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Tassé insindoritydssa tehtiin esiselvitys NIR-teknologian hyddyntamisesta teollisen fer-
mentointiprosessin kontrolloinnissa. Tyon tavoitteena oli arvioida, voidaanko NIR (Near Inf-
rared Spectroscopy) -menetelmaa hyddyntaen saada luotettava analyyttinen korrelaatio
fytaasiaktiivisuuden ja kokonaisproteiinikonsentraation kasvulle fermentointiprosessin ai-
kana. Toissijaisena tavoitteena oli selvittaa, eroavatko perinteiseen markakemiaan perus-
tuvalla kokonaisproteiinimaaritysmenetelmalla saadut analyysitulokset merkittavasti koko-
naistyppimenetelman tuloksista. T&ma insindority6 tehtiin ROAL Oy:n toimeksiannosta.

Esiselvityksen kohteeksi valittiin Trichoderma.reesei -pohjaisen fytaasituotantokannan fer-
mentointiprosessi. Referenssimenetelmina kaytettiin ROAL:n prosessikontrolloinnissa
kayttamid markakemiaan perustuvia fytaasiaktiivisuuden, kemiallisen kokonaisproteiinin
(ProtB) ja kokonaistyppimaaritykseen perustuvan kokonaisproteiinin maaritysmenetelmia.
NIR-naytespektrien mittaamiseen kaytettiin Brukerin MPA-lahi-infrapunaspektrofotometria
ja IN271-transflektioanturia. Tydssa kaytettiin fermentaationaytteita kolmesta eri teollisen
mittakaavan fytaasifermentaatiosta.

Fytaasituotantokannan fermentointindytteille pystyttiin rakentamaan NIR-kalibrointimallit
niin fytaasiaktiivisuudelle kuin kokonaisproteiinimaaralle. Kalibrointimallien sisdisessa vali-
doinnissa tehdyt fytaasi- ja kokonaisproteiinimallien (kokonaistyppimenetelma) maaritys-
kertoimet (R?) olivat yli 95 %. ProtB-mallin méaéarityskerroin oli pyoristettyna 94 %. Hyvan
NIR-mallin tunnusarvona on yli 90 % R2. Ulkoista validointia ei pystytty tekemaan laitteisto-
ongelmien vuoksi.

ProtB:n ja kokonaistyppimenetelman maaritystulosten havaittiin korreloivan melko hyvin.
Kokonaistyppimenetelman kokonaisproteiinitason havaittiin kuitenkin olevan keskimaarin
9,8 % korkeampi kuin ProtB-menetelmé&n analyysitaso.

Insind0ritydssa saavutettiin halutut tavoitteet. Esiarvion perusteella NIR-teknologiaa voi-
daan hy6dyntaa fytaasituotantokannan fermentaation seurannassa ja kontrolloinnissa
fytaasiaktiivisuuden seka kokonaisproteiinituotannon osalta.

Avainsanat NIR, fermentaatio, Trichoderma reesei, entsyymi, proteiini
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In this thesis, a preliminary study was made on the use of NIR technology in controlling the
industrial fermentation process. The aim of the thesis was to evaluate whether the NIR
(Near Infrared Spectroscopy) method can provide a reliable analytical correlation between
the increase in phytase activity and total protein concentration during the fermentation pro-
cess. The secondary objective was to determine whether the analytical results obtained by
the total protein analyze based on conventional wet chemistry significantly differed from
the results of the total nitrogen method. This thesis was commissioned by ROAL Oy.

The process of fermentation of a phytase production base based on Trichoderma.reesei
was selected as the subject of the preliminary study. Reference methods used were wet
chemistry based phytase activity, chemical protein (ProtB) and total nitrogen protein ana-
lyzes that are used in ROAL's process control. The NIR sample spectra were measured
using a Bruker MPA near-infrared spectrophotometer and an IN271 transflection sensor.
Fermentation samples from three different industrial scale phytase fermentations were
used in the thesis.

For the phytase production fermentation samples, NIR calibration models could be con-
structed for both phytase activity and total protein. In the internal validation of the calibra-
tion models, the determination coefficients (R?) of the phytase and total protein model (to-
tal nitrogen method) were over 95 %. The determination coefficient of the ProtB model was
rounded to 94 %. R? of a good NIR model is over 90 %. External validation could not be
performed due to hardware problems.

The results of the ProtB and total nitrogen method were found to correlate quite well. How-
ever, the total protein level of the total nitrogen method was found to be, on average, 9.8 %
higher than that of the ProtB method.

The thesis achieved the desired goals. Result of this study indicated that NIR technology
can be utilized for monitoring of phytase activity and total protein production during indus-
trial fermentation process.

Keywords NIR, fermentation, mold, enzyme, protein, OPUS
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1 Johdanto

Taman insindoritydn tarkoituksena oli arvioida, voidaanko NIR-teknologiaa soveltaa te-
ollisen fermentointiprosessin kontrolloinnissa. Insin6orityd tehtiin yhteistydssa ROAL
Oy:n bioteknisen tuotantolaitoksen kanssa. Tehdas sijaitsee Rajaméen teollisuusalu-

eella.

ROAL tuottaa entsyymeja teollisuuden tarpeisiin suuressa mittakaavassa. Entsyymit tuo-
tetaan fermentoimalla erilaisia mikrobituotantokantoja. Entsyymifermentaatio on asepti-
nen prosessi, jonka tuottavuus riippuu suuresti siita, milla parametreilla fermentaatiota
ohjataan. Fermentointiprosessia seurataan normaalisti sekundé&éristen parametrien, ku-
ten hapenkulutuksen, hiilidioksidin tuoton, lammoéntuoton ja ravinnekulutuksen avulla.
Fermentoinnin aikaisen entsyymituoton seuranta perustuu markdkemiaan perustuviin
entsyymiaktiivisuusmenetelmiin. Markakemiassa tutkittava entsyymi hajottaa substraat-
tia puskuriliuoksessa. Muodostuvan hajoamistuotteen maara riippuu tutkittavan entsyy-
min konsentraatiosta. Markéakemian menetelmét perustuvat useimmiten fotometriaan.

Entsyymin maara naytteessa ilmoitetaan entsyymiaktiivisuutena.

Ongelma markakemian kaytdssa on aikaviive naytteenoton ja analyysituloksen saami-
sen vdlilla sekd menetelmien suuri tuloshajonta. Optimitilanteessa entsyymituottoa voi-
taisiin seurata reaaliajassa. Viimeaikaiset edistysaskeleet NIR-teknologiassa ovat mah-
dollistaneet multikomponenttianalyysin heterogeenisista naytteistd. NIR-teknologian
suurin etu on mahdollisuus in-line- ja on-line-analytiikkaan ilman erillistéa naytekasittelya.
Prim&arisen parametrin (entsyymituotto) reaaliaikainen seuranta voi mahdollistaa fer-

mentointiprosessin tehokkaamman optimoinnin.

Taman insinddritydn ensisijainen tavoite oli selvittdd, voidaanko NIR-teknologiaa hyo-
dyntaa heterogeenisten fermentaationaytteiden analytiikassa. Tydssa kaytettiin home-
perédisen fytaasituotantokannan fermentointindytteitd. NIR-spektrien ja markakemiallis-
ten tulosten pohjalta rakennettiin NIR-mallit fytaasi- ja kokonaisproteiinipitoisuuksille.
Mallien kyky ennustaa maaritettavia parametreja todennettiin erillisilla validointindytteill&.
Tyossa selvitettiin myds, eroavatko mérkdkemiaan perustuvalla kokonaisproteiinimaari-

tysmenetelmalld saadut tulokset kokonaistyppimenetelman tuloksista.
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2 ROAL Oy:n fermentointiprosessi

2.1 ROAL Oy:n prosessin kuvaus

Entsyymifermentaatiossa tuotantomikrobeja kasvatetaan kontrolloidussa aseptisessa
ymparistdssd. ROAL:lla fermentoidaan bakteeri- ja homekantoja. ROAL:lla kaytettavat
tuotantokannat tuottavat entsyyminsa solun ulkopuolelle, mika helpottaa entsyymin tal-
teenottoa jalkikasittelyssa. Jokaisella mikrobilajilla on omat fermentaatioprofiilinsa ja eri-
tyisvaatimuksensa. Fermentointiprosessin kesto vaihtelee suuresti fermentoitavan mik-

robin tyypista riippuen.

ROAL:n tuotantoprosessi voidaan karkeasti jakaa fermentaatio-, jalkikasittely- ja loppu-
tuotevalmistusvaiheisiin. Tuotantoprosessin vaiheet on esitelty kuvassa 1. Fermentointi-
prosessi aloitetaan ravistelemalla tuotantokantaa erlenmayer-pullossa. Kasvatus kayn-
nistetdan erikseen valmistetuista tuotantokantatallenteista. Tuotantokannan siirryttya
kasvuvaiheeseen, elinvoimainen kanta siirrostetaan steriilisti vaiheittain tuotantofermen-
toreihin. Fermentointiprosessissa tuotantokannalle sy6tetdan steriileja ravinteita, ilmaa
seka saadellaan fermentointimassan lampdtilaa. Tuotantokannan kasvua seurataan mo-
nitoroimalla pH-, CO;-, O»-tasoja seka fermentointialustan viskositeettia. Entsyymintuot-
toa seurataan fermentointialustasta otetuista naytteista tehtavin kokonaisproteiini- seka

entsyymianalyysein.

