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En spektroskopisk hurtigmetode:
Protein i hvedekerner

Korn- og foderindustrien var blandt de forste, der fik ojnene op for spektroskopiske
hurtigmetoder og kemometri. Det handler om kvalitet og effektivitet i kvalitetskontrollen

Af Soren Balling Engelsen, Rasmus Bro & Lars Norgaard, Institut for Fodevarevidenskab, Det Biovidenskabelige Fakultet,
Kobenhavns Universitet

I de senere ar har hurtige spektroskopiske ma-
linger revolutioneret kvalitetskontrollen i den
primare fgdevareproduktion. Nerinfrargd
spektroskopi (NIR og NIT) er blevet imple-
menteret til preecis og hurtig kvalitetsovervag-
ning af millioner af korn-, malke- og kgdprg-
ver. Vi har veret vidne til et paradigmeskift i
fgdevareindustrien, hvor ingenigrer nu ud-
forsker processer ved at anvende “modelfrie”
empiriske metoder og spektroskopiske sensorer
til at supplere de traditionelle fysiske/kemiske
”harde” modeller og univariate malinger. Ngg-
len til denne succes ligger i synergien mellem
spektroskopi og kemometri. Vi vil her se pa et
eksempel fra kornindustrien, der demonstrerer
de unikke fordele ved disse teknologier.

Vi har i en tidligere klumme veret inde pa nm 00 600 3G 00 3000 2300
fordelene ved narinfrargd spektroskopi, som NIR IR
har vaeret hoveddrivkraften i udviklingen af
den tidlige kemometri i 80’erne. Nogle af disse fordele er spe- Figur 1. lllustration af hvorledes fundamentale molekylwre vibrationer i det
cielt indlysende for applikationer inden for korn- og foderstof- infrargde spektrum giver anledning til overtoner i det neerinfrarpde omrdde.

omradet, og det er heller ikke noget tilfelde, at referencebogen Fundamentale C-H- og O-H-streekningsvibrationer for sukrose gentages som
inden for nzrinfrargd spektroskopi: “Near-Infrared Technology ~ [f¢7ste overtone og anden overtone i det neerinfrargde spekirum.

in the Agricultural and Food Industries” er udgivet af den ame-

rikanske forening for cerealie kemikere (AACC) i 1987 [1]. N&-  vibrationer og tredje overtone af C-H-strekningsvibrationer og
rinfrargd spektroskopi méler overtoner og kombinationstoner af ~ dermed i princippet information fra alle organiske/biologiske
de fundamentale molekylere vibrationer, som
ligger i det infrargde omrade. Figur 1 viser, 20
hvorledes information om de fundamentale
molekylere vibrationer gentages som overtoner
i det nerinfrargde spektrum. Det ses, at der
kan opnas flere fordele ved at male pa overto-
nerne frem for de fundamentale svingninger.
For det fgrste absorberer fgrste overtone kun
ca. 1/10 sa kraftigt og den anden overtone kun
ca. 1/100 sa kraftigt som den fundamentale
vibration. Dette ggr det muligt at se gennem
stgrre mengde prgve, hvilket alt andet lige

vil gge samplingeffektiviteten. Desuden ses
ogsa, at den spektrale oplgsning er stgrre ved
fgrste overtone, og at man derfor kan forvente
bedre/mere information. I denne klumme vil vi 0
dog se pa et andet omrade af det nerinfrargde
spektrum nemlig det sn@vre spektrale om-
rade fra 850 nm til 1050 nm (figur 1 — sort pil). Dette spektrale Figur 2. Hvedekernernes protein indholdssorteret efter proteinindhold og
omréde indeholder anden overtone af O-H- og N-H-straknings- opdelt i henholdsvis kalibreringsset og testsct.

-
w
T

Protein indhold (y)
-
(=]

5 I i i ]
100 200 300 400 500
sample

dansk kemi, 89, nr. 12, 2008 @



/_
Det Kemometriske Rum

12

1 s oF naedaie
=R SN

L] ] ] 12 14 16 18
Lewols of progein

Figur 3. (A) Rd neerinfrargd transmittans (NIT)-spektre (850-1050 nm) af 415 enkelthvedekerner. (B) Anden afledte af NIT-spektre De enkelte hvedespektre er

farvede i forhold til deres proteinindhold.

forbindelser. Desuden har dette omrade meget lav absorbans,
hvorfor det er muligt at male igennem selv sterkt absorberende
materialer som korn.

