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1 Motivation

Chemometrische Verfahren wie die multivariate Analyse beschaftigen sich damit, aus Spektren von Substanzen
guantitative Informationen Uber die enthaltenen Inhaltsstoffe zu gewinnen. Ein dafir sehr hdufig angewendetes
Verfahren ist die Partial-Least-Squares-Regression (PLS), bei der ein Satz von Proben mit bekannten Inhaltsstof-
fen und Konzentrationen verwendet wird, um einmalig fiir jeden betrachteten Inhaltstoff ein sogenanntes
»Kalibriermodell* zu erstellen. Mit deren Hilfe ist es danach mdglich, aus dem Spektrum einer unbekannten Probe
guantitative Konzentrationsinformationen zu erhalten. Der zur Erstellung der Kalibriermodelle verwendete Pro-
bensatz muss dabei eine Reihe von Bedingungen erfullen und erfordert eine sorgfaltige Aufhahme der Spektren.
Derartige Methoden werden zum Teil bereits kommerziell eingesetzt, beispielsweise zur Untersuchung von
Wein [9] oder Milch [10]. Auch im Institut fiir Biophysik wurde die beschriebene Methode bereits zur Untersu-
chung von Blut [11], Dialysefliissigkeit [12] und Bier [13] verwendet.

In diesem Versuch sollen Kalibriermodelle fir Fruchtséfte erstellt werden, um damit die Konzentrationen von
Glucose, Fructose, Saccharose, Apfelsdure und Zitronenséure zu ermitteln. Dabei soll sowohl die Erstellung und
Optimierung als auch die Validierung derartiger Kalibriermodelle betrachtet werden. Der Versuch beginnt mit der
Aufnahme von IR-Spektren von reinen Zuckerlésungen, um sich zundchst mit dem Spektrometer, dem Messab-
lauf und dem generellen Aussehen von MIR-Spektren vertraut zu machen. Da hierbei wéssrige Proben verwendet
werden, wird die dafiir sehr gut geeignete Technik der ,,abgeschwichten Totalreflexion* (ATR) als Probeninter-
face verwendet. Der Versuch endet mit der Anwendung der erstellen und validierten Kalibriermodelle zur Analy-
se einer eigenen Fruchtsaftprobe.

2  Grundlagen

2.1 FTIR-Spektroskopie

Bei der Infrarot-Spektroskopie werden Bindungen in Molekilen zu Schwingungen angeregt, weshalb diese auch
als Schwingungsspektroskopie bezeichnet wird. Anhand der Position der Absorptionsbanden lassen sich Riick-
schlisse auf die Art der Schwingung sowie auf die daran beteiligten Atome ziehen. Die Grundmoden der
Schwingungen befinden sich dabei hauptséchlich im mittelinfraroten Spektralbereich (A = 3 — 50 um). Aufgrund
mehrerer gravierender Vorteile werden in diesem Bereich fast ausschlieflich Fourier-Transform-Spektrometer
eingesetzt.

In Abbildung 1 ist das IR-Spektrum von fliissigem Wasser gezeigt, was einen sehr starken Absorber im Mittelinf-
raroten darstellt. Die breite Bande zwischen 3000 und 3500 cm™ entsteht durch die O-H-Streckschwingung, die
Bande knapp oberhalb von 1500 cm™ durch die O-H-Biegeschwingung von H,O. Da in Wasser geloste Substan-
zen oftmals eine deutliche kleinere Absorption zeigen, wird in diesem Spektralbereich bevorzugt mit der Diffe-
renz-Spektroskopie gearbeitet. Dabei wird von dem Probenspektrum ein sogenanntes Hintergrund-Spektrum ab-
gezogen, das jeweils nur von dem verwendeten Lésungsmittel (Hier: Destilliertes Wasser) aufgenommen wurde.
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Damit werden auch kleine Absorptionswerte deutlich besser sichtbar und das Spektrum wird nicht mehr von dem
(spektral zumeist uninteressanten) Lésungsmittel dominiert.
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Abbildung 1: (ATR-) IR-Spektrum von flissigem Wasser (H,0).

Der Vorteil der Spektroskopie im Mittelinfraroten liegt vor allem in der hohen Spezifitat der Absorptionsbanden.
Im sogenannten Fingerprint-Bereich (etwa 1000 — 1500 cm™) lassen sich so auch sehr dhnliche Molekile wie
beispielsweise Glucose, Fructose und Saccharose (siehe Abbildung 2a - c) trotz starker Uberlappung deutlich un-

terscheiden (siehe Abbildung 3). Dies stellt eine fundamentale Voraussetzung zur Anwendung chemometrischer
Methoden dar.
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Abbildung 2: Strukturformeln von (a) a-D-Glucopyranose, (b) B-D-Fructopyranose, (¢) Saccharose,
(d) L-Apfelsaure und (e) Zitronensaure.
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Abbildung 3: (ATR-) IR-Spektren von jeweils 1,0 Gew.-% Glucose, Fructose und Saccharose.
Als Hintergrund wurde destilliertes Wasser abgezogen.

2.2  ATR-Spektroskopie

Wie in Kapitel 2.1 bereits beschrieben, stellt Wasser im Mittelinfraroten einen sehr starken Absorber dar. Bei
Transmissionsmessungen von wassrigen Proben muss daher die Schichtdicke unterhalb von etwa 20 um liegen,
damit nach der Probe noch geniigend Licht zur Detektion vorhanden ist. Eine Methode, um derartige Proben ohne
spezielle Kiivetten vermessen zu konnen, stellt die sogenannte ,,abgeschwéchte Totalreflexion™ (ATR) dar. Dabei
wird der Lichtstrahl in einem bestimmten Winkel durch ein Medium mit im Vergleich zur Probe hohen Brechzahl
geleitet, so dass es an der Ubergangsstelle zwischen Medium und Probe zur Totalreflexion kommt. Das Medium
wird dabei auch als ,,internes Reflexionselement (IRE) bezeichnet. Der Lichtstrahl dringt aufgrund von Stetig-
keitsbedingungen am Reflexionspunkt in die Probe ein und féllt darin exponentiell ab, was als ,,evaneszentes
Feld* bezeichnet wird. Innerhalb der Probe kann es dennoch zu Absorptionsprozessen kommen, so dass der total-
reflektierte Strahl spektrale Informationen (ber die in der Probe vorhandenen Stoffe enthalt.

Die Eindringtiefe d, héngt dabei von der Wellenldnge A des
Lichts, dem Einfallswinkel 6 und den Brechzahlen von IRE (n;)
und Probe (n,) ab:

Typischerweise liegt die Eindringtiefe bei einem Bruchteil der
Wellenldnge, so dass auch stark absorbierende Proben wie
wassrige Losungen gut vermessen werden konnen. Durch die
Wellenldngenabhangigkeit erscheinen Absorptionshanden bei
groBeren Wellenlangen im Vergleich zu Transmissionsmessun-
gen hoher. Als IRE werden haufig trapezférmige Kristalle ver-
wendet, so dass es zu mehreren Totalreflexionen kommt und
die effektive Eindringtiefe damit erhoht wird (siehe
Abbildung 4). In diesem Versuch wird ein Kristall aus ZnS
(n = 2,2) verwendet, der unter einem Einfallswinkel von 45° auf
der Oberseite vier Reflexe besitzt.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der
abgeschwachten Totalreflexion.



2.3  Chemometrische Methoden

Die folgenden Kapitel behandeln lediglich die Grundlagen, die zum Verstandnis der Partial-Least-Squares-
Regression bendtigt werden. Tiefergehende Informationen sind z.B. in [5] und [6] zu finden.

