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NIR- JA RAMANTEKNOLOGIOIDEN
SOVELTUVUUS ENTSYYMIEN KITEYTYS- JA
SAOSTUSPROSESSIEN MONITOROINTIIN

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli arvioida NIR- ja raman-spektroskopiamenetelmien
soveltuvuutta entsyymien Kkiteytys- ja saostusprosessien monitorointiin ja samalla verrata
teknologioita toisiinsa. Kokeiden avulla haluttiin selvittda, voidaanko teknologioista saada
lisdarvoa naiden prosessien seurannassa.

NIR ja raman ovat laajasti kaytettyja niin tutkimuksessa kuin teollisuudessakin. Menetelmien
suurin hyoty on, ettd naytetta ei tarvitse esikasitella ennen mittausta, vaan mittaus voidaan tehda
jopa suoraan prosessista sopivalla anturilla.

Saostus tehtiin pienessa mittakaavassa entsyymilla 1 ja kiteytys entsyymilld 2. Kummastakin
prosessista otettiin naytteita, joista analysoitiin entsyymiaktiivisuus referenssiksi prosesseista
mitatuille NIR- ja raman-spektreille. Kiteytetty materiaali kaytettiin edelleen liukoisuuskokeisiin,
jotka tehtiin koeputkissa. Saostuskokeita tehtin my0s erikseen koeputkissa. Kaikki
koeputkinaytteet mitattin seka NIR- ettd raman-laitteistolla. Koeputkinaytteistd mitattujen
spektrien ja analysoitujen referenssiarvojen avulla rakennettiin kalibrointimalleja, joita voisi
kayttaa kyseisten prosessien monitorointiin.

NIR-spektreistd saatiin rakennettua mallit sekd kiteytys- ettd saostusprosessin liukoiselle
aktiivisuudelle. NIR-mittausanturin ongelmien takia kaikkien koeputkikokeiden spektrit mitattiin
kyveteissa ja lasiastioissa. Ennen sita prosesseista oli mitattu spektrit anturilla, joten mallit eivat
ennustaneet jarkevasti prosesseja erilaisesta mittaustavasta johtuen.

Raman-kalibrointimalli rakennettiin liukoiselle aktiivisuudelle ja se ennusti kiteytysprosessin
trendin riittdvan hyvin. Sen sijaan saostusprosessille ei saatu rakennettua jarkevaa raman-
kalibrointimallia ja prosessin muutosten todettiin tapahtuvan lilan nopeasti raman-spektrien
mittausaikaan ndhden. Raman-spektreja tarkastelemalla voitiin kuitenkin saada tietoa esimerkiksi
proteiinien rakenteista ja molekyylimuutoksista, joten tutkimukseen raman voisi tassa
tapauksessa olla hyddyllinen.

Tulosten perusteella kumpaakin teknologiaa voidaan kayttda kummassakin prosessissa, mutta
tassa tapauksessa raman ei tuo lisdarvoa saostusprosessin monitorointiin.

ASIASANAT:

Iahi-infrapunaspektroskopia, NIR, raman-spektroskopia, kiteytys, saostus, entsyymi



MASTER’S THESIS | ABSTRACT
TURKU UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES
Chemical Engineering and Biotechnology

2020 | 60 pages

Pauliina Prokkola

FEASIBILITY OF NIR- AND RAMAN
TECHNOLOGIES FOR MONITORING OF ENZYME
CRYSTALLIZATION AND PRECIPITATION
PROCESSES

The aim of this thesis was to assess the feasibility of raman- and NIR-technologies for monitoring
of enzyme crystallization and precipitation process but also to compare the technologies. The
tests were carried out to see, if these technologies could add value for monitoring the processes
in question.

NIR and raman are widely used in the research and industry fields. The biggest advantage of
these methods is that samples don’t need preparation and with a suitable probe the
measurements can be done straight from the process.

The precipitation tests were done with enzyme 1 and the crystallization tests with enzyme 2.
Samples were taken to analysis from both of the processes to get reference data for the measured
NIR and raman spectrums. The crystallized enzyme material was used further for solubility tests,
which were carried out in test tubes. The precipitation tests were also carried out in test tubes.
The spectrums of all test tube samples were measured with NIR and raman devices. The
analyzed reference values and measured spectrums were used to build calibration models for
monitoring of the crystallization and precipitation processes.

The models for soluble activity of the precipitation and crystallization processes were built
successfully with measured NIR-spectrums. Due to problems with the NIR probe, the spectrums
of the test tube samples were measured in cuvettes and glass vials. As the processes were
measured with the probe, the calibration models did not fit due to different measurement methods.

The raman calibration model for soluble activity predicted the trend of the crystallization process
sufficiently. Instead, a reasonable raman calibration model for precipitation could not be built and
the changes were found to be too quick in the process compared to the measurement time of the
raman spectrum. Raman spectrums can provide information for example of protein structures and
molecule changes, so raman could be feasible for research purposes in this case.

Results show that both of the technologies are feasible for both of the processes, but in this case
raman does not add value for monitoring of the precipitation process.

KEYWORDS:

Near infrared spectroscopy, NIR, raman spectroscopy, crystallization, precipitation, enzyme
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KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO

CCD detector
CSD
FT

Liukoisuusputket

MLR

NIR(S)
PLS
RMSEP
RMSECV
RPD

raman

saostusputket

SNV
U

charge-coupled device, yleinen detektori spektroskopiassa
Crystal size dimension
Fourier-muunnos (Fourier-transform)

Koeputket, joissa tehtiin entsyymikiteiden liukoisuuskokeita

Moninkertainen lineaarinen regressio (Multiple Linear Re-
gression)

Lahi-infrapuna spektroskopia (near-infra-red spectroscopy)
Pienimman neliGsumman menetelma (partial least squares)
residual mean square error of prediction

residual mean square error of cross validation

Residuaalien ennusteen hajonta (residual prediction devia-
tion)

raman-spektroskopia, perustuu raman-sirontaan

Koeputket, joissa tehtiin saostukseen liittyvia kokeita

Normalisointiin kaytettava funktio (Standard Normal Variate)

Entsyymiaktiivisuuden yksikkd per gramma



1 JOHDANTO

NIR- ja raman-spektroskopiamenetelmia kaytetdan laajasti prosessien seurannassa
seka tutkimustydssa, ja niiden soveltuvuudesta erilaisiin prosesseihin on tehty paljon tut-
kimuksia. Naita kyseisia varahtelyspektroskopian menetelmia kaytetddn muun muassa
tulleissa aineiden tunnistukseen, prosesseissa halutun tuotteen pitoisuuden seurantaan
seka esimerkiksi jatteiden lajittelussa. Kuitenkin tutkittavan aineen ominaisuudet ja sen
matriisit vaikuttavat merkittavasti siihen, milla tavoin naita spektroskopiamenetelmia voi-
daan hyoddyntaa. Menetelmien selkein hyoty on se, ettd mittauksen voi tehda suoraan
prosessissa tai naytteelle ilman sen suurempaa esikasittelyd. Mittauksia varten vaadi-
taan ensin riittdva pohjaty0, jotta menetelméat antavat riittdvan hyvia tuloksia. Tarvitaan
siis riittdvasti naytteitd, joista mitataan referenssimenetelmalla halutut suureet ja niita
vastaan rakennetaan malli, joka lopulta validoidaan mallin ulkopuolisilla naytteilla. Kui-
tenkin naiden spektroskopiamenetelmien soveltuvuutta voidaan arvioida jo pienemmilla-
kin ndytemaarilla. Lisaksi pelkastaan spektreja tarkastelemalla voidaan saada arvokasta

tietoa naytteesta tai prosessista.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli testata ja verrata NIR- sekd raman-spektrosko-
piamenetelmien kayttéa entsyymien kiteytys- ja saostusprosessien monitoroinnissa.
Koeputkikokeista mitattujen spektrien avulla haluttiin rakentaa kemometrisia NIR- ja ra-
man-ennustemalleja, joita voisi kayttaa kyseisten laboratoriomittakaavan prosessien mo-
nitoroinnissa. Malleilla tarkoitetaan tassa tydssa NIR- ja raman-kalibrointimalleja. Kalib-
rointimallit tehdadan niin, ettd valituista naytteistd mitataan entsyymiaktiivisuus seka
spektrit kummallakin laitteella, jonka jalkeen tietokoneohjelma etsii spektreista korrelaati-
oita mitattuihin arvoihin ja muodostaa kalibrointimallin, joka on kdytdnndssa kalibrointi-
suora. Sen avulla tuntemattomien naytteiden spektreista voi tietokoneohjelman avulla
laskea entsyymiaktiivisuuden. Mallien rakentamisen lisaksi tarkasteltiin NIR- ja raman-
spektroskopiamenetelmien eroja, kayttokelpoisuutta seka mahdollisia hyotyja kiteytys-
ja saostusprosessien osalta. Kumpaakin prosessia testattiin vain yhdella entsyymilla, jo-
ten soveltuvuus muiden entsyymien osalta on tarkistettava erikseen: saostukseen liitty-

vat kokeet tehtiin entsyymilla 1 ja kiteytykseen liittyvat kokeet entsyymilla 2.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Pauliina Prokkola
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2 LAHI-INFRAPUNASPEKTROSKOPIA (NIRS)

2.1 Periaate

Lahi-infrapunaspektroskopia, jota kutsutaan yleisesti NIR-spektroskopiaksi, perustuu
sahkdmagneettisen sateilyn absorboitumiseen: Infrapunasateilyn absorboituminen mo-
lekyylien sidoksiin saa ne varahtelemaan (Siesler, H. 2002). Jos molekyylin sahkoinen
dipolimomentti muuttuu varahtelyn aikana, voi molekyyli absorboida infrapunataajuu-
della. Varahtelytyyleja on monia erilaisia, myds hyvin yksinkertaisilla molekyyleillda. Sym-
metrinen varahtely on heikompaa kuin epasymmetrinen varahtely ja nain ollen muun
muassa laajasti eri alkuaineryhmia sisaltavat sidokset varahtelevat voimakkaammin.
Mitd suurempi dipolimomentin muutos on, sitd voimakkaampi on absorptio. (Stuart, B.
H. 2004:29-31.) NIR-spektroskopia mittaa molekyylien laajoja ylivarahtelyalueita seka
yhdistelmasidoksia ja nama on esitetty kuvassa 1. (Roal 2020). Koska energia on ver-
rannollinen absorption taajuuteen, joka on verrannollinen aaltolukuun, ylivarahtelyn taa-
juus on kaksi kertaa perusvarahtelyn aaltoluku. (Stuart, B. H. 2004:31.)
Near Infrared Band

Assignment Table

Third Overtone Region

CH N-H OH O-H SH NH CH+CH CH+CC
4"Overtone 3*Owvertone 2™ Overtons 1% Overtone 1" Overtona Combinations Combinations Combinations

OH CH NH H 1" Overtone of NH CH C=0 Stretch 0H NH & OH
F*Overtone  3"Overtona  2~Overtone 2™ Overtone CH 1% Overtone 1Overtona 2~ Overtona  Combinations Combinations
Combinations

i 0
HO H,0 HO
I 1 L |
ROH ROH ROH
i 0 il
ArOH RNH, AOH  RNH, ArOH CONH, RNH,
1 N I
ArCH CONH, CONH, (R]
H
CHO cH
H N
cc CH,
1
CH, CH,

Wavelength
A:r\.rv‘eeng 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500

Wavopumber 14286 12500 11111 10000 9091 8333 7692 7143 6667 6250 5882 5556 5263 5000 4762 4545 4348 4167 4000

Kuva 1. NIR-kombinaatio ja -ylivarahtelyalueet (Roal 2020).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Pauliina Prokkola



11

Taman opinnaytetydn kannalta kiinnostavimmat varahtelyalueet ovat proteiinialueet,
joita l6ytyy aaltolukualueilta noin 4500-5000 cm-1, 6500 cm-1 seka 10000 cm-1.

2.2 Mittaaminen

Lahi-infrapuna-absorptiossa emittoitunut valo kerataan ja kohdistetaan laitteeseen, joka
erottelee aallonpituudet. Dispersiivisissa spektrometreissa kaytetddn monokromaattoria
ja Fourier-muunnos-laitteissa (FT-) sen sijaan interferometria. Monokromaattori koostuu
useasta osasta: siina on tulevalle valolle rako, josta valo paasee diffraktiohilalle, josta se
heijastuu peiliin, joka puolestaan keskittaa dispersoituneen valon ulostulorakoon. Diffrak-
tiohila voi olla esimerkiksi jokin levy, jossa on rakoja tai uurteita yhta kaukana toisistaan.
Osuessaan hilaan valo dispersoituu eli hajoaa. Monokromaattorin toiminta on esitetty

kuvassa 2.

blazed grating screen /

light source CCD - detector

detector
aperture

entrance

» aperture

parabolic mirror 2

parabolic mirror 1

Kuva 2. Monokromaattori (lighttrans.com 2020).

Interferometreista yleisin on Michelsonin interferometri, joka sisaltda valonsateen jakajan
seka kiintean ja liikkuvan peilin. Jakaja jakaa sateen kulkemaan seka kiintean etta liik-
kuvan peilin kautta ja palaamaan takaisin jakajan kautta detektorille, jossa valonsateiden
interferenssikuvio havaitaan. (Larkin, P. 2011:27-31.) Toimintaperiaate on esitetty ku-

vassa 3.
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Fixed mirror

Al

Lens

}

Source

3 .
Ng Movable mirror

<P Lens

Detector

Kuva 3. Michelsonin interferometri (Larkin, P. 2011:31).

