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Opinnaytety6 tehtiin Roal Oy:lle, joka on teollisia entsyymeja valmistava
bioteknologia-alan yritys. Tyon tarkoituksena oli validoida laadunvalvontalaboratorion
uusi entsyymiaktiivisuusmenetelmé kayttden Tecan Fluent -pipettirobottia.
Analyysimenetelmana kaytettiin kolorimetristda DNS-menetelmaa, joka perustuu
pelkistavien sokereiden maaritykseen.

Validointi tehtiin neljalla eri entsyymivalmisteella: kahdella nestenaytteella ja kahdella
kuivanaytteelld, joista tehtiin erilaisia laimennoksia. Maaritettaviksi validoinnin
kasitteiksi valittiin lineaarisuus, mittausepavarmuus, uusittavuus, toistettavuus seka
toteamis- ja maaritysrajat. Substraatin tarkka kuvaaminen jatetaan tyéssa
mainitsematta sen salassapitovaatimuksen takia. Tydossa myos selvitettiin, onko
substraatin pakastuksella vaikutusta tulosten luotettavuuteen.

Toistettavuutta selvitettiin tutkimalla yhden analyytikon mittaustulosten sisaisia
keskiarvoja ja keskihajontoja ja uusittavuutta selvitettiin kolmen analyytikon
keskindisista vastaavista. Yhdestéa nestenaytteesta tehtiin analyyseja myos
tutkimuksen ja tuotekehityksen laboratoriossa ja niiden tuloksia kasiteltiin
uusittavuusmittauksissa. Mittausepavarmuudelle oli oma laskentaosio
validointipohjalla. Lineaarista mittausaluetta mitattiin tekemall& useita eri
laimennoksia oletetulta absorbanssialueelta.

Suurimmaksi osaksi validoinnissa verrattiin suhteellisia keskihajontoja ja keskiarvoja.
Tavoitteena oli saada keskihajonnat alle 10 %:iin, ja tdssa onnistuttiin hyvin.
Uusittavuusmittauksien keskiarvoissa oli eri analyysintekijéiden valilla tilastollisesti
merkitsevaa eroavuutta, mutta tulokset olivat muuten arvoiltaan tarpeeksi samaa
luokkaa keskendan. Mittausepavarmuudeksi ja laajennetuksi mittausepavarmuudeksi
oli tavoitteena saada alle 20 %, ja tadss&kin onnistuttiin. Lineaariseksi mittausalueeksi
saatiin ~0,2-1,2, mik& eroaa hieman absorbanssiarvovalin alkuoletuksesta ~0,2-1,3.
Validointi on onnistunut ja uuden entsyymiaktiivisuusmeneteman kayttoa voidaan
jatkaa.
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The thesis work was carried out for biotechnology company Roal Oy, which
manufactures industrial enzymes. The purpose was to validate a new enzyme activity
method using Tecan Fluent pipetting robot. The analyzing method was a colorimetric
DNS-method, which is based on the quantification of reducing sugars.

Four different enzyme products were used in the validation: two liquid products and
two dry matter products with different dilutions. The validation parameters that were
used were linearity, measurement uncertainty, reproducibility, repeatability and limits
of quantification and determination.

The repeatability measurements were done by one analyst and the reproducibility
measurements by three different analysts. Analyses were also done from one liquid
sample in the research and development laboratory, and the results were examined
in the reproducibility measurements. The measurement uncertainty was calculated
from the validation Excel. The linearity was examined by making different dilutions
from the assumed linear absorbance range.

The main examined statistical parameters were averages and standard deviations
from the data. The goal to get the standard deviation results under 10 % was
successful. There was a statistically significant difference between the averages in
the reproducibility results, but they did not vary considerably. The goal for the
measurement uncertainty to get under 20 % was successful. The linearity range was
0.2-1.2, which is a little narrower than the assumed absorbance range 0.2-1.3.

The results show that the validation was successful, and thus the use of the enzyme
activity method can be continued.
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1 Johdanto

Teollisia entsyymeja valmistava Roal Oy on bioteknologia-alan yritys, jonka
ydinosaamista ovat Trichoderma-, Aspergillus- ja Bacillus-fermentoinnit, joista
jalostetaan neste- ja jauhetuotteita eri teollisuusalojen sovelluksiin. Yli 90 %
tuotteista menee vientiin maailmanlaajuisesti, ja tarkoituksena on luoda tervetta

kestavaa kasvua teollisten entsyymien maailmanlaajuisilla markkinoilla. [1.]

Entsyymituotteisiin kuuluvat elintarvike-, rehu-, tekstiili- ja tekniset entsyymit,
joita valmistetaan tuotannossa fermentointiprosessilla nykyaikaisella

teknologialla [2].

Opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida Tecan Fluent -pipettirobotille
asennettu analyysiohjelma, jota kaytetdan entsyymiaktiivisuuden
maarittdmiseen. Menetelman validointi on tarpeellista, jotta voidaan saada
varmennus sille, etta se toimii sille tarkoitettuun kayttoon soveltuvalla tavalla.
Tavoitteena on saada mittaustulokset tiettyjen raja-arvojen sisalle, jotta

saadaan varmuus menetelman oikeellisuudesta ja luotettavuudesta.

Entsyymiaktiivisuusmenetelman validoinnissa maaritettaviksi kasitteiksi
valikoituivat toteamis- ja maaritysrajat, lineaarisuus, toistettavuus, uusittavuus ja
mittausepévarmuus. Analyyseissa mitattiin eri entsyymivalmisteita neste- ja
jauhemuodossa eri laimennoksia tekemalla. Mittaustuloksia tutkittiin validointiin
tarkoitetun laskentapohjan avulla, jolla saatiin maaritettya validoinnin kasitteet.
Olennaisin tieto saatiin keskiarvoja, keskihajontoja ja suhteellisia keskihajontoja

tarkastelemalla.



2 Entsyymit teollisuudessa
2.1 Teollisuusentsyymit

Monilla teollisuudenaloilla hyddynnetaan entsyymikatalysoituja reaktioita, silla
niiden kaytto kasvattaa tuotantotehokkuutta ja synnyttaa taloudellisia saastoja.
Bakteerit, hiivat ja homeet soveltuvat hyvin entsyymien tuotantoon niiden

edullisuuden, tehokkuuden ja nopeuden ansiosta. [3.]

Elintarviketeollisuudessa ja leivonnassa kaytettyja elintarvike-entsyymeita
kaytetd&dn muun muassa viinien valmistuksessa ja taikinan parantajina.
Rehuentsyymeita kaytetdan kohentamaan ravintoaineiden imeytymista eldimen
ruuansulatuselimistdssa, ja tekniset entsyymit auttavat muun muassa

farkkukankaan kasittelyssa ja pesuaineiden valmistuksessa. [4.]

Mikrobit soveltuvat hyvin entsyymien teolliseen tuotantoon, silla ne kasvavat
nopeasti halvoilla raaka-aineilla ja tuottavat korkeita proteiinipitoisuuksia seké

solun sisalle etta kasvuliuokseen [5, s. 112].

2.2 Hydrolaasit

Entsyymit jaotellaan kuuteen paaluokkaan niiden katalysoimien reaktioiden
perusteella, joissa kussakin on alaluokkia sen mukaan, millaisia substraatteja
entsyymit kayttavat ja mita reaktioita ne katalysoivat. Naitd paaluokkia ovat
oksidoreduktaasit, transferaasit, hydrolaasit, lyaasit, isomeraasit ja ligaasit [5, s.
55].

Suurin osa teollisuusentsyymeista on hydrolaaseja, jotka pilkkovat muun
muassa tarkkelyksen, selluloosan ja proteiinien kaltaisia polymeereja tai
oligomeerisia dekstriineja, raffinoosia, sakkaroosia ja laktoosia. Hydrolaaseja
tuotetaan Aspergillus- ja Trichoderma-suvun homeista seka Bacillus-suvun
bakteereista [5, s. 112].



3 Entsyymiaktiivisuus ja mittausmenetelmat

3.1 Entsyymiaktiivisuuden mittaaminen

Entsyymin aktiivisuus ilmoitetaan yleensa aktiivisuusyksikkona U, unit. Talloin 1
U muuntaa 1 mikromoolin substraattia reaktiotuotteiksi minuutissa (umol/min) ja
spesifinen aktiivisuus on U/mg. Entsyymiaktiivisuutta mitataan maarittamalla
syntyneen lopputuotteen maara aikayksikdssa tai maarittamalla kuluneen
substraatin maara. Lopputuotteen maaran mittaaminen on useimmiten tarkempi
ja herkempi mittaustapa, koska aineen syntymista on helpompi mitata kuin
pitoisuuden alenemista. Lopputuotteena saadaan varillista tuotetta, jonka

syntymista voidaan mitata spektrofotometrilla. [5, s.53.]