2.3.1 Univariate Kalibrierung

Laut dem Lambert-Beerschen Gesetz gilt unter bestimmten Voraussetzungen ein linearer Zusammenhang zwi-
schen der Konzentration c¢ eines Stoffes und der Absorption A bei einer bestimmten Wellenlénge.

AA)=e(A)-c-d < c:a

Da in der Regel der Extinktionskoeffizient & unbekannt und bei der ATR-Technik auch die Schichtdicke d nicht
genau bekannt ist, muss der Proportionalitatsfaktor zundchst bestimmt werden. Dies geschieht durch einen Satz
von N unterschiedlichen Proben mit bekannten Konzentrationen c;, deren Absorptionswerte A; spektroskopisch
bestimmt werden. Auf diese Weise erhédlt man N Gleichungen des Typs

c,=b, +b,-A, mit i=12,...,N

Zur Losung dieses linearen Gleichungssystems geht man zu den Residuen r; Uber, welche die Abweichungen zwi-
schen den tats&chlichen und den rechnerisch ermittelten Konzentrationen darstellen:

r=c,—b,—b,-A, mit i=12,...,N

Zur Bestimmung von by und by wird nun verlangt, dass die Summe der quadrierten Abweichungen minimal sein
soll (least-squares-Regression):

N N
Zriz :Z(Ci _bo _bl 'Ai)2 :f(bo'bl)_)minima|
i=1 i=1

Dies fuhrt zu den beiden Gleichungen

ﬂ=O und ﬁ=O,
ob, ob,

die numerisch gelést werden kénnen. Mit den ermittelten Werten fuir by und by lasst sich nun die Konzentration
einer unbekannten Probe aus der gemessenen Absorption vorhersagen. Da in diesem Fall nur die Absorption bei
einer Wellenl&nge variiert wird, spricht man auch von einer univariaten Kalibrierung.

2.3.2  Multivariate Kalibrierung

In der Regel handelt es sich bei den untersuchten Proben um Stoffgemische, in denen mehrere absorbierende Sub-
stanzen vorhanden sind und deren Konzentrationen unabhangig voneinander variieren kénnen. Dabei kommt es
sehr haufig vor, dass sich die Absorptionsbanden der betrachteten Inhaltsstoffe (iberlappen, so dass die Absorpti-
on bei einer einzelnen Wellenldnge nicht mehr nur die Information einer einzelnen Substanz tragt und damit die
univariate Kalibrierung nicht mehr ausreicht. Bei der multivariaten Kalibrierung werden daher die Absorptions-
werte bei mehreren Wellenldngen genutzt, um die Konzentration eines Stoffes zu bestimmen. Durch die Berlick-
sichtigung von K verschiedenen Wellenldngen bei N unterschiedlichen Proben erhélt man damit folgendes Glei-
chungssystem:

¢, =b,+> b, -A, mit i=12,..,N

Die generelle Vorgehensweise ist dabei analog zur univariaten Kalibrierung. Die ermittelten Werte fiir by bis bg
werden dabei oft zu einem sogenannten b-Vektor zusammengefasst und als Kalibrationsmodell bezeichnet. Fir
jeden untersuchten Inhaltsstoff erhalt man damit einen eigenen b-Vektor, der nach Multiplikation mit den Absorp-
tionswerten eines Spektrums einer unbekannten Probe die Konzentration des entsprechenden Stoffs liefert. Es
genligt somit ein einziges Spektrum, um mit Hilfe mehrerer Kalibrationsmodelle (d.h. mehrerer b-Vektoren) die
Konzentrationen mehrerer Inhaltsstoffe zu bestimmen.



2.3.3  Partial-least-squares-Regression (PLS)

Zur Losung des in Kapitel 2.3.2 gezeigten Gleichungssystems ist eine Reihe von Schritten nétig, die hier nicht im
Detail vorgestellt werden konnen. Prinzipiell werden die spektralen Daten (d.h. die Absorptionswerte A;y) in Li-
nearkombinationen (sog. Scores) zusammengefasst. Wie stark die einzelnen Wellenlangen dabei jeweils gewichtet
werden, wird durch die sog. Loadings vorgegeben, die liber die oben gezeigte least-squares-Regression bestimmt
werden. Die einzelnen Linearkombinationen werden dabei auch als latente Variablen oder PLS-Komponenten
bzw. -Faktoren bezeichnet.

Die Bildung der Linearkombinationen erfolgt anhand der Maximierung der Kovarianz zwischen den Konzentrati-
onswerten und den Absorptionswerten. Praktisch bedeutet dieses Vorgehen, dass die Absorptionswerte nur bei
solchen Wellenlangen stark gewichtet werden, wenn deren Varianz mit einer Varianz in der Konzentration ein-
hergeht. Variieren die Absorptionswerte, ohne dass die Konzentration variiert (z.B. im Falle von Rauschen), so
werden die entsprechenden Werte nur schwach gewichtet oder gar nicht verwendet. Die ersten PLS-Komponenten
enthalten somit die zur Konzentrationsbestimmung besonders relevanten spektralen Daten (und kénnen dabei dem
Spektrum der Reinsubstanz &hneln), wahrend die héheren Komponenten lediglich das Rauschen abbilden. Es bie-
tet sich daher an, bei der Erstellung des Kalibriermodells nach einer bestimmten Anzahl von PLS-Komponenten
abzubrechen. Werden zu viele Komponenten verwendet, so steigt der Fehler der Konzentrationsvorhersage an, da
der Rauschanteil zu stark beriicksichtigt wird (Overfitting). Bei zu wenigen Komponenten reichen die spektralen
Informationen nicht aus, um die Konzentration korrekt zu bestimmen (Underfitting). Da man aus Stabilitatsgriin-
den die Anzahl der Komponenten mdéglichst gering halten méchte, verwendet man in der Praxis diejenige Anzahl,
bei der der Fehler der Konzentrationsvorhersage ein erstes Minimum erreicht. Die Anzahl der verwendeten PLS-
Komponenten wird dabei auch als Rang bezeichnet.

2.3.4 Datendesign

Die Giite eines Kalibriermodells héngt entscheidend von den dafiir verwendeten Proben ab. Allgemein gilt, dass
ein Modell umso besser wird, je mehr Proben zur Kalibrierung verwendet werden. Es zeigt sich jedoch, dass eine
sorgféltige Auswahl der Proben erheblich bessere Ergebnisse liefern kann als eine zufallige Auswahl, selbst wenn
die Anzahl der Proben dabei verringert wird. Diese Auswahl sollte nach folgenden Kriterien erfolgen:

e Die Konzentrationen der untersuchten Inhaltsstoffe sollten unabhéngig voneinander variieren, so dass
moglichst alle Kombinationen im Probendatensatz vorkommen (d.h. sowohl Probe mit hoher Konzentra-
tion von Inhaltstoff A und niedriger Konzentration von Inhaltsstoff B als auch umgekehrt).

e Die Konzentrationen sollten den gesamten spater zu erwartenden Bereich abdecken, diesen jedoch auch
nicht zu sehr tiberschreiten.

¢ Innerhalb dieses Konzentrationsbereichs sollten die Proben mdglichst gleichméalig verteilt liegen.