FT-laitteissa on monia hyvid puolia verrattuna perinteiseen dispersiiviseen laitteeseen,
ja siksi sen suosio on ollut kasvussa (Larkin, P. 2011:27). Esimerkiksi se keraa paljon
suuremman maaran fotoneita, havaitsee valon kaikki aallonpituudet kerralla ja siind on
suuri aaltolukutarkkuus, joka tarkoittaa suurempaa resoluutiota. NIR-mittauksessa kera-
tdan yleensa absorptiospektri diffuusio-heijastus- tai transmissiomittauksella. (Siesler H.
2002:61.)

Hyvan spektrin mittaaminen on tarkeintd analysoinnin ja mallinnuksen kannalta ja se
saadaan aikaan oikeilla mittausasetuksilla. NIR-mittauksia varten on I0ydettava nayt-
teelle sopiva mittaustapa ja valotien pituus. Ne riippuvat naytteen ominaisuuksista kuten
olomuodosta, sameudesta tai viskositeetista. Naytteesta riippuen sadadetdan sopivaksi
resoluutio, esivahvistus (preamp gain), mittausaika, signaali-kohinasuhde (S/N) ja taus-
tamittaustapa. Tausta mitataan yleisimmin ilmaa vasten. Resoluutiota muuttamalla voi-
daan vahentaa kohinaa ja saada aikaan nopeampia mittauksia esimerkiksi prosessiso-
velluksissa. Sitd muutetaan myds, jos signaali on heikko detektorilla tai signaali-kohi-

nasuhde on huono. (Bruker 2017.)

Valotien pituus valitaan naytteen ominaisuuksien ja siitd haluttavan informaation perus-
teella. Kuvion 1 perusteella nahdaan, etta kasvattamalla valotien pituutta, spektrin infor-
maatio ja kayttdkelpoiset alueet siirtyvat vasemmalle. Totaaliabsorbanssialueita ei voi
kayttaa spektrin tulkintaan, silld ne ovat niitd alueita, joilla valo ei paady ollenkaan detek-

torile  asti.  Signaali-kohinasuhteen  ollessa lahelld nollaa, on  spektri
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totaaliabsorbanssialueella. Totaaliabsorbanssin tunnistaa spektrikuvaajassa suuresta
kohinasta, kuten alla olevassa kuvassa sininen ja musta spektri absorbanssin ollessa yli
4. (Bruker 2017.)

10 mm

5mm

1T mm

T T T
8000 7000 6000 5000 4000
Wavenumber cm-1

Kuvio 1. Valotien pituuden vaikutus etanolin NIR-spektriin. Pystyakselilla absorbanssi ja
vaaka-akselilla aaltoluku (cm™). (Bruker 2017.)

2.3 Spektrien kasittely

NIR-spektreja esikasitellaan ennen mallintamista tai tulkintaa. Ohjelmistosta riippuen ka-
sittelyn voi tehda alusta loppuun manuaalisesti tai helpotetusti ohjelman valmiiden vaih-
toehtojen avulla. Spektreista pyritdan poistamaan kohinaa seka kasittelemaan niin, etta
spektreissa tapahtuvat muutokset ovat selkeasti havaittavissa. Kohinaksi kutsutaan sig-
naalia, joka ei sisalla mitdan relevanttia informaatiota ja sita esiintyy luontaisesti kaikissa
spektroskopian menetelmissa. Kohinaa voivat olla esimerkiksi fluoresenssi ja taustasig-
naalin hairiét. Kohina voi pahimmillaan aiheuttaa tulosten vaaristymista. (Vandenabeele,
P. 2013:95.) Yleisia esikasittelyja ovat ensimmainen ja toinen derivaatta sekd normali-
sointiin kaytettava funktio SNV (standard normal variate). SNV:n avulla normalisoidaan
spektri vahentamalla jokaisesta spektristd sen oma keskiarvo ja jakamalla tulos spektrin
omalla keskihajonnalla. Kasittelyn jalkeen jokaisen spektrin keskiarvo on 0 ja keskiha-
jonta 1. (RNIR 2020.)
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2.4 Sovellukset

NIR-spektroskopia on laajasti kaytetty menetelma eri kemian sovelluksissa. Menetelman
suurin etu on se, etta kaytanndssa silla voidaan analysoida minkalaisia naytteita tahansa
(Stuart, B. H. 2004:21). NIR-spektroskopia sopii todella hyvin seka yksinkertaisten etta
monimutkaisempien molekyylien tutkimiseen. OH- ja NH-ryhmat seka niiden ylivarahtelyt
ja kombinaatiot nakyvat voimakkaasti juuri NIR-alueella, 14000-4000 cm™". NIR-spektro-
skopiaa hyddynnetdan esimerkiksi molekyylien vetysidosten tutkimisessa ja nain ollen

vesi on ollut NIR-tutkimusten kohteena jo vuosikymmenia. (Siesler H. 2002:179-198.)

NIR-tekniikkaa hyddynnetaan myds polymeeriteollisuudessa raaka-aineiden ladunval-
vonnassa seka itse valmistusprosessissa. Polymeerit ovat rakenteeltaan ihanteellisia
NIR-spektroskopialle, silla niissa on suhteellisen yksinkertainen tukiranka, joka sisaltaa
alifaattisia, olefiinisia tai aromaattisia CH-ryhmia ja lisaksi funktionaalisia ryhmia, kuten -
CH, -NH, -COOH. NIR on tuonut paljon hyotya myos polymeerijatteen lajitteluun. NIR-
spektroskopialla voidaan erittdin nopeasti tunnistaa erilaiset polymeerit jatevirrasta riip-
pumatta niiden muodosta tai etiketeista lajittelutarkkuuden ollessa 98-99%. Uudemmat
NIR-sovellukset keskittyvat enemman analyyttiseen puoleen, silld instrumentit ja ohjel-
mistot ovat kehittyneet ja dataa voidaan kasitelld entistd nopeammin ja useilla eri teknii-
koilla, kuten monimuuttujamallinnuksella. Potentiaali on suuri prosessien in-line-mittauk-
sien toteuttamiseen NIR:n avulla niin kemianteollisuudessa kuin maataloudessakin. Yksi
esimerkki on petrokemianteollisuus, jossa on onnistuttu parantamaan prosessin stabiili-
suutta seka sekoitustarkkuutta, joka on tuonut mittavia rahallisia saastoja. (Siesler H.
2002: 213, 247.)
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3 RAMAN-SPEKTROSKOPIA

3.1 Periaate

Raman-spektroskopia on yksi varahtelyspektroskopian tekniikka siina missa IR-spektro-
skopiakin. Kuitenkin raman-spektroskopia perustuu ramansirontaan: Sahkémagneetti-
nen sateily saa molekyylin varahtelemaan, ja mikali varahtely aiheuttaa muutoksia pola-
roituvuudessa, voidaan raman-taajuudet havaita. (Larkin, Peter 2011:21.) Raman-spekt-
roskopiassa mitataan siis varahtelyn taajuuden muutosta verrattuna tulevan valon taa-
juuteen ja tavallisesti aallonpituusero esitetdan aaltolukuna. Aallonpituuserosta puhu-
taan myo6s ramansiirtymana. Valon fotonien sironta on tavallisesti Rayleigh-sirontaa, eli
elastista, jolloin fotonin energia ei muutu. Vain hyvin pieni osa sironnasta on ramansiron-
taa, jossa siroavan fotonin energia muuttuu. Jos fotoni luovuttaa energiaa molekyylille,
puhutaan raman stokes-sironnasta. Jos taas fotoni ottaa energiaa vastaan molekyylilta,
puhutaan raman anti-stokes-sironnasta. (Ferraro, J. R. 2003:15.) Klassinen selite ra-
man-ilmidlle on esitetty kuviossa 2. Kohdassa a tuleva valon sateily saa dipolin varahte-
lemaan fotonin taajuudella vo. Kohdassa b molekulaarinen varahtely voi muuttaa pola-
roituvuutta a, joka muuttaa dipolin varahtelyn amplitudin taajuutta vi,. Tasta seurauksena
on kohdassa ¢ amplitudimukautunut varahtely. Tallainen moduloitunut aalto voidaan ma-
temaattisesti ratkaista kohdassa d kolmeen vakaaseen amplitudikomponenttiin, joiden
taajuudet ovat vo, Vot+vm seka vo -vin. Nama molekyylin dipolimomentin varahtelyt voivat
emittoida elektromagneettista sateilyd naillda samoilla taajuuksilla, joita kutsutaan
Rayleigh-sironnaksi sekad raman anti-stokes ja raman stokes-sironnaksi. (Larkin, Peter
2001.)

(a) (b) (c)

(d) w
- /\[l.\llv Rayleigh
Va + ¥Yin
| v Raman
IPUDUDU _.[ ‘ — ] — BAAG anti-Stokes
e /—\ Vo= Vi

m Yo X ¥m — Raman
Stokes

Kuvio 2. Raman ja Rayleigh-sironta (Larkin, P. 2001).
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3.2 Mittaaminen ja spektrin kasittely

Raman-spektrofotometreja on kahdenlaisia: Fourier-muunnos- tai dispersiivinen. Ra-
man-spektrometri koostuu yleensa laser-valonlahteesta, keruuoptiikasta, monokromaat-
torista tai interferometrista ja detektorista (kuva 4). Optiikan materiaali seka detektorin
tyyppi riippuvat pitkalti laserin aallonpituudesta. Dispersiivisessa laitteessa tuleva valo
hajotetaan esimerkiksi diffraktiohilalla, josta sateet ohjautuvat detektorille, josta puoles-
taan saadaan ulos spektrin signaali. Fourier-muunnos-laitteessa puolestaan hilan tilalla
on Michelsonin interferometri, joka koostuu sateen jakajasta ja yhdesta kiinteasta seka
yhdesta liikkuvasta peilista. (Larkin, P. 2011:27-28.)

- Dispersion grating
Light source
(laser)

~

L Sample OO T, 8
- Multi-channel detector ~—

(a)

Light source
(laser)

*—*I Multiplexer

Detector

Fourier
transformation

P
—w "‘l'\I;-J L8

Kuva 4. Yleiset raman spektrometrin komponentit a) Dispersiivinen spektrometri ja b)
Fourier-muunnos- (FT) spektrometri (Vandenabeele, P. 2013:63).

Raman-spektreja yleensa esikasitelldadn ensin, jotta niistd saadaan selkeitd ja sopivia
joko mallinnusta tai tulkintaa varten. Esikasittelytoiminnot ovat hyvin tavallisia kaikissa
spektroskopiamenetelmissa ja niitd ovat esimerkiksi kohinan vahentaminen (smoothing),
pohjaviivan korjaus ja derivointi. Ohjelmistosta riippuen esikasittelytoiminnot voidaan to-
teuttaa hyvinkin automatisoidusti. Derivaatan kayttaminen korostaa kohinaa voimak-
kaasti, joten silloin sita on valttamatonta vahentaa. Kohinan vahentaminen taytyy kuiten-
kin tehda varoen, silla tarkea informaatio voidaan menettaa, jos spektria "siloitetaan” lii-
kaa. (Ferraro, J. R. 2003:268.)
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Yksi yleisimmista toiminnoista kohinan vahentamiseen on Savitsky-Golay-menetelma.
Se voidaan ajatella niin, etta jokainen kohta korjatussa spektrissa on alkuperaisen spekt-
rin vierekkaisten pisteidenpainotettu keskiarvo. Molemmin puolin kohdepistetta sisallyte-
tdan yhta suuri maara datapisteitd keskiarvoon, jolloin pisteitd on yhteensa pariton
maara. Menetelma kayttda valittavaa epalineaarista polynomista funktiota molemmin
puolin kohdepistetta, joka voi olla kvadraattinen, kuutiollinen tai neljannen asteen funktio.
Yleensa ohjelmiston kayttaja valitsee funktion tyypin ja datapisteiden maaran itse. (Fer-
raro, J. R. 2003:268.)

Raman spektrien kaarevia ja kallistuvia taustan hairidita voidaan vahentaa derivaatalla.
Toinen derivaatta on usein sopiva, silla symmetrisen piikin keskikohta sailyy samana,
vaikka derivaatta kdantaa sen negatiiviselle puolelle. Samalla negatiivinen piikki on pal-

jon teravampi ja kaareva tausta haviaa. (Ferraro, J. R. 2003:269.)

Kun kaytetaan ramania oikeassa kemiallisessa prosessissa, saattavat spektrien taustat
vaihdella hyvinkin paljon mittausten valilla. Derivaatan ja kohinan poiston sijaan eri
spektrien kaarevia taustoja voidaan vahentaa myds SNV-tekniikalla. SNV lasketaan jo-
kaisen aallonpituuden kohdalla erikseen jokaiselle spektrille ja taustaa ei nain ollen pois-
teta vaan se muutetaan hyvin samanlaiseksi jokaiselle spektrille. (Ferraro, J. R.
2003:274.)

Mallinnustapoja on erilaisia, esimerkiksi piikin integrointi, mekanistinen malli ja moni-
muuttujamallinnus. Piikin integrointi perustuu nimensa mukaisesti piikin pinta-alan ana-
lysointiin. Mitd suurempi pinta-ala, sen suurempi pitoisuus. Spektreista valitaan piikki,
joka edustaa haluttua pitoisuutta. Tuntemattomien naytteiden piikkien pinta-aloja verra-

taan tunnettuun pinta-alaan ja ndin voidaan maarittaa pitoisuus.