Fermentointi lopetetaan, kun entsyymituotto loppuu. Tassa vaiheessa fermentointi-
massa jaahdytetdén ja siirretaan valisailioon (harvesteriin). Harvesteriin siirron jalkeen
on vuorossa jalkikasittely (DSP), jossa mikrobimassa poistetaan suodattamalla ja ent-
syymivalmiste konsentroidaan. DSP:ssa entsyymiliuos suodatetaan vaiheittain kayttaen
erilaisilla painesuodattimia. Mikrobimassan ja epapuhtauksien poisto tapahtuu levy-,
paine- ja kynttilasuodattimilla. Entsyymiliuoksen konsentrointi tapahtuu ultrasuodatti-
mella. Ultrasuodatuksessa jalkikasittelyliuoksesta poistetaan vetté ja suoloja. Muodostu-
nut entsyymipuolivalmiste (H15) stabiloidaan. Stabiloitu entsyymipuolivalmiste (K15) voi-
daan kayttaa joko sellaisenaan nestemaisten lopputuotteiden valmistuksessa tai se voi-
daan kuivata. Kuiviin lopputuotteisiin lisataan kantaja-aineita, kuten vehngjauhoa. Lop-

putuotteet pakataan neste- ja jauhepakkauslinjoilla ja lahetdén loppuasiakkaalle.
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Kuva 1. ROAL:n fermentointi- ja jalkikasittelyprosessi seka lopputuotteiden valmistus. [1]
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2.2 Lopputuotteet

ROAL Oy tuottaa entsyymeja elintarvike-, rehu-, tekstiili-, pesuaine- ja paperiteollisuuden
kayttoon. ROAL:lla tuotetaan noin 20 eri entsyymityyppid, paaosin sellulaaseja, fytaaseja
ja lipaaseja. ROAL:n entsyymituotteita kaytetaan elintarviketeollisuudessa esimerkiksi
mehujen kirkastamisessa seka taikinan koostumuksen ja leivontalopputuotteen sailyvyy-
den parantamisessa. Rehuteollisuudessa entsyymeja kaytetd&n rehun sisaltaman fytaa-
sin pilkkomisessa. Entsyymikasittely parantaa rehun ravintoarvoa ja vahentaa lannan
mukana vapautuvan fosforin maaraa. Tekstiili- ja paperiteollisuudessa kaytetdédn mm.
puuvilla- ja selluloosakuituja pilkkovia entsyymeja. Pesuaineteollisuus puolestaan tarvit-

see proteaaseja ja lipaaseja lopputuotteissaan.
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2.3 Fytaasituotantokanta

Tassa tydssa tutkittu Trichoderma reesei -pohjainen filamenttihomekanta (AFK) on muo-
kattu ylituottamaan bakteeriperdista fytaasia (kuva 2). T.reesei -isdntdkannan ominai-
suuksia (mm. proteiinintuoton parantaminen, proteaasintuoton esto, jne.) on paranneltu
niin perinteisella mutageneesilla kuin geeniteknisin menetelmin. Fytaasituotantokasetti
on integroitu isdntdkannan genomiin. Fytaasientsyymi ekspressoidaan vahvan CBH1-

promoottorin avulla. Kyseinen tuotantokanta voi erittda proteiineja fermentointialustaan

jopa 100 g/l.

Kuva 2. Mikroskooppikuva fytaasituotantokannan fermentointinaytteestéa. [1]
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3 NIR-teknologia

3.1 Elektromagneettinen

sateily

Elektromagneettisella sateilylla tarkoitetaan elektromagneettisia aaltoja, jotka koostuvat

nopeasti varahtelevistd magneetti- ja sahkokentista. Elektromagneettisen aallon ener-

giaa mitataan fotoneilla eli sateilykvantteina. Elektromagneettinen sateily on luokiteltu

kahdeksaan eri luokkaan. Luokat on kuvattu kuvassa 3. Elektromagneettisen sateilyn

nopeus on tyhjidssa noin 3,0 - 108 m/s eli valonnopeus (c). Sateilyn energian maara

perustuu sen aallonpituuteen: mita lyhyempi aallonpituus on, sitd suurempi energia. [2,

$.890-894]

Frequencyis™) Wavelength
1012 Gamma rays — 0.1A
— 0.1 nm{1 A)
10" —
1ol X rays — 1 nm
5 10 nm
1078 — Lltrani olet
= 100 nm
106 — VbR
- mr 1 w (1000 nm)
1012 birared  pR [ 10u
1012 = PR [ 100H
4 — 1 mn {1000 w)
10 ] Microwaves 1em
1|:|1IZI
5 — 10cm
107 — Shart waves ’
— m
10% —
. 10m
123 T Radio waves = 100m
108 <
= 1000 m

Kuva 3. Elektromagneettisen sateilyn alue. [6, s.2]
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3.2 NIR-perusteet

Lahi-infrapunaspektrofotometria (NIRS) perustuu orgaanisten yhdisteiden absorption ja
emission mittaamiseen, kun naytteeseen syotetaan 14285 — 4000 cm™ aaltoluvun infra-
punasateilya [4, s.2]. NIR-spektrofotometria perustuu NIR-séateilyn aiheuttamiin muutok-
siin tutkittavan dipolisen molekyylin kovalenttisidosten varahtelyssa. Paasaantdisia va-
rahtelymuotoja ovat kierto, vaantyminen ja venyminen. Lineaarisilla molekyyleilla on
enemman mahdollisia liikeratoja kuin ei-lineaarisilla. Kuvassa 4 esitetaan vesimolekyylin
mahdolliset varahtelymuodot; asymmetrinen venyminen, symmetrinen venyminen, seka
saksiliike. Hiilidioksidilla puolestaan I6ytyy asymmetrisen ja symmetrisen liikkeen liséksi
kaksi eri versiota saksiliikkeesta. [6, s.3-4]

Water
+ +
[ R 0 o
PN RN A
H H H H
'4 “ / \ A4
Vop Vie Vet

;fm/.g % - // g

Kuva 4. Dipolisten yhdisteiden molekulaarinen liike. [s.9, 2]

NIR-tekniikassa kaytettdava aaltolukualue maarittyy absorbtiovasteen voimakkuuden
mukaan. FT-NIR menetelmassa kaytettavat resonanssialueet sijaitsevat yleensa 0,7—
1,0 valisella absorbtioalueella. Menetelméssa voidaan kayttdd resonanssialueita 2,5 ab-
sorbanssiarvoon saakka, jos 0,7-1,0 absorptioalueelta ei 16ydy kalibraatioon soveltuvia
resonanssialueita. Yli 2,5:n absorbanssialueita ei pidé ottaa huomioon, koska ne kasvat-
tavat kalibraation epavarmuutta. Instrumentin anturin lineaarisuus pitaa varmistaa, jos

aikomuksena on kayttda suurta absorptioaluetta. [5, s.40]

Kuvassa 5 on esitetty vedesta ajettu spektri aaltolukualueelta 12000-2000 cm™.

Totaallinen absorbanssialue spektrissa on aaltolukualueella 5200-4000 cm ja liian
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pieni absorptioalue on aaltolukualueella 4000-2000 cm™. Kaytettava spektrin

absoptioalue sijaitsee aaltonlukualueella 8000—6000 cm™. [5, s.39-40]

Absorbance
4 l -
.|

N

spectral noise

10000 8000 6000 4000 2000

Kuva 5. NIR-spektri vedesta. [5, s.38]

Taulukosta 1 on esitelty erilaisten orgaanisten molekyylien funktionaalisten ryhmien ab-
sorptioalueet NIR-aallonpituus- ja aaltolukualueilla. Funktionaaliset ryhmaét voivat rea-

goida monella eri aallonpituusalueella. Alueet voidaan jakaa neljdan eri osa-alueeseen:

ensimmainen overtone-alue (n. 7000-5000 cm?)

toinen overtone-alue (n. 10000-6000 cm?)

kolmas overtone-alue (n. 14000-9000 cm?)
kombinaatioalue (n. 52004000 cm™)

Overtone-alueilla tarkoitetaan funktionaalisten ryhmien absorptioalueita suhteutettuna
niiden vastevoimakkuuteen. Jokaisella funktionaalisella ryhmalla on omat overtone- ja
kombinaatioalueensa. Ensimmaisella overtone-alueella ovat funktionaalisten ryhmien
vahvimmat absorptiovasteet. Absorptiovaste heikkenee siirryttaessa toiselle ja kolman-
nelle overtone -alueelle. Kombinaatioalueen absorptiovaste on monissa tapauksissa
myds vahva. Kombinaatioalueella resonoivat saman aikaisesti monet eri funktionaaliset
ryhmat. [5, s.39-41, s.53-55]
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Taulukko 1.  Absorbanssialueet eri funktionaalisille ryhmille. [5, s.41]
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Spektria tulkittaessa on ldydettava absorptioalueet, jotka korreloivat parhaiten méaaritet-

tavan komponentin konsentraation kanssa. Taulukkoa 1 ja kuvaa 5 vertaamalla voidaan

huomata, ettd veden ensimmaéinen overtone-alue on liian korkea ja toinen overtone-alue

on kaytettavalla absorptioalueella. Oikeiden absorptioalueiden l6ytdminen kalibrointia

varten maarittda kalibraatiomallin tarkkuuden ja kayttékelpoisuuden. Taman takia spekt-

rin tulkitseminen on tarkein ja aikaa kuluttavin asia NIR-spektroskopiassa. [5, s.53-55]

3.3  FT-NIR-spektrofotometria

FT-NIR eli Fourier-muunnos-lahi-infrapunaspektroskopiassa naytteen absorbanssi ja

emissio interferogrammi muunnetaan Fourier-muunnosalgoritmia kayttaen tulkittavaksi

spektriksi (kuva 6). Tama tehdaan sen takia, koska FT-NIR menetelma tuottaa paljon

enemman mittausdataa verrattuna perinteiseen spektrofotometriaan. [4, s.6, s.11]
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Kuva 6.

