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Kandidaatintyon tavoitteena oli tunnistaa oluen FT-IR-spektristd Mosaic-humalan spektri
sekd muut oluen makuun vaikuttavat komponentit. FT-IR on nopea ja kiytinnollinen tydkalu
esimerkiksi erilaisten prosessien laadunvalvonnassa.

Tyo alkaa FT-IR-tekniikan teoriaan ja spektrien matemaattiseen kisittelyyn tutustumisella.
Kokeellisessa osassa spektrejd kisitelladn matemaattisesti keskittyen polynomiaaliseen taus-
tankorjaukseen.

Mosaic-humalan spektristé tunnistettiin kuusi erilaista spektripiikkid, jotka aiheutuivat erilai-
sista humalan komponenteista, kuten kohumulonista, myrseenisti ja karyofylleenistd. Oluen
spektristd 10ydettiin vastaavuuksia Mosaic-humalan spektriin verrattuna ja néin ollen tunnis-
tettiin oluen makuun vaikuttavia komponentteja. Nami komponentit vaikuttavat oluen kat-
keruuteen ja muodostavat esimerkiksi sitrus- ja puuaromeita.

Taustafunktioksi Mosaic-humalalle asettui parhaiten toisen asteen polynomifunktio kolmen
spektripisteen kautta kehitettyni. Taustafunktiota muodostettaessa tiytyy huomioida se, ettd
taustafunktio ei saa leikata alkuperdistd spektrid. Lisdksi funktion muodostamisessa kiytet-
tavit spektripisteet asettuvat nollaksi, jolloin saatetaan menettdd mahdollisia spektripiikkeja.
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Symboli- ja lyhenneluettelo

€ Absorptiivisuus
oF Virihtelymoodin kvanttiluku
A Absorbanssi

ATR Attenuated Total Reflection
c Konsentraatio

C=C  Alkyyni

CH, Etyyliryhmi

CH; Metyyliryhmi

C=0 Karbonyyliryhma

COOH Karboksyyliryhmé

FIR Far-infrared

FT-IR  Fourier-muunnos infrapunaspektroskopia
h Planckin vakio

HCl Vetykloridi

H,O Vesimolekyyli

Iy Taustan intensiteetti

1 Néytteen intesiteetti

IR Infrapuna

[ Valon kulkema matka néytteessi

MIR Mid-infrared

NH, Aminoryhma

NIR Near-infrared

OH Hydroksyyliryhmi

SNR Signaali-kohinasuhde

Vi Viridhtelymoodin taajuus

ZPD Zero Path Difference



1 JOHDANTO

1.1 Tausta

Fourier-muunnos infrapunaspektroskopia (FT-IR) on infrapunaspektroskopian laajiten kay-
tetty sovellus. Se on erittidin hyodyllinen, koska silld on monia erilaisia kdyttokohteita. Sil-
la voidaan tutkia kiinteitd, nestemdisid ja kaasumaisia ndytteitd. Se on tidrked biologisten
ndytteiden tutkimuksissa sekd parempi muihin kuvantamisteknologioihin nihden, koska sen
avulla voidaaan havaita tiettyjd molekyylien kemiallisten sidosten vérdhtelyjd ilman, ettd
ndytettd pitdisi varjatd. FT-IR:4d on muun muassa kiytetty ihmisen kolorektaalisessa ade-
nokarsinoomatutkimuksessa. My0s Alzheimerin tautia, johon liittyy ($-amyloidiproteiinin

sijoittuminen ihmisen aivokudoksessa, on tutkittu FT-IR:114. (Sharma et al. 2018)

Verrattuna muihin infrapunaspektroskopiatekniikoihin, FT-IR:11d on selked etu muihin néh-
den. Sen signaali-kohinasuhde eli SNR on korkea, eli silld pystytddn mittaamaan spektreji
korkealla signaali-kohinasuhteella. FT-IR:ssd infrapunaséde ei kulkeude prisman tai muiden
komponenttien lédpi, niin kuin muissa IR-spektroskopioissa. Tilloin detektorille saapuva sdde

omaa suuren intensiteetin ja nidin ollen nostaa signaalitasoa. (Smith 2011)

FT-IR on hyodyllinen tyokalu oluen komponenttien tunnistamisessa sekéd oluen laadunval-
vonnassa nopeutensa ja helppokéyttéisyydensd vuoksi. FT-IR on menetelméni niytettid va-
hingoittamaton, nopea, kustannustehokas ja ympiristoystavillinen, koska se ei tuota jidmid
(Jr. et al. 2018). Nopeana ja yksinkertaisena analyysimenetelmind FT-IR on potentiaali-
nen erilaisten prosessien laadunvalvonnassa. Niin ollen sitd voidaan esimerkiksi soveltaa
oluen komponenttien tunnistamisessa seki varmistamassa tasaisen laadun saamisessa olute-

rien valilla.

1.2 Tavoitteet ja rajaus

Kandidaatintyon tavoitteena on tunnistaa oluen FT-IR-spektristd humalan spektri sekd muut
oluen makuun vaikuttavat komponentit. Tutkimus aloitetaan ensin oluen Mosaic-humalan
sekd a-hapon spektrien analysoinnilla. Lopulta siirrytddn Mosaic-humalaa siséltdvin oluen
spektrin analysointiin. Jotta oluen spektristd olisi mahdollista tunnistaa humalan spektri ja
humalasta aiheutuvat komponentit, tiytyy spektrid késitelld matemaattisesti, koska oluen

raaka spektri sellaisenaan ei tuota tarpeeksi tarkkaa informaatiota.

Oluen spektrid kisitelldéin Lappeenrannan-Lahden teknillisen yliopiston ATR-FT-IR-spek-



trometrin ohjelmistolla. Tdmén lisdksi mittauksista saatua spektridataa kéasitelliin Matlab-
ohjelmistolla (MATLAB R2019b). Kandidaatintyon spektrien matemaattinen mallinnus ra-
jataan taustankorjausalgoritmien késittelyyn, koska pelkélli taustankorjauksella on suuri vai-

kutus spektrien muotoon sekd oluen komponenttien tunnistuksen helpottumiseen.

1.3 Rakenne

Tiassd kandidaatintyon raportissa selvitetddn ensin FT-IR-spektroskopian teoriaa fysikaali-
sesta ja kemiallisesta ndkokulmasta katsoen. Tdmaén lisédksi tutustutaan spektrien matemaat-

tisen késittelyyn keskittyen erilaisiin matemaattisiin taustankorjausalgoritmeihin.

Tyon kokeellisessa osassa ATR-FT-IR-spektrometrilla mitataan seké tutkittavan oluen ettid
sen komponenttien, kuten Mosaic-humalan ja a-hapon spektrejd. Spektrometrin ohjelmis-
tolla suoritetaan spektrin laatua parantavia korjauksia ja kokeillaan erilaisten mittauspara-
metrien vaikutusta spektrien laatuun. Nami sekd MATLAB:1la suoritetut matemaattiset mal-

linnukset kuvataan tyon kokeellisessa osassa.

Lopuksi tuloksissa esitellddn erilaisia taustafunktioita, joita spektreille saatiin muodostettua.
Tuloksissa kerrotaan Mosaic-humalasta erotelluista spektripiikeistd sekd siitd, mistd kysei-
sest spektripiikit aiheutuvat. Spektripiikkien analyysi on toteutettu myos oluen spektrille.

Johtopéditoksissd pohditaan taustankorjauksen ongelmakohtia.



2 TEORIA

2.1 Infrapunaspektrometria

Infrapunaspektrometria on yksi tirkeimmistd ndytteen analyysimenetelmisti, koska sen avul-
la saadaan selville nédytteessd olevat molekyylit sekd niiden konsentraatiot (Smith 2011).
Infrapuna-alue sijoittuu nikyvin valon ja mikroaaltojen viliin sdhkdmagneettisen siteilyn

spektrissd. IR-spektri voidaan jakaa NIR-, MIR- ja FIR-alueisiin taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1. Infrapuna-alueen jaottelu aaltoluvuttain.

Infrapuna-alue | Aaltoluku [em~!]

