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Bestemmelse af dioxin i fiskemel ud fra
tedtsyresummensatningen

| forrige kemometriske klumme udforskede vi, hvordan de forskellige fedtsyrer i fiskemel
indbyrdes korrelerer, og hvordan de er kvalitativt relaterede til dioxinindholdet. Her vises
en kvantitativ model, der ud fra fedtsyresammensatningen forudsiger mangden af dioxin i

fiskemelet

Af Karin Kjeldahl, Thomas Skov, Soren Balling Engelsen, Rasmus Bro og Lars Norgaard, Kobenhavns Universitet

Dioxiner er giftige og derfor s@rdeles ugnskede 1 fodevarer.
Ise@er fiskeprodukter er 1 fokus, da dioxiner fra (naturlig og
menneskeskabt) havforurening ophobes gennem fodekaden 1
fiskenes fedtvaev, og en hurtig og effektiv metode til kvantifi-
cering at dioxiner er dertfor hgjst gnskverdig. I forrige klumme
fandt vi ud af, at der er korrelationer mellem dioxinindholdet og
fedtsyresammensatningen, som maske skyldes, at fedtsyresam-
mensa&tningen afspejler fiskens fode, art, niveau 1 fegdekaeden og
fangststed. V1 vil her forsgge at opbygge en kvantitativ model,
der kan give et bud pa dioxinindholdet i en given fiskemelsprg-
ve ud fra dens fedtsyresammensa&tning. Verktgjet til det er Par-
tial Least Squares (PLS) regression, som tidligere er beskrevet 1
Det kemometriske Rum (Dansk Kemi 11, 2008).

Data
Som beskrevet i Dansk Kemi 5, 2009 bestar datasattet af
analyser af 64 fiskemelsprgver fra forskellige fede fiskearter
fanget 1 en rekke farvande omkring Danmark over en periode
pa nesten to ar. Fedtsyreprofiler med 32 fedtsyrer er bestemt
vha. GC med flammeioniseringsdetektion (GC-FID). Dioxin er
bestemt med HRGC-HRMS efter WHO standard (se mere 1 [1])
og varierer mellem 1,1 og 47,1 ng toksiske ®&kvivalenter (TEQ).
Til PLS-modellerne opdeles data i en X-blok med GC-malin-
gerne [64 x 32] og en y-blok med den tilhgrende dioxinverdi
[64 x 1]. Da det forventes, at fedtsyrer i sma koncentrationer
kan vere lige sa vaesentlige som fedtsyrer 1 hgje koncentratio-
ner, autoskaleres X-blokken. Med kun én variabel (dioxin) i
y-blokken har skalering ingen betydning, sa y-blokken centreres
kun.

Kan vi overhovedet lave en model?

Forst beregnes en PLS-model, der kvantitativt relaterer mgn-
steret af samtlige 32 fedtsyrer til dioxinindholdet. Resultatet

er bl.a. en regressionsvektor, der angiver en vagtning for hver
fedtsyre (evt. negativ), sadan at det summerede produkt over
alle fedtsyrer giver en modelleret dioxinvardi. Hvis regressions-
vektoren b’s elementer b,,b,, ... b;, angiver en vegt for hver af
de 32 fedtsyrevariable 1 X, sa kan dioxinvaerdien y for den i’te
prgve beregnes saledes:
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For en god model er der fin overensstemmelse mellem de pra-
dikterede verdier og referencevardierne, for hver prgve viser,

at vi med vores PLS-model med 6 komponenter kan pradiktere
dioxinindholdet med en gennemsnitlig krydsvalideringsfejl pa
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4.2 ng TEQ pr. kg fedt, hvilket ma siges at vere en fornuftig
model set over hele koncentrationsomradet (1,1-47,1 ng TEQ
pr. kg fedt). Krydsvalideringsfejlen betegnes RMSECV (Dansk
Kemi 8, 2008) og er et bud pa, hvor stor en pradiktionsfejl vi
kan forvente pa fremtidige praediktioner. Pradiktionsfejlen
skyldes en kombination af utilstrekkelighed i modellen og ma-
leusikkerhed pa referencevardierne og fedtsyrevardierne.
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Figur 1. Preedikterede vardier vs. malte dioxinvaerdier for alle 64 prgver.
Den gennemsnitlige fejl (RMSECV) er 4.2 ng TEQ pr. kg fedt. Under ideelle
omstendigheder (dvs. perfekt model og mdlinger uden stgj) skulle punkterne
ligge pa den gronne linje.