Fotometria on yksi kaytetyimpi& entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen kaytettyja
analyysimenetelmia sen luotettavuuden, selkean tekniikan ja kohtuullisen

hintaisen laitteiston ansiosta [6].

3.2 Kolorimetrinen DNS-menetelma

3,5-dinitrosalisyylihappoa (DNS) kaytetaan pelkistavien sokereiden pitoisuuden
maarittdmiseen. Kun eméksinen DNS-reagenssi reagoi pelkistavien sokereiden
kanssa, se pelkistyy 3-amino-5-nitrosalisyylihapoksi. Reaktiossa muodostuva
oranssin varinen tuote, joka absorboi valoa aallonpituudella 540 nm, mitataan
spektrofotometrilla. [7.] Mitd tummempi vari ilmenee, sita suurempi pelkistavien
sokereiden pitoisuus on. Kun reaktio-olosuhteet on séadetty oikein, syntyneen
varin voimakkuus eli absorbanssi on suoraan verrannollinen entsyymin

maaraan, joka voidaan laskea [5, s.53].



4 Tecan Fluent -pipettirobotin toimintaperiaate

Tecan Fluent -pipettirobotin etuihin kuuluu tuottavuuden ja analyysimenetelmien
tarkkuuden lisadminen. Laitetta pystytaan ohjelmoimaan FluentControl-
ohjelmiston avulla, ja kosketusnaytto selkeyttdd kayttoa. Laite raataloidaan
vastaamaan kunkin laboratorion tarpeita valitsemalla mukaan tarvittavat
moduulit. Laite on ohjelmoitavissa FluentControl-ohjelmiston avulla. [8.] Alla
olevassa kuvassa 1 on Tecan Fluent 780 -pipettirobotti kokonaisuudessaan,
josta nahdaan robotin tyopoyta, robottikadet, pipetinkarjet ja kosketusnaytto.

Kuva 1. Tecan Fluent 780 -pipettirobotti [9].

Laitteesta 10ytyy kaksi automatisoitua nesteteenannostelussa toimivaa
robottikatta seka kuoppalevyja siirtava vastaava. Niiden etuihin kuuluu nopeat ja

sulavat liikkeet seka liikeratatoiminto z-akselilla alhaalta ylos.

Kuvassa 2 on havainnollistava kuva 8-karkisen joustavan robottikasivarren
rakenteesta ja liikkeradoista (Liquid Flexible Channel Arm; Liquid FCA). Sen
toimintoihin kuuluu reagenssien ja naytteiden pipetoiminen eri tilavuuksilla.

Karkien etaisyytta toisistaan voidaan vaihdella jousto-ominaisuuden ansiosta.

[9.]



Kuva 2. Flexible channel arm (FCA-robottikasivarsi). X: liikerata vasemmalta
oikealle, Y: karkien liikerata edesta taakse, Y-S: karkien etaisyys toisistaan (9—
38 mm), Z: liikerata alhaalta yl6s. [9.]

Toinen automatisoidussa nesteenkasittelyssa kaytetty MCA384-robottikasivarsi
toimii korkealla nopeudella, pipetointitarkkuudella ja mahdollistaa korkean
tuottavuuden automatisoidulla nesteenkasittelylla. Silla on 384 samanaikaisesti
liikkuvaa kanavaa, joiden avulla silla pystytaan pipetoimaan 384-kaivoisiin
kuoppalevyihin. Sen avulla pipetointinopeutta ja -tehokkuutta saadaan lisattya

suuremmissa kuoppalukemissa. Kuvasta 3 nahdaéan sen rakenne ja liikeradat.

[9.]



Kuva 3. Multiple channel arm (MCA-robottikasivarsi). A: 384-kanavainen
pipetointipaa, B: adapteri karjille. X: liikerata vasemmalta oikealle. Y: liikerata
edesta taakse. Z: liikerata alhaalta yl6s. [9.]

5 Validoinnissa kaytetyt kasitteet
5.1 Toteamis- ja méaaritysrajat

Toteamisraja on pienin pitoisuus tutkittavaa yhdistetta tai muuta biologista
tekijaé, joka voidaan todeta luotettavasti. Kvantitatiivisessa kemiassa
toteamisrajan maaritys perustuu taustan hajonnan tutkimiseen analysoimalla
nollandytetta toistuvasti. Kaytdnnossa se maaritetdén pitoisuudeksi, joka on
yhta suuri kuin kolme kertaa nollanaytteen keskihajonta. Nollanaytteen sijasta
voidaan kayttad myos naytettd, joka sisaltda hyvin pienen pitoisuuden

mittaavaa analyyttia. [10.]

Maaritysraja tulee todeta kayttden sopivaa varmennettua vertailumateriaalia.

Useimmiten suositellaan 6—10 mittauksen toistamista. Se on tavallisesti



kalibrointikdyran alhaisin piste nollandyte pois lukien. Useimmiten
maaritysrajojen katsotaan olevan 5, 6 tai 10 kertaa nollanaytteen keskihajonta.
Toteamisrajan ja maaritysrajan valiin jaa alue, jolla analyytti voidaan
luotettavasti todeta, mutta sen kvantifiointi sisaltdd huomattavan

epavarmuuden. [10.]

5.2 Lineaarisuus

Lineaarisuudella tarkoitetaan analyyttisen menetelman kykya antaa tietylla
alueella hyvaksyttava lineaarinen korrelaatio tulosten ja naytteiden tutkittavan
aineen pitoisuuden valilla. Lineaarisuuden maarittdminen suositellaan
tehtavéaksi yleensa vahintaan viidella eripitoisella naytteella nollanaytteen
liséksi, joiden mitattavan aineen pitoisuus kattaa koko vaadittavan
mittausalueen. Lineaarisuustutkimusten avulla maaritetaan analyysimenetelmén
luotettava mittausalue, jolla hyvaksyttava tarkkuus ja tasmallisyys voidaan
saavuttaa. [11.] Alla olevasta kuvasta 4, jossa on esitettyna vasteen suhde
maaritettyyn pitoisuuteen, voidaan silmamaaraisesti arvioida menetelman

lineaarinen alue [11, s. 29].

Lincaarinen alue

M

ritysraja

misraja

Tyoskentelyalue

v

Konsentraatio

Kuva 4. Analyysimenetelman lineaarisuus [11].



Mittausalueella tarkoitetaan sitd analyytin pitoisuusaluetta, jossa menetelmaa
voidaan kayttaa kayttotarkoitukseensa soveltuvalla tarkkuudella.
Optimipitoisuusalueella kalibrointisuora on lineaarinen. Lineaarinen alue kuvaa
sita mittausaluetta, jolla analysoitavan yhdisteen vaste kayttaytyy lineaarisesti
konsentraatioon nahden. Mittausalueen alkupaassa on rajoittavana tekijana
menetelman toteamis- tai maaritysraja ja loppupadssa mittalaitteen kyky

havainnoida analyytin pitoisuuden tai suureen muutoksia. [10.]

Tulosten avulla laaditaan regressiosuora kayttamalla pienimman neliGsumman
menetelmaa ja graafisesta esityksesta voidaan silmamaaraisesti arvioida
menetelman lineaarinen alue [11, s. 29]. Regressiosuora mallintaa kahden

muuttujan valista lineaarista yhteytta ja siita kaytetaan kaavaa 1.
Y=b,+b x (1)
jossa

Y = Y-muuttujan ennustettu arvo
b, = regressiosuoran vakiotermi
b, = regressiokerroin
x = X-muuttujan arvo

Pienimman nelicsumman menetelmé& perustuu regressioanalyysin
jddnnostermien tarkasteluun, jossa jokaiselle Y-muuttujan arvolle y; voidaan
maarittaa mallin avulla ennustettu arvo Y;. Jaannostermit eli residuaalit
kuvaavat todellisen Y-muuttujan arvon ja ennustetun arvon Y erotusta ja
pienemman nelicsumman menetelméan avulla pyritaéan maarittamaan
regressiosuora, jota kaytettaessa nelidityjen jadnnodstermien yhteenlaskettu

summa olisi mahdollisimman pieni. [12, s. 238.]