Near-IR 14000-4000
Mid-IR 4000-400
Far-IR 400-40

Infrapunaspektrometriassa saatava infrapunaspektri muodostuu erilaisista siirtymistid kvan-
tisoitujen virdhtelyenergiatilojen vililld. Molekyylien virdhtely on jatkuvaa ja sitd tapahtuu
sekd kahden toisiinsa kemiallisin sidoksin kytketyn atomin vililld kuin my6s monimutkai-
sempien moniatomisten molekyylien vililld. Molekyyleilld, joilla on N kappaletta atomeja
on 3N verran vapausasteita. Niistd vapausasteista kolme kuvaa translaatioliikettid keskeniin
kohtisuorissa suunnissa x-, y- ja z-akseleilla ja loput kolme kuvaavat pyorimisliikettd ndiden
akselien ympiri. Ndin ollen jéljelle jaavit 3N - 6 vapausastetta antavat virdhtelymoodien
lukumairin. (Griffiths et al. 2007)

Jokainen virdhtelymoodi sisiltdd atomien likimain harmonisen siirtymén pois tasapainoase-
mastaan. Jokaisella virdhtelymoodilla i atomit virdhtelevit tietylld karakterisella taajuudel-
la v;. Virihtelyenergioiden tiloja V;, joissa atomit virdhtelevit harmonisesti Hooken lakia

noudattaen, voidaan kuvata matemaattisesti yhtilolla

1
V,-V:hv,-(v,-Jri) (D
missd & on Planckin vakio, v; on tarkasteltavan virdhtelymoodin perustaajuus ja v; kertoo
virdhtelymoodin kvanttiluvun (v; =0, 1, 2, ...). (Griffiths et al. 2007) Ndin ollen jokaisella
kemiallisella sidoksella on sille ominainen vérédhtelytaajuus, jonka mukaan molekyylin sidos

absorboi infrapunasiteilyd (Sharma et al. 2018).



Jotta molekyylin funktionaaliset ryhmét (esimerkiksi hydroksyyliryhmé -OH ja karboksyy-
liryhmé -COOH) voidaan tunnistaa, sen tiytyy olla infrapuna-aktiivinen. Yksittdisilld ato-
meilla ei ole kovalenttisia sidoksia eikd muitakaan kemiallisia sidoksia, joten ne eivit ole IR-
aktitvisia. Symmetriset molekyylit eivit ole IR-aktiivisia, koska kemiallisten sidosten vililld
ei ole dipolista momenttia. Sen sijaan esimerkiksi vetykloridi HCI on IR-aktiivinen, koska
vety- ja klooriatomin vililld on elektronegatiivisuusero. Kun vetykloridia siteilytetddn in-
frapunavalolla, varaus siirtyy kohti kloori-atomia, koska sen elektronegatiivisuusero on suu-
rempi kuin vedyn. Cl-atomille syntyy negativiinen osittaisvaraus ja H-atomille positiivinen

osittaisvaraus. Niin ollen atomien vilille syntyy nettodipolimomentti. (Sharma et al. 2018)

IR-aktiivisilla molekyyleilld on kaksi virdhtelytyyppid: venymis- ja taipumisvirihtely. Esi-
merkiksi HCl-molekyylilld tapahtuu venymisvirdhtelyd ja H,O-molekyylilld taipumisva-
rihtelyd. Venymisvirihtely voi olla symmetristd tai asymmetristd. Kuvassa 1 on esiteltyni
CH3- ja NHp-ryhmien asymmetristd ja symmetristd venymissvarahtelyd. Asymmetriselld ve-
nymiselld on suurempi energia verrattuna symmetriseen venymiseen. Asymmetrisessid ve-
nymisessd sidoksen toinen pituus kasvaa ja toinen pienenee. Symmetrisessd venymisessi
osallistuvien atomien sidospituudet joko kasvavat tai pienenevit samanaikaisesti.(S.A. et al.
2018)

H H H H
AN AN
I fh
Symmetrinen venyminen Asymmetrinen venyminen
I
N
H //

Symmetrinen venyminen Asymmetrinen venyminen

N\

Kuva 1. Esimerkki asymmetrisesti ja symmetrisestd venymisvirihtelystd CHsz- ja NH,-ryhmilla

(S.A. et al. 2018).

Taipumisvirédhtelyyn lukeutuvat heiluminen, keinuminen, kiertyminen ja leikkaaminen. Tai-
pumisvéréhtely tapahtuu yleensd pienemmissd energiassa kuin venymisvérdhtely. Taipu-
misvirdhtely voidaan jakaa joko tasossa tapahtuvaan taipumiseen tai tason ulkopuolella ta-
pahtuvaan taipumiseen. Tasossa tapahtuvaan taipumiseen lukeutuvat leikkausvérihtely ja

keinumisvirihtely. Leikkausviaridhtelyssd molemmat atomit litkkuvat joko toisiansa kohti tai
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poispdin toisistaan. Keinumisvirihtelyssd sidoskulma pysyy muuttumattomana johtuen sa-
maan suuntaan vaikuttavien atomien momentista. Tason ulkopuolella tapahtuvaan taipumi-
seen sisdltyvit heilumis- ja kiertymisvirihtely, jossa sidoskulmat muuttuvat. Heilumisvi-
rihtelyssd atomit liikkkuvat tason yhteistid puolta kohden kun taas kiertymisvirihtelyssé ato-
mit liikkuvat tason vastakkaisille puolille. (S.A. et al. 2018) Kuvassa 2 on kuvattuna CH;-

ryhmin erilaiset taipumisvéaridhtelymuodot.

Leikkausvarahtely Tasossa einumisvarahtely

-
///::J —1T

-
Heilumisviréhtely Kiertymisvéréhtely
Tason ulkopuolella
c-@ H= |

Kuva 2. Esimerkki CH,-ryhmaén erilaisista taipumisvardhtelymuodoista (S.A. et al. 2018).

Absorptiovoimakkuus riippuu molekyylin dipolimomentista. Esimerkiksi karbonyyliryhmén
(C=0) venymistaajuuden amplitudi on paljon intensiivisempi kuin alkyynin (C=C). Tama

johtuu siitd, ettd karbonyyliryhmi on polaarisempi kuin alkyyni. (S.A. et al. 2018)

2.2 Fourier-muunnos infrapunaspektroskopia

FT-IR-spektroskopia on infrapunaspektrometrian tirkein ja kdytetyin sovellus. Tdma pe-
rustuu valon interferenssin eli valoaaltojen yhteisvaikutuksen hyviksikiyttoon ja Michelso-
nin interferometriin. Michelsonin interferometri koostuu kiinteésti ja liikkkuvasta tasopeilistid
sekd siteenjakajasta kuvan 3 mukaisesti. Peilien vélinen kulma on yleensd 90 astetta, mut-
ta myoOs muut kulman suuruudet ovat toteutettavissa. (Griffiths et al. 2007) Valonldhde luo

sateilyd, joka kulkeutuessaan interferometrin 1ipi osuu tutkittavaan nédytteeseen ja saavuttaa
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lopulta detektorin. Tdmin jdlkeen saatua signaalia vahvistetaan ja muutetaan digitaaliseksi
signaaliksi. Lopulta signaali muutetaan spektriksi Fourier-muunnoksen avulla. (Sharma et al.
2018)

Valonldhde

Sateenjakaja i - -

() = -

Detektori

Liikkuva peili

Kiinted peili

Kuva 3. Yksinkertaistettu kuva Michelsonin interferometrin rakenteesta.

Tissd tyossd on kiytetty ATR-FT-IR-tekniikkaa (attenuated total reflection), jossa IR-sidde
kohtaa ATR-kiteen 45 asteen kulmassa kiteen pintaan ndhden ja heijastuu kokonaan kide-
niyterajapinnassa. Kun sidde on heijastunut ATR-kiteessd yhden tai useamman kerran, se
ohjataan pois kiteestd kohti detektoria. (Sharma et al. 2018) Tyossd kidytetyn ATR-FT-IR-
spektrometrin sidde heijastuu ATR-kiteessd vain kerran. ATR-menetelmi on yksinkertaisesti

kuvattuna kuvassa 4.

