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raaka-aineiden ravintoarvoa ja véhentavat ympéristokuormitusta. Rehute-
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Enzymes work as valuable tools in animal feed industry when optimizing
the intake of nutrients of farm animals. Enzymes increase the nutritional
value of the feed raw materials and reduce the environmental burden. The
most used enzyme in animal feed industry is phytase.

This Bachelor’s thesis was completed at the Roal Ltd. quality control la-
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on the changes caused by the substrate change in FTU method and ensure
the viability and reliability of the method. The validation examined line-
arity, accuracy, repeatability, reproducibility and measurement uncertainty
of method. The result level of the enzyme activity was examined in PPU-
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project of harmonizing enzyme activity measuring methods in Roal and its
cooperation laboratories.

FTU method was found to be linear and accurate. Based on the results the
repeatability and reproducibility of the method are at a good level. The re-
sults were compared to the previous validation and it was found out that
the method still works as intended. The results of validation were taken in-
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Fytaasiaktiivisuusmenetelmien kehitys ja validointi

1 JOHDANTO

Rehuteollisuudessa entsyymit toimivat arvokkaina tyokaluina optimoitaes-
sa tuotantoeldinten ravintoaineiden saantia. Entsyymit lisadvat rehuraaka-
aineiden ravintoarvoa ja vahentévat ympéristokuormitusta. Rehuteollisuu-
dessa yleisimmin kaytetty entsyymi on fytaasi. (Eerola 2015, 83.) Fytaasin
kaytto rehuissa vapauttaa orgaanisesti sidottua fosforia kasviperaisissa re-
huissa ja edistda siten rehun hyotysuhdetta eldinten ravitsemuksessa. Fy-
taasi my0s korvaa lisafosforin tarpeen ja samalla ymparistoon lannan mu-
kana tuleva fosforikuorma vahenee merkittavasti. (Koivunen, 2013.) Ent-
syymin maarén mittana kaytetadn sen aktiivisuutta. Entsyymin aktiivisuus
kertoo sen katalysoimien reaktiotapahtumien méaran aikayksikossa. (Ait-
toméki, Eerikdinen, Leisola, Ojamo, Suominen & von Weymarn 2002,
53.) Teollisuusentsyymien yleinen hinnoitteluperuste on entsyymin aktii-
visuus.

Entsyymiaktiivisuutta mitataan laboratoriossa. Kemiallisen mittausmene-
telman validointi on tarkea kemiallisen analyysin antamien tulosten luotet-
tavuuden kannalta. Validointi on tarpeellista tehda esimerkiksi silloin, kun
kaytossd olevaa menetelmad uudistetaan tai validoitua menetelmaa kayte-
tadn toisessa laboratoriossa. (Ehder 2005, 25-26.) Tutkimuksen tarkoituk-
sena oli validoida FTU-menetelm& substraattivaindoksen vuoksi. Vali-
doinnin my6td menetelméstd tutkittiin lineaarisuus, tarkkuus, toistetta-
vuus, uusittavuus ja mittausepavarmuus.

Tutkimuksen tavoitteena oli saada tietoa substraattivaihdoksen aiheutta-
mista muutoksista FTU-menetelm&ssa ja varmistaa menetelman toimivuus
seka luotettavuus. PPU-menetelman osalta tarkistettiin substraattivaihdok-
sen takia menetelmén antama entsyymiaktiivisuuden tulostaso. Tutkimus
oli osa Roalin ja yhteisty6laboratorioiden entsyymiaktiivisuutta mittaavien
menetelmien harmonisointia. Tutkimus tehtiin Roal Oyn laadunvalvonta-
laboratoriossa kevaalla 2015.
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2

ENTSYYMIT

Proteiinit ovat suuria bio- tai makromolekyylej&, jotka koostuvat yhdesta
tai useammasta pitkdstd aminohappoketjusta. Proteiinit hoitavat soluille
tarkeitd tehtévia ja toimivat aineiden kuljettajina, viestin vastaanottajina ja
rakennusaineina. Entsyymiproteiinit edesauttavat kemiallisia reaktioita ja
vasta-aineproteiinit osallistuvat taudinaiheuttajien torjuntaan. Solun tu-
massa oleva perintaines eli DNA ohjaa proteiinien valmistusta. (Opetus-
hallitus, n.d.)

Proteiinien tehtdvat voidaan jakaa kolmeen ryhmaan tehtaviensa mukaan:
rakenneproteiinit, viestiproteiinit ja entsyymit. Entsyymit katalysoivat so-
lun aineenvaihduntareaktioita ja ovat hyvin tehokkaita kemiallisten reakti-
oiden katalyytteina. Ne voivat nopeuttaa reaktioita jopa 10*'-kertaisesti.
IIman entsyymeja reaktiot olisivat niin hitaita, ettd elavien solujen toiminta
ei olisi mahdollista. Entsyymikatalyysissé entsyymit nopeuttavat kemialli-
sia reaktioita, mutta eivat muuta reaktion tasapainoa. Esimerkiksi lak-
taasientsyymilla laktoosi saadaan pilkottua glukoosiksi ja galaktoosiksi.

Laktoosi + H,O «> glukoosi + galaktoosi (Aittoméki ym. 2002, 50-52.)

Entsyymin toimintaa reaktion Kkatalyyttind kutsutaan entsyymiaktiivisuu-
deksi. Reaktio tapahtuu aina tietyssa kohtaa entsyymid. Kohtaa kutsutaan
entsyymin aktiiviseksi keskukseksi. Entsyymin substraatti on reaktion lah-
tOaine ja sitoutuu aktiiviseen keskukseen. Reaktion tapahduttua lopputuote
irtoaa entsyymista. Entsyymien katalysoimiin reaktioihin osallistuu usein
enemman kuin yksi substraatti. Entsyymit ovat hyvin spesifisia ja hyvak-
syvét substraatikseen vain tiettyjd molekyyleja. Spesifisyyden vuoksi ent-
syymin katalysoimat reaktiotuotteet ovat tarkkaan ennalta maaréattyja.
Ominaisuutta voidaan hyvin hyédyntdd monissa bioteknisissd prosesseis-
sa. Tulevaisuudessa toivotaan pystyttavan valmistamaan tiettyyn tarkoi-
tukseen sopivia entsyymejd, vaikka luontaisia entsyymejé tdhan tarkoituk-
seen ei loytyisi lainkaan. Esimerkiksi muovipolymeerien hajotukseen so-
pivia entsyymejd. (Aittomaki ym. 2002, 52-53.)

Aktiivisuuden mééritys tapahtuu maarittdmalla kuluneen substraatin tai
muodostuneen lopputuotteen méara aikayksikssa. Kvantitatiivisissa maa-
ritysmenetelmissa liuoksessa, elektrodissa tai paperiliuskalla oleva ent-
syymi reagoi substraatin kanssa. Maaritysmenetelmissa reaktiot ovat spe-
sifisié ja ennalta tunnettuja. (Aittoméki ym. 2002, 106.)

