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Insind6ritydssa kehitettiin uutta bioreaktoreissa kaytettavaa naytteenottolaitteistoa, jolla
voitaisiin suorittaa nopea dead-end-tyyppinen suodatus naytteenoton yhteydessa
toistettavasti ja luotettavasti. Liséksi selvitettiin kolmen eri in-situ on-line-mittalaitteiston
soveltuvuutta panimohiivan kdymisprosessin monitorointiin. In-situ on-line-mittalaitteiden
tuloksia vertailtiin kdymisprosessin aikana off-line-menetelminé mitattuihin optisen
tiheyden arvoihin, hiivan kuivapainoihin sekd HPLC-analyyseihin. Madritettiin my6s
solunulkoisia adenosiinitrifostaatti- ja adenylaattikinaasipitoisuuksia yhden
kaymisprosessin osalta tarkoituksena selvittad hiivasolujen tilaa kdymisprosessissa.

K&ymisprosessin seurantaan kéytetyt mittalaitteet olivat lahi-IR-valon absorptioon
perustuva TruCell2-solutiheysanturi, dielektriseen spektroskopiaan perustuva Biomass
Monitor 220 sekd& FT-NIR-mittaustekniikkaan perustuva Matrix-F FT-NIR -spektrometri.
Tulosten perusteella kaikki kolme mittalaitetta ndyttaisivat soveltuvan kdymisprosessissa
biomassan monitorointiin. Liséksi Matrix-F FT-NIR -spektrometri nayttéisi soveltuvan
alustakomponenteista ainakin glukoosin, maltoosin, glyserolin ja etanolin monitorointiin.

Solunulkoisissa adenosiinitrifostaatin mittauksissa havaittiin lievaa kasvua kdymisprosessin
keskivaiheilla, mutta tulokset olivat vain suuntaa antavia mittausmenetelmasté johtuen.
Adenylaattikinaasin mittauksissa ei havaittu muutoksia.

Naytteenottolaitteiston yleinen toimivuus ja ndytteenottosekvenssi saatiin luotettavammaksi
ja naytteenoton jalkeinen hoyrysterilointi turvallisemmaksi. N&ytteenotto ilman suodatusta
onnistui toistettavasti. Suodatuksen osalta kiintoaineen erotus ei onnistunut suunnitellulla
tavalla, koska suodatinmateriaalit tukkeutuivat tai permeaattivuo jai l&hes olemattomaksi.

Jatkokehityksen kannalta ndytteenottolaitteen osalta tulisi keskittyd suodatuksen
parantamiseen. Matrix-F FT-NIR -mittausten soveltuvuutta alustakomponenttien
monitorointiin voitaisiin mahdollisesti parantaa kayttdmalla useampia kalibrointipisteita.
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Extracellular adenosine triphosphate measurements revealed a slight increase in the
middle of the fermentation process but the results were only suggestive because of the
measurement method used. Adenylate kinase measurements did not reveal any changes.

The general functionality of the sampling device and the sampling sequence were
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Johdanto

Bioprosesseissa mittauksilla pyritddn havainnoimaan organismin tai biomolekyylin toi-
mintaa mahdollisimman tarkasti. Esimerkiksi tuotantoprosessin kannattavuuden, turval-
lisuuden, tuotteen laadun tai prosessin sdddon seka mallintamisen kannalta mittaukset ja
niiden avulla saatava tieto ovat erittéin olennaisia tekijoita. Suoritettavien mittausten
tulisi olla tarkkoja ja toistettavia seka kuvata reaktorissa vallitsevia olosuhteita hairitse-

maétt4 kuitenkaan prosessin toimintaa.

Modernit bioreaktoreissa kaytettavat mittaustekniikat eivat valttamatta tarvitse erillista
reaktorista otettavaa naytettd, mutta silti useat analyysit bioprosessiteollisuudessa teh-
daén aikaa vievilla off-line-menetelmilla. Bioreaktoreissa kaytettdvien mittaus- ja ndyt-
teenottojarjestelmien tulisi kest&a sterilointiolosuhteet ja prosessin aikana vallitsevat
olosuhteen ilman riski& reaktorin kontaminoitumisesta. Ndytteenotossa esimerkiksi so-
lujen, kiintoaineen tai nesteiden erotuksen tulisi tapahtua nopeasti ja aseptisesti, jotta
otettu ndyte vastaisi reaktorin olosuhteita ja jotta reaktori ei kontaminoituisi vierailla

organismeilla tai kemikaaleilla ndytteenoton aikana tai sen jalkeen.

Insinorityd tehtiin VTT:n (Valtion teknillinen tutkimuskeskus) bioprosessitekniikan
osastolla liittyen Tekesin rahoittamaan BioControl-projektiin (1050/31/07). Ty6 koostui
kahdesta osiosta, joista ensimmaisessa kehitettiin bioreaktorikasvatuksissa ké&ytettavaa
naytteenottolaitetta, joka mahdollistaisi aseptisen naytteenoton etenkin korkean kuiva-
ainepitoisuuden omaavissa kasvatuksissa, joissa normaali ndytteenotto nestemaisend
virtauksena hanan ja putkiston kautta ei ole mahdollista. Naytteenottolaite mahdollis-
taisi my6s ndytteen suodattamisen ndytteenoton yhteydessa ilman hukkanaytetta ja
naytteenottolinjat voitaisiin steriloida hoyrylla ndytteenoton jalkeen. Toisessa 0siossa
selvitettiin kolmen eri in-situ on-line-mittalaitteen kéyttokelpoisuutta panimohiivan
k&ymisprosessin monitorointiin 10 litran fermenttorissa seké vertailtiin on-line-mittauk-
sia off-line-menetelmind tehtyihin mittauksiin. Liséksi yhdesté k&ymisprosessista maa-
ritettiin adenosiinitrifostaatti (ATP)- ja adenylaattikinaasi (AK) -pitoisuudet tunnin va-

lein otetuista naytteista.



KIRJALLISUUSOSA

1 Bioprosessien monitorointi

Halutun tuotteen muodostaminen biologisen systeemin biokemiallisten reaktioverkos-
tojen kautta edellyttad systeemin kompleksisten vuorovaikutusten ymmartamista ja hal-
lintaa. Biotekniikassa prosessien monitoroinnissa runsaimmin ké&ytetyt mitta-anturit
ovat bioreaktorin sisall4 vallitsevien olosuhteiden maarittdmiseen tarkoitettuja. Biore-
aktoreissa useimmiten seurattuja parametreja ovat esimerkiksi pH, lampotila, paine,
nestetaso, vaahtoaminen, syottéteho, liuenneen hapen osapaine ja sekoituksen nopeus.
Prosessissa tapahtuva hallitsematon muutos esimerkiksi pH:n, lampétilan tai paineen
osalta voi muuttaa solujen aineenvaihduntaa ja vaikuttaa ndin merkittévasti prosessin
tehokkuuteen seka tuottavuuteen. Taysimaaréisell& prosessin hallinnalla pyritd&n solu-
jen kasvuympériston hallintaan, jotta olosuhteet olisivat optimaaliset kasvun, biosyntee-
sin ja jalkikasittelyn kannalta. (Becker 2007: 250; Vojinovi¢ 2005: 1084.)

Bioprosesseissa esimerkiksi biomassan ja tuotteiden muodostumisen onnistuminen riip-
puu siis paljolti maaratyisté kasvuolosuhteista. Jotta ndmé voidaan saavuttaa, on tar-
kedd ymmartad, mitd prosessissa tapahtuu ja miten sit& hallitaan optimaalisten olosuh-
teiden séilyttamiseksi. Olosuhteiden seuranta vaatiikin jatkuvaa mittausta, jotta poik-
keamat optimiolosuhteista voidaan korjata. Olosuhteiden seurannan liséksi mittausseu-
rannan avulla saadaan tietoa esimerkiksi prosessin etenemisestd ja mahdollisista epé-
normaaleista tapahtumista, kuten kontaminaatioista tai mikrobikannan heikkenemisesté.
(Stanbury 1998: 215.)

Prosessin ymmartdmisen voidaan katsoa olevan hyvalla tasolla, kun kaikki kriittiset
vaihtelevuutta aiheuttavat tekijat on tunnistettu ja selitetty; vaihtelu voidaan hallita pro-
sessin avulla ja tuotteen laatua voidaan ennakoida tarkasti sek& luotettavasti. FDA:n
(Food and Drug Administartion, USA) vuonna 2004 asettaman prosessianalyyttisten
tekniikoiden ohjeistuksen (PAT-ohjeistus) mukaan tavoitteena olisi prosessin parempi

ymmarrettavyys ja sdadettavyys. (Guidance for industry 2004: 4 - 6.)



Uusia mittausjarjestelmia etsitdén ja sovelletaan jatkuvasti tutkimuskayttoon. Niiden
kayttoéa teollisuuden prosesseissa rajoittavat 1&hinnd mittausjarjestelmien huono stabiili-
suus, sterilointiongelmat seka epétarkkuus. Tulevaisuudessa perinteisten bioprosesseissa
mitattujen parametrien kuten substraattien, tuotteen ja biomassan konsentraation lisaksi
tulee olemaan kasvava tarve uusille mittauksille. Esimerkiksi solujen aineenvaihdunnan
mittaamiseen tarkoitetut anturit kattavat vasta pienen osan solunulkoisista ja -sisdisista
yhdisteista. (Becker 2007: 251.)

2 Naytteenotto

Bioprosesseissa ndytteenoton tarkoituksena on saada edustava ndyte, joka vastaa pro-
sessivaiheen kokonaistilannetta. Ndytteenotto ei saa vaarantaa prosessin mikrobiologista
puhtautta, ja steriilin raja-alueen bioreaktorin siséllon ja ulkopuolen valilld tulee olla
pysyva myos silloin, kun néytteenottoa ei suoriteta. Fermenttoreissa kaytettavét erilliset
naytteenottoportit ja ndytteenottolaiteet tulee olla steriloitavissa ennen kéyttoa seka
kayton jalkeen. Lisaksi tarvitaan hyvd mekaaninen suunnittelu ja kayttajan kokemus,
jotta steriilisyys voidaan varmistaa kaytettdessa tallaisia laitteita. Monimutkaiset sek-
venssit venttiilien kdytdssa voivat johtaa kayttovirheisiin.

(Stanbury 1998: 187 - 188; Vojinovi¢ 2005: 1084.)

Néaytteenottomenetelmét voidaan jakaa kahteen osaan: in-situ- ja ex-situ-menetelmiin.
In-situ-menetelmassa ndytteen analysointi tapahtuu suoraan reaktorissa ilman naytteen
poistamista reaktorin ulkopuolelle. Ex-situ-menetelmé&ssé ndyte vastaavasti poistetaan
reaktorin ulkopuolelle erillista analysointia varten. In-situ- ja ex-situ-naytteenottotavan
valinta riippuu tavallisesti prosessissa kaytettdvien mittalaitteiden kyvysta kestéa pro-

sessin ympaéristda ja sterilointiolosuhteita. (\Vojinovi¢ 2005: 1084.)

Fermentointituotteiden nopean ja tehokkaan erotuksen tai puhdistuksen tulisi olla mah-
dollisimman kustannustehokasta. Haluttu tuote voi olla esimerkiksi lampdherkka tai
solunsisainen, jolloin tuotteen tehokas talteenotto vaikeutuu. Tuotteen hyvén talteenoton

tai puhdistamisen varmistamiseksi operaation nopeus voi olla ratkaiseva tekijé luon-



teeltaan epdvakaiden tuotteiden kanssa. Naytteenottolaitteet ja erilaiset ndytesilmukat

ovat aina mahdollisia riskipaikkoja kontaminaatioille. Toisaalta in-situ-anturit, nayt-

teenottimen pinnat ja suodattimet voivat likaantua tai pinnoille voi muodostua biofilmia.

Liséksi ohivirtaussilmukat etenkin hitailla virtausnopeuksilla eivét vélttamatta edusta

reaktorin todellista tilannetta. N&ytteenottosysteemin aiheuttama rasitus ja erilainen

happipitoisuus voivat myds aiheuttaa muutoksia solujen aineenvaihduntaan ja vaikuttaa

nain my6hempiin analyyseihin. Taulukossa 1 on esitetty erilaisten naytteenottoperiaat-
teiden etuja ja epékohtia. (Ké&nsakoski 2006: 50; Stanbury 1998: 277 - 280.)

Taulukko 1. Naytteenottoperiaatteiden etuja seka epéakohtia (Olsson 1998).

Principle Advantages Disadvantages
Cell-containing sample
Direct withdrawal Simple Increased matrix effects

Cell-free sample — liquid
In situ filtration

In situ dialysis

Ex situ filtration

Ex situ dialysis

Cell-free sample — gaseous
Diffusion over membrane

Macromolecular and intracellular
components can be measured

Low contamination risk
Does not adversely affect the culture

No sample loss
Does not adversely affect the culture

Filter can be replaced
Fast response time
High permeate flow rate

Membrane cassette can be replaced
Large dialysis areas can be used

No sample loss

Low sample volume

Fast

Sample composition may change due to metabolic
activity (unless an inactivation step is included in the
sampling)

Fouling of membrane

Filter cannot be replaced

Time delay of sampling

Low permeate flow rate

Increasing cell concentration

Sample module cannot be replaced
Requirement of a permeate flow complicates the
technigue

No quantitative recovery — calibration required
Risk of contamination is high

Difficult to validate

Shear stress imposed on the cells

Nutrient limitation in the sample stream
Increasing cell concentration

Risk of contamination is high

No quantitative recovery — calibration required

Conversion from gaseous to liquid concentrations
difficult
Restricted to volatiles

Mohamed ym. (1986) esittelivat laboratorioissa kéytettaville fermenttoreille pumpuilla

toimivan automaattisen ja hoyrysteriloitavan naytteenottojarjestelman (kuva 1). Lait-

teisto sisalsi on-line-mittausjérjestelman glukoosipitoisuuden maarittdmiseksi. On-line-

mittausta kaytettiin myos glukoosin syoton séatelyyn takaisinkytkettynd menetelména

hiivan panossyottofermentoinnissa tyydyttavin tuloksin. Reda ym. (1991) esittelivat

hoyrysteriloitavan, mantatyyppisen ja paineilmalla toimivan automaattisen naytteenot-
tojarjestelmén (kuva 2), joka voitiin ohjelmoida ottamaan my0ds useampia néytteita au-

tomaattisesti.
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Kuva 1. Kaaviokuva naytteenottojarjestelmasta (Mohamed 1986).
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Steam to waste

Air dry and cool

Fill loop. Vent restricted.
Deliver sample with air
Steam clean sample line
Steam clean restrictor
Air dry restrictor

Air dry sample line

Fliter

Valve
Actuator

Fermentar
Sample Loop

Selector

[
i
Restrictor ﬂ U U [j Waste

Waste

Autosampler

Kuva 2. Kaaviokuva naytteenottojarjestelmasta (Reda 1991).
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3 Suodatus

Erilaisia suodatusmenetelmia voidaan kéyttaa nesteiden tai kaasujen puhdistukseen,
kiinteiden aineiden talteenottoon sekd molempiin. Suodatus on yksi yleisimmin kéyte-
tyista menetelmistd partikkelien erottamiseksi nesteistd ja kaasuista. Etenkin teollinen
suodatus kasittad lukuisia erilaisia suodatusmenetelmid ja laitteistoja. (Stanbury 1998:
281; Pihkala 1998: 42 - 43.)

Bioprosesseihin liittyvissé suodatuksissa kiintoaineen ja mikrobisolujen erottamiseen
liuoksesta voidaan k&yttad esimerkiksi nesteitd lapéisevia suodatinmateriaaleja (véliai-
neita). Valiaineina voidaan kayttaa esimerkiksi kankaita, selluloosaa, lasivillaa, synteet-
tisid kuituja sek& keraamisia ja metallista valmistettuja véliaineita. Etenkin huokoinen
materiaali pidattad tehokkaasti kiinteat partikkelit, mutta p4&stéé nesteet tai kaasun la-
vitse. Suodatusmateriaalin valinta riippuu suuresti suodatettavan aineen ominaisuuksista
seka prosessin olosuhteista. Hyvalla suodatinmateriaalilla tulisikin olla seuraavia omi-
naisuuksia kaytetyn prosessin kannalta: prosessin paineen ja mekaanisen rasituksen
sietokyky, prosessin lampotilan ja kdytettavien kemikaalien sietokyky, laaja partikke-
leiden pidatyskyky, mahdollisimman pieni virtausvastus, kyky estéa partikkeleiden Kii-
lautuminen huokosiin sek& mahdollisen kiintoainekerroksen helppo erotettavuus. Li-
séksi materiaali ei saisi turvota ollessaan kosketuksessa suodoksen tai pesuliuosten
kanssa. (Aittomaki 2002: 185; Cheremisinoff 1998: 19; Stanbury 1998: 280.)

Suodatuksessa kaytettavat véliaineet voidaan jakaa yleisesti kahteen luokkaan: ohutker-
roksisiin ja paksukerroksisiin valiaineisiin. Ohutkerroksisissa véliaineissa kiinto-
ainepartikkelit eivat tunkeudu véliaineen huokosten siséén, jolloin véliaineen lapaisevét
vain huokoskokoa pienemmat partikkelit. Partikkeleiden ollessa suodatinaineen huo-
kosia suurempia muodostuu véliaineen pinnalle kerros, jota nimitetddn usein suodoska-
kuksi. Ohutkerroksinen valiaine voi olla esimerkiksi suodinkangas tai suodatinpaperi.
Paksukerroksisessa valiaineessa huokoskoko on lapimitaltaan suurempi kuin suodatet-
tavat partikkelit, jolloin partikkelit kulkeutuvat valiaineen muodostamassa verkostossa
ja pidattyvat seindmiin adsorption, kerrostumisen ja takertumisen vaikutuksesta. Paksu-

kerroksisia valiaineita ovat esimerkiksi hiekkasuodattimet ja osa kennosuodattimista.
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Néissa sovelluksissa kiintoainekonsentraatio on yleensa alhainen, jotta partikkelit paasi-
sivat kulkeutumaan esteettémasti huokosiin (Wakeman 2005: 10). Paksukerroksisessa
valiaineessa kiintoainepartikkelit jakaantuvat tasaisesti véliainekerrokseen, jolloin véli-
aine ei paase tukkeutumaan ja néin estdmaan suodatusta. Kun suodatusta on jatkettu
riittdvan pitkdan, kiintoaine voidaan erottaa valiaineesta pesemalld se vastavirtaan. Ver-
koston huokoskoon epatasaisuudesta johtuen paksukerroksisien véliaineiden pidatys-
kyky on tyypillisesti 90 - 99 %. Suodatuksen mekanismit on esitetty kuvassa 3.
(Cheremisinoff 1998: 20; Pihkala 1998: 42 - 43; Wakeman 2005: 10.)

Flow direction (a) Standard Blocking Filtration
- particle sizes < pore sizes
- low concentration in feed

\ l l - particle capture is
B predominantly inside
the filter medium

(b) Complete blocking filtration
. - particle size > pore size

. - low/medium concentration
in feed

H - particle capture by sieving

or screening process
- limited bridging is possible

(c) Bridging filtration
- particle size < pore size
- higher concentrations of
particles in feed
- particle capture at surface
of medium

- stable and permeable
bridges formed

Kuva 3. Suodatuksen mekanismit (Wakeman 2005: 11).