3.3 Sovellukset

Raman-teknologiaa kaytetaan nykyisin laajasti eri kemian sovelluksiin ja tutkimukseen.
Fluoresenssin aiheuttamat hairiét rajoittivat ramanin kayttéa laboratorioissa monia vuo-
sia, kunnes kehitettiin FT-raman, joka toimii NIR-alueella vahentéden fluoresenssiongel-
maa. Liséksi nopea kehitys laitteistojen ja ohjelmistojen osalta 2000-luvulla on edistanyt
raman-tekniikan kayttéa. (Ferraro, J. R. 2003:267.)

Raman-sirontaa tapahtuu seka kiinteasta etta nestemaisesta faasista seka naiden vali-

sesta vuorovaikutuksesta. Heterogeenisissa prosesseissa, kuten kiteytyksessa tai
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saostuksessa, molempien faasien ominaisuudet on otettava huomioon raman-spektro-
skopiaa sovellettaessa. Liuottimen koostumus vaikuttaa suuresti raman-spektriin. Vesi
saattaa olla hyva vaihtoehto, silld ramanin laserin aallonpituudesta riippuen sironta saat-
taa olla veden osalta hyvin heikkoa. Jotkut liuottimet taas osoittavat voimakasta raman-
sirontaa ja voivat hankaloittaa ramanin soveltamista, varsinkin jos taustan vahentaminen
muusta spektrista ei ole mahdollista. Kiintean faasin ominaisuuksista muun muassa par-
tikkelien koko ja muoto vaikuttavat raman-sirontaan. Partikkelien ominaisuudet skaalaa-
vat eri tunnusomaisien piikkien signaalin intensiteetteja, kun taas kiintean faasin koostu-
mus johtaa erilaisiin signaaleihin tunnusomaisilla raman-siirtymaalueilla. Tasta syysta
ramania on useimmin kaytetty kiintedn faasin koostumuksen tutkimiseen. On myds vai-
tetty, etta riippuen kaytetysta optiikasta ramanissa, partikkelikokojen vaikutukset olisivat
erilaisia. (Chianese, A. & Kramer, H. 2012:94-95.)

Jokaisella biomolekyylilla on tyypillinen spektri, ns. oma "sormenijalki”, josta sen voi tun-
nistaa. Kaikkien yksityiskohtien huomaaminen seka spektrin analysointi vaatii kuitenkin
paljon harjoittelua, mutta voi antaa arvokasta lisatietoa esimerkiksi naytteen rakenteesta
tai dynamiikasta. Perustavanlaatuisia tutkimuksia biomolekyyleistd on tehty ramanin
avulla. Raman-spektroskopian avulla voidaan tutkia proteiinien sekundaarisia rakenteita.
Monet varahtelymuodot mahdollistavat peptidin rakenteen tutkimisen. Useat tunnus-
omaiset taajuusalueet (bands) liittyvat CONH-ryhmiin, joita kutsutaan amideiksi. Amidi |
ja lll alueet ovat yleisimmin kaytettyja proteiinien sekundaarisen rakenteen arvioimi-
sessa. (Kuhar N. et al. 2018.) Monen proteiinin rakennesensitiivisen amidi lll-alueen ra-
man-spektrien on huomattu olevan erilaisia riippuen siitd, onko proteiini kiteena, liukoi-
sena liuoksessa vai hienojakoisena jauheena. (J.L. Lippert et al. 1975.) Proteiineille omi-

naiset raman-siirtymat on esitelty taulukossa 1.
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Taulukko 1. Proteiineille ominaiset raman-siirtymat (Kuhar, N. et al. 2018).

Contributing group Frequency (cm™) Assignment
Backbone 1670-1680 B turn, random
structure, Amide |
1660-1670 B sheet, Amide |
1650-1655 o helices, Amide |
1630-1635 B sheet, Amide |
1550 Amide Il
1270-1300 o helices, Amide Il
1240-1250 Random structure,
Amide llI
1230-1240 B sheet, Amide Il
Disulphide 505-515 GGG conformation
520-530 GGT, GTG conformation
540-545 TGT conformation
Side chain 1615, 830, 643 Tyrosine
850/830 Hydrogen bonding state
of tyrosine
1550, 1010, 750 Tryptophan
880/1361 Ring environment of
indole ring of
tryptophan
1360/1340 Hydrophobicity marker
for tryptophan
1609, 1205, 1003 Phenylalanine

Amidi lll:lle tunnusomaisia rakenteiden piikkeja voi havaita alueella n. 1200-1300 cm™ ja
amidi | rakenteet voidaan paikantaa alueella n. 1630-1680 cm™. MyGs hiilihydraattien
rakenteita voidaan tutkia, vaikka sitd hankaloittaa monomeeriyksikkojen samankaltai-
suus polymeeriketjuissa. Kuitenkin erilaiset vetysidokset sekad rengasmuodot antavat

tunnusomaisia piikkeja raman-spektriin. (Kuhar, N. et al. 2018.)

3.4 Proteiinien ja polysakkaridien komplekseista

Proteiinien ja polysakkaridien komplekseja on tutkittu myos ramanin avulla. Proteiinien
ja polysakkaridien kompleksit ovat usein seurausta kahden vastakkaisvarautuneen

biopolymeerin valisestd interaktiosta eli vuorovaikutuksesta. Kun proteiinia ja
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polysakkaridia sekoitetaan proteiinin isoelektrisen (pl) pisteen lahella tai alapuolella,
muodostuu komplekseja useissa proteiini-polysakkaridisysteemeissa. Mekanismin aja-
tellaan johtuvan kaksivaiheisesta rakenteen muuttumisesta yhdessa liukoisten ja liuke-
nemattomien kompleksien kanssa. Liukoiset kompleksit muodostuvat ensin lahella kriit-
tistd pH:ta ja liukenemattomat kompleksit sekd koaservaatit sen jalkeen, kun pH laskee
lahelle proteiinin isoelektristad pistettd. Myds pH:ssa, joka on isoelektrisen pisteen yla-
puolella, voi muodostua liukoisia komplekseja positiivisesti varautuneen proteiinialueen
ja anionisen polysakkaridin valilla. (Zhang et al. 2012.) pH:n lisaksi interaktiot ovat vah-
vasti riippuvaisia proteiini-polysakkaridisuhteesta seka ionivahvuudesta koaservaatio-

prosessissa (Chourpa, I. et al. 2006).
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4 MALLINTAMINEN

Seka NIR- ettd raman-spektroskopiassa kaytetdan samanlaisia matemaattisia menetel-
mid kalibrointimallien luomiseen. Mallia varten tarvitaan referenssimenetelmalla analy-
soidut tulokset naytteista, joista on mitattu spektrit. Spektreista valitaan alueita, joita ka-
librointimallissa halutaan kayttaa. Tietokoneohjelma etsii matemaattisten menetelmien
avulla korrelaatioita referenssiarvojen ja valittujen spektrialueiden valilta ja muodostaa
kalibrointimallin. Sen perusteella tietokone voi laskea tuntemattomalle naytteelle tulok-

sen.

4.1 Yhden muuttujan mallinnus

Yksi tapa tehda kvantitatiivinen kalibrointi spektriin perustuen on yhden muuttujan mal-
linnus. Esimerkiksi tarkasteltavan analyytin konsentraatio halutaan saada selville spekt-
rin absorbanssin voimakkuuden perusteella. Silloin valitaan aallonpituus, josta 16ytyy mi-
tattujen spektrien absorbanssihuippu ja muodostetaan kayra mitattuja konsentraatioita
vasten. Saatu funktio mahdollistaa siten konsentraation laskemisen tuntemattomista
naytteistd. Tama on riittdva tapa, jos tutkitaan yhtd komponenttia yhdella aallonpituu-
della. Kahden tai useamman komponentin maarittdmiseen kaytetdan useampia aallon-
pituusalueita, jotka ovat tyypillisia kullekin komponentille. Usein kuitenkin yhden muuttu-

jan mallinnuksessa on monta heikkoa kohtaa:

a) Analyytin konsentraatio korreloi vain spektrin yhden kohdan kanssa, jolloin tun-
temattoman naytteen spektrin rakenteen sopivuutta kalibrointidataan ei voida ar-
vioida.

b) Hyva monikomponenttikalibraatio vaatii riittavan piikkihuippujen erottelun toisis-
taan, mutta monissa tapauksissa se ei ole mahdollista, varsinkaan NIR-spektro-
skopiassa.

c) Useamman komponentin tapauksissa kalibroinnista saatu lineaarinen funktio ei
kuitenkaan aina ole todellisuudessa sopiva, silla molekyylien sisaiset voimat seka

Iampdotila voivat aiheuttaa vaaristymia spektreihin.

Siksi monimuuttujamallinnus voi useissa tapauksissa olla parempi vaihtoehto. Moni-
muuttajamallinnuksen menetelmia ovat muun muassa moninkertainen lineaarinen reg-

ressio (multiple linear regression, MLR), paakomponenttiregressio (principal component
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regression, PCR) seka osittainen pienimman neliéGsumman menetelma (partial least
square, PLS). (Conzen, J-P. 2014, 3-7.)

4.2 Monimuuttujamallinnus

Monimuuttuja kalibroinnissa yhdistetaan mitatut referenssiarvot suureen maaraan vas-
taavien mitattujen spektrien informaatiota. Siten voidaan saavuttaa suurempi tarkkuus.
PLS-kalibrointi on yksi kaytetyimmistd menetelmistd kemometristen mallien luonnissa.
Sita varten on mitattava suuri maara naytteita, jotta naytteiden spektrien informaatiota
voidaan verrata vastaaviin mitattuihin tutkittavan aineen konsentraatioihin. Matemaatti-
sesti ajatellen datapisteiden muutokset kirjataan datamatriisiin ja niille luodaan ominais-
vektorit, joita kutsutaan faktoreiksi tai padkomponenteiksi. Nama sisaltavat kaiken tarvit-
tavan informaation tutkittavasta aineesta, jolloin niitd voidaan kayttda konsentraatioiden
ennustamiseen. Suurten datasettien analyyttisesti merkittava informaatio siis tiivistetdan
faktoreihin. PLS-kalibroinnissa ominaisvektorit jarjestetaan alenevaan jarjestykseen niin,
ettd ensimmaiset faktorit kuvaavat paaasiallisia seka tarkeimpid muutoksia tutkitussa
spektrissa. Korkeampiin faktoreihin edetessa ne edustavat 1ahinna spektrin kohinaa ja
hairidtekijoita. Siksi faktorien oikean maaran valitseminen on tarkeaa: jos niitd on liian
vahan, spektrin rakenteellisia muutoksia ei havaita riittavan hyvin. Jos faktoreita taas on
likaa, myds spektrin kohina yrittda ennustaa muutoksia konsentraatiossa. (Conzen, J-P.
2014:7-9.)

4.3 Mallien validointi

Rakennettu malli tdytyy aina validoida, jotta sen hyvyyttd voidaan arvioida. Siihen on
kaksi tapaa, joita ovat sisdinen ja ulkoinen validointi. Kaikissa tapauksissa olisi parasta

suorittaa molemmat, mutta sisaisella validoinnilla paastaan jo hyvin alkuun.

4.3.1 Sisainen validointi

Sisainen validointi toteutetaan niin sanotulla ristivalidoinnilla. Siind yksittaiset naytteet
otetaan pois kalibrointisetista ja jaljelle jaaneilla naytteilld perustetaan malli, jota vasten
poistetut naytteet analysoidaan ja saatuja arvoja verrataan todellisiin. Kalibroinnista ul-

kopuolelle jatettyjen naytteiden maaran voi itse valita, mutta on tarkeaa, ettd naytteita
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jaa malliin sen verran, ettei malli muutu liikaa alkuperaisesta. Siksi alle 50 naytteen da-
tasetista ei suositella irrotettavaksi kuin yksi nayte kerrallaan. Koko datasetti arvioidaan
irrottamalla ja palauttamalla jokainen nayte, yksittain tai useamman ryhmissa. Kun jokai-
nen nayte setissd on analysoitu kerran, voidaan laskea ristikkaisvalidoinnin ennusteen
keskivirhe (root mean square error of cross validation, RMSECV). Mita pienempi virhe,
sitd parempi malli. Kaikki nama vaiheet on pitkalti automatisoitu spektroskopiaohjelmis-
toissa. (Conzen, J-P. 2014: 14-15.)

4.3.2 Ulkoinen validointi

Ulkoinen validointi toteutetaan yleensa sisaisen validoinnin jalkeen. Sita varten tarvitaan
toinen, niin kutsuttu testisetti naytteitd, jotka analysoidaan luotua mallia vasten. Luotu
malli siis pysyy muuttumattomana koko validoinnin ajan, eli siitd ei poisteta naytteita.
Mallin antamia tuloksia naytteille verrataan todellisiin mitattuihin tuloksiin ja sen perus-
teella voidaan laskea ennusteen keskivirhe (root mean square error of prediction,
RMSEP). Mita pienempi virhe, sen parempi malli. Siséisen ja ulkoisen validoinnin pitaisi
johtaa vertailukelpoisiin tuloksiin, muutoin malliin tarvitaan lisda naytteitad ennustettavuu-

den parantamiseksi. (Conzen, J-P. 2014:16.)