Entsyymin aktiivisuutta kaytetddn usein yhtend teollisuusentsyymeiden
hinnoitteluperusteista. Teollisuusentsyymeitd kaytetdan esimerkiksi mehu-
ja juomateollisuudessa. Tarkeimpia sovelluksia on hedelmien ja kasvisten
uuton tehostaminen pektinaaseilla. Pektinaasit rikkovat kuoriosien solujen
pektiinejd, jolloin isompi osa raaka-aineesta saadaan hyddynnettyé ja nii-
den kaytolla saadaan aikaan myos kirkkautta tai sopivaa sameutta. (Eerola
2015, 83.)
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2.1 Teolliset entsyymit

Teollisia entsyymeitd valmistetaan esimerkiksi tekstiili-, tdrkkelys-, meije-
ri-, elintarvike- ja rehuteollisuuteen. Kaupallisia entsyymeja on mikrobien
ohella eristetty myds kasveista seka eldinmateriaaleista. (Aittoméki ym.
2002, 113.) Esimerkiksi juuston juoksutuksessa kéytettdvaa renniinia on
perinteisesti eristetty vasikoiden mahasta. Nyky&an kymosiiniksi kutsuttua
entsyymia tuotetaan mikrobikasvatuksella. (Aittoméki ym. 2002, 90.) Ent-
syymien tuottajina kaytetddn esimerkiksi Aspergillus- ja Trichoderma-
suvun homeita, Bacillus-suvun bakteereita sek& Saccharomyces Cere-
visiae -hiivaa (Aittoméki ym. 2002, 113).

Kéayttotarkoitukseen sopivan entsyymin identifioiminen on tarked vaihe
ennen entsyymin valmistamista. Entsyymin kdyttbominaisuudet vaikutta-
vat valmistuskustannuksiin. Tarkeitd ominaisuuksia ovat optimaaliset pH-
ja lampotila-alueet, jotka entsyymi tarvitsee toimiakseen, sekd entsyymin
kasvualustan spesifisyys, jotta voidaan vélttyd muilta reaktioilta. Kasvu-
alustana pyritaan kayttamaan halpoja raaka-aineita, jotta entsyymin hinta
pysyy kohtuullisena. (Beniwal & Sharma 2014, 18.)

Teollisesti entsyymeja tuotetaan mikrobisoluilla suurissa bioreaktoreissa ja
hallituissa tehdasymparistdissa. Kustannustehokas tuotanto perustuu tuot-
totasojen nostamiseen satunnaisella mutageneesilld, geenitekniikalla ja
proteiinien hienosdadolld. Tuotantoprosessiin kuuluu entsyymien tuoton
lisdksi puhdistus-, konsentrointi- ja formulointivaiheet. Naiden kaikkien
optimointia ja seurantaa tehdaan vastaamaan entsyymituotteiden standar-
disointia ja asiakasvaatimuksia. Entsyymituotteiden markkinoille asetta-
minen edellyttdd monivaiheisia rekisterdintitoimenpiteita ja viranomaisten
hyvaksyntaa. (Eerola 2015, 83.)

Rehuteollisuus on kayttanyt jo 1970-luvulta l&htien rehujen polymeerisia
komponentteja ja hajottavia entsyymeja rehujen liséaineina. Tallaisia ent-
syymeja ovat ksylanaasit, glukanaasit ja proteaasit. Myohemmin on kehi-
tetty myds fytaasi-entsyymejd, joiden avulla voidaan vahentéé karjankas-
vatuksen fosforip&éstoja. (Aittomaki ym. 2002, 115.) Suurin syy siirtya
perinteisista kemiallisista ratkaisuista entsyymiteknologiaan liittyy kus-
tannustehokkuuteen ja ymparistoystavallisyyteen. Entsyymien kéyttd
mahdollistavat kestavaa kehitysta: ne laskevat prosessien lampétiloja,
séastavat energiaa seka vahentavat jatekuormaa. (Eerola 2015, 83.)

2.2 Fytaasi

Fytaasi (myo-inositoliheksakisfosfaatti-fosfohydrolaasi) katalysoi fosfaa-
tin vapautumista fytaatista (myo-inositoliheksakisfosfaatti). Fytaatti on
tarkein fosforin muoto ja sitd on padasiassa viljanjyvissé seka palko- ja 6l-
jykasveissa. (Pandley, Webb, Soccol & Larroche 2006, 359.) Fytaasin 3D-
rakenne on havainnollistettu kuvassa 1 (s. 4).
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Kuva 1. Fytaasin 3D-rakenne (Oakley, 2010.)

Fytiinihappo on p&é&asiallinen orgaanisen fosforin komponentti maaperassa
ja se esiintyy kalium- ja magnesiumsuoloina eli fytaattina. Fytaattiin on si-
toutuneena suurin osa kasvien fosforista ja se edustaa 50-80 % kokonais-
fosforista. (Pandley ym. 2006, 360.) Eldimet eivat pysty hyvéksikéaytta-
madn tehokkaasti fytaattiin sitoutunutta fosforia. El&inten ruoansula-
tuselimistdssa ei ole tarpeeksi fytaasi-entsyymia, joka katalysoi orgaanis-
ten molekyylien siséltamien fosforihappoesteriryhmien hydrolyysid. Ku-
vassa 2 on havainnollistettu fytaasin toimintaa. Fytiinifosforin kayttokel-
poisuus vaihtelee esimerkiksi siipikarjalla 0-50 %:iin.

0;P0 QP03 OH
& Phytase HO
043P0 HO
04P0 — -
3 OPO; H,0 HO 5i{ *BPO;
O4PO il
Phytate Inositol

Kuva 2. Fytaasin toiminta periaate (Challenge Group, 2004.)