10

X (cmj

Interferogrammi ja siitd Fourier-muunnoksella tehty absorptiospektri. [7, s.11]

Tyypillinen FT-NIR-laitteiston rakenne on esitetty kuvassa 7.

| Wlirror drive

Plston

Bllror B {movakele)

Source Wuns

D Fltrror A (Fixed)

Beam splitter
Combined beam

Sample cell
Detector
iﬁ Analog to digital converier

4"{:' Recorder

Comparter

Kuva 7. FT-NIR-spektrofotometrin kaavakuva. [4, s.3]

FT-NIR-spektrofotometriassa halutun aallonpituuden NIR-sateilyd suunnataan nayttee-

seen. Tarvittava sateily tuotetaan kayttamalla laser- seka NIR-sateilyldhteitd. Tuotetun

sateilyn aaltoluku sdadetaan haluttuun arvoon kayttamalla kahdesta peilista ja sateenja-

kajasta muodostettua systeemia. Kyseinen systeemi sisaltdd FT-NIR-spektrofotometrin

ainoan liikkuvan osan, joka on NIR-séteilyn suuntaamiseen kaytettava peili. Liikkuvien

osien vahainen maara mahdollistaa laitteiston kestavyyden ja tarkkuuden. Mittausmene-

telmasta riippuva vaste mitataan kayttaen detektoria. Detektori tuottaa interferogrammin,

joka muutetaan tietokoneella Fourier-algoritmia k&yttaen tulkittavaksi spektriksi. [6, S.7-

9
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NIR-spektrien mittaamiseen kaytettdva menetelma valitaan tutkittavan naytteen ominai-
suuksien mukaan. Kuvassa 8 esitellaén kolme pddmenetelmaa. Kaikissa menetelmissa
NIR-séteily ohjataan ZnSe-kristallin lavitse detektorille. ZnSe-kristalliastioiden tai ikku-
noiden tarkoituksena on joko saadella sateilyn kulkemaa matkaa naytteessa tai eristaa
mittauslaitteisto ulkomaailmasta. Nain sailytetdan standardiolosuhteet mittauslaitteiston
sisédlla. ZnSe-kristalleja kaytetaan, koska ionisidokset eivat reagoi NIR-sateilyn kanssa.
ZnSe-kristallien kaytté mahdollistaa laadukkaan NIR-spektrin saannin tutkittavasta nayt-

teesta. [6, s.8-9]

a FT-IR transmittance b  Diffuse reflectance FT-IR
P~ Specular
\l
Incident Transmitted Igzndt;m D’:I:sf radiation
//-r-‘ radiation radiation el re. jon
\Ix:_. >
= Samp

( \
Detector Detector ™ \
—~ Detector

Zn Se )
crystal Sample
Crystal
e FTIR-Attenuated Total Reflectance
l:',: ‘ | Evanescent Detector
W ncident o

radiation Sample

Attenuated total
reflectance
radiation

ATR ZnSe crystal

Kuva 8. a) Trasmittanssi FT-IR b) Diffuusirelflektio FT-IR c¢) Heikennetty kokonaisheijastus FT-
IR (ATR). [6, s.9]

FT-IR transmittanssimenetelmalld mitataan, kuinka paljon NIR-sateilyd jaa naytteeseen
eli paljonko nayte absorboi sateilya eri aallonpituuksilla. Tama menetelmé soveltuu nayt-
teille, jotka paastavat NIR-sateilya lavitseen. Téllaisia ndytteitéd ovat esimerkiksi neste-
maiset tai osittain nestemaiset naytteet. Huomioitavaa on, etta NIR-sateily ei kayttaydy
kaikissa tapauksissa samalla tavalla kuin ndkyva valo. Mittaus tapahtuu yleenséa kayt-
taen ZnSe-kristallikyvettia. [6, s.8-9]

Diffuusireflektio FT-IR-menetelmalla mitataan, kuinka paljon NIR-sateily heijastuu nayt-
teestd. Tata menetelmaé kaytetdan kiinteiden naytteiden analytiikassa. Vahaenerginen

NIR-séteily ei tunkeudu syvélle kiinteddn naytteeseen, joten kyseisella menetelmalla
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pystytaan analysoimaan vain naytteen pintakerrosta. Naytteen mittaamisessa kaytetaan

yleensa ZnSe-kristallista valmistettua petrimaljaa. [6, $.8-9]

Heikennetty kokonaisheijastus FT-IR eli ATR-menetelmassa NIR-séteily ohjataan use-
aan kertaan naytteeseen. Tama pidentaa sateilyn kulkemaa matkaa naytteessa vahvis-
taen ndin naytteesta saatua vastetta. ATR-menetelmaa kaytetdan nestemaisten nayt-
teiden analysoinnissa, kun maaritettavan yhdisteen pitoisuus on pieni. Mittaus tapahtuu
yleensa erikoisvalmistetussa kyvetissa, jossa on NIR-sateilyd heijastavat sisapinnat. [6,
s.8-9]

3.4 NIR-tekniikan edut ja rajoitukset

NIR on ei-hajottava tekniikka, joka mahdollistaa erittéain nopean orgaanisten yhdisteiden
pitoisuuksien maarittamisen ilman naytteiden esikasittelyd. Naytteet voivat olla Kiinteita,
nestemaisia tai kaasumaisia. Menetelma ei vaadi naytteiden punnitsemista, laimenta-

mista tai reagoimista ulkopuolisen kemikaalin kanssa. [3, s.1]

NIR-mittauslaitteisto soveltuu prosessin seuraamiseen on-line- tai in-line-menetelmilla.
NIR-teknologia on yhteensopiva multiparametrisiin maarityksiin. Naytteesta voidaan yh-
den mittauksen avulla maarittda esimerkiksi proteiini-, rasva- ja hiilihydraattipitoisuus.
Yhden NIR-mittauksen kesto on keskim&arin n. 15 sekuntia. NIR-laitteiston hinta ei ole
teollisuuden mittakaavoissa kallis. NIR-tekniikan edut ovat huomattavat perinteisiin,

useimmiten markadkemiaan perustuviin analyysimenetelmiin verrattuna. [3, s.1]

NIR-tekniikalla on myds rajoituksensa. NIR-tekniikka ei sovellu epaorgaanisille naytteille
eika pienille pitoisuuksille (C < 1000 ppm). Lisadksi NIR-menetelman kayttéonottovaihe
on erittain tydlas. NIR-mallin rakentamisen edellytyksena on riittavan tarkka referenssi-
analytiikka. NIR-mallin antama analyysitulos voi olla korkeintaan yhta tarkka kuin kayte-
tyn referenssimenetelman antama tulos. NIR-mallin rakentamiseen tarvitaan vahintaan
20 naytettd, jotka on analysoitu referenssimenetelmallda. NIR-mallit vaativat lisaksi jatku-
vaa paivitysta, jotta ne pysyvat tarkkoina ja kayttokelpoisina. NIR on tekniikkana herkka
muutoksille naytteen kompositiossa. Kompositiomuutokset voivat vaikuttaa NIR-spekt-

riin vaaristden NIR-mallien antamia ennusteita. [3, s.1]
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4 Multivariatiivinen kalibrointimenetelmé

Multivariatiivista kalibrointimenetelméaé sovelletaan NIR-mallien rakentamiseen. Multiva-
riatiivinen Kkalibrointimenetelméa on yksi kemometrian alalajeista, jota kaytetaan useiden
eri komponenttien maarittamiseen naytteestd. Komponenttien maéritys toteutetaan
muuttamalla spektrien alueet muuttujiksi ja vertaamalla kyseisia muuttujia referenssitu-
loksiin (kuva 9). Tama tapahtuu NIR-teknologiassa PLS-algoritmilla (ks. 4.1). Multiva-
riatiivista kalibrointimenetelm&& suositaan nykyisin perinteisen spektrofotometrian si-
jaan, silla multivariatiivinen kalibrointimenetelméa antaa usein tarkempia ja luotettavam-
pia tuloksia pienemmalla vaivalla. Multivariatiivisen kalibroinnin parempi luotettavuus pe-
rinteisiin menetelmiin verrattuna johtuu siitd, etta mitattavan maareen muutos voi nakya
spektrissad monilla eri aaltolukualueilla. Mahdollisten mittausta hairitsevien tekijéiden vai-

kutus voidaan nain minimoida. [5, s.3-7]

Step 1: Calibration

|
X-Data | +| Y-Data [—){ Calibration Function b
—)’ Y-Data ’

Kuva 9. Menetelmé aineen konsentraation selvittdamiseksi. [5, s.4]

.