Niyte

Infrapunalihde ATR-kide Detektori

Kuva 4. Yksinkertaistettu kuva ATR-kiteen toimintaperiaatteesta.
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Michelsonin interferometri jakaa siteen kahdelle polulle ja yhdistéda siteet polkueron jilkeen.
Siteenjakajassa ulkoisesta lidhteestd saatava kollimoitu sidde heijastetaan osittain seki kiin-
tedlle peilille ettd liikkuvalle peilille. Sdteiden heijastuessa peileisti takaisin sidteenjakajalle
tapahtuu joko konstruktiivinen tai destruktiivinen interferenssi ja sidde jilleen jakautuu osit-

tain heijastuneeksi seki ldpaisseeksi siteilyksi. (Griffiths et al. 2007)

Kiintedn ja litkkuvan peilin ollessa yhti kaukana siteenjakajasta, peileistd heijastuvat séteet
ovat samassa vaiheessa rekombinaation aikana sdteenjakajassa. Téallaista tilannetta kutsu-
taan nolla-polkueroksi (ZPD). Niin ollen tapahtuu konstruktiivinen interferenssi, jolloin de-
tektoriin saapuvan siteen intensiteetti on summa kiinteédstd ja liikkuvasta peilistd heijas-
tuneista séteistd. Kaikki IR-ldhteestid peridisin oleva siteily saavuttaa siis detektorin eiké
mitddn siteilyd palaudu takaisin ldhteelle. Jos polkuero kiinteistd ja liikkuvasta peilistd on
tasmélleen puolet aallonpituudesta, niin sédteet ovat vastakkaisessa vaiheessa saapuessaan
sdteenjakajalle, jolloin tapahtuu destruktiivinen interferenssi. Télloin valo kulkeutuu takai-
sin ldhteelle eikd mitdin saavu detektorille. Interferenssistid johtuen detektoriin saapuvan
sekd takaisin ldhteeseen kulketuvan séteen intensiteetti riippuu optisesta polkuerosta inter-
ferometrin kahdessa haarassa. Juurikin tdmai séteiden vilinen intensiteettien voimakkuuden
ero optisen polkueron funktiona muodostaa spektrin FT-IR-spektroskopiassa. (Griffiths et al.
2007)

Liikkuvan peilin litkkuessa jatkuvasti, resultanttisdteen intensiteetti kasvaa himmedmmaksi
ja kirkkaammaksi sekéd kulkee maksimien ja minimien ldpi. Kun mitatun valon intensitee-
tistd tehdidén kuvaaja optisen polkueron funktiona huomataan, etti se nédyttdd kosiniaallolta.
Se on sdhkodinen signaali, jonka y-akselilla on jdnnite ja x-akselilla optinen polkuero. IR-
lahteestd saatava side siséltdd monia eri aallonpituuksia, jolloin jokaiselle aallonpituudel-
le eli aaltoluvulle on interferogrammi ainutlaatuisella Fourier-taajuudella. Detektori mittaa

ndiden yksittdisten interferogrammien summan, joka nikyy kuvassa 5. (S.A. et al. 2018)
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Kuva 5. Esimerkki interferogrammista, joka on muodostunut monen aaltoluvun interferogrammien

summana (S.A. et al. 2018).

Kuvasta 5 huomataan myd6s korkea piikki nolla-polkueron (ZPD) kohdalla. Titd kutsutaan
centerburstiksi. Centerburst johtuu siité, ettd nolla-polkueron kohdalla valon jokainen aal-
lonpituus on samassa vaiheessa, jolloin ne interferoivat konstruktiivisesti muodostaen kor-
kean intensiteetin. Centerburst on verrannollinen detektoriin osuvan infrapunavalon koko-
naismédradn. Optisen polkueron muuttuessa infrapunaintensiteetin voimakkuus laskee no-
peasti interferogrammin molemmilla puolilla muodostaen siivet (wings). Matala intensiteetti
saattaa johtua erilaisten Fourier-taajuksien yhi vaiheittaisemmasta vaiheesta toistensa kans-
sa, koska optinen polkuero kasvaa. Télloin tapahtuu destruktiivista interferenssid. (S.A. et al.
2018)

2.3 Fourier-muunnos FT-IR-spektroskopiassa

Fourier-muunnos on matemaattinen menetelmi, jonka avulla funktio voidaan muuttaa toi-
seksi uudeksi funktioksi. FT-IR-spektroskopiassa sitd kdytetidin interferogrammista saatavan
signaalin funktion muuntamisessa spektrin funktioksi. Interferogrammi on kuvaaja infrapu-
naintensiteeteisti optisen polkueron funktiona [cm]. Toisin sanonoen interferogrammin aika-
avaruudessa oleva signaali muunnetaan taajusavaruudessa olevaksi spektriksi. (Sharma et al.
2018) Kuvassa 6 nikyy interferogrammin signaali vasemmalla puolella ja oikealla puolella
spektri, joka on saatu, kun signaaliin on tehty Fourier-muunnos. Niin ollen saatu spektrin

funktio on infrapunaintensiteetti aaltoluvun funktiona, jonka yksikko on [cm™!].
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Kuva 6. Ottamalla Fourier-muunnos interferogrammin signaalista, saadaan ndytteen spektri (S.A.

et al. 2018).

2.4 Infrapunaspektri

Infrapunaspektri on kuvaaja, joka kertoo mitatun infrapunavalon voimakkuuden verrattuna
johonkin valon ominaisuuteen, kuten aallonpituuteen tai aaltolukuun. Tyypillisesti x-akselilla
on aaltoluku, jonka suurin arvo on x-akselin vasemmassa pééssé ja pienin arvo x-akselin oi-
keassa pidssd. Absorbanssi, joka kertoo, kuinka paljon ndyte on absorboinut valoa, sijaitsee

y-akselilla. (Smith 2011) Néytteen absorbanssispektri lasketaan seuraavasti

I
A= 10g70 2)

missd A on absorbanssi, Iy intensiteetti taustasta ja / intensiteetti ndytteestd. Absorbanssin
avulla voidaan laskea nédytteen konsentraatio. (Smith 2011) Konsentraatio lasketaan Beerin

lain mukaisesti

A=c¢lc 3)

missd A on absorbanssi, € absorptiivisuus, / valon kulkema matka néytteessi ja ¢ konsent-
raatio. Spektrin absorbanssipiikki tai -pinta-ala on siis suoraan verrannollinen niytteen kon-
sentraatioon. (Smith 2011)

Infrapunaspektrin avulla niytteesséd olevat molekyylit ja funktionaaliset ryhmét saadaan tun-
nistettua (Smith 2011). Néin ollen oluen spektristd pystytdin tunnistamaan komponentte-
ja ja erottelemaan humalan spektri. Oluissa mahdollisesti esiintyvid, humalasta aiheutuvia

komponentteja ja niiden ominaisuuksia (Nick Hines 2017) sekd rakennekaavat on esitelty
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taulukossa 2. Tutkimalla infrapunaspektrisséd olevien piikkien sijaintia ja muotoa molekyy-
linen rakenne voidaan identifioida. Jos jostain oluen komponentista, esimerkiksi a-haposta,
I6ytyy tunnettu spektri eli referenssispektri, voidaan a-happoniytteestd saatua spektrid ver-
rata referenssispektriin tarkastelemalla, kuinka hyvin piikkien sijainnit, leveydet ja korkeudet

vastaavat toisiaan. (Smith 2011)
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Taulukko 2. Humalan komponenttien ominaisuuksia. Komponenttien rakennekaavat on otettu
seuraavista ldhteistd: humuloni (Biotechnology Information. PubChem Database 2020d),
kohumuloni (Biotechnology Information. PubChem Database 2020c),
adhumuloni (Biotechnology Information. PubChem Database 2020a),
karyofylleeni (Biotechnology Information. PubChem Database 2020b),
myrseeni (Biotechnology Information. PubChem Database 2020f),

limoneeni (Biotechnology Information. PubChem Database 2020e).
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2.5 Spektrien matemaattinen taustankisittely

FT-IR-mittauksesta saatava spektri ei ole tdydellinen, joten sen késittelemiseen tarvitaan ma-
temaattisia menetelmié. Ideaalisessa tapauksessa FT-IR-spektrin taustaviiva on tdysin suora,
mutta todellisuudessa sen muotoon vaikuttavat muun muassa sironta, heijastus, lampdétila,
konsentraatio seki instrumenttien poikkeavuudet (Griffiths et al. 2007). Jotta spektristé saa-
daan todellisuutta kuvaava, taustaviiva tiaytyy korjata. Kuvassa 7 on Mosaic-humalan kor-
jaamaton spektri, josta voidaan nihdi, kuinka taustaviiva ei ole suora ja vaatii ndin ollen

matemaattista korjausta.
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0.02} .
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Kuva 7. Mosaic-humalan raaka ATR-FT-IR-spektri.