Hvededata

Indtil for nyligt er nasten alle kornkvalitetsanalyser foretaget
pa prover bestaende af hundredvis af kerner og meget ofte i for-
malet form. Derved tabes informationen vedrgrende de enkelte
kerner. Hvis man vil vide noget om homogeniteten af et lot korn
er der ingen vej uden om enkeltkerneanalyser. Enkeltkerneana-
lyser bidrager til en gget forstaelse for variationen i et lot korn
og kan benyttes til at optimere valget af kornsort og anvendelse.
Hurtig ikke-destruktiv kvalitetsanalyse er derfor et vaerdifuldt
vaerktgj i kornforedling og kvalitetssortering.

I denne klumme vil vi evaluere et s@t hvedekerner (415) fra
43 forskellige hvedesorter dyrket to forskellige steder i Dan-
mark — vi bruger det som et kalibreringssat. Som testsat, til at
verificere at vores model virker, benytter vi et set hvedekerner
(108), der repraesenterer 11 forskellige hvedesorter malt to ma-
neder senere og repraesenterende et lidt stgrre range [2].

Vi vil fokusere pa hvedekernernes proteinindhold, da det i
store traek bestemmer anvendelsen af de forskellige hvedesor-
ter. Det er da ogsa proteinindholdet, der ofte belgnnes for ved
afregning til landmandene. For at udvikle en spektroskopisk
hurtigmetode er det normalt ngdvendigt at foretage reference-
malinger, i dette tilfeelde proteinindholdet som responsvariabel.
Nar man gnsker at bestemme proteinindholdet i korn, er det
stadig den gode gamle Kjeldahl-metode (ar 1883), der benyttes
til at bestemme nitrogenindhold, som via en faktor omregnes
til proteinindhold. Metoden er baseret pa forudsatningen, at
protein indeholder 16% nitrogen og at ikke-protein nitrogen kan
negligeres. Ikke sarligt elegant, men effektivt. Figur 2 viser
proteinvariationen i de to prgvesat. Som det fremgér af figuren
varierer proteinindholdet i hvedekernerne fra ca. 6% til ca.
17%.

Nzrinfrarode spektre

Enkeltkerne nerinfrargde transmissions (NIT)-spektre blev
malt pa en Infratec 1255 Food and Feed Analyzer (FOSS). Hver
kerne blev placeret i en karrusel med plads til 23 enkeltkerner
og transmissionsspektre blev malt fra 850-1050 nm (disse data
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kan downloades pa www.models.life.ku.dk). Det tager ca. 90
sekunder at méle de 23 kerner i en karrusel. Figur 3A viser de
nemest featurelgse NIT-spektre af de 523 hvedekerner, og det
bemerkes, at der kun er en svag tendens til at kerner med hgjt
proteinindhold har lave absorptioner. Det bemzrkes ogsa, at
NIT-spektrene trods den lave absorption ved den anden over-
tone har betragtelige absorptionsniveauer. Ved klassisk kvan-
titativ IR-spektroskopi skal man holde sig under 0,5 absorban-
senheder. I disse NIT-spektre ses absorbtionsniveauer pa over 3,
hvilket svarer til at under 0,1% af lyset slipper igennem prgven
til detektoren. Der er af forskellige arsager tradition for, at man
tager de anden afledte af n@rinfrargde spektre, da de anden
afledte fremkalder variationen i spektrene og fjerner simpelt
offset og line@re trends, som skyldes forskellige lyssprednings-
feenomener (vi vil vende tilbage til dette i en senere klumme).
Figur 3B viser de anden afledte af de 523 hvedekernespektre,
og farst efter denne transformation traeder proteinvariationen
tydeligt frem.

Kalibrering af hurtigmetode

Partial Least Squares Regression (PLS) er gennemgaet i den
forrige klumme og bruges rutinemessigt til at sammenholde
spektroskopiske data (hurtige malinger) med kemiske/fysiske
data (langsomme malinger). Vi demonstrerer nu opbygningen
af en pradiktiv PLS-model, som er i stand til at preediktere
proteinindholdet i en hvedekerne ud fra et malt NIT-spektrum
pa selvsamme kerne. Til dette formél udvikles en PLS-kalibre-
ringsmodel ud fra de 415 NIT-spektre (X) og 415 referencebe-
stemmelser af proteinindhold (y) for hvedekernerne i kali-
breringsszttet. For at ggre PLS-modelleringen sa simpel som
mulig har vi centreret alle data og benyttet fuld krydsvalidering
(denne teknik beskrives i en senere klumme) til bestemmelse af
antallet af signifikante PLS-komponenter.