Step 2: Analysis

’ ,\'-Dulu*| + ( Calibration Function b

4.1 PLS-algoritmi

PLS-algoritmi eli pienimman neli6Ssumman menetelma etsii tilastollisesti merkitsevia li-
neaarisia malleja annetusta referenssi- ja spektridatasta. Kyseista algoritmia kaytetaan
NIR-spektrometriassa paljon, koska se I6ytaa pienimmatkin korrelaatiot NIR-spektrin ja
referenssidatan véliltd. Menetelma itsessaan on erittain tyolas, mutta tietotekniikan kehi-

tyksen vuoksi sita voidaan nykyaan kayttaa tehokkaasti. [5, s.7-11]

PLS-algoritmi perustuu spektridatan tiivistamiseen muuttujiksi, joita voidaan kayttaa ka-
libroinnissa. PLS-algoritmin tuottamat muuttujat ovat luokiteltu numerollisesti laskevassa

jarjestyksessa. Muuttujien maara maarittad, kuinka tarkasti spektrin muutokset otetaan
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huomioon kalibroinnissa. Mitd enemmé&n PLS-muuttujia k&ytetdan kalibroinnissa, sita

pienemmat spektrin muutokset analysointiohjelma ottaa huomioon. [5, s.7-11]

4.2 NIR-mallin rakentaminen

NIR-mallilla tarkoitetaan naytteiden NIR-spektrien ja referenssitulosten avulla rakennet-
tua matemaattista funktiota. NIR-mallin rakentamiseen tarvitaan suuri maara naytteita
(20—200 kpl), joista analysoidaan maaritettava suure referenssimenetelmalla seka aje-
taan NIR-spektrit (kuva 11). NIR-mallin tarkkuus korreloi kalibraationaytteiden mé&aran
kanssa; mita enemman naytteita, sita tarkempi NIR-malli. Olosuhteiden pitaa olla mah-
dollisimman standardisoidut mitattaessa NIR-spektreja. Esimerkiksi [Ampétilan muutok-
set aiheuttavat orgaanisissa molekyyleissa vetysidosten varahtelya, mika vaikuttaa NIR-
spektreihin. NIR-mallin rakentaminen tapahtuu analysointiohjelmassa. Analyysiohjelma
rakentaa NIR-mallin optimoimalla parhaimman mahdollisen kombinaation sille ehdote-

tuista esikasittelyalgoritmeista ja aaltolukualueista. [5, s.26, s.53]

Hyva NIR-spektri on

) mitattu standardiolosuhteissa
o hyva signaali-kohinasuhde

° resonanssialueilla systemaattinen korrelaatiovaste mitattavaan suu-
reeseen.

. haluttujen resonanssialueiden optimaalinen absorptiovaste on n. 0,7-1,0
valilla, mutta kayttokelpoinen alue on alle 2,5.
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Spektrit 20-200 kpl naytteita

.v

|‘|‘ o \ .

Referen55|tulokset

B = =

Kuva 10. NIR-mallin rakentaminen.

NIR-mallin rakentaminen analysointiohjelmissa alkaa mitattujen NIR-spektrien esikasit-
telylla. Selkeasti kayttokelvottomat spektrit seulotaan pois. Kayttokelvottomilla spektreilla
tarkoitetaan muista spektreista selkeasti poikkeavia yksiloita. Poikkeamat voivat johtua
esimerkiksi mittausvirheista. Spektrien tarkistuksen jalkeen tulee kaytettavien esikasitte-
lyalgoritmien seka aaltolukualueiden valinta. Esikasittelyalgoritmeja voi valita useita,
mutta yleenséa kaytetdan ensimmaisen ja toisen johdannaisen seka standardinormaali-
jakauman algoritmeja. Aaltolukualueiden valinta tapahtuu selvittamalla tutkittavan yhdis-
teen funktionaaliset ryhmét ja valitsemalla niiden resonanssivasteen mukaan aaltolu-
kualueet (Taulukko 1). Analyysiohjelma optimoi annetuista asetuksista parhaimman
mahdollisen kombinaation NIR-mallin rakentamiseen. [5, s. 35-36]

Analyysiohjelmisto kayttdad optimoinnissa syntyneiden mallien paremmuusjarjestyksen
maarittamisessa RMSECV:ta eli sisaisen validoinnin keskimaaraista nelidvirhetta. Opti-
moinnista saaduista malleista valitaan paras sisaiseen validointiin. Sisainen validointi
suoritetaan, koska se antaa enemman tilastollisia arvoja mallin todenmukaisuuden arvi-
ointiin. Saaduista arvoista tarkeimmat ovat R? eli maarityskerroin seka RMSECV. Malli
on hyva, kun R? on yli 90 ja RMSECV on mahdollisimman pieni suhteessa maaritettavan
komponentin arvoihin. Validointiprosessi uusitaan, kunnes mallin tarkkuus ja todenmu-

kaisuus on mittaustarkoitukseen riittava. [5, s. 19-22]
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4.3 NIR-mallin sisdinen ja ulkoinen validointi

Sisaisen validoinnin tarkoituksena on havaita ja poistaa kalibraatiosarjaan soveltumatto-
mat naytteet (Outlier) NIR-mallista. NIR-mallin siséinen validointi tapahtuu automaatti-
sesti analysointiohjelmassa. Sisédisessa validoinnissa jokainen NIR-mallin luontiin kay-
tetty nayte irrotetaan kalibraatiosarjasta ja analysoidaan erikseen mallia vastaan. Vali-
doinnin jalkeen nayte joko poistetaan tai palautetaan kalibrointisarjaan. Validointia jatke-
taan, kunnes kaikki kalibraatiosarjan ndytteen on kertaalleen kayty lavitse. Taulukoissa
7, 8 ja 9 on esimerkki sisaisen validoinnin tuottamista taulukoista. Tarkeimmat luvut ky-
seisessa taulukossa ovat R? ja RMSECV. Muita huomioitavia arvoja ovat RANK seka
BIAS. RANK kertoo PLS-algoritmin muuttujien maaran suhteessa RMSECV-arvoon.
Kaytettavien muuttujien maara halutaan pitda mahdollisimman korkeana. RMSECYV ei
kuitenkaan saa kasvaa muuttujien lisdyksen seurauksena. BIAS kertoo systemaattisen
hajonnan keskiarvon oikean ja méaaritetyn arvon vdlille, eli kuinka paljon malli ennustaa
ylitse tai alitse méaarittelevien kalibraatiosarjan naytteiden arvoja. Sisainen validointi an-
taa arvion mallin tarkkuudesta, mutta ei taytta varmuutta mallin todenmukaisuudesta. [5,
s.14-15, s.71, s.78]

separate sample sets

|
1
]
I
1
1
'
|
'
'
!
|
]
'
|
1
'

calibration samples: fest set:
methad development method validation

Kuva 11. Sisdisen ja ulkoisen validoinnin ndytesarjat. [5, s.16]

Ulkoisessa validoinnissa varmistetaan NIR-mallin todenmukaisuus analysoimalla riittava
maara tuntemattomia naytteita (kuva 11). NIR-mallin ennustamien tulosten tulee olla sa-

massa linjassa referenssitulosten kanssa. RMSECV muuttuu ulkoisessa validoinnissa
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RMSEP-arvoksi, eli ennusteen keskimaaraiseksi nelidvirheeksi. RMSEP kayttaytyy sa-
malla tavalla kuin RMSECV. [5, s.16-17]

NIR-ennustemalli ei mahdollista ekstrapolointia. NIR-mallilla pystytddn analysoimaan
vain naytteita, joiden mitattava suure on kalibraatioalueella. Kalibraatioaluetta voidaan
laajentaa lisaamalla naytteitd, jotka ovat mitattavan suureen osalta kalibraatioalueen ul-
kopuolella. Hyvan NIR-mallin R? on yli 95 % ja kalibraationaytemaara on mahdollisim-
man suuri (yli 20 kpl). Malli ei saa siséaltda useita selvasti kalibraatiosarjasta poikkeavia
naytteita (Outliers). Liséksi kalibraatiosarjan mitattavien suureiden tulee olla jakautuneita
tasaisesti koko kalibraatioalueelle. [5, s.48-51]

4.4 NIR-mallin paivitys

NIR-malli vaatii jatkuvaa yllapitoa ja tarkastelua. Tarkastelun avulla voidaan havaita hi-
taasti tapahtuvia muutoksia mittauslaitteistossa tai naytteessa seka reagoida ajoissa néi-
hin muutoksiin. Yllapidon toimenpiteissa huomatut muutokset voivat tarkoittaa tarvetta
paivittda NIR-mallia. NIR-malien yllapidolle ei kuitenkaan voida asettuu yleispatevia vaa-
timuksia. [5, s.49-51, 8, 9]