Jo esitettyjen RMSEP ja RMSECV lisdksi on muitakin tunnuslukuja, joilla mallien hy-

vyytta voidaan arvioida.

a) R?eli selitysaste. Mita paremmin mallissa kaytetyt spektrit korreloivat todellisten
konsentraatioiden kanssa, sen parempi on kalibrointisuoran selitysaste. Mita la-

hempana selitysaste on 100 prosenttia, sen parempi on kalibrointisuora.
b) RPD eli residuaalien ennusteen hajonta (residual prediction deviation) on refe-

renssiarvojen hajonnan (SD) ja bias-korjatun validoinnin kerkivirheen (SEPyias)

osamaara. Nain ollen, mitd suurempi RPD, sitd parempi malli.
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5 KITEYTYSPROSESSI

5.1 Periaate

Kiteytys toimii seka puhdistus- ettad erotusmenetelmana monille eri materiaaleille ja siita
voidaan puhua myo6s faasimuutoksena, jolloin kiteytyva tuote erottuu liuoksesta. Liuos
puolestaan on seos, joka koostuu kahden tai useamman aineen yhdesta homogeeni-
sesta faasista. Liuos on kyllainen, kun siihen on liuennut maksimimaara liuotettavaa ai-
netta. Tata konsentraatiota kutsutaan liukoisuudeksi ja silloin liuos on tasapainotilassa
liuottimen ja liuotettavan aineen suhteen. Kiteytymiseen vaaditaan kuitenkin liuoksen yli-
kyllaisyystila, jolloin liuos on my6s metastabiili. Jokainen liuos voi olla vain tiettyyn pis-
teeseen asti ylikylldinen, ennen kuin se muuttuu epastabiiliksi. Juuri tama ylikyllaisyys-
alue on se, jossa kiteytyminen tapahtuu. Kun ylikyllaisyys on saavutettu, molekyylit alka-
vat liittya yhteen ja muodostaa rykelmid tai konsentraation heilahteluja. Tata vaihetta
kutsutaan kiteytymisen aluksi, eli nukleaatioksi. Volmerin (1939) ja Nielsenin (1964) klas-
sisen teorian mukaan rykelmien muodostuminen jatkuu niin kutsutulla lisdysmenetel-
malla, kunnes niiden kriittinen koko on saavutettu. Nukleaatiota seuraa kiteytyksen toi-
nen perusvaihe, kiteiden kasvu. Kiteet kasvavat ylikylldisessa liuoksessa liuotetun ai-

neen molekyyleilld. (Myerson, A. 2002:16-33.)

Kun kiteytyminen alkaa, supersaturaatio voidaan vapauttaa/purkaa nukleaation ja kitei-
den kasvun yhdistelmalla. Nukleaatioasteen suhde kiteiden kasvuun kontrolloi kiteen ko-
koa ja kokojakaumaa ja on siksi erittain tarkea aspekti, joka on otettava huomioon teolli-

sessa kitetysprosessissa. (Myerson, A. 2002:43-44.)

Nukleaatio voidaan jakaa primaariseen ja sekundaariseen nukleaatioon. Primaarinen
nukleaatio tapahtuu ilman kidepintoja, kun taas sekundaarinen vaatii aktiivisesti kiteisia
pintoja. Primaarinen jaetaan edelleen homogeeniseen ja heterogeeniseen nukleaatioon.
Homogeeninen nukleaatio on perusta monille teorioille, vaikka sita ei kdytanndssa juuri-
kaan tapahdu. Liuenneet epapuhtaudet aiheuttavat puolestaan heterogeenisen nuk-
leaation ja ylikyllaisyys saavutetaan silloin yleensad matalammassa pitoisuudessa. (Myer-
son, A. 2002:44-46.)

Ylikylldisessa liuoksessa olevista kiteistd seuraa sekundaarinen nukleaatio. Muodostu-
neet kiteet katalysoivat nukleaatioilmiéta ja siksi se voi tapahtua matalammassa ylikyl-

laisyystilassa. Sekundaarinen nukleaatio on kuitenkin viela melko huonosti ymmarretty,
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vaikka sen kinetiikasta ja mekanismista on tehty useita tutkimuksia. Monet teoriat ehdot-
tavat, ettd se johtuu joko siemenkiteesta tai rajakerroksesta kasvavan kiteen lahella.
(Myerson, A. 2002:44-47.)

Nukleaatiota seuraa kiteiden kasvu, jossa pienet kidealkiot kasvavat suuremmiksi, kun
niihin kiinnittyy liuotettavan aineen molekyyleja. Kiteiden kasvunopeus voidaan ilmaista
monella eri tavalla. Usein kasvu on ilmaistu kiteen jonkin dimension muutoksena aikaan
nahden. (Myerson, A. 2002:53-54.)

5.2 Proteiinien kiteytys

Kiteytys on yksinkertainen ja tehokas tapa puhdistaa yksittainen proteiini liuoksesta. Pro-
teiinien kiteytys on tarkea osa esimerkiksi laaketeollisuudessa, kun valmistetaan pie-
nimolekyylisia laakkeita, mutta myos teollisten entsyymien puhdistuksessa ja formuloin-
nissa. Entsyymit ovat rakenteellisesti proteiineja. Proteiinilla on taipumus kiteytya parem-
min, jos sen rakenne on jaykka ja pallomainen. Proteiineja voidaan kiteyttaa saatamalla
proteiiniliuoksen pH:ta ja melko pienetkin muutokset pH:ssa vaikuttavat merkittavasti
proteiinin liukoisuuteen. Usein 0,5 pH-yksikkda riittda muuttamaan liukoisuutta huomat-
tavasti. Yleinen kiteytysstrategia on saataa proteiiniliuoksen pH:ta hyvin lahelle isoelekt-
rista pistetta, jolloin molekyylin liukoisuus on usein kaikkein pienimmilldan. Proteiiniki-
teen kasvulle tarvittavat olosuhteet ovat vain niillda pH-arvoalueilla, joissa proteiini sailyt-

taa laskostuneen muotonsa. (Myerson, A. 2002:267-275.)

Proteiinien kiteytyksessa yksi pitkdan kaytetty tapa on elektrolyytin lisdys liuokseen, joka
aiheuttaa proteiinin erottumisen kiinteaksi faasiksi. Elektrolyytin konsentraation kasvat-
taminen kasvattaa ionivahvuutta ja nain myds proteiinin liukoisuutta. Myds synteettisten
polymeerien kayttd, erityisesti polyetyleeniglykolin, on lisdantynyt kiteytyksen avusta-
vana lisdaineena. (Myerson, A. 2002:275-277.)

Proteiineja voidaan kiteyttaa monessa eri [ampotilassa, mutta yleisimmat ovat huoneen-
lampdtila, noin 25 celsiusastetta, seka viiled, noin 4 celsiusastetta. Proteiinien kiteytys
on mahdollista my6s korkeammissa lampétiloissa, jos proteiini kestaa sita denaturoitu-
matta. Moni proteiini denaturoituu yli 40 celsiusasteessa, mutta jotkut proteiinit sen sijaan
saattavat kiteytya helpommin korkeassa lampétilassa. Kuitenkin, jotta Iampétila olisi te-
hokas keino kontrolloida nukleaation ja kiteiden kasvun suhdetta, taytyy proteiinin liukoi-

suuden muuttua huomattavasti lampdétilaa muuttamalla. (Myerson, A. 2002:269-279.)
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5.3 Muut sovellukset

Kiteytysmenetelmia on kaytdssa esimerkiksi ladketeollisuudessa seka elintarvike- ja bio-
teollisuudessa. Ladketeollisuudessa kiteytysprosessina on perinteisesti kaytetty panos-
prosessia ladkeaineiden puhdistamiseen. Panoskiteytyksessa tyypillisesti [ahtdmateri-
aalit laitetaan sekoitussailioon, josta otetaan loppumateriaali ulos joko jatkuvana virtana
tai yhdella kertaa. Tiukoista lakisdadoksista johtuen prosessien taytyy olla tarkasti hallit-
tuja ja yksityiskohtaisesti dokumentoituja, jotta voidaan taata tuotteen yhdenmukaisuus
joka erassa. Tarkeaa on hallita morfologiaa, puhtautta ja partikkelikokojakaumaa. (Myer-
son, A. 2002:127,261.)

Monet elintarvikekomponentit kiteytyvat ja yleisimpia ja samalla tarkeimpia naista ovat
sokerit, lipidit, tarkkelykset seka jaa. Kiteinen muoto on tarkeaa elintarvikkeen laadun,
sailyvyyden seka koostumuksen kannalta. Kiteistd muotoa kontrolloidaan muun muassa
manipuloimalla tuotteen koostumusta ja valmistusprosessin tai sailytyksen olosuhteita.
Kiteytymisen perusperiaatteiden ymmartaminen on tarkeassa roolissa elintarvikkeiden
kiteytysprosesseja muokattaessa ja usein tavoitteena on luoda kiteytyksen avulla tietyn-
lainen koostumus tai ulkonaké tuotteelle. Kiteytys on kuitenkin usein hankalaa komplek-
sisessa elintarviketeollisuudessa, silla todella monet muuttujat vaikuttavat lopputulok-
seen. Lisaksi elintarvikkeille on asetettu paljon tiukkojakin rajoituksia, jotka esimerkiksi
estavat tai rajoittavat joidenkin ainesosien kayttda kiteytysprosessin muokkaamisessa.
Yksi esimerkki kiteiden rakenteen ja koon vaikutuksesta tuotteen laatuun on jaatelo.
Siind halutaan kiteiden olevan pienia ja samankokoisia, silla liilan suuret kiteet tekevat
suutuntumasta karhean. Nukleaatio onkin kiteytyksen vaiheista tarkeimmassa roolissa,
kun halutaan vaikuttaa kiteiden kokojakaumaan. (Myerson, A. 2002:287-290.)
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6 SAOSTUSPROSESSI

6.1 Periaate

Saostus on oikeastaan yksi tapa tehda kiteytys. Silla tarkoitetaan usein nopeaa kiteyty-
mista ja toisinaan se viittaa myos peruuttamattomaan kiteytysprosessiin. (Mullin, J. W.
2001:315.) Saostus muodostaa suhteellisen nopeasti niukkaliukoisen kiintean faasin liu-
oksen nestefaasista (Myerson, A. 2002:156). Ominaista saostukselle on sen kaynnisty-
minen ylikyllaisessa liuoksessa, jolloin muodostuu hyvin nopeasti kidealkioita ja niista
edelleen suuria maaria pienikokoisia primaarikiteitd. Kahden kiteytyksen perusvaiheen
lisdksi saostuksessa tapahtuu kaksi toissijaista vaihetta, jotka yleensa vaikuttavat perus-
teellisesti kiteiseen lopputuotteeseen: agglomeraatio ja kypsyminen. Agglomeraatio ta-
pahtuu usein kidealkioiden muodostumisen jalkeen. Kypsymisvaiheella sen sijaan tar-
koitetaan kaikkia sakan muodostumisen jalkeisia peruuttamattomia muutoksia. Yksi ylei-
simmista saostustavoista on kahden reagoivan liuoksen sekoittaminen toisiinsa mahdol-
lisimman nopeasti. (Mullin, J. W. 2001:315.)

Saostuksella on monia tarkeita erityispiirteitd. Sakka muodostuu suhteellisen korkeissa
ylikylldisyysolosuhteissa ja se on usein niukkaliukoista seka siihen ei yleensa vaikuta
liuotettavan aineen kiteiden lasnaolo liuoksessa. Korkeasta ylikylldisyydesta johtuen
sakka koostuu suuresta maarasta suhteellisen pienia kiteitd. Tama mahdollistaa sekun-
daaristen prosessien ilmenemisen, kuten Ostwaldin kypsymisen ja agglomeraation.
(Myerson, A. 2002:148.)

6.1.1 Agglomeraatio

Agglomeraatiolla tarkoitetaan pienten partikkeleiden taipumusta kerdantya yhteen.
Usein pienet partikkelit (<1 pum) voivat tarttua toisiinsa pysyvasti, jos Van der Waalsin
voima ylittda gravitaatiovoiman. Pysyvaa tarttumista heikentada selvasti varauksen sta-
biilisuus lyofobisissa systeemeissa. Agglomeraation esiintyvyys voi vaikuttaa merkitta-

vasti saostusprosessin tulokseen. (Myerson, A. 2002:149.)
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6.1.2 Kypsyminen

Heterogeeninen systeemi on termodynaamisesti epastabiili ennen kuin sen vapaa ener-
gia saavuttaa miniminsa. Se johtuu siita, etta laajasta rajapinnasta vapautuu energiaa,
jota voidaan vahentaa pienentamalla rajapinnan alaa. Ostwald (1901) kuvasi ensimmai-
sena taman prosessin, ja prosessi on nimetty hanen mukaansa Ostwaldin kypsymiseksi.
Ero liukoisuudessa vapaiden partikkeleiden ja kiintean faasin valilla on kyseisen proses-
sin kantava voima perustuen tunnettuun Gibbs-Thomsonin yhtal66n, jonka mukaan ai-
neen liukoisuus kasvaa, kun kiteiden koko pienenee. Konsentraatiogradientti, joka johtuu
liukoisuuserosta, saa liuotettavan materiaalin kulkeutumaan liuoksen (solution phase)
lapi pienemmista kiteistd kohti suurempia, jolloin liuotettava aine saostuu suuremmiksi
partikkeleiksi. Yleisesti ottaen Ostwaldin kypsymisprosessi vahentaa kiteiden maaraa ja
kasvattaa niiden keskimaaraista kokoa seka laajentaa partikkelikokojakaumaa. (Myer-
son, A. 2002:143, Mullin, J. W. 2001:320.)