Suodatustyypit voidaan yleisesti jakaa kahteen luokkaan: perinteiseen (dead-end) ja
tangentiaalivirtaukselliseen (cross-flow) suodatukseen. Suodatusprosessissa valiaineen
lapaissyttd nestettd kutsutaan permeaatiksi tai suodokseksi ja lapaiseméatonté osaa re-
tentaatiksi, konsentraatiksi tai suodatuskakuksi. Tarvittava voima nestemolekyylien
kulkeutumiseen suodatinmateriaalin l1&pi saadaan aikaiseksi suodatinmateriaalin yli
muodostuvalla paine-erolla. Paine-ero voidaan muodostaa painovoiman avulla, ja li-
séksi paine-eroa voidaan sdaté ja lisata erilaisten syotto- tai imupumppujen avulla.
(Aittomaki 2002: 185.)
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3.1 Dead end -suodatus

Dead end -suodatuksessa syottovirtaus on kohtisuoraan suodatinpintaa kohden. Kiinteat
partikkelit muodostavat suodatinmateriaalin paélle kiintedn kerroksen, mika toimii sa-
malla myGs suodatusaineena (Pihkala 1998: 43). Kerroksen muodostumisen johdosta
prosessista kéytetddn myos nimitystd kakkusuodatus (cake filtration). Dead end -suo-
datuksessa véliaineen vastakkaisille puolille muodostetaan paine-ero siten, etté reten-
taatin puolella vallitsee suurempi paine kuin permeaatin puolella. Paine-eron muodos-
tama tyontovoima kasvaa verrannollisesti, mutta useimmissa tapauksissa suodatusno-
peuden kasvu on hitaampaa suhteessa paine-eron kasvuun. Néin tapahtuu, koska paine-
eron kasvaessa suodatinmateriaalin aukot ja suodatuskakku puristuvat kokoon ja sa-
malla myos virtausvastus kasvaa. Suodatuskakun muodostuminen ja permeaatin saanto
loppuvat, kun painehdvid kasvaa yhta suureksi retentaattipuolen tyontdpaineen kanssa.
Suuresti kokoonpuristuvilla suodatuskakuilla ajava voima ja muodostuva vastus kasva-
vat l&hes suhteessa toisiinsa, jolloin retentaattipuolen ja permeaattipuolen valisen paine-
eron kasvulla on vain vahdinen vaikutus saantonopeuteen. Esimerkki dead end -suoda-
tuksen periaatteesta on esitetty kuvassa 4. (Aittoméki 2002: 185 - 186; Cheremisinoff
1998: 10; Wakeman, 2005: 270.)

kiinteat partikkelit,
jotka eivat lapaise kalvoa

suodatinkalvo

pumppu /
— > V- :
suodatettava ) o Ao it I_ permeaatti
liuos ool I (suodos)
/ suuri pieni
paine paine

retentaatti
(konsentraatti)

Kuva 4. Dead end -suodatuksen periaate (Aittoméaki 2002: 185).
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Bioprosesseissa kaytettavia dead end -tyyppisid suodattimia ovat esimerkiksi vakuumi-
rumpusuodatin, levysuodatin ja Larox-suodatin. Lisaksi kalvosuodatusta voidaan kéyt-
t44 dead end -sovelluksena (Wakeman, 2005: 270). Suodatusprosesseissa voidaan li-
séksi kayttaa erilaisia suodatusapuaineita, kuten esimerkiksi piimaata nopeuttamaan
suodatusta seka estaméan suodatuskakun kokoonpuristumista ja suodattimen tukkeutu-
mista. (Aittoméki 2002: 187.)

3.2 Cross-flow-suodatus

Cross-flow-suodatuksessa syottovirtaus suuntautuu tangentiaalisesti eli suodatusvaliai-
neen suuntaisesti. Talloin muodostuvan suodatuskakun kerroksen paksuutta rajoittavat
syottovirtauksen muodostamat leikkausvoimat, ja myos painehévio suodatuskakun Iapi
on rajoittunut. Permeaattivuo véhenee suodatuskakun muodostuksen aikana, mutta saa-
vuttaa darellisen virtauksen suodatuskakun paksuuden tasaannuttua. Cross-flow-suoda-
tuksessa paine-ero voidaan muodostaa esimerkiksi syottopumpulla ja retentaattipuolelle
asetetulla kuristusventtiililla. Cross-flow-suodatuksessa retentaattiliuos voidaan myos
kierratt4a takaisin suodattimeen suodatuksen tehostamiseksi. Esimerkki cross-flow-suo-
datuksen periaatteesta on esitetty kuvassa 5. (Aittomaki 2002: 185; Wakeman 2005:
270.)

suodatettava
2 —> —_s — retentaatti
I Voyoyoyoyoy=y \
| | kuristus-
l venttiili
permeaatti

Kuva 5. Cross-flow-suodatuksen periaate (Aittoméaki 2002: 185).

Esimerkki cross-flow-suodatuksesta on kalvosuodatus. Kalvosuodatuksessa suodatus-
valiaineena kaytetaan puolilapdisevien kalvoja, joiden huokoskoko méaraé lapéisevat
partikkelit ja molekyylit. Kalvomateriaaleina voidaan kayttaa erilaisia synteettisid po-
lymeerejd, mutta myos keraamisia ja metallista valmistettuja kalvoja voidaan kayttaa.

Keraamiset tai esimerkiksi ruostumattomasta teréksesté valmistetut kalvot kestavat pe-
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sua ja sterilointia polymeerikalvoja paremmin. Polymeerikalvojen pesu voi puolestaan
olla hankalaa, ja kalvojen sterilointi tapahtuu usein kemikaaleilla. Kalvosuodatuksessa
permeaattivuon heikentyminen voi johtua esimerkiksi kalvopintojen ja huokosten li-
kaantumisesta, kalvohuokosten puristumisesta kasaan paineen vaikutuksesta, kalvo-
huokosten tukkeutumisesta ja kalvomateriaalin hydrofiilisyyden alentumisesta. Biopro-
sessien suodatuksessa kasitellaan tyypillisesti vettd siséltévia suspensioita, jolloin hyd-
rofiilisen kalvomateriaalin kayttd on suositeltavaa permeaattivuon parantamiseksi.
(Aittomaki 2002: 186 - 188; Ojamo 2008: 45; Wakeman 2005: 7-8.)

Polymeerikalvojen l&pdisevyys ilmoitetaan erotusraja-arvona (cut-off -arvo), koska kal-
vojen huokoskoko ei yleensa ole tasalaatuista. Erotusraja-arvolla tarkoitetaan molekyy-
lipainoerotusrajaa (MWCO), jonka kalvo pidattaa tietyn prosentin todennakdisyydelld.
Valittavaksi suositellaan kalvoja, joiden MWCO on 3-5 kertaa pienempi kuin konsent-

roitavan komponentin molekyylikoko. (Aittoméki 2002: 188.)

Paineen avulla toimivat kalvosuodatustekniikat voidaan jaotella seuraavasti: mik-
rosuodatus (MF), ultrasuodatus (UF), nanosuodatus (NF) ja kadnteisosmoosi (RO).
N&issd prosesseissa paine-erot kasvavat siirryttdessd mikrosuodatuksesta kaénteisos-
moosiin. Mikrosuodatuksessa erotettavien partikkeleiden koko vaihtelee valilla 0,1 - 20
pm ja ultrasuodatuksessa vélilla 1 nm - 0,1 pum. Lisaksi MF- ja UF- tekniikoita voidaan
kéyttdd myos dead end -sovelluksena. Nanosuodatuksessa ja kadnteisosmoosissa vai-
kuttavat paineen lisdksi myds muut erotusmekanismit kuten kalvon affiniteetti tiettyja
suodatettavia komponentteja kohtaan. (Aittoméki 2002: 187 - 188; Wakeman 2005: 268
- 269.)
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4 Mittaustekniikka ja anturit

Instrumentointi ja mittaustekniikka ovat olennaisia tekijoita bioprosessin séadon, mal-
lintamisen, tarkkailun, tuotteen laadun, viranomaisvalvonnan seké turvallisuuden kan-
nalta. Bioprosesseissa tyypillisia perusmittauksia ovat esimerkiksi [ampdtila, paine, pH,
sekoitusnopeus ja poistokaasumittaukset. Perusmittausten avulla voidaan laskea proses-
sin tilaa kuvaavien muuttujien arvoja, kuten esimerkiksi liuenneen hapen pitoisuus, ha-
penkulutusnopeus, lammaontuotto, hiilidioksidin tuottonopeus jne. Perusmittauksia yh-
distelemalld mittaustietoa voidaan hyddyntéa esimerkiksi prosessin sdaddsséa, mallin-
nuksessa, mittakaavan muutoksessa tai solujen aineenvaihdunnan tarkkailussa. Mitta-
usjarjestelméssa mitta-anturi on kosketuksissa tai riittdvan lahella mitattavaa kohdetta.
Anturin antama signaali johdetaan tarvittaessa mittamuuntimelle, joka vahvistaa sig-
naalia paremmin hairiota kestdvdadn muotoon. Seuraavaksi signaali voidaan esikasitella
kohinan ja mahdollisten h&irididen suodattamiseksi ja johtaa siitd edelleen A/D-muun-
timelle, jossa analoginen signaali voidaan muuttaa digitaaliseen muotoon tietokoneelle.
Tietokoneelta mittaussignaalin siséltda voidaan tulkita jarkevéssd muodossa. Mittauk-
seen soveltuvan mitta-anturin tulisi olla riittdvan selektiivinen, herkké ja spesifinen riip-
pumatta mitattavasta analyytista tai kayttosovelluksesta. Jatkuva signaali ja nopea vaste
ovat toivottavia etenkin prosessin saadon kannalta. Liséksi hairionsieto ja kyky toimia
mitattavassa prosessiymparistossa pidempid aikoja ovat tarkeitd ominaisuuksia. (Aitto-
maki 2002: 212 - 215; Becker 2007: 252.)

Y leisid vaatimuksia luotettavalle anturille ovat kalibroinnin mahdollisuus, lineaarisuus
ja tarkkuus seké alhaisissa ettd korkeissa solupitoisuuksissa. Bioreaktoreissa kéytetta-
vien antureiden tulisi liséksi olla steriloitavia, I&mp0otilaa, painetta ja korroosiota kesta-
vid sekd biologisesti inaktiivisia. Lisaksi teollisissa kayttosovelluksissa anturin kalib-
roinnin tulisi olla pysyvéa useamman fermentoinnin, steriloinnin ja puhdistuksen ajan.
(Kiviharju 2008: 657.)
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4.1 On-line-, at-line- ja off-line-menetelmat

Bioprosesseissa mittaaminen voidaan jakaa yleisesti off-line-, at-line- ja on-line- mene-
telmiin. Off-line- ja at-line-menetelmissé reaktorista otetaan manuaalisesti erillinen
nayte reaktorin ulkopuolelle ja ndyte analysoidaan prosessista erilladn olevalla laitteis-
tolla. Off-line-tapauksessa naytteiden analysointi voi tapahtua esimerkiksi erillisessa
laboratoriossa ja at-line-tapauksessa analysointi voidaan suorittaa prosessin laheisyy-
dessé olevalla laitteistolla. On-line-menetelmissé toiminta on automatisoitu. Bioreakto-
rista tapahtuva ndytteenotto, naytteen kasittely ja naytteen analysointi tapahtuvat siis
automaattisesti eiké erillista kasin tapahtuvaa naytteenottoa tarvita. On-line-menetelmat
voidaan lisdksi jakaa in-situ (in-line)- ja ex-situ-menetelmiin riippuen mitta-anturin si-
joituspaikasta prosessin yhteydessa. In-situ-tapauksessa mitta-anturi on suoraan koske-
tuksissa kasvatusliuokseen reaktorin sisalla ja varsinaista ndytteenottoa ei valttamatta
edes tarvita. Ex-situ-tapauksessa mitta-anturi ei ole suoraan kosketuksissa kasvatusliu-
okseen reaktorin sisélla, mutta anturi on sijoitettu reaktorin yhteyteen siten, etté silla on
mittapiste prosessin yhteydessa. In-situ-tapauksessa saadaan useimmiten nopeampi
mittaus sekd parempi takaisinkytkennan mahdollistava prosessin saat0. Ex-situ-tapausta
kaytetaan esimerkiksi silloin, kun mitta-anturi ei kesté reaktorin vaatimia sterilointiolo-
suhteita. Kuvassa 6 on esitetty erilaisia bioreaktoreissa kdytettavia mittaus- ja nayt-
teenottotapoja. (Aittomaki 2002: 217; Junker 2006: 226; Kiviharju 2007: 561; Sikdar
1989: 186.)

Off-line-menetelm&t mahdollistavat hyvin tarkan mittauksen, mutta puutteena on aika-
viive ndytteenoton ja analyysin vélilla, jolloin tilanne ei vélttdméatta endé kuvaa reakto-
rissa vallitsevia olosuhteita. Off-line-menetelmia kaytetadankin tavallisesti esimerkiksi
matemaattisten mallien kehittdmiseen. Reaaliaikaisemmilla in-situ- ja ex-situ-mittauk-
silla saadaan puolestaan suoraa tietoa prosessin tilasta, jolloin on mahdollista havaita
mahdolliset poikkeamat ja suorittaa vélittomia korjaustoimenpiteitd prosessin aikana.

Y leisesti kayt0ssé olevia steriloitavia in-situ on-line-tyyppisi& antureita ovat esimerkiksi
lampatilan, pH:n ja liuenneen hapen osapaineen mitta-anturit. Yleisid ongelmia in-situ-
antureiden kayt0ssé ovat proteiinien saostuminen ja biomateriaalin kertyminen anturin

kosketuspinnalle. T&mé voi aiheuttaa esimerkiksi mittauslukeman vééristymisté ja ns.
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pohjaviivan rydmintda. (Aittomaki 2002: 217; Harms 2002: 124; Vojinovi¢ 2005: 1084
- 1085.)

|
diet”

|
pump
In-situ sensor '=L’i

in-situ sampling, ex-situ sensor
In-situ sensor (in bypass) filtration module

Kuva 6. Bioreaktoreissa kaytettavia naytteenotto- ja mittaustapoja (Kansékoski 2006:
49).

4.2 Kemialliset anturit

Kemialliset anturit perustustuvat abioottiseen eli elottomaan havaitsemisperiaatteeseen.
Y leisesti kéytettyja ovat esimerkiksi sahkdkemialliset anturit pH:n ja liuenneen hapen
osapaineen mittauksessa. Kemiallisten antureiden herkkyys ja tarkkuus voivat parantua
tulevaisuudessa esimerkiksi alykkaiden ja biomimeettisten materiaalien kehityksen
myOta. Biomimeettiset materiaalit ovat syntetisoituja materiaaleja, jotka jaljittelevat
biologisten komponenttien kuten entsyymien ja vasta-aineiden toimintaa. Alykkaat ma-
teriaalit voivat olla keraamisia, erilaisia seoksia tai polymeereja, joilla on yksi tai use-
ampi ominaisuus, joka muuttuu merkittavésti vasteena arsykkeeseen. Tallaisia ominai-
suuksia voivat olla esimerkiksi viskositeetti, tilavuus tai johtokyky. (Becker 2007:
253.)

4.3 Bioanturit

Bioantureissa mittaussysteemi siséltda havaitsemiseen tarkoitetun biokomponentin, jolla
on kyky havaita aineita herkésti ja valikoivasti. Tahdn mennessé kehitetyissa bioantu-
reista suurimmassa osassa kaytetadn biokomponentteina vasta-aineita tai entsyymeja.

Kehityssuuntana uusien biokomponenttien osalta on aptameerien ja hiilihydraattien
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kayttd. Aptameereja ovat esimerkiksi lyhyet RNA- ja DNA-ketjut, joita voidaan muo-
dostaa syntetisoimalla. Aptameerien etuina verrattuna vasta-aineisiin ovat niiden suu-
rempi herkkyys ja sitoutumisaffiniteetti. Hiilihydraateilla puolestaan on térked rooli
solukalvon reseptoreina erilaisten molekyylien tunnistamisessa. Bioantureiden herkkyys
ja tarkkuus on parempi kemiallisiin antureihin verrattuna, mutta hairionsieto ja kéyt-

toik& seka etenkin steriloitavuus on huonompi. (Becker 2007: 252 - 253.)

Suurin ongelma in-situ-bioantureiden kehityksessé on kaytettavien biomateriaalien, ku-
ten entsyymien huono lammonkestavyys. Bioantureille on mahdollista suorittaa auto-
klavointi siten, ettd lampoherkka entsyymi ja mittaussysteemi (esimerkiksi Clark-elekt-
rodi) ovat omassa séiliossd, joka lisatadn vasta autoklavoinnin jalkeen. Erottuminen
kasvualustasta tapahtuu sterilointia kestdvan puolilépéisevan kalvon avulla. Mittauk-
sessa analyytti diffundoituu kalvon lavitse ja reagoi entsyymin kanssa. Etuina ovat ent-
syymia sisaltavan séilion uudelleentéytto ja lineaarisen alueen laajentuminen. Haittana
ovat kuitenkin huomattavasti kasvava vasteaika ja puolilépéisevan kalvon likaantumi-
nen tai hajoaminen. Kyseista toimintaperiaatetta on sovellettu esimerkiksi glukoosin in-
situ-mittausmenetelména glukoosin pitoisuuden ollessa korkeintaan 20 g/I. (Vojinovi¢
2005: 1089.)

4.4 Optiset anturit

Optisten antureiden kayttd bioprosessien seurannassa ja saddossa on tullut jatkuvasti
tarkedmmaksi. Optisten antureiden k&ytoll4 voidaan vahent&é esimerkiksi kontaminaa-
tioriskia ja ndytteen kulutusta, koska naytteenoton tarpeellisuus vahenee. Liséksi optiset
anturit mahdollistavat aineeseen tunkeutumattoman, ainetta tuhoamattoman, jatkuvan
sekd useamman yhdisteen samanaikaisen seurannan. Myos paremman sterilointikesta-
vyyden ansiosta kasvatusalustan kontaminaatiot ovat helpommin véltettavissa. Optiset
systeemit eivat myoskaan hairitse solujen aineenvaihduntaa, jolloin niitd on mahdollista
kayttaa elavissd organismeissa tehtavissa mittauksissa (in-vivo). Tahdn mennessa
yleisluontoista optista havaitsemismenetelmaa ei ole onnistuttu kehittdméan, koska eri-

laiset bioprosessit voivat olla erittdin monimutkaisia ja toisistaan poikkeavia. Useimmat
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optiset anturit perustuvat UV-, IR- (FTIR, NIR, FT-NIR), Raman-, fluoresenssi- tai te-
rahertsispektroskopiaan. (Becker 2007: 255.)

Optisten antureiden ongelmana on mittauksen herkkyys vaaristymiselle, ja mittauksessa
esiintyva taustakohina on yleisempaa verrattuna muihin mittausmenetelmiin. Mittauk-
sen vaaristymista aiheuttavat esimerkiksi aineen adheesio, prosessin aikana muuttuva
sameus seké valon hajonta solujen pirstaleista ja kaasukuplista. Optisten in-situ-anturei-
den ongelmana on yleensa niiden rajoitettu mitta-alue. Liséksi optista tiheyttd mittaavat
anturit ovat herkkié kaasukuplille ja kiintoaineelle. Optisilla antureilla ei voida mygs-
k&an erotella elavia ja kuolleita soluja toisistaan tai solujen jaanteita. (\Vojinovi¢ 2005:
1086.)

4.5 Spektroskooppiset menetelmat

Spektroskooppiset analyysimenetelmét perustuvat sahkdmagneettisen sateilyn ja aineen
vuorovaikutukseen. Menetelmét voidaan jakaa emissio- ja absorptiomenetelmiin. Emis-
siomenetelmat perustuvat ndytteen ldhettdmaan sateilyyn ja absorptiomenetelmat aineen
lapi kulkeneen séteilyn heikentymiseen. Spektroskooppiset analyysimenetelmat jaotel-
laan pa&asiassa niissé kéaytetyn sateilyn perusteella rontgen-, uv-, ndkyvan valon, infra-

puna-, mikroaalto- tai radiotaajuus menetelmiin. (Toivonen 2007a: 1.)

Valon sdhkdmagneettinen spektri on hyvin laaja, ja siitd silmén havaitsema nékyvan
valon osuus on vain hyvin kapea aallonpituusalue. VValon tormétessa aineeseen tapahtuu
valossa olevilla aallonpituuksilla selektiivisesti valon lapaisya (transmitted light), ab-
sorboitumista (absorbed light), sirontaa (scattered light) ja heijastumista (reflected
light). L&paissyt valo on uudelleenohjautumatonta valoa, jonka aallonpituus pysyy
muuttumattomana, vaikka se olisi vuorovaikutuksessa aineen kanssa. Absorptiossa va-
lon energiaa siirtyy molekyylille, mika vaikuttaa molekyylin energiatiloihin. Sironnassa
valo puolestaan muuttaa suuntaansa vuorovaikutuksesta aineen kanssa. Sironnassa voi
tapahtua myos energian siirtymista; liséksi sirottuneen valon aallonpituus voi muuttua.
Heijastuminen on samankaltaista kuin sironta, mutta heijastuneen valon aallonpituus on

sama kuin tulevan valon. Partikkeleista aiheutuva sironta ja heijastuminen ovat riippu-



vaisia valon aallonpituuden seké& partikkeleiden dimensioiden ja orientaatioiden suh-

teesta. (Jacques 2003: 146.)

Séteilyn absorptiossa atomi tai molekyyli ottaa vastaan séteilykvantin, joka aiheuttaa
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elektronin siirtymisen korkeampaan viritystilaan séateilyenergian ollessa tarpeeksi suuri.