NIR-mallin paivityksessa lisataan useimmiten uusia naytteita kalibrointisarjaan. N&in voi-
daan kasvattaa NIR-mallin ennustealuetta ja kompensoida pienid muutoksia naytteiden
koostumuksessa ilman uuden NIR-mallin rakentamista. Jos uudet kalibraationdytteet
eroavat mallin luonnissa kaytetyistéa naytteista lilan paljon, on yhtena vaihtoehtona koko-
naan uuden NIR-mallin rakentaminen. NIR-mallin péivitys on pakollinen toimenpide, jos

malli halutaan pitaa tarkkana ja luotettavana. [5, s.49-51, 8, 9]
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5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Naytteenottosuunnitelma

Tyossa kaytettiin AFK-fytaasikasvatuksen fermentointinaytteitd. Naytteet otettiin paafer-
mentointivaiheesta 100-150 m3:n fermenttoreista. Whole broth -naytteet (fermentointi-
massanaytteet) otettiin aseptisesti 250 ml:n muovipulloihin, joista ne siirrettiin huolellisen
sekoituksen jalkeen 40 ml:n erissa 50 ml:n Falcon-putkiin. Whole broth -naytteesta séai-
[6ttiin myds n.10 ml supernatanttia 10 ml:n Falcon-putkiin. Supernatantti erotettiin sentri-
fugoimalla whole broth -naytetta 4000 rpm:ssa 10 minuuttia. Kaikki naytteet sailéttiin pa-

kastamalla (-20°C). Sailotyt naytteet ovat listattu taulukossa 2.

Taulukko 2.  Naytelistaus.

Fytaasi B5 B8 B11 B14 B17 B20 B23 B26 B29 B32
Kasvatus 1 X X X X X X X X X
Kasvatus 2 X X X X X X X X X
Kasvatus 3 X X X X X X X X X -
Kasvatus 4 X X X X X X X X X X
Kasvatus 5 X X X X X X X X X X
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5.2 Fytaasiaktiivisuuden maaritys

Fytaasiaktiivisuuden maaritys suoritettin ROAL Oy:n (B074) sisdisen menetelman mu-
kaisesti. Fytaasiaktiivisuus maaritetddn vapauttamalla fytaattisubstraatista epéorgaa-
nista fosforia tunnetuissa maaritysolosuhteissa ja mittaamalla vapautuneen fosforin
maara. Entsyymin vapauttama fosfori muodostaa kompleksin molybdaatti- ja vanadaatti-
ionien kanssa. Kompleksin aiheuttama vérirektio on mitattavissa spektrofotometrilla 415
nm:n aallonpituudella. M&aritys suoritetaan standardiolosuhteissa. [10]

Kuva 12. Fytaattimolekyylin kemiallinen rakennekaava.

Maarityksessa yksi yksikko fytaasia (FTU) on entsyymimaara, joka vapauttaa maaritys-
olosuhteissa 1 ymol epaorgaanista fosforia minuutissa fytaattisubstraatista. Lampoétila

analyysissa on 37 °C ja pH 5,50.

Tyon kaikki fytaasiaktiivisuuden ja kemiallisen kokonaisproteiinin maaritykset suoritettiin
Freedom EVO -pipetointirobotilla (kuva 13). Freedom EVO -pipetointirobotti pystyy ana-
lysoimaan yhdesséa ajossa 48 eri naytettd. Laitteisto sisdltdd sdadettavan vesihauteen
reaktiolampaotilojen saavuttamiseksi. Naytteiden esikasittelyyn kuuluu niiden laimentami-
nen maarityskelpoisiin konsentraatioihin. Tama tapahtuu kayttamalla Microlab 600 Se-
ries-puoliautomaattilaimenninta. Analyysitulokset lasketaan kayttamalla standardisuo-

ralta saatuja konsentraatioarvoja ja kertomalla ne naytteen laimennoskertoimilla.
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Kuva 13. Automaattinen Freedom EVO pipetointirobotti.

5.3 Kemiallinen kokonaisproteiinin maaritys

Kemiallinen kokonaisproteiinin méaritys eli ProtB suoritettin ROAL Oy:n CO005 siséisen
menetelman mukaisesti. Menetelma perustuu liukoisen proteiinin reagoimiseen indikaat-
torin (Coomassie Brilliant Blue G-250) kanssa. Kyseinen indikaattori reagoi emaksisten,
aromaattisten aminohappotéhteiden ja argiinin kanssa. Indikaattorin reagoidessa absor-
banssimaksimi muuttuu 465 nm:stéd 595 nm:iin. Absorbanssi on mitattavissa spektrofo-
tometrilla 595 nm:n aallonpituudella. Kokonaisproteiinin konsentraatio saadaan selville
vertaamalla mitattua absorbanssia standardisuoraan ja kertomalla standardisuoralta
saatu konsentraatio naytteen laimennuskertoimella. Maaritys suoritetaan standardiolo-

suhteissa. [11]

metropolia.fi ﬂrMetropolia



21

5.4 Proteiinipitoisuuden maaritys typpianalysaattorilla

Proteiinipitoisuuden maaritys typpianalysaattorilla suoritettin ROAL Oy:n siséisen R&D-
menetelmén mukaisesti. Maaritys perustuu naytteen polttamiseen ja siitd vapautuvan
typen mittaamiseen. Tydssa kaytettin LECO FP628 -typpianalysaattoria (kuva 14).
LECO FP628-polttouunin lampdtila on 950 °C. Maaritys tapahtuu punnitsemalla naytetta
tinakuppeihin ja asettamalla ne typpianalysaattorin naytekiekkoon. Analysaattori toimii
tasta eteenpain automaattisesti. Mitatusta typpikonsentraatiosta lasketaan proteiiniker-
rointa kayttamalla arvio naytteen alkuperaisesta proteiinimaarasta. Maarityksessa kay-
tetty proteiinikerroin on 6,25. Arvo on maaritetty kokeellisesti R&D-osastolla. [12]

Kuva 14. LECO FP628-typpianalysaattori.
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5.5 NIR-mittaukset

5.5.1 MPA-lahi-infrapunaspektrofotometri

Brukerin MPA-lahi-infrapunaspektrofotometri soveltuu FT-NIR-mittauksiin. MPA:n voi-
daan liittdad monipuolinen valikoima lisdvarusteita, kuten transmittanssin, diffuusi reflek-
tion ja heikennetyn kokonaisheijastuksen mittaamiseen tarvittavat anturit seka laitteistot
(kuva 5).

Insindoritydssa kaytetty NIR-laitteisto sisalsi seuraavat mittausmoduulit:

naytelokero kyvetilla mittaamiseen (transmittanssi),
valokuitumoduuli anturilla mittaamiseen (esim. transflektio, ATR),

integroitu pyoritin kuivien naytteiden mittaamiseen NIR-mittauksiin soveltuvalta
petrimaljalta (diffuusireflektio).

s
=
&
»
2
X

Kuva 15. Bruker MPA FT-NIR -spektrofotometri.
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5.5.2 NIR-spektrien mittaukset IN271-anturilla

Insindoritydssa kaytetyt NIR-spektrit mitattiin kayttamalla IN271-transflektioanturia (kuva
16). Kyseisen anturin tiedot I0ytyvat liitteesta 1. IN271-anturin mittausp&é on 2 mm levea
ja mittaa naytteesta absorptiota ja emissiota. Tama mahdollistaa tarkan NIR-spektrin
saannin puolikiinteista fermentointinaytteista. Anturi kiinnitetdan valokuitukaapelin avulla

MPA-spektrofotometriin (kuva 15).

&

Kuva 16. IN271-transflektioanturi.

NIR-spektrien mittaus tapahtui siirtamalla 21 °C:n l[Ampdtilaan temperoitu, hyvin sekoi-
tettu, fermentointindyte 50 ml:n dekantterilasiin ja upottamalla IN271-anturi kyseiseen
naytteeseen. Temperoitua fermentointinaytettd sekoitettiin anturilla n. 3 sekuntia, jotta
ilmakuplat poistuivat anturin mittauspaasta. Mittausaika oli 8 sekuntia. Jokaisesta nayt-
teesta mitattiin kolme rinnakkaista spektrid. Anturi huudeltiin mittauksen vélissa tislatulla
vedella ja kuivattiin kangasliinaa kayttaen. Mittauspaivan alussa mitattiin anturille uusi

taustaspektri.
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5.5.3 OPUS-analyysiohjelma

OPUS on Brukerin kehittamé analysointiohjelma véarahtelyspektrofotometrialle. Analy-
sointiohjelma muuntaa interferogrammit spektreiksi ja etsii niisté korrelaatioita konsent-
raatiodatan avulla. OPUS sisaltd& monia eri datan esikasittelyvaihtoehtoja ja on osittain
automaattinen spektridatan kasittelyssa. Datan esikasittelyalgoritmien valintaan ei ole
valmiita ohjeita, parhainten soveltuva algoritmi pitaa l6ytaa kokeilemalla. Yksinkertaistet-
tuna paras esikasittelyalgoritmi on se, mik& antaa korkeimman maarityskertoimen sisai-

sessé validoinnissa. OPUS-analysointiohjelman lyhyt kayttdohje 16ytyy liitteesta 2.