6.2 Sovellukset

Monet sakan tarkeat ominaisuudet ovat luonteeltaan fysikaalisia. CSD (crystal size dis-
tribution) eli kiteiden kokojakauma on saostusprosessin tuotteen tarkein ominaisuus.
Myds kiteiden morfologialla on vaikutusta ja etenkin prosessin jalkeisissa vaiheissa, ku-
ten suodatuksessa tai kuivauksessa. Toiset huomioitavat ominaisuudet ovat kemiallisia,
kuten kiteiden puhtaus tai epapuhtaudet. Lisaksi on varmistuttava siita, etta kiteiden omi-
naisuudet ovat valmistuserasta toiseen samat, eli prosessi tuotteineen on toistettavissa.
Teollisissa saostusprosesseissa on kuitenkin edelleen haasteita, esimerkiksi suurem-

paan mittakaavaan siirtymisessa. (Myerson, A. 2002:141.)

Saostusta kaytetdan valmistusprosessina esimerkiksi ladketeollisuudessa, vari- ja pig-
menttiteollisuudessa seka jateveden kasittelyssa (Myerson, A. 2002:141). Yksi saostus-
tapa on niin sanottu jatkuvasyoéttdinen saostus. Siind syotetdan jatkuvana virtana rea-
gensseja sekoitussailioon, josta poistetaan samalla saostustuotetta, jotta reaktiotilavuus
pysyy vakiona. Nain saadaan yleensa muodoltaan yhtenevaisia, mutta eri kokoisia par-
tikkeleita. (Myerson, A. 2002:158.)

Toinen ja yleisin tapa on panossaostus. Se jaetaan kahteen perustyyppiin: yksittaissyot-

téon (single-feed) ja tuplasyottoon (double-feed). Yksittaissyotdssa toinen reaktion
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lahtoaineista laitetaan sailioén, jossa on sekoitus ja toista sybtetdan sailioon tietyn ajan.
Tuplasyotdssa kahta reaktion Iahtbaineista syotetdan sailioon, jossa on alun perin tietty
maara liuotinta (solvent) tietyssa olosuhteessa. Reaktioainetta voidaan syo6ttaa jatkuvasti
tasaisena virtana tai kiihtyvaan tahtiin ajan kuluessa. Syottévirtauksen asetuksella, eli
mihin tahtiin sy6ttd tapahtuu, voi olla suuri merkitys saostustuotteen ominaisuuksiin ku-
ten CSD:hen. (Myerson, A. 2002:158.)
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7 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Kokeellinen osuus suoritettin sekd laadunvalvonnan ettd tutkimuksen tiloissa Roal
Oy:ssa. Raman-laitteisto asennettiin ulkopuolisen tahon toimesta Pilot-halliin, jossa
kaikki kokeet suoritettiin. Laadunvalvonnan NIR-laitteistoa kaytettiin seka tutkimuksen
tiloissa suoraan pienen mitan prosessissa etta laadunvalvonnassa erillisten naytteiden

mittaamiseen.

Tarkoituksena oli rakentaa NIR- ja raman-kalibrointimallit saostukselle seka kiteytykselle
koeputkissa toteutettavien kokeiden avulla. Taman jalkeen malleja ja tekniikoiden sovel-
tuvuutta voitiin testata ja/tai tdydentaa laboratoriomittakaavan prosesseissa. Lisaksi ra-
man-spektreista etsittiin viitteita muutoksista molekyyleissa ja niiden komplekseissa sa-
ostuskokeissa. Saostukseen liittyvat kokeet tehtiin entsyymilla 1 ja kiteytykseen liittyvat

kokeet entsyymilla 2. Kokeiden tulokset on esitelty kappaleessa 8.

7.1 Laitteistot

Saostus- ja kiteytysprosessi toteutettiin pienessa mittakaavassa Radleysin Reactor-
Ready Duo Lab-laitteistolla. Laitteistossa on rinnakkain kaksi samanlaista reaktorisys-
teemia. Yksi systeemi koostuu sekoittimesta ja lasisesta reaktorista, joissa vesivaipan
lampdotilaa voidaan kontrolloida. Reaktoriin voidaan asettaa myds erilaisia antureita tar-
peen mukaan. (Radleys.com 2020.) Kuitenkin ainoastaan NIR-laite voitiin siirtda mittaa-
maan Reactor-Ready-laitteistolla toteutettuja prosesseja, mutta raman-laitteiston sijain-
nin vuoksi raman-mittaukset prosesseista voitiin toteuttaa vain Pilot-hallissa dekantteri-
lasissa ilman [ampdtilakontrollia eli huoneenlammaossa. Kuvat koejarjestelyista on esi-

tetty jaliempana kuvissa 8-10.

NIR-mittauksiin kaytettiin Brukerin MPA-laitetta (kuva 5), jossa mittaukset voidaan suo-
rittaa kyvetissa, anturilla (probe) tai erikokoisissa lasiastioissa heijastusmittauksena. An-
turina oli Brukerin transflection probe type IN271 2 millimetrin valotielld. Anturi meni kui-
tenkin valitettavasti epakuntoon kokeiden aikana juuri saostus- ja kiteytysprosessimit-
tausten jalkeen, joten koeputkimittakaavan naytteet jouduttiin mittaamaan kyveteissa ja
lasiastioissa. Mittauksissa kaytetty kyvetti oli lapimitaltaan 2 mm ja soveltui helposti pi-
petoitaville naytteille. Lasiastiaa kaytettiin erittdin sameille ja tahnamaisille naytteille. Re-

soluutio seka spektrien mittausten lukumaara asetettiin naytteille sopivaksi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Pauliina Prokkola



31

Kuva 5. Bruker MPA-laite NIR-mittauksiin.

Raman-mittauksia varten hankittiin testikayttoon Kaiserin RXN2 785 nm-laitteisto neljalla
anturilla. Kuitenkin ensimmaisten mittauksien yhteydessa ilmeni, ettd ndytemateriaalit
fluoresoivat voimakkaasti, eivatka spektrit nain ollen olleet kayttdkelpoisia. Ratkaisuna
laitteisto vaihdettiin Kaiserin RXN2 1000 nm-laitteistoon (kuva 6), koska fluoresointia voi-
daan vahentda huomattavasti suuremmalla aallonpituudella (Larkin P. 2011:32). Mit-
taukset tehtiin yhdella anturilla (probe). Mittausparametrit optimoitiin herkasti fluoresoi-
ville naytteille sopivaksi: materiaali altistettiin laserille yhden sekunnin ajan ja raman-
sirontaa kerattiin 300 sekuntia. Mittaukset tuli tehda valolta suojattuna, koska raman-

spektreihin tulee hairiéta ulkopuolelta tulevasta valosta.

Kuva 6. Kaiserin raman-laitteisto (kosi.com 2020).
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7.2 Saostuskokeet koeputkissa

Entsyymin saostusprosessin erilaisia olosuhteita toteutettiin koeputkissa vaihdellen ent-
syymin ja polysakkaridi A:n suhdetta sekd puskurin pitoisuutta. Ensin putkiin punnittiin
puskurikomponentit, vesi sekd polysakkaridi A ja sekoitettiin hyvin. Viimeisena lisattiin
entsyymi 1 yhteen putkeen kerrallaan ja sekoitettiin voimakkaasti ravistamalla. Sakka
muodostui valittdmasti entsyymin lisdyksen jalkeen, mutta sen ulkonakoé ja koostumus
vaihtelivat riippuen komponenttien suhteista. Yksittaisten komponenttien spektrit mitattiin
myos mallinnusta varten: polysakkaridi A seka entsyymi 1 ja naiden eripitoiset vesiliuok-
set. Nain oli helpompi paatella spektrien piikeista, mitd ne mahdollisesti edustivat. Samat

naytteet mitattiin seka raman- ettd NIR-laitteistolla. Taulukossa 2 on esitelty koematriisi

saostusputkille.

Taulukko 2. Koematriisi saostuskokeille koeputkissa, polysakkaridilla A

Ndyte Polysakkaridi A

(m-%)
1 1,33
2 0,80
3 0,57
a4 0,44
5 0,28
6 0,20
7 0,57
8 0,57
9 0,57
10 0,57
11 0,57
12 0,57

Spektrit mitattiin saostetuista koeputkinaytteista noin tunnin seisotuksen jalkeen. Taman
jalkeen putket sentrifugoitiin ja spektrit mitattiin uudestaan pelkastdan supernatantista.
NIR-spektrit mitattiin lasiastioissa heijastusmittauksena ja sentrifugoidut naytteet ky-

vetissa. Kuvassa 7 nahdaan esimerkkina ylhaalla saostusputkia ennen sentrifugoimista

Asetaattipuskuri

(M)

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,025
0,050
0,100
0,150
0,200
0,250

Entsyymiliuos

(m-%)

28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5
28,5

Suhde (aktiivisuus :
mg polysakkaridi A)

1 500

2 500

3500

4500

7 000

10 000

3500

3500

3500

3500

3500

3500

ja alla sentrifugoinnin jalkeen, joista on jo poistettu osa supernatantista.
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——— A a

Kuva 7. Saostuskomponentit ja entsyymi 1 sekoitettuna koeputkiin: ennen sentrifugointia
(alla) ja sentrifugoinnin jalkeen (ylla).

Saostusta testattiin myos toisella polysakkaridilla (B), mutta naytteet mitattiin vain rama-

nilla, koska haluttiin tarkastella nimenomaan raman-spektrin muutoksia. Polysakkaridi B

saostus tehtiin myds entsyymilla 1. Koematriisi on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Saostus polysakkaridi B:lla, koematriisi.

Ndyte PolysakkaridiB Asetaattipuskuri Entsyymiliuos Suhde
(m-%) (M) (m-%) (aktiivisuus: mg
polysakkaridi B)
1B 1,33 0,05 28,5 1500
2B 0,66 0,05 28,5 3000
3B 0,50 0,05 28,5 4 000
4B 0,44 0,05 28,5 4500
5B 0,40 0,05 28,5 5000
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Puskuri pidettiin naissa kokeissa vakiona ja vain aktiivisuuden ja polysakkaridi B:n suh-

detta muutettiin. Spektrit mitattiin putkista vastaavasti kuin polysakkaridi A-kokeissa.

7.3 Saostus pienessa mittakaavassa

Kuvassa 8 on esitetty koejarjestely Reactor-Ready-laitteistolla, josta mitattin samaan
aikaan NIR-spektreja. Reaktorissa on kuvassa polysakkaridi A:lla saostettua entsyymi 1-

liuosta, keskella sekoitin ja oikealla NIR-anturi.

3wy o B

I »

»

Kuva 8. Saostus Reactor-Ready-laitteistolla.

Saostus toteutettiin huoneen lammossa lisddmalla reaktoriin ensin entsyymi 1-liuos. Se-
kaan kaadettiin saostuskomponenteista tehty liuos, joka koostui asetaattipuskurista seka
polysakkaridi A:sta. Saostusliuosta sekoitettiin voimakkaasti nopeudella 270 rpm. Saos-
tuksen kaikkien komponenttien yhteismaara oli 1 kg. Naytteita otettiin ennen saostusta,

sen aikana ja lopuksi. Saostus kesti kokonaisuudessaan noin 75 minuuttia. Naytteet tuli
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sentrifugoida valittdémasti naytteenoton jalkeen, paitsi lopetusnayte. Naytteista analysoi-
tiin markakemialla liukoinen entsyymiaktiivisuus seka loppunaytteesta kokonaisaktiivi-

suus. Liukoinen entsyymiaktiivisuus maaritettiin sentrifugoidun naytteen supernatantista.

Raman-mittauksia varten saostus tehtiin foliolla suojatussa dekantterilasissa, johon oli

kiinnitetty sekoitin. Naytteiden otto suoritettiin samoin kuin NIR-mittausten kanssa.

7.4 Liukoisuuskokeet koeputkissa

Kiteytysprosessin eri olosuhteiden mallinnusta varten tehtiin sarja liukoisuuskokeita put-
kissa viidessa eri pH:ssa seka kolmella eri entsyymiaktiivisuustasolla. Liukoisuuskokeilla
voitiin tarkastella puskurin pH:n vaikutusta kiteiden liukoisuuteen ja entsyymin liukoiseen
aktiivisuuteen. Varsinainen kiteytysprosessi talle entsyymille (entsyymi 2) toteutetaan
saatamalla entsyymiliuoksen pH:ta. Kiteytetty entsyymimassa saatiin aiemmin tehdysta
pienen mittakaavan kiteytyksesta, joka tehtiin NIR-mittauksia varten. Koematriisi on esi-

tetty taulukossa 4.
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Taulukko 4. Koematriisi liukoisuuskokeille koeputkissa.

Nayte Puskurin pH aktiivisuus (U)
1 3,80 350000
2 4,20 350000
3 4,60 350000
4 5,00 350000
5 5,60 350000
6 3,80 450000
7 4,20 450000
8 4,60 450000
9 5,00 450000

10 5,60 450000
11 3,80 550000
12 4,20 550000
13 4,60 550000
14 5,00 550000
15 5,60 550000

Liukoisuusputket sekoitettiin kylmadhuoneessa viikonlopun yli ennen spektrien mittauk-
sia, jotta liukoisuus olisi tasapainotilassa. Spektrit mitattiin sekd raman- ettd NIR-laitteis-
tolla, jonka jalkeen putket sentrifugoitiin ja spektrit mitattiin uudelleen pelkasta superna-

tantista. NIR-spektrit mitattiin lasiastioissa ja sentrifugoiduista naytteista kyvetissa.