Pistejoukkoon sovitetun regressiosuoran yhtalon parametrit lasketaan
pienimman neliGsumman menetelman avulla seuraavilla kaavoilla 2 ja 3

muodostamalla muuttujien X ja Y havaintoarvoista havaintopareja [12, s. 239].

_ n(Zxyi)—(Ex)(Zy;)
by = - @
bozwzy—blf 3)
jossa

b; = kulmakerroin

b, = leikkauspiste

n = havaintoarvojen lukumaara

x; = X-muuttujan havaintoarvot

y; = Y-muuttujan havaintoarvot

y = Y-muuttujan havaintoarvojen keskiarvo
X = X-muuttujan havaintoarvojen keskiarvo

Jaannostermit kuvastavat selittamatta jaanytta vaihtelua. Ne sisaltavat muun
muassa malliin kuulumattomien muuttujien vaikutuksen, mittaus- tai

tallennusvirheet ja satunnaisvaihtelun. [13.]

Pistejoukkoa mallinnetaan regressiosuoralla, joka kulkee sen lapi.
Jaannostermit maaritellaén jokaisen pisteen pystysuorana etaisyytena
regressiosuorasta. Jadnnostermien summa pienenee tai kasvaa sen mukaan,

missa asennossa ja mihin kohtaan koordinaatistoa suora asettuu pisteisiin
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nadhden. Regressioanalyysin tehtdvana on taten maarittad paras mahdollinen

paikka ja asento suoralle. [12.]

Korrelaatiokertoimella mitataan muuttujien valisen yhteyden voimakkuutta ja se
on standardoitu muuttujien valisen lineaarisen yhteyden estimaatti, jolloin
kaikkien mahdollisten muuttujaparien valinen korrelaatio on jokin luku valilla [-
1,1]. Muuttujien valilla ei ole lineaarista yhteytta, jos korrelaatiokerroin on lahella
nollaa. Mita lahempana korrelaatiokertoimen itseisarvo on arvoa 1 sitéa

voimakkaampi ja systemaattisempi on lineaarinen yhteys. [12.]

5.3 Toistettavuus

Toistettavuus on tulosten vélinen yhtapitavyys, kun maaritykset tehdaan
samoissa olosuhteissa, samasta naytteestda, samalla menetelmalla, saman
tekijan toteuttamana, samalla laitteella samassa laboratoriossa, lyhyen aikavalin
sisdlla. Toistettavuutta voidaan testata joko kvalitatiivisesti tai kvantitatiivisesti.
[11.]

5.4 Uusittavuus

Uusittavuus on tulosten valinen yhtapitavyys, kun méaaritykset tehdaan samalla
menetelmalla muuttaen yhta tai useampaa seuraavista: mittauslaite,
suorituspaikka, suorittaja tai muu oleellinen tekija tai tehden mittaukset

aikavalein, jotka ovat pitkéat verrattuna yksittaisen mittauksen kestoaikaan. [11.]

Uusittavuutta testattaessa voi vaatimuksena olla, ettd vertailtavat tulokset

vastaavat toisiaan 95 %:n luottamustasolla.

5.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus kuvaa yleisluonteista mittaustulosten vaihtelua, ja se on
maaritelty virherajojen avulla. Jokaiseen menetelmaan liittyy tietty epavarmuus,

joka johtuu virheista tai epatarkkuuksista naytteenotossa, naytteen
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sailytyksessa, laitteissa ja analyysin eri vaiheissa. Mittausepé&varmuus on
tulokseen liittyva arvio rajoista, joiden valissa "oikea” arvo on tietylla
todennakoisyydelld. Mittausepavarmuuden méaaritelmassa esiintyva parametri

voi olla esim. keskihajonta tai puolet luottamusvalin leveydesta. [10.]

5.6 Hypoteesien testaus

Tilastollisten testien avulla tutkitaan perusjoukosta tehtyjen olettamusten el
hypoteesien paikkansa pitavyytta. Toista vaihtoehdoista nimitetaan
nollahypoteesiksi HO ja toista vaihtoehtoiseksi hypoteesiksi H1. Nollahypoteesi
on perusolettamus ja sita pidetddn totena, kunnes toisin pystytadn osoittamaan.
Jos loydetaan todisteet nollahypoteesia vastaan, se hylataan ja vaihtoehtoinen

hypoteesi tulee voimaan. [13, s.175-176.]

Hylkaamisvirheen tekemisen todennékdisyyttad kutsutaan merkitsevyystasoksi.
Tilasto-ohjelmien automaattisesti laskemaa hylkaamisvirheen todennakaoisyytta
kutsutaan p-arvoksi. Se osoittaa, kuinka suuri on vaaran johtopaatoksen
todennakoisyys, jos nollahypoteesi hylatdén. Toisin sanoen se osoittaa, kuinka

suurella todennékdisyydella vaihtoehtoinen hypoteesi on vaara. [13, s. 177.]

5.7 Riippumattomien otosten t-testi

Riippumattomien otosten t-testi on yksi kaytetyimpia tilastollisia testeja, ja sita
kaytetddn kahden otoksen keskiarvojen vertailemiseen, kun testin ennakko-
oletukset tayttyvat. Oletuksiin kuuluu, ettd satunnaismuuttujan jakaumat
perusjoukossa noudattavat normaalijakaumaa ja keskihajontojen voidaan
olettaa olevan molemmissa perusjoukoissa samansuuruisia. [12, s.186.]

Testisuure saadaan laskettua kaavalla 4.
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X1—X2
=7 (4)
512 522
_+_
nig nz
jossa

X; = tulosten keskiarvo
s; = tulosten keskihajonta
n; = tulosten otoskoko

Testisuure noudattaa t-jakaumaa vapausastein df = n; + n, — 2. Testisuureen
itseisarvosta tulee suuri, kun muuttujien keskiarvojen erotuksen itseisarvo on

suuri.

6 TyOn suoritus ja analyysin vaiheet
6.1 Naytteet

Analysoitavina naytteina kaytettiin kahta kuiva- ja kahta nestenaytetta, joissa oli
eri entsyymiaktiivisuustasot. Naytteet olivat peraisin Trichoderma- ja
Aspergillus-homekannoista. Toinen nestenayte oli analyysissa kaytettava
vertailunéyte, josta tehtiin analyyseja myo6s tutkimuksen ja tuotekehityksen
laboratoriossa. Varsinaisiin analyysimittauksiin valikoitui vertailundyte, toinen

kuivanaytteistd seka nestenayte.

Kuivanaytteita punnittiin noin 0,5 g 100 ml:n mittapulloihin ja suurimpaan osaan
mittauksista paadyttiin analysoimaan vain toista kuivanaytetta. Nestenaytetta
punnittiin noin 0,25 g 25 ml:n mittapulloihin ja vertailundyte aspiroitiin suoraan 2
ml:n Eppendorf-putkesta. Punnitut nestenaytteet taytettiin merkkiin 0,05 M
natriumasetaattipuskuriliuoksella, jonka pH oli 5,0. Kuivanéaytteet punnittiin
vetokaapissa kayttden moottoroitua hengityssuojainta, kertakayttoista

suojatakkia, -laseja, -kasineita seka hiusverkkoa entsyymien allergisoivuuden
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takia. Ne taytettiin myos 0,05 M natriumasetaattipuskuriliuoksella hieman
merkin alle ja laitettiin magneettisekoitukseen liukenemaan 20—-30 minuutiksi

ennen lopullista merkkiin tayttamista.

6.2 Analyysin kulku

6.2.1 Alkuvalmistelut

Substraatti valmistettiin joka kerta erikseen, silla pakastetusta sulatettuna siihen
muodostui herkasti sakkaa ja saadut tulokset olivat matalampia.
Substraattijauhetta punnittiin 0,25 g 100 ml:n mittapulloon, liuotettiin 0,05 M
natriumasetaattipuskuriin magneettisekoituksessa ja taytettiin merkkiin. Ennen
laimennosvaihetta kaynnistettiin Tecan Fluent -pipettirobotti, siihen kytketty
tietokone ja analyysiohjelma seka laitettiin kosketusnayton asetukset valmiiksi,

mihin kuului muun muassa kuoppalevyblokkien esilammitys.