Séteilykvantin energia riippuu séteilyn taajuudesta, ja energia on sitd suurempi, mita

lyhytaaltoisempaa sateily on. Muodostuva viritystila on yleensa lyhytaikainen (10 - 10°

®s), ja atomi tai molekyyli palaa takaisin perustilaan. Ylimaarainen energia purkautuu

useimmiten l&mpond. Lisaksi elektronin palatessa perustilaan korkeammasta viritysti-

lasta molekyyli lahett&4 sateilya (Toivonen 2007a: 21). Kuvassa 7 on havainnollistettu

sdéhkdmagneettisen sateilyn absorption vaikutusta.
(Toivonen 2007a: 2 - 5.)

E, Vig

Energy

Eo hio: -
R, I Rotational
energy levels
A B C

Vibrational
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|

Electronic energy levels

KUVA 7. Kuvan energiatasokaaviossa on havainnollistettu molekyylien séhkémagneet-
tisen sateilyn absorption vaikutusta. Kohta A: rotaatiomuutokset, joita esiintyy esimer-

kiksi pitkilla aallonpituuksilla kuten kauko-IR- ja mikroaalto-alueilla, joissa sateilyn

energia on varsin pientd. Kohta B: rotaatio-varahdysmuutokset, joita esiintyy esimer-

kiksi NIR-alueella, jolloin sateilyn suurempi energia riittdd nostamaan molekyyleja
korkeammille varahtelytasoille. Kohta C: rotaatio-varahtely-elektronisiirtymat, joita

esiintyy esimerkiksi ndkyvan valon ja ultraviolettivalon alueilla. Nailla alueilla sateilyn
aallonpituus on pienempi ja energia suurempi, jolloin energia riittaa siirtimaan mole-

kyylin korkeammalle elektronitasolle. (Christian 2004: 461.)
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Aineen aiheuttamaan absorptioon vaikuttavat mitattavan aineen laatu ja konsentraatio,
ldhetettdvan sateen aallonpituus seké sateen kulkema matka aineessa. Transmittanssi
kuvaa aineesta lahtevan ja siihen tulevan sateen tehon (intensiteetin) suhdetta eli kertoo
kuinka paljon sateestd kulkeutuu lavitse. Transmittanssi voi saada arvoja valill4 0 - 1.
Taysin l&pdisevan aineen transmittanssi saa arvon 1. Talloin kaikki lahetetyt sateet kul-
keutuvat aineen l&avitse pidattymatta ja absorbanssi saa arvon 0. Vastaavasti transmit-

tanssin saadessa arvon 0 kaikki sateet pidattyvét aineeseen. (Toivonen 2007a: 4 - 5.)

Absorptiomenetelmissé on voimassa Lambert-Beerin -laki (kaava 1), joka antaa arvon
absorbanssille. Absorbanssi on yksikoton suure, milla saadaan selville, kuinka paljon

lahetettyd valoa absorboituu aineeseen. (Toivonen 2007a: 5.)
A= cebec 1)

missé

A = absorbanssi

& = molaarinen absorptiokerroin ( I mol™* cm™), aineominaisuus jonka arvo riippuu aal-
lonpituudesta

b = sateen kulkema matka (cm), esimerkiksi ndytekyvetin paksuus

¢ = konsentraatio (mol I'")

Mikrobiologisissa kokonaissolutiheyden mittauksissa esiintyy usein myos valon siron-
taa, ja mittauksesta kaytetaankin usein termia OD-mittaus (optinen tiheys) absorbanssin
sijaan. Mittaus perustuu enemmén valon sirontaan solujen pinnalta kuin varsinaiseen
valon absorptioon (Aittomaki 2002: 29). Sironta aiheuttaa muutosta valon liikkeessé
vaikuttamatta kuitenkaan voimakkaasti aallonpituuteen. Sirontaa aiheutuu esimerkiksi
pienista partikkeleista kuten soluista ja kaasukuplista, ja sironta kasvaa tavallisesti epé-

lineaarisesti solukonsentraation ja sameuden kasvaessa. (Finesse 2007a: 92.)



23

4.5.1 Dielektrinen spektroskopia

Dielektrisen spektroskopian menetelma perustuu ehjén solukalvon yli muodostuvan
sdhkovarauksen eron mittaamiseen radiotaajuusalueella (RF) muodostetussa sdéhkdken-
tassé (Kéansakoski 2006: 66). Menetelmalld voidaan mitata esimerkiksi kasvatusliemen
johtokykya ja kapasitanssia. Solutiheyden osoittavina tekijoind voidaan kayttaa ka-
pasitanssin muutosta tai suhteellista permittiivisyyttd. Suhteellinen permittiivisyys saa-
daan kapasitanssimittauksen ja mitta-anturista riippuvan fysikaalisen vakion avulla.
Koska mitta-anturin antama signaali on tavallisesti heikko, tarvitaan anturin l&heisyy-

teen yleensa esivahvistin. (Kiviharju 2008: 657.)

Kapasitanssia voidaan mitata eri taajuuksilla luomalla dielektrinen spektri solususpensi-
oon. Dielektriseen spektriin vaikuttavat seké solukonsentraatio ettd alustakomponentit.
Dielektrisestd spektrista voidaan erottaa a, 3, y ja 6 -hajonta-alueet, joista 3-hajonta-alu-
etta suositellaan solujen muodon, koon ja tyypin mittaamiseen. Tavallisesti sopiva mit-
taustaajuus on valilla 0,5 - 3 MHz. (Kiviharju 2008: 658.)

Muodostettaessa sahkokentté soluja sisaltdvaan vesiliuokseen positiivisesti varautuneet
ionit litkkuvat sahkokentdan mukaisesti ja negatiiviset ionit vastakkaiseen suuntaan. Liu-
oksessa ja solujen sisélla olevat positiiviset ja negatiiviset ionit liilkkuvat esteettomasti
sédhkokentan mukaisesti, kunnes kohtaavat solukalvon, joka toimii eristdvana kerrok-
sena estéen ndin ionien liikettd muodostaen néin potentiaalieron. T&mM4 johtaa va-
rauseron muodostumiseen tai solujen napojen polarisaatioon. VVarauseroa kuvaava suure
on kapasitanssi, ja solujen muodostama kapasitanssi riippuu muodostetun sahkokentan
taajuudesta. Alle 0,1 MHz taajuuksilla solut ovat taysin polarisoituneet, koska varauk-
selliset ionit ehtivat saavuttaa solukalvon vastakkaiset varaukset ennen sdhkdkentén
muodostumista ajaen nain ollen ulkopuolella olevia ioneja sdhkokentdn vastakkaiseen
suuntaan. Téast& solujen polarisaatiosta aiheutuu suuri kapasitanssi, joka ei valttamétta
kuvaa tilannetta oikein. Taajuuden noustessa yli 1 MHz harvemmat ionit ehtivét saa-
vuttaa solukalvon ennen séhkdkentén varautumista, jolloin solukalvon vélinen polari-
saatio on pienempi ja samalla kapasitanssi liuoksessa pienempi. 10 MHz tai suurem-

milla taajuuksilla solukalvon polarisaation vaikutus on merkitykseton kokonaiska-
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pasitanssiin, ja mahdollisen alustakomponenttien ja prosessiympériston aiheuttamat
vaikutukset voidaan yrittaa selvittdd. (Carvell 2006: 36- 37; Kiviharju 2007: 562.)

Dielektristd spektroskopiaa hyédyntdvien mittalaitteiden on todettu olevan luotettavia
esimerkiksi hiivan k&dymisprosessissa, ja suuri teollinen kayttoalue dielektriselle spekt-
roskopialle onkin panimoteollisuus. Kaupallisten elektrodien kaytdssa on kuitenkin ha-
vaittu ongelmia polarisaation kanssa, kun johtokyky on suuri ja biomassapitoisuus al-
hainen. Taman ongelman ratkaisuun on kehitetty induktiivinen dielektrinen spektrosko-
pia, missé mitta-anturi sisaltdd rengasmaiset mittauselektrodit. Kalibrointi on kuitenkin
aina tarpeellinen anturia vaihdettaessa tai anturin geometrian muuttuessa. (Kiviharju
2008: 658 - 659.)

Kapasitanssimittauksia voidaan kayttaa elinkykyisten solujen konsentraation maaritta-
miseen, ainetaseiden laskemiseen ja joissain tapauksissa muuttujana prosessin ohjauk-
sessa. Kapasitanssiin suuresti vaikuttava tekija on elinkykyisten solujen vahingoittu-
maton ulkoinen solukalvo, jolla on s&hkoa eristava vaikutus. Mitattu kapasitanssi on
suhteessa vahingoittumattoman solukalvon omaavien solujen tai elinkykyisen biomas-
san pitoisuuteen suspensiossa. Kapasitanssimittauksien vertailu tyypillisesti mikrobio-
logiassa kaytettyjen mittausten kuten optisen tiheyden tai kuivapainon kanssa ei ole
helppoa, koska edelld mainitut mittaustekniikat mittaavat tyypillisesti kiintoaineen ko-
konaismaéaraa eivatka erottele elinkykyisié soluja kuolleista. Erilaisten vérjdysmenetel-
mien ja solulaskentamenetelmien avulla voidaan saada vertailukelpoisempia tuloksia
kapasitanssimittausten kanssa, mutta naméa menetelmat ovat tavallisesti off-line-tyyppi-
sid. (Biomass Monitor 2005: 11, 31 - 33; Ké&nsakoski 2006: 66 - 67.)

Ferreira ym. (2005) mittasivat kapasitanssia on-line-mittauslaitteistolla (Aber Instru-
ments Biomass Monitor 214M) Streptomyces sp.-bakteerin fermentoinnissa kayttéaen
kahta erilaista in-situ-tyyppista mitta-anturia (kuva 8). Rengasmaisen mitta-anturin
mittasignaalin todettiin olevan voimakkaampi ja herkempi verrattuna tappimallisen
mitta-anturin signaaliin. Lisaksi tutkimuksessa todettiin kapasitanssimittauksen mah-

dollistavan on-line-mittauksen biomassan seka spesifisen kasvunopeuden osalta.
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Kuva 8. Kuvassa ylempana (A) on esitetty tappimaiset mittauselektrodit ja alempana
(B) rengasmaiset mittauselektrodit (Ferreira 2005).

4.5.2 Infrapunaspektroskopia

Né&kyvén valon ja mikroaaltoalueen valiin jadvan aallonpituuden sdhkdmagneettista
séteilyé kutsutaan infrapunasateilyksi (IR-séteily). Infrapunasateily on luonteeltaan
lampdosateilyd, ja sen mittausalueet voidaan jakaa aallonpituuden mukaan kolmeen
luokkaan: 1&hi-IR, keski-IR ja kauko-IR. Aallonpituusalueet on esitetty taulukossa 2.
Infrapunaspektroskopian kédyttdalueita ovat esimerkiksi orgaanisten yhdisteiden tunnis-

taminen ja erilaisten yhdisteiden kvantitatiivinen méaritys. (Toivonen 2007b: 1.)

Taulukko 2. Nakyvan valon ja IR-alueen aallonpituudet (Toivonen 2007b: 1).
Aallonpituus (um)  Aaltoluku (cm™)

Nikyvi valo 0,38 - 0,78 26300 - 12800
Lihi-IR (NIR) 0,78 - 2,5 12800 - 4000
Keski-IR 2,5-25 4000 - 400
Kauko-IR 25 - 1000 400 - 10

IR-spektroskopiassa spektrin tulkinnassa kéytetaan usein aaltolukua (cm™), joka on
aallonpituuden k&anteisarvo. Aaltoluku ilmoittaa aaltojen lukumé&arén senttimetria
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kohti. Jokaisella molekyylill& on tunnusomaiset varéhtelyt ja siitd johtuva tunnusomai-
nen IR-spektri, jota voidaan k&yttad komponentin tunnistamiseen.

IR-spektrin tdydellinen tulkinta on usein vaikeaa, mutta tulkintaa helpottavat tietokone-
pohjaiset spektrikirjastot ja hakuohjelmat. (Toivonen 2007a: 2; Toivonen 2007b: 1 - 6.)

IR-sateilyn energia on sen verran pienta, etta se ei riit4 siirtdméén elektroneja orbitaa-
lilta toiselle eli korkeampaan viritystilaan. IR-séteilyn energia aiheuttaakin muutosta
sidosten varédhtelyyn sek& molekyylien rotaatioon. Kun molekyylin dipolimomentti ja
sidospituudet muuttuvat absorption vaikutuksesta, molekyylin varahtelyn amplitudi ja
varghdystaajuus muuttuvat. Muutos voidaan nahda infrapunaspektrissa tietylla aaltolu-
vun alueella séteilyenergian absorptiona (Muurinen 2004: 79). Vérahtelyn luonne voi
olla taivutusta tai epdsymmetristé ja symmetrista venytysté. Varahtelyt voidaan lisaksi
jaotella perus- ja ylivaréhtelyihin. (Christian 2004: 461; Toivoinen 2007b: 3, 21.)

Varéhtelyistd symmetrinen venytys ei absorboi IR-séteilyé eiké néin ollen ndy IR-spekt-
rissa. Samanytimiset molekyylit, kuten O, N3 ja Hy, eivét ndy IR-spektrissé, koska nii-
den dipolimomentti on nolla. Eriytimisilla kaksiatomisilla molekyyleilld voidaan todeta
spektri, koska niilla on sidospituudesta riippuva dipolimomentti. (Toivoinen 2007b: 2;
Muurinen 2004: 79.)

IR-spektroskopiassa ndyte voi olla kiinted, neste tai kaasu. Kiinteiden ja nestemaisten
naytteiden osalta naytettd tulisi olla hyvin ohut kerros. Lisaksi IR-sateily ei lapdise lasia
tai kvartsia. Bioprosesseissa IR-spektroskopiaa on tavallisesti kdytetty at-line- tai on-
line-menetelmind kasvatusalustaa kierrattamalla. NIR- ja MIR (keski-IR) -spektrosko-
piaa voidaan k&yttad esimerkiksi glukoosin, glutamaatin, fruktoosin, glutamiinin, prolii-
nin, ammoniakin ja hiilidioksidin pitoisuuksien mittaamiseen. Naiden mittausmenetel-
mien kalibrointi voi kuitenkin olla monimutkaista. In-situ-menetelméand MIR-spektro-
skopiaa voidaan kayttéa solujen aineenvaihduntatuotteiden mittaukseen viskooseissa
kasvatuksissa, joissa muiden menetelmien kaytto on rajoittunutta. (Kiviharju 2008: 660;
Vojinovi¢ 2005: 1086.)
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4.5.3 NIR-spektroskopia

L&hialueen infrapunaspektrometria-alueen (NIR - near infrared) sateilyn energia on pie-
nempi kuin nékyvén valon alueella, mutta suurempi kuin keski-IR-alueella.
NIR-alueella absorptio aiheuttaa yli- ja kombinaatiovarahtelyitd. Y livarahtelyt ovat pe-
rusvérahtelyiden monikertoja (1, 2 tai 3) ja perusvérahtelyd heikompia. T&sta syysta
NIR-alueella ei ole selvid hyvin erottuvia piikkeja. NIR-absorption edellytyksené on,
etta varahtelyssa siirtyma tapahtuu yhden tai useamman energiatason ylitse (Arkiomaa
2005: 19). Kombinaatiovaréhtelyssé fotoni virittad samalla kertaa kaksi eri varahtelyd,
jolloin aallonpituus saadaan komponenttien aaltolukujen summana tai erotuksena. NIR-
alueen absorptioita eri ylivarahtelytasoilla ja aaltoluvuilla on esitetty liitteessa 2.
(Toivoinen 2007b: 21.)

NIR-spektroskopiaa on viime aikoina kaytetty in-situ-menetelména kuituoptisten antu-
reiden avulla. Kuituoptiikan hyddyntdminen NIR-spektroskopiassa mahdollistaa suoran
mittauksen ndytteestd tai prosessivirrasta (Toivoinen 2007b: 22). In-situ-anturit ovat
hoyrysteriloitavia, mutta mittausten kannalta on raportoitu seuraavanlaisia ongelmia:
kuituoptisten antureiden heikkous yli 2100 nm aallonpituuksilla; mittaustason asettami-
nen prosessin aikana; kaasukuplien ja lampdtilan vaikutus spektriin; anturin likaantumi-
nen; sekoituksen aiheuttamat hairiot (Kénsakoski 2006: 55). Escherichia colin biomas-
san seurannassa kuituoptisten antureiden kayt0ssa prosessista aiheutuvien hairididen on
raportoitu olevan suuria yli 2000 nm aallonpituuksilla, ja sopivaksi aallonpituusalueeksi
on havaittu noin 1500 nm (Kiviharju 2008: 660). Lisaksi kuituoptisten antureiden opti-
sen mitta-aukon pituuden on havaittu olevan merkittava tekija mittauksen tarkkuudessa.
My0s sekoitus ja ilmastus voivat vaikuttaa mittauksen pohjatasoon. NIR-analytiikka
mahdollistaa oikeiden kalibroituna nopean, naytettd tuhoamattoman analyysin ilman
naytteen erillisid esikasittelyja myos kiinteitd naytteitd analysoitaessa. Tarkeitd mitatta-
via funktionaalisia ryhmid ovat esimerkiksi -OH, -CH, -NH ja -SH -ryhmat. Etenkin
orgaanisten yhdisteiden eri funktionaaliset ryhmét ovat tunnistettavissa niille tunnus-
omaisten varahdyslukujen avulla. NIR-menetelmid voidaan k&yttaa esimerkiksi veden,
alkoholien ja amiinien kvantitatiivisiin maarityksiin. Esimerkki NIR-spektrista on esi-
tetty kuvassa 9. (Arkiomaa 2005: 19 - 20; Kiviharju 2008: 660.)
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Kuva 9. NIR-spektri vedesta ja etanolista (Jacques 2003: 147).

NIR-laitteissa voidaan kéayttdd myos FT-tekniikkaa (Fourier Transform), jolloin kéyte-
ta&n nimitystd FT-NIR (Fourier Transform Near Infrared). FT-NIR-laitteissa aallonpi-
tuusalueen erottamiseen kéytetty heijastushila on korvattu liikkuvalla interferometrin
peililla. Interferometrissa sade jaetaan kahteen osaan puolilapaisevalla peililla. Jaetuista
séteisté toinen heijastuu kiintedsta peilista ja toinen liikkuvasta peilistd, jolloin sateiden
valille muodostuu matkaero riippuen liikkuvan peilin paikasta suhteessa kiintedén pei-
liin. Jos molemmat pelit ovat samalla etdisyydell& sateiden jakajaan nahden, tapahtuu
séteiden vahvistuminen (Christian 2004: 500). Liséksi sateet kulkeutuvat naytteen I&-
vitse vasta sateiden jakaantumisen jalkeen, jolloin kaikki aallonpituudet kulkevat yhta
aikaa naytteen lavitse. Interferometrilld spektri saadaan mitattua nopeasti ja detektorille
tulevan sateen intensiteetti on suuri, koska detektorille tulevaa sateilymadré ei rajoiteta
kuten heijastushilassa. Interferometrill& saatua spektrid kutsutaan interferogrammiksi.
(Toivonen 2007b: 12, 16, 22).

L&hi-infrapunaspektroskopia mahdollistaa substraattien ja tuotteiden valvonnan monissa
teollisissa ja elintarvikkeisiin liittyvissé bioprosesseissa. Sitd voidaan kayttd4d monien
muiden optisten menetelmien tavoin in-situ-, on-line-, at-line- seka off-line-menetel-
mind. NIR-spektroskopiaa on kaytetty esimerkiksi on-line-menetelména kasvatusalustaa
kierrattdmalla taysin automatisoidun prosessin saatéon maitohapon tuotannossa, jossa
NIR-spektrin avulla saatiin tietoa biomassasta, glukoosista ja maitohaposta (Kiviharju
2008: 660). Lisaksi on-line NIR-menetelmia on kehitetty epdnormaalin fermentointipro-
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sessin tunnistamiseen fermentoinnin alkuvaiheessa seké erilaisiin maitohapon tuottopro-
sesseihin maitohapon, glukoosin ja biomassan mittaamiseen. In-situ NIR-spektrosko-
piaa on kaytetty ennustemallien avulla maitohapon, etikkahapon, pH:n, ammoniakin ja
etanolin maarittdmiseen ruoho- ja maissisailérehusta (Becker 2007: 256). Kuituoptista
in-situ NIR-menetelmé&a on kaytetty glutamiinin, ammoniakin, laktaatin ja glukoosin
seurantaan CHO-solujen (kiinanhamsterin munasarjasolu) panossyotttkasvatuksessa
(Vojinovi¢ 2005: 1087). Lyhytaaltoista NIR-spektroskopiaa (700 - 1100 nm) on puo-
lestaan kaytetty esimerkiksi etanolipitoisuuden mittaamiseen fermentointiprosessissa.
(Becker 2007: 256; Vojinovi¢ 2005: 1086 - 1087.)