7.5 Kiteytys pienessa mittakaavassa

Samoin kuin saostusmittausten kanssa, pienen mittakaavan kiteytyksen NIR-mittaukset
toteutettiin Reactor-Ready-laitteistolla tehdysta kiteytyksesta 10 °C:een lampdtilassa
(kuva 9) ja raman-mittaukset huoneenlammossa dekantterilasissa mimikoidusta kitey-
tyksesta (kuva 10). Taman kiteytyksen kannalta Iampétilan kontrollia oleellisempaa oli

pH:n muutos, joten kiteytyksen pystyi hyvin tehda myos huoneen lammdssa. Kiteytys
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tehtiin hitaasti pH:ta sdatamalla, jotta saatiin muodostumaan kiteita pelkan sakan sijasta.
Kiteytys aloitettiin aamulla saatamalla varovasti pH:ta parin minuutin valein 40 % (w/w)
sitruunahapolla pH 4.8:aan asti. Taman jalkeen liuoksen annettiin sekoittua kolme tuntia.
Kolmen tunnin aikana liuokseen alkoi muodostua kiteita ja vari alkoi muuttua vaaleam-
maksi. Taman jalkeen pH:ta saadettiin vield varovasti parin minuutin valein pH 4.5:een
asti. Sen jalkeen liuos jatettiin sekoittumaan tunniksi, jonka jalkeen pH saadettiin viela
3.8:aan asti. Tama jalkeen liuos sai jaada sekoittumaan yon yli. Seuraavana aamuna pH
viela tarkistettiin ja sdadettiin tarvittaessa 3.8:ksi. Naytteita otettiin sopivissa valeissa ja
ne tuli sentrifugoida heti naytteenoton jalkeen. Naytteistd analysoitiin liukoinen entsyy-

miaktiivisuus sentrifugoidusta supernatantista.

Kuva 9. Kiteytys Reactor-Ready -laitteistolla.
Liuoksen ulkondkda pystyi seuraamaan Reactor-Ready-laitteistossa. Sen sijaan huo-

neenlammaossa toteutettu kiteytys tehtiin dekantterilasissa, ja se taytyi jalleen peittda fo-

liolla raman-mittauksen takia, joten ulkonadn tarkkailu oli vain ajoittaista.
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Kuva 10. Kiteytys dekantterilasissa. 1. pH-anturi 2. raman-anturi. 3. sekoitin.

Sekoitus pidettiin tasaisena koko kiteytysprosessin ajan, mutta lampdétilaa ei voitu kont-
rolloida dekantterilasissa. Alussa liuos oli viileda ja Iampdtila kohosi prosessin aikana

huoneen lampétilaan.
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8 TULOKSET JA PAATELMAT

NIR-mittauksista oli jo etukateen jonkin verran kokemusta yrityksen laadunvalvontaosas-
tolla, sen sijaan raman-laitteistosta ja silla mittaamisesta ei. Naytteista johtuen mittaus-
parametreja jouduttiin muuttamaan ramanin osalta niin, etta yksi mittaus kesti viisi mi-
nuuttia, jotta saatiin tarpeeksi hyva signaali. NIR-laitteistolla yksi mittaus saatiin suoritet-

tua noin 15 sekunnissa.
8.1 Saostuskokeet

Saostuskokeista saatiin vaihtelevia tuloksia entsyymilla 1. Raman-spektreista tehtiin
mielenkiintoisia havaintoja: niista pystyi havaitsemaan saostuksen aikana tapahtuvien
molekyylimuutosten mahdollisesti aiheuttamat erot spektreissa. Spektreja on tarkasteltu
jaliempana eri kokeiden tulosten yhteydessd muun muassa vertaamalla taulukossa 1
esitettyihin raman-siirtymiin. Saostusputkikokeiden naytteet seka mitatut spektrit on nu-
meroitu ja selitetty taulukossa 5. Saostusprosessin varsinaiseen monitorointiin raman-
mittaukset eivat tdssa tapauksessa kuitenkaan tuoneet lisdarvoa, silla entsyymiliuoksen
fluoresointiherkkyyden takia mittausaikaa jouduttiin pidentdmaan ja prosessissa muutok-

set tapahtuivat kuitenkin melko nopeasti.
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Taulukko 5. Saostusputkinaytteet.

Ndyte Suhdeluku

(aktiivisuus:mg poly-

sakkaridi A)

10
11

12

1500

2500

3500

4500

7000

10000

3500

3500

3500

3500

3500

3500

Puskurin
pitoisuus (M)

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,025
0,05
0,1
0,15
0,2

0,25

Spektri
(sentrifugoimaton)

Precip in tubes_0001
Precip in tubes_0002
Precip in tubes_0003
Precip in tubes_0004
Precip in tubes_0005
Precip in tubes_0006
Precip in tubes_0007
Precip in tubes_0008
Precip in tubes_0009
Precip in tubes_0010
Precip in tubes_0011

Precip in tubes_0012

40

Spektri
(sentrifugoitu, su-
pernatantti)
Precip after centri-
fugation_0001
Precip after centri-
fugation_0002
Precip after centri-
fugation_0003
Precip after centri-
fugation_0004
Precip after centri-
fugation_0005
Precip after centri-
fugation_0006
Precip after centri-
fugation_0007
Precip after centri-
fugation_0008
Precip after centri-
fugation_0009
Precip after centri-
fugation_0010
Precip after centri-
fugation_0011
Precip after centri-
fugation_0012

NIR-mittauksia ei voitu toteuttaa alkuperaisen suunnitelman mukaan pelkastaan antu-

rilla, joten rakennettuja malleja ei suoraan saatu ennustamaan itse prosessia. Saostuk-

sesta saatu spektridata ei suoraan istunut putkikokeiden avulla rakennettuihin malleihin.

Lisdksi muun tyyppinen NIR-anturi voisi sopia paremmin saostusprosessiin, silla nyt 2

mm rakoon kertyi herkasti sakkaa ja valo lapaisi heikosti naytteen.

8.1.1 Saostuskokeet koeputkissa, raman-mittaukset

Piikkien tulkintaa varten mitattiin polysakkaridi A:n vesiliuoksen spektrit. 1 %- ja 3 % -

liuoksien spektrit on esitetty kuviossa 3. Spektreissd on melko paljon kohinaa, mutta

niistd voi havaita eroja: 1 % -liuoksella on kohdassa voimakas 1214 cm™ piikki ja sen
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vieressa kohdassa 1235 cm™" hieman pienempi sivupiikki, kun taas 3 % -liuoksella vas-

taavissa kohdissa on kaksi toistensa kanssa yhta suurta piikkia.

4400
4200
4000
3800
3600
3400
3200
3000
2800
2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
0

Intensity

1650

~ Polysakkaridi A_3%_5pectrum
W — Polysakkaridi & 1% _Spectrum

1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950
Raman Shift [1/cm]

Kuvio 3. Polysakkaridi A-vesiliuosten raman-spektrit.

Saostusputkista mitatuista spektreistd saatiin paikannettua mahdolliset proteiinipiikit,

jotka edustivat tdssa tilanteessa entsyymiaktiivisuutta. Aiempien fermentointikokeiden

perusteella osattiin etsia korrelaatiota aktiivisuuteen alueelta 1400-1500 cm™. Sen lisaksi

kohdassa n. 1000 cm™ havaittu piikki naytti myos korreloivan aktiivisuuden kanssa ja

tama on tyypillinen kohta fenyylialaniinille. Spektreissa oli paljon kohinaa, joten niita tay-

tyi esikasitelld reilusti. Kuviossa 4 on esitelty saostusputkinaytteiden raman-spektrit en-

nen sentrifugointia. Kohdassa 1550 cm-1 on tyypillisesti amidi Il ja 1002 cm-1 fenyyliala-

niini seka alueella 1600-1700 vesi ja amidi |-rakenteet.

Intensity

1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250
Raman Shift [1/cm]

— precip in tubes_0001_Spectrum
precip in tubes_0002_Spectrum
precip in tubes_0003_Spectrum
precip in tubes_0004_Spectrum
precip in tubes_0005_Spectrum
precip in tubes_0006_Spectrum
precip intubes_0007_Spectrum

— precip in tubes_0008_Spectrum
precip intubes_0009_Spectrum
precip in tubes_0010_Spectrum
precip intubes_0011_Spectrum
precip in tubes_0012_Spectrum

Kuvio 4. Saostus koeputkissa: naytteiden raman-spektrit ennen sentrifugointia.

Kuviossa 5 on esitetty spektrit saostusputkinaytteiden supernatanteista. Amidi | ja Il seka

fenyylialaniinin piikit ovat hieman matalampia supernatanttinaytteissa, silla aktiivisuutta

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Pauliina Prokkola




42

jaa sakkaan ja liukoinen aktiivisuus on nain ollen pienempi. Molemmissa kuvissa ensim-
mainen spektri (sininen) erottuu selvasti muista korkeammalla intensiteetilla monissa
kohdissa. Kyseisessa naytteessa suhdeluku on 1500, eli siind polysakkaridi A:n maara
on suurin kaikista naytteista, mutta myds liukoinen aktiivisuus on analyysituloksen mu-
kaan suurin. Kyseisen naytteen ulkonakoé poikkesi hieman muista naytteista, silla sakka
ei meinannut erottua sentrifugoinnin jalkeenkaan, vaan koko nayte oli hyvin paksua ja
variltaan valkoista. Tama voi selittda korkeimman aktiivisuuden, koska sakka ei varsinai-
sesti erottunut liukoisesta osasta. Muissa naytteissa valkoinen sakka erottui selvasti 1a-

hes kirkkaasta, hieman kellertavasta supernatantista.

38000
36000 “

34000 ‘| Part of: precip after centrifugation_0001_Spectrum
32000 ‘ ‘ Part of: precip after centrifugation_0002_Spectrum

Part of: precip after centrifugation_0003_Spectrum
30000

28000
26000 |
24000
22000 ‘i\
20000 I

Part of: precip after centrifugation_0004_Spectrum

Part of : precip after centrifugation_0005_Spectrum

Part of : precip after centrifugation_0006_Spectrum
Part of: precip after centrifugation_0007_Spectrum
Part of: precip after centrifugation_0008_Spectrum
Part of : precip after centrifugation_0009_Spectrum
Part of : precip after centrifugation_0010_Spectrum
Part of: precip after centrifugation_0011_Spectrum
i Part of: precip after centrifugation_0012_Spectrum

18000 |
|
16000 )I ‘

Absorbance

14000
12000
10000

I
8000 > ] J
6000 ‘
4000 - fas A
D = £
2000 = - A ALY Wx{ér\

1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200
Wavenumbers [1/cm]

Kuvio 5. Saostus koeputkissa: naytteiden supernatanteista mitatut raman-spektrit.

Hieman yllattden naytteissa nakyy voimakas piikki kohdassa n. 1214 cm™ ja se on kaik-
kein voimakkain sentrifugoidun naytteen 7 supernatantissa ja matalin sentrifugoimatto-
massa naytteessa 3. Vastaavaa ei kuitenkaan ollut ndhtavissa pelkdssa entsyyminayt-
teessa, mutta entsyymin vesilaimennoksissa piikki tuli hieman nakyviin. Polysakkaridi
A:n vesiliuoksissa piikki oli havaittavissa (kuvio 3), mutta ei laheskaan yhta voimakkaana.
Samassa kohdassa esiintyi piikki my0s liukoisuusputkien supernatanttinaytteiden spekt-
reissa. Niissa kokeissa kuitenkin kaytettiin eri entsyymia ja puskuria. Aluksi pohdittiin
sameuden vaikutusta, mutta suuri osa sentrifugoitujen naytteiden supernatanteista oli
kuitenkin melko kirkkaita, samoin kuin polysakkaridi A:n vesilaimennokset. Etsimisesta

huolimatta piikin 1214 cm™ aiheuttajaa ei varmuudella saatu selville.

Kuviossa 6 on verrattu polysakkaridi A:n vesiliuoksen ja sentrifugoimattoman saostus-
putkinaytteen numero 3 raman-spektreja. Naytteella 3 on proteiinialueella entsyymista
johtuen voimakas piikki kohdassa 1000 cm™, kun taas polysakkaridilla vastaavassa koh-

dassa on hyvin pieni piikki. Polysakkaridilla on sen sijaan kohdissa 1175-1200 cm™ ja
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1400-1440 cm™ piikit, mutta ne eivat nay vastaavasti saostusnaytteessa. Tasta voi paa-
tellda polysakkaridin muodostaneen komplekseja entsyymin kanssa, eika sitd nain ollen

ole samalla tavalla vapaana liuoksessa.

5500

5000 v precip in tubes_0003_Spectrum

4500 ¥ — Polysakkaridi A_3%_Spectrum

4000

3500

3000

Intensity

2500

2000

1500

1000

1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950 900
Raman Shift [1/cm]

1850 1600

Kuvio 6. Polysakkaridi A:n vesiliuoksen ja saostusputkinayte 3:n raman-spektrit.

Kuviossa 7 on esitetty osa sentrifugoimattomien saostusputkien 1-6 spektreista, joissa
siis muuttujana oli aktiivisuuden ja polysakkaridi A:n suhde. Spektreista voidaan nahda,
ettd suhdeluvulla 10000 ei ole lainkaan piikkid kohdassa 1240-1245 cm™, kun taas
muilla suhdeluvuilla on jonkinlainen piikki. Suhdeluku 10000 sisaltaa kaikista pienimman
maaran polysakkaridi A:ta. Aiemmin taulukossa 1 esiteltyjen proteiinialueiden perus-

teella kyseessa voisi olla amidi lll alue.