Elaimelle kaytettdvissé olevan fosforin méaréa rehussa voidaan parantaa
lisddmalla rehuun joko epdorgaanista fosforia tai fytaasi-entsyymia. Li-
sadmalla rehuun fytaasia saadaan fytiinihappoon sitoutuneesta fosforista
mahdollisimman paljon eldimen kayttoon ja fosforin kokonaissulavuus pa-
ranee. Ulosteen kautta ympéristoon kulkeutuvan fosforin mééaré pienenee
ja rehun hinta pysyy samana tai jopa hieman alenee. (Koivunen, 2013.)
Fytaasin vaikutus fosforin sulavuuteen riippuu pH:sta, fytaasin kayttoméaa-
rastd, fosforin konsentraatiosta, lampokasittelystd, rehun raaka-aineiden
esikésittelystd ja muiden metalli-ionien l&sn&olosta ravinnossa. (Pandley
ym. 2006, 360.)
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Fytaasientsyymit voidaan jakaa toimintamekanisminsa mukaan kahteen
ryhmaan, 3-fytaaseiksi  ja  6-fytaaseiksi. 3-fytaasit  (myo-
inositoliheksakisfosfaatti-3-fosfohydrolaasit) hydrolysoivat ensiksi fos-
faatti-ryhmén ja 6-fytaasit (myo-inositolineksakisfosfaatti-6-
fosfohydrolaasit) hajottavat ensimmadiseksi esteri-ryhman. (Koivunen,
2013.) 3-fytaasit on tuotettu mikrobeilla, kun taas 6-fytaasit ovat eristetty
kasveista (Pandley ym. 2006, 360). Fytaasiyksikkd (FTU) kertoo fytaasin
aktiivisuudesta. Fytaasiyksikkod kuvaa sita entsyymin méaaréa, joka tarvi-
taan vapauttamaan yhden mikromoolin epdorgaanista fosforia minuutissa
5,1 millimolaarisesta natriumfytaatista pH:ssa 5,5 ja 37 °C:n lamp@tilassa.
(Koivunen, 2013.)

3 MENETELMAN VALIDOINTI

Ehderin (2005) mukaan kemiallisen mittausmenetelmén validointi on tér-
ked kemiallisen analyysin antamien tulosten luotettavuuden kannalta. Mit-
tausmenetelmastd arvioidaan epadvarmuuden liséksi muita osa-alueita var-
mistamaan, ettd se on tieteellisesti péteva olosuhteissa, jossa sitd kayte-
taan. Kemiallisen mittausmenetelman validointi on menettely, jolla osoite-
taan analyyttisen menetelmén sopivuus aiottuun kayttotarkoitukseen.

Validoinnissa on olennaista, etté siind arvioidaan mittausmenetelman suo-
rituskykya ja soveltuvuutta tiettyyn tarkoitukseen. Validoinnissa tulee
huomioida esimerkiksi farmaseuttisissa tai elintarvikkeisiin liittyvissa
maéarityksisséd viranomaisvaatimukset. Menetelmén validointi liitetddn
usein kehitysvaiheeseen ja monet validointiin liittyvat mittausmenetelman
suorituskykya ilmaisevat parametrit arvioidaan tavallisesti osana mene-
telméan kehitystd. Validointia tarvitaan usein myds mittausepdvarmuus-
komponentteja maarittaessa.

Kemiallinen mittausmenetelmé tulee validoida, kun on tarpeellista toden-
taa, ettd sen suorituskykyparametrit ovat riittavia tietyn analyyttisen on-
gelman ratkaisemiseen. Validointi on tarpeen esimerkiksi, kun kehitetdan
uutta menetelmad, kaytdssa olevaa menetelmad uudistetaan tai sen kaytto-
tarkoitusta laajennetaan tai validoitua menetelmaé kaytetdan toisessa labo-
ratoriossa. (Ehder 2005, 25-26.)

3.1 Validoinnissa maéritettavat parametrit

Validoinnissa méaaritettavat parametrit ovat selektiivisyys/spesifisyys, li-
neaarisuus, havaitsemisraja ja maaritysraja, toistettavuus/uusittavuus, oi-
keellisuus/saanto, herkkyys, hairidalttius ja stabiilisuus. Validointituloksis-
ta voidaan laskea mittausepavarmuus. (Saari, 2010.) Tilastollisten mene-
telmien avulla voidaan arvioida kuinka hyvin testeista saadut tulokset voi-
daan yleistaa perusjoukon tuloksiksi ja arvioida menetelméan luotettavuutta
(Holopainen & Pulkkinen 2013, 165).
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3.1.1 Selektiivisyys ja spesifisyys

Mittausmenetelmén spesifisyys on menetelmén kyky mitata vain tutkitta-
vaa analyyttid. Selektiivisella menetelmalla voidaan maarittéa tietty ana-
lysoitava aine tai aineet monikomponenttisessa seoksessa siten, ettd muut
komponentit eivat hairitse madaritysta. (Ehder 2005, 27.)

Selektiivisyys on menetelmén kyky maarittaa tarkasti ja spesifisesti tutkit-
tava analyytti, kun ndytematriisissa esiintyy muita komponentteja maéara-
tyissa testiolosuhteissa (Ehder 2005, 27).

Menetelma on spesifinen, kun se on taysin selektiivinen. Silloin pystytédén
madrittamaan tarkasti analyytin saanto sek& maarittdmaan analyysia hairit-
sevat tekijat. Tutkimuksen selektiivisyys (tarkkuus) kasvaa sen mukaan,
mit4 spesifisempi (tarkempi) maaritysmenetelma on. (Ehder 2005, 27.)
Menetelman tarkkuuskokeilla pystytddn selvittamaan taustatekijoiden ai-
heuttama systemaattinen virhe (Saari, 2010).

3.1.2 Lineaarisuus ja mittausalue

Lineaarisuudella tarkoitetaan analyyttisen menetelman kykya antaa tietylla
alueella hyvaksyttava lineaarinen korrelaatio tulosten ja néytteiden tutkit-
tavan aineen pitoisuuden vélill&. Lineaarisuustutkimusten avulla méaarite-
tddan myos analyysimenetelmén luotettava mittausalue, jolla voidaan saa-
vuttaa hyvéksyttava tarkkuus ja tdsmallisyys. Lineaarinenalue on yleensa
laajempi kuin mittausalue. (Ehder 2005, 28.)

Korrelaatiokertoimella kuvataan muuttujien valisen yhteyden voimakkuut-
ta. Yleisimmin kéytetty korrelaatiokerroin on Pearsonin korrelaatioker-
roin, jonka myos Excel-taulukkolaskentaohjelma laskee. (Holopainen &
Pulkkinen 2013, 233-234.) Korrelaatiokerroin lasketaan kaavalla 1.

r = Lxi—X)i—y)
VEIxi- %2 (i - ¥)?

1)

r = kalibrointisuoran korrelaatiokerroin

x = kalibrointiin k&ytettyjen liuoksen pitoisuuksien keskiarvo

y = kalibrointiin kéytettyjen liuosten mittaussignaalin tasojen keskiarvo
(Niiranen & Jaarinen 2008, 20.)