6.2.2 Laimennosvaihe

Tarkoituksena oli [6ytaa sopivat laimennoskertoimet eri
entsyymiaktiivisuuspitoisuustason omaaville naytteille, jolloin absorbanssiarvo
osui tasaisesti oletetulle lineaariselle alueelle 0,2-1,3. Naytteet laimennettiin
0,05 M natriumasetaattipuskuriliuoksella, jonka pH oli 5,0 kayttaen
automatisoitua kosketusnaytéllista Hamilton Microlab 600 controller -
ruiskulaimenninta. Soveltuvimmat laimennokset naytteille saatiin selvitettya
jakamalla naytteen arvioitu entsyymiaktiivuus sadalla, josta voitiin viela lahtea
hiomaan tarkempaa suuntaa laimennokselle. Vertailunaytteessa
laimennoskertoimena kaytettiin 1:900, kuivanaytteessa 1:2 ja nestenaytteessa
1:35. Laimennetut naytteet sailyivat noin nelja tuntia, joten niita ei ollut

valttamatonta mitata valittdmasti laimentamisen jalkeen.
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6.2.3 Ajon kdynnistdminen Tecan Fluent 780 -pipettirobotilla

Laimennosvaiheen jalkeen nayteputket siirrettiin Tecan Fluent -pipettirobotille ja
tehtiin tarvittavat valmistelut ennen ajon kaynnistamista. Tahan kuului
olennaisimpana reagenssien ja kuoppalevyjen asettelu oikeille paikoille
kosketusnaytdn ohjeistuksen mukaisesti seka naytemaaran ilmoittaminen
ohjelmaan. Tarvittaviin reagensseihin kuuluivat 70 ml 0,05 M
natriumasetaattipuskuriliuosta, 25 ml substraattiliuosta, 100 ml entsyymireaktion
pysaytykseen kaytettya DNS-reagenssia, sekd 2 ml standardiliuosta, josta
pipettirobotti laimentaa eri pitoisuudet standardisuoraa varten. Noin tunnin
kestavaan analyysiohjelmaan kuului kaksi vaihetta: entsyymireaktiovaihe seké

DNS-reaktiovaihe. Yhteen ajoon mahtuu maksimissaan 32 naytetta.

6.2.4 Analyysiohjelman vaiheet Tecan Fluent 780 -pipettirobotilla

Ensimmaiseen osioon kuuluu entsyymireaktiovaihe ja toiseen osioon
varinmuodostava DNS-reaktiovaihe. Ajon alussa tapahtuu substraatin lisays
syvakuoppalevylle, minka jalkeen nollanaytekuoppiin ja standardinaytekuoppiin
lisatadn DNS-reagenssi. Standardisuorat laimennetaan seitsemall& eri
pitoisuudella standardiliuoksesta ja laimennospisteista tehdaan kolme
rinnakkaismaaritysta. 90 sekuntia kestavan 1 000 rpm:n sekoitusvaiheen
jalkeen alkaa reaktion aloitusvaihe, jolloin naytekuoppiin lisatdan naytemaaréat
koeputkista, jonka jalkeen levya sekoitetaan 10 sekunnin ajan. Inkubointiaika 37

°C:ssa kestada 15 minuuttia.

Reaktion pysaytysvaiheessa DNS-reagenssin lisdys naytekuoppiin pysayttaa
entsyymireaktion, jonka jalkeen tulee 10 sekunnin sekoitus. Seuraavaksi
lisatadn sama maara naytetta nollanaytteisiin kuin varsinaisissa naytteissa ja
sekoitetaan minuutin ajan. DNS-reaktiovaihetta varten robottikasi siirtdéa
syvakuoppalevyn sekoituksesta kuumennetulle blokille, jolloin 8 minuuttia
kestava inkubointi alkaa 105 °C:ssa. Taman jalkeen kuumennettu blokki
jaahdytetddn 4 °C:seen ja 5 minuutin jalkeen levy siirretadan sekoitukseen 3

minuutiksi. Lopuksi tulee minuutin kestava sekoitusvaihe 20 °C:ssa.
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Taulukossa 1 on tiivistettyna analyysiohjelman eri vaiheet, kestoajat ja

reagenssien lisaykset naytteiden ja nollanéytteiden osalta.

Taulukko 1. Analyysinvaiheiden kulku Tecan Fluent 780 -pipettirobotilla.

Reaktio Reagenssit Nayte Nollanayte
substraatti 225 pl 225 pl

entsyymireaktio-vaihe DNS-reagenssi ) 335 4l
sekoitus 1 000 rpm/90 s sekoitus sekoitus
entsyyminaytteen lisays 25 pl -
sekoitus 1 000 rpm/10 s sekoitus sekoitus
inkubointi 15 min 37°C [ 15 min

37°C
DNS-reagenssi 375 ul -
sekoitus 1 000 rpm/10 s sekoitus sekoitus
entsyyminaytteen lisays - 25 ul
sekoitus 1 000 rpm/60 s sekoitus sekoitus
inkubointi;

DNS-reaktiovaihe syval_<uoppalevyn siirto 8 min 8 min
sekoituksesta 105°C 105°C
kuumennetulle blokille
Blokkien jaahdytys 4 °C 5 min 5 min
Syvakuoppalevyn siirto
sekoitukseen 20 °C 3 min 3 min
sekoitus 1 000 rpm/60 s sekoitus sekoitus

DNS-reaktiovaiheen jalkeen FCA-robottikasivarsi pipetoi syvakuoppalevyn

reaktioseoksista 200 pl 96-kuoppaiselle mittauslevylle, mink& jalkeen voidaan

aloittaa analyysi kuoppalevylukijalla.
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Kuvassa 5 nakyy Tecan Fluent -pipettirobotin tydpoyté kokonaisuudessaan.
Meneilla&n on analyysivaihe, jossa FCA-robottikasivarsi pipetoi
syvakuoppalevylle.

et

A

S

s 7 2T Rl e L T TS

Kuva 5. Pipetointi syvakuoppalevylle Tecan Fluent -pipettirobotilla.

6.2.5 Analyysi kuoppalevylukijalla

DNS-reagenssin aiheuttama varinmuutos naytteissa kuoppalevyilla nahdaéan
kuvasta 6. Ensimmaisella rivistolla vasemmalta oikealle katsottuna nakyy yksi
kolmesta standardisuoran rinnakkaismaarityksesta. Seuraavaksi tulee
nollanaytteet, varsinaiset naytteet ja lopuksi loput kaksi standardisuoran
rinnakkaismaarityksista.

Kuva 6. Valmiit naytteet kuoppalevyilla menossa mitattaviksi spektrofotometriin.
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Ajon jalkeen valmis naytekuoppalevy siirrettiin alla olevan kuvan 7 Tecan

Infinite M200 -spektrofotometriin, joka mittasi naytteiden absorbanssiarvot

aallonpituudella 540 nm.

Kuva 7. Tecan Infinite M200 -spektrofotometri.

Mitatuista naytteista laskettiin Excel-analyysiohjelmalla entsyymiaktiivisuus
(U/g), entsyymikonsentraatiot laimennoksessa (g/ml), sokereiden pelkistavat
paat (umol/ml) seka keskiarvot, keskihajonnat ja suhteelliset keskihajonnat. Alla

on avattu, miten entsyymiaktiivisuus lasketaan analyysiohjelmalla.

absorbanssierotus = entsyyminaytteen absorbanssi — nollanaytteen absorbanssi (5)

entsyymikonsentraatio = massa (g)/tilavuus (ml)/jatkolaimennos (6)
pelkistavat paat (umol/ml) = 31—6 * (absorbanssierotus — b) @)

jossa x = kulmakerroin ja b = leikkauspiste

entsyymiaktiivisuus = pelkistavat paat/entsyymikonsentraatio/ reaktioaika (8

Analyysiohjelma vahentaa suorien pisteiden absorbanssiarvoista nollanaytteen
absorbanssit ja laskee kunkin suoran pisteen entsyymikonsentraation
keskiarvot. Suorien pisteiden keskiarvoista muodostetaan suora, joka osoittaa

tulosten oikeellisuuden ja selitysasteen.
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6.3 Validoinnissa kaytetyt mittaustavat

Lineaarisuusmittaukset tehtiin yhdesta nestenéaytteesta useilla eri laimennoksilla
lineaarisen mittausalueen selvittamiseksi. Mittauksia tehtiin eri kerroilla
vaihtelevilla laimennospisteilla. Naytteen aiemmissa mittauksissa kaytetysta
laimennoskertoimesta 1:35 ja silla saatujen absorbanssiarvojen keskiarvon ~0,5
avulla saatiin laskettua lineaariselle alueelle osuvan absorbanssiarvon

laimennoskerroin kaavalla 9.