1245-1240 cm’™

Kuvio 7. Raman-spektrit saostuksen koeputkinaytteistd ennen sentrifugointia: eri poly-
sakkaridi A-aktiivisuussuhteet.
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Putkikokeiden spektrien avulla ei kuitenkaan saatu rakennettua hyvaa mallia saostuk-
selle. Sen sijaan materiaalina kaytetyn entsyymin eri laimennosten spektreista saatiin
rakennettua malli, jolla voi ennustaa aktiivisuutta. Testinaytteina mallille kaytettiin putki-
kokeiden supernatanttinaytteita, jotka edustivat siis liukoista aktiivisuutta eri saostusolo-
suhteissa. Kuviossa 8 on esitetty malli entsyymiaktiivisuudelle, joka on rakennettu ent-
syymimateriaalin vesilaimennoksista ja jaliempana kuviossa 9 mukana ovat testinayt-
teet. Kuvissa vaaka-akselilla on mitattu aktiivisuusarvo ja pystyakselilla ennustettu aktii-
visuusarvo. Padosin malli ennustaa hieman korkeampaa tulosta testinaytteille, kuin mita
todellisuudessa on mitattu. Vaikka naytteita oli lukumaarallisesti vahan, ennuste on silti

todella hyva mallin selitysasteen ollessa 99,3 %.

10! Predicted vs. True / Activity

Predicted

o9

bo

5000 a T T

Difference
»

a
a
10000 |
o . ;
True
[ 2703 RMSEC = 2614.62 Bi

Intercept = -200,600 RMSECY = 2037.44 Bias CV = -13

Slope « 0900810 RMSED = Bis

Kuvio 8. Raman-kalibrointimalli entsyymiaktiivisuudelle.
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Predicted vs. True / Activity

Predicted

o

Kuvio 9. Kalibrointimalli ja testinaytteet (siniset pisteet).

8.1.2 Saostuskokeet koeputkissa, saostus polysakkaridi B:lla

Polysakkaridi B:ll& saostetuista naytteista mitattiin vain raman-spektrit. Taulukkoon 6 on

keratty tiedot naytteistd seka niiden spektreista.

Taulukko 6. Polysakkaridi B, saostusnaytteet.

Nayte spektri spektri Suhde
(sentrifugoimaton) (sentrifugoitu, (aktiivisuus:mg po-
supernatantti) lysakkaridi B)

1B polysakkaridiB_1500  fuugattuB_1500 1500
2B polysakkaridiB_3000  fuugattuB_3000 3000
3B polysakkaridiB_4000  fuugattuB_4000 4000
4B polysakkaridiB_4500  fuugattuB_4500 4500
5B polysakkaridiB_5000  fuugattuB_5000 5000

Kuvioissa 10 on esitetty sentrifugoimattomien naytteiden mitatut raman-spektrit. Spekt-
reissa oli hieman enemman hairiéta ja kohinaa kuin mittauksissa polysakkaridilla A. Ra-
man-intensiteetti on voimakkaimmillaan, kun polysakkaridi B:n ja aktiivisuuden suhde on
3000. Kyseisen naytteen sakka oli ulkonadéltdan hieman pumpulimaista ja ilmavampaa

kuin muilla naytteilla ja spektrin kohina voi johtua osittain siitdkin. Kohdassa 1550 cm”’
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(amidi 1) on kaikissa spektreissa jonkinlainen piikki, mutta sen intensiteetti on pienin, kun

suhdeluvut ovat suurimmillaan (4000-5000).

Intensity

1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150
Raman shift[1/cm]

1100

950

[T — fuugattuB_4000_Spectrum
[~ — fuugattuB_4500_Spectrum
[~ — fuugattuB_S000_Spectrum
¥ — polysakkaridi B 3000_Spectrum
v — polysakkaridiB_1500_Spectrum
™ — fuugattuB_3000_Spectrum
[~ — fuugattuB_1500_Spectrum
¥ — polysakkaridi 8 4000_Spectrum
¥ — polysakkaridi B_4500_spectum
¥ — polysakkaridi B_S000_Spectrum

Kuvio 10. Sentrifugoimattomien polysakkaridi B:lla saostettujen naytteiden raman-spekt-

rit.

Mielenkiintoisia ovat naytteet 1B ja 2B, koska ne poikkeavat kolmesta muusta, jotka puo-

lestaan nayttavat hyvin samalta spektrien suhteen. Kuviossa 11 on esitetty naytteen 2B

(suhdeluku 3000) spektrit sentrifugoimattomasta naytteesta seka sen supernatantista.

Spektrissa esiintyy jalleen melko paljon kohinaa. Aktiivisuuden kanssa korreloiva piikki

kohdassa noin 1000 cm™ on hieman siirtynyt sentrifugoinnin jalkeen vasemmalle ja piik-

kuhuippu on selkeasti eri kohdassa kuin ennen sentrifugointia. Myds kohdan 1400 —

1500 cm™" piikki selkeytyy sentrifugoinnin jalkeen.

34
3,2

2,8
26
2,4
2,2

18

Intensity

1,6
14
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350

1300 1251
Raman Shift[1/cm]

0

1200

1150

1100

— polysakkaridi B 3000_Spectrum
— fuugattuB_3000_Spectrum

1050 1000 950

Kuvio 11. Polysakkaridi B, suhdeluku 3000. Punainen on sentrifugoimaton nayte ja vio-

letti sen supernatantti.
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Kuviossa 12 on esitetty saostusnaytteet 4 ja 4B. Aktiivisuus-polysakkaridisuhde on mo-
lemmissa 4500. Kuviosta nahdaan, etta polysakkaridilla A saostetussa naytteessa liu-
koista aktiivisuutta nayttaisi olevan vahemman, silla piikit proteiinikohdissa n. 1000 cm
seka 1400-1500 cm™ ovat selvasti matalammat. Spektrien muodot ovat hyvin samanlai-
set ja vain joitakin eroja l6ytyy, esimerkiksi kohdassa 1425 cm™, mutta ne eivat ole pro-

teiinirakenteiden kannalta kiinnostavia alueita.

s500 v precipitation polysakkaridi B4500_Spectrum
[ — precip intubesA_4500_Spectrum

Intensity
w
o
=1
a

1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 850 s00
Raman Shift [1/cm]

Kuvio 12. Entsyymi 1:n saostus polysakkaridilla A ja B, suhdeluku 4500.

8.1.3 Saostus dekantterilasissa, raman-mittaukset

Saostusreaktio tapahtui hyvin nopeasti ja yksi raman-mittaus tuotti spektrin vasta reilun
kuuden minuutin paasta, joten nopeita muutoksia silla ei ehtinyt havaitsemaan. Saostus-
liuos fluoresoi herkasti, joten raman-mittauksen asetukset oli sdadetty sen mukaan, eika
mittausta ollut mahdollista nopeuttaa. Nain ollen paadyttiin siihen tulokseen, ettd raman-
mittaus ei tuo merkittavaa lisdarvoa itse prosessin seurantaan. Silla voi kuitenkin tutkia
mahdollisia molekyylimuutoksia, joita saostusreaktio aiheuttaa. Saostuksen ajalta mitat-
tiin spektrit ja otettiin naytteet neljastd kohdasta analyysia varten. Analyysitulokset on
esitetty taulukossa 7. Siitd nahdaan, etta heti saostuksen ensimmaisessa naytteessa on
enda hyvin pieni osa kokonaisaktiivisuudesta liukoisena jaljelld. Loppuosa aktiivisuu-
desta on sakassa. Pelkdn entsyymi 1-liuoksen aktiivisuus ennen saostusta oli noin
26000 U ja saostusliuoksen totaaliaktiivisuus lopussa 25500 U. Entsyymiaktiivisuus py-

syy siis kdytanndssa samana liuoksessa, suurin osa vain on sakassa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Pauliina Prokkola



13000

12500

12000

11500

11000

10500

10000

500

Taulukko 7. Saostus dekantterilasissa.
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Nayte Liukoinen entsyymiaktiivisuus (%)

1. Entsyymi 1 ennen saostusta
2. Aloitus

3. Spektri 3, 15 min

4. Spektri 6, 30 min

5. Loppunadyte, 60 min

100
5,6
0,9
1,0
11

Saostuksen spektrista voidaan havaita mahdollisia molekyylimuutoksia prosessin ede-

tessa. Kuviosta 13 nahdaan kaikki saostuksen aikana mitatut spektrit, ylin (sininen) on

prosessin alusta ja alin (keltainen) lopusta.

— Partof: Part of: smallscaleprecipitation_0001_Spectrum
— Partof: Part of: smallscaleprecipitation_0002_Spectrum
— Partof: Part of: smallscaleprecipitation_0003_Spectrum
— Partof: Partof: smallscaleprecipitation_0004_Spectrum
— Partof: Partof: smallscaleprecipitation_0005_Spectrum
— Partof: Part of: smallscaleprecipitation 0006 Spectrum

‘ \Vx\f.l l"?/ J
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Roman Shift[1/em
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1508-1500 cm’*

1245 cm

1128 cm”

Kuvio 13. Saostuksen aikana mitatut raman-spektrit.

Raman-siirtyman n. 1245 cm™ kohdalta voidaan katsoa piikin havidvan lahes kokonaan

prosessin edetessa. Tama vastaisi jalleen amidi lll -aluetta. Noin 1500-1508 cm™ koh-

dalla ei ole Idhes ollenkaan piikkia ensimmaisen mittauksen aikana prosessin alussa.

Sille kohdalle kuitenkin muodostuu hyvin nopeasti piikki, jonka paikka hieman vaihtelee
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seka intensiteetti laskee prosessin loppua kohden. Kohdassa 1128 cm™ on piikki koko

prosessin ajan (c-c-stretching).

8.1.4 Saostuskokeet koeputkissa, NIR-mittaukset

Saostusputkista mitatut kasittelemattéomat NIR-spektrit on esitetty kuviossa 14. Spekt-
reistd erottaa eri tavoin mitatut naytteet: sentrifugoitujen naytteiden supernatantit (mer-
kitty kuvioon numerolla 1) mitattiin kyveteissa ja niissa veden piikit ovat voimakkaasti
havaittavissa kohdissa n. 7000 cm™ ja 5000 cm™'. Lasiastiassa ennen sentrifugointia mi-
tattujen naytteiden spektrit kulkevat hieman eri tavoin alempana (merkitty kuvioon nu-

merolla 2).

5.000

4.000

3000

2.000

1.000

0.000

12000 11500 11000 10500 10000 2500 2000 £500 8000 7500 7000 6500 5000 5500 5000 4500 4000

Kuvio 14. Saostusputkikokeiden NIR-spektrit.

NIR-mallinnus saostusputkien supernatanttinaytteista onnistui melko hyvin. Kuviossa 15
on esitetty yhden mallin ristikkaisvalidointikuvaaja. Mallin selitysaste on menetelmalle
hyva, n. 96 %. RPD-arvo on myds melko korkea ja sen perusteella malli on hyva. Kui-
tenkin mallissa on kokonaisuudessaan vain vahan naytteita, ja kokemuksen perusteella

todelliseen hyvaan malliin tarvittaisiin useita kymmenia naytteita.
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Kuvio 15. NIR-kalibrointimalli saostusputkikokeiden perusteella.

Jotta malli olisi parempi, pitaisi siihen saada lisda naytteitd tasaisesti koko aktiivisuus-
alueelta. Nyt mallissa on vain yksi korkean aktiivisuuden nayte ja loput suhteellisen ma-
talia. Toinen vaihtoehto olisi tehda erillinen malli vain matalammille aktiivisuuksille. NIR-
mallilla ei voi kuitenkaan ekstrapoloida, joten malli toimii vain silld aktiivisuusalueella,

jolle se on rakennettu.

8.1.5 Saostus pienessa mittakaavassa, NIR-mittaukset

Saostuksen aikana kerattiin naytteita sopivissa valeissad analysointia varten ja spektrit
mitattiin myos aina naytteenoton yhteydessa. Analysoidut aktiivisuustulokset on esitetty
taulukossa 8. Niista nahdaan, ettd liukoinen aktiivisuus putoaa heti saostusprosessin
alussa ja jaa sen jalkeen tasaiseksi. Suurin osa aktiivisuudesta on siis sakassa. Entsyy-
miaktiivisuus saostusliuoksessa oli lopussa 25034 U. Lahtdaktiivisuus oli sama kuin de-

kantterilasisaostuksessa, silla materiaalina oli sama entsyymi 1.
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Taulukko 8. Saostus Reactor-Ready-laitteistolla.

Nayte Liukoinen entsyymiaktiivisuus (%)

Entsyymi 1 ennen saostusta 100
Aloitus 1,5
3 min 0,5
30 min 0,6
45 min 0,7
60 min 0,7
Loppu, 75 min 0,6

Saostuksen aikana mitatut, normalisoidut NIR-spektrit on esitetty kuviossa 16: pystyak-
selilla on absorbanssi ja vaaka-akselilla aaltoluku (cm™). Sininen spektri on entsyymi 1
ennen saostusta (merkitty kuvioon numerolla 1) ja vihreat spektrit saostuksen lopusta
(merkitty kuvioon numerolla 2). Spektreissa on havaittavissa melko paljon kohinaa. Suuri

piikki noin 7000 cm™" kohdalla on veden aiheuttama.

1750 2.000

1.000 1250 1.500

0750

0.500

0000 0250

7500 7000 6500 8000 5500 5000 4500 400

12000 11500 11000 10500 10000 9500 8000 8500 £000 i
Wave number cm

Kuvio 16. Normalisoidut saostusprosessista mitatut NIR-spekirit.
Kuitenkin selkeat eroavaisuudet saostusprosessin aikaisissa spektreissa on havaitta-

vissa kohdissa 4500 (N-H kombinaatioalue), 5500-6500 (N-H ylivarahtelyt, C-H yliva-
rahtelyt) ja 7500-8500 cm™.
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8.2 Liukoisuuskokeet ja kiteytys

Myos kiteytyskokeista entsyymilla 2 saatiin vaihtelevia tuloksia. Kiteytysprosessi on pal-
jon pitkakestoisempi verrattuna saostusprosessiin, joten raman-mittauksista saatu hyoty
oli suurempi kuin saostuksessa. Liukoisuusputkikokeiden raman-spektreilld saatiin ra-
kennettua jonkinlainen kalibrointimalli kiteytysprosessille, joka ennustaa liukoisen aktii-
visuuden trendin. Liukoisuusputkikokeiden mitatut liukoiset aktiivisuudet on esitetty tau-

lukossa 9. Naita tuloksia kaytettiin kalibrointimallin luomisessa.