Konnen die Kalibrierproben selbst hergestellt und damit die Konzentrationen der Inhaltstoffe frei gewéahlt werden,
so gibt es verschiedene Mdglichkeiten, die oben genannten Kriterien zu erfillen. Im einfachsten Fall werden fiir
jeden Inhaltsstoff gleichmaRig verteilte Konzentrationsniveaus festgelegt und jeweils eine Probe fir jede mogliche
Kombination von Konzentrationen erstellt (Full Factorial Design). Dies fihrt in der Regel schnell zu einer sehr
grofRen Anzahl von Proben, bei flinf Inhaltsstoffen mit jeweils sieben Konzentrationsniveaus ergeben sich bei-
spielsweise 7° = 16807 Proben. Daher wurden Verfahren entwickelt, die die Anzahl der benétigten Proben deut-
lich reduzieren, ohne dabei die obigen Kriterien zu verletzen. Ein Beispiel hierfur stellt das Multilevel Multifactor
Design dar [7, 8], mit dem die bendtigte Anzahl von Proben fiir das obige Beispiel auf 49 verringert werden kann.

2.4  Validierung

Sowohl zur Bestimmung des optimalen Rangs als auch zur generellen quantitativen Beurteilung eines
Kalibriermodells gibt es eine Reihe von Validierungsverfahren. Hierzu werden in jedem Falle die Konzentrati-
onswerte der Kalibrierproben benétigt, die entweder durch eine mdglichst genaue Referenzanalyse ermittelt wer-
den mussen oder durch das kunstliche Herstellen der Proben bereits bekannt sind.



2.4.1 Determinationskoeffizient

Einen ersten Hinweis auf die Qualitat eines Kalibriermodells liefert das Quadrat des Korrelationskoeffizienten r,
der sogenannte Determinationskoeffizient R2. Dieser ist ein Mal fir den Grad des linearen Zusammenhangs zwi-
schen den vorhergesagten Konzentrationswerten und den bekannten (wahren) Werten. Der Wert von R2 variiert
dabei zwischen 0 und 1 und wird meist in % angegeben. Je ndher R2 an 100% heranreicht, desto aussagekréftiger
ist die Regression. Allerdings sagt dies nichts tber die Genauigkeit der Konzentrationsvorhersage aus.

2.4.2  Kreuzvalidierung

Bei der Kreuzvalidierung handelt es sich um ein Verfahren zur Bestimmung des Vorhersagefehlers, bei dem samt-
liche Proben sowohl zur Kalibrierung als auch zur Validierung verwendet werden. Dazu wird bei der haufig an-
gewandten leave-one-out-Methode jeweils eine Probe aus dem Kalibrationsdatensatz entfernt. Aus den Ubrig ge-
bliebenen Proben wird ein Kalibriermodell erstellt, mit dem die Konzentration der heraus gelassenen Probe vor-
hergesagt wird. Dies wird nacheinander mit jeder einzelnen Probe durchgefiihrt. Die Abweichungen der vorher-
gesagten (Cimoden) VON den tatséchlichen Konzentrationen (i wanr) €rgeben dann den sogenannten Root Mean Squa-
re Error of Cross Validation (RMSECV):

N 2

RMSECV = \/1 Z(ci,modell - Ci,wahr )

i=1

Der Vorteil der Kreuzvalidierung besteht vor allem darin, dass keine unabhéngigen Proben zur Validierung beno-
tigt werden, jedoch ist dadurch auch die Aussagekraft des RMSECV eingeschrénkt.

2.4.3  Test-Set-Validierung

Eine besonders aussagekréftige Methode zur Bestimmung des Vorhersagefehlers ist die sogenannte Test-Set-
Validierung, bei der neben dem Probensatz zur Erstellung des Kalibriermodells ein zweiter, davon vollkommen
unabhéngiger Probensatz mit bekannten Konzentrationen zur Validierung verwendet wird. Hierbei wird nur ein
Kalibriermodell erstellt, mit dem die Konzentrationen der n Test-Set-Proben vorhergesagt werden. Der sich aus
den Abweichungen der vorhergesagten von den wahren Konzentrationen ergebende Vorhersagefehler wird in
diesem Fall als Root Mean Square Error of Prediction (RMSEP) bezeichnet:

n 2

RMSEP= \/EZ(Ci,modell - ci,wahr )

Nz

Der Nachteil dieser Methode besteht in der grofReren Zahl der benétigten Proben. Bei einer gentigend hohen An-
zahl von Kalibrierproben kénnen aus diesen eine Reihe von Test-Set-Proben ausgewahlt werden, die dann fir das
Kalibriermodell nicht mehr zur Verfligung stehen. Bei der Auswahl der Test-Set-Proben sollten jedoch in jedem
Falle die gleichen Kriterien angewendet werden wie bei der Auswahl der Kalibrierproben (siehe Kapitel 2.3.4).

2.4.4  Ausreiller

Bei der Erstellung von Kalibriermodellen kann es bei einzelnen Proben zu besonders groRen Abweichungen bei
der Konzentrationsvorhersage kommen, die in diesem Fall als ,,Ausreifler” bezeichnet werden. Diese durfen je-
doch nicht einfach aus dem Modell entfernt werden! Erst nach der n&heren Untersuchung der Ursache (oftmals
durch Analyse des entsprechenden Spektrums) kann dariiber entschieden werden, ob es legitim ist, die Probe zu
entfernen oder ob das Kalibriermodell gedndert werden muss. Mégliche Ursachen kdnnen hierbei eine schlechte
Spektrenqualitét, eine fehlerhafte Angabe der Konzentration oder auch das Auftreten neuer Inhaltsstoffe sein.
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Vorbereitung auf den Versuch

Was sind die Vorteile eines Fourier-Transform-IR-Spektrometers gegentiiber einem dispersiven Gerat?

Wie groR ist bei dem in diesem Versuch verwendeten ATR-Kristall die effektive Eindringtiefe eines IR-
Strahls mit 1000 cm™ in die Probe?

Unter welchen Bedingungen gilt das Lambert-Beersche Gesetz?

Was ist der Unterschied zwischen univariater und multivariater Kalibrierung und wann ist letztere notig?
Was ist der Unterschied zwischen einer Kreuz- und einer Test-Set-Validierung?

Was sind Kriterien fiir Ausreifler und warum darf man sie nicht einfach aus dem Modell entfernen?

Uberlegen Sie sich fiir diesen Versuch vorab einen Satz aus insgesamt 10 geeigneten Test-Set-
Proben, die die Kriterien aus Kapitel 2.3.4 mdglichst gut erfiillen. Orientieren Sie sich bei den je-
weiligen Konzentrationsbereichen an Kapitel 7.1.

Bringen Sie zum Versuch eine eigene Fruchtsaftprobe zur Analyse mit!
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5.2
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c)

5.3

b)

Versuchsdurchfihrung

Vorversuche

Machen Sie sich zunéchst mit dem Spektrometer und der Bedienung der Software ,,OPUS* vertraut (sie-
he Kapitel 7.3). Legen Sie im Verzeichnis C:\Praktikum einen eigenen Ordner zum Speichern lhrer Spek-
tren und Kalibriermodelle an und speichern Sie alle Spektren als Datenpunkttabelle (siehe Kapitel 7.3.2).

Um qualitativ hochwertige Spektren zu erhalten, muss der ATR-Kristall nach jeder Messung griindlich
gereinigt werden. Hierflr stehen Isopropanol und destilliertes Wasser sowie Wischtlicher zur Verfligung.
Beginnen Sie mit einer grindlichen Reinigung des ATR-KTristalls.

Nehmen Sie ein Hintergrundspektrum von destilliertem Wasser auf. Achten Sie bei allen Messungen
darauf, dass der ATR-Kristall vollstandig bedeckt ist.