5.5.4 OPUS-analyysiohjelmiston asetukset

Seuraavia OPUS-analyysiohjelmiston asetuksia kaytettiin NIR-spektrien mittaamiseen

fermentointinaytteista (Taulukko 3).

Taulukko 3. OPUS-analyysiohjelmiston asetukset.

Acquisition Parameters Values
Acquisition Mode Double Sided, Forward-Backward
Sample Scan 16
Result Spectrum Absorbance
Resolution 8
Signal Gain, Sample x1
Optic Parameters Rf Values
Preamplifier Gain Background B
Background Measurement Channel Fibre 2
Scanner Velocity 10 KHz
FT - Parameters Values
Phase Resolution 32
Phase Correction Mode Power Spectrum
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6 Tulokset

6.1 Kalibraatiosarjan referenssitulokset

Taulukoissa 4 on esitetty tavoiteprosentit sisaisen validoinnin referenssituloksista.

Taulukko 4.  Tavoiteprosentit sisdisen validoinnin referenssituloksista.

Tavoiteprosentit sisdisen validoinnin referenssituloksista

110%
100%
90%
80%
70%

?‘E 60%
2
o 50%
3 40%
E“ 30%
20%
10%
0%
B5 B8 B11 B14 B17 B20 B23 B26 B29
Fermentaatiovaihe
e FTU Kokonaistyppimenetelma ProtB
FTU Kokonaistyppimenetelma ProtB
B5 10% 29% 15%
B8 25% 41% 28%
B11 44% 58% 49%
B14 66% 75% 68%
B17 80% 85% 83%
B20 90% 92% 91%
B23 98% 98% 94%
B26 104% 102% 101%
B29 100% 100% 100%
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NIR-mallin kalibraatiosarjaan on kaytetty 27 fermentointinaytetta kolmesta eri kasvatuk-
sesta. NIR-spektrit on esikasitelty SNV-algoritmilla. Aaltolukualueet 5800 cm™ ja 4500

cm™ ovat primaarisia proteiinien resonanssialueita, joita on kaytetty hyédyksi NIR-mal-

lien rakentamisessa. Taulukossa 5 on esitetty kolme eri versiota fytaasituotantokannan

malleista. Versiot eroavat toisistaan aaltolukualueittain.

Taulukko 5. Kolmen eri NIR-mallin vertailu.
Malli L Fytaasi Kokonaistyppi ProtB
Aaltolukualueet 7502.1-4597.7 6101.9-4597.7 7502.1-4597.7
Rank 8 6 9 (kdytetty 8 sijaan)
RA2 94,97 95,04 91,77
RMSECV 7.3% 5,6% 9,3%
RPD 2,47 4,49 3,49
Bias 0,4% 0,1% 0,4%
Malli 2 Fytaasi Kokonaistyppi ProtB
Aaltolukualueet 6749.9-5253.4 ja 4833-4246.7 6749.5-5253.4 ja 4833-4246.7 6749.9-5253.4 ja 4833-4535.8
Rank 8 3 3
RA2 95,23 96,01 93,87
RMSECV 7,1% 5,1% 8,0%
RPD 4,59 5,03 4,5
Bias 0,5% 0,5% 0,5%
Malli 3 Fytaasi Kokonaistyppi ProtB
Aaltolukualueet | 9403.6-7498.2 |6101.9-5446.2 | 4601.5-4246.7 | 5403.6-7498.2 |6101.9-5446.2 | 4601.5-4246.7 | 9403.6-7498.2 | 6101.5-5446.2 | 4601.5-4246.7
Rank 5 5 5
R*2 91,75 93,19 88,75
RMSECV 9,3% 6,6% 10,9%
RPD 3,48 3,83 2,98
Bias 0,0% 0,2% 0,3%

Malli 2 valittiin, koska kyseisen mallin R? ja RMSECV-arvot olivat parhaimmat muihin

malleihin verrattuna. Malli 2:n BIAS oli suurin kolmesta, mutta mittaussuureihin

suhteutettuna pieni. Kuvassa 17 on esitetty Malli 2:n SNV-algoritmilla esikéasitellyt ka-

libraatiosarjan NIR-spektrit. Spektreihin on merkattu eri funktionaalisten ryhmien reso-

nanssialueet.
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Kuva 17. SNV-algoritmilla kasitellyn fytaasituotantokannan spektrien resonanssialueet nimettyna
niitd vastaavina funktionaalisina ryhmina.
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6.3 Fytaasituotantokannan NIR-mallin sisdinen validointi

Fytaasituotantokannan mallin sisainen validointi suoritettiin kolmelle eri komponentille

(taulukot 6, 7 ja 8). Fytaasi- ja kokonaistyppimallin m&arityskerroin sisaisessa validoin-

nissa on yli 95 % ja ProtB:n maarityskerroin on pyoristettyna 94 %.

Taulukoissa 6, 7 ja 8 nahdaan yksi ulkopuolinen nayte (Outlier), joka on merkitty punai-
sella pisteella. Ulkopuolinen nayte on jatetty kalibraatiosarjaan, koska poistamalla sen
maaritysalue pienenee huomattavasti. Naytteen virheellisyytta ei ole voitu mydskaan to-

distaa, joten sen poistamiselle ei ollut riittavia perusteita.

Taulukko 6.  Fytaasimalli.
Malli Fytaasi
Aaltolukualueet 6749,9-5253.4 ja 4833-4246.7
Esikasittelyalgoritmi SNV
Rank 8
Maarityskerroin 95,23
RMSECV 7,3%
RPD 4,59
Bias 0,4%
Prediction vs True | Fytaasi Cross Validoticn RMSECV v= Rank | Fylaasi I Cress Validation
100% T T T T T T T T T rr—ee—e——r—
4 LT, M -
50% — -
] 25% m- -
=1 1111111 H "ldla [ 1]
{ L] L AN BN AN
o L8 1 1 1 1 1111 +H+—++++-++H+H+
DE"’D T L T T l" ™ a T ™
0% 50% 100% ' 4 s ¢ 9 "
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Taulukko 7. Kokonaistyppimalli.
Malli Kokonaistyppi
Aaltolukualueet 6749.9-5253.4 ja 4833-4246.7
Esikasittelyalgoritmi SNV
Rank 8
Maarityskerroin 96,01
RMSECY 5,1%
RPD 5,03
Bias 0,5%
Prediction vs True | Kokonaisprotaiini I Cross Validation RMSECV va Rank | Kokonaisproteiini I Crosa Validation
100% T
50% 8 25% NEEENEEREEEREREE
|
EEENEENEEN NENENNNNNNNENEN
¢ | | |
4 i — s y - o | WA o i 4 i a
0%0%' ' 15109; .105% 005 115225336445555665775885995 105
Taulukko 8.  Kemiallisen proteiinimaarityksen (ProtB) malli.

Malli ProtB
Aaltolukualueet 6745.9-5253.4 ja 4833-4539.8
Esikasittelyalgoritmi SNV
Rank 8
Maarityskerroin 93,87
RMSECV 8,0%
RPD 4.5
Bias 0,5%
Prediction vs True / ProtB I Cross Validation RMSECV vs Rank | ProtB I Cross Validation

100%

100%

1)
i L IEEEEERERERREREREN
i
L] /.&"‘ ...............
}"ka
50% 50%
i‘; FYSEEEEREEREREEER
,r'/ ..... 11 ENEEEEEEN
__“' SEHEEEEHEREEE RN S - T.T.. R R
0% ] D%T
i D05 116 225 YI5 445 588 GE5 T TS5 BAGS 558 105
o 50% 100%
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6.4 Fytaasituotantokannan NIR-mallin ulkoinen validointi

Fytaasituotantokannan NIR-mallista ei pystytty suorittamaan ulkoista validointia lait-
teisto-ongelmien vuoksi. Laitteisto-ongelmana oli Ruotsin ja Suomen lahi-infrapu-
naspektrofotometrien valinen tasoero. Suomen puoleinen MPA antoi huomattavasti kor-
keampaa tasoa kuin Ruotsin puoleinen MPA. Suomen puoleisen MPA:n mittaamassa
spektreissa oli myds huomattavasti enemmaéan kohinaa (kuva 18). Molemmissa mittauk-
sissa on kaytetty samaa IN271-anturia. Tasoeron ja kohinan vuoksi Suomessa mitattuja
spektrejd ei voitu kayttdd Ruotsin spektreilld rakennetun NIR-mallin ulkoiseen
validointiin. Mittausongelmaa ei saatu selvitettyd téahan insingoritydhon varatun ajan

puitteissa.

Ruotsissa mitattu

Kuva 18. Mitattujen NIR-spektrien tasoero Ruotsin ja Suomen valilla.
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6.5 Fytaasituotantokannan ProtB ja kokonaistyppimaaritysten ero

ProtB:n ja kokonaistyppimaarityksen valilla havaittiin tasoeroa (kuva 19). Tasoeron
trendi on laskeva fermentaation keston kasvaessa (kuva 20). Kokonaistyppimaarityksen
taso on keskimaaéarin 9,8 % suurempi kuin ProtB:n. Menetelmien vélinen korrelaatio on
97,75 % (taulukko 9).

