det ferdigfarserede volumen. Analysens
resultater praesenteres grafisk i figur 3 og 4.
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Figur 3. Fedtbestemmelse for samtlige 74 replikater fra fuldstendig tpmning
af foodprocessor. Usikkerhedsgrenserne (kun indlagt for 50% af progverne)
stammer fra den uacceptable multivariate kalibreringsmodel.
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Figur 1. Flow-sheet for samlet sampling + analysearbejdsgang ved NIR-
analyse af fiskefars.

Figur 2. Blow-up af det kritiske
arbejdselement »homogenise-
ring«. Undersggelserne har

| pavist en markant forskel mellem

resulterende homogenitet.
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Figur 4. Vandbestemmelse for samtlige 74 replikater fra fuldstendig tgpmning
af foodprocessor. Usikkerhedsgrenserne (kun indlagt for 50% af progverne)
stammer fra den uacceptable multivariate kalibreringsmodel.

Markant inhomogenitet i »homogeniseret« laboratoriepulp
Figur 3 og 4 illustrerer, at homogeniseringsproceduren ikke
giver det forventede resultat, men er karakteriseret ved en
meget hgj grad af manglende homogenitet. En fuldsteendig
homogenisering ville have givet en felles stabil
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koncentrationsverdi for alle malinger, dvs. en flad, vandretlig-
gende forbindelseslinje mellem prgverne for hhv. vand- og
fedtindhold.

De to prgvers inhomogenitet kan karakteriseres ved replikat-
malingernes empiriske spredninger. TOS definerer variansen af
de individuelle heterogenitetsbidrag for en sadan fuldstendig
serie, s’(hi), som et kvantitativt mal for sammensatningsmas-
sig heterogenitet (se artikel 4), men for det nuvarende formal
er det nok at beregne de to analytters CV, som er et udmarket
mal for relativ spredning. CV = spredning/middelveerdi (%).
Vand: 2,3%, fedt: 71%. Isar fedtbestemmelsen er interessant.
Det afslgres klart, hvilken fundamental usikkerhed der kan
ligge bag det, der dagligt opfattes som veletablerede homogeni-
serings-/prgveudtagningsrutiner i analyselaboratoriet.

Konsekvenserne af at bruge en (eller to) udtagne prgver pa
7,5 g er katastrofale. Analyseresultaterne ligger endog meget
langt uden for almindeligt acceptable rammer for reproducer-
barhed (pracision). Hvad angar ngjagtighed er de maksimale
absolutte forskelle pa 20% for vand og 18% for fedt.

Brugen af kalibreringsprgver, der er udtaget efter en traditio-
nel samplingsprocedure, fgrer altsd meget let til fuldstendigt
upalidelige praediktioner. Som et eksempel er de relaterede
usikkerhedsgranser lagt ind pa figur 3 og 4. De fundamentale
prévetagningsusikkerheder dukker ogsa op som uacceptable
pradiktionsusikkerheder i forbindelse med den ngdvendige
multivariate kalibrering af NIR-spektrene; se [4] for detaljer.
Kun en TOS-verifikation af neddelingsproceduren sikrer en
palidelig beskrivelse af heterogeniteten.

Alvorlige konsekvenser for udokumenteret »homogenisering«

I det pagaeldende tilfelde peger resultaterne utvetydigt pa
ngdvendigheden af at (videre)udvikle den anvendte
»homogenisator« (foodprocessor). Den samme type
foodprocessor bruges i gvrigt i mange kontrollaboratorier, hvor
homogenisering er en ngdvendig del af prgveforberedelses-
proceduren.

Heterogenitetskarakterisering - helt nodvendig

De ressourcemassige anstrengelser forbundet med en grund-
leggende heterogenitetsundersggelse anfgres ofte som »ureali-
stisk store« eller »ungdvendige«, eller hele undersggelsen
afvises med henvisning til »velkendte erfaringer« eller »tradi-
tion«.