Entfernen Sie das Wasser vom ATR-KTristall, tragen Sie neues auf und nehmen dann ein Probenspektrum
von destilliertem Wasser auf. Das Spektrum sollte vor allem im Fingerprint-Bereich im Wesentlichen ei-
ne Null-Linie darstellen. Ist dies nicht der Fall, beginnen Sie erneut bei Punkt b).

Nehmen Sie Probenspektren der beiden Stammlésungen von Glucose und Fructose auf. Ordnen Sie diese
mit Hilfe von Abbildung 3 den entsprechenden Substanzen zu.

Kalibriermodelle erstellen

Mischen Sie mit Hilfe der vorhandenen Stammlésungen 2 g der Probe Nr. 49 an. Uberlegen Sie sich hier-
zu, wie die Angaben in Gew.-% in zu pipettierendes Volumen umgerechnet werden missen. Nehmen Sie
von dieser Probe ein Spektrum auf (nach einer neuen Hintergrundmessung von destilliertem Wasser).

Erstellen Sie mittels der OPUS-Funktion ,,Quant 2 Methode erstellen (wie in Kapitel 7.4 beschrieben)
Kalibriermodelle fur die Inhaltsstoffe Glucose, Fructose, Saccharose, Apfelsaure und Zitronensaure. Be-
nutzen Sie hierzu die 48 vorgegebenen Kalibrierspektren sowie das von lhnen gemessene Spektrum von
Probe Nr. 49. Verwenden Sie fiir die Modelle den gesamten verfligbaren Spektralbereich und keine wei-
tere Datenvorbehandlung. Flhren Sie jeweils eine Kreuzvalidierung durch und speichern Sie die Ergeb-
nisse ab.

Verwenden Sie die Optimierungsfunktion, um die Ergebnisse der einzelnen Kalibriermodelle zu verbes-
sern. Gehen Sie dabei wie in Kapitel 7.4.1 beschrieben vor. Wahlen Sie aus der Liste der Optimierungs-
Ergebnisse diejenigen Parameter aus, die einen moglichst geringen Fehler bei ebenfalls méglichst gerin-
gem Rang ergeben. Fiihren Sie hiernach fur jeden Inhaltsstoff eine erneute Kreuzvalidierung durch und
speichern Sie die Ergebnisse unter neuem Namen ab.

Validierung

Verwenden Sie Ihre Uberlegungen zu einem Satz von Test-Set-Proben und mischen Sie diese mit Hilfe
der vorhandenen Stammldsungen an (jeweils 2 g).

Nehmen Sie von jeder Test-Set-Probe ein Spektrum auf (nach vorheriger, einmaliger neuer Hintergrund-
messung von destilliertem Wasser) und integrieren Sie diese in Thre Kalibriermodelle als ,,Test*. Wahlen
Sie unter ,,Validieren* die Option ,, Test-Set Validierung™ und flihren Sie diese fiir jeden Inhaltsstoff
durch. Behalten Sie dabei jeweils die Parameter der Optimierung (Spektralbereich und Datenvorbehand-
lung) bei und speichern Sie die Ergebnisse jeweils ab.

Nehmen Sie von Ihren mitgebrachten Fruchtsaftproben Spektren auf (bei triiben S&ften nach vorheriger
Zentrifugation) und analysieren Sie diese Uber die OPUS-Funktion ,,Quant 2 Analyse“ auf die fiinf be-
trachteten Inhaltsstoffe. VVerwenden Sie hierzu alle zur Verfligung stehenden Kalibriermodelle (optimiert
und nicht-optimiert).
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Auswertung

Das Protokoll soll keine theoretischen Abhandlungen enthalten, sondern als Einleitung mit der Beantwortung der
Fragen aus Kapitel 4 beginnen.

Nach der Durchflihrung des Versuchs sollten Sie folgende Spektren und Ergebnisse vorliegen haben:

6.1

6.2

6.3

Je ein Spektrum von Glucose und Fructose
Spektrum der angemischten Kalibrierprobe Nr. 49

Ergebnisse der Kreuzvalidierungen der Kalibriermodelle aus den 48 vorgegeben Spektren und dem selbst
gemessenen Spektrum von Probe Nr. 49

Ergebnisse der Kreuzvalidierungen der Kalibriermodelle nach der Optimierung
Spektren der Test-Set-Proben
Ergebnisse der Test-Set-Validierungen der Kalibriermodelle

Spektren und Analyseergebnisse Ihrer Fruchtsaftproben nach Anwendung samtlicher Kalibriermodelle

Vorversuche

Zeigen Sie den relevanten Teil der Spektren von Glucose und Fructose in einem Diagramm und beschrif-
ten Sie jeweils die Lage der Absorptionsbanden mit den entsprechenden Wellenzahlwerten.

Kalibriermodelle erstellen

Zeigen, vergleichen und diskutieren Sie flr jeden Inhaltsstoff die Ergebnisse samtlicher Kreuzvalidierun-
gen in Form der wichtigsten Parameter (RMSECV, R?, Rang) und der grafischen Darstellung ,,Vorhersa-
ge / Wahr*,

Begrunden Sie Ihre Auswahl der Parameter nach der Optimierung und geben Sie die Art der Datenvorbe-
handlung an. In wieweit konnten die Ergebnisse der Kalibriermodelle durch die Optimierung verbessert
werden? Warum werden bestimmte Spektralbereiche bei der Optimierung aussortiert?

Validierung

Geben Sie die Konzentrationen der Inhaltsstoffe in lhren Test-Set-Proben an. Diskutieren Sie, in wie fern
es sich dabei um ein gutes Test-Set handelt.

Zeigen und diskutieren Sie fur jeden Inhaltsstoff die Ergebnisse lhrer Test-Set-Validierungen in Form der
wichtigsten Parameter (RMSEP, R% Rang) und der grafischen Darstellung ,,Vorhersage / Wahr*, Was
lasst sich daraus zur Beurteilung der Kalibriermodelle ablesen?

Vergleichen Sie die relativen Fehler (RMSECV bzw. RMSEP bezogen auf die jeweils hichste Konzent-
ration) zwischen Kreuz- und Test-Set-Validierungen der verschiedenen Modelle. Diskutieren Sie mégli-
che Ursachen fiir die Unterschiede zwischen den verschiedenen Inhaltsstoffen und den Validierungsarten.

Zeigen und diskutieren Sie die Analyse-Ergebnisse Ihrer Fruchtsaftproben nach Anwendung sémtlicher
Kalibriermodelle. Welchen Werten wiirden Sie glauben, welchen eher nicht (mit Begriindung!)? Verglei-
chen Sie die Werte mit eventuellen Angaben auf der Verpackung bzw. mit den Werten aus Tabelle 2.