Korrelaatiokertoimen merkitsevyyttd tutkiessa peruskysymys on milloin
korrelaatiokertoimen poikkeama nollasta on niin suuri, ettei sen voida kat-
soa johtuvan pelkastddn sattumasta. Taman selvittdmiseksi korrelaatioker-
toimen arvo yleensa testataan. Korrelaatiokertoimen merkitsevyys voidaan
testata valmiin taulukon avulla. Otoskokoa vastaavaa kriittisté arvoa verra-
taan korrelaatiokertoimen arvoon. Kriittinen arvo r maaraytyy vapausas-
teista n, merkitsevyystasosta | ja erehtymisriskista a. Jos laskettu korrelaa-
tiokertoimen itseisarvo on pienempi, kuin taulukossa oleva kriittinen arvo
ei voida osoittaa, ettd muuttujien valilla vallitsisi negatiivinen tai positiivi-
nen korrelaatio. (Holopainen & Pulkkinen 2013, 242—-244.)
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Korrelaatiokertoimen arvo on aina -1:n ja +1:n vélilla oleva reaaliluku. Jos
korrelaatiokertoimen arvo on l&helld ykkosta, muuttujien valilla on voi-
makas positiivinen lineaarinen yhteys. (Holopainen & Pulkkinen 2013,
234, 245.)

Mallin hyvyys vaikuttaa siihen, kuinka luotettavina sen avulla laskettuja
tuloksia voidaan pitdd. Yksi tapa arvioida tulosten luotettavuutta on laskea
selityskerroin R?, joka mittaa mallin kykya kuvata selitettdvdn muuttujan
vaihtelua. Selityskerroin ilmaisee, kuinka monta prosenttia selitettdvén
muuttujan y arvojen vaihtelusta voidaan selittdd muuttujan x avulla. Jos
selityskerroin on suuri, muuttuja x yksin selittdd muuttujan y:n arvojen
vaihtelusta, jolloin malli kuvaa hyvin aineistoa. Mallin hyvyys lasketaan
kaavalla 2.

R?Z=1r2%100% (2)

r = korrelaatiokerroin (Holopainen & Pulkkinen 2013, 277-278.)

3.1.3 Havaitsemis- ja méaaritysraja

Havaitsemisraja on tutkittavan yhdisteen pienin pitoisuus, joka voidaan
tutkia luotettavasti (Saari, 2010). Analysoitavan aineen havaitsemisrajan
maéaritys perustuu taustan hajonnan tutkimiseen analysoimalla nollandyt-
teitd toistuvasti. Nollandytteiden rinnakkaismaaritysten perusteella laske-
taan taustalle keskiarvo ja keskihajonta. Havaitsemisraja on analysoitavan
aineen pitoisuus, jonka vaste vastaa nollandytteen vasteiden keskiarvoa li-
sattynd kolminkertaisella keskihajonnalla (95 % todennakdisyydelld). Ha-
vaitsemisraja analyytille mitatun vasteen tai mééaritetyn pitoisuuden tulee
olla niin suuri, ettei sen voida katsoa johtuvan taustan satunnaisvaihtelus-
ta. Havaitsemisraja lasketaan kaavalla 3.

Havaitsemisraja=x + 3 * s 3)

x = nollanédytteen keskiarvo

s = nollanéytteen keskihajonta (Ehder 2005, 29.)

Maaritysraja on kvantitatiivisen méaéarityksen pitoisuusraja tutkittavassa
néytteessd mitattuna (Saari, 2010). Maéritysraja todetaan kdyttden sopivaa
mittanormaalia tai varmennettua vertailumateriaalia. Tavallisesti suositel-
laan 6-10 mittauksen toistamista ja kaytetdan kalibrointikdyran alhaisinta
pistettd. Useimmiten méaaritysrajojen katsotaan olevan 5, 6 tai 10 kertaa
nollandytteen keskihajonta. Madritysraja lasketaan kaavalla 4.

Médritysraja=x + 10 * s 4)

nollandytteen keskiarvo

x=
s = nollanaytteen keskihajonta (Ehder 2005, 30.)
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3.1.4 Tarkkuus ja oikeellisuus

Menetelman validoinnissa pyritdédn méaarittdmaan tulosten tarkkuus arvi-
oimalla sekd systemaattista ettd satunnaisvirheitd. Menetelman tarkkuutta
tarkastellaan mittauksen oikeellisuutta ja toistotarkkuutta tutkimalla.

Oikeellisuus madritetdan vertaamalla menetelméll& saatuja mittaustuloksia
tiettyyn referenssiarvoon, joka on saatu tunnetusta vertailumateriaalista tai
toisen tunnetun menetelmén avulla. (Ehder 2005, 35.) Menetelman oikeel-
lisuus kertoo ainoastaan systemaattisen virheen eli se kertoo, kuinka oikea
mitattu tulos on. Mittauksen oikeellisuus ilmaistaan yleensa poikkeamana
eli systemaattisena virheend. Poikkeama on mitattavan suureen mittaustu-
loksen ja todellisen arvon vélinen ero. (Ylitalo 2012, 25.)

Vertailuarvoilla tulisi olla jaljitettdvyys kansainvalisiin mittanormaaleihin.
Ideaalinen vertailumateriaali olisi sertifioitu, mahdollisimman l&helld tut-
kittavaa ndytettd oleva matriisipohjainen vertailumateriaali. Niiden saata-
vuus on useimmiten kuitenkin rajoitettua. Validoinnissa voidaan kéyttaa
myos itse tehtyja vertailumateriaaleja, mutta niiden tulisi pohjautua serti-
fioituihin vertailumateriaaleihin. Mittauksen oikeellisuutta voidaan tutkia
my0s osallistumalla laboratorioiden vélisiin vertailumittauksiin. (Ehder
2005, 35.)

Menetelman tarkkuutta tutkitaan z-arvon avulla. Z-arvo yhtendistaa labo-
ratorioiden tuloksia, jolloin keskindinen vertailu mahdollista. Laboratori-
oiden patevyytta arvioidaan vertaamalla laboratorion saaman tuloksen ja
vertailun jérjestdjan asettaman vertailuarvon eroa jérjestjan asettamaan
tulosten hajonnan tavoitearvoon. Menetelméan oikeellisuutta analysoitaessa
hyvéksyttavané rajana pidetadn |z|< 2. Z-arvo lasketaan kaavalla 5.

g = XX (5)

Sp

Xi = yksittdisen laboratorion tulos
X = vertailuarvo naytteen pitoisuudelle
sp = tulosten arvioinnissa asetetun hajonnan tavoitearvo (Leivuori, 2014.)

Analyysimenetelman tarkkuuden arvioimiseen voidaan kayttdd t-testia
(kaava 6).

Testisuure t = ——— (6)

Vn

x = tulosten keskiarvo

u = vertailumateriaalille ilmoitettu arvo

s = tulosten keskihajonta

n = tulosten lukumaara (Holopainen & Pulkkinen 2013, 182.)
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Luottamusvéli ilmaisee otoksesta laskettuun tunnuslukuun sisaltyvén vir-
hemarginaalin valitulla luottamustasolla. Luottamusvéli lasketaan kaavan
7 avulla.

N

p=Xx =t toos (\/—ﬁ) (7

u = todellinen arvo

x = tulosten keskiarvo

s = tulosten keskihajonta

toos = kaksisuuntaisen t-jakauman arvo 95 %:n luottamustasolla, kun vapa-
usasteiden lukumaardonn—1

n = tulosten lukumaaré (Holopainen & Pulkkinen 2013, 167.)