Spektrissd saattaa olla my0s muitakin korjausta vaativia asioita, kuin taustankorjaus, mutta
keskitymme nyt ainoastaan juurikin taustankorjaukseen. Taustankorjauksella voi olla suuri-
kin vaikutus spektrin muotoon, joten silld on térked rooli spektrien késittelyssd. Taustan kor-
jaamisen jidlkeen spektriin voitaisiin vield tehdd esimerkiksi absorptiopiikkien kaventamis-
ta, jonka avulla absorptiopiikkien paikat spektrisséd saataisiin tarkemmaksi ja mahdollisesti

paillekkédin menevii piikkejd saataisiin eroteltua toisistaan.
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Spektrin taustan korjaamiselle on erilaisia matemaattisia mallinnuksia, joista voidaan valita
tutkittavalle spektrille sopivin. Yksi tapa taustan korjaukselle on yhden pisteen taustankor-
jaus. Tdmé matemaattinen korjaus toimii spektreihin, joissa on yksinkertaisin taustavirhe eli
offset. Offset-korjauksessa kaikista spektripisteistd vihennetddn vakio, joka on yleensd mi-
nimiarvo absorbanssispektristd. Tamén johdosta offset poistuu ja tausta saadaan korjattua
nolla-absorbanssiin. Taustan ollessa nolla-absorbanssissa, spektripiikkien amplitudi eli ab-

sorbanssi saadaan suoraan luettua kuvaajasta. (Griffiths et al. 2007)

Spektrin tausta voi olla kalteva. Kaltevan taustan saa suodatettua spektristd pois esimerkik-
si kahden pisteen lédpi suoritettavalla interpolaatiolla. Téssd menetelméssi raa’asta spektristi
valitaan taustalle yksi piste spektrin alkupddsti ja toinen piste spektrin loppupéistd. Ndiden
pisteiden vilille muodostetaan lineaarinen interpolaatio. Lineaarisen interpolaation seurak-
sena saadaan resultanttiviiva, joka voidaan vihentii raa’asta spektristid. Lopputuloksena saa-
daan taustakorjattu spektri, joka on lineaarinen absorbanssin suhteen. (Griffiths et al. 2007)
Kuvassa 8 on mustalla Mosaic-humalan raaka spektri ja punaisella kahden spektripisteen

vilille, lineaarisen interpoloinnin seurauksena saatu suora taustafunktio.

Absorbanssi

Raaka spektri
Suora taustafunktio
Toisen asteen taustafunktio
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Kuva 8. Esimerkki kahden pisteen vilisestd taustankorjauksesta. Kahden datapisteen viilille on

asetettu sekd suora ettd toisen asteen kdyri.
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Kahden pisteen lineaarinen interpolaatio toimii hyvin spektreille, joiden tausta muuttuu hi-
taasti. Tdtd matemaattista menetelméa voidaan jatkaa vield siten, ettd interpolaatio tehdédédn
useampien pisteiden vélille kahden pisteen sijaan. Niin ollen lineaarinen interpolaatio teh-
dién jokaisen pisteparin vilille ja saatu taustaviiva saadaan poistettua spektristi. Jos taustalla
el ole hitaasti muuttuvaa kaltevuutta, taustan funktioksi voidaan saada kaareva tai aaltoile-
va muoto. (Griffiths et al. 2007) Kuvassa 8 on esitetty toisen asteen kdyrin sovitus kahden

spektripisteen vilille siniselld vérilla.

Epilineaariset taustan poikkeamat saadaan parhaiten korjattua siten, ettd spektristd vihen-
netiddn epilineaarinen taustan korjaus -funktio. Funktiota muodostettaessa on oltava varovai-
nen, koska funktion muodostamisella saatetaan vahingossa luoda lisdd taustavirheiti spekt-
riin. Menetelmi perustuu siihen, ettd spektristd vihennetddn polynomifunktio tai joku muu
korkeamman asteen funktio, joka on sovitettu valittuihin spektripisteisiin. Polynomifunktiot
rajoitetaan yleensi viidennen tai kuudennen asteen polynomifunktioihin, koska suuremman
asteluvun funktioilla on mahdollista saada spektriin kuulumattomia maksimi- ja minimiar-
voja. (Griffiths et al. 2007)

Spektreihin voidaan sovittaa erilasia differentiaalisia algoritmeja. Yksi néistd on Savitzky-
Golay-filtteri, joka laskee spektrin ensimmadisen ja toisen derivaatan seki tasoittaa alku-
perdistd spektrid ja laskettuja derivaattoja. Spektrien ja derivaattojen tasoittaminen perustuu

paikalliseen pienimmén nelidsumman polynomiaaliseen approksimaatioon (Schafer 2011).
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3 AINEISTO JA OHJELMISTOT

Tutkittavat niytteet on mitattu kuvassa 9 nikyvissi PerkinElmerin Frontier IR Single-Range
Systems -spektrometrilla (L1050101), johon on liitetty ATR-kide (KRS-5, talliumbromidi

tai talliumjodidi). Kun spektrometrilla tehdddn mittauksia, tdytyy ensin suorittaa taustan mit-

taus, jonka jidlkeen mitataan tutkittava ndyte.

Kuva 9. Tyossé kiytetty ATR-FTIR-spektrometri.

Néytteen skannaus aloitetaan valitsemalla instrumenttiparametrit. Ensin valitaan skannauk-
sen alue eli skannauksen alku- ja loppupiste, jotka on oletusarvoisesti asetettu spektromet-
riin aaltoluvuiksi. Seuraavaksi valitaan, kuinka paljon niytettd altistetaan eli kuinka monta
skannauskertaa sille suoritetaan. Skannaukselle voi valita myds resoluution (cm™!), jonka
johdosta laite asettaa J-stopin (mm) oletusarvoksi resoluutiota varten. Néytteelle voi asettaa

tunnisteen ja kuvauksen.
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Skannauksien jdlkeen spektrid voi késitelld spektrometrissa olevien ohjelmien avulla. Va-
littavissa on monia erilaisia toimintoja, mutta timéin tyon kannalta oleellisimpia ovat ATR-
korjaus, taustankorjaus sekd normalisointi. ATR-korjaus on suoritettava, koska ATR-tekniik-
ka aiheuttaa muutoksia piikkien intensiteettien voimakkuuksissa sekd muutoksia taajuuksiin,
joissa piikit sijaitsevat. Ndin ollen ATR-tekniikalla mitatut spektrit saadaan vertailukelpoi-
siksi ilman ATR-kidettd mitattujen IR-spektrien kanssa. Spektrometrin ohjelmiston suorit-
tama taustankorjaus valitsee spektristd muutaman datapisteen ja optimoi ndiden datapistei-
den vilille taustafunktion. Tausta saadaan korjattua, kun spektristd suodatetaan pois taus-
tafunktio. Normalisoinnissa ohjelmisto sijoittaa intensiteettiarvot nollan ja ykkosen vilille.
Normalisoinnin voi valita tehtidvéin joko korkeimman intensiteettipiikin mukaan tai jonkun

tietyn alueen piikin mukaan.