NIR-menetelmalld saatu analyyttinen signaali on monimutkainen ja riippuvainen nayt-
teen fysikaalis-kemiallisesta koostumuksesta. Tuloksiin ja analysointiin vaikuttavat
koostumuksen liséksi esimerkiksi ndytteen hiukkaskoko, kosteus, lampotila seké kay-
tetyt liuottimet. Jo naytteen hiukkaskoon vaihtelevuus voi aiheuttaa ei-haluttuja muu-
toksia NIR-spektriin. NIR-spektrometriassa tulosten tulkinnassa ja analysoinnissa kay-
tetadan laajalti hyvéksi kemometrisia eli tilastollisia ja matemaattisia menetelmid. Spekt-
ristd voidaan esimerkiksi poistaa fysikaalisten ominaisuuksien aiheuttama tieto, jolloin
saadaan luotettavampi kemiallinen tulos. Tulosten esikésittely matemaattisin menetel-
min ja tarkat kalibroinnit ovat erittdin tarkeita tulosten luotettavuuden kannalta. (Ar-
kiomaa 2005: 23 - 24.)

4.6 Fluoresenssimenetelmat

Fluoresenssimenetelmilld voidaan mitata molekyylin lahettdmaé sateilyé. Perustilassa
oleva molekyyli absorboi ensin sateilyd UV- tai nakyvén valon alueella, jolloin elekt-
roni siirtyy korkeampaan viritystilaan. Elektronin palatessa perustilaan molekyyli emit-
toi séteilyd, joka on pidempiaaltoista kuin virityssateily. Menetelma on kvantitatiivinen
monille aineille, sill& emittoituneen sateilyn intensiteetti on usein verrannollinen mole-
kyylin pitoisuuteen ndytteessa. Lisédksi menetelma voi olla hyvin selektiivinen, koska
fluoresenssia esiintyy suhteellisen harvoilla aineilla. Fluoresenssi-ilmion yleisnimitys

on luminesenssi, joka voidaan jakaa fluoresenssi- ja fosforisenssi-ilmidihin. Fluore-
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senssi-ilmi6ssa emissio tapahtuu lahes valittdmasti (10°- 10° s), kun taas fosforesenssi
on luonteeltaan hitaampi ilmié (10™- 10 s). (Toivonen 2007a: 21.)

Fluoresenssiin perustuvilla menetelmilld voidaan mitata esimerkiksi happea, pH:ta ja
hiilidioksidia riippuen anturissa kaytettavasta materiaalista. Fluoresoivien aineiden ku-
ten NADH:n, NADPH:n, vitamiinien seka tiettyjen aminohappojen mittaaminen biopro-
sessissa voi antaa térkeaa tietoa esimerkiksi solujen fysiologisesta tilasta. Biomassaan
liittyvid mittauksia fluoresenssimenetelmin voidaan tehd& solun ulkopuolelta in-situ-
menetelména esimerkiksi seuraamalla NADPH:n aiheuttamaa eksitaatiota ja emissiota
tietyilla aallonpituuksilla, jolloin intensiteetin perusteella voidaan arvioida solutiheytta.
Menetelma toimii vain eléville soluille ja on soveltuva vain jos solujen NADPH-pitoi-
suus pysyy muuttumattomana. Liséksi erilaiset alustakomponentit voivat hairitd mitta-
usta jos ne absorboivat tai emittoivat aallonpituuksilla 360 nm tai 450 nm. (Kiviharju
2008: 661; Vojinovi¢ 2005: 1087.)

Fluoresenssimenetelmistg, joissa kaytetddn yhté aallonpituutta eksitaation ja toista aal-
lonpituutta emission mittaamiseen, kaytetd&n nimitystd 1D-fluoresenssi. 1D-fluoresens-
sia on kaytetty in-situ-menetelménd biomassan mittaamiseen, mutta menetelman hait-
tana ovat erilaisten alustakomponentit, jotka saattavat absorboida mittaukseen tarkoite-
tuilla eksitaatio- tai emissioaallonpituuksilla. Joitakin hairiotekijoita voidaan kuitenkin
poistaa kayttdméalla 2D-fluoresenssi spektroskopiaa. 2D-fluorimetrilaitteilla voidaan
mitata eri emissio- ja eksitaatioaallonpituuksia samanaikaisesti, mikd mahdollistaa usei-
den fluoresoivien aineiden mittaamisen samanaikaisesti. Menetelman haittana reaaliai-
kaiseen mittaamiseen on se, etté nykyisilla laitteilla mittaus kest&a noin yhden minuutin.
Liséksi lampdtila, pH ja muut parametrit vaikuttavat fluoresenssispektriin, minka takia
tarvitaan kalibrointeja hairididen véahentamiseksi. Kemometriset menetelmat ovat tar-
peellisia 2D-fluoresenssi-spektroskopiaa kaytettdessa. (Kiviharju 2008: 661; VVojinovié¢
2005: 1087.)
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4.7 HPLC

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) on yleisesti kaytetty analyysimenetelmd, joka muiden kromatografisten mene-
telmien tavoin mahdollistaa monen eri analyytin samanaikaisen mittaamisen. HPLC-
tekniikkaa kdytetadn laajalti epdorgaanisten ja orgaanisten yhdisteiden erottamiseen,
identifioimiseen ja kvantitoimiseen, ja sité voidaan kayttad myos suurikokoisten or-
gaanisten molekyylin, kuten proteiinien, aminohappojen, lipidien ja l4&keaineiden
kvantitatiiviseen analysoimiseen. Perusedellytyksend HPLC-tekniikassa on se, etta

nayte saadaan liukenemaan johonkin liuottimeen.

Nestekromatografialaitteiston padkomponentteja ovat injektori, pumppu, kolonni ja de-
tektori. Naytettd syotetadn injektorin kautta pumpun muodostaman korkean paineen
alaisena olevaan, kapeissa kapillaareissa liikkuvaan nestefaasiin (eluenttiin). Pumppu
pumppaa eluenttia tietylla virtausnopeudella, ja injektoitaessa eluentti kulkee injektorin
l&pi kuljettaen ndytteen mukanaan kolonniin. Kolonnin sisalla on stationaarifaasi, joka
on paikallaan pysyva, pienikokoisista partikkeleista muodostuva faasi. Y leisimmin
nestekromatografisissa menetelmissa kaytetty stationaarifaasi muodostuu silikapartik-
keleista, joihin on kemiallisesti sidottu sopiva yhdisteryhma. Néyte jakautuu omiksi
vyohykkeikseen kulkeutuessa eluentin mukana kolonnin I&pi ja pidattaytyvat stationaa-
rifaasiin eripituisiksi ajoiksi. Jokainen vythyke paatyy néin detektorille omia aikojaan.
Detektori lahettdd saamansa signaalit tietokoneelle, ja ndin muodostuu piikki kromato-
grammiin. Mit& suurempi pinta-ala piikill& on, sitd suurempi on sen pitoisuus. Analyytin
retentioaika kuvaa aikaa, joka analyytilla kuluu kolonnin l&pi kulkeutumiseen. Se riip-
puu padasiassa analyytin rakenteesta, koosta, kolonnin stationaarifaasista seka kayte-
tystd eluentista. Yleisin nestekromatografiassa kéytetty detektori on UV/VIS-detektori,
joka antaa vasteen yhdisteille, jotka absorboivat valoa uv- tai ndkyvan valon aallonpi-
tuudella. UV/VIS-detektori on suhteellisen herkka eikd lampdtilan tai eluentin koostu-

muksen vaihtelut juurikaan hairitse detektointia.
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UV/VIS-detektoreista diodirividetektori on monipuolisin. Sitd voidaan kayttaa kuten
tavallista UV-detektoria mittaamaan vain yhdelld aallonpituudella. Lisaksi silla voidaan
suorittaa mittauksia myos usealla aallonpituudella samanaikaisesti, jolloin saadaan
useita kromatogrammeja. (Riekkola 2000: 136 - 138, 154 - 156.)

HPLC:n etuja ovat spesifisyys, herkkyys ja nopeat kromatografiset menetelmat. Lisaksi
HPLC yhdessa nykyisten spektrofotometristen tekniikoiden avulla voi mahdollistaa
entista tehokkaamman tyokalun on-line-monitorointiin. Vaikka kaupallisia on-line
HPLC-laitteistoja on ollut saatavilla pitkaan, niiden kaytto reaaliaikaiseen monitoroin-
tiin on ollut vahaista etenkin kemometristen menetelmien kéytdn osalta. On-line
HPLC:ll& saadaan helposti hyvin suuri maaré mittausdataa, jonka tehokas analysointi on
edellytyksend sille, etté tulokset kuvastaisivat prosessin tilaa varsinaisen analyysin ai-
kana. Kasittelematon kromatografinen mittausdata ei usein ole sindlldan kelvollinen
antamaan tarkkoja tuloksia, vaan usein tarvitaan esimerkiksi pohjatason korjaus, mitta-
piikin toteaminen ja integrointi. Yleensa vasta integroitu mittapiikki on kelvollinen
kaytettavaksi kemometrisiin menetelmiin. (Zhu 2007: 370 - 371, 377.)

Turner ym. (1993) esittelivat fermentointeihin soveltuvan on-line-menetelmén, mika
sisélsi HPLC-analyysin 20 minuutin analyysiajalla. Menetelma sisélsi hoyrysteriloita-
van naytteenottolaitteen, mikrosentrifuugin kiintoaineen erotukseen seké injektointisil-
mukan HPLC:lle. Menetelmé&& k&ytettiin onnistuneesti Escherichia colin fermentoin-
nissa glukoosin ja asetaatin monitorointiin. Cheng ym. (2007) kayttivat onnistuneesti
immobilisoituun sellulaasibioreaktoriin liitettdvad HPLC-laitteistoa, joka sisélsi ndyt-
teenoton, ndytteen laimentamisen, naytteen injektion HPLC:lle sekd on-line HPLC-
analyysin selluloosan hydrolyysin monitorointia varten. Naytteenotto tapahtui manuaa-
lisesti ja naytteen laimennus joko on-line- tai off-line-menetelménd. Laitteiston vaitet-

tiin lisdksi olevan kokonaisuudessaan muutettavissa taysin on-line-menetelméksi.
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5 Yleiset kemialliset, fysikaaliset ja biologiset mittaukset

Bioprosessimittaukset voidaan jakaa yleisesti kemiallisten, fysikaalisten ja biologisten
muuttujien mittaamiseen. Kemialliset mittaukset ovat yksi tarkeimmisté osa-alueista
biologisten prosessien tiedon keruussa, silla l&hes kaikkia biologisiin tapahtumiin liitty-
vid ilmi6it4 voidaan havainnoida kemiallisten mittausten avulla. Fysikaaliset muuttujat
vaikuttavat eniten solujen kdyttaytymiseen ja prosessin kannattavuuteen, kun taas mit-
taamalla biologisia muuttujia saadaan tietoa solujen aineenvaihdunnasta ja kasvusta.
(Aittoméki 2002: 212, 217, 229, 240.)

5.1 Kemialliset mittaukset

pH:n mittauksella saadaan tietoa liuoksen oksonium- ja hydroksidi-ionikonsentraatioista
eli happamuudesta ja eméaksisyydestd. Oksonium- ja hydroksidi-ionien konsentraatiot
ovat yleensd joko hyvin suuria tai pienig, ja tasta syysta pH:n ilmoittamisessa kéytetdan
logaritmista asteikkoa. Happamuuden ja eméaksisyyden mittaus ja sadtd ovat hyvin kes-
keinen osa bioprosessia. Esimerkiksi fermentointiprosessissa aktiivisesti kasvavan vil-
jelmén pH ei pysy vakiona, silla monet solut tuottavat happoja aineenvaihdunnan sivu-
tuotteina (Harms 2002: 124). Mikrobien optimaalinen kasvu riippuu suuresti pH:n hal-
linnasta. Lisdksi pH:n oikealla sadd6lla kasvua voidaan myos estdd. (Aittoméaki 2002:
217; Laitinen 1982: 215; Stanbury 1998: 225.)

Liuenneen hapen mittauksella ei saada suoranaista liuenneen hapen pitoisuutta, mutta
mittaus korreloi liuenneen hapen osapaineen kanssa, jolloin olosuhteet tiedettéessé saa-
daan osapaineen avulla selville liuoksessa olevan hapen konsentraatio. Hapen mittaus
on yleistd, koska happi toimii usein rajoittavana substraattina solukasvulle johtuen ha-
pen niukkaliukoisuudesta veteen (Harms 2002: 124). Useimmissa aerobisissa kasvatuk-
sissa on oleellista, ettd liuenneen hapen maaré ei putoa liian alhaiseksi, koska elavéat
solut tarvitsevat happea aineenvaihduntareaktioitaan varten. Liuennut happi toimii esi-
merkiksi aineenvaihdunnassa vapautuneiden elektronien vastaanottajana. (Aittomaki
2002: 151, 221; Stanbury 1998: 222 - 223.)
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Liuenneen hiilidioksidin mittaus muistuttaa suuresti pH:n mittausta. Liuenneen hiilidi-
oksidin mitta-anturi voi esimerkiksi paastaa hiilidioksidin I&pi, jolloin pH:n tai jannit-
teen muutosta voidaan mitata kaasun kulkeutuessa anturissa olevaan bikarbonaattiliuok-
seen. Hiilidioksidilla on tarked merkitys, koska se on soluhengityksen tuote ja kykenee
l&pdisemaan solukalvon vaikuttaen solunsisdiseen pH-arvoon (Harms 2002: 125). Hiili-
dioksidi on tarkeé tekija etenkin eléinsolujen kasvatuksissa, koska eldinsolut tarvitsevat
hiilidioksidia lisaravinteenaan (Harms 2002: 125; VVojinovi¢ 2005: 1085). Liian korkea
hiilidioksidipitoisuus hidastaa kasvua ja vaikuttaa tuotteiden muodostukseen. (Aitto-
maki 2002: 224 - 225; Stanbury 1998: 226 - 227.)

Redox-mittaus on hapetus-pelkistysmittaus, jota kdytetddn padasiassa anaerobisissa
kasvatuksissa liuenneen hapen sijaan, kun tarvitaan tietoa esimerkiksi elektronin vas-
taanottajan aktiivisuudesta tai todella alhaisia happipitoisuuksia méaritettdessa. Redox-
mittauksella saadaan tietoa systeemin kyvysté luovuttaa tai vastaanottaa elektroneja, ja
sitd voidaan kayttaa jos halutaan varmistaa, ettd happea ei ole. (Aittomaki 2002: 227)

Tulo- ja poistokaasujen mittaamisella voidaan saada tietoa esimerkiksi solujen aineen-
vaihdunnasta. Mitattavia kaasukomponentteja ovat esimerkiksi happi ja hiilidioksidi.
Lisaksi kasvatusliuoksesta voidaan mitata haihtuvia komponentteja ja arvioida niiden
konsentraatioita. (Aittomaki 2002: 227)

5.2 Fysikaaliset mittaukset

Lampatilan saato ja kontrollointi ovat bioprosessin kannalta yksi tdrkeimmista mitatta-
vista parametreista. L&mpatilalla on tarked merkitys esimerkiksi kemiallisen reaktion
nopeuteen, entsyymiaktiivisuuteen seké solujen aineenvaihduntaan ja prosessin tuotta-
vuuteen. (Aittomaki 2002: 230.)

Paineen mittaus bioreaktorista on tarkeda arvioitaessa reaktorin ilmatilassa olevien kaa-
sujen ja kaasuuntuneiden haihtuvien komponenttien osapaineita. Bioreaktorin steriloin-

tivaiheessa paineen mittaus on oleellista tarvittavan ylipaineen saavuttamisen todenta-
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miseksi. Liséksi aseptisuuden varmistamiseksi reaktorissa tulisi pitad ylipainetta.
(Aittoméki 2002: 232.)

Sekoituksen avulla voidaan tehostaa bioreaktorin hapensiirtoa hajottamalla ilmakuplat
pienemmiksi. Hapensiirrolla on merkittdva vaikutus aerobisissa mikrobikasvatuksissa,
joissa aerobiset solut kuluttavat kasvatusliuokseen liuenneen hapen nopeasti. Talloin
lilan heikko hapensiirtokyky rajoittaa solujen aineenvaihduntaa. Lisaksi oikealla sekoi-
tusnopeudella voidaan estaa tai vahentdd mahdollisia konsentraatio- ja lampdtilagra-
dienttien muodostumisia. Teollisissa prosesseissa sekoituksen tehon tarpeella voidaan

vaikuttaa esimerkiksi prosessin kustannuksiin. (Aittomaki 2002: 234.)

Pinnankorkeuden avulla saadaan tietoa reaktorin tayttoasteesta, nestetilavuudesta tai
mahdollisen vaahtopinnan tasosta. Vaahtoamista esiintyy etenkin voimakkaasti ilmas-
tetuissa prosesseissa, jolloin pinnankorkeutta mittaamalla voidaan saadella pinta-aktiivi-
suutta vahentdvan vaahdonestoaineen syottoa reaktoriin.

(Aittoméki 2002: 235 - 236.)

5.3 Biologiset mittaukset

Bioprosessien biologisten mittausten kannalta biomassa on erittain tarked prosessia ku-
vaava indikaattori. Biomassa kasvatetaan usein tietylle tasolle ennen halutun tuotteen
muodostuksen indusointia tai solujen kerd&mistd. Solujen tilaa voidaan méaarittaa esi-
merkiksi seuraamalla ATP:n (adenosiinitrifostaatti) pitoisuuksia kasvualustasta tai so-
lususpensiosta. Lisaksi aineenvaihdunnan ja kasvun mittaamiseen voidaan kayttaa eri-
laisia fluoresenssimenetelmid. Biomassan seurantaan on olemassa esimerkiksi seuraavia
off-line-mittausmenetelmi&: solujen kuivapainon madritys, sameuden mittaus spektro-
fotometrilla (OD), elavien solujen mééritys maljoilla, solujen laskeminen solulasku-
kammioissa. Biomassaa voidaan my6s mitata in-situ on-line-ratkaisuina esimerkiksi
séhkaisin ja optisin menetelmin. Sahkoiset menetelmat liittyvat usein kapasitanssiin tai
permittiivisyyteen ja optiset menetelméat mittaavat padasiassa valon sirontaa, absorptiota
tai molempia. Fluoresenssimenetelmid on myos kéytetty biomassan méaéritykseen in-

situ- ja ex-situ-sovelluksina, mutta in-situ-menetelmissé sekoitus, ilmastus, pH ja visko-
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siteetti voivat aiheuttaa hairioita (Kiviharju 2007: 562). Liséksi biomassaa voidaan arvi-
oida erilaisten kasvukinetiikkaan perustuvien matemaattisten mallien, kemometristen
menetelmien, neuroverkkojen tai ndiden yhdistelmien avulla (software sensors). Naissa
sovelluksissa kaytettdvat muuttujat voivat perustua esimerkiksi poistokaasumittauksiin,
emaskulutukseen tai muihin reaaliaikaisesti mitattaviin arvoihin. Erilaisia biomassan
mittaamiselle soveltuvia tekniikoita on esitelty taulukossa 3. (Aittomaki 2002: 29, 241;
Harms 2002: 124 - 125; Kiviharju 2008: 661 - 662.)

Taulukko 3. Biomassan mittaamiseen soveltuvia tekniikoita (Kiviharju 2008).

