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Populiarvetenskaplig sammanfattning

Industrin 4r 1 behov av online-métningar for att folja och styra batch- och kontinuerliga processer.
En snabb och tillforlitlig teknik for att folja &ndringar in en processtrom ar spektroskopi, i
synnerhet néra infrardd (NIR). Online NIR-spektroskopi utfors med transmission (pd homogena
klara vitskor) eller med reflektion (pa heterogena fasta material). For turbida vitskor behovs en
prob som kan méta integrerande dver stora ytor och med olika intrangningsdjup 1 vétskan. Vi
konstruerade en saddan prob och testade dess egenskaper med hjilp av statistisk forsoksplanering
och multivariat data analys. En jamforelse gjordes dven med en kommersiell prob. Mejeriavfall
som gér till anaerob rotning dr en typisk turbid vétska utan reproducerbara egenskaper. For att
simulera mejeriavfallets turbiditet anvandes 10sningar av reproducerbara méngder mjolkpulver.
Som testfaktorer anvindes 1) olika mangder turbiditet (mjolkpulver koncentration), 2) temperatur
och 3) mangden analyt.

JamfOrelsen av proberna visar att den konstruerade proben har ndstan samma egenskaper som den
kommersiella och att den géar att anvénda for olika slags at-line och on-line process métningar.
Skillnaden &r att den kommersiella proben dr dmnad for immersion i vétskan medan den nya
proben ér till for mitning genom ett fonster i en vitska som blir pumpad. Férsoksplaneringen ger
en bra insyn i vilka faktorer som &r viktiga for en stabil och reproducerbar métning.

English summary

The process industry needs fast online measurement for monitoring batch and continuous
processes. Near infrared (NIR) spectroscopy is a fast and reliable technique often used for this
purpose. One can apply NIR spectroscopy in transmission mode (for homogeneous liquids) or in
reflectance mode (for inhomogeneous solids). For turbid liquids, there is a need for a probe that
can measure over larger areas and with flexible penetration depths. Such a probe was constructed
and tested using experimental design and multivariate data analysis. This was done in comparison
with a commercial probe. Dairy waste used for anaerobic fermentation is a typical turbid liquid,
but not very homogeneous. To simulate the turbidity of dairy products, solutions of well-known
amounts of milk powder were used. The factors used in the experimental design were turbidity
(amount milk powder) / temperature / amount of analyte present.

The comparison of the probes shows that the constructed probe has comparable properties to the
commercial one and that it can be used for different at-line and on-line measurements. The
difference is that the commercial probe is meant for immersion in the liquid while the new
construction is a non-contact cell through which the liquids are pumped. The results of the
experimental design give a good insight in which factors are important for a stable and
reproducible measurement.






Introduktion

Spektroskopiska tekniker kan anvindas online for att f6lja processer i realtid (1, 2). Médtningen
gors med transmission pa homogena och klara vétskor och med reflektion pa fasta material. Fasta
material dr ofta inte homogena och diarfér maste man integrera dver en storre yta. Med klara
vitskor har man en fast kyvettbredd. Med fasta material ar intrdngningsdjupet varierande och
okédnd.

En del material utgdr ett mellanting mellan fast och flytande och till denna klass hor turbida
vitskor. Ibland har man svart att bestimma hur turbida material skall mitas men om vitskan inte
absorberar for mycket ljus &r transflektans en bra metod. Transflektans innebdr att stralning
transmitteras/absorberas av ett delvis transparent material varvid det triffar en hogreflektiv yta
vilket far strdlningen att gd ungefdr samma vig tillbaka. Saledes innebdr den transreflektiva
métningen att provets djup/bredd effektivt fordubblas.

Ett flertal studier har utforts pa mjélk och mjolkpulver (3, 4, 5). I dessa studier har man tagit upp
problematiken med ljusspridning som beror av partikelstorlek och koncentration samt vikten av
att ha en stor métyta for att minimera den.

Projektet forfogar Gver tva olika Nir instrument (Foss 6500 och Tec5 Handy Spec). Till Foss
instrumentet fanns en glasfiberbaserad immersionsprob for transflektansmitning men till Tec5
fanns det endast rena transmissions- eller reflektions prober. D4 ingen av dessa kunde anvédndas
for on-line métning, bestimde vi oss for att konstruera en egen transflektansprob som mojliggdr
on-line métning.