_ 35%0,5
o= )

a = selvitettava laimennoskerroin

b = haluttu absorbanssiarvo

35 = naytteesta aiemmin kaytetty laimennoskerroin

0,5 = naytteesta aiemmin saatujen absorbanssiarvojen keskiarvo

Tehtiin laimennospisteet kahdeksalla eri laimennoksella, joista oli nelja
rinnakkaismaaritysta. Ensimmaisella mittauskerralla mittauksiin siséltyi myos
pisteet, jotka olivat oletetun lineaarisen mittausalueen ulkopuolella, jotta néhtiin
ero lineaarisen ja epélineaarisen alueen valilla. Toisella mittauskerralla
tarkoituksena oli tehdéa laimennospisteet pienemmalta absorbanssiarvovalilta,

jotka olisivat tarkemmin lineaarisella mittausalueella.

Uusittavuusmittaukset tehtiin kolmen eri analyysintekijan suorittamana. Kaikissa
mittauksissa kaytettiin samaa laitteistoa ja toimittiin tydohjeen mukaisesti.

Kolmesta eri naytteesta tehtiin 15 rinnakkaismaaritysta.

Toistettavuusmittaukset tehtiin yhden analyysintekijan suorittamana samoista
kolmesta naytteesta ja samoilla punnituksilla kuin uusittavuusmittauksissa 15

rinnakkaismaarityksella.
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7 Tulokset

7.1 Toteamis- ja maaritysrajat

Toteamis- ja maaritysrajat testattiin tutkimusosastolla analysoimalla vetta 40
kertaa. Toteamisraja eli LOD saatiin kaavalla 10 lisdamalla pitoisuuden
keskiarvoon keskihajonta kerrottuna kolmella. Maaritysraja LOQ saatiin kaavalla
11 lisdamalla pitoisuuden keskiarvoon keskihajonta kerrottuna kuudella.

Tulosten keskiarvoksi saatiin 0,469 U/g ja keskihajonnaksi +/- 0,199 U/g.

LOD = pitoisuuden keskiarvo + (3 - s) (20)

0,469 U/g + (3 - 0,199 U/g) = 1,066 U/g ~ 1,1 U/g

LOQ = pitoisuuden keskiarvo + (6 - s) (11)

0,469 U/g + (6 - 0,199 U/g) = 1,663 U/g ~ 1,7 U/g

Toteamisrajaksi saatiin 1,1 U/g ja maaritysrajaksi saatiin 1,7 U/g. Koska
entsyymivalmisteet ovat tyypillisesti voimakkaasti konsentroituja, arvoilla ei ole

kaytannon merkitysta tuloksiin.

7.2 Lineaarisuus

Lineaariseksi mittausalueeksi arvioitiin absorbanssiarvovalia 0,2—-1,3 ja
tarkoituksena oli selvittda, pitdako arvio paikkansa. Tavoitteena oli saada
korrelaatiokertoimeksi vahintaan 0,999 ja rinnakkaisnaytteiden suhteelliseksi

keskihajonnaksi alle 10 %.

Alla olevissa kuvaajissa (kuva 8) on esitetty absorbanssiarvot
enstyymikonsentraation funktiona. Entsyymikonsentraatiot on laskettu kaavalla
6 jokaisessa laimennospisteessa. Voidaan silmamaaraisesti nahda, etta
lineaarisuus on suurinta absorbanssialueilla ~0,2—1,2. Toisen mittauskerran

kuvaajasta ndhdaan, etta pienimmalla laimennoksella tehty piste ylittaa
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lineaarisen alueen arvioidun ylarajan absorbanssiarvolla ~1,4. Voidaan todeta,

ettd lineaarisuus vahenee lievasti absorbanssiarvon 1,3 ylityttya.

Kuvaajille on laskettu korrelaatiokertoimet Excel-ohjelman avulla. Tarkemmat
mittaustulokset kuvaajista 10ytyvat liitteesta 1.

Absorbanssiarvo entsyymikonsentraation
funktiona

1.80 1.61
1.60 143 .4

1.40
120 | ¥=0.2073x-0.0729

_ 0.93
1.00 Re=09928 Tl
0.80 0.64 ’
0.60 0.45

0.40 0.21
0.20 0.16
0.00

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Entsyymikonsentraatio - 10" “ (g/ml)

Absorbanssiarvo

Absorbanssiarvo entsyymikonsentraation
funktiona

1.60 1.39
1.40 y =0.2143x - 0.1359 =
1.20 R2=0.9973

1.00 o
0.80 61

0.60
0.40 0.25
0.20 0.22

0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Entsyymikonsentraatio - 10 # (g/ml)

1.10

Absorbanssiarvo

Kuva 8. Ensimmaisen ja toisen mittauskerran lineaarisuuskuvaajat.

Tehtiin liséksi suorat edellisten suorien lineaaristen alueiden pisteista, joille
saatiin selkeasti suurempi korrelaatiokerroin. Alla olevista kuvaajista (kuva 9)

nahdaan, etta korrelaatiokerroin on molemmissa vahintaan 0,999. Korkeampi
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korrelaatiokerroin osoittaa, ettd lineaarisuus on suurinta absorbanssivalilla
~0,2-1,2.

Absorbanssiarvo entsyymikonsentraation

funktiona
1.40
o 1.20 1.17
S 1.00
g - y = 0.2344x - 0.1501
@ 0.80 R2=0.9999
S 0.60
3
2 0.40
< 0.20 0.21
0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Entsyymikonsentraatio - 10 # (g/ml)
Absorbanssiarvo entsyymikonsentraation
funktiona
1.20 1.10
o 1.00 y = 0.2248x - 0.1637
f- 2 =
£ 080 R2 = 0.9991
(]
(%)
S 0.60
2
$ 0.40
é 0.25
0.20 0.22
0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

Entsyymikonsentraatio - 10 * (g/ml)

Kuva 9. Ensimmaisen ja toisen mittauskerran lineaarisuuskuvaajat lineaariselta
alueelta.

Tehtiin Excel-ohjelman regressioanalyysilla jagannostermitarkastelu molempien
kuvaajien lineaaristen mittausalueiden laimennospisteille. Kuvasta 10 ndhdaan,
ettd jaannostermit asettuvat molemmissa jadnndskaavioissa satunnaisesti

nollatason molemmille puolille, joten voidaan todeta lineaarisuuden olevan hyva



absorbanssiarvovalilla ~0,2—1,2. Tarkemmat tulokset regressioanalyysista

loytyvat liitteesta 2.

Jaannodskaavio
0.006 -
2

0.004 -
5 0.002 - .
:g 0 T T T T 1
: . 1. 2. ) 4. .
E _O_OOQQOO 000 @ 2.000 3.000 000 5.000

-0.004 -

-0.006 - _ , ¢

Entsyymikonsentraatio (g/ml)
Jaannodskaavio
0.01 -

0.005 - ¢ ¢
- *
-i, 0 T ‘ T ‘I T 1
2 0l5 1.5 2.5 3.5 4.5 5.5
5 -0.005 -
«©
Lo )

-0.01 -

*
-0.015 - . .
Entsyymikonsentraatio (g/ml)

Kuva 10. Jdannostermikuvaajat ensimmaiselta ja toiselta mittauskerralta

laimennospisteilla 18—-65 ja 18—60.
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Alla olevassa taulukossa 2 nékyy laimennospisteet, absorbanssiarvot (abs ero),

entsyymiaktiivisuuden keskiarvo (U/g), entsyymikonsentraatio (g/ml),

keskihajonta (SD) ja suhteellinen keskihajonta (RSD%), jotka saatiin Excel-

laskentaohjelmalla laskettua.
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Taulukko 2. Ensimmaisen ja toisen mittauskerran lineaarisuusmittaustulokset
eri laimennospisteilla.

Ensimmaisen mittauskerran tulokset
laimennos | abs ero keskiarvo |entsyymikonsentraatio | SD |RSD%
(Ulg) (g/ml) (Ulg)

1:12 1,6082 3413 0,00084433 35 1,0 %
1:14 1,4255 3553 0,00072371 49 1,4 %
1:18 1,1702 3799 0,00056289 77 2,0 %
1:22 0,9306 |3760 0,00046055 94 |25%
1:30 0,6361 |3647 0,00033773 94 |2,6%
1:40 0,4488 |3607 0,00025330 216 [6,0%
1:65 0,2144 |3310 0,00015588 34 1,0%
1:80 0,1643 |3401 0,00012665 88 2,6 %

Toisen mittauskerran tulokset
1:14 1,3945 3613 0,00073029 26 0,7 %
1:18 1,1001 (3714 0,00056800 96 2,6 %
1:22 0,8977 |3757 0,00046473 116 3,1 %
1:30 0,6066 |3588 0,00034080 127 |3,5%
1:40 0,4024 3349 0,00025560 332 |99%
1:50 0,3030 |3312 0,00020448 389 [11,7%
1:55 0,2511 |3142 0,00018589 36 1,2 %
1:60 0,2156 |3053 0,00017040 22 |0,7%
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Keskihajonta laskettiin kaavalla 12.