Indledningsvis forsgger vi at lave en PLS-model uden at
benytte anden afledte af spektrene. Hvis vi benytter NIT-ra-
spektrene (figur 3A) opnds en Root Mean Square Error of Cross
Validation (RMSECYV), dvs. en gennemsnitlig fejl, pa 0,55%
protein ved brug af 11 PLS-komponenter. Denne kalibrerings-
fejl er i samme stgrrelsesorden som standardafvigelsen ved
referencebestemmelsen. Det betyder, at fejlen i PLS-modellens
pradiktioner primert kan henfgres til referencebestemmelsen »
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Figur 4. Predicted versus measured plot for proteinindhold i hvedekerner. (A) PLS-model (11 komponenter) baseret pa de ra NIT-spektre og (B) PLS-model (5
komponenter) baseret pad de anden afledte NIT-spektre. Kalibreringsscettet er farvet grdt og testseettet er farvet gront.

som den holdes op imod;
eller sagt med andre ord,
at PLS-modellen er tet
pa at have en betyd-
ningslgs fejl. Korrela-

MITdata #of FL3

Korrelation

Pradiktionafel (% protein)

tionskoefficienten for T
kalibreringsmodellen er
0,93 (tabel 1). Derefter
praedikteres de 108 hve-
dekernespektre i testset-

Komponenter Kal set (CV) Testset Kal Sei Test set
BMSECY  RBRMSEPF
093 0,96 0,55 G,70
2nd afledte 5 0,93 0,96 0,56 0,52

tet, og vi ser at Root
Mean Square Error of Cross Prediction (RMSEP) er stgrre
end kalibreringsfejlen. Dette er normalt et tegn pa en lettere
overfittet model, hvilket betyder at der er anvendt for mange
PLS-komponenter i modellen. Da scatterplottet for de predik-
terede vaerdier mod de aktuelle verdier (figur 4A) ser lineart
ud, kan modellen accepteres, men det er bekymrende, at fejlen
i testseattet er sa meget stgrre end fejlen i kalibreringssettet.
Hvis vi i stedet benytter de anden afledte af NIT-spektrene
som input til PLS-modellen opnas en langt mere simpel model
med kun fem PLS-komponenter. Denne kalibreringsmodel
giver ligesom for de ra NIT-spektre en RMSECYV pa 0,56%
protein, men ved brug af kun fem PLS-komponenter. Deref-
ter praedikteres de 108 hvedekernespektre i testsattet. I dette
tilfelde observeres det, at RMSEP (0,52%) er ganske lig med
RMSECV. Denne model er altsa at foretraekke frem for den
tilsvarende model bygget pa de ra NIT-spektre, forst og frem-
mest pga. den mere simple PLS-model, men ogsa pga. den
bedre praediktion der bl.a. fremgar af scatterplottet i figur 4B.
PLS-modellen kan nu bruges som en spektroskopisk hur-
tigmetode til bestemmelse af proteinindhold ud fra et NIT-
spektrum med samme eller mindre standardafvigelse som den
langsommere kemiske Kjeldahl-metode. Derudover kan de
optagne NIT-spektre samtidig bruges til bestemmelse af andre
kvalitetsparametre for kernerne som f.eks. vandindhold eller
maske bare til detektion af “syge” kerner.

Outro
Det er ikke svert at forestille sig, at denne hurtigmetode til
bestemmelse af protein i hvedekerner kan benyttes industrielt
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Tabel 1. Performance af PLS-kalibreringsmodel for bestemmelse af protein-
indhold i enkelte hvedekerner.

til at sortere hvede efter forskellige kvalitetsparametre, og der
er allerede nu pa markedet forsggsanlag, som uden problemer
kan sortere et ton enkelthvedekerner i timen. En af fordelene
ved at benytte kemometri er, at det er ngdvendigt at sortere ef-
ter kun én kemisk kvalitetsparameter. Det kan lige sa vel vere
en kompleks kvalitetsparameter som f.eks. bagekvalitet.

I den naste klumme vil vi komme ind p&, hvordan man kan
korrigere sine n@rinfrargde spektre for ugnskede lysspred-
ningsfenomener, sialedes at spektrene bliver bedre egnet til
kemometrisk modellering; herunder hvorledes den gennemga-
ede NIT-hurtigmetode for protein i hvedekerner kan forbedres
ved at bruge en dedikeret scatterkorrektion.
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