7 Anhang

7.1  Konzentrationen in den Kalibrierproben

Tabelle 1: Konzentrationen der Inhaltsstoffe in den 49 Kalibrierproben. Alle Angaben in Gew.-%. [2]

Probennummer Glucose Fructose  Saccharose Apfelsdure Zitronensaure
1 4,934 4,952 6,445 3,086 3,108
2 5,025 0,0 10,938 1,047 1,055
3 0,0 8,604 2,239 1,072 0,0
4 8,523 1,711 2,226 0,0 1,074
5 1,726 1,733 0,0 1,080 5,437
6 1,711 0,0 2,234 5,349 3,233
7 0,0 1,668 10,855 3,119 4,188
8 1,619 8,125 6,344 4,050 6,119
9 8,070 4,859 8,432 6,056 0,0
10 4,902 6,559 12,804 0,0 0,0
11 6,622 9,968 0,0 0,0 4,171
12 10,196 0,0 0,0 4,251 0,0
13 0,0 0,0 8,837 0,0 6,393
14 0,0 6,767 0,0 6,325 3,185
15 6,532 0,0 12,797 3,064 2,057
16 0,0 10,017 6,518 2,081 1,048
17 9,804 4,919 4,268 1,022 4,117
18 5,005 3,349 2,179 4,174 4,204
19 3,325 1,668 8,685 4,159 2,094
20 1,641 6,588 8,574 2,053 4,135
21 6,579 6,603 4,296 4,114 1,036
22 6,577 3,300 8,590 1,028 3,107
23 3,315 6,654 2,165 3,110 5,220
24 6,650 1,669 6,514 5,199 0,0
25 1,664 5,009 10,865 0,0 2,096
26 5,030 8,413 0,0 2,097 2,112
27 8,307 0,0 4,340 2,078 5,233
28 0,0 3,398 4,422 5,294 2,133
29 3,330 3,341 10,871 2,082 0,0
30 3,332 8,360 4,352 0,0 3,148
31 8,272 3,321 0,0 3,104 6,253
32 3,320 0,0 6,504 6,229 4,183
33 0,0 4,868 12,671 4,045 5,092
34 4,738 9,509 8,250 4,938 4,974
35 9,318 6,235 10,142 4,856 5,870
36 6,248 7,838 10,201 5,861 4,920
37 7,765 7,793 12,170 4,856 3,913
38 7,835 9,435 10,232 3,920 2,961
39 9,581 8,012 8,342 2,996 1,006
40 8,169 6,559 6,402 1,022 2,058
41 6,589 4,960 2,152 2,060 6,226
42 4,920 1,646 4,284 6,154 6,198
43 1,631 3,273 12,778 6,119 1,027
44 3,162 9,520 12,389 0,989 5,975
45 9,602 9,637 2,090 6,005 2,016
46 9,623 1,610 12,568 2,006 3,031
47 1,634 9,841 4,269 3,066 5,147
48 9,785 3,273 6,390 0,0 5,136
49 3,391 5,105 0,0 5,302 1,068
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7.2 Zusammensetzung von Obstsorten

Tabelle 2: Zuckerzusammensetzung und S&uregehalt (jeweils in Gew.-%) von verschiedenen Friichten. [1, 14]

Frucht Glucose Fructose Saccharose Apfelsaure Zitronensaure
Ananas 2,3 2,4 7,9 0,1 0,6
Apfel 2 5,7 2,5 0,6 <01
Aprikose 1,7 0,9 51 1 0,4
Banane 3,5 3.4 10,3 0,4 0,3
Birne 1,7 6,7 1,8 0,2 0,1
Brombeere 3 3,1 0,2 0,9 <0,1
Erdbeere 2,2 2,3 1 0,1 0,9
Heidelbeere 2,5 3,3 0,2 0,9 0,5
Himbeere 1,8 2,1 1 0,4 1,7
Johannisbeere (rot) 2 2,5 0,3 0,3 2,1
Orange 2,3 2,5 3,5 0,2 1,1
Pfirsich 1 1,2 5,7 0,3 0,2
Pflaume 3.4 2 3,4 1,2 <01
SuRkirsche 6,9 6,1 0,2 0,9 <01
Weintraube 7,2 74 0,4 0,5 <01
Zitrone 1,4 1,4 0,4 - 4.9

7.3  Messungen mit OPUS

Starten Sie den PC neben dem ALPHA-Spektrometer.
»ALPHACENTAURI\Praktikum® und dem Passwort ,,Praktikum® ein. Auf dem Desktop finden Sie eine Ver-
kniipfung zum Starten der Spektrometer-Software OPUS 7.2. Das Passwort fiir OPUS lautet ,,OPUS*. Warten Sie

Loggen Sie sich mit dem Benutzernamen

eventuelle Selbsttests des Spektrometers ab und ignorieren Sie sémtliche diesbezliglichen Fehlermeldungen.

Drichen Se F1, um Hife 2 erhalten,

_ OPUS - Operator: Default (Administrator) - [Dsplay - default.ows]
€) Datel Beabeiten anskht Ferster Messen Mappuberen Ausmerten Aege Oruden Mg Valderung Dnstelen 2

Messung

Kalibriermodell erstellen “J

)

Abbildung 5: Oberflache der Spektrometer-Software OPUS 7.2.




7.3.1  Durchfiihrung von Messungen

Zum Starten einer Messung wihlen Sie unter dem Menii ,,Messung* den Punkt ,,Erweiterte Messung™ oder ver-
wenden die Symbolleiste (siehe Abbildung 5). Unter dem Reiter ,,Erweitert” finden Sie verschiedene Messpara-
meter. Diese konnen Sie zusammen einstellen, in dem sie unter ,Laden das Messexperiment unter
C:\Praktikum\Praktikum.xpm laden. Die Einstellungen sollten dann wie in Abbildung 6 lauten (Auflosung 4 cm™,
Messzeit jeweils 64 Scans, Messbereich 4010 — 800 cm™, Resultat ,Absorbance®). Stellen Sie unter ,,Pfad” den
von lhnen angelegten Ordner ein.

Messmng =
Gundansslungen Emvetet: | Anzsigs | Justiemodus |

E Laden Speichem |Praktikum xpm

Dateiname: |=@snm>

ot

Pfad |c \Pradikur’

Aufidsung: |4 cm-1

Messzeit Probe: |B4 IScans

|
=

Messzeit Hintergrund |S4 IScans

Daten speichem von: |4u1u cm-1 bis |SDD em-1

Resultatspekirum |Absorbance |
Zubehor: Sample Compartment “24567832D
I™ Zusatzliche Datenbehandlung
[~ Atmospharische Kompensation
Interferogramm GroBe: 15044 Punkte FT GroBe: 16 K

Obemehmen & schliessen | Abbrechen | HiFe |

Abbildung 6: Reiter ,,Erweitert” unter ,,Erweiterte Messung*.

Unter ,,Grundeinstellungen® (siehe Abbildung 7) geben Sie unter ,,Probenname® den spéteren Dateinamen Threr
Messung an, unter ,,Probenform* kdnnen Sie weitere Informationen tiber die Messung eintragen. Auf dieser Seite
wird ebenfalls zundchst die Hintergrundmessung gestartet (die bis zu einer erneuten Hintergrundmessung im
Speicher verbleibt) sowie im Anschluss die eigentliche Probenmessung.

Grundeinstellungen | H Erweitert | J\nze«gel Justlermodusl

Experment: Laden | Praktikum xpm

Benutzemame: |Default

Probenname: [Sample description Auto

Probenfom: |Instrumertt type and / or accessory Auto

Pfad: C:\Praldikum’,

Dateiname: Sample description

Hirtergrundmessung

Ubemehmen & schiessen | Abbrechen | Hilfe |

3

Abbildung 7: Fenster zum Starten einer ,,Erweiterten Messung®.
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7.3.2  Speichern von Spektren

OPUS speichert die von Ihnen aufgenommenen Spektren automatisch in dem von lhnen angegebenen Ordner. Die
Dateiendung lautet in der Regel ,,.0%. Da es sich dabei um ein OPUS-internes Format handelt, sollten Sie Ihre
Spektren zusitzlich mittels ,,Datei speichern unter abspeichern. Die Auswahl eines bestimmten Spektrums er-
folgt dabei durch Anklicken des entsprechenden ,,AB*“-lcons. Wéhlen Sie unter dem Reiter ,,Modus* die Ausgabe
als Datenpunkttabelle. Damit kdnnen Sie die Spektren spéter auch in anderen Programmen 6ffnen.