3.1.5 Toistettavuus

Toistettavuus (r) tarkoittaa tdsmallisyyttd, joka saavutetaan, kun méaaritys
tehdaan toistettavissa olosuhteissa lyhyelld aikavalilla saman tekijan toi-
mesta ja samoilla laitteilla, reagensseilla sekéd lampdétiloilla. Toistettavuus
maéaritetddn tekemall& useita rinnakkaismaarityksié erityyppisista naytteis-
té eri pitoisuuksilla. Yleensa néytesarjojen sisdinen vaihtelu on néytesarjo-
jen vélista vaihtelua pienempé4. Mikéli sarjojen valinen hajonta on merkit-
tavasti suurempi kuin sarjojen sisdinen hajonta, sarjojen valilla esiintyy
todellista vaihtelua. (Ehder 2005, 37.)

Toistettavuus (r) lasketaan kaavoilla 8 ja 9. s;-arvo on toistettavuuden va-
riaatiokerroin ja kuvaa hajonnan suuruutta prosentuaalisesti.

/Z?z (x;—X)?
S = # (8)

s, =§*100% (9)

s = keskihajonta

x = naytteiden keskiarvo

n = naytteiden lukumé&arad (Magnusson, Naykk, Hovind & Krysel 2012,
14.)

3.1.6 Uusittavuus

Uusittavuus (R) eli bias tarkoittaa sitd tasmallisyyttd, joka saavutetaan,
kun mittaukset tehddén samasta naytteestd, samalla menetelmalld eri labo-
ratorioissa eri laitteiden vélilla. Uusittavuutta tutkitaan tietyn analyysime-
netelmén standardisoinnin yhteydessé laboratorioiden valisin vertailuko-
kein.

Laboratorion kayttdman menetelmén siséista uusittavuutta (R,,) voidaan
tutkia tekemalld samasta naytteesta useita maarityksié pitkan ajan kulues-
sa, Jos nayte on stabiili. (Ehder 2005, 37.)
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Uusittavuus (R) lasketaan kaavoilla 10 ja 11. sg-arvo on uusittavuuden va-
riaatiokerroin ja kuvaa hajontaa prosentuaalisesti.

5= [HetoDE (10)
Sp = %* 100 % (11)

s = keskihajonta
x = naytteiden keskiarvo
n = naytteiden lukumaara (Magnusson ym. 2012, 14.)

3.1.7 Mittausepavarmuus

Mittausepdvarmuus on mittaustulokseen liittyva parametri, joka kuvaa
mittaussuureen arvojen oletettua vaihtelua. Mittausepavarmuustietoja tar-
vitaan, kun halutaan arvioida onko mittaustuloksen tarkkuus riittava esim.
paatdksen teon kannalta tai vertaillessa eri laboratorioiden tuloksia keske-
nadn. Mittausepavarmuus kertoo kvantitatiivisen arvion niisté rajoista, joi-
den sisépuolella mittaustuloksen oletetaan olevan tietylla todenndkdisyy-
delld. (Ehder 2005, 18.)

Mittausepdvarmuus koostuu useasta mittausepavarmuuden osa-alueesta.
Mittausepavarmuuden laskemiseksi tarvitaan bias-arvon, toistettavuuden
ja vertailundytteen mittausepavarmuudet.

Bias-arvon mittausepévarmuus u(bias) saadaan laskettua RMSy;,s-arvosta,
joka lasketaan kaavalla 12 ja vertailumateriaalin mittausepdvarmuudesta

u(Cref), joka lasketaan kaavalla 13. Vertailumateriaalin mittausepévar-
muus on laskettu 95 %:n suuruisella luottamustasolla.

RMSyiqs = |20 (12)

u(Cref) = \/% (13)

s = keskihajonta
n = otos (Ikm.)

Bias-arvon mittausepavarmuus u(bias) lasketaan kaavalla 14.

u(bias) = JRMSbiaSZ + u(Cref)? (14)

u(Cref) = vertailundytteen mittausepavarmuus

10
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Laboratorion sisdisen uusittavuuden mittausepdvarmuus u(Ry,) lasketaan
kaavalla 15.

u(R,,) = f%* 100 % (15)

s = keskihajonta
x = keskiarvo

Toistettavuuden mittausepdvarmuus u(r) lasketaan kaavalla 16.

naytteiden keskiarvo

x
n = naytteiden lukumaara

Menetelman mittausepavarmuus u. lasketaan kaavalla 17.

u. = Ju(r)? + u(Ry,)? + u(bias)? (17)

u(r) = toistettavuuden mittausepavarmuus
u(Rw) = laboratorion siséisen uusittavuuden mittausepavarmuus
u(bias) = bias-arvon mittausepavarmuus (Magnusson ym. 2012, 8.)

Analyyttisessa kemiassa mittaustulokseen liittyvé lopullinen mittausepé-
varmuus ilmaistaan yleensé laajennettuna epavarmuutena (U). U saadaan
kertomalla yhdistetty mittausepavarmuus uc kertoimella k = 2. Tdamé vas-
taa likimain 95 %:n suuruista luotettavuusvalia. Mittausepdvarmuusrajojen
sisalla on noin 95 % tuloksista. (Ehder 2005, 19.) Laajennettu mittausepa-
varmuus lasketaan kaavalla 18.

U=2x*u, (18)

U, = mittausepdavarmuus (Magnusson ym. 2012, 8.)

3.1.8 Hairidnkestavyys

Menetelman héirionkestavyyttd ja toimintavarmuutta testataan laboratori-
ossa aiheuttamalla analyysiin pienid, todellisissa tilanteissa esiintyvia
muutoksia ja tarkkailemalla niiden vaikutuksia. Tutkimuksessa on valitta-
va naytteen esikasittelyyn, puhdistukseen ja maaritykseen liittyvia tekijoi-
ta, jotka voivat vaikuttaa mittaustuloksiin. Naité tekijoit4 voivat olla

— maéarityksen suorittava henkil®

— reagenssien, liuottimien, vertailumateriaalien seka néyteliuosten l&hde
jaika

— lampdtila

— pH-arvo

— muut laboratoriolle tyypilliset tekijat.

11
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Né&itd muutoksia on muunneltava sellaisessa kertaluokassa, joka vastaa la-
boratoriossa yleensé esiintyvia poikkeamia. Huomattavasti mittaustulok-
siin vaikuttaville tekijoille tehd&én lisdkokeita. Tulosten perusteella voi-
daan péattaa tekijan hyvaksyttavat rajat ja huomattavasti tuloksiin vaikut-
tavat tekijat on ilmoitettava selkeésti menetelmakuvauksessa. Periaatteena
on useiden muutosten tekeminen samaan aikaan. (Ehder 2005, 33.)