[ PCA er score- og loadingplot nyttige 1 fortolkning, og no-
get tilsvarende findes ogsa for PLS. Med loadings kan man i
forskellige kombinationer af PLS-komponenter se de interne
relationer mellem variablene, men altid kun for den del at
variationen, der er forklaret af de viste PLS-komponenter. Det
betyder, at to variable godt kan vare positivt korrelerede for
nogle kombinationer af loadings og negativt for andre. Helt
tilsvarende gelder for PCA-loadings. Det samlede billede over
alle kKomponenter er opsummeret 1 regressionsvektoren, der
viser hvor meget og med hvilket fortegn hver enkelt variabel
bidrager til at forudsige y-variablen.

Regressionsvektoren for vores model (figur 2) viser, at de fire
vigtigste fedtsyrer er C24:1 n-9, C18:2 n-6, C22:6 n-3 og C20:1
n-9, og at disse to og to tilsyneladende er modsat korrelerede ift.
dioxin — jo mere C24:1 n-9 eller C18:2 n-6, des hgjere dioxin-
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indhold og modsat for C22:6n-3 og C20:1n-9. Derimod synes
eksempelvis Cl14:0 og C20:1 n-7 at vere tilnermelsesvis uden
betydning for forudsigelsen af dioxinindholdet. Nogle af disse
konklusioner kan umiddelbart virke som lidt modstridende
med, hvad der blev fundet med PCA (Dansk Kemi1 5, 2009, men
det skyldes netop, at kun de to fgrste PCA-komponenter blev
inspiceret, og at de "kun” forklarede cirka 59% af variationen.
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Figur 2. Regressionsvektoren for en 6-komponent PLS-model med alle
32 fedtsyrer. Variable med stor positiv eller negativ veegt betyder mest for
dioxinbestemmelsen.

Ved PLS-modellering er fokus ofte mindre pa det eksplorative
og mere pa ngjagtige prediktioner og en robust model, dvs. en
model der er mindre fglsom for, at kommende prgver maske ad-
skiller sig en smule fra dem, modellen er bygget pa. Det kan jo
vare, at der er sma a@ndringer for de fisk, der fanges i fremtiden,
ift. de fisk der er benyttet 1 dette datasaet, og det skulle modellen
gerne kunne handtere.

Kan vi gore det lidt bedre?
En made at forbedre modellen er ved at anvende variabelselek-
tion. Man kan f.eks. valge kun at medtage de fire vigtigste fedt-
syrer fundet via figur 2. Det giver en simplere model med kun 3
PLS-komponenter, dvs. der er langt faerre parametre i modellen,
hvilket kan ége robustheden. Til gengald falder ngjagtigheden
pa prediktionerne; RMSECYV bliver for denne model 4.6 ng
TEQ pr. kg fedt. Sidan kan man pa forskellig vis lege med for-
skellige kombinationer af variablene for at finde den optimale
lgsning. Vi fandt her, at en kombination af 13 variable med 4
PLS-komponenter kunne give os en praediktionsfejl pa 3.3 ng
TEQ pr. kg fedt, hvilket altsa bade forbedrer og forenkler vores
praediktionsmodel.

Man kunne ogsa forestille sig, at man var s@rligt interesseret
1 et bestemt koncentrationsomrade, f.eks. lige omkring granse-
verdien, og at man optimerede modellen 1 dette interval, evt.
med yderligere prgvetagning. Vil man have et mere retvisende
bud pa den forventede fejl i fremtiden, er den bedste vej at
oentage forsgget og teste modellen pa et s@t nye prgver - sakaldt
testset-validering.

Outro
V1 har her lavet en model, der er 1 stand til at bestemme en
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vanskeligt tilgengelig verdi, dioxin, ud fra en fedtsyreprofil,
der er forholdsvis enkel at bestemme. Der er tale om en model
baseret pa indirekte sammenhange, nemlig at dioxinindholdet
er relateret til fedtsyreprofilen via den art og fangstomrade som
fedtsyresammensatningen afspejler. Det er fuldt tilstrekkeligt
for f.eks. rutinekontrol af mange prgver, men nye omstendighe-
der, f.eks. andre arter, fangstomrader m.v., vil kunne bryde den
indirekte korrelation og gdeleegge modellens validitet.
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Nyt om...

... Intelligente cancermidler

Tyrkiske forskere har fremstillet et cancermiddel, der skal
genkende hgje koncentrationer af bade protoner og natriu-
mioner, for det kan virke. Sddanne koncentrationer findes

inde i en cancercelle, hvor pH kan veare sa lavt som 4. Nar
ovenstaende forbindelse har konstateret begge disse krav op-
fyldt, kan den fungere som sensitizer og ved belysning give
anledning til dannelse af singlet oxygen, som draber cellen.
Carl Th.

Molecular Logic Gates Meet Cancer Therapy, Journal of the American
Chemical Society 131, 2009, side 48
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