7.4  Erstellung und Validierung von Kalibriermodellen

Zur Erstellung eines neuen Kalibriermodells wihlen Sie unter dem Menii ,,Auswerten“ den Punkt ,,Quant 2 Me-
thode erstellen oder verwenden die Symbolleiste. Fiigen Sie zundchst nacheinander unter dem Reiter ,,Kompo-
nenten* (siehe Abbildung 8) die fuinf Inhaltsstoffe Glucose, Fructose, Saccharose, Apfelsiure und Zitronenséure
(jeweils in der Einheit Gew.-% und in dieser Reihenfolge) hinzu.

Quant 2 Methode erstellen - Neu x|

Methode laden ~ Komponenten |Spaldren| Parameierl \u"alidierenl Grafik I Reportl Methode speicheml Optirmerenl Einstellungen |

Komponente hinzuflgen |

Name

IGIucuse Formatierung im Quart 2 Analysereport

' Standardeinstelung (5 signfikante Stellen)

Fructose [Gew

Saccharose [Gew.-%]
Apfelsaure [Gew %]
Fitronensaure [Gew -%]

" Fixe Anzahl von Nachkommastellen

—

Abbildung 8: ,,Quant 2 Methode erstellen; Hinzufligen von Komponenten.

AnschlieRBend fugen Sie unter dem Reiter ,,Spektren® (siehe Abbildung 9) die Spektren der Kalibrierproben aus
dem Ordner C:\Praktikum\Kalibrierspektren bzw. lhre selbst gemessenen Spektren hinzu. In dem angegebenen
Ordner finden Sie ebenfalls die Excel-Tabelle ,,Konzentrationen.xlsx“ mit den jeweiligen Konzentrationen der
Inhaltsstoffe, die mittels Copy&Paste eingefiigt werden kdnnen. In der Spalte ,,Datensatz kann fiir jedes Spekt-
rum bestimmt werden, ob es zur Kalibrierung (,,Kalibration*), zur Test-Set-Validierung (,,Test”) oder gar nicht
(,,Nicht aktiv) verwendet werden soll. Hiermit kdnnen spéter einzelne Spektren (wie beispielsweise echte Aus-
reifder) aus dem Modell ausgeschlossen bzw. die Test-Set-Proben hinzugefiigt werden.
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Quant 2 Methode erstellen - New x|
Methode laden | Kompanenten  Spektren | Pammaer' Validieren | Grafik | Report | Methode speichem | Optimieren | Einstellungen |

| Speltren hinzufligen I Pfad andem | Spehtren kopieren | Fenster |

Probennummem | Datensatz | Komp. - Komelationen | Drucken |

Datensatz | Probe Pfad Dateiname Glucose | Fructose | Saccharose| Apfelsdure ~
1 Kalibration j1 C:APraktikuml |Kalibrierprobe_1. (4.5 5 [ 3
2 alibratio 2 C\Praktikum\ |Kalibrierprobe_2. |4.5 0 10 1
3 Test 3 C\Praktikum |Kalibrierprobe_3. |0 5 2 1
4 Nicht aktiv 4 C:\Praktikum\ |Kalibrierprobe_4. (7.5 1.5 2 0
5 alibration = C\Praktikum |Kalibrierprobe_5. |1.5 15 0 1
] Kalibration 6 C\Praktikum |Kalibrierprobe_8. |1.5 0 2 5
T Kalibration 7 C:\Praktikum |Kalibrierprobe_7. |0 15 10 3
8 Kalibration 8 C\Praktikum\ |Kalibrierprobe_8. |1.5 7.5 [ 4
5 Kalibration g C\Praktikum\ |Kalibrierprobe_8. |7.5 4.5 8 6
10 Kalibration 10 C\Praktikum\ |Kalibrierprobe_10|4.5 5 12 0
il Kalibration 11 C:\Prakiikum\ |Kalibrierprobe_11 (6 9 0 0
12 Kalibration 12 C:\Prakiikum\ |Kalibrierprobe_12 |5 0 0 4
13 Kalibration 13 C:\Prakiikum\ |Kalibrierprobe_13|0 0 ] 0
14 Kalibration 14 C:\Prakiikum\ |Kalibrierprobe 14 |0 ] 0 ]
15 Kalibration 15 C:\Praktikum\ |Kalibrierprobe_15(6 0 12 3
16 Kalibration 16 C:\Praktikum\ |Kalibrierprobe 160 9 6 2
irs Kalibration 17 C:\Praktikum\ |Kalibrierprobe 17 (9 4.5 4 1
18 Kalibration 18 C:\Praktikum\ |Kalibrierprobe_18|4.5 3 2z 4

19 Kalibration 19 C:\Praktikum\ |Kalibrierprobe_19(3 1.5 ] 4 vI

q | o

Abbildung 9: ,,Quant 2 Methode erstellen; Hinzuftigen von Spektren.

Unter ,,Parameter (sieche Abbildung 10) sollte zundchst ,,Keine Datenvorbehandlung® einstellt sein. Weiterhin
sollte unter ,,Kalibrationsbereiche* der gesamte zur Verfiigung stehende Spektralbereich (von etwa 4000 —
800 cm™) eingetragen sein. Sollte hier nichts eingetragen sein, so verwendet Quant 2 automatisch den gesamten
Bereich.

Quant 2 Methode erstellen - New x|

Methode laden I Komponenten | Spektren Parameter I\l’al\dieren I Grafik I Report | Methode speichem I Optimieren I Einstellungen I

Definizren |

T~ Datenvorbehandlung in individuellen Bersichen (PS)

r~ Datenvorbehandlung in Kalibrationsbereichen

von bis Abstand —
1 799.9 1993.4 1 Bereiche interaktiv wahlen |
2 1
Selekiierie Bereiche loschen |
~ Spektren anzeigen I PCA
Vorverarbeitete Spektren zeigen |
Ale Spektren zeigen j
Probenstatistic |

Abbildung 10: ,,Quant 2 Methode erstellen*; Parameter einstellen.

Unter ,,Validieren“ (siche Abbildung 11) kann eingestellt werden, ob das Kalibriermodell mittels einer Kreuzvali-
dierung oder einer Test-Set-Validierung Uberpriift werden soll. Hierzu darf unter ,,Aktiv* jeweils nur eine Kom-
ponente markiert sein, fur die ein Kalibriermodell erstellt und validiert werden soll. Der maximale Rang sollte fir
jede Komponente vom voreingestellten Wert 10 auf 7 reduziert werden. Dies spart unter anderem Rechenzeit und
hilft bei der Erkennung von echten Ausreil3ern.
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Quant 2 Methode erstellen - New x|

Methode laden | Komponenten | Spektren | Parameter Validieren |GIEIﬁk | Report | Methode speichem | Optimieren | Einstellungen |

—p
Parameter

Komponente Max. Rang Aktiv Krenzvalidiering ﬂ
1 Glucose 7 |
2 Fructose 7 r Anzahl leave-out’ Proben: |1
3 Saccharose 7 -
4 Apfelsaure 7 |l o
5 Zilt]mnensaure 7 | —I\’ahdleren

r Status der Rechnungen

Abbildung 11: ,,Quant 2 Methode erstellen‘; Validierung.