3.2 Tilastolliset testit

Tilastollisen paattelyn tavoitteena on luotettavien johtopaatosten tekemi-
nen perusjoukosta otoksen perusteella. Tilastollisen pééattelyn avulla pyri-
tdan arvioimaan kuinka hyvin otoksesta saadut tulokset voidaan yleistaa
perusjoukon tuloksiksi. Ensimmainen luotettavien johtopéatdsten edellytys
on, ettd tutkimus on tehty tieteelle hyvéksyttyjen kriteerien mukaan. Tu-
losten tarkkuus riippuu tiettyyn rajaan saakka otoksen koosta. (Holopainen
& Pulkkinen 2013, 165.)

Tilastolliset testit ovat apuvélineitd, jotka helpottavat johtopaatosten tekoa
tilanteessa, jossa kaytettavissa oleviin tietoihin sisaltyy epavarmuutta (Yli-
talo 2013, 29). Tilastollisia testeja tehtdessa paatetadn nollahypoteesi (Ho)
ja vastahypoteesi (H;) eli kysymykset, joihin testeilld haetaan vastausta.
Nollahypoteesia pidetdén totena, kunnes toisin todistetaan. (Holopainen &
Pulkkinen 2013, 176.) Esimerkiksi nollahypoteesina oletetaan, ettd koesar-
jojen keskiarvot eivat poikkea toisistaan ja vastahypoteesina oletetaan, etta
koesarjojen keskiarvot poikkeavat toisistaan (Ylitalo 2013, 29). Seuraa-
vaksi poimitaan perusjoukosta yksi tai useampia otoksia. Sen jélkeen pééa-
tetddn merkitsevyystaso ja lasketaan testisuure. Luottamustaso on 1 —
merkitsevyystaso. Kun testisuure on laskettu, verrataan sen arvoa tauluk-
koarvoihin. Lasketun arvon ja taulukkoarvon perusteella tehdéén johto-
paatos, jolloin nollahypoteesi joko hyvéaksytdén tai hylatdaan. (Holopainen
& Pulkkinen 2013, 176.)

Testia tehtdessa ei yleensa tiedetd poikkeaako kokeellinen tulos oikeasta
arvosta positiiviseen vai negatiiviseen suuntaan. Talloin valitaan kak-
sisuuntainen testi. Jos tiedetaan, ettd kokeellinen tulos poikkeaa oikeasta
arvosta joko positiiviseen tai negatiiviseen suuntaan, testi tehdaan yksi
suuntaisena. (Holopainen & Pulkkinen 2013, 177.)

Tilastollisen paattelyn avulla ei voida sanoa varmasti, ettd jokin hypoteesi
on tosi tai epdtosi, vaan ainoastaan mill& todenndkdisyydelld hypoteesin
hylkadminen kannattaa. Kaikki testit eivat sovi kaikille muuttujille, esi-
merkiksi muuttujan mitta-asteikko vaikuttaa testien valintaan. (Nousiai-
nen, 2010.)

3.2.1 T-testi

T-testi vertaa normaalijakautuneiden satunnaismuuttujien keskiarvoja. Yk-
sisuuntaisessa testissa tutkitaan, onko kahdella ryhmalla eroja, ja kak-
sisuuntaisessa testissd testataan lisdksi, minka suuntainen ero on. (Nousi-
ainen, 2010.) T-testi noudattaa Studentin t-jakaumaa vapausastein f = n —

12
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1 nollahypoteesin ollessa voimassa. Testi tehdaan laskemalla t-arvo kaa-
valla 19, jossa s lasketaan kaavalla 20. Tulosta verrataan halutulla merkit-
sevyystasolla Studentin t-jakaumasta saatuun kriittiseen arvoon.

Testisuure t = ——22 (19)
()
nq ny

. 2 _ (n1—1)x 52+ (ny—1)x 5,7
jossas® = —— "= (20)

noudattaa t-jakaumaa vapausastein f = n; + n, — 2, jos nollahypoteesi
on tosi. (Holopainen & Pulkkinen 2013, 182.)

3.2.2 F-testi

F-testi on t-testin ohella erds tilastotieteen keskeisisté testeista. F-testi ver-
taa ovatko kahden menetelmén varianssit yhté suuria. Testissa nollahypo-
teesina oletetaan varianssien olevan yhté suuria. Testi tehdaan laskemalla
testisuure ja verrataan tulosta halutulla merkitsevyystasolla F-taulukosta
saatuun kriittiseen arvoon. Jos lasketun testisuureen arvo on suurempi kuin
taulukkoarvo, nollahypoteesi hylatdan valitulla riskitasolla. F-testilla ver-
rataan menetelmien toistotarkkuutta. (Ylitalo 2012, 30.) Testisuure F las-
ketaan kaavalla 21.

2

Testisuure Fy = z—é ~F, (21)
2
noudattaa F-jakaumaa vapausastein v; = n; — 1 jav, = n, — 1. (Ranta-
kyld 2014)
3.2.3 Anova

Varianssianalyysissd (ANOVA, analysis of variance) verrataan ryhmien
valisia keskiarvojen vaihteluja. Vaihtelua mitataan varianssilla. Varianssi-
analyysi tutkii, selittddko selittdvd muuttuja selitettdvan muuttujan kayt-
taytymistd. Selitettdvdn muuttujan arvojen on noudatettava normaalija-
kaumaa. Otosten on oltava riippumattomia ja satunnaisia, jolloin muuttuji-
en varianssit ovat yhta suuria eri ryhmissa. Selitettdvan muuttujan on olta-
va mitta-asteikollinen, jotta siitd voi laskea keskiarvon A varianssin. Selit-
tavastd muuttujasta pitaa pystyd muodostamaan luokkia, joten sen on olta-
va jarjestys- tai luokitteluasteikollinen.

Yksisuuntaisessa varianssianalyysissé vertaillaan yhden selittdvan muuttu-
jan suhteen, kaksisuuntaisessa varianssianalyysissa tehdaan vertailua kah-
den selittdvdn muuttujan suhteen. Kovarianssianalyysissa on myds useam-
pia selittdvid muuttujia, mutta niiden on oltava vélimatka- tai suhdeas-
teikollisia. Vertailu tehdd&n p-arvon avulla. Jos p-arvo on alle valitun
merkitsevyystason, nollahypoteesi hyldtdan. Toisin sanoen muuttujien va-
lilld oletetaan olevan tilastollista eroa. (Nousiainen, 2010.)
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4 KOKEELLINEN OSIO

Roal Oyn laadunvalvontalaboratoriossa tutkitaan fytaasiaktiivisuutta kah-
della menetelmélld, FTU- ja PPU-menetelmélla. Tutkimuksen tavoitteena
oli saada tietoa substraattivaihdoksen aiheuttamista muutoksista FTU-
menetelmassa ja varmistaa menetelman toimivuus seka luotettavuus. Tut-
kimus oli osa Roalin ja yhteisty6laboratorioiden entsyymiaktiivisuutta
mittaavien menetelmien harmonisointia. Tutkimus tehtiin Roal Oyn laa-
dunvalvontalaboratoriossa kevaélla 2015.