— 5 )2
s = /—Z(ﬁ_f) (12)

x; = havaintoarvot
X = keskiarvo
n = havaintojen lukuméaara

Suhteellinen keskihajonta saatiin laskettua kaavalla 13.

keskiarvo

100 (13)

keskihajonta

7.3 Toistettavuus

Tulosten toistettavuutta tutkittiin kolmesta naytteesta yhden analyysintekijan
suorittamana tarkastelemalla keskihajontoja (SD) ja suhteellisia keskihajontoja
(RSD%). Suhteellisten hajontojen tavoitteeksi oli saada alle 10 %, ja tassa
onnistuttiin hyvin. Alla olevassa taulukossa 3 on esitetty mittaustulokset, jossa
nayte 1 on vertailunéyte, nayte 2 on kuivanayte ja nayte 3 on nestenayte.

Tarkemmat mittaustulokset nakyvat liitteessa 3.

Taulukko 3. Toistettavuuden keskiarvot, keskihajonnat ja suhteelliset
keskihajonnat naytteista 1, 2 ja 3.

. Keskiarvo |[SD RSD%
Nayte
(U/g) (U/g)
1 868 20,33 2,34
2 635 10,60 1,67
3 3556 117,94 3,32
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7.4 Uusittavuus

Uusittavuutta tutkittiin samoista kolmesta naytteesta kolmen eri analyysin
tekijan suorittamina. Excel-laskentaohjelmalla laskettiin eri analyysin tekijdiden
mitattujen naytteiden yhteiset keskiarvot, keskihajonnat seka suhteelliset
keskihajonnat. Suhteellinen keskihajonta laskettiin kaavalla 13. Tarkemmat
mittaustulokset |oytyvat liitteesta 3. Suhteelliseksi keskihajonnaksi saatiin
kaikista naytteista alle 10 %. Naytteessa 1 oli selkeasti matalampi suhteellinen
keskihajonta. Naytteiden sisaiset mittaustulokset eri analyysintekijéiden
suorittamina on esitetty taulukossa 4, jossa nayte 1 on vertailunayte, nayte 2 on

kuivanayte ja nayte 3 on nestenayte.

Taulukko 4. Naytteiden sisaisten mittaustulosten keskiarvot, keskihajonnat (SD)

ja suhteelliset keskihajonnat (RSD%) uusittavuusmittauksissa.

. Keskiarvo [SD RSD%
Nayte
(U/g) (U/g)
1 853 26,95 3,16
2 574 46,79 8,16
3 3368 244,46 7,26

Alla olevassa taulukossa 5 on eriteltyna analyysintekijoiden sisaisten
mittaustulosten keskiarvot, keskihajonnat ja suhteelliset keskihajonnat.
Suhteelliset keskihajonnat olivat melko samaa luokkaa eri analyysin tekijoiden
suorittamina, vaikka pienta vaihtelua I6ytyikin. Tarkemmat mittaustulokset

loytyvat liitteesta 3.
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Taulukko 5. Eri analyysintekijoiden sisaisten tulosten keskiarvot, keskihajonnat

ja suhteelliset keskihajonnat naytteista 1, 2 ja 3.

Nayte tekija keskiarvo |SD RSD%
(W) (Ulg)
A 868 20,33 2,3 %
1 B 841 1938  [23%
c 851 33,07 3,9 %
A 635 10,60 1,7 %
2 B 526 9,23 1,8 %
c 561 7,16 1,3%
A 3556 117,94 |33
3 B 3472 173,95 |50
C 3077 62,69 2.0

Keskiarvotuloksista laskettiin suhteellinen virhe kaavalla 14. Suhteellisella
virheella tarkoitetaan absoluuttisen virheen suuruutta suhteutettuna

mittaustulokseen [14].

(xi— xo) . 100

Xo

jossa

(x; — x,) = absoluuttinen virhe

X, = Saatu todellinen arvo

(14)
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Esimerkiksi jos verrataan tekijoiden A ja B keskiarvotuloksia, jaetaan tekijéiden
A ja B keskiarvojen erotus eli absoluuttinen virhe analyysintekijan B keskiarvolla

seuraavasti:

Akeskiarvo—Bkeskiarvo

(15)

Bkeskiarvo

Taulukossa 6 on samasta naytteesté lasketut suhteellisen virheen tulokset
kahden eri analyysintekijan valilla. Tuloksista nahdaan, etta naytteessa 1
suhteellinen virhe on pieninté ja alle 10 % kaikissa vertailuissa. Naytteista 2 ja 3
on saatu korkeampaa tulosta, mik& selittyy yhden analyysintekijan saamalla

poikkeavammalla keskiarvolla.

Taulukko 6. Lasketut suhteellisen virheen tulokset.

Nayte | tekijat = %) - *o) (i — %o) - *0) 100
A+B  |0,0321 3,21 %
1 A+C  |0,0200 2,00 %
B+«C  |0,0119 1,19 %
A+B  |0,2072 20,72 %
2 A+C  |0,1319 13,19 %
B+«C  |0,0665 6,65 %
A+B |0,0242 2,42 %
3 A+C  |0,1557 15,57 %
B+«C  |0,1284 12,84 %
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Tehtiin rippumattomien otosten kaksisuuntainen t-testi kahden eri
analyysintekijan keskiarvoista, jotta nahtiin, onko eri tekijéiden tulosten
keskiarvoilla tilastollisesti merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla. T-testi

laskettiin kolmesta naytteesta Excel-ohjelmalla ja tulokset nédkyvat taulukossa 7.

T-testissa kaytetyt hypoteesit:
HO: naytteiden keskiarvot eivat eroa toisistaan
H1: naytteiden keskiarvot eroavat toisistaan

P-arvon ollessa alle 0,05 (5 %) H1-hypoteesi toteutuu. Alla olevassa taulukossa

7 on Excel-ohjelmalla lasketut T-testilla saadut p-arvojen tulokset.

Taulukosta 7 nahdaan, etta suurin osa p-arvoista on alle 0,05, jolloin naytteiden
keskiarvot eroavat toisistaan 95 %:n luottamustasolla. Naytteessa 1 on kaksi p-
arvon 0,05 ylittavaa tulosta ja naytteessa 3 on yksi p-arvon 0,05 ylittava tulos.
Naista voidaan todeta, etta keskiarvot eivat eroa toisistaan 95 %:n

luottamustasolla.

Taulukko 7. T-testilla lasketut p-arvot ja prosenttiosuudet kahden
analyysintekijan valilla naytteista 1, 2 ja 3.

Nayte tekijat p-arvo %
A+B 0,0008 0,08 %
1 A+C 0,1125 11,25 %
B+C 0,2955 29,55 %
A+B 1E-22 0,00 %
2 A+C 8E-18 0,00 %
B+C 5E-12 0,00 %
A+B 0,1350 13,5%
3 A+C 4E-12 0,00 %
B+C 2E-07 0,00 %
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Naytteesta 1 oli tehty mittausanalyyseja samaa analyysiohjelmaa kayttaen
tutkimuksen ja tuotekehityksen laboratoriossa. Tulosten keskiarvot,
keskihajonnat seka suhteelliset keskihajonnat ovat matalampia
laadunvalvontalaboratoriossa tehtyihin verrattuna. Keskiarvoksi saatiin 830,51
U/g, keskihajonnaksi 17,52 U/g ja suhteelliseksi keskihajonnaksi 2,1 %.

Tarkemmat tulokset I6ytyvat liitteesta 4.

Tehtiin t-testi Excel-ohjelmalla, jossa verrattiin tutkimuksen ja tuotekehityksen
laboratoriossa mitattujen tulosten keskiarvoa laadunvalvontalaboratoriossa
mitattujen kaikkien analyysientekijoiden tulosten keskiarvoon. T-testin p-arvon

prosenttiosuudeksi saatiin 0,00711 %, mik& on myds selkeésti alle 5 %.