Die Validierung wird durch Anklicken der Schaltfliche ,,Validieren* gestartet. Wahlen Sie fur jede Validierung
einen moglichst aussagekraftigen Namen, so dass Sie diese am Schluss noch zuordnen kénnen. Nach Abschluss
der Validierung wechselt das Fenster automatisch zu ,,Grafik* (siche Abbildung 12).

x
Methode laden | Komponenten | Spektren | Parameter | Valdieren Grafik | Report | Methode speichem | Optimieren | Einstellungen |
a7 ey —— J & Validisrung
I ucose_Uhnevoroenandiung (_. Kahbnen_mg
I\c"orhersaga / Wahr 'l Rang: |7 i Empf.: 7
Rz Vorhersage vs Wahr / Glucose [Gew.-%] / Kreuzvalidierung ﬂl
5541 T
10 @ Drucken |
RMSECV: 9 =5
[l
023 .
7 Speichem |
RPD: 6
13 5
4
Bias: 3 §
-0.00138 2 Spektren |
1
[]g/ Loadings |
-1
Geradk
L Geadc 2 ! e |
] e 005115 225335445 5556657754885 91395

Abbildung 12: ,,Quant 2 Methode erstellen; Anzeige der Validierungsergebnisse.

Neben der Angabe von R? und RMSECV bzw. RMSEP werden in der Grafik ,,Vorhersage / Wahr* die vom
Kalibriermodell vorhergesagten Konzentrationen den vorgegebenen wahren Werten gegeniber gestellt. Im Ideal-
fall sollten hierbei alle Punkte auf der in griin eingezeichneten Winkelhalbierenden liegen. Proben, die von
Quant 2 als Ausreifer erkannt wurden, werden in rot dargestellt. Bewegt man den Mauszeiger uber einen der
Punkte, so wird angezeigt, um welche Probe es sich dabei handelt.
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Neben ,,Vorhersage / Wahr* konnen noch verschiedene andere Grafiken betrachtet werden. Unter ,,Differenz /
Wahr* (siche Abbildung 13) werden die Differenzen zwischen vorhergesagter und wahrer Konzentration iber der
wahren Konzentration angezeigt. Im Idealfall wirden hier alle Werte auf der Nulllinie liegen. Die Summe aller
positiven sowie negativen Differenzen wird dabei als ,,Bias* bezeichnet und sollte moglichst nahe bei Null liegen.
Sowohl der Bias-Wert als auch die Darstellung ,,Differenz / Wahr* dienen dazu, systematische Abweichungen
und damit systematische Fehler zu erkennen.

x
Methode laden I Komponenten | Spektren I F‘alﬁmeierl Validieren  Grafik | Report | Methode speichem I Optimieren I Einstellungen I
J & Validierung
Gl OhneVorbehandl v
I ucose_OhneVorbehandiung £ Kalibrrung
Differenz / Wahr IGIucose 'l Rang: |7 - Empf.: 7
Rz Differenz vs Wahr |/ Glucose [Gew.-%] / Kreuzvalidierung ﬂl
5541 &
0.4 $ Drucken |
RMSECV: : ‘
0.23 0.95 Speichem |
RPD: ﬁ T
13 0.05 iy " T I i
[ Al Al [R[[&] 17
Bias: 0.18 & &
000138 és Spektren |
-0.35
055 & Loadings |
& rs
-075 Speziell.
T e 005115225 335445555665 7758859895 _I

Abbildung 13: ,,Quant 2 Methode erstellen; Anzeige Differenz tber Wahr.

In der Darstellung ,,RMSECV / Rang* (siche Abbildung 14) wird der RMSECV-Wert in Abhéngigkeit des Rangs
gezeigt. Der von Quant 2 vorgeschlagene Wert wird dabei in blau markiert. Generell wird ein Wert in der Nahe
des ersten Minimums gewahlt, es kann jedoch von Vorteil sein, einen kleineren Rang zu wahlen, wenn der
RMSECV-Wert dadurch nur leicht verschlechtert wird. Damit wird Overfitting effektiv vermieden, womit stabile-
re Kalibriermodelle erzeugt werden. Weiterhin lassen sich echte AusreiRer leichter identifizieren.

Quant 2 Methode erstellen - New x|

Methode laden | Komponenten | Spektren | Parameter | Valdieren Grafik I Report | Methode speichem | Optimieren | Einstellungen |

S P —— J & Validierung
I ucose_Uhnevoroenandiung (_. Kahbnen_mg
IGIucUse VI Fang: |7 VI Empf.: 7
Rz RMSECV vs Rang | Glucose [Gew.-%] / Kreuzvalidierung ﬂl
9941
26 'J_‘ | Drucken
RMSECV: H]
0.23 24 Speichem |
RPD:
13 16
Bias:
-0.00138 11
06 LI Loadings |
T1% 7l
] Fathe 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75

Abbildung 14: ,,Quant 2 Methode erstellen; Anzeige RMSECV (iber Rang.
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Unter ,,Report (siche Abbildung 15) kénnen sé&mtliche, bisher nur grafisch dargestellte Ergebnisse ebenfalls als
numerische Werte abgerufen werden. Durch Kopieren der entsprechenden Werte beispielsweise in eine Excel-
Tabelle kdnnen Sie die Ergebnisse in einem fiir Sie lesbaren Format speichern und zur Auswertung verwenden.
Achtung: Die Werte fir R2, RMSECV (bzw. RMSEP) und den Rang sind darin nicht enthalten und missen ge-
sondert notiert werden!

Quant 2 Methode erstellen - Neu x|
Methode laden | Komponenten | Spektren | Pammaer' Validieren | Grafik Report I Methode speichem | Optimieren | Einstellungen |
& Validierung
IGIucose_Ohne‘u"Drbahandlung j Kb
Kalibrierung
I‘Nahr—\"umersage 'l Rang: |7 - Empf.: 7

Dateiname Wahr Vorhers; Differenz | Komponentenwert-Dichte | + Fenster |
1 Kalibrierprobe| 4.5 4335 0.165 6.06
2 Kalibrierprobe| 4.5 4.407 0.083 10.76
3 Kalibrierprobe| 0 02162 0.216 463 Drucken |
4 Kalibrierprobe| 7.5 7.348 0.152 6.58
5 Kalibrierprobe| 1.5 1.488 0.0122 81.73
6 Kalibrierprobe| 1.5 1.699% -0.1%9 5.03
7 Kalizrierprobe| 0 -0.068255 0.082% 15.89 Ausreiler entfernen |
2 Kalibrierprobe| 1.5 1.283 0217 482
8 Kalibrierprobe| 7.5 7.584 -0.0844 11.86
10 Kalibrierprobe| 4.5 434 0.16 §.27
ikl Kalibrierprobe| & 5.821 0.07%4 12.60
12 Kalibrierprobe| § B.767 0.233 428
13 Kalibrierprobe| 0 -0.02285 0.0227 4415
14 Kalibrierprobe| 0 -0.08331 0.0833 10.72
15 Kalibrierprobe|§ 6.088 -0.0882 11.33
16 Kalibrierprobe| 0 0.01298 -0.013 76.98
irs Kalibrierprobe| 9 5.965 0.035 28.61
18 Kalibrierprobe| 4.5 4.483 0.00659 151.66 j

Abbildung 15: ,,Quant 2 Methode erstellen; Report.

Unter ,,Methode speichern® (siehe Abbildung 16) sollten Sie fir jeden Inhaltsstoff das jeweils erstellte
Kalibriermodell in dem von Ihnen angelegten Ordner abspeichern, um es spater zur Analyse Ihrer Fruchtsaftprobe
verwenden zu kénnen. Sicherheitshalber sollten Sie dabei jeweils samtliche Validierungen mitspeichern, um ge-
gebenenfalls spater nochmals Ergebnisse und Werte nachvollziehen zu kénnen.