Method Interference Application
Solids Gas Conductivity Medium Single cell Filamentous Immobilized
bubbles composition suspension
Optical density + t = t + t -
Dielectric spectroscopy = S =4 t t + +
Infrared spectroscopy + +* = t + t —
Fluorescence spectroscopy t t = t + + +
Software sensors — — = = + + +

+ Significant interference or applicability possible, — no significant interference or not applicable, f testing required for every case specifically
“ Depends on the probe type used
P No interference of gas bubbles when dual frequency measurement is used

¢ With (iber optic probes path length aflects the amount of interference

Kokonaissolutiheyttd voidaan mitata spektrofotometrill4 aallonpituudella 600 nm
(OD600). Optisin menetelmin biomassaa voidaan mitata on-line-menetelména esimer-
kiksi valokuitujohdeanturin avulla. Optista tiheyttd mittaavat anturit ovatkin yleisesti
kaytettyja in-situ-laitteita reaaliaikaiseen biomassan maéarittdmiseen. IR-spektroskopiaan
perustuvissa at-line-menetelmissé parhain korrelaatio biomassalle on saatu aallonpituu-
della 2300 nm (Kiviharju 2008: 660). Suositeltavan mittausaallonpituusalueen maarittaa
mitattavan kohteen koko, ja alle 3 um kokoisille voidaan kayttd4 nékyvén valon aallon-
pituutta. Suuremmille kohteille sopii paremmin l&hi-IR-alue, jolloin useimpien kasva-
tusalustojen antama absorbanssi on pieni. Optista tiheyttd mittaavien menetelmien mit-
tausvasteeseen vaikuttavat erilaiset morfologiset tekijat ja solutyypit. Lisaksi kaytetta-
essa in-situ-antureita sekoitus ja ilmastus vaikuttavat bioreaktorissa muodostuvien ilma-
kuplien kokoon ja mé&raan, jotka voivat aiheuttaa merkittdvaa virhettda biomassan méaa-
rityksessa. (Aittomaki 2002: 241; Kiviharju 2008: 659; Vojinovi¢ 2005: 1086.)
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Koska optisilla antureilla ei saada selville solujen elinkykyé, voidaan kapasitanssimitta-
uksia kayttdd biomassan ja elinkyvyn mittaamiseen esimerkiksi in-situ- on-line-mene-
telméll&. Ehja solukalvo toimii s&éhkdd varaavana kondensaattorina ja kasvatusalustan
kokonaiskapasitanssi kuvaa elavien solujen konsentraatiota. Kapasitanssiarvon kasvu
aiheutuu tavallisesti solumadrén tai elinkykyisen biomassan konsentraation kasvusta
sekd solujen keskimadraisen tilavuuden kasvusta. Kapasitanssin lasku aiheutuu tavalli-
sesti solupitoisuuden alenemisesta solukuolemien johdosta tai solukoon pienentymisen
sekd kasvatusalustan laimentumisen vaikutuksesta. Liséksi sekoituksen puutteellisuus
saattaa aiheuttaa solujen laskeutumista kapasitanssia mittaavan anturin elektrodien mit-
tauskentan ulkopuolelle. (Biomass Monitor 2005: 33; Vojinovi¢ 2005: 1088.)

Xiong ym. (2008) kayttivat korkean solupitoisuuden omaavassa Saccharomyces cere-
visiae glutationin (GSH) panossyottéfermentoinnissa kapasitanssimittaukseen perustu-
vaa in-situ-anturilla varustettua on-line mittauslaitteistoa (Aber Instruments Biomass
Monitor 220) solujen elinkyvyn selvittamiseksi. Kapasitanssimittaukset tehtiin taajuus-
alueella 0,1 - 10 MHz ja saatuja tuloksia vertailtiin useisiin biomassan off-line-mittaus-
menetelmiin. Kapasitanssimittauksen todettiin olevan toimiva on-line-mittausmene-
telmé& biomassan arvioitiin. Tutkimuksessa selvitettiin myos kapasitanssimittauksen
soveltuvuutta solujen spesifisen kasvunopeuden (p) maarittdmiseen at-line-menetel-
manéa. Spesifisen kasvunopeuden sadtelyn on todettu olevan tarkeédssa roolissa glutatio-

nin tuotossa (Xiong 2008).

Kiviharju ym. (2007) mittasivat alhaisen solupitoisuuden omaavissa kasvatuksissa usei-
den eri mikro-organismien biomassaa kahdella erilaisella in-situ on-line-menetelmén
mahdollistavalla mittalaitteella. Mittalaitteet olivat 1ahi-IR-alueen valon absorption
mittaukseen perustuva TruCell-solutiheysanturi (Finesse Instruments) seka dielektriseen
spektroskopiaan perustuva AberProbe-anturi kytkettynd Biomass Monitor 220 (Aber
Instruments) -mittalaitteeseen. AberProbe-anturi sisalsi nelja rengasmaista elektrodia.
Antureiden toimintaa tutkittiin solukasvatuksien kemiallisia olosuhteita muuttamalla ja
fysikaalisia hairioita selvittdméalla. Kemialliset muutokset perustuivat pH:n sdadolla
aiheutettuihin johtokyvyn muutoksiin ja fysikaaliset h&iriot aiheutettiin sekoituksella ja

korkealla ilmastuksella. Lisaksi on-line-mittauksia vertailtiin off-line-menetelméana
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madritettyihin solujen kuivapainoihin sek& optisen tiheyden mittauksiin aallonpituudella
600 nm. Tutkimuksessa TruCell-solutiheysanturin todettiin olevan luotettavampi ja hel-
pommin soveltuva erilaisten organismien mittaukseen kuin dielektrisen spektroskopiaan
perustuva anturi. L&hi-IR-alueella tapahtuva mittaus ei tosin ole soveltuva, jos kasva-
tusalusta ei ole kirkas ja etenkin jos prosessissa kaytetdan kiinteda alustaa mikro-orga-
nismin kasvualustana tai adsorbentteja. Dielektriseen spektroskopiaan perustuvan mit-
tauksen todettiin olevan monimutkainen mutta lupaava menetelméa prosessin seuraami-
selle, ja silla voidaan saada tietoa ympariston tai aineenvaihdunnan hairigista. Lisaksi
tutkimuksessa havaittiin, ettd molemmat anturityypit nayttivat menettdvan mittaustark-

kuutta ja suorituskykyé autoklaavikasittelyjen yhteydessé.

5.3.1 Adenosiinitrifostaatti

Solut kéyttavat ATP:n (adenosiinitrifosfaatti) hydrolyysissé vapautuvaa energiaa usei-
siin synteettisiin reaktioihin ja energiaa tarvitseviin prosesseihin. Solunsisdinen ATP-
pitoisuus indikoi solun elinkykya sekd energiavarausta, ja ATP:n pitoisuus vaihtelee
riippuen solun fysiologisesta tilasta tai kasvuvaiheesta. ATP:n lisdksi myds solun
ADP:n (adenosiinidifosfaatti) ja AMP:n (adenosiinimonofostaatti) pitoisuudet ovat tér-
keitd. Solun yhteisista ATP:n, ADP:n ja AMP:n pitoisuuksista voidaan kaytt&a
nimitystd EC (adenylate energy charge), jota voidaan kayttd4 mittasuureena solun val-
miudesta yll&pitad kasvuun ja elinkykyyn tarvittavia anabolia- ja yllapitoreaktioita.

EC voi saada arvoja valilla 0 - 1. EC-mittauksia voidaan k&yttaa fermentointiprosessin
seurantaan, mutta menetelman yleistymista rajoittaa sen vaativuus ja mittaukseen tar-
vittava aika, koska myds ADP- ja AMP- pitoisuudet tulee mitata. (Guimarées 2008: 47 -
48; Sato 2000: 294)

Pelkk&d ATP -pitoisuutta voidaan kuitenkin maarittad helposti kayttden hyvaksi tulikar-
pasen bioluminesenssid. Reaktiossa lusiferaasientsyymit katalysoivat hapen, ATP:n,
lusiferiinin ja Mg?* -ionien lasn4 ollessa valoa muodostavan reaktion, jossa noin yksi
fotoni emittoituu yhté kulutettua ATP-molekyylid kohden. Reaktiossa emittoituvien
fotonien lukumé&arad voidaan mitata luminometrilld. (Heggart 2000: 414; Ullmann's
Encylopedia 2003: 74 - 75)
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Alfenore ym. (2003) kayttivat ATP:n bioluminesenssimittauksia selvittdessaén eri
Saccharomyces cerevisiae -hiivakantojen herkkyytta niin sanottuja tappajatoksiineja
erittaviin Saccharomyces cerevisiae -hiivakantoihin. Etenkin toksiinille herkéat
hiivakannat vahingoittuvat ja kuolevat toksiinin lasné ollessa, jolloin esimerkiksi
solunsisainen ATP kulkeutuu kasvuliuokseen. Toksiineilla on merkittava vaikutus eri
hiivapopulaatioiden tasapainoon esimerkiksi viininvalmistuksessa. Tutkimuksessa
todettiin vahingoittuneiden ja kuolleiden solujen méé&ran sek& ATP-pitoisuuksien
kasvavan toksiinin vaikutuksesta etenkin toksiinille herkill4 hiivakannoilla. Lisaksi
ATP-mittausten perusteella yhden toksiineille herkéksi oletetun hiivakannan
todettiinkin kestavan eri toksiineja. Sato ym. (2000) mittasivat Saccharomyces
cerevisiae -hiivan solunsiséisia ATP-pitoisuuksia onnistuneesti on-line-menetelména
riisiviinin (sake) maskayksessé ja havaitsivat esimerkiksi Iampdétilan nostolla olevan

ATP-pitoisuutta lisdava vaikutus.

5.3.2 Adenylaattikinaasi

Adenylaattikinaasi (AK) katalysoi solun sisélld kahden ADP-molekyylin konversiota
yhdeksi ATP-molekyyliksi ja yhdeksi AMP-molekyyliksi tai vastaavasti toisin pain.
Ensisijainen tehtdva reaktiolla on palauttaa solun AMP:t4 ATP:ksi. Hiivasolujen ei ole
raportoitu erittdvan adenylaattikinaasia solun ulkopuolelle, jolloin sit& vapautuu vain
vahingoittuneen solukalvon omaavista soluista. N&in ollen solunulkoista AK-pitoisuutta

voitaisiin kayttaa hiivasolujen hajoamisen indikaattorina. (Cameron-Clarke 2003: 152)

Cameron-Clarke ym. (2003) suorittivat olutfermentointeja ja mittasivat hiivasuspensioi-
den supernatanteista AK-aktiivisuuksia. Adenylaattikinaasin aktiivisuutta kéytettiin hii-
vasolujen hajoamisen indikaattorina. Tutkimuksessa selvitettiin alustakomponenttien,
hiivakannan, kantavierrepitoisuuden, osmoottisen stressin ja etanolin vaikutuksia
adenylaattikinaasin vapautumiseen. Tutkimuksessa todettiin, ettd suurempi osmoottisen
stressi ei vaikuttanut adenylaattikinaasin vapautumiseen, mutta etanolin lisdys kasvun

aikana nosti adenylaattikinaasin pitoisuutta.
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TUTKIMUSOSA

6 Naytteenottolaite

Né&ytteenottolaite koostuu kahdesta perdkkéin olevasta mannasta sylinterin sisalla, joita
ohjataan erillisilld pneumaattisilla sylintereilld. Otettaessa ndytettd reaktorista, ulompi
méanta tyonnetddn reaktorin sisdan ja nayte kuljetetaan mantien valissa sylinterin sisaan
reaktorin seindman ulkopuolelle. N&yte sylinterin sisassé voidaan tiputtaa suoraan koe-
putkeen kéayttden apuna kaasuvirtausta, tai nayte voidaan suodattaa. N&aytteen suodatta-
miseksi mannan varsi on sisdlta ontto, ja uloimman ménnan etuosaan voidaan kiinnittaa
suodatin. N&ytteen suodatuksessa sisempi ménta puristetaan ulkomannassa olevaa suo-
datinta vasten, jolloin nestem&inen ndyte saadaan erotettua onttoon putkeen mannén
varren siséan ja sieltd edelleen toiseen koeputkeen. Suodatusta voidaan tehostaa ime-
malla vakuumi onttoon putkeen. Naytteenottolaitteiston linjastot voidaan puhdistaa ja
steriloidaan hoyrylla. Liséksi suodatin voidaan huuhtoa suodatuksen jalkeen vastakkai-

seen suuntaan hoyrylla mahdollisten tukkeutumien poistamiseksi.

Ty0ssé testattiin piioksidista valmistettujen monikerrossuodattimien ja keraamisten
suodattimien kelpoisuutta kiintoaineiden erotukseen. Monikerrossuodattimien nimel-
lishuokoskoko oli 0,3 um ja keraamisten suodattimien huokoskoko vaihteli 0,2 um ja
1,4 um valilla. Monikerrossuodattimia testattiin kahdessa eréssé, joista jalkimméinen
erd sisélsi suodattimeen toteutettuja rakenteellisia muutoksia ensimmaéisen eran testiha-
vaintojen perusteella. Lisaksi keskityttiin parantamaan ndytteenottolaitteen yleista toi-
mintavarmuutta. Toimintavarmuuden parannus sisélsi esimerkiksi laitteiston tiiviyden ja
mantien liikkuvuuden tehostamista erikokoisia O-renkaita testaamalla. Hoyrytysta pa-
rannettiin muokkaamalla hdyrylinjoja ja vaihtamalla venttiileja. Lisaksi ménnén paassa
olevaan kappaleeseen tehtiin muutoksia suodatuksen parantamiseksi tehostamiseksi.

Né&ytteenottolaite on esitelty kuvissa 15 ja 16.

Né&ytteenottolaitteiston sylintereiden ja venttiilien toimintaa ohjattiin LabVIEW-ohjel-

malla (National Instruments, USA) tehdyn sovelluksen avulla. Tydssé paranneltiin jo
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olemassa olevaa naytteenottosekvenssig, jotta naytteenottosekvenssi olisi kayttajaysta-

vallisempi seké toistettavissa varmatoimisesti ja turvallisesti. Kuva naytteenottose-

kvenssistd on esitetty liitteessa 1.

S .
" / 4

Kuva 15. Naytteenottolaitteen sivuprofiili.

1. Méntien paineensaatoruuvit 5. Paineilma / vakuumi

2. Koeputki kiintoaineelle 6. Venttiili hdyryn ohjaamiselle

3. Hoyrylinja 7. Venttiili hdyryn ohjaamiselle

4. Koeputki permeaatille 8. Venttiili hoyryn, paineilman, vakuumin ja

permeaattipuolen ohjaamiselle
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Kva 16. Naytteenttolaite ylhaalta.

9. Permeaattilinja 11. Paineilma

10. Manta 12. Linja paineilmalle ja héyrylle naytteenot-
tosylinteriin

7 Laitteet, materiaalit ja menetelmat

7.1 TruCell2-solutiheysanturi

TruCell2-solutiheysanturi (Finesse, USA) on optinen anturi, jota voidaan kéyttaa in-situ
on-line-menetelmana fermentointiprosesseissa solutineyden mittaamiseen. Anturi mittaa
5 mm pituisen mitta-aukon lavitse lahetetyn 850 nm aallonpituudella olevan lahi-infra-
punavalon absorptiota. Laitteistoon sisaltyy mitta-anturin liséksi lahetinyksikko seké
johdinkaapeli anturin ja lahetinyksikon vélille. Lahetinyksikdlle voidaan antaa erilaisia
asetuksia signaalin kasittelya varten, ja yksikodstéd saadaan analoginen 4-20 mA ulostu-
losignaali. (Finesse. 2007a: 13 - 20)

TruCell2-anturi soveltuu kaytettavaksi prosesseissa, joiden kayttolampatila vaihtelee
valilld 15 - 45 °C. Anturille voidaan suorittaa in-situ-sterilointi. Valmistajan mukaan
anturille voidaan suorittaa 40 minuutin sterilointi 134 °C:ssa vahintaan 50 kertaa ja 30
minuutin sterilointi 121 °C:ssa 100 kertaa. Johdinkaapeli ja lahetinyksikko eivat kesta
sterilointia. (Finesse 2007a: 14; Finesse 2007b: 1)
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Kuva 10. TruCell2-solutiheysanturi mittalaitteineen (Finesse 2007a).

7.1.1 Mittausten taltiointi LabVIEW-ohjelmalla

TruCell2-anturin mittaukset taltioitiin Excel-taulukkoon LabVIEW-ohjelmalla (Na-
tional Instruments, USA) tehdyn sovelluksen avulla k&yttden NI USB 6009 -moduulia
(National Instruments, USA). NI USB 6009 -moduuliin voidaan liitt44 8 analogista si-
sééantuloa jannitteen mittausta varten seka 2 analogista jannitteen ulostuloa esimerkiksi
laitteiden ohjaamista varten. TruCell2-1&hetinyksikon lahettdma virtasignaali (mA) jou-
duttiin muuttamaan jannitteeksi, jotta mittaukset oli mahdollista taltioida kyseistd mo-
duulia kéayttden. Virtasignaali muutettiin jannitteeksi asettamalla 220 Q vastus NI USB
6009 -moduuliin TruCell2-1&hetinyksikosta liitettyjen kaapelien sisdéntulojen valille.

Esimerkki sovelluksen toiminnasta on esitetty liitteessa 6.

7.2 Biomass Monitor Model 220

Biomass Monitor 220 -laitteella (Aber Instruments, UK) voidaan mitata on-line-mene-
telman4 kiintoainepitoisuudeltaan 0 - 90 % ja 1 x 10° - 999 x 10° solua/ml olevien liu-
osten kapasitanssia seké johtokykyd. Mittauksessa kaytettava steriloitava in-situ anturi
luo kasvatusliuokseen alhaisen voimakkuuden ja korkean taajuuden omaavan sahko-
kentén eri radiotaajuuksilla. Mittaus voidaan suorittaa radiotaajuuksilla 0,1 Mhz - 20
Mhz. Kapasitanssin mittausalue normaalilla mitta-anturilla on 0 - 400 pF/cm ja johto-
kyvyn 0 - 40 mS/cm. Tasmaéllinen kapasitanssin mittaus voidaan saavuttaa kun johto-

kyky ei ylitd 40 mS/cm. Laitteen mittaustarkkuus kapasitanssin osalta on 0,1 pF/cm ja
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johtokyvyn osalta 0,1 mS/cm. Laitteeseen voidaan kytked myGs useampia mitta-antu-
reita. Laite on esitelty kuvassa 11. (Biomass monitor 2005: 29 - 30)

Kuva 11. Biomass Monitor 220 ja mitta-anturit (Carvell 2006).

7.2.1 Biomass Monitor Model 220 -mittausten taltiointi

Biomass monitor 220 -laite kytkettiin tietokoneeseen sarjaportin kautta, jotta ka-
pasitanssin ja johtokyvyn mittausarvot saatiin taltioitua reaaliaikaisesti tietokoneelle
mittausten myOhempéaé kasittelya varten. Tietokoneen ja Biomass monitor 220 -laitteen
vélille muodostettiin yhteys HyperTerminal -ohjelmalla, jonka avulla taltioitiin mitta-
arvot tekstitiedostoon. Mittausvali oli 10 sekuntia, ja yhden mittauksen aikana laite re-
Kisterdi in-situ-anturin kasvatusliuoksesta mittaaman kapasitanssin ja johtokyvyn seu-
raavilla taajuuksilla: 100 KHz, 193 KHz, 240 KHz, 299 KHz, 373 KHz, 465 KHz, 579
KHz, 722 KHz, 899 KHz, 1120 KHz, 1396 KHz, 1739 KHz, 2166 KHz, 2698 KHz,
3362 KHz, 4188 KHz, 5217 KHz, 6466 KHz, 8095 KHz, 10085 KHz, 12563 KHz,
15649 KHz ja 19494 KHz. Mittauksen jalkeen tekstitiedosto konvertoitiin Excel-tau-
lukkoon mittaustulosten kasittelya varten. Tulosten kasittelyssa esitettavaksi otettiin
mittapiste aina 30 minuutin vélein siten, ettd mittapisteeksi laskettiin edeltdvan minuutin
aikana mitattujen pisteiden (6 mittapistettd) keskiarvot. Talla menettelylla oli tarkoitus
pienentdd mittauskohinan aiheuttamaan virhett, jolloin mahdollisen yksittdisen mitta-

usarvon aiheuttama virhe jaisi pienemmaksi.
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7.3 Matrix-F FT-NIR -spektrometri

Matrix-F FT-NIR -spektrometrilld (Bruker Optics, Saksa) voidaan mitata kiinteita ja
nestemaisia naytteita on-line-menetelméana mittalaitteeseen liitettavan kuituoptisen in-
situ steriloitavan anturin avulla. Laitteeseen voidaan liittda enimmilladn 6 mitta-anturia.
Laitteella voidaan mitata NIR-spektri aaltoluvuilla 12 800 - 4000 cm™. Mittausnopeu-
deksi ilmoitetaan 5 mittausta sekunnissa 8 cm™ tarkkuudella. Laite on esitelty kuvassa
12. Mittausten taltiointi suoritettiin laitteeseen liitetyll& tietokoneella k&yttden OPUS 6.0
-ohjelmistoa. (Matrix-F 2009)

Kuva 12. Matrix-F FT-NIR (Matrix-F 2009).