Spektrometrista on mahdollista valita laadunvarmistustoiminto. Tdmé toiminto on varsin
hyodyllinen, kun mittauksia suorittavalla henkil6lld ei ole paljon aikaisempaa kokemusta
spektrimittauksista. Kun tdmi toiminto on valittuna, spektrometri ilmoittaa mahdollisista
skannauksen aikana spektriin kohdistuneista ongelmista kiyttdjélle ja ehdottaa tapoja, joil-
la voi korjata ongelman. Laadunvarmistustoiminto siséltii erilaisia testejd, joita kdyttdja voi
valita suoritettavan. Kun skannaus on suoritettu ja data kerétty, spektrometri ilmoittaa merk-
kivalon joko vihrednd, keltaisena tai punaisena. Vihred valo kertoo, ettd spektrin laatu on
tyydyttavi. Keltaisella valolla spektrometri ilmoittaa havainneensa ongelman, jonka ratkai-
seminen parantaa spektrin laatua. Punainen valo ilmestyy, kun spektrometri on havainnut
vakavan ongelman ja kehottaa korjaaman sen ennen kokonaisen spektrin kerddamistd. (Perki-
nElmer 2013)
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4 KOKEELLINEN

Kokeellisen osan spektrit on mitattu ATR-FTIR-spektrometrilla. Jokaisesta spektristd on
otettu talteen raaka spektri, spektrometrin ATR-korjattu spektri sekid spektrometrin tausta-
korjaama spektri. Spektrien ensimmaisissd mittauksissa testattiin resoluution ja skannauk-
sien vaikutusta spektrien tarkkuuteen. Mitd enemmin skannauksia oli sitd tarkempi spektri

I' resoluutiol-

saatiin. 1 cm™! resoluutiolla saatiin hieman tarkempia spektreji kuin 4 cm™
la. Spektrit mitattiin tistd huolimatta 4 cm~! resoluutiolla, jotta mittaus saataisiin suoritet-
tua lyhyemmissa ajassa. Skannauksien mééraksi valittiin 10. Kokeellisessa osassa esitetty-
jen spektrien mittauksista kerrotaan tarkemmin Karri Koskisen kandidaatintyossd "Humalan

aromi- ja katkeroaineiden analysointi”(Koskinen 2020).

Oluen makuun ja katkeruuteen vaikuttavien komponenttien analysointi aloitettiin analysoi-
malla livosta, johon on uutettu Mosaic-humalaa keittdmalld. Liuoksesta otettiin erilaisia
ndytteitd aikasarjana. Naytteet skannattiin ATR-FTIR-spektrometrilla. Kuvassa 10 nidkyy

mittauksesta saadut spektrit, joihin on tehty spektrometrissi oleva ATR-korjaus.
0.3
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Kuva 10. ATR-FTIR-spektrometrilla mitatut Mosaic-humalan aikasarjaspektrit spektrometrin
ATR-korjauksella.
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Kuvan 10 spektreistd huomataan, ettd humalauutoksessa oleva vesi vaikuttaa voimakkaasti
spektrin muotoon. Vesi peittdd alleen humalan komponenteista aiheutuvat piikit. Kuvassa 11
on ATR-FTIR-spektrometrilla mitattu veden spektri.
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Kuva 11. ATR-FTIR-spektrometrilla mitattu veden spektri spektrometrin ATR-korjauksella.

Seuraavaksi kokeiltiin Mosaic-humalan kuivahumalointia. Humalaa uutettiin veteen eri pi-
toisuuksina seuraavasti: 0.5 g, 3 g ja 6 g. Ndistd kolmesta liuoksesta otettiin ndytteitd aikasar-
jana seuraavasti: 1 h, 24 h ja 48 h. Kuvassa 12 on ATR-FTIR-spektrometrilla mitatut ndytteet
spektrometrin ATR-korjauksella. Koska humalan spektri nédytti jadvin edelleen veden spekt-
rin alle, kokeiltiin ndytteen kuivattamista ATR-FTIR-spektrometrin kiteen péille. Niin ollen
nidytteessd oleva vesi haihtui osittain pois, jolloin humalan erilaisista komponenteista aihei-
tuvia piikkejd saatiin ndkyviin. Kuvassa 12 on Mosaic-humalan kuivahumaloinnista saadut
spektrit ATR-FTIR-spektrometrin ATR-korjauksella.
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Kuva 12. ATR-FTIR-spektrometrilla mitatut Mosaic-humalan kuivahumalointispektrit

spektrometrin ATR-korjauksella.

Sitten pdddyttiin mittaamaan erilaisia humalalajikkeita kuivina pelletteind. Humalalajikkeis-
sa on vaihtelua o- ja [-hapon konsentraatioissa. Humalalajikkeita on eri maista seki eri
vuosina kasvatettuina. Kuvassa 13 on ATR-FTIR-spektrometrilla mitatut eri humalalajik-
keet spektrometrin ATR-korjauksella. Erilaisia taustankorjausmenetelmid toteutetaan niille

humalien spektreille, koska kuivahumalien spektreissd erottui eniten humalan komponentte-
ja.
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Kuva 13. ATR-FTIR-spektrometrilla eri humalalajikkeiden kuivista pelleteistd mitatut spektrit
ATR-korjauksella.

Lopuksi mitattiin vield lisdd humalalajikkeita kuivapelletteini, oluita, humalakasvin lehtid
sekd humalakasvissa olevaa siitepdlyd ja yhtd humalan komponenttia limoneenia. Lisiksi
mitattiin Mosaic-humalan tunnin kestineessi keitoksessa syntynyttd humalan kasviainesta.
Spektrit mitattiin ATR-FTIR-spektrometrilla ja niihin tehtiin spektrometrin ATR-korjaus ja
taustankorjaus. Kuvassa 14 on esiteltynd mittauksesta saadut oluiden spektrit, limoneenin
spektri sekd humalakasvin eri spektrit ATR-FTIR-spektrometrin ATR-korjauksella.
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Kuva 14. ATR-FTIR-spektrometrilla mitatut humalakasvin, limoneenin ja oluen spektrit

spektrometrin ATR-korjauksella.

Ensimmdiseni taustankorjausmenetelmind kokeiltiin lineaarista interpolaatiota. Lineaarinen
interpolaatio muodostettiin vuoden 2018 Mosaic-humalalle. Lineaarinen interpolaatio suori-
tettiin kahden spektripisteen kautta ATR-korjatulle spektrille siten, ettd spektrin alkupdasti
ja loppupaéésti valittiin halutut spektripisteet MATLAB:n ginput-toiminnon avulla. Ndiden
spektripisteiden vilille sovitettiin taustaviivaksi ensimmaéisen asteen funktio eli suora polyfit-
komennolla. Polyfit ratkaisee suoran kulmakertoimen ja vakiotermin. Niin saatu taustavii-
va vihennettiin ATR-korjatusta spektristd. Kuvassa 15 nidkyy Mosaic-humalan alkuperdinen
ATR-korjattu spektri, taustaviiva ja lineaarisessa interpolaatiossa kidytetyt spektripisteet sekd

lineaarisella interpolaatiolla taustakorjattu humalan spektri.
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Kuva 15. Lineaarinen interpolaatio kahden datapisteen kautta ATR-korjatulle Mosaic-humalan

spektrille.

Seuraavaksi kokeiltiin usean datapisteen kautta muodostetun taustafunktion poistamista Mo-
saic-humalan ATR-korjatusta spektristd. Taustafunktion muodostamista varten spektristd va-
littiin ensin MATLAB:n ginput-toiminnolla neljd spektripistettd. MATLAB:n fit-komennolla
sovitettiin valittuihin spektripisteisiin kolmannen asteen polynomifunktio fitType:lla poly3.
Coeffvalues-toiminnolla saatiin polynomisovituksessa kdytetyt parametrit, joiden avulla kol-
mannen asteen taustafunktio saatiin muodostettua. Saatu taustafunktio vdhennettiin ATR-
korjatusta Mosaic-humalan spektristd. Kuvassa 16 on Mosaic-humalan ATR-korjattu spektri,
neljin spektripisteen kautta muodostettu kolmannnen asteen taustafunktio ja taustakorjattu

spektri.
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Kuva 16. Usean datapisteen kautta muodostettu polynomiaalinen taustankorjausfunktio.