Tavoiteprosentit viiden kasvatuksen ProtB ja
kokonaistyppituloksista
110%
100%
90%
80%
70%
60%

50%

Tavoiteprosentti

40%
30%
20%
10%

0%
B5 B8 B11 B14 B17 B20 B23 B26 B29
Fermentaation kesto

ProtB

Kokonaistyppi

Kuva 19. Tavoiteprosentit viiden eri fermentaation ProtB- ja kokonaistyppituloksista.
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Kuva 20. Viiden eri fermentaation ProtB- ja kokonaistyppimaarityksen tasoero %.

Taulukko 9.

ProtB- ja kokonaistyppimaarityksen kolmen fermentaation lineaarinen korrelaatio-

kerroin.

ProtB vs Kokonaisproteiini

rf=0.9775

*e

L L
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7 Yhteenveto

Reaaliaikainen orgaanisten yhdisteiden maaritys suljetuissa tuotantosysteemeissa on
osa nykyaikaista bioteollisuutta. Taméan on mahdollistanut sek& NIR-teknologian kehitys
etta halpeneminen. NIR-teknologian suurin hy6ty on kyky orgaanisten ja fysikaalisten
suureiden analytiikkaan ilman naytekasittelya tai analysoitavan naytteen tuhoutumista.
ROAL Oy:ssa ei ole aikaisemmin hyddynnetty NIR-teknologiaa.

Taman insino0ritydn tavoitteena oli arvioida, voiko NIR-teknologiaa hytdyntaa teollisen
fermentaatioprosessin kontrolloinnissa. Fermentointiprosessin reaaliaikainen seuranta
parantaa mahdollisuuksia prosessin optimointiin ja ilman erillistd naytteenottoa. Proses-
sioptimoinnin mahdollisia hy6tyja voivat olla esimerkiksi fermentoinnin saantoparannuk-
set seka mahdollisuus fermentoinnin oikea-aikaiseen lopettamiseen. Tyon tavoitteena
oli rakentaa NIR-malleja, joiden avulla voidaan seurata fytaasiaktiivisuuden ja koko-
naisproteiinikonsentraation kehitystd suoraan T.reesei-pohjaisen tuotantokannan fer-
mentointinaytteista. NIR-mallin rakentamisessa kaytettiin kolmesta fytaasikasvatuksesta
saatuja 27 fermentaationaytettd. Referenssianalytiikkana kaytettiin ROAL:n rutiinimene-

telmia.

Tyossa rakennettiin kolme erillistd NIR-mallia fytaasituotantokannan fermentointinayt-
teista. Mallien rakentamisessa kaytettiin eri aaltolukualueita valilla 12000—4000 cm™. Pa-
ras malli valittiin vertailemalla mallien maéarityskertoimia sekd RMSECV-arvoja. Malli 2
todettiin parhaimmaksi, koska kyseisen mallin maarityskertoimet olivat suurimmat ja
RMSECV-arvot pienimmat verrattuna muihin malleihin. Kyseisen NIR-mallin fytaasi- ja
kokonaistyppimallin R? sisaisessa validoinnissa oli yli 95 % ja ProtB:n oli pyoristettyna
94 %. Valittu malli korreloi siis erittain hyvin kalibrointisarjan naytteiden kanssa. Malli 2:n
ulkoista validointia ei voitu suorittaa laitteisto-ongelmien vuoksi. Laitteisto-ongelmat joh-
tuivat kahden eri MPA-spektrofotometrin valisista tasoeroista. Tasoeroja ei pystytty kor-

jaamaan insindoritydn aikana.

Tyo6ssa havaittiin, ettéd fermentointinaytteiden kokonaisproteiinianalytiikassa kaytetyt me-
netelmét (ProtB- ja kokonaistyppimaaritykset) antavat toisistaan huomattavasti eroavia
tuloksia. Toisaalta kokonaisproteiininmé&aran kasvun trendi korreloi molempia menetel-
mia kaytettdessa. Menetelmien valinen korrelaatio oli 97,75 %. Keskimaarin kokonais-

typpimaarityksen tasoero oli 9,8 % korkeampi kuin ProtB:n. Menetelmien valinen tasoero
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pieneni, mitd suuremmaksi naytteiden kokonaisproteiinimééra kasvoi. Tama voidaan to-
dennékdisesti selittdaa silla, etta kokonaistyppimaaritys laskee fermentaatioalustan typ-

piyhdisteet mukaan fermentaationaytteen kokonaisproteiinimaaraan.

Insin6oritydn tuloksia voidaan soveltaa fytaasituotantokannan on-line tai in-line seuran-
nassa. NIR-tekniikan kayttéonotto vahentaisi lisdksi huomattavasti fermentaationayttei-
den analysointitarvetta laadunvalvontalaboratoriossa. On-line seurannassa prosessi-
tyontekija voi mitata fermentaationaytteen suoraan naytteenoton jalkeen nykyisilla lait-
teilla. Tama ei vaatisi pitkaa perehdytysta ja nopeuttaisi huomattavasti analyysitulosten
saantia fermentaationaytteista. Optimitilanteessa NIR-anturit asennettaisiin suoraan fer-
menttoreihin ja NIR-laitteisto liitettaisiin tehtaan automatiikkaan (in-line-analytiikka).
Tama mahdollistaisi jopa fermentaatioprosessin tdyden automatisoinnin. Fermentoin-

tiaikojen lyhentyminen jo 5 % toisi huomattavia sdastoja fermentointikuluissa.

InsinGoritydssa paastiin maariteltyihin tavoitteisiin. Saatujen tulosten mukaan NIR-tekno-
logiaa voidaan hyodyntaa teollisen fermentaatioprosessin seurannassa. Menetelmien ul-
koista validointia ei voitu suorittaa laitteisto-ongelmien vuoksi. ROAL:lla kdyttssa olevien
kokonaisproteiinimenetelmien valilla havaittiin eroja. Tulosten perusteella tuotantolaitok-
sella kaytettdva kokonaisproteiinimaaritysmenetelma (ProtB) soveltuu NIR-analytiikan
referenssimenetelmaksi. Tata esiselvitystd voidaan tulevaisuudessa kayttaa pohjana

NIR-mallien rakentamiseen homepohjaisten tuotantokantojen fermentointinaytteille.
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IN271-anturin materiaalit, mitat, paine- ja lampdtila-alueet

Materiaalit:
. Safiiri
. Ruostumaton teras DIN 1.4404 (SS316L)

. Etyleenipropyleenidieenikumi

Anturin mitat:
° Ulkohalkaisija: 18 mm
o Pituus: 140 mm
. Pienin upotussyvyys: 10 mm
. Optimaalinen upotussyvyys: 37mm

° Sateilyn kulkema matka naytteessa: 2 mm (1 mm vali)

Paine- ja lampdtila-alue:
. Painealue: 10 bar, kestaa tyhjiota
° Lampdétila-alue: -20-140 °C
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Kayttéohje NIR-mallin rakentamiselle OPUS-analyysiohjelmistolla

NIR-mallin rakentamisessa maaritelladn ensin madaritettavat suureet, jotka sydtetaan
analyysiohjelmaan. Esimerkissa (kuva 21) ndhdaan, kuinka kolme eri komponenttia on
lisatty analyysiohjelmaan. Tassa vaiheessa voidaan myods maarittaa haluttu desimaali-
maara mita kaytetaan tuloksissa.

Load Method Componerts Spectra Parameters  Validate Graph Repot  Store Method  Optimize  Seftings

Add Component

MName Uit

|Fytaasi | | FTU/g | Formatting in the Guant 2 analysis report

Kokonaisproteini [ma/a] () Default settings (5 significant digits)

Prot8 ma/a] (®) Digits after the decimal paint

]

Kuva 21. Méaéritettéavien komponenttien lisédminen.

metropolia.fi ﬂrMetropolia



Liite 2
2(7)

Analyysiohjelmistoon on syottettava NIR-spektrien lisdksi referenssimenetelmalla saadut

vertailutulokset. Kuvassa 22 nahdaan, miten jokaisella NIR-spektrilla on omat kolme

maaritettavad suuretta. Tassa vaiheessa voidaan hylata "huonoja” spektreja. "Huono”

spektri eroaa huomattavasti muista spektreisté ja on luultavasti syntynyt mittausvirheen

seuraamuksena. Hylkays tapahtuu valitsemalla spektri, joka halutaan hylata ja valitse-

malla Excluded (ulkopuolelle)-vaihtoehto. Kyseisessa vaiheessa voidaan myos valita,

kaytetaanko spektreja sisdisessa vai ulkoisessa validoinnissa. Calibration (kalibraatio)

on sisaiselle validoinnille ja Test Set (testisarja) on ulkoiselle validoinnille.