Analyysimittauksia tehtiin myos pakastetusta substraatista, jotta saatiin selville,
onko substraatin tuoreudella merkitysta luotettaviin tuloksiin. Analyysimittaus
tehtiin kerran naytteista 1 ja 3 samoilla rinnakkaismaarityksilla ja laimennoksilla
kuin muut uusittavuusmittaukset. Molempien naytteiden tuloksissa
entsyymiaktiivisuus oli selkeasti matalampaa kuin kaikissa muissa kyseisten

naytteiden uusittavuusmittauksissa.

Taulukossa 8 on naytteista 1 ja 3 saadut entsyymiaktiivisuuden mittaustulosten
keskiarvot, keskihajonnat seka suhteelliset keskihajonnat pakastetusta
substraatista tehtyna seka uusittavuusmittauksissa saadut vastaavat arvot
tuoreesta substraatista tehtyna mittaustulosten vertailun selkeyttamiseksi.

Tarkemmat mittaustulokset pakastetusta substraatista 10ytyvat liitteesta 5.



Taulukko 8. Pakastetusta substraatista saadut entsyymiaktiivisuuksien
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keskiarvot, keskihajonnat SD ja suhteelliset keskihajonnat RSD % naytteista 1

ja 3.
. keskiarvo |SD RSD %
Nayte
U/g (Ulg)

1 (pakastettu) | 784 25 3,19
1 (tuore) 853 26,95 3,16
3 (pakastettu) (2773 54 1,95
3 (tuore) 3368 244,46 |7,26

7.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus laskettiin naytteille kayttaen sille tarkoitettua

laskentapohjaa. Tavoitteena oli saada mittausepavarmuudeksi ja laajennetuksi

mittausepavarmuudeksi alle 20 %.

Kokonaismittausepavarmuus eli yhdistetty mittausepavarmuus laskettiin

kaavalla 16.

U(c) = ,’Srz + Sew”

jossa

S, = toistettavuuden keskihajonta

Sgw = toistettavuuden ja uusittavuuden yhdistetty keskihajonta

(16)
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Kattavuuskerroin k = 2 vastaa noin 95 % luottamustasoa. Laajennettu
mittausepévarmuus saatiin laskettua kertomalla yhdistetty mittausepavarmuus

kattavuuskertoimella 2 alla olevan kaavan 17 mukaisesti.

U=u(c)+k a7)

jossa

u(c) = yhdistetty mittausepavarmuus (S, + Sgw)
k = kattavuuskerroin

Taulukossa 9 on laboratorion sisaiset mittausepavarmuustulokset. Nayte 1 on
vertailunayte, nayte 2 on kuivanayte ja nayte 3 on nestenayte. Excel-
laskentataulukko I6ytyy liitteesta 3. Alla on avattu, mita taulukon 9 lyhenteet

tarkoittavat.

S, = toistettavuuden keskihajonta

Spw= toistettavuuden ja uusittavuuden yhdistetty keskihajonta
u(c) = yhdistetty mittausepavarmuus (S, + Sgy)

U = laajennettu mittausepavarmuus

C = uusittavuuden keskiarvo

% U = 100*U/C

Taulukko 9. Laboratorion sisaiset mittausepavarmuustulokset.

Nayte Sr SRW u(c) U C % U Tulos
1 20,328 26,954 [33,76 |68 853 8 85318
2 10,595 46,79 47,97 |96 754 13 754413

3 117,936 |244,456 |271,42 |543 3368 16 3368116
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Naytteista laskettu mittausepavarmuus on kaikissa naytteissa alle 20 % (%U),
joten tavoitteessa on onnistuttu. Pienin ja paras tulos on saatu

vertailunaytteesta 1 paastessaan alle 10 %:iin.

8 Yhteenveto

Opinnaytetyon tavoitteena oli validoida uusi entsyymiaktiivisuusmenetelma
Tecan-Fluent -pipettirobottia kayttaen, jotta menetelman toimivuuden
luotettavuus ja tulosten oikeellisuus pystyttiin todentamaan. Suurimmaksi osaksi

validoinnissa tutkittiin suhteellisia keskihajontoja ja keskiarvoja.

Toteamis- ja maaritysrajat olivat riittavan matalat. Koska entsyymivalmisteet
ovat tyypillisesti voimakkaasti konsentroituja, arvoilla ei ollut kAytannon

merkitysta tuloksiin.

Lineaarisuusmittausten tavoitteena oli tAsmentaa lineaarisen mittausalueen
absorbanssiarvorajoja. Oletettu lineaarinen mittausalue 0,2—1,3 jai hieman
epavarmaksi, mutta mittauksista voitiin todeta lineaarisuuden vahenevan
absorbanssiarvon 1,3 ylityttya. Suurinta lineaarisuus oli absorbanssialueella
~0,2—1,2 ja ylitti tavoitteen 0,999. Lineaarisuusmittausten rinnakkaisnaytteiden
suhteellinen keskihajonta oli kaikilla mittauskerroilla alle 20 % ja selkea valtaosa

oli alle 5 %.

Toistettavuudessa tarkasteltiin yhden analyysintekijan sisaisia suhteellisia
keskihajontoja ja uusittavuudessa kolmen tekijan keskinaisia vastaavia.
Molemmissa arvot osuivat alle 10 %:n tavoitteeseen. Toistettavuudessa
suhteelliset keskihajonnat olivat parempia, muutaman prosentin luokkaa. Taméa

on ihan odotettavaakin, silla tulokset ovat peréisin samalta analyysintekijalta.

Uusittavuusmittauksista tehdyt t-testit osoittivat, ettéa suurin osa naytteiden
mittaustuloksista saaduista keskiarvoista erosivat tilastollisesti merkitsevasti
toisistaan. Naytteessa 1 ero analyysintekijoiden valilla oli pieninta.

Mittaustuloksiin on osaltaan voinut vaikuttaa my6s eroavaisuudet naytteiden



33

entsyymiaktiivisuustasoissa. Vaikka mittaustuloksilla oli tilastollisesti
merkitsevaa eroavaisuutta ja osa suhteellisista virhetuloksista ylittaa 10 %:n
rajan, ei silla ollut validoinnin onnistumisen kannalta merkitysta, silla naytteiden

siséiset suhteelliset keskihajonnat ovat kaikki alle 10 %.

Mittausepavarmuus laskettiin validointipohjan avulla ja kaikista naytteista saatiin
alle 20 %. Nayte 1 alitti 10 %:n rajan. Laajennettu mittausepavarmuus oli myos
alle 20 % kaikilla naytteilla.

Tybsséa selvisi, etta substraatin pakastuksella on vaikutusta tulosten
luotettavuuteen. Pakastetun substraatin taipumus muodostaa sakkaa vaikutti
epatoivotulla tavalla tuloksiin antaen lilan matalia arvoja. Substraatin tuoreudella

ja ainemuodolla on siis tarkea rooli analyysin onnistumisen kannalta.

Validointi on onnistunut, silla suhteelliset keskihajonnat ovat tarpeeksi pienia ja
alittavat selkeésti 10 %:n tavoitteen. Uutta entsyymiaktiivisuusmeneteman

kayttéa voidaan luotettavin mielin jatkaa.
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Lineaarisuusmittaustulokset

Ensimmaisen mittauskerran tulokset

nayte laim absero U/g stdev RSD
1231 12 1,6082 3413 35 1,0%
1231 14 1,4255 3553 49 14%
1231 18 1,1702 3799 77 2,0%
1231 22 0,9306 3760 94 25%
1231 30 0,6361 3647 94 2,6%
1231 40 0,4488 3607 216 6,0%
1231 65 0,2144 3310 34 1,0%
1231 80 0,1643 3401 88 2,6%
Toisen mittauskerran tulokset
nayte laim absero |U/g stdev RSD
1231 14| 11,3945 3613 26 0,7 %
1231 18| 1,1001 3714 96 2,6 %
1231 22| 0,8977 3757 116 3,1%
1231 30| 0,6066 3588 127 3,5%
1231 40( 0,4024 3349 332 9,9 %
1231 50| 0,3030 3312 389 11,7 %
1231 55| 0,2511 3142 36 1,2 %
1231 60| 0,2156 3053 22 0,7 %

Liite 1
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Jaannostermitarkastelutulokset lineaarisuusmittauksista

SUMMARY OUTPUT

Regression Statistics
MultipleR ' 0,9998956

R Square 0,9997912
Adjusted R S 0,9996868
Standard Erra 0,0053575

Obs ervations 4
ANOVA
df 55 MS F ignificance F
Regression 1 0,274831 0,274831 9575,031 0,0001044
Residual 2 5,741E05 2,87E-05
Total 3 0,2748884
Coefficients itandard Erro t Stat P-value Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%