Quant 2 Methode erstellen - Neu x|
Methode laden I Komponenten | Spektren I F‘alﬁmeierl Validieren I Grafik I Report  Methode speichem |Op1irnieren I Einstellungen I

r~ Parameter fr die Vorhersage (Quant 2 Analyse)

Glucose_OhneVorbehandlung ﬂ Kreuzvalidierung Methode speichem

Validierungsergebrisse speichem:

Komponente | Empf. Rang| Rang (Methode| R® RMSECV | MD Grenze Aktiv =~
Glucose 7 7 99.41 0.23 0.45
Fructose
Saccharose
Apfelsaure
Zitronensaure

[ B L) )

AammmE

¥ Spektrale Residuen

Keine Datenvorbehandiung von bis Abstand
Gewahite Datenpunkte: 3136 1 799.9 3998.4 1
Spektren (nsgesamt): 495

Kalibrationsspektren: 45
Testspektren: 0

Abbildung 16: ,,Quant 2 Methode erstellen; Methode speichern.
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7.4.1 Kalibriermodelle optimieren

Quant 2 bietet die Mdglichkeit, Kalibriermodelle hinsichtlich des Fehlers (RMSECV bzw. RMSEP, je nach ver-
wendeter Validierungsmethode) zu optimieren. Dabei kdnnen verschiedene Arten von Datenvorbehandlungen
ausgewahlt werden, fur die jeweils unterschiedliche Kombinationen von spektralen Bereichen getestet werden.
Unter ,,Einstellungen (siche Abbildung 17) kénnen diese Arten der Datenvorbehandlung einzeln ausgewéhlt
werden. Um Rechenzeit zu sparen, verwenden Sie in diesem Versuch lediglich folgende vier Optionen:

¢ Keine Datenvorbehandlung
e Subtraktion eines konstanten Offsets
e Subtraktion einer Geraden

e Erste Ableitung

Quant 2 Methode erstellen - New x|

Methode Iadenl Komponenten | Spek‘trenl F‘ammaer' \u’ahdierenl Grafik | Report | Methode speichem | Optimieren  Einstellungen I

r~ Grafik Sate ~ Methodenschutz

Marker-Gro ke 10 = [~ Spektren speichem in Quant 2 Methodendatei

Werwenden Sie diese Option, wenn Sie eine Me_thode
r~ Datenvorbehandlungen fir die Optimierung wahlen —— im Modus "Methode erweitem’ oder ‘Parameter andem’
schiitzen wollen

Keine Datenvorbehandlung
Subtraktion eines konstanten Offsets
G

[~ Benutzerdefinistte Optimisungsbersiche

& MR Eersiche [may. 5]

Zweite Ableitung € £ B Bereiche [max 10)
Erste Ableitung + Subtraktion einer Geraden
Erste Ableituna + Vektomormnigruna (SN LI

Glattungspunite: 17

Bereiche interaktiv wahlen

Maximaler Testbersich:

33384 7999

Bereich interaldiv wahlen

™ Optimierung lauft im Hintergrund

Abbildung 17: ,,Quant 2 Methode erstellen; Einstellungen fiir Optimierung.

Unter ,,Optimieren® (siche Abbildung 18) wird die Optimierung gestartet. Wéhlen Sie als Methode hierbei ,,All-
gemein A* aus. Dabei wird der gesamte zur Verfiigung stehende Spektralbereich in zehn gleich groBe Teile unter-
teilt, die sukzessiv in verschiedenen Kombinationen fiir die Modellerstellung ausgeschlossen werden. Fiir jede
Kombination aus Spektralbereichen wird eine Validierung durchgefiihrt unter Angabe des resultierenden Fehlers
und des vorgeschlagenen Rangs. Dies wird fiir jede auswéhlte Form der Datenvorbehandlung wiederholt. Die Op-
timierung kann insgesamt mehrere Minuten dauern. Am Ende werden alle getesteten Varianten aufgelistet und
aufsteigend nach dem Fehler sortiert. Auch hier gilt, dass nicht unbedingt die Variante mit dem kleinsten Fehler
die optimale ist, wenn durch geringfligige Erhdhung des Fehlers ein kleinerer Rang erzielt werden kann. Durch
Anklicken der entsprechenden Nummer und anschlieBend der Schaltfliache ,,Parameter verwenden* wird die aus-
gewdhlte Variante tibernommen und die Ansicht wechselt zu ,,Validieren®, wo eine neue Validierung des Modells
mit den neuen Parametern durchgefiihrt werden kann. Danach sollten Sie das Modell mit den neuen Parametern
unter einem neuen Namen abspeichern.
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Quant 2 Methode erstellen - New x|

Methode laden | Komponenten | Spektren | Parameter | Valdieren | Grafikc | Report | Methode speichem  Optimieren | Einstellungen |

Parameter verwenden

| IGIuche

j IAIIgemein A j

Optimieren I

| Rang | Bersiche

Datenvorbehandiung -

L T R R e T e e B N e O s e I RN

39984 -3678 3358.7-2719 1755.5-14356 11202- ..
3358.7-2719 1759.9-14396 11202-7999
3998.4-3678 3358.7-2719 2399.6-20733 17599- ..
33587-2719 23996-20733 17599-14336 11202..
30353-2719 14356-11192

3039.3-23586 14396-11182

3039.3-2719 23996-2079.3 14336-1113.2
3033.3-2079.3 14336-11132

30353-23586 2079.3-17589 14396-11152
3039.3-2719 23596-1758.59 14356-11192
3039.3-1758.9 14396-1118.2

3998.4-3678 3039.3-2079.3 14336-1113.2

33584 -3678 3035.3-23386 2073.3-1758.5 14356..
35584 - 3678 3035.3-2715 23356-17589 14356- .
3398.4-3678 3035.3-17585 14356-11192
3998.4-3678 3358.7-3038.3 23996-2079.3 17599
33984 -3678 3358.7-30383 1759.9-14336 11202..
3358.4-2719 1759.9-14356 11202-7399

7000 4. 7718 TG L. MTAT 1TRG G- 14796 11707

Subtraktion einer Geraden
Subtraktion giner Geraden =~ —
Subtraktion einer Geraden
Subtraktion einer Geraden
Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ablsitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung

Erste Ableitung
Subtraktion einer Geraden
Subtraktion einer Geraden

Subtraktion einer Geraden
<, .Hnln\i'-m sinar (Garadan _lj
»

Nummer | RMSECY
126 0.178
129 0.178
17 0.178
123 0.178
185 0.184
182 0.184
181 0.184
178 0.184
177 0.185
176 0.185
169 0.185
173 0.185
172 0.186
17 0.186
167 0.186
125 0.188
131 0.188
0.188
172 n 188

]

r~ Status der Optimierung
Cptimierung beendet

Abbildung 18: ,,Quant 2 Methode erstellen; Optimierung.

7.4.2  Regressionskoeffizienten & PLS-Komponenten

Unter ,,Grafik* kann man sich durch Anklicken der Schaltfliche ,,Loadings“ die Regressionskoeffizienten (b-
Vektor) sowie die einzelnen PLS-Komponenten anzeigen lassen. Die erste Komponente dhnelt dabei oft dem
Spektrum des entsprechenden Inhaltsstoffs. Hohere Komponenten zeigen meist einen starkeren Rausch-Anteil.
Zeigen die Regressionskoeffizienten (iber weite Bereiche oder sogar ausschlieBlich unspezifisches Rauschen, so
ist dies ein deutliches Zeichen fir Overfitting bzw. ein sehr instabiles und damit nicht verwendbares

Kalibriermodell.
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Dracken Sie F 1, um Hilfe 2u erhalten.

L EEEENETT

Abbildung 19: ,,Quant 2 Methode erstellen®; Anzeige der Loadings.
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