Den mest brugte afvisning er, at en evt. sampling-bias ikke
har nogen praktisk konsekvens, idet den samme prgveudtag-
ningsprocedure vil resultere i et »konstant sampling-bias«. Det
er en myte, og der er ikke grundlag for at antage konstant
sampling-bias. Samplingsteoriens to stgrste teoretikere, og
mest erfarne praktikere, har pavist, at denne antagelse er
fuldstendig uberettiget [2,3]. Hertil kommer prisen - at man
kompromitterer den aktuelle analytiske kalibrering pga.
manglende dokumentation af reprasentativitet.

Forskellige systemer og materialer - samme
heterogenitetskarakterisering

Undersggelsen viser verdien af altid at gennemfgre en grund-
leggende heterogenitetsundersggelse i laboratoriet (i gvrigt
ogsa af de primare/sekundare samplingstrin i analyse-
processen). Som péapeget i de to tidligere artikler spiller
udgangsmaterialets natur, dvs. dets grundliggende heterogenitet
og gennemsnitlige kornstgrrelse(r) m.v. en afggrende rolle for,
hvilken prgvestgrrelse der giver reprasentativitet (ngjagtighed
og pracision). Det er vigtigt, at en sdidan fundamental
heterogenitetskarakterisering giver en objektiv fastleggelse af
den optimale prgvestgrrelse (se naste artikel). Der findes en
nasten uoverskuelig reekke af systemer og materialer, som
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underkastes analyse inden for teknologi, videnskab og industri
- bade hvad angér materialesammenszatning og optimal
subsamplingstrategi. Men alligevel er kravet om og metoden
for heterogenitetsbeskrivelse identisk. Der findes altid prakti-
ske og enkle 1gsninger, selv inden for TOS’ strenge krav. En
»fuldstendig tgmning« behgver ikke ngdvendigvis at resultere
i en uendelighed af analyser. Ogsa her kan man foretage
praktisk sampling, se f.eks. figur 6.

Heterogenitetskarakterisering af miljoprover (jord)

Eksemplet stammer fra en aktuel evaluering af kemiske
miljganalyser. Analysemetoden kan f.eks. vaere ICP-OES, og
analytterne kan vere div. tungmetaller og ikke-flygtige PAH.
Prgvemediet udggres af »reprasentative jordprgver«. Det store
problem er feltprgvetagningen, jf. tidligere artikler, et problem
der altid behandigt overlades til et radgivende ingenigrfirma,
som er villig til at patage sig ansvaret.

Figur 5. Status for miljgpreve ved ankomst til laboratoriet. Typisk veegt ved
ankomst 1-2 kg; typisk analyseveegt 7,5 g. Normalt foretages subprgvetagning
ved udtagelse fra toppen af posen.

Det er ikke muligt at foretage den ngdvendige masseneddeling korrekt - og
dermed repreesentativt - uden at designe subprgveudtagningen herefter. Der
skal anvendes spaltedeler eller lignende. Se figur 6.

Figur 5 illustrerer et af de mest kritiske elementer i
provebehandlingsprocedurerne. Fra felten ankommer jordprg-
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verne typisk i plastikposer med en vagt pa 1-2 kg. Til ICP-
OES-metoden skal der imidlertid kun bruges ca. 2 g, hvilket
ngdvendigggr en samplingsrate i laboratoriet pa 1:100. Den
foretages i dag vha. en ske, som rummer 1,5-2,5 g. Dagens
procedurer foreskriver (for homogene prgver) udtagning fra et
lettilgeengeligt sted i posen. Heterogene prgver (visuel inspek-
tion) udtages ved anvendelse af en antydning til sammensat
provetagning, hvor del-prgver ganske vist sgges udtaget fra
forskellige omréader i posen, men hvor graden af balanceret
representativitet ikke er underlagt systematisk konsistens eller
kontrol. Mht. modtagelsesprocedurer og protokoller er de
praktiske problemer oftest overladt til en modtagelses-laborato-
rietekniker e.l., hvor kendskab til TOS ikke indgér i oplering-
sprogrammet. Det foreskrives f.eks. ikke, at posens indhold
ikke ma manipuleres mekanisk - hvilket er i direkte modstrid
med TOS’ krav om identisk sandsynlighed for alle potentielle
prgveudtagninger.