7.4 ATP:n ja AK:n méaaritys

ATP- ja AK -pitoisuudet mééritettiin Bio-Orbit 1253 luminometrilla (Bio Orbit Oy,
Suomi) kayttden kaupallista ATP-testid (Molecular Probes, USA) ja adenylaattikinaa-
sille ToxiLight BioAssay -testid (Lonza, USA). Mittauksissa kaytettiin akryylista val-
mistettuja mittakyvetteja (Clinicon Acrylic Cuvette 2174-089, Ruotsi).

ATP:n mittauksissa ndytteiden ja reaktioliuoksen Iampatilojen annettiin tasoittua huo-
neenlampaisiksi ennen mittauksia. Mittakyvettiin pipetointiin 200 pul ATP-testin reak-
tioliuosta ja mitattiin reaktioliuoksen tausta. Tdmén jalkeen lisattiin 10 pl naytetta ja
suoritettiin mittaus mahdollisimman nopeasti naytteen lisayksen jalkeen. Liséksi otettiin

toinen mittalukema 10 sekuntia ndytteen lisdyksen jalkeen tuloksen varmistamiseksi.
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AK:n mittauksessa mittakywvettiin pipetoitiin 200 ul testin reaktioliuosta ja mitattiin re-
aktioliuoksen tausta. Taman jalkeen liséttiin 10 pl ndytettd ja suoritettiin ensimmainen
mittaus heti ndytteen lisdyksen jélkeen ja toinen mittaus 5 minuutin reaktioajan jalkeen.
Myods AK:n mittauksissa naytteiden ja reaktioliuoksen lampdtilojen annettiin tasoittua

huoneenldmpdisiksi ennen mittauksia.

7.5 Hiivan kuivapainojen maaritys

Suodatinvalineet:
- Suodatinpaperi: Durapore membrane filters, 0,45 um HV, Millipore

- Imupullo ja vesi-imu

Esipunnitun suodatinpaperin l&pi suodatettiin 5 ml tislattua vettd, jotta paperi saatiin
maréksi. Tdman jalkeen suodatettiin 20 ml ndytettd, ja ndytteen jalkeen 20 ml tislattua
vetté suodatinpaperin ja kiintoaineen huuhtelemiseksi. Suodatuksen jalkeen suodatinpa-
perin massoineen annettiin kuivua lampokaapissa (105 °C) vahintd&n 16 tuntia. Td&mén
jalkeen suodatinpaperin annettiin jadhtya 30 minuuttia eksikkaattorissa ja punnittiin

paperi massoineen.

7.6 Optinen tiheys

Né&ytteen solutiheyttd kuvaava optinen tiheys mitattiin spektrofotometrilla (Shimadzu

UV-1201, USA) aallonpituudella 600 nm (OD600). Naytetta pipetoitiin mittakyvettiin
ja mitattiin absorbanssi spektrofotometrilld. N&ytettd laimennettiin tarvittaessa vedella.
Laimennuksen katsottiin olevan sopiva, kun mitattu absorbanssi oli vélill4 0,25 - 0,45.

Tuloksena kaytettiin kahden rinnakkaisen mittauksen keskiarvoa.
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7.7 Puhtausnaytteet

Né&ytetta pipetoitiin suhteessa 1:10 steriilid fysiologista suolaliuosta sisaltavaan koeput-
keen ja tehtiin laimennossarja, kunnes saavutettiin laimennospitoisuus 10~. Jokaista
laimennosta pipetoitiin 0,1 ml plate count- ja potato dextrose -agarmaljoille ja levitet-
tiin. Maljoja inkuboitiin 30 °C:ssa vahintdén kolme vuorokautta. Tarkistettiin silmdmaa-

raisesti pesakkeet mahdollisten kontaminaatioiden todentamiseksi.

7.8 Automaattinen nédytteenotto cross-flow-suodatuksella

Automaattinen naytteenotto cross-flow-suodatuksella asennettiin 10 litran Biostat C-
DCU fermenttoriin (B. Braun Biotech International, Saksa). Laitteisto on esitelty ku-
vassa 13. Naytteenottoa koeputkiin ohjattiin Jipster -ndytteenottokaruselliin (MediCel,
Suomi) liitetyn tietokoneen kautta. Naytteenottokarusellin hauteessa kaytettiin etanolia
ja hauteen lampatila pidettiin -30 °C:ssa. Suodatuslaitteisto koostui A-SEP cross-flow
suodatusmoduulista (Applikon, Hollanti), jossa kéytettiin 0,22 um GV suodatinpaperia
(Durapore membrane filters, Millipore, USA). Letkuina kéytettiin marpene #13 ja #25
(Watson-Marlow, UK) ja pumppuna ISMATEC ISM 404 (Ismatec SA, Sveitsi). Tyon
aikana Jipster -ndytteenottokarusellilla otettuja ndytteité ehdittiin analysoida HPLC:lla
vain TPO5 -kdymisen osalta.
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Kuva 14. Cross-flow-suodatus naytteen palautuksella fermenttoriin.
1. Fermenttorista tuleva naytelinja pumpulle

2. Naytelinja pumpulta suodattimelle

3. Permeaattilinja (liitetty pumpulle)

4. Retentantin palautus fermenttoriin
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8 Fermentoinnit

Fermentointien tarkoituksena oli selvittda in-situ mitta-anturein varustettujen Biomass
Monitor 220- (Aber Instruments, UK), TruCell2- (Finesse, USA) sekd Matrix-F FT-NIR
(Bruker Optics, Saksa) -laitteiden ké&yttokelpoisuutta hiivan kdymisprosessin monito-
rointiin vaihtelevissa kasvuolosuhteissa. Fermentoinneissa kadytettiin panimohiivaa
(VTT A-63015) ja kasvualustaksi haettiin vierrettd Sinebrychoffilta. Suuret kiitokset
Sinebrychoffille seka erityisesti Kaisa Tapanille mahdollisuudesta saada vierretta fer-

mentointeihin.

Fermentoinnit suoritettiin kolmessa vaiheessa: yloskasvatuksena, padékasvatuksena ja
kéymisend. Yloskasvatus suoritettiin ravistelukasvatuksena ja padkasvatus seké kaymi-
nen in-situ-steriloitavissa fermenttoreissa. Y loskasvatukset suoritettiin ravistelupul-
loissa, paékasvatukset 2 litran Biostat C-DCU fermenttorissa (B.Braun Biotech Interna-
tional, Saksa) ja k&ymiset 10 litran Biostat C-DCU fermenttorissa (B.Braun Biotech
International, Saksa). Jokaista paékasvatusta ja kaymista varten haettiin aina uusi era
tuoretta vierrettd. Kadymisen aikana otetuista manuaalindytteista tehtiin HPLC-analyysit
glukoosin, maltoosin, maltotrioosin, etanolin ja glyserolin méarittamiseksi ja Jipster -
naytteenottokarusellin automaattisesti ottamat cross-flow suodattamat ndytteet sdilottiin
hauteesta pakkaseen my6hempia analyyseja varten.

Kéymisprosessien osalta alustakomponenteista glukoosin, maltoosin ja maltotrioosin
kulutuksen ja etanolin muodostuminen nayttivat mukailevan Geen ja Ramirezin (1994)

muodostamia mallinnuksia olutfermentoinneista.

8.1 Kayminen TP03

Y loskasvatus:

Yloskasvatuksessa pipetoitiin 100 ml steriilid YPD-kasvualustaa

(10 g I'* hiivauute, 20 g I peptoni, 20 g I'* dekstroosi) 250 ml:n erlenmeyerpulloon ja
lisattiin 2 siirrostussilmukallista panimohiivaa kasvatusmaljalta. Hiivan annettiin kasvaa
yon yli (noin 16 tuntia) ravistelijassa (200 rpm, 28 °C). Ravistelun jalkeen pipetoitiin

erlenmeyerpullosta 50 ml hiivakasvustoa 100 ml:n siirrostuspulloon. Jéljelle jadneesta
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alustasta mitattiin optinen tiheys spektrofotometrilla aallonpituudella 600 nm (OD600)

alkutilanteen selvittamiseksi.

Paékasvatus:

Steriloituun padkasvatusfermenttoriin liséttiin 2 litraa kylmasséa séilytettya (alle 10 °C)
vierrettd mahdollisimman aseptisesti. Sekoitusnopeudeksi asetettiin 400 rpm ja lampo-
tilaksi 24 °C. Vierteen l[ampotilan annettiin tasoittua. Taman jalkeen liséttiin 50 ml
yloskasvatuksen hiivaa siirrostuspullosta, ja laitettiin syottokaasuksi ilmaa 0,4 1/min
fermenttorin ilmatilaan. Hiivan annettiin kasvaa 48 tuntia, jonka jalkeen pysaytettiin
sekoitus, jotta hiiva saataisiin laskeutumaan fermenttorin pohjalle. Samalla lampdtila
séédettiin 10 °C:seen. Hiivan annettiin laskeutua noin 5 tuntia ennen siirtoa k&ymisfer-

menttoriin.

Siirrostuksen jalkeen havaittiin, etté laskeutumisen aikana pééakasvatusfermenttorin
pohjaventtiilin ymparille oli jaanyt selkeé kerros hiivaa. Kdymisfermenttoriin ei siis
saatu siirrettyd kaikkea laskeutunutta hiivaa.

Kéyminen:

Steriloituun k&ymisfermenttoriin lisattiin mahdollisimman aseptisesti noin 10 litraa sa-
maa kylmassé séilytettya vierrettd kuin pédékasvatuksessa. Sekoitusnopeudeksi asetettiin
50 rpm ja lampotilaksi 10 °C. FT-NIR-laitteisto asetettiin mittaamaan spektrit tietoko-
neelle 30 minuutin vélein kayttden OPUS 6.0 -ohjelmistoa. Automaattinen Jipster -
naytteenottokaruselli asetettiin ottamaan ndytteitd 30 minuutin valein. TruCell2-anturin
mittausvaliksi asetettiin 10 minuuttia ja tiedonkeruu suoritettiin tietokoneella kdyttaen
LabVIEW-sovellusta. Aber-anturin mittausvali oli 10 sekuntia ja tiedonkeruu suoritet-

tiin tietokoneella.

Kun mittaukset oli kdynnistetty ja mittausten ns. nollataso selvitetty, suoritettiin paa-
kasvatusfermenttorista pohjaventtiilin kautta rakennetun siirtolinjan avulla sedimen-
toidun hiivakasvuston siirto kdymisfermenttoriin. Alustaa siirrettiin kdymisfermenttoriin
noin yhden litran verran. Siirron jalkeen kdymisfermenttorin ilmatilaan asetettiin syot-

tOkaasuksi typped 0,2 l:aa/min. Kasvatuksen aikana otettiin ndytteitd manuaalisesti
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pohjaventtiilin kautta tietyin valiajoin automaattisen naytteenoton lisaksi. Manuaali-
naytteistd mitattiin OD600 ja kuivapaino seka pakastettiin ndytteet HPLC-analyyseja
varten. Jipster -ndytteenottokarusellin ndytteet sailottiin pakkaseen myohempid ana-
lyyseja varten. Hiivan annettiin k&yda kaymisfermenttorissa yhteensa 115,5 tuntia,
minka jalkeen suoritettiin hiivalle "tappo” (10 minuuttia, 99 °C). Tapon jalkeen alustaa
mitattiin uudelleen hetken aikaa, minka jalkeen k&ymisfermentori tyhjennettiin pohja-
venttiilin kautta. Fermentori pidettiin suljettuna tyhjennyksen jalkeen seuraavaa kasva-

tusta varten.

Ké&ymisen aikana noin 70 tunnin kohdalla typen sy6tt0 nostettiin 0,4 l:aan/min, jotta
kaasuanalysaattorille (Innova 1313, LumaSense, Tanska) saatiin parempi virtaus. Aber-
mittauksissa esiintyi katkos 62 ja 66 kasvatustunnin valisend aikana sek& 95,5 ja 97 tun-

nin valisena aikana.

8.2 Kayminen TP04

Y loskasvatus:
TPO04:n ylskasvatus suoritettiin kuten kdymisessa TPO3.

Padkasvatus:

Steriloituun paékasvatusfermenttoriin liséttiin 2 litraa uutta kylmassa sdilytettya vier-
rettd mahdollisimman aseptisesti. Muilta osin TP04:n paakasvatuksen aloitus suoritettiin
samaan tapaan kuin TP03, mutta TP04:n osalta padkasvatusaikaa lyhennettiin selvasti.
Hiivan laskeuttaminen aloitettiin jo 22 tunnin kohdalla ja sen annettiin laskeutua 5 tun-
nin ajan. Lisaksi [ampotila pidettiin 24 °C:ssa koko laskeuttamisen ajan. Laskeuttamisen
jalkeen alustaa poistettiin hitaasti ndytteenottohanan kautta niin paljon kuin mahdollista.
Fermenttorin pohjalle jai tdman jalkeen noin 700 ml hiivaa alustoineen. Lisaksi juuri
ennen siirtoa kdymisfermenttoriin sekoitusnopeudeksi asetettiin 200 rpm pohjalle sedi-

mentoituneen hiivan sekoittamiseksi.

Siirrostuksen jalkeen havaittiin, ettd padkasvatusfermenttorin pohjaventtiilin ymparille

ei ollut jaanyt hiivaa kuten TP03:n kasvatuksessa. Padékasvatusfermenttorin naytteenot-



52

tohanasta otetun alustan joukossa oli kuitenkin jonkin verran hiivaa, joka ei ollut ehtinyt

laskeutua pohjalle.

Kéyminen:

K&ymisfermenttoriin lisattiin noin 10 litraa samaa kylméssé séilytettya vierrettd kuin
TPO04:n pa&kasvatuksessa TP03:n kadymisen jalkeen. Sekoitusnopeus, lampdtila ja mitta-
antureiden mittausvéli pidettiin samana kuin TP03:ssa. Ndytteenottokarusellin cross-
flow-suodatusosa vaihdettiin uuteen ja naytteenottovéli pidettiin samana. Padkasvatus-
fermentorista siirrettiin hiivakasvustoa noin 700 ml kaymisfermenttoriin samalla tavalla
kuin TPO3:ssa. Siirrostuksen jalkeen typen syotto asetettiin 0,4 l:aan/min fermenttorin
ilmatilaan. K&ymisen aikana otettiin ndytteitd pohjaventtiilin kautta tietyin valiajoin ja
tehtiin samat kasittelyt kuin TP03:ssa. Hiivan annettiin kdyd& yhteensa 186 tuntia,
minka jalkeen suoritettiin samanlainen tappo” ja tyhjennys kuin TP03:ssa. Fermenttori

pidettiin suljettuna tapon jalkeen seuraavaa kasvatusta varten.

K&ymisen aikana lampdtila nostettiin 140 tunnin 40 minuutin kohdalla 20 °C:seen pro-
sessin nopeuttamiseksi. Lisaksi ndytteenottokarusellin naytteenottovali pidennettiin yh-

teen tuntiin 167 tunnin kohdalta eteenpdin.

8.3 Kayminen TP05

Y loskasvatus:

Yloskasvatus suoritettiin kuten edellisissa kasvatuksissa.

Padkasvatus:

Steriloituun paékasvatusfermenttoriin liséttiin 2 litraa uutta kylmassa sdilytettya vier-
rettd mahdollisimman aseptisesti. Muilta osin p&dakasvatuksen aloitus suoritettiin sa-
maan tapaan kuin edellisissé kasvatuksissa mutta tehtiin muutoksia hiivan laskeuttamis-
aikaan. Laskeuttaminen aloitettiin noin 25 tunnin kohdalla ja hiivan annettiin laskeutua
seuraavat 22 tuntia. Laskeuttamisen ajaksi sekoitus pysaytettiin ja lampotila laskettiin
10 °C:seen. Laskeuttamisen jalkeen suoritettiin ylimaaraisen alustan poisto sek& poh-

jalle ja&neen hiivan siirto kaymisfermenttoriin kuten TP0O4-kasvatuksessa.
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Kéyminen:

Fermenttoriin lisdttiin noin 9 litraa samaa kylmassa sdilytettya vierrettd kuin paékasva-
tuksessa mahdollisimman aseptisesti TP04:n kaymisen jalkeen. Prosessin nopeuttami-
seksi sekoitusnopeus asetettiin arvoon 200 rpm ja l&mpdtila pidettiin 20 °C:ssa alusta
l&htien. N&ytteenottokarusellissa pidettiin sama suodatinosa kuin TP04:ssa ja nayt-
teenottovalind pidettiin yksi tunti. Muilta osin olosuhteet ja mittaukset pidettiin samoina
kuin edellisissd kasvatuksissa. Paakasvatusfermentorista siirrettiin noin 700 ml hiiva-
kasvustoa kadymisfermentoriin edellisten kasvatusten tapaan. Siirron jalkeen typen
syotto asetettiin 0,4 l:aan/min fermentorin ilmatilaan. Kasvatuksen aikana otettiin nayt-
teitd pohjaventtiilin kautta tietyin véliajoin ja tehtiin samat kasittelyt kuin edellisissa
kasvatuksissa. Hiivan annettiin kayda yhteensa 164 tuntia, minka jalkeen otettiin puh-
tausnayte ja suoritettiin hitvan "tappo” seka fermentorin tyhjennys kuten edellisissé
kasvatuksissa. Tyhjennyksen jalkeen fermenttori pidettiin suljettuna seuraavaa kasva-

tusta varten.

Ké&ymisen alussa alustan joukkoon liséttiin vaahdonestoainetta edellisia kasvatuksia
enemman pumpun vaarésté ohjausasennosta johtuen. Noin 25 tunnin kohdalla sekoitus
laskettiin arvoon 50 rpm sek& nostettiin takaisin arvoon 200 rpm noin 45 tunnin koh-
dalla, koska mitattujen OD-arvojen ja TruCell2-mittausten véalisissa suhteissa havaittiin
poikkeavuutta edellisiin kasvatuksiin verrattuna. Lisaksi noin 83 tunnin kohdalla Tru-
Cell2-anturin ja Aber-anturin tiedonkeruuta suorittava tietokone hajosi. TruCell2-antu-
rin kohdalla reaaliaikaisen mittausseurannan sijaan jouduttiin siirtyméén pistemittauk-
siin, mutta Aber-anturin tiedonkeruuta pystyttiin jatkamaan toisella tietokoneella noin
91 tunnin ja 30 minuutin kohdalta eteenpdin. Aber-anturin mittauksessa esiintyi toinen
katkos 110 tunnin ja 116 tunnin valill4. Lis&ksi Aber-anturin mittaus lopetettiin 138

tunnin kohdalla, koska mittalaitteisto jouduttiin luovuttamaan pois.

8.4 Kayminen TP06

Yloskasvatus:

Yloskasvatus suoritettiin kuten edellisissa kasvatuksissa.
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Paékasvatus:

Steriloituun p&&kasvatusfermenttoriin liséttiin 2 litraa uutta kylmassa sdilytettya vier-
rettd mahdollisimman aseptisesti ja pdékasvatus aloitettiin kuten aikaisemmissa kasva-
tuksissa. Hiivan laskeuttaminen aloitettiin 26 tunnin kohdalla ja annettiin laskeutua seu-
raavat 22 tuntia. Laskeuttamisen ajaksi sekoitus pysaytettiin ja lampétila laskettiin 10
°C:seen. Laskeuttamisen jalkeen suoritettiin ylimééaraisen alustan poisto ja pohjalle jaa-

neen hiivan siirto kaymisfermenttoriin kuten kahdessa edellisessé kasvatuksessa.

Kéyminen:

Fermenttoriin lisattiin noin 10 litraa samaa kylméssa sailytettya vierretta kuin paakas-
vatuksessa mahdollisimman aseptisesti TP05:n kdymisen jalkeen. Sekoitusnopeus ase-
tettiin arvoon 200 rpm ja l&mpotila pidettiin 20 °C:ssa alusta lahtien. Cross-flow-suo-
datukseen vaihdettiin uusi suodatusosa ja naytteenottovaling pidettiin yksi tunti. P4a-
kasvatusfermenttorista siirrettiin noin 700 ml alustaa kdymisfermenttoriin edellisten
kasvatusten tapaan ja asetettiin typen syotto 0,4 l:aa/min fermenttorin ilmatilaan. Kas-
vatuksen aikana otettiin ndytteitd pohjaventtiilin kautta tietyin véliajoin ja tehtiin samat
késittelyt kuin edellisissé kasvatuksissa. Hiivan annettiin kdyda yhteensd 452 tuntia,
minka aikana olosuhteita muutettiin. TruCell2-anturin reaaliaikainen tiedonkeruu saatiin
kayntiin noin tunti kasvatuksen aloittamisesta. Kasvatuksen lopuksi otettiin puhtaus-

nayte.