FTU-menetelma on hyvin herkkd menetelmé ja sen takia hairidaltis. Hai-
ridalttiutta pyrittiin tutkimaan validoinnin ohella ja 10ytdméén toimintata-
poja, joilla menetelmésté saataisiin stabiilimpi. FTU-menetelmé oli vali-
doitu vuonna 2012. Tutkimuksessa ei uusittu kaikkia validoinnin osa-
alueita.

PPU-menetelméssa kaytettiin samaa substraattia, kuin FTU-menetelmassa.
Substraattivaihdoksen my6td myds PPU-menetelmdssé vaihtui kaytettava
substraatti. Substraattivaindoksen myétd PPU-menetelman luotettavuus ja
toimivuus tarkastettiin. Tutkimus painottui FTU-menetelmaan, koska pie-
nimuotoisissa testeissd oli saatu tulokseksi, ettei PPU-menetelméssé ta-
pahdu aktiivisuustason muutosta.

FTU-menetelman herkkyyden vuoksi Roalin laadunvalvontalaboratoriossa
oli maaritetty PPU/FTU-Kerroin, jolloin naytteet voidaan analysoida PPU-
menetelmalla ja kertoimen avulla muuttaa tulokset FTU/g yksikkdon.
PPU/FTU-kerroin tarkistettiin substraattivaihdoksen myota.

4.1 Fytaasiaktiivisuuden mittaus FTU-menetelmall&

Harmonisoinnin myota jarjestettiin ring-testi seka Inter Laboratory Ana-
lyst Technical and Quality -konferenssi. Suurin muutos FTU-
menetelmassa oli substraatin vaihdos ja sen myo6ta tutkittiin uuden sub-
straatin vaikutus menetelmén mittausepavarmuuteen ja analytiikkaan.

4.1.1 Harmonisointi

Fytaasiaktiivisuusmadrityksia tekevét useat Roalin yhteisty6laboratoriot
mm. AB Vista, ESC ja Eurofins. Entsyymituotteiden hinnoittelu perustuu
aktiivisuustasoon. Roalin laadunvalvontalaboratoriossa aktiivisuustaso oli
korkeampi, kuin muissa laboratorioissa. Kuvio 1 (s. 15) havainnollistaa
entsyymiaktiivisuuden tasoeroa. Muut laboratoriot olivat ottaneet uuden
substraatin kayttdon aikaisemmin ja tasoeron oletettiin johtuvan substraat-
tivaihdoksesta. Menetelma paatettiin harmonisoida kaikkien yhteisty6la-
boratorioiden kesken.
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Kuvio 1. Entsyymiaktiivisuustason ero

4.1.2 Ring-testi

Laboratorioiden valisessa vertailumittauksessa on kaksi tai useampia labo-
ratorioita, jotka suorittavat samasta nédytteestd ennalta maaréatyissa olosuh-
teissa tehdyt testaukset. Laboratorio voi kontrolloida analyysimenetelmi-
ensé toimintakykya omiin ja ulkoisiin vaatimuksiin nahden osallistumalla
oman alansa laboratorioiden valisiin vertailututkimuksiin. Vertailumittaus-
ten avulla voidaan tarkastella mittausmenetelmien toistettavuutta ja uusit-
tavuutta laboratorioiden vélill4 sekd systemaattisia virheitd. (Ehder 2005,
39.)

Roalilla ring-testi jérjestettiin harmonisoinnin yhteydessa. Testiin osallis-
tuivat Roalin laadunvalvontalaboratorion lisaksi useat yhteistydlaboratori-
ot. Testissd analysoitiin kolme naytetta (jauhe-, granula- ja nestendyte) 5.3
ja 13.3.2015. Naytteet analysoitiin kolmena rinnakkaismaéarityksena, niista
laskettiin keskiarvo ja tulokset lahetettiin ring-testin jarjestajélle. Ring-
testin tuloksista tarkasteltiin menetelman hajontaa eri laboratorioiden vé-
lilla. Tulokset julkaistiin Inter Laboratory Analyst Technical and Quality-
konferenssissa.

4.1.3 Uuden substraatin vaikutus mittausepavarmuuteen

Harmonisoinnin tarkoituksena on yhdenmukaistaa kaikissa yhteisty6labo-
ratorioissa kaytettdvat menetelmét. Roalin laadunvalvontalaboratoriossa
otettiin testiin uusi substraatti, joka oli jo kdytdss&d muissa laboratorioissa.
Uusi BioChemin valmistama fytaattisubstraatti EE 05501 (phytic asid do-
deca sodium salt) er&numeroa D197-16 korvasi vanhan substraatin, joka
oli Sigman valmistama fytaatisubstraatti (phytic asid sodium salt hydrate)
erdénumeroa BCBF5728V. Substraatin vaihdos oli vaistamé&ton, koska
Sigma lopetti fytaattisubstraatin valmistuksen.
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4.1.4 Uuden substraatin vaikutus analytiikkaan

Substraattitestaus toteutettiin analysoimalla samassa néytesarjassa naytteet
uudella ja vanhalla substraatilla. Testiin otettiin mahdollisimman laaja-
alaisesti ndytteitd; kasvatusnaytteitd, puolivalmisteita ja eri aktiivisuusta-
son omaavia tuotteita. Tutkimuksessa madritettiin uuden ja vanhan sub-
straatin antama entsyymiaktiivisuuden tasoero.

Substraattitestaus suoritettiin analysoimalla samassa néytesarjassa naytteet
uudella ja vanhalla substraatilla FTU-menetelmdohjeen mukaisesti. Testa-
uksessa olleille naytteille laskettiin substraattien valinen prosentuaalinen
ero ja kaikkien naytteiden keskiméaardinen ero.

Fytaasiaktiivisuutta mitataan kahdella menetelmalla yhteisty6laboratorioi-
den sisélla. Roalilla oli kdytdssé entsyymin fytaasiaktiivisuuden maaritté-
miseen tarkoitettu menetelmé ja ESC-laboratoriolla oli rehussa kaytetyn
entsyymin fytaasiaktiivisuuden mittaamiseen tarkoitettu menetelma. Me-
netelmét ovat lahes identtiset. Erona oli kalibrointisuorassa kaytetty liuos.
Roalin laadunvalvonta laboratorio kéytti kalibrointisuorassaan puskuriliu-
osta ja ESC-laboratorio substraattia. Harmonisoinnin myo6ta Roalin laa-
dunvalvontalaboratoriossa testattiin suoran muutosta, kun puskuriluoksen
tilalla kéytettiin substraattia.