Analyselaboratorier, der bruger denne type prgveforbehand-
lingsteknik, rapporterer jevnligt om alvorlige problemer med
»konsistens af replikatresultater«. ACACSRG har interviewet
flere laboratorier, uden at nogen gnskede at videreformidle
konkrete tal for denne analysevarians eller at identificere sig.
Fejlen ligger dog ikke hos de pagaldende analyselaboratoriers
analysekvalitet. Der er udelukkende tale om laboratorie-
samplingsproblemer, der er enkle at korrigere.

Figur 6. Illustration af tilfeldig udvelgelse fra alle potentielle subprgver.
Ved en fuldstendig udtpmning vil TOS’ krav om tilfeeldig sampling med
identisk sandsynlighed kunne overholdes uden problemer.

Figur 6 viser, hvordan man kan foretage en »fuldstendig
tgmning« af et mindre antal hovedtyper af prgvemateriale (for
jordprgver kunne det f.eks. vere lerjord, sandjord, humus-
holdig jord osv.). Der ses et stadium af en fuldstendig
heterogenitetskarakterisering af sidstnavnte jordtype.

Fra en 2 kg feltprgve udtages 1000 prgver, svarende til et
analysevolumen pa 2 g. Herefter foretages en tilfeldig udvel-
gelse af et mindre antal til den egentlige kemiske analyse. TOS
har detaljerede forskrifter for, hvordan man bestemmer, hvilket
antal der er ngdvendigt - samtidig med at man udvikler en
sekventiel heterogenitetskarakterisering. Nar den fundamentale
karakterisering er udfgrt, kan man med sikkerhed foretage
eventuelle mindre modifikationer.

Praktisk procedure i laboratoriet som overholder TOS-krav

Man gnsker at bestemme, hvilket minimum antal prgver der
modsvarer en pa forhand given pracision og ngjagtighed. TOS
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har detaljerede forskrifter for, hvordan man kan gé fra en a
priori gvre grense for acceptabel representativitet (udtrykt
som gvre grense for ngjagtighed og praecision) til den modsva-
rende optimale prgvestgrrelse, som er (tvingende) ngdvendig,
se artikel 4.

Heterogenitetskarakterisering - kun en gang for alle

Nar man har gennemfgrt en korrekt karakterisering, har man
information til at designe en korrekt og reprasentativ rutine-
procedure for laboratoriesubprgvetagning. Det er kun ngdven-
digt med en korrekt masseneddeling (f.eks. gennem spaltede-
ler), idet man nu med sikkerhed ved, hvilket prgvevolumen der
er optimalt. Det koster nasten ingenting at indfgre sddanne
rutineprocedurer i det daglige laboratoriearbejde, men gevin-
sten er enorm.

For et professionelt analyselaboratorium burde en engangs-
karakterisering af den/de mest almindelige prgvemedier under
ingen omstendigheder kunne afvises pga. gkonomi eller
ressourcer. Der er kun behov for et meget lille antal analyser
pr. prgvetype for hver hovedtype prgvemateriale. Det drejer sig
om mindre end 100 analyser. Antallet ma ses i lyset af det antal
préver, som dagligt udfgres i laboratoriet. Man kan altsa enkelt
reducere/eliminere den/de grundleggende samplingsfejl (10-
100 gange stgrre end den kemiske analysefejl, jf. fgrste artikel)
til et operationelt minimum ved én gang at gennemfgre den
beskrevne procedure. Omkostningerne vil selv under de
dyreste gkonomiske analyseforhold hgjst svare til en brgkdel af
en uges analysearbejde, meget ofte betydeligt mindre.

Hyvilket analyselaboratorium bliver det fgrste kommercielle i
Danmark, som opnér den meget betydelige komparative fordel,
det vil veere at kunne akkreditere sig som nedenstaende?

»Laboratoriesamplingsfejl er eliminerede - der anvendes
korrekt og repraesentativ prgvetagning pa alle trin i analysepro-
cessen«.
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