Kravet pé proben var:

- kan anvédndas som genomstromningsprob for turbida vétskor
- tillater integrerad métning Gver en relativ stor yta

- mojlighet att justera intrdngningsdjup



Utforande
Konstruktion av transflektanprob

En genomstromningstransflektanscell konstruerades av Unimeg, Umea Universitet, se fig. 1.
Tillsammans med instrumentets reflektansprob blir detta en funktionell transflektionsprob.
Transflektans méts genom att mediet belyses med reflektansproben, det ljus som tringer genom
provet traffat en blank rédfflad yta av stdl varvid ljuset ater reflekteras till proben.

fastanordning

stallskruvar for
spaltbredd

spegel
glas

In/ut flode

Figur 1: Byggskisser pa den stallbara transflektanscellen.

Efter som reflektansproben belyser provet snett sa kridvdes att den blanka ytan riafflades for att
ljuset skulle kunna reflekteras i ritt riktning, se fig. 2. Spaltbredden kan dndras genom att
forflytta reflektansytan i hojdled genom att skruva pa stéllskruvarna (se fig. 1). Genom att koppla
pa slangar pa in- och utkanal och pumpa vitska genom cellen fés ett system som dr lampligt for
on-line applikationer i laboratorieskala. For att minska risken for turbulens nér provet pumpas
genom cellen sa konstruerades den med trianguldr 6ppning for in och utloppet.

Prob

Prov

SRR < Rifflad stilyta

for reflektion

Figur 2: Visar hur ljuset belyser provet innan det reflekteras tillbaka till proben.




Mjolkpulver design

For att utvdrdera den nya métcellen designades ett forsok pa ett artificiellt avloppsvatten fran ett
mejeri ddr mjolkpulver (Nestle NIDO) blandades med vatten och etanol (Solveco 95%) tillsattes
som analyt, se bilaga 1. De tre faktorer: mjélkpulver (g) / etanol (g) / temperatur (°C) varierades
pa 3 nivéer i en 3”3 design och 5 replikat mittes i centrumpunkten, se fig. 3. Designen
konstruerades 1 MODDE (6) och analyserades 1 Evince (7)

J 7, %
J % %

Etanol (g)
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<
2

Mjolkpulver (g)

Figur 3: 3"3design med 5 replikat i centrumpunkten.

For att undersoka hur spaltbredden paverkar méitresultaten varierades dven denna pé 3 nivaer, det
var dock inte tekniskt mdjligt att variera spaltbredden under forsokets gang utom hela designen
mittes innan spaltbredden éndrades. Designen maittes med tva olika NIR instrument (se bilaga 2
for detaljer om apparaturen) och triplikat togs pé proven:1) TecS med spektralt omrdde mellan
305 och 2200 nm med en resolution pa 10 nm. Métningarna pa mjolkproverna utférdes som en
online applikation dér reflektansproben sattes mot transflektanscellens glas och provet pumpades
genom cellen mha. en slangpump (Hanna vwr fastload), se fig. 4a. 2) Foss 6500 med spektralt
omréde mellan 400 och 2500 nm med resolution pa 2 nm. Transflektansmétningarna togs med en
standard fiber-optisk immersionprob med stéllbar spaltbredd (fig. 4b). Mitningarna gjordes at-
line métning, dvs. proben stoppades ner i provldsningen som rordes om med en magnetloppa.
Mitningen initierades med en manuell knapptryckning i instrumentdatorns mjukvara



Figur 4: a) Transflektanscell med en stéllbar spegel innanfor ett glasfonster. Cellen anvands
tillsammans med Tec5’s reflektansprob. b) Foss 6500 fiberoptisk immersionsprob for
transflektans méatningar.



Resultat

Mjolkdesign

Abstrtyance
Absorbance

1 a) T = D)

“"2 '3"2'5 '2‘2-5 ':‘2'5 '5‘2'5 &3 1200 1400 1600
Wavetength (nm) Wavelength (nm)

Figur 5: NIR spectra for en centrumpunktsmétning (0, 0, 0) vid 0.8 mm spaltpredd a) Tec5 b)
Foss 6500