Polynomiaalisen taustafunktion tutkimista jatkettiin siten, ettd taustafunktio muodostettiin
paloittain spektrille. Ensin tutkittiin spektrin aaltolukualuetta vililli 3300-1801 cm™!. Talld
aaltolukualueella ilmenee vedestd aiheutuva leved ja korkea spektripiikki, joka pitiisi saa-
da suodatettua pois. Spektrin perusteella taustafunktioksi sopii jokin neljannen asteen poly-
nomifunktio. Tdten MATLAB:n ginput-toiminnolla valittiin kuusi spektripistetti, joihin fit-
komento sovitti neljannen asteen polynomifunktion fitType:lla poly4. Komennolla coeffva-
lues saatiin polynomisovituksessa kdytetyt parametrit, joiden avulla neljdnnen asteen poly-
nomifunktio muodostettiin. Lopulta ATR-korjatusta spektristd vihennettiin saatu taustafunk-
tio. Kuvassa 17 on alueen 3300-1801 cm™~! ATR-korjattu spektri, taustafunktioksi muodos-

tettu polynomifunktio ja sen sovituksessa kéytetyt spektripisteet sekd taustakorjattu spektri.
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Kuva 17. Alueelle 3300-1801 cm ™! suoritettu polynomiaalinen taustankorjaus.

Sitten tutkittiin samalla menetelmillda Mosaic-humalan niin kutsuttua sormenjalkialuetta va-
lilld 1800-400 cm~!. Tilld alueella taasen on monia humalan komponenteista aiheutuvia
spektripiikkejd. Spektrin perusteella kolmannen asteen polynomifunktio sopii taustafunk-
tioksi. Jdlleen MATLAB:n ginput-toiminnolla valittiin 6 spektripistettd, joihin fit-komento
sovitti kolmannen asteen polynomifunktion fitType:lla poly3. Coeffvalues-komennolla saa-
tiin polynomisovituksessa kdytetyt parametrit, joiden avulla taustafunktio muodostettiin. Lo-
pulta sormenjilkialueen spektristd vihennettiin taustafunktio. Kuvassa 18 on sormenjélkialu-
een ATR-korjattu spektri, taustafunktioksi muodostettu polynomifunktio ja sen sovituksessa

kiytetyt spektripisteet sekd taustakorjattu spektri.
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Kuva 18. Sormenjilkialueelle suoritettu polynomiaalinen taustankorjaus.

Sormenjilkialueelle sovitetun taustafunktion polynomiasteen vaikutusta pinta-alaan, joka jaa
raa’an spektrin, taustafunktion ja datapisteiden x = 1487 cm~! ja x = 1186 cm™! vilille
tutkittiin. Tarkasteltava alue on esitelty kuvassa 19. Taustafunktiot muodostettiin 6 data-
pisteen kautta fit-komennolla vaihdellen polynomifunktion astetta fitType:lla. Coeffvalues-
komennolla saatiin polynomisovituksen parametrit, joilla taustafunktio muodostettiin. Lo-
puksi pinta-ala laskettiin trapz-funktiolla siten, ettd ensin laskettiin raa’an spektrin ja x-
akselin viliin jddvi pinta-ala, jota rajoittaa suorat x = 1487 cm~! ja x = 1186 cm~!. Tisti
pinta-alasta vihennettiin taustafunktion ja x-akselin viliin jddva pinta-ala samoilla rajoituk-
silla. Sama laskukaava toistettiin eri asteisille taustafunktioille. Lopuksi pinta-aloja verrattiin

keskendin toisiinsa suhteellisena muutoksena. Tulokset 10ytyvit taulukosta 3.
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Kuva 19. Taustafunktion vaikutus pinta-alaan.

Mosaic-humalan spektrille kokeiltiin Savitzky-Golay-filtterid, joka laskee konvoluutiokertoi-
met, signaalin ensimmaéisen ja toisen derivaatan sekid approksimoi dataa polynomilla kdyttien
pienimmaén nelidsumman parametriarviointia (Martin 2020). Kuvassa 20 on esiteltynd Savitzky-

Golayn-filtterin kdyttd Mosaic-humalan ATR-korjatulle spektrille.
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Kuva 20. Derivatiivinen Savitzky-Golay-filtteri ATR-korjatulle Mosaic-humalan spektrille.

Humalan eri komponenttien puhtaita spektrejd 16ytyi NIST National Institute of Standards
and Technology datapankista. Datapankista sai D-limoneenin (Standards et al. 2020b) ja ka-
ryofylleenin (Standards et al. 2020a) transmittanssispektrit JCAMP-DX formaatissa. Namé
spektrit ladattiin MATLAB:iin jcampread-komennolla ja kuvaajat sai piirrettyd jcampStruct.-
Blocks-toiminnon kautta plot-komennolla. Koska spektrit olivat transmittanssispektrejd, pi-
ti spektrit muuttaa ensin absorbanssispektreiksi, jotta ne ovat vertailukelpoisia ATR-FTIR-
spektrometrilla mitattujen spektrien kanssa. Lopuksi humalan komponenttien spektrit piir-
rettiin samaan kuvaan ATR-FTIR-spektrometrilla mitatun ja taustakorjatun Mosaic-humalan
kanssa. Ndin ollen kuvasta voi pédtelld, mitkd humalan komponentit vaikuttavat Mosaic-
humalan spektripiikkeihin sijainnin, muodon ja korkeuden perusteella. Kuvassa 21 on Mosa-
ic-humalan taustakorjattu spektri sekd D-limoneenin, karyofylleenin ja ATR-FTIR-spektro-

metrilla mitatun limoneenin spektrit.
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Kuva 21. D-limoneenin ja karyofylleenin puhtaat spektrit sekd ATR-FTIR-spektrometrilla mitatut ja

taustakorjatut Mosaic-humalan ja limoneenin spektrit.
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5 TULOKSET

Mosaic-humalan ATR-korjatulle spektrille muodostetut eri asteen taustafunktiot ovat kuvat-
tuna kuvassa 22. Kuvassa nikyy, kuinka sovitukseen kiytettyjen spektripisteiden miirin ja
taustafunktion aste vaikuttavat taustakorjatun spektrin laatuun. Kéytettaessa MATLAB:n fit-
komentoa, sovituksessa kéytettidvien spektripisteiden lukumaééri tidytyy olla vihintddn yhden

verran suurempi kuin sovitettavan taustafunktion aste.

Toisen asteen taustafunktio Kolmannen asteen taustafunktio
0.1 0.1
‘% 0.08 E 0.08
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E 0.06 _"Ea '
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< < 0.02 .
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Kuva 22. Taustafunktion sovitukseen kéytettyjen spektripisteiden ja taustafunktion asteen vaikutus

taustankorjaukseen.

Sormenjilkialueelle sovitettujen eri asteisten taustafunktioiden vaikutusta pinta-alaan, joka
jdd raa’an spektrin, taustafunktion ja suorien x = 1487 cm™! sekd x = 1186 cm™! viilille
kisiteltiin kuvassa 19. Tulokset on esitelty taulukossa 3. Toisen asteen taustafunktiolla jad
selkedsti eniten pinta-alaa kuvatun alueen vilille. Kuvassa 23 on esitelty eri asteen tausta-

funktioiden sovitus sormenjilkialueen raa’alle spektrille.
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Kuva 23. Taustafunktion asteen vaikutus taustankorjaukseen sormenjélkialueella.

Taulukko 3. Tulokset taustafunktion vaikutuksesta pinta-alaan.

Taustafunktion Suhteellinen muutos
Pinta-ala

asteluku edelliseen verrattuna

2 4.8987 0

3 4.1662 -0.1495

4 4.2847 0.0284

5 4.2492 -0.0083

Savitzky-Golay-filtterin tulokset on esitelty kuvassa 20. Kuvasta huomataan, ettd ATR-korja-
tun Mosaic-humalan ensimmadinen derivaatta erottelee spektripiikkejd ja tuo pienempii piik-
keji esiin. Esimerkiksi aaltolukualueella 2400 cm™~! - 2000 cm~! tulee esiin piikkej, joita ei
alkuperiisessd spektrissid ndy. Ndin ollen derivaattaa voisi kdyttdd avuksi pienimpien spektri-
piikkien loytdmisessd. Toki spektrin derivointi siirtdd spektripiikkien paikkoja, jolloin kom-

ponenttien tunnistus hankaloituu. Spektrin toisen derivaatan tulkinta on vaikeampaa, koska
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se on paljon kohinaisempi verrattuna ensimmaéiseen derivaattaan.