Intercept -0,149248 0,0077034
56289 0,2341272 0,0023927

-19,3744 0,0026535 -0,182393 -0,116103 -0,182393 -0,116103
97,852087 0,0001044 0,2238324 0244422 0,2238324 _0,244472

RESIDUAL OUTPUT

Observation 1,17017501 Residuals

1 0,925%0248 0,0015752
2 0,6414697 -0,00532
3 0,4437961 0,0050039
4 0,2157093  -0,001259

Regression Statistics
Multiple R 0,99971719
R Square  0,99943445
Adjusted R S 0,99929306
Standard Err 0,00696933

Observation: 6
ANOVA
df ) MS F Significance F
Regression 1 0,34334055 0,34334055 7068,76554 1,1997E-07
Residual 4 0,00019429 4,8572E-05
Total 5 0,34353483
Coefficients standard Erro,  t Stat P-value  Lower 95% Upper 95% Lower 95,0% Upper 95,0%

|Intercept -0,1779364 0,00794968
5,68 0,23087851 0,00274607

-22,382831 2,359E-05 -0,2000083 -0,1558646 -0,2000083 -0,1558646
84,075951 1,1997E-07 0,22325419 0,23850282 0,22325419 0,23850282

RESIDUAL OUTPUT

Observation Predicted 1,1 Residuals

1 0,89495601 0,00304399
0,60889754 -0,0018975
0,41218905 -0,010189
0,29421013 0,00878987
0,25126672 -0,0002667
0,21548056 0,00051944

D0 wN

Liite 2
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Toistettavuus-, uusittavuus- ja mittausepavarmuustulokset
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Tutkimuksen ja tuotekehityksen laboratorion tulokset
naytteesta 1

i 2 3 4 Average Range plate position
1 822,00 803,00 806,00 858,00 822,25 " =55 23022002 Rumi AT-D7
2 799,00 813,00 829,00 812,00 813,25 " 30 E7-H7
3 803,00 808,00 804,00 846,00 815,25 ! AB-DE
L) 808,00 812,00 828,00 797,00 811,25 = E&-HS
5 804,00 823,00 828,00 853,00 827,00 " a9 23022022  Run2 AT-DT
6| 81200| 831,000 831,00 82200 824,00 " 19 E7-HT
7 806,00 816,00 817,00 849,00 822,00 " a3 AS-DE
8 854,00 831,00 820,00 839,00 836,00 L 02032002  Run AT-DT
9 842,00 823,00 833,00 800,00 824,50 " a2 E7-H7
10 835,00 832,00 815,00 877,00 840,75 " 58 17.00.2022  Rum AT-DF
11 805,00 795,00 822,00 850,00 818,00 " 55 E&-HE
12 522,00, 827,00 831,00 880,00 840,00 " =58 17.03.2022  Run2 AT-DT
13 816,00 810,00 818,00 805,00 812,25 13 E&HS
14 857,00 244,00 835,00 843,00 844,75 2 13.04.2002 Run AT-DT
15 846,00 243,00 840,00 844,00 843,25 " 6 E&-Hs
] 16 848,00 859,00 858,00 841,00 851,50 " 18 1304.2022  Run2 E7-H7
17 869,00 883,00 868,00 863,00 870,75 " 20 AR
18 839,00 833,00 831,00 817,00 830,00 " 22 13.04.2022  Rund AT-DT
19 836,00 832,00 829,00 816,00 828,25 " 20 E&-HE
200 87200 867,00 85500| 868,00 865,50 " 17 14.04.2002  Runl A7-D7
21 844000 849,00 849,00 835,00 844 25 " 14 E&HS
22 838,00 859,00 840,00 828,00 841,25 S 14.04.2002 | Run2 E7-H7
23 840,00 830,00 827,00 828,00 831,25 " 13 AHE
24 784,00 £10,00 814,00 815,00 805,75 ! 2.6.2022 Run D7-H7
25 788,00 807,00 800,00 804,00 799,75 " 19 D3-H3
calculated limits:
DEG: 883,07 upper intervention limit
OWG: 865,55 upper warning limit
X 830,51 Average
UWG: 795,47 lower warning limit
UEG: 777,95 lower intervention limit
Range: 77,82

Liite 4
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Pakastetusta substraatista tehdyt mittaukset

Liite 5

1(1)

Tehty pakastetusta substraatista time 15 min
| pelk\stévf!péité pmol; I_Aktiivisuus
nayte punng |liuotus mlflaim abs abs bl erotus enz kons laimennetus{ red. pmol/{U/g avg [soall |RSD all |RSD dilutid RSD reactiot
vertailu 1 1 900 0,5415 0,1299 04116 0,00111111 12,6743 760 759 10,59 14% 0,4 % 0,2%
vertailu 1 1 900 0,5432 0,1304| 04128 0,00111111 12,7063 762
vertailu 1 1 900 0,5476 0,1303 04173 0,00111111 12,8262 770
vertailu 1 1 900 0,5325 0,1309 0,4016 0,00111111 12,4076 744
vertailu 1 1 500 0,5428 0,1310| 0,4118 0,00111111 12,6796 761 791 30,37 38% 38% 1,7 %
wvertailu 1 1 900 0,5549 0,1317 0,4232 0,00111111 12,9836 779
vertailu 1 1 900 0,5866 0,1301 0,4565 0,00111111 13,8716 832
vertailu 1 1 900 0,5636 0,1314 0,4322 0,00111111 13,2236 793
vertailu 1 1 900 0,5743 0,1299 0,4444 0,00111111 13,5489 813 805 13,78 17% 0,4 % 18%
wvertailu 1 1 900 0,5629 0,1314| 0,4315 0,00111111 13,2049 792
vertailu 1 1 900 0,5641 0,1311 0,4330 0,00111111 13,2449 795
vertailu 1 1 900 0,5812 0,1321 0,4491 0,00111111 13,6742 820
vertailu 1 1 900 0,5542 0,1312 0,4230 0,00111111 12,9782 779 778 991,45 1274% 88,9% 1,1%
vertailu 1 1 900 0,5626 0,1323 0,4303 0,00111111 13,1729 790
vertailu 1 1 900 0,5470 0,1318| 0,4152 0,00111111 12,7703 766
1231 0,2646 25 35 0,5372 0,1312 0,4060 0,00030240 12,5249 2761
1231 0,2599 25 35| 05294] 0,1302| 03992 0,00029703 12,3436 2770 2788 52,69 19% 16 % 0,4 %
1231 0,259 25 35 0,5268 0,1318 0,3950 0,00029600 12,2316 2755
1231 0,2542 25 35 0,5232 0,1323 0,3909 0,00029051 12,1223 2782
1231 0,2565 25 35 0,5425 0,1326| 0,4099 0,00029314 12,6289 2872
1231 0,2657 25 35 0,5459 0,1327 0,4132 0,00030366 12,7169 2792 2764 53,92 20% 23% 0,8%
1231 0,2546 25 35| 05315] 0,1330| 0,3985 0,00029097 12,3249 2824
1231 0,2575 25 35 0,5209 0,1322 0,3887 0,00029429 12,0636 2733
1231 0,2568 25 35 0,5155 0,1325 0,3830 0,00029349 11,9116 2706
1231 0,2568 25 35 0,5327 0,1302 0,4025 0,00029349 12,4316 2824 2752 67,73 25% 12% 24%
1231 0,2548 25 35 0,5161 0,1328| 0,3833 0,00029120 11,9196 2729
1231) 0,2527 25 35| 05210 0,1320] 0,3890 0,00028880 12,0716 2787
1231 0,257 25 35 0,5091 0,1318| 10,3773 0,00029371 11,7596 2669
1231 0,253 25 35 0,5158 0,1331 0,3827 0,00028914 11,9036 2745 2792 67,48 2,4% 'MIAKO}'D! 24%
1231 0,2537 25 35 0,5329 0,1334 0,3995 0,00028994 12,3516 2840
niyte laim absero  |U/g stdev RSD
vertailu 900 04108 759 11 14%
vertailu 500| 04309 791 30 38%
vertailu 900| 04395 805 14 7%
vertailu 300| 04186 778 991] 1274%| [analyysi | /e oo %
1231 35| 03987 2788 53 19%| [eka192022 3399 17 %
1231 35] 03958 2764 54 20%| Tdrift testi 1 3029 25 %| Saksan tul ero, suhteellinen
1231 3s] o038s0| 2752 68 25 %] [drift testi 3 2759 28 % 3415
1231 35] 03911 2792 67 24 %) |lineaar. 3.1.2023 3581 21% 2863 27%
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