K&ymisen aikana noin 241 tunnin kohdalla aloitettiin alustan ilmastus nesteeseen syot-
tonopeudella 4 l:aa/min, koska hiivan kuivapainot ja TruCell2-anturin kasvukayra al-
koivat laskea. Lisaksi sekoitusnopeus laskettiin 150 rpm:&an noin 335 tunnin kohdalla

alustan voimakkaan vaahtoamisen takia.
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9 Tulokset ja tulosten tarkastelu

9.1 TPO3

TP03-kdymisprosessin biomassan mittaustulokset ja mittausmenetelmien vertailut on
esitetty kuvassa 17. Manuaalindytteiden HPLC-analyysit glukoosin, maltoosin, etanolin
ja glyserolin osalta on esitetty kuvassa 18. Maltotrioosin osalta tuloksia ei ole esitetty,
koska menetelmalla ei saatu tarpeeksi tarkkoja tuloksia. Kapasitanssimittausten tulokset
on esitetty kuvissa 19 ja 20. Kuvassa 21 on esitetty johtokyvyn ja pH:n mittaukset.

.
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Kuva 17. TP03-kaymisen normalisoidut biomassan mittaukset ajan funktiona.

Kuvasta 17 havaitaan Aber-anturilla saadun kasvukéyrén olevan hieman poikkeava
suhteessa muihin menetelmiin ensimmaisen 60 tunnin aikana. Tdma voi johtua Aber-
anturin erilaisesta mittausperiaatteesta, jolloin kasvuvaiheessa olevat solut voivat aihe-

uttaa voimakkaamman vasteen Aber-anturin mittaukseen.
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Kuva 18. TP03-k&ymisen normalisoidut HPLC-analyysitulokset ajan funktiona.

Kuvasta 18 voidaan todeta glukoosin loppuneen noin 65 tunnin kohdalla. Glukoosin
loppumisen vaikutus nayttdisi olevan nahtavissa myos kuvassa 17, jolloin noin 65 tun-
nin jalkeen kasvukayran jyrkkyys nayttéisi laskevan hieman TruCell2-anturin mittauk-
sessa. Aber-anturin mittauksessa kasvukayrén tasaantuminen nayttdisi kuitenkin olevan
nahtavissa jo noin 40 tunnin kohdalla. Glukoosin loppumisella ei ndyttaisi olevan mer-
kitystd etanolin tuottonopeuteen, koska maltoosia on viel jaljelld. Biomassamittauk-
sissa havaitaan lisaksi alkavaa tasoittumista noin 100 tunnin kohdalla, mika on havaitta-
vissa etenkin kapasitanssimittauksen osalta. Maltotrioosia oli jaljella koko kasvatuksen

ajan (tuloksia ei esitetty).
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Kuva 19. TP03-kapasitanssimittaukset 100 KHz - 1396 KHz.

20

£ ‘W

Aika (h)

= 1739KHz ===2166KHz ==—=2698KHz ====3362KHz =—=4188KHz =——5217KHz
= 6466KHz =———8095KHz =———10085KHz=—=12563KHz=—=15649KHz~——=19494KHz

™
L Wﬁ-\
- 14 ———
g \'_/M\
£
E 12 W
]
3
10 W
Lﬂ—-\-ﬂ—"_ v J—
L—-l-\-—"'_ =
6
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

120,0

Kuva 20. TPO3-kapasitanssimittaukset 1739 KHz - 19494 KHz.
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Kapasitanssimittausten perusteella (kuvat 19 ja 20) voimakkain vaste kasvuun nayttéisi

olevan taajuudella 193 KHz, joka ndhdaéan kuvassa 19 ylimpana olevana kéyrana. Tasta

syysté kyseinen taajuus valittiin esitettavaksi Aber-anturin mittaustuloksia vertailtaessa

muihin mittausmenetelmiin. Lisaksi mittaustaajuuden kasvaessa vaste biomassaan

nayttaisi heikkenevan ja lopulta havidvan lahes kokonaan tarpeeksi suurilla taajuuksilla

(kuva 20).
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Kuva 21. TP03-k&ymisen johtokyvyn ja pH:n mittaukset.

Kuvasta 21 nghddén johtokyvyn ja pH:n muutokset. Johtokyvyn voidaan todeta
laskevan pH-arvojen mukana, mutta johtokykymittauksessa esiintyvien mittapiikkien

syitd ei saatu selville. pH-arvossa tapahtuu myos tasoittuminen noin 100 tunnin jalkeen,

jolloin my6s biomassamittauksissa havaittiin tasoittumista.
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9.2 TPO4

TPO4-kdymisprosessin biomassan mittaustulokset ja mittausmenetelmien vertailut on
esitetty kuvassa 22. Manuaalindytteiden HPLC-analyysit glukoosin, maltoosin, etanolin
ja glyserolin osalta on esitetty kuvassa 23. Maltotrioosin osalta tuloksia ei ole esitetty,
koska menetelmall& ei saatu tarpeeksi tarkkoja tuloksia. Kapasitanssimittausten tulokset
on esitetty kuvissa 24 ja 25. Johtokykymittaus ja pH on esitetty kuvassa 26.

o
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Kuva 22. TP04-kdymisen normalisoidut biomassan mittaukset ajan funktiona. Lampo-
tila nostettiin 140 tunnin kohdalla 10 °C:sta 20 °C:seen.

Kuvasta 22 havaitaan jalleen poikkeavuutta Aber-anturin mittaustuloksissa verrattuna
muihin menetelmiin. 140 tunnin kohdalla suoritettu fermenttorin lampé6tilan nostamisen
vaikutus on selvasti havaittavissa molemmilla antureilla, mutta vaikutukset ovat pain-

vastaiset.
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Kuva 23. TP04-kaymisen normalisoidut HPLC-analyysitulokset ajan funktiona.

Kuvasta 23 nahdaéan, ettd glukoosi loppuu noin 70 tunnin kohdalla, jolloin kasvuké&yrien
Jyrkkyys (kuva 22) nayttéisi tasaantuvan, etenkin TruCell2-anturilla. Toisaalta Aber-
anturin kasvukayré loivenee jalleen noin 40 tunnin kohdalla. Ta&mé aikaisempi kasvu-
ké&yrén loiventuminen oli havaittavissa myds TP03-kdymisessa (kuva 17). Glukoosin

loppumisella ei nayttdisi olevan vaikutusta etanolin muodostumisnopeuteen.

Aber-anturin mittausarvon nousu 140 tunnin kohdalla (kuva 22) voi mahdollisesti joh-
tua siitd, ettd lampaotilan nostolla oli metaboliaa nopeuttava vaikutus ja sen seurauksen
solukokoa suurentava vaikutus. Toisaalta Aber-anturin johtokykymittauksessa nahdaén
myos selkeéd nousu 140 tunnin kohdalla (kuva 26), joten kapasitanssimittauksen muutos
voi johtua myos tastad. Taman syy-seuraussuhteen selvittdminen olisi vaatinut lisatutki-
muksia. Liséksi pH:n mittauksessa havaittiin nopea pudotus (kuva 26). TruCell2-anturin
mittausarvon lasku voidaan mahdollisesti selittd4 kasvualustassa olevien komponenttien
liukoisuuden lisaantymiselld korkeammassa lampotilassa, jolloin kasvualustan sameus

laskee. Lampotilan muutoksen valiton vaikutus nayttéisi jadvan havaitsematta off-line-
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menetelmilld, koska manuaalindytteitd ei otettu tarpeeksi usein muutoksen havaitsemi-
seksi.

HPLC-analyysien perusteella 140 tunnin kohdalla tapahtunut lampdtilan nosto nayttaisi
kiihdyttavan hiivasolujen maltoosin kulutusta ja toisaalta glyserolin sek& etanolin tuot-
tonopeus nayttéisi kasvavan. Lisaksi kuvasta 23 ndhdadn, ettd maltoosi on loppunut
varmasti 185 tunnin kohdalla, mutta jos edellisten maltoosipitoisuuksien perusteella
kulutusnopeuden oletetaan olevan sama, voidaan arvioida maltoosin loppuneen mah-
dollisesti jo 175 tunnin kohdalla. Lisdksi noin 175 tunnin kohdalla molempien bio-
massa-antureiden mittauksessa on havaittavissa selva tasaantuminen ja pH-mittauksessa
havaitaan lievaa nousua (kuva 26). Tdmén perusteella voitaisiin arvioida, ettd 175 tun-
nin kohdalla hiivasolujen helposti kasvuun k&yttamat ravinteet ovat loppuneet ja solu-
maéaaran kasvu on selvasti hidastunut tastd eteenpain. Maltotrioosia olikin jaljella enada

hyvin vahan hiivan kéytettavaksi kdymisprosessin lopussa (tuloksia ei esitetty).
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Kuva 24. TP04-kapasitanssimittaukset 100 KHz - 1396 KHz.
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Kuva 25. TP04-kapasitanssimittaukset 1739 KHz - 19494 KHz.

Kuvista 24 ja 25 nahdéaan lampotilan muutoksen selked vaikutus kapasitanssimittauk-
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seen. Huomioitavaa on kuitenkin se, ettd suuremmilla taajuuksilla kapasitanssin muutos

on laskeva (kuva 25).
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Kuva 26. TP04-kaymisen johtokyvyn ja pH:n ja mittaukset.
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TPO04-johtokykymittauksessa (kuva 26) ndhdaan lampdotilan nostolla olevan johtokykyé
nopeasti nostava vaikutus, mutta muille esiintyville mittapiikeille ei 10ytynyt selitysta.
Vastaavasti lampotilan nostolla ndyttéisi olevan pH:ta laskeva vaikutus todennakdisesti

metabolian nopeutumisen johdosta.

9.3 TPOS5

TP0O5-kdymisprosessin biomassan mittaustulokset ja mittausmenetelmien vertailut on

esitetty kuvassa 27. Manuaalindytteiden HPLC-analyysit glukoosin, maltoosin, etanolin
ja glyserolin seka Jipster ndytteenottokarusellin analyysit glukoosin ja maltoosin osalta
on esitetty kuvassa 28. Kapasitanssimittausten tulokset on esitetty kuvissa 29 ja 30. Ku-
vassa 31 on esitetty johtokyky- ja pH-mittaukset. Puhtausndytteissé ei todettu kontami-

naatioita.
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Kuva 27. TP5-kdymisen normalisoidut biomassan mittaukset ajan funktiona. Tiedonke-
ruuta suorittavan tietokoneen hajoaminen tapahtui 83 tunnin kohdalla.

Kuvasta 27 n&dhdaan, ettd Aber-anturin kasvukéyré on selvésti TruCell2-anturin kasvu-

kéayrad mukailevampi kuin kahdessa edellisessd kasvatuksessa. Tdma voi johtua mah-
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dollisesti solujen suuremmasta kasvunopeudesta tai Aber-anturin paremmasta mittaus-
vasteesta korkeammassa lampotilassa, koska myos johtokyvyn mittaukset olivat tasai-
sempia. Suurempi kasvunopeus voidaan todeta lisaksi glukoosin ja maltoosin selvésti

suuremmasta kulutusnopeudesta (kuva 28) verrattuna edellisiin kdymisprosesseihin.
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Kuva 28. TP05-kaymisen normalisoidut HPLC-analyysitulokset ajan funktiona. Jipster-
naytteet otettiin tunnin valein.

HPLC-analyysien perusteella glukoosin loppuminen on tapahtunut noin 25 - 30 tunnin
kohdalla. Liséksi TruCell2-anturin mittauksessa havaitaan kasvukayran loiventuminen
nailla kohdin, mutta Aber-anturilla tasoittuminen nayttéisi alkavan jo noin 20 tunnin
kohdalla. My6s pH:n mittauksessa tapahtuu selva tasoittuminen samoihin aikoihin
(kuva 31). Manuaalisesti otettujen naytteiden ja Jipster-ndytteenottokarusellilla otettujen
naytteiden HPLC-tuloksissa havaitaan ero etenkin maltoosin kohdalla. Laskevat trendit
molempien osalta on kuitenkin varsin samantyyppisid. Ndytteenottokarusellin tulosten
osalta maltoosilla havaitaan selvasti hajontaa tulosten valilla. Tama voi johtua Jipster-
naytteenoton aiheuttamasta virheesta tai k&ytetystd HPLC-menetelmésta. Virhettd nayt-
teenottoon on voinut aiheutua permeaattilinjan liian vahdisest4 huuhtelusta uudella

naytteelld ennen varsinaisen ndytteen ottamista koeputkeen. Liséksi havaittiin, ett4
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hauteessa oleviin koeputkiin oli joissain tapauksissa tiivistynyt hauteessa olevaa etano-
lia. Nesteen péételtiin olevan etanolia, koska neste ei ollut jaatynyt koeputken pohjalle
sen ollessa hauteessa. Tiivistyneen nesteen maaré on todennakdisesti riippunut siitg,
kuinka kauan koeputki on ehtinyt olla hauteessa. Kokonaisuudessaan yksittéinen koe-
putki ehti olla hauteessa enintddn 24 tuntia. HPLC-analyyseissé maltoosin ja maltotrioo-
sin mittapiikit olivat osittain paéllekkain, mika hankaloitti tarkkojen tulosten aikaan-
saamista. Toisaalta glukoosin osalta hajonta naytteiden valilla nayttaisi olevan paljon
pienempi verrattuna maltoosiin. Tdmén perusteella voitaisiin paatellg, ettd suurimman
osan hajonnasta maltoosin osalta aiheuttaisi HPLC-analyysissa tapahtuva maltoosin ja
maltotrioosin piikkien pé&éllekkaisyys eiké niink&an ndytteenotosta aiheutuva virhe.
Ty0ssé ei ehditty tutkia Jipster-néytteenoton toistettavuutta, mika toisaalta olisi voinut

olla varsin tarpeellista.

Glukoosin loppumisella ei nayttaisi edelleenkaan olevan merkitysté etanolin tuottono-
peuteen (kuva 28). 45 tunnin kohdalla tehty sekoitusnopeuden noston takaisin 200
rpm:&an on nghtavisséa TruCell2-anturilla (kuva 27). Biomassamittauksissa kaikilla me-
netelmilld voidaan havaita selva kasvun tasoittuminen noin 100 tunnin kohdalla kasvu-
kéyran tasoittumisen johdosta. T&mé on selitettdvissé maltoosin loppumisella samoihin
aikoihin. Lisaksi pH-mittauksessa havaittiin hidasta alkavaa nousua 100 tunnin kohdalta
eteenpéin (kuva 31). Huomioitavaa on, ettd noin 120 tunnin kohdalta eteenpdin Aber-
anturin mittausarvot eivat lahde laskuun muiden mittausmenetelmien tavoin. Toisaalta
maltotrioosin loppuminen tapahtuu vasta noin 130 - 140 tunnin kohdalla (tuloksia ei
esitetty). Koska Aber-anturin mittalaite jouduttiin luovuttamaan pois noin 138 tunnin

kohdalla, ei maltotrioosin loppumisen vaikutusta nahty kapasitanssimittauksissa.
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Kuva 29. TP05-kapasitanssimittaukset 100 KHz - 1396 KHz.
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Kuva 30. TPO5-kapasitanssimittaukset 1739 KHz - 19494 KHz.
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Kapasitanssimittauksissa (kuvat 29 ja 30) ei ole havaittavissa uusia kasvuolosuhteiden

hairi0istd tai muutoksista kertovia merkkeja.
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Kuva 31. TP05-kaymisen johtokyvyn ja pH:n mittaukset.

Kuvasta 31 nédhdaéan, ettd pH tasoittuu glukoosin loppumisen jalkeen noin 25 - 30 tunnin

kohdalla. 100 tunnin kohdalla tapahtunut maltoosin loppunen nayttaisi myos olevan

havaittavissa pH-mittauksesta lievand pH-arvon kasvuna. Liséksi johtokyky nayttaisi

mukailevan pH:n muutoksia. Samalla havaitaan selkeé ero kahden edellisen

kasvatuksen johtokykymittauksiin (kuva 21 ja 26) verrattuna. Tdmén perusteella

nayttaisi siltd, etta lampdtilalla on merkittava vaikutus Aber-anturin

johtokykymittauksen tarkkuuteen.
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9.4 TPO6

TPO06-kaymisen biomassan mittaustulokset ja mittausmenetelmien vertailut on esitetty
kuvassa 32. Manuaalindytteiden HPLC-analyysit glukoosin, maltoosin, etanolin ja gly-
serolin osalta on esitetty kuvassa 33. Maltotrioosin osalta tuloksia ei ole esitetty, koska
menetelmélla ei saatu tarpeeksi tarkkoja tuloksia. pH-mittaus on esitetty kuvassa 34.

Puhtausnéytteissa ei todettu kontaminaatioita.
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Kuva 32. TP06-kaymisen normalisoidut biomassan mittaukset ajan funktiona. limastus
aloitettiin 241 tunnin kohdalla.

Kuvasta 32 ndhdaéan, ettd TruCell2-anturin kasvukéyra mukailee off-line
-biomassamittauksia varsin hyvin koko kasvatuksen ajan. Liséksi kaikissa biomassa-
mittauksissa havaitaan lasku maltoosin loppumisen 125 tunnin jalkeen (kuva 33) ja jal-
leen kasvua ilmastuksen aloituksen jalkeen. Liséksi TruCell2-anturin mittausten perus-
teella ilmastuksen aloitus nékyy pienend piikkind, mutta mittauksessa havaittava pysyva

nousu alkaa vasta noin 10 tuntia ilmastuksen aloittamisesta.
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Kuva 33. TP06-kadymisen normalisoidut HPLC-analyysitulokset ajan funktiona. Ilmas-
tus aloitettiin 241 tunnin kohdalla.

HPLC-analyysien perusteella (kuva 33) glukoosin voidaan todeta loppuneen viimeis-
t4&n 50 tunnin kohdalla, mutta loppuminen on voinut tapahtua jo aikaisesmmin, koska
biomassamittauksissa havaitaan jalleen kasvukayran loiventuminen. HPLC-analyysien
mukaan maltoosi ndyttéisi siis loppuneen noin 125 tunnin kohdalla, mik& voidaan ha-
vaita myos kasvukéyristd. Maltotrioosi loppuu arviolta 170 - 180 tunnin kohdilla (tulok-
sia ei esitetty). Glyseroli- ja etanolipitoisuudet alkavat tasoittua 125 tunnin jalkeen ja
molemmat alkavat laskea noin 250 tunnin kohdalla. Lasku johtuu ilmastuksen aloituk-
sesta, koska hiiva kykenee kayttdmaén aerobisissa oloissa kasvuunsa etanolia ja glyse-
rolia. Etanolin kulutusnopeus nayttéisi tosin laskevat 350 tunnin kohdalta eteenpdin ja

samalla my6s biomassamittauksissa havaitaan tasoittuminen.
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Kuva 34. TP06-kaymisen pH-mittaus ajan funktiona.

Kuvasta 34 nédhdaéan, ettd pH-arvo laskee ja tasoittuu, kun glukoosi on kaytetty. Noin
125 tunnin kohdalla maltoosi loppuu, mik& ndhd&an varsinaisessa pH-arvon loivana
kasvuna 125 ja 275 tunnin valilla. Ilmastuksen aloitus ei nayttdisi aiheuttavan valitonta
muutosta pH:ssa, mutta pienehko piikki ja sen jalkeen alkava lasku n&hd&an noin 270 -
325 tunnin valilla, jolloin myds etanolipitoisuus alkaa vahentya ja biomassa nousta. 325
tunnin kohdalla havaitaan biomassamittauksissa tasoittumista, mutta pH pysyy kuiten-
kin stabiilina.
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9.5 Sovitukset biomassamittausten valilla

K&ymisprosesseissa mitattujen biomassapitoisuuksien perusteella tehtiin sovituksia,
joilla pyrittiin tekemé&an kalibrointi TruCell2-solutiheysanturin jannitesignaalin ja off-
line-mittauksina suoritettujen hiivan kuivapainojen sekd OD600:n osalta. Kalibroin-
neissa kéytettiin TruCell2-solutiheysanturin jannitesignaalin ja kuivapainojen seka
0OD600:n arvoja. Muodostettiin lineaarinen sovitus (kuvat 35 ja 36), toisen asteen po-
lynomisovitus (kuvat 37 - 40) seka sovitus TruCell2-solutiheysanturin mukana toimite-
tulla Java-pohjaisella Curve Fitter -sovelluksella (kuvat 41 - 44). Curve Fitterin osalta
mittalaitteen antama AU-lukema korvattiin tietokoneelle taltioidulla jannitesignaalilla.
Biomass Monitor 220 -laitteen kapasitanssimittausten osalta ei tehty sovituksia, koska

kuivapaino- ja OD600-mittauksilla ei voida erotella eldvia soluja.