Proverna innehaller mycket vatten och det kan forvéntas att vattentopparna inte ger nagon
information eller blir brusiga. De brusiga omradena av spektrumen fran Foss instrumentet (1400-
1520 och 1870-2500 nm) (fig. 5a) och for TECS (1880-2200 nm) (fig. 5b) uteslots. Méatningarna
utviarderades med multivariat statistik, dir grunderna finns beskrivna i in Beebe et al. och i Nes
et al. (8, 9). Mitningarna frdn de bada instrumenten sattes samman till varsin matris (Foss
(95x1249), Tec5 (96x2068)) och PCA berdknades med korsvalidering. Spaltbredden hade en stor
betydelse darfor var det endast mgjligt att forutom spaltbredden se pdverkan av mingden

mjolkpulver, se fig. 6.

mijolkpulver
Q-1

1[3) (4.01%)
1[2) (19.2%)

L N A R N S
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Figur 6: PCA scoreplottar visar grupperingar m.a.p. spaltbredd (ellipser i figurerna) och
mjolkpulver (se figurens teckenforklaring) for de bada instrumenten a) Tec5 b) Foss6500

For att kunna utvirdera de dvriga designparametrarna gjordes dérfor lokala modeller for de tre
olika spaltbredderna. For Foss instrumentet visade sig tre av mitningarna utforda med 0.8 mm
spaltbredd vara outliers i t1/t2. Det kan bero att mitningarna delvis utforts péa luftbubblor da den
smala spaltbredden gor det svart for provet att penetrera in. For Tec5 sags inga outliers.



De lokala matriserna analyserades med PLS leave-one-class-out full korsvalidering dar varje
klass (ddr en klass utgdrs av en position i designen) uteslots en géng. De lokala modellerna
ananlyserades med och utan SNV forbehandling. I de lokala PLS-score plottarna (fig.7) kunde
separation ses for mdngden mjdlkpulver (s& ndr som pa ett objekt som troligen beror pé att prover
blivit forvixlade vid métning pa Foss 6500) och en tendens till separation for temperatur och
etanol.
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Figur 7: PLS singel y scoreplottar (mj6élkpulver, temperatur och etanol) for Foss 6500 och Tecb
lokala modeller matta med 2.4 mm spaltbredd och férbehandlade med SNV.

Den storsta spaltbredden predikterade méingden etanol bést, det var dd& mojligt att med béda
instrumenten och med och utan forbehandling prediktera méngden etanol, se tabell 1. Med SNV
behandling var det dven mojligt att med Foss instrumentet prediktera etanolhalten vid 1.6 mm
spaltbredd. Detta kan bero pa att storre spaltbredder innebér att en storre méngd prov maéts vilket
kan vara fordelaktigt ndr laga koncentrationer ska mitas och SNV behandling minskar den
spridningseffekt mjolkpulvrets har pa ljuset.

Tabell 1: Tabell dver PLS resultat for Foss och Tec5 med och utan SNV férbehandling

Spaltbredd Faktor c Tecs Foss
(mm) TR SNV CTR SNV
N [A RMSECV A RMSECV N A RMSECV A RMSECV

Mijslkpulver (g) 2 0.04 2 0.05 2 0.04 2 0.05

0.8 Etanol (g) 32 | - - - - 29
Temperatur (°C) - - - - 6 1.7 3 1.8
Mijslkpulver (g) 3 0.02 3 0.02 2 0.02 2 0.31

1.6 Etanol (g) 32 | - - - - 31 7 0.24
Temperatur (°C) 3 1.6 3 1.7 3 2.1 3 2.2
Mijolkpulver (g) 4 0.03 3 0.05 2 0.06 2 0.06

2.4 Etanol (g) 32 |7 0.37 5 0.27 327 0.32 5 0.3
Temperatur (°C) 4 1.7 4 1.9 6 1.8 5 1.7
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Jamforelse av FOSS 6500 och Tech5

For att jamfora instrumentuppséttningarnas formaga att méta mjolkproverna sa analyserades de
mot varandra. Detta gjordes genom att berdkna PLS dér ena instrumentets spektrum (X matris)
anvéandes for att predikterade det andra instrumentets spektrum (Y matris). Lokala modeller for
de olika spaltbredderna med och utan forbehandling med SNV anviéndes. Prediktionsférméigan
var ndstan lika bra for bada instrumenten, men med SNV férbehandling var Tec5 var ndgot battre
pa att prediktera Foss instrumentet &n vice versa, se tabell 2.

Tabell 2: Prediktionsformaga mellan de béda instrumenten.