Taulukko 9. Liukoisuuskokeet putkissa, analyysitulokset.

Nayte Puskurin pH Kokonaisaktiivi- Analysoitu liukoi-

suus (U) nen aktiivisuus (%)

1 3,8 350000 0,43
2 4,2 350000 0,44
3 4,6 350000 0,64
4 5 350000 1,25
5 5,6 350000 3,69
6 3,8 450000 0,48
7 4,2 450000 0,46
8 4,6 450000 0,54
9 5 450000 0,88
10 5,6 450000 2,55
11 3,8 550000 0,53
12 4,2 550000 0,54
13 4,6 550000 0,64
14 5 550000 0,75
15 5,6 550000 0,14

8.2.1 Liukoisuuskokeet koeputkissa, raman-mittaukset

Liukoisuuskokeiden koeputkista mitattujen spektrien avulla kokeiltiin mallintamista parilla
eri tekniikalla, piikin integroinnilla sekd mekanistisella menetelmalla (hard modeling).
Malleista tuli kohtalaisen hyvia ja ne olivat melko samanlaisia molemmilla tekniikoilla.
Kuviossa 17 on esitetty piikin integrointiin perustuva kalibrointimalli. Kyseisessa mallissa
selitysaste on hyva, noin 96 %. Alhaisempien aktiivisuuksien rykelmassa on kuitenkin

nahtavissa melko paljon hajontaa ja malli kaipaisikin lisda naytteita hieman tasaisemmin
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koko aktiivisuusalueelta. Nyt malli nimittain voi vaaristaa likaa matalampien aktiivisuuk-

sien tuloksia.

Predicted vs. True / Activity

Predicted
I

\
o\
° «
|

Difference

Kuvio 17. Liukoisuuskokeiden perusteella rakennettu raman-kalibrointimalli (piikin integ-
rointi).

8.2.2 Kiteytys dekantterilasissa, raman-mittaukset

Kiteytyksen ajalta saatiin kerattya yhteensa 8 naytetta aktiivisuusanalyyseihin. Raman-
laite mittasi spektreja automaattisesti 10 minuutin valein. Taulukossa 10 on esitetty liu-
koisen aktiivisuuden muutokset seka mitatut pH-arvot. Liukoinen aktiivisuus lahtee las-
kemaan prosessin edetessa ja pysyy lopulta melko tasaisesti matalalla, eli aktiivisuus on

padasiassa kiteissa.
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Taulukko 10. Kiteytys dekantterilasissa.

Nadyte

Oh

0,52 h
1,05 h
2,72 h

4,1h

5,27 h
5,57 h
21,18 h

pH
6,51
5,02
4,78
4,93
4,51

3,8
3,85

Liukoinen aktiivisuus (%)
100
95
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Liukoisuuskokeiden spektrien avulla saatiin rakennettua malli piikkien pinta-alaan perus-

tuen liukoiselle aktiivisuudelle. Aktiivisuus korreloi piikin alaan useassa kohdassa, mutta

tassa kaytettiin piikkia alueella noin 1000 cm™. Kun kiteytyksen spektrit analysoitiin mal-

lia vasten, saatiin aikaan kuvion 18 mukainen trendi, joka kuvastaa piikin pinta-alan muu-

tosta ajan kuluessa. Piikin pinta-ala alkaa selvasti pienentya siina vaiheessa, kun kiteita

alkaa muodostua liuokseen enemman.

rea vs. Time

I

lM%WN\VMMWW‘ﬂ\W’\NW

—8— Range 1

ZD (min) 200
Ti
M h) 333

400

6,67

600

10,0

800

13,33

1000 1200

16,67 20,0

Kuvio 18. Liukoisen aktiivisuuden ennuste kiteytysprosessin aikana.
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Kuviossa 19 on esitetty kaikki kiteytyksen aikana mitatut esikasitellyt spektrit. Prosessin
alussa spektrien piikit ovat korkeampia (vaaleansiniselld) ja piikit madaltuvat prosessin
edetessa (lila). Piikin koko korreloi liukoisen aktiivisuuden kanssa hyvin kohdissa noin
1000 cm™ ja 1400-1500 cm™".

Raman Intensty

Kuvio 19. Kiteytyksen raman-spektrit.

Itse kiteytysprosessin referenssinaytteillda mallintaminen onnistui my6s hyvin ja mallin
selitysaste olikin 99,77 %. Kuitenkin malli perustui vain kuuteen naytteeseen, joten sita
ei voi pitda luotettavana, mutta se antaa suuntaa sille, etta kiteytysprosessin voisi saada

mallinnettua hyvin liukoisen aktiivisuuden osalta, kun naytteita olisi riittavasti.

8.2.3 Liukoisuuskokeet koeputkissa, NIR-mittaukset

Liukoisuuskokeiden avulla saatiin rakennettua kalibrointimalli liukoisen aktiivisuuden en-
nustamiselle. Mallilla ei kuitenkaan saatu jarkevia aktiivisuusennusteita kiteytyksen
spektreistd, silla kiteytys mitattiin anturilla ja mallin spektrit kyveteissa anturin hajottua.
Mallissa kaytettiin sentrifugoitujen koeputkinaytteiden spektreja ja aktiivisuustuloksia.
Kuviossa 20 on esitetty mallin ristikkaisvalidointikuvaaja. Kuvaajan selitysaste on hyva,
97,37 %. Samoin RPD-arvo on korkea, joka kertoo vahvasta mallista. Mallissa on kui-
tenkin suhteellisen vahan naytteitd. Vahvaan malliin tarvittaisiin enemman naytteita ja
koko halutulta aktiivisuusalueelta. Vaihtoehtoisesti voi myds tehda eri mallit eri aktiivi-

suustasaoille.
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R= Prediction vs True [/ soluble activity I Cross Validation
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Kuvio 20. Liukoisuusputkikokeista tehty NIR-kalibrointimalli, ristikkaisvalidointi.

8.2.4 Kiteytys pienessa mittakaavassa, NIR-mittaukset

Taulukosta 11 ndhdaan, etta liukoinen aktiivisuus lahtee laskemaan prosessin edetessa
ja pH:ta alaspain saadettdessa, kuten oli tarkoituskin. Kuitenkin liukoinen aktiivisuus
nayttaisi nousevan takaisin l1ahtopisteeseen naytteessa 7, mutta tdman voidaan olettaa
analyysivirheeksi. Se voi johtua esimerkiksi siita, jos entsyymikiteitd on jaanyt nayttee-

seen sentrifugoinnista huolimatta.

Taulukko 11. Kiteytys Reactor-Ready-laitteistolla.

Nayte pH Liukoinen aktiivisuus (%)

1. Entsyymi ennen 6,54 100
kiteytysta

2.0h 6,54 100
3.0,27 h 5,27 103
4.0,7h 4,80 85
5.2,07 h 4,81 96
6.2,53 h 4,85 51
7.3,45h 4,51 100
8.4,62 h 4,11 5
9.6,27 h 3,82 3
10.24,15h 3,83 2
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Kiteytysprosessia ei siis saatu ennustettua liukoisuusputkikokeiden NIR-mallilla, silla ne
mitattiin kyvetissa ja itse prosessia seurattiin anturilla. Anturilla mitatuista spektreista ei
myo6skaan saatu muodostettua jarkevaa mallia, silld ohjelman mukaan referenssinayttei-
den tulokset korreloivat huonosti mitattujen spektrien kanssa. Kuviosta 21 nahdaan, etta
sovitettu kalibrointisuora ei kulje Iahes ollenkaan pisteiden kautta ja siksi korrelaatioker-

roin on huono, vain 64,86 %. Lisaksi RPD luku on alle 2, joka kertoo huonosta mallista.

Rz Prediction vs True [/ enzyme activity [/g] / Cross Validation
8458 500000
RMSECV: 450000
1.04E-005 400000 %
RPD- 350000 .y
171 300000
. 250000
-‘I.BZ}I:.DDJ'-! 200000 G
150000
100000
50000
CLine 0
Color 0 50000 150000 250000 350000 450000

Kuvio 21. Kalibrointimalli kiteytyksen NIR-spektreista.
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9 YHTEENVETO

Kaikki mittaukset eivat sujuneet suunnitellusti. NIR-anturin hajoaminen kesken kokeiden
vaikutti tuloksiin siltd osin, ettd malleja jouduttiin rakentamaan alkuperaisesta suunnitel-
masta poiketen kyvetti- ja lasiastiamittauksia vasten putkikokeista, joissa tarkoitus ol
kayttda anturia. Nain anturilla mitattuja kiteytys- ja saostusprosesseja ei voitu suoraan
testata malleja vasten. Kuitenkin suuntaa antavat kalibrointimallit onnistuttiin rakenta-
maan saostusputkinaytteiden seka liukoisuuskokeiden NIR-spektrien avulla. Kiteytys ja
saostusprosesseihin voisi mahdollisesti sopia paremmin jonkin muun tyyppinen NIR-an-
turi, kuin nyt kaytetty transflection probe 2 mm:n valotiella. Tdma on perusanturi Brukerin
mukaan kaikille lietteille ja emulsioille seka esimerkiksi fermentointeihin. Brukerilta 16ytyy
antureita myds heijastusmittauksiin, jota saostuksen tai kiteytyksen kaltaisessa sovelluk-
sessa voisi kokeilla. Diffuusioheijastus-anturia (diffuse reflectance probe) Bruker suosit-
telee kiinteille aineille, lietteille seka lapinakymattomille nesteille. Anturi kuitenkin on it-
sessaan katevin ja paras vaihtoehto prosessin monitoroinnissa, silla mittaukset saadaan
tehtya suoraan reaktorista. Erillinen naytteiden otto ja mittaus NIR-laitteella muulla tavoin
voisi myds olla vaihtoehto, mutta talléin mittausdata ei tule reaaliajassa ja vaaditaan
naytteenottaja sekd mittaaja. NIR-mittausten tuloksia ei siis tdysin saatu kaikilta osin

hyodynnettya.

Raman-laitteiston osalta mittaukset sujuivat paaosin ongelmitta, vaikka laitetta ei voinut-
kaan siirtda pois Pilot-hallista Reactor-Ready-mittauksia varten, vaan prosessi piti suo-
rittaa laboratoriovalineillad ja ilman lampdtilakontrollia. Raman-laitteisto oli testikaytdssa,
kuten sen ohjelmistokin ja ohjelmistolisenssien umpeutuminen aiheutti omat haas-
teensa. Mitattuja spektreja kuitenkin pystyy viela tarkastelemaan muilla ohjelmilla, kuten
NIR-laitteiston OPUS-ohjelmalla, mutta luotuja malleja ei pysty tarkastelemaan tai muok-
kaamaan. Liukoisuusputkinaytteista mitattujen raman-spektrien avulla onnistuttiin luo-
maan kalibrointimalli kiteytysprosessille, joka ennustaa liukoisen aktiivisuuden trendin
prosessin aikana. Myos entsyymiaktiivisuudelle saatiin rakennettua kalibrointimalli ent-
syymi 1:n vesiliuosten perusteella. Sen sijaan saostusprosessin varsinaiseen monito-
rointiin ramanista ei koettu olevan hyotya, silla prosessissa muutokset tapahtuivat melko
nopeasti ja spektrien mittaus kesti siihen ndhden liian kauan. Raman-kalibrointimallia ei
rakennettu saostusprosessille. Raman-spektreja tutkimalla voidaan kuitenkin saada lisa-
tietoa molekyylimuutoksista saostuksessa, joten tutkimusmielessa ramanista voi olla

hyotya.
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Taman tyon tulosten perusteella raman-teknologialla on potentiaalia tuoda lisdhyoétya ki-
teytysprosessin monitorointiin sekd saostusprosessin tutkimiseen. Ramanin hyvana
puolena on spektrin piikkien suora korrelaatio analyytin pitoisuuden kanssa, jolloin piikin
koosta voidaan heti tehda paatelmia. Mittauksissa kaytetty anturi myés sopi kaikkien

naytteiden mittaukseen.

NIR-teknologialla voidaan saada kayttdkelpoisia spektreja molemmista prosesseista,
mutta erilainen anturi antaisi mahdollisesti parempia tuloksia. Nyt kaytéssa olleen anturin
valotie oli 2 mm, joten niin pieneen rakoon paasi kertymaan kidetta seka sakkaa proses-
sien aikana. Mallinnusta ei anturimittauksiin perustuen paasty tekemaan, mutta erillisen
naytteenoton ja muiden mittaustapojen avulla prosessien monitorointi on mahdollista
myos NIR-tekniikalla. Talldin kuitenkin sen tuottama lisaarvo jaisi pieneksi. NIR-teknolo-
gian hyoty ramaniin verrattuna oli lyhyt mittausaika ja se, ettei naytteita tarvitse suojata

valolta mittauksen aikana.

Lopputuloksena voi sanoa, etta tydssa pystyttiin selvittdamaan NIR-ja raman-teknologioi-
den kayttdékelpoisuutta valittujen prosessien osalta. Sen sijaan mallien rakentamisessa

ja testauksessa onnistuttiin vain osittain.
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