ATR-FTIR-spektrometrin taustakorjaamasta Mosaic-humalan spektristd tunnistettiin spekt-
ripiikkejd IR-spektritaulukon avulla, jossa kaikki tunnetut spektripiikit on jaoteltu taajuusa-
lueittain (Merck KGaA 2020). Mosaic-humalan spektristd 10ydettiin kuusi piikkid, joille

loydettiin vastaavuudet IR-taulukosta. Ndma piikit on esitelty kuvassa 25.
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Kuva 24. Mosaic-humalan spektripiikkien analyysi.

Voimakas ja laaja piikki kohdassa x = 3309 cm~! viittaa O-H-venymiseen, joka aiheutuu ve-
destd ja alkoholista. Kohumuloni on yksi humalan komponenteista, jossa on O-H-ryhmié.
Voimakas ja kapea piikki kohdassa x = 2918 cm~! johtuu C-H-venymisesti. Piikki, jo-
ka on kohdassa x = 1445 cm™! aiheutuu taasen C-H-taipumisesta. C-H-sidokseen liittyvi
virihtelyi 16ytyy melkein jokaisesta humalan komponentista. Kohdan x = 1615 cm™! piik-
ki johtuu C=C-venymisestd. Kyseisid kaksoissidoksia 16ytyy ainakin seuraavista humalan
komponenteista: kohumuloni, myrseeni, humuleeni, karyofylleeni ja limoneeni. Piikki koh-
dassax = 1237 cm™! aiheutuu C-O-venymisesti. Kohdan x = 1029 cm ™! piikki taasen johtuu

C-N-venytyksestid. Taulukossa 4 on koottuna spektristd 10ytyneet piikit.
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Taulukko 4. Mosaic-humalan spektristd tunnistetut piikit.

Piikki [em~'] | Ryhmi | Viirihtely | Komponentti
3309 O-H Venyminen | Kohumuloni
] Suurin osa humalan
2918 C-H Venyminen
komponenteista
Kohumuloni, myrseeni,
1615 c=C Venyminen | humuleeni, karyofylleenti,
limoneeni
) ] Suurin osa humalan
1445 C-H Taipuminen
komponenteista
1237 C-0 Venyminen | Ei tunnistettu
1029 C-N Venyminen | Ei tunnistettu

Mosaic-humalaa siséltidvasti oluesta saatiin tunnistettua spektripiikkeji, jotka Ioytyivit myos
Mosaic-humalan spektristd. Kuvassa 25 on ATR-FTIR-spektrometrin taustakorjaamat Mosa-
ic-humalan spektri ja Mosaic-humalaa siséltdvin oluen spektri. Kuvaan on merkitty spektri-
piikit, jotka osuvat kohdakkain molemmissa spektreissda. Humalan O-H- ja C-H-venyminen
sekd C=C- ja C-N-taipuminen osuvat kohdakkain. Piikki kohdassa x = 1408 cm~! taasen ei
osu niin hyvin kohdakkain Mosaic-humalan spektrin kanssa. IR-spektritaulukon mukaan ky-
seisessd kohdassa on mahdollisesti O-H-taipumista (Merck KGaA 2020). Niin ollen oluen
voidaan olettaa siséltdvin ainakin kohumulonia, myrseenid, humuleenia, karyofylleenii ja li-
moneenia. Nimi komponentit vaikuttavat oluen katkeruuteen ja tuovat olueen muun muassa

sitrus- ja puuaromeita.
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Kuva 25. Mosaic-humalaa siséltdvén oluen spektripiikkien analyysi.

Spektripiikkien tunnistamisen tueksi kdytettiin Teemu Héarkdsen koodaamaa ohjelmaa, joka
muodostaa spektrille taustamallin sekd laskee dekonvoluution ja tilastollisen piikkisovituk-
sen (Harkonen 2020). Télla ohjelmalla tehtiin dekonvoluutio ja tilastollinen piikkianalyy-
si jo valmiiksi taustakorjatuille Mosaic-humalan spektreille sormenjilkialueella. Tilastolli-
nen piikkisovitus on mallinettu julkaisun “Bayesian Modelling and Quantification of Raman
Spectroscopy”’mukaisesti kdyttden Lorentzin, Gaussin tai pseudo-Voigtin funktiota (Moo-
res et al. 2016). Tidssd tapauksessa mallinnuksessa on kéytetty Voigt-funktiosta saatavia vii-
vanmuotoja. Kuvassa 26 on tilastollinen piikkisovitus Mosaic-humalan sormenjilkialueelle,
johon on sovitettu neljinnen asteen taustafunktio. Kuvan haalealla vérilld piirretyt alueet
kuvaavat spektripiikkien 95 % ennustevilejd. Spektripiikin odotusarvo on kuvattu haaleata

aluetta vastaavalla viivalla.
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Kuva 26. Tilastollisen piikkianalyysin tulokset Mosaic-humalan sormenjilkialueelle.

Tilastollisen piikkianalyysin perusteella ja pienemmaén tarkastelualueen ansiosta taustakorja-
tusta Mosaic-humalan sormenjélkialueen spektristd erottuu useita piikkejd. Piikit tunnistet-
tiin IR-spektritaulukon avulla (Merck KGaA 2020). Huomattavin ero kuvaan 24 verrattuna

on se, etti kuvan 26 spektrin kohdassa x = 1737 cm™!

esiintyy piikki, joka ei ole niin hel-
posti tunnistettavissa kuvan 24 spektrissd. Tdma piikki aiheutuu C=0-venymisestid. Kyseisid
C=0-sidoksia 10ytyy muun muassa humulonista, kohumulonista ja adhumulonista, joten ky-
seisen piikin olettaisi 16ytyvin humalan spektristi. Lisiksi kohdista x = 1425 cm™! ja x =

1340 cm™! 16ytyy O-H-venymisti. Kohdassa x = 1102 cm™! on taasen C-O-venymisti.
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6 JOHTOPAATOKSET

Oikean taustamallin valinta tarkasteltavalle spektrille ei ole suoraviivaista. Jos taustamallik-
si sovitetaan polynomifunktiota, voi spektrin muodon perusteella péételld polynomifunktion
asteluvun. Selkedsti lineaarisesti muuttuvalle spektrille sopii taustafunktioksi suoran funktio.
Jos spektrin taustalla on havaittavissa kaarevuutta, sopii taustafunktioksi paremmin esimer-
kiksi toisen asteen tai kolmannen asteen polynomifunktio. Muodostettu taustafunktio ei saa

leikata alkuperiisti raakaa spektrid, koska silloin spektripiikit saattavat vadristya.

Tarkastellessa kuvaa 22 voidaankin todeta, ettd parhaiten Mosaic-humalan spektrin tausta-
funktioksi sopii toisen asteen polynomifunktio, joka on kehitetty kolmen datapisteen kautta.
Taustafunktio ei leikkaa alkuperdistd spektrid ja se silmdmaiiréisesti asettuu oikealle kohdal-
le. Kuvasta huomataan my0s taustafunktion muodostamisessa kaytettdvien spektripisteiden
madrin vaikutus taustankorjauksen laatuun. Nayttda siltd, ettd mitd enemmin spektripisteiti
kiytetddn sovituksessa sitd huonommin taustafunktio asettuu spektriin. Esimerkiksi kuvas-
ta 22 huomataan, ettd taustafunktion sovittamisessa kéytettyjen spektripisteiden lisdéntyessi
taustafunktio ei asetu endd yhtd hyvin spektrin taustaksi. Lisidksi taustafunktion asteluvun
kasvaessa taustafunktio leikkaa useammin alkuperdistéd spektrid, jolloin taustakorjattu spekt-

ri on vadristynyt.