Férbehandling Modell Spaltbredd (mm)| A |R2X_Cum |R2Y_Cum | Q2_Cum
0.8 3 1.00 0.93 0.91
Foss vs. TecS 1.6 3 1.00 0.99 0.99
2.4 2 1.00 0.88 0.85
CTR 0.8 3 1.00 0.90 0.86
Tech vs. Foss 1.6 3 1.00 1.00 1.00
2.4 2 0.98 0.91 0.88
0.8 2 0.97 0.85 0.81
Foss vs. TecS 1.6 3 1.00 0.97 0.96
2.4 3 1.00 0.88 0.84
SNV 0.8 2 0.94 0.89 0.86
Tec5 vs. Foss 1.6 3 0.98 0.99 0.98
2.4 3 0.98 0.89 0.85
Slutsatser

Resultaten fran de bada instrumentuppstdllningarna var likvédrdiga. Detta visar att
transflektanscellen fungerar tillfredstidllande och den &r séledes ett bra komplement som ocksa
mojliggdr on-line applikationer i labbskala. Studien visar att for vdra métningar &r en stor
spaltbredd att foredra samt att spektrumen bor forbehandlas med SNV innan analys. Det visade
sig att mingd mjolkpulver var den viktigaste faktorn foljt av temperatur. Oftast ger en forsta
forsoksplan och dess analys information om hur nista forsoksplan borde konstrueras for att battre
resultat ska kunna erhallas. Materialet som anvdnds hir behdovde komplettering med nya
experiment (ny forsoksplan) och dessa blir publicerade i1 internationell vetenskaplig litteratur
under 2014 eller 2015.

Tack

Vi vill tacka EU, Botnia-Atlantica, Region Visterbotten och Osterbottens forbund for
finansieringen av Mare Purum som mgjliggjort denna studie.
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Bilaga 1: Beskrivning av material anvianda i mjolkpulverdesignen

Mjolkpulver:

Nestle, NIDO fetmjolkspulver

Amnen: Helmjolk, emulgeringsmaterial (Sojapektin)
Innehéllsforteckning (per 100g):

Protein 257 g

Kolhydrater 36.5¢g

Fett 282 ¢g

Etanol:

Solveco 95%
Analytical grade
Cas-nr: 64-17-5
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Bilaga 2: Spektrometrarna

Foss 6500

Foss 6500 dr en VIS-NIR spektrometer. Strilningskédllan &r en kvartshalogenlampa som ger
kontinuerlig stralning i hela det 6nskade omradet. Monokromatorn 4r en gittermodell som ror sig
over olika vinklar for att skicka utvalda vaglidngder till detektor. Detektorn bestdr av tva
kiselceller for omradet 400-1100 nm och fyra PbS celler for omradet 1100-2498 nm. Man fér ett
reflektansresultat varje 2 nm men monokromatorn upplosning ligger ndra 5-6 nm. Normalt
anvinder man reflektion frdn provhallare fyllda med fasta material, men det finns ocksa
mojlighet att anvinda transmissionkyvetter for vitskor. For industriella tillimpningar finns det en
fiberoptiktillsats. Denna anvéndes i denna rapport.

Kalibreringen sker genom att man méter genom en tom och torr kyvett eller reflektans fran en
inbyggd Spectralon skiva.

I fiberoptiken finns fibrer som leder strlningen fran lampan till provet men ocksa returfibrer som
leder stralningen ut frén provet till detektorn. Som avslutning finns det en safirspegel, se figur 4.
Avstdndet mellan spegel och fibrerna kan justeras. Kalibrering sker ofta genom att mita
reflektansen fran spegeln utan vitska.

Spektrometern kopplas till en dator med RS232. Datorn anvéinder Vision mjukvara fran Foss for
att styra apparaten och for att generera spektrala filer i olika format.

TecS

Tec5 spektrometern anvinder en basmodul fran Carl Zeiss. Belysningen bestar av tva
kvartshalogenlampor som belyser provet under 45 grader vinkel. Det finns ocksa en
transmissionsmodul med kyvetthdllare for vétskor. Stralningen fran provet gar via fiberoptik till
en fast monokromator och sedan till en diode array detektor med 256 dioder. Vaglangder 305-
2200 nm kan mdtas. Spektral upplosningen dr kring 10 nm. Det finns inga rorliga delar,
ndgonting som anses vara perfekt for industriella tillimpningar.

Kalibreringen sker med en tom kyvett for transmission eller med en Spektralon skiva for
reflektion.

Apparaten kopplas till en dator med USB. Agrospec mjukvaran styr mitningarna och ger
datafiler med spektral information.
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