Load Method Components Spectra  Parsmeters Validate Graph Repot Sore Method Optimize  Settings

| Add Spectra | Change Path Copy Spectra Window
Set Sample Numbers Set Data Set Comp. Comelations Prnt
Data Set Sample Path | File Name Fytaasi | Kokonaispr|  Prot8 A
1 Calibration i X:AQC\Lattee|
< Calibration i X\QC\Latee| —F
3 Calibration 1 X\QC\Lattee| |
4 Calibration 2 XAQC\Lattee)| 1
5 Calibration 2 XAQC\Lattec| 1
8 Calibration 2 X\QCwLattee|
7 Calibration 3 X\QC\Lattee|
8 Calibration 3 XAQC\Lattee| |
s Calibration 3 X\QC\Lattee — 1
10 [Calibration |4 | XAaCiattes| 1
11__|Calibration |4 [ X7aCL attee| |
12__|Calibration B X\QC\Lottee| 1
12 |Calibration 5 X\QC\Lattee|
14 |Calibration |5 X\QC\Latiee|
15 ___|Calibration 5 X\QC\Lattee| |
16 Excluded 6 X
17___|Excluded 6 XAOC\Laitte
18 |Excluded 8 XAQC\Laitte
19 Calibration 7 X\QC\Lattee| |
20 |Calibration |7 X \QCLatiee| v

Kuva 22. Mitattujen NIR-spektrien ja referenssitulosten lisddminen analysointiohjelmaan.
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NIR-spektrit vaativat esikasittelyd. Esikasittelymenetelmilla pienennetdén spektrien ko-

hinaa ja tehdaan spektreista nain helpommin luettavia analyysiohjelmistolle. Yleisimmat

esikasittelymenetelmat ovat standardinormaalijakauma (SNV), ensimmainen johdannai-

nen (first derivative) ja toinen johdannainen (second derivative). Kuvassa 23 nahdaan

kolme eri aaltolukualuetta, jotka on valittu spektristd. Nama voidaan valita joko numeraa-

lisesti tai graafisesti. Graafinen valinta tapahtuu valitsemalla Interactive Region Selection

(interaktiivinen aluevalinta).

Graph page

Marker size: 16 w

Salact preprocessing options for Optimize

Constart offsst eliminat
Straight Ine subtraction

Min-Max nomalization
Mukiplicative scatberng comection

Second desivative
First derivative + Straight line subtaction
| Firet denvative + Vector nomalzation (SHVI

Smoothing points: 25

Madmum test range:
BE82 5 42471
rileractive Ragion Selection

[] Run aptimization in backareund

Load Method Components Specira  Parameters Validate Graph Fepod  Store Method Optimize Settings

Method protection
[ Stare specira in Guant 2 methad file

LUiza this opbion only f you want to protect a methad in
the mode ‘Brlarge method” or Thange parameters’

[ User defined optimization regions

(%) NIR regions fmax 5)

() AB regions fmax 10)

from to
6747.7 5256.2
48321 4247.2
#8826 | T186.4

LY o pey )

Kuva 23. Mallin esikasittelymenetelmien ja analysoitavien aaltolukualueiden valinta.
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Interactive Region Selection (interaktiivinen alue valinta) (kuva 24) ikkunassa on mah-
dollista valita aaltolukualueet visuaalisesti. Aaltolukualueiden valinnassa on otettava
huomioon analysoitavien yhdisteiden funktionaalisten ryhmien resonanssiaaltolukualu-
eet. Tassa tapauksessa tutkitaan entsyymeja eli proteiineja. Proteiinien resonanssialu-
eet ovat aaltolukualueilla 5800 cm™ ja 4500 cm? (taulukko 1). Aaltolukualue 8000 cm™?
on valittu varmuuden vuoksi, koska siina nakyy myds lieva resonanssimuutos. NIR-mal-
lien rakentaminen vaatii useiden eri aaltolukualueiden kokeilemista ennen kuin haluttu

tarkkuus saavutetaan.

Select Frequency Range(s)

8
-
[=]
e L] T Ll L T T L2 L] L) A
12000 12000 11000 10000 9000 8000 7000 €000 5000 4000
Concel

Kuva 24. Interaktiivinen aaltolukualueiden valinta NIR-spektrista.
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Esikasittelymenetelmien ja aaltolukualueiden valitsemisen jalkeen seuraa néaiden para-
metrien optimointi. Kayttaja valitsee, mika suure halutaan optimoida. Esimerkissa on va-
littu fytaasi optimoitavaksi suureeksi. Painamalla Optimize-painiketta (Optimointi) ana-
lyysiohjelma maarittdaa parhaimmat NIR-mallit kyseiselle suureelle. Analysointiohjelma
ottaa huomioon aikaisemmin valitut aaltolukualueet (kuva 24), mutta pystyy myds muok-
kaamaan niita parhaan lopputuloksen saavuttamiseksi. Analysointiohjelma jarjestaa las-
kemansa mallit parhaimmasta huonompaan RMSECV mukaan. Esimerkissa analysoin-
tiohjelma on valinnut parhaimmaksi kalibrointimalliksi mallin numero kymmenen. Tasséa
kalibrointimallissa analysointiohjelma on ottanut huomioon kaksi aaltolukualuetta kol-
mesta, mitk& kuvassa 24 on esitetty. Lopuksi valitaan parhaimmaksi todettu kalibrointi-
malli ja painetaan Use Parameters -painiketta (kayta parametreja).

Load Method Components Spectra Parameters Valdate Graph Repot Store Method Optimize  Settings

Py = SR —
Number  RMSECV Rank Regons Preprocessing 2
10 8 749.9-52534 4833-42467 Vector normalzation (SNV)
28 7 67499-52534 4833-45358 Vector noemakzation (SNV)
42 7 6749.9-52534 4833.45398 Vector normalzation (SNV)
32 7 67499-52534 45398-4246.7 Vector noemakzation (SNV)
45 7 67459.52534 45398.4246.7 Vector normalization (SNV)
41 4 6001.7-52534 4833-45398 Vector normakzation (SNV)
27 4 6001.7-5253.4 4833-4539.8 Vector normalzation (SNV)
43 4 6001.7-52534 4833-42467 Vector noemakzation (SNV)
35 4 6001.7-5253.4 4833-.4246.7 Veector normalzation (SNV)
14 5 888295-71858 67499-52534 4833-42467 Veector noemakzation (SNV)
17 9 6745.9-52534 4833-.4246.7 First denvative
15 8 67459-52534 Frst dedivative
45 4 6001.7-52534 45398-4246.7 Vector normalzation (SNV)
K3 4 6001.7-5253.4 45395.8-42467 Vector noemakzation (SNV)
24 4 6749.9-5253.4 Vector nomalzation (SNV) v
< >
Optimize status

Kuva 25. Mallin optimointi.
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NIR-mallin optimoinnin jalkeen seuraa sisainen validointivaihe. Kuvassa 26 nahdaan si-
sdisen ja ulkoisen validoinnin parametri-ikkuna. Sisainen validointi eli Cross Validation -
vaiheessa valitaan komponentti, joka halutaan sisdisesti validoida optimoinnista saatu-
jen parametrien mukaan. Ulkoisen validoinnin yhteydessa valitaan Test Set -vaihtoehto
(testisarja). Tama vaihtoehto kayttaa mallin lopulliseen validaatioon ulkoisen validoinnin

spektreja, jotka ovat maaritettavissa kuvassa 22.

Load Method Components Specira  Parameters Validal® Gmaph Repot  Store Method  Optimize  Settings

Vabidation parameters
Component [ Max. Hanlcl Use Crosa Val !
1 Fytaasi . 10 £
2 Kokonaisproteii | 10 O Mo. of samples leaving cut: |1
3 ProtB 10 ]
Vabdate
Calculation statius

Kuva 26. Siséinen ja ulkoisen validoinnin parametrit.
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Sisdisen tai ulkoisen validaation tuloksia pitaa tarkastella. Tarkein tarkasteltava arvo on
maarityskerroin (R?). Nyrkkisaantona yli 90 %:n maarityskerroin on hyva ja yli 95 % on
erittain hyva. Kuvan 27 fytaasimallissa on paasty yli 95 %:n maarityskertoimeen. Maari-
tyskerrointa pienentad kolme ulkopuolista (Outlier) pistetta. Naméa nakyvat kuvassa 25
punaisina pisteind. Analysointiohjelma on havainnut, etteivat ndma pisteet korreloi riitta-
vasti rakennetun NIR-mallin kanssa. On otettava huomioon, ettda nama pisteet kuitenkin
vaikuttavat malliin ja ilman hyvaa syyta niita ei voi poistaa. Syy yksittaisen spektrin pois-
tamiseen voi olla esimerkiksi markdkemialla saatu epaluotettava tulos tai virheellisesti
mitattu NIR-spektri. Kyseisissa tapauksessa ulkopuolisten pisteiden spektrit voidaan

poistaa kuvassa 22 esitetylla tavalla.

Load Method Compenerts Specirs Paramelers Valbdste Graoh  Repodt  Sioce Mathod Optimize  Saftings

Validaticn Mo 26 © Vaidaten
T =
& () Calibration
Prediction ./ Trua - Fytaasi W Rark: & - Rec: B
R® Prediction vs True | Fytaasi I Cross Validation -
%23
Print
RMSECVY
Save
RPD:

458
O
Bias:
Specira
7?;3 Loadngs
] <o
[tee | Special .

Kuva 27. Sisaisen tai ulkoisen validaation tarkastelu.
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