Polynomifunktion sovituksessa kdytettdvien spektripisteiden valinta ei ole yksinkertaista.
Valinnassa tdytyy ottaa huomioon se, ettd kyseinen kohta spektrissd asettuu nollaksi, kun
alkuperiisesti spektristd vihennetdédn taustankorjausfunktio. Télloin saattaa vahingossa me-
nettdd spektripiikin. Tdmén perusteella kuvassa 22 olevat neljdnnen ja viidennen asteen taus-
tafunktiot ovat kyseenalaisia, koska varsinkin sormenjilkialueella (1800-400 cm™") saattaa
ilmeti piikkejd, jotka tulevat vasta dekonvoluution avulla erotetuksi muiden piikkien joukos-

ta.

Tarkasteltaessa Mosaic-humalan sormenjilkialuetta, taustafunktioksi ndyttéisi parhaiten aset-
tuvan kuvan 23 perusteella joko neljdnnen tai viidennen asteen polynomifunktio kuuden
spektripisteen kautta kehitettynd. Taustafunktiot niyttidvit ulkoisesti samalta, mutta taulu-
kosta 3 huomataan, etti viidennen asteen polynomifunktio kaartuu enemmén kohti raakaa
spektrid kolmannen ja neljannen spektripisteen vililld, koska spektrin ja taustafunktion viliin
jadva pinta-ala tédlld alueella on pienempi. Lisdksi huomattavaa on se, ettd polynomifunktion
muodostamisessa kdytettyjid spektripisteitd on valittu my0ds sormenjilkialueen keskeltd, jol-

loin on mahdollisuus vahingossa menettéd jokin spektripiikki.

Tilastollisen piikkianalyysin myoté pienien ja spektrissé piilossa olevien piikkien tirkeys ko-

rostuu. Esimerkiksi prosessin laadunvalvonnassa juuri ndma piikit saattavat vaikuttaa mer-



41

kittdvésti prosessiin. Pohdittavaa on kuitenkin se, ettd prosessin laadun varmistamiseksi ko-
ko spektrin tarkkailu ei vilttimaittd ole oleellista, jolloin taustankorjausta ei tarvitse tehdd
koko spektrille. Nidin ollen voidaan keskittdd seuranta pienemmélle alueelle, jolle saadaan
optimoitua sopivin taustankorjaus.
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7 YHTEENVETO

Tyon tarkoituksena oli tunnistaa oluen spektristd humalan spektri ja erotella oluen makuun
vaikuttavia komponentteja. ATR-FTIR-spektrometrilld analysoitiin eri humalalajikkeita seki
humalan komponentteja, kuten a-happoa ja limoneenia. ATR-FTIR-spektrometrilld analy-
soitiin my®0s erilaisia oluita, humalakasvia sekd humalakeitoksia. Ty0 rajattiin keskittyméén
Mosaic-humalan spektriin sekd Mosaic-humalaa sisdltdvddn olueen. Humalan komponent-
tien tunnistus aloitettiin itse humalan spektristd, josta siirryttiin tunnistamaan vastaavia kom-

ponentteja oluen spektristé.

Tyo aloitettiin tutustumalla Fourier-muunnos infrapunaspektroskopian teoriaan. Ensin kési-
teltiin infrapunaspektroskopiaa, jossa keskusteltiin infrapunaspektrin muodostumisesta, mo-
lekyylien infrapuna-aktiivisuudesta seki infrapuna-aktiivisten molekyylien viridhtelytyypeis-
td. Sitten siirryttiin itse Fourier-muunnos infrapunaspektroskopiaan, jossa keskusteltiin tek-
niikan toimintaperiaatteesta, Michelsonin interferometristd ja FT-IR-spektrometriin liitetti-
vistda ATR-kiteestd. Lopuksi késiteltiin itse Fourier-muunnoksen merkityksestd FT-IR-spek-

troskopian suhteen ja vield tarkemmin infrapunaspektrista.

Jotta komponenttien tunnistus olisi mahdollista, spektrejd piti kisitelld matemaattisesti, kos-
ka raaka spektri sellaisenaan ei tuota tarpeeksi informaatiota. Spektrien matemaattinen késit-
tely tehtiin MATLAB-ohjelmistolla. Matemaattiseen kisittelyyn siséltyi polynomiaalinen
taustankorjaus, spektrin pinta-alan laskenta ja derivatiivinen Savitzky-Golay-filtteri. Spek-
trethin tehtiin myos Teemu Hérkosen kehittdmaélld ohjelmalla dekonvoluutio ja tilastollinen

piikkianalyysi.

Spektreille saatiin muodostettua erilaisia polynomiaalisia taustankorjausfunktioita. Kokonai-
selle Mosaic-humalan spektrille taustafunktioksi asettui parhaiten toisen asteen polynomi-
funktio kolmen spektripisteen kautta kehitettynd. Paloittain tarkasteltuna Mosaic-humalan
sormenjilkialueelle taustafunktioksi asettui parhaiten neljdnnen tai viidennen asteen poly-
nomifunktio, joka oli kehitetty kuuden spektripisteen kautta. Mosaic-humalan aaltolukualu-
eelle 3300-1801 cm~! taustafunktioksi asettui neljinnen asteen polynomifunktio. Savizky-
Golayn derivatiivisen menetelmin tuloksista ensimmaiinen derivaatta erotteli spektripiikkeji
ja toi pienempid piikkejd esiin. Ensimmadistd derivaattaa pystyi kdyttdmiin apuna pienem-
pien spektripiikkien 10ytamisessd. Menetelmén toinen derivaatta oli paljon kohinaisempi ver-

rattuna ensimmadiseen derivaattaan, jolloin sen tulkinta oli vaikeampaa.

Mosaic-humalan spektristd tunnistettiin kuusi piikkid. Piikit viittasivat sithen, etti huma-
lan komponenteissa on O-H-, C-H-, C=C-, C-O- ja C-N-virihtelyd. Niistd C-O- ja C-N-

virdhtelyd ei tunnistettu entuudestaan tiedossa olevista Mosaic-humalan komponenteista.
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Tilastollisen piikkianalyysin ja pienemmén tarkastelualueen myotd Mosaic-humalan sor-
menjilkialueelta tunnistettiin myds C=0-vérihtelyi. Oluesta 10ydettiin vastaavuuksia Mosa-
ic-humalan spektriin. Oluen todettiin sisdltivin ainakin kohumulonia, myrseenid, humulee-
nia, karyofylleenii ja limoneenia. Nimé komponentit vaikuttavat oluen katkeruuteen ja tuo-

vat olueen muun muassa sitrus- ja puuaromeita.

Polynomiaalisen taustafunktion sovittaminen raakaan spektriin ei ole suoraviivaista, koska
sovituksessa kéytettavien spektripisteiden valinta vaatii huolellisuutta. Spektripisteiden vali-
nassa tdytyy ottaa huomioon se, etti kyseiset pisteet asettuvat taustakorjatussa spektrissa nol-
laksi. Tdlloin on mahdollisuus vahingossa menettdd jokin spektripiikki. Lisdksi taustafunk-
tion asteluvun valinnassa tiytyy ottaa huomioon raa’an spektrin taustan muoto. Lineaarisesti
muuttuvalle spektrille sopii taustafunktioksi parhaiten suoran funktio. Kaarevalle taustalle
asettuu taasen paremmin esimerkiksi kolmannen asteen polynomifunktio. Téarkeintd poly-
nomifunktion sovituksessa taustan malliksi on se, ettd taustafunktio ei leikkaa alkuperiisti

spektrid, koska tilloin taustakorjattu spektri on vééristynyt.

Tilastollisen piikkianalyysin perusteella pystyttiin todistamaan se, etti myos pienet piikit
ovat tirkeitd. Tilanteesta riippuen taustankorjauksen voi keskittdd kokonaisen spektrin sijaan
vain esimerkiksi sormenjilkialueelle, jolloin muu osa spektristi ei vaikuta sormenjélkialueel-
le asetettavaan taustafunktioon. Niin ollen saadaan optimaalisin taustafunktion sovitus halu-
tulle alueelle. Toisaalta kokonaisen spektrin tulkinta on my®0s tirkeédd, koska pienikin muutos

tarkasteltavan alueen ulkopuolella saattaa vaikuttaa esimerkiksi prosessin laatuun.
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