TruCell2-solutiheysanturi kayttdd mittauksessaan lahi-IR-valoa ja mittauksessa olete-
taan suurimman osan optisen havion mekanismeista muodostuvan valon sironnasta.
Valon sironta etenkin suuremmilla solupitoisuuksilla kasvaa epélineaarisesti. Curve
Fitter kayttaa sovituksessaan Levenberg—Marquardt -algoritmia ja sovelluksen periaate
seka siing kaytetty funktio on esitetty liitteessa 3. Funktiossa vakio A kuvaa nollasta
poikkeavaa arvoa (offset); vakio B sironnasta aiheutuvaa kerrointa (effective scattering
coefficient); vakio C sironnan aiheuttamaa vakiota (scattering constant) ja vakio D ku-

vaa absorptiokerrointa (absorption coefficient). (Finesse 2007a: 91 - 94.)

Jotta eri kdymisprosessien mittaukset saataisiin mahdollisimman vertailukelpoisiksi,
otettiin kaikissa mittaustuloksissa huomioon ns. nollataso. Nollataso saatiin selville

mittaamalla k&ymisprosessissa kaytettya vierretta ennen hiivan lisaamista.

Curve Fitteriin syotettyjen mittaustulosten avulla saatiin vakiot (A, B, C, D), joiden pe-
rusteella oli mahdollista laskea hiivan kuivapainojen ja OD600:n arvot TruCell2-soluti-
heysanturin jannitesignaalin perusteella. Lasketut arvot saatiin ratkaisemalla funktiosta
Xpu (liite 3). Xpy ratkaistiin kayttamalla Excelin solveria (ratkaisija) siten, ettd Y au

(mitattu jannite), A ja B siirrettiin funktion oikealle puolelle ja laskettiin omaan soluun

(oikea puoli”). Muut tekijat siirrettiin funktion vasemmalle puolelle ja laskettiin omaan
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soluun (vasen puoli”). Solverissa muutettavaksi soluksi asetettiin ratkaistava Xpy -solu,

ja kohdesoluksi valittiin "vasen puoli” -solu. Reunaehdoksi asetettiin "vasen puoli” ja

”oikea puoli” -solut yht& suuriksi.
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Kuva 35. Suora lineaarinen sovitus TruCell2-jannite kuivapainon funktiona.
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Kuva 36. Suora lineaarinen sovitus TruCell2-jannite OD600:n funtkiona.

Kuvien 35 ja 36 perusteella nahdaan, etté alhaisilla solupitoisuuksilla lineaarinen

sovitus vaikuttaisi hyvalta, mutta suuremmilla pitoisuuksilla epélineaarisuus alkaa

nékyd, koska valon sironta kasvaa tavallisesti epalineaarisesti solukonsentraation ja sa-

meuden kasvaessa. Lineaarinen sovitus nayttéisi kuitenkin olevan sopiva, kun

kuivapainot ovat alle 8 g/l ja OD600-arvot alle 25.
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Kuva 37. Toisen asteen polynomisovitus TruCell2-jannite kuivapainon funktiona.
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Kuva 38. Toisen asteen polynomisovituksen avulla lasketut kuivapainot mitattujen
kuivapainojen funktiona.

Kuvien 37 ja 38 perusteella toisen asteen polynomisovitus ndyttaisi paremmalta kuin

lineaarinen sovitus koko mittausalueella.
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Kuva 39. Toisen asteen polynomisovitus TruCell2-jannite OD600:n funktiona.
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Kuva 40. Toisen asteen polynomin avulla lasketut OD600:n arvot mitattujen OD600-
arvojen funktiona.

Kuvien 39 ja 40 perusteella toisen asteen polynomisovitus nayttéisi paremmalta myos
OD600-arvoille kyseisella mittausalueella. Kuvissa ndkyvat kolme poikkeavaa mitta-
pistettd ovat TPO5-kdymisprosessista ja johtuvat todennékéisesti suuremmasta vaah-
donestoaineen mééarasta kaymisen aikana, tai vaihtoehtoisesti mittaajan tekemésta mit-

tausvirheesta.
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Kuva 41. Curve Fitter -sovitus TruCell2-jannitteen ja hiivan kuivapainon funktiona.
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Kuva 42. Curve Fitter -sovituksen avulla lasketut kuivapainot mitattujen kuivapainojen

funktiona.
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Kuva 43. Curve Fitter -sovitus TruCell2-jannitteen ja OD600:n funktiona.
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Kuva 44. Curve Fitter -sovituksen avulla lasketut OD600-arvot mitattujen OD600-ar-

vojen funktiona.

Kuvista 41, 42, 43 ja 44 nghdaan, ettd sovitukset ovat varsin samankaltaisia kuin toisen

asteen polynomisovitukset. Tassakin tapauksessa sovitukset nayttavat lineaarisia sovi-

tuksia paremmilta.

Liséksi kokeiltiin millainen sovitus OD600-arvojen ja TruCell2-jannitteen vélille muo-

dostuisi, kun mittaustuloksiin lisattiin sameuspitoisuudeltaan selvasti kdymisprosesseja

suurempia arvoja (kuvat 45 ja 46). Suuremmat arvot oli mitattu erillisestd aerobisesta

hiivakasvatuksesta, jossa TruCell2-solutiheysanturin mittausta kokeiltiin ensimmaisia

kertoja. Sovitusta ei siis voida pitad vertailukelpoisena aikaisemmin esitettyihin kalib-



rointeihin, mutta sen avulla voidaan kuitenkin havainnollistaa polynomi- ja Curve Fit-

ter-sovituksen mahdollista eroavaisuutta sameuden kasvaessa.
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Kuva 45. TruCell2-jannite OD600:n funktiona korkeammilla mittausarvoilla Curve

Fitter -sovituksena.
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Kuva 46. TruCell2-jannite OD600:n funktiona korkeammilla mittausarvoilla toisen as-

teen polynomisovituksena.

Kuvien 45 ja 46 perusteella Curve Fitter -sovitus nayttéisi olevan parempi korkeammilla

sameuspitoisuuksilla, koska toisen asteen polynomisovitus on saavuttanut huippunsa ja

ldhtee laskuun. Nain ei todellisuudessa tapahtuisi johtuen TruCell2-solutiheysanturin

mittausperiaatteesta.
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9.6 ATPjaAK

ATP- ja AK-mittaukset suoritettiin vain TP05:n Jipster-naytteiden osalta. ATP:n mitta-
ustulokset on esitetty kuvassa 47 ja adenylaattikinaasin tulokset kuvassa 48. Molemmat
maaritykset tehtiin off-line-menetelmind manuaalisesti ja tasta syysta ndytteet jouduttiin
analysoimaan useammassa erdssa. Ensimmaisen mittaussarjan jalkeen havaittiin, etta
ATP-testin reaktioliuoksen mittausvaste laski selvasti jo tunnin sisalla valmistuksesta.
Liséksi adenylaattikinaasin madrityksessa havaittiin varsinaisen reaktioliuoksen anta-
man taustan arvon olevan varsin suuri, ja taustan arvo kasvoi hieman reagenssin vanhe-
tessa. Reagenssien vanhentumisesta johtuvan virheen minimoimiseksi muiden mittaus-
sarjojen madaritykset suoritettiin satunnaistetussa jarjestyksessa. Tuloksissa havaittiinkin
tdmén jalkeen suurta hajontaa etenkin ATP:n kohdalla, mink takia tuloksia voidaan

pitéd vain suuntaa antavina.
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Kuva 47. ATP:n mittaustulokset TP05:n Jipster-naytteiden osalta

Kuvasta 47 nadhdaan, ettd ATP-pitoisuus ndyttaisi nousevat hieman kasvatuksen ede-
tessa mutta kdantyy sitten laskuun noin 110 tunnin kohdalla, jolloin maltoosi on loppu-
nut. Tulosten varmistamiseksi olisi kuitenkin tarvittu parempi ja nopeampi méaaritysme-

netelmé, koska reaktioliuoksen aktiivisuus laski nopeasti méaritysten aikana.
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Kuva 48. Adenylaattikinaasin tulokset TP05:n Jipster-naytteiden osalta. Luminometri-
lukemien erotuksella tarkoitetaan 5 minuutin reaktioajan ja 0 minuutin reaktioajan
mittaustulosten erotusta.

Kuvasta 48 n&dhdaan, ettd 5 minuutin ja 0 minuutin reaktioaikojen erotukset ovat joko
hyvin lahell& nollaa tai negatiivisia. T&méan perusteella voidaan todeta, etta solunulkoi-
sissa naytteissd AK-pitoisuuksissa ei esiintynyt merkittdvid muutoksia tai vaihtoehtoi-
sesti kaytetylla maaritysmenetelmalld ei pystytty havaitsemaan tarpeeksi pienia AK-
pitoisuuksia. Maéaritysten aikana havaittiin, ettd vierre todennéakdisesti laski AK:n ha-
vaitsemisrajaa, koska lisattdessa esimerkiksi 10 pl vierrettd reaktioliuoksen ja standar-
din joukkoon, saatu mitta-arvo 5 minuutin reaktioajan oli noin kaksi kertaa pienempi

verrattuna arvoihin ilman vierteen lisdamista.

Tulosten esittdminen kahden reaktioajan erotuksena tehtiin myos siitd syysta, ettd AK-
testin reaktioliuoksen antama tausta oli varsin suuri, ja taustan arvo nousi reagenssin
vanhetessa. Nain ollen paadyttiin siihen, ett4 adenylaattikinaasia todettiin esiintyvan
kun 5 minuutin reaktioajan jalkeen mittauslukema oli noussut korkeammalle kuin nayt-

teen lisdyksen jalkeen mitattu lukema (0O minuutin jalkeen).
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9.7 FT-NIR-tulokset

FT-NIR-mittaustulokset késiteltiin VTT:ll1a Lea Résasen, Risto Hiukan ja Juha Kaunis-
ton toimesta. Mallinnuksessa kaytettiin OPUS-ohjelmistoa (Bruker Optics, Saksa).
Mallinnukset tehtiin TP05-kdymisen manuaalindytteiden perusteella glukoosin, maltoo-
sin, etanolin, glyserolin ja biomassan osalta (liite 4). Tuloksista ndhdé&an, ettd glukoosin
ja biomassan osalta malli ndyttéisi olevan vertailukelpoinen suhteessa muihin mittaus-
menetelmiin. Glukoosin loppuminen mallin mukaan nayttaisi tapahtuvan noin 25 tunnin
kohdalla, minka my6s HPLC-analyysit osoittavat. Lisaksi muiden biomassamittausme-
netelmien ohella, myds FT-NIR-biomassan mittauksessa on havaittavissa hiivan eri
kasvuvaiheet. Toisaalta FT-NIR-mallissa solutiheys lahtee selvésti muita menetelmia
jyrkemmin laskuun noin 100 tunnin kohdalla todenndkdisesti maltoosin loppumisen
johdosta. FT-NIR-malleissa maltoosin, etanolin ja glyserolin osalta on havaittavissa
selva mittaushajonnan kasvu noin 50 tunnin jalkeen. Td&mén johdosta esimerkiksi tark-
kaa maltoosin loppumishetked ei voida todeta. Etanolin ja glyserolin osalta voidaan
nahda pitoisuuksien tasoittuminen, mutta tarkkoja arvoja ei voida esittad mallien perus-
teella. Hajonnan voimakas kasvu johtuu todennékdisesti lilan vahaisisté kalibrointipis-
teistd, koska mallit tehtiin vain manuaalindytteiden perusteella. Kunnollisen kalibroin-
tien aikaansaantia vaikeuttaa lisdksi sokereiden NIR-spektrien voimakas péaéllekkaisyys
(Arnold 2004: 2586). Paremmat tulokset olisi todenndkdisesti saatu kayttamalla kalib-
rointipisteind HPLC-analyysien tuloksia Jipste-naytteenottokarusellilla otetuista nayt-

teistd, mutta taté ei ehditty suorittaa tyon aikana.

Liitteessé 5 on esitetty FT-NIR-spektreja eraasté kdymisprosessista. Spektreista nah-
daéan, ettd ilman kemometriaa erojen havaitseminen spektrien vélill4 olisi 1&hes mahdo-

tonta.



81

10 Yhteenveto

Opinnaytety6ssa kehitettiin uutta bioreaktoreissa kaytettdvaa naytteenottolaitetta, selvi-
tettiin kolmen eri in-situ on-line-mittalaitteen soveltuvuutta panimohiivan kdymispro-
sessin monitorointiin vaihtelevissa kasvuolosuhteissa, ja mitattiin ATP- sek& adenylaat-
tikinaasipitoisuuksia yhdesta kasvatuksesta. Kaytettavat mittalaitteet olivat TruCell2-
solutiheysanturi, Biomass Monitor 220 ja Matrix-F FT-NIR. Lisaksi saatuja mittaustu-
loksia vertailtiin off-line-menetelmind mitattuihin hiiva kuivapainoihin sek& optisen

tiheyden arvoihin aallonpituudella 600 nm.

Néaytteenottolaitteiston kehityksessa ratkaistiin laitteen tiiviyteen liittyvida ongelmia seké
parannettiin ndytteenottosekvenssié ja sterilointisekvenssin turvallisuutta. Suodatuksen
osalta suodatuspinta-alaa saatiin nostettua ja paineen jakautuminen suodatinvéliaineelle
saatiin tasaisemmaksi mannan paatykappaleeseen tehdyillda muutoksilla. Tasaisempi
paineen jakautuminen antoi paremman kestdvyyden monikerrossuodattimille, mutta
ensimmaisen eran suodattimien rakenne oli lilan heikko kestdmaan nesteiden suodatusta
tarvittavilla paineilla. Toisen erdn monikerrossuodattimissa paineen kestavyys oli pa-
rempi eikd rikkoontumisia endd tapahtunut. Kiintoaineen erotus monikerrossuodatti-
milla ei kuitenkaan onnistunut toivotulla tavalla. Suodatusta vastustavat voimat olivat
lilan suuria johtuen todenndkdisesti joko suodatinmateriaalin hydrofobisuudesta tai suo-
datinmateriaalin tukkeutumisesta. Tapauksissa, joissa kiintoaineen erotus onnistui, per-
meeaativuo jai kuitenkin olemattoman pieneksi. Kaasun puhallus monikerrossuodatti-
mien l&pi onnistui. Keraamisten suodattimien osalta solupartikkeleiden pidatys ei on-
nistunut tarpeeksi tehokkaasti tai suodatusta vastustavat voimat olivat liian suuria, jol-
loin ei saatu lainkaan permeaattia. Kaasujen puhallus keraamisten suodattimien l&pi

onnistui.

Korkean kuiva-ainepitoisuuden omaavissa kasvatuksista pelkan kiintoaineen néyt-
teenotto onnistui hyvin ja ndytteenotto oli toistettavissa. Kyseiset kasvatukset eivat tosin
olleet luonteeltaan taysin aseptisia eik tasta syysta ndytteenoton aseptisuuden varmis-

tamista tutkittu.
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Tyon aikana ndytteenottolaitteen yleinen toimivuus saatiin tyydyttavalle tasolle, ja jat-
kokehityksen kannalta tulisi keskittya suodatinongelmien ratkaisuun sek& néaytteenoton
aseptisuuden varmistamiseen. Suodatusongelmien ratkaisuna voisi olla suodatinmateri-
aalin hydrofiilisyyden parantaminen, huokoskoon suurentaminen tai suodatuksen
muuttaminen kaksiosaiseksi. Kaksiosaisessa suodatuksessa mannéssé oleva suodatin
korvattaisiin pienemman virtausvastuksen omaavalla esisuodattimella ja lopullinen par-
tikkeleiden erotus nesteesté tapahtuisi myohemmin cross-flow-suodatuksena. Tam4 toi-

saalta pitkittaisi suodatusaikaa, jolloin ndyte ei endé valttamatta olisi tarpeeksi edustava.

ATP:n osalta havaittiin pientd kasvua TP05-k&ymisen keskivaiheilla, mutta adenylaatti-
kinaasin pitoisuuksissa ei havaittu muutoksia. Lisdksi molempien menetelmien mitta-
ustulosten todettiin olevan vain suuntaa antavia, ja molempia madritysmenetelmia tulisi
kehittdd paremmiksi luotettavien tulosten saamiseksi. Panimohiivan kdymisprosessin
monitorointiin kaytettyjen mittalaitteiden: TruCell2, Biomass Monitor 220 ja Matrix-F
FT-NIR todettiin soveltuvan in-situ on-line-mittaamiseen. TruCell2-solutiheysanturin ja
Biomass Monitor 220 -laitteen todettiin soveltuvan biomassan mittaukseen. Liséksi
TruCell2-solutiheysanturin tulokset olivat vertailukelpoisia off-line-menetelmana mi-

tattujen OD600:n ja hiivan kuivapainojen kanssa.

Matrix-F FT-NIR -laitteen todettiin soveltuvan myds biomassan mittaamiseen, mutta
kasvualustan komponenttien mittauksessa olisi tarvittu enemman kalibrointipisteita
luotettavien mallinnusten saamiseksi. Paremmat mallit eri alustakomponenttien osalta
voitaisiin todennégkoisesti saada kayttamalla HPLC-tuloksia automaattisen cross-flow -
suodatuksen avulla otetuista néytteistd, mutta kaikkien kdymisprosessien ndytteita ei
kuitenkaan ehditty analysoida HPLC:II& tyon aikana. Tyon aikana automaattisella cross-
flow-suodatuksella otetut ndytteet ehdittiin analysoida kokonaisuudessaan vain TP05:n

osalta, mutta ndilld tuloksilla ei ehditty muodostaa uusia FT-NIR-malleja.
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Liite 1: Naytteenottosekvenssi LabVIEW-ohjelmalla
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Liite 2: Lahi-IR-varahtelyalueet
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Liite 3: Finesse Curve Fitter

This program is used to generate the parameters for the curve fit that the TruCell
transmitter uses to convert raw AU data into user-defined process units. For
example, it could be used to convert from raw AU to cell density (cells/mL), optical
density (OD), or dry cell weight {mg/L).

Generally cells produce as much scattering as absorption, so the raw AU data will not
follow Beer’s Law in cellular media. In most cases, the relationship between raw AU
and cell density will not be linear. Please refer to the application note entitled
“Primer” for more details.

The program receives a file containing both AU and process data from a growth run,
and fits that data to the equation:

G )

Yay =AtBl1—e © |+ D-xpy

where xp;; is in the process units (PU) and yau is in AU.

A Levenberg-Marquardt algorithm performs the curve fit. In order to improve
accuracy, users should also supply minimum and maximum expected process values
for their measurements. The plot range will automatically be set to these values
(which are likely to be beyond the data range).

Process units are often very large units (such as millions of cells/mL). Such large
numbers can generate problems for fitting algorithms, so our algorithm first scales
the user data before fitting. This scaling maintains the maximum effective x, ~value
below 100. The scale factor is derived by taking /log.(processMax). If this number is
smaller than 2, a scale factor of unity is applied. However, if this number is greater

than 2, the x;-values are divided by:
l Ul{:?frf.fr'ng (log,q { processMax}-2))

Inside the transmitter the curve fit is scaled using the same process.



Liite 4: TP05-k&ymisprosessin FT-NIR-mallit

Normallzed glucose

Normallzed maltose

Normallzed ethanol

[Z‘I_\
1 )
0
: O ! — e [ =] 0
\v_‘_,.hv‘—f
= ‘.l » ..
0 20 60 80 100 120 140 160 180

Fermentation time (h)

(3
AL
-
. ..,'- ; »
2l \._‘. -
e Fl S

60 80 100 120

Fermentation time {(h)

140

160 180

100

120

Fermentation time (h)

140

160

180

91



TP05-kdymisprosessin FT-NIR-mallit

Normallzed glycerol
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Liite 5: Kasittelematon FT-NIR-spektri

Absorbance Units
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Liite 6: TruCell2-anturin virtasignaali jannitteeksi muutettuna

TruCell2-anturin l&hetinyksikon virtasignaali jannitteend. Alla olevasta kuvasta ndhdaan
reaaliaikaisesti mitatun mittausdatan muodostama kasvukéyré ajan funktiona eréalle
Trichoderma-suvun homeelle. Signaalin taltiointi suoritettiin LabVIEW-sovelluksella.