Néaytteiden tuloksia tarkasteltiin tilastollisin menetelmin. Naytesarjoja ver-
rattiin keskendan ja tuloksista laskettiin t-testi sekd ANOVA.

4.2 Fytaasiaktiivisuuden mittaus PPU-menetelmalla

Harmonisoinnin my6td myds PPU-menetelméssa otettiin uusi substraatti
testaukseen. Uusi substraatti on myods BioChemin valmistama fytaat-
tisubstraatti EE 05501 (pyhtic asid dodeca sodium salt) eranumeroa D197-
16. Vanha substraatti oli Sigman valmistama fytaatisubstraatti (phytic asid
sodium salt hydrate) eranumeroa BCBF5728V. Substraatti on sama, jota
kaytetddn FTU-menetelmassa.

Substraatin vaikutusta analytiikkaan tutkittiin substraattitestauksella. Sub-
straattitestaus suoritettiin samalla tavalla kuin FTU-menetelméssa. Néayt-
teet analysoitiin uudella ja vanhalla substraatilla PPU-menetelméohjeen
mukaisesti. Testauksessa olleille naytteille laskettiin substraattien valinen
prosentuaalinen ero ja kaikkien naytteiden keskimaarainen ero. Naytteiden
tuloksia tarkasteltiin tilastollisin menetelmin. Uuden ja vanhan substraatin
eroja verrattiin keskenaan t-testilla.

4.3 Materiaalit ja menetelmat

TyoOssa kéaytetyt materiaalit ja menetelmat on esitelty seuraavassa kappa-
leessa. Menetelmind kaytettiin padasiassa standardoituja menetelmia seka
yrityksen kaytdssa olevia kaytanteitd. Roalin laadunvalvonta laboratorio
toimi 1ISO 17025 -standardin mukaisesti.
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4.3.1 Entsyymiaktiivisuuden mittaukset

Entsyymin madran mittana kaytetadn sen aktiivisuutta, joka kertoo ent-
syymin katalysoimien reaktiotapahtumien mééran aikayksikossa. Usein
kaytossé oleva entsyymiaktiivisuusyksikko on (U), joka maaritellaan tuot-
teen muodostumisnopeutena pmol min™. Sl-jarjestelman mukainen yksik-
ko on katal, kat. Sen yksikkd on mol s™. Katalin lukuarvo on usein hyvin
pieni, jolloin kaytetaan (U)-yksikkoa. (Aittomaki ym. 2002, 53.)

Aktiivisuutta mitataan joko maarittamalla kuluneen substraatin méara tai
syntyneen lopputuotteen méaréd aikayksikossé. Lopputuotteen mittaus on
yleensé tarkempi ja herkempi, koska on helpompi mitata aineen syntymis-
t4 kuin sen pitoisuuden alenemista. (Aittomaki ym. 2002, 53.) Entsyy-
miaktiivisuusmittaukset voidaan jakaa paavaiheisiin kuvion 2 mukaisesti.

Naytteiden esikasittely Reaktion aloitus Inkubointiaika
Naytteiden
Tulosten laskeminen spektrofotometrinen Reaktion lopetus
mittaus

Kuvio 2.  Entsyymiaktiivisuusmittauksen péavaiheet

Entsyymiaktiivisuusmittaukset aloitetaan néytteen esikésittelylla luvun
4.2.2 mukaisesti. Ennen tyon aloittamista valmistetaan substraatti. Reaktio
aloitetaan normaalisti lisddmalla laimennettu ndyte substraattiin. Naytetta
inkuboidaan menetelmédohjeen mukaisesti tietty aika tietyssa lampdtilassa.
Reaktio lopetetaan lisaédmélla entsyymireaktion pysédyttdvaa reagenssia.
Néytteet kasitelladn menetelmaohjeen mukaisesti ennen spektrofotomet-
rimittausta. Ndaytteet mitataan UV-VIS-spektrofotometrilld muodostuneen
varikompleksin spesifisella aallonpituudella.

4.3.2 Naytteiden esikasittely

Nestemadiset entsyymit punnittiin tarkasti, noin 0,25 g néytettd 25 ml:n
mittapulloon. Mittapullo téytettiin merkkiin sitraatti- tai natriumasetaatti-
puskurilla menetelman mukaan ja nayte sekoitettiin huolellisesti puskuri-
liuokseen. Kuivat entsyymit punnittiin tarkasti, noin 0,50 g ndytettd 50
ml:n mittapulloon. Mittapullo taytettiin puskuriliuoksella merkin alapuo-
lelle, ndyte sekoitettiin huolellisesti magneettisekoittajalla 20-30 minuut-
tia huoneenldmpdtilassa ja taytettiin merkkiin puskuriliuoksella. Kuivat
entsyymit punnittiin jauhemaisten entsyymien kasittelytilassa. Suojavarus-
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teina kaytettiin kertakayttoistd hengityssuojainta, hiusverkkoa, suojatak-
kia, suojalaseja ja suojakésineité.

Kasvatusnaytteet valmistettiin joko sentrifugoimalla mysellistd suoraan
B32-ndyte tai CO1-nayte punnitsemalla tarkasti noin 10,0 g mysellid 100
ml mittapulloon, tayttamalla natriumasetaattipuskurilla merkkiin ja sekoit-
tamalla. Kasvatusnaytteet sentrifugoitiin 10 minuuttia 2 700 g. Néaytteet
laimennettiin ndytteelle ominaisella laimennoksella laimentajalla koeput-
kiin ja sekoitettiin koeputkisekoittajalla.

4.3.3 Fytaasiaktiivisuuden mittaus FTU-menetelmall&

FTU-menetelma perustuu epdorgaanisten fosfaattiryhmien vapautumiseen
natriumfytaatista fytaasientsyymin vaikutuksesta. Natriumfytaatti ja fy-
taasientsyymia inkuboidaan, minka jalkeen muodostunut véri mitataan
spektrofotometrilla. Vérillinen liuos syntyy molybdaatti- ja vanadaatti-
ionien muodostaessa kompleksin epaorgaanisen fosforin kanssa.

Menetelma soveltuu fytaasiaktiivisuuden méaarittdmiseen entsyymivalmis-
teista, vitamiini- ja mineraalipremikseisté seké rehuista. Menetelma ei ole
spesifinen fytaasille, joten muut fosfataasit voivat suurentaa tulosta. Tyd
vaatii fosfaatittomat astiat. Yksi yksikko fytaasia (FTU) on entsyymiméaé-
ra, joka madaritysolosuhteissa vapauttaa 1 pmol epédorgaanista fosforia mi-
nuutissa 37 °C:ssa, pH:ssa 5,5.

Reagenssit ja tyoturvallisuus

Fytaasin maarityksessa kaytetdan 0,25 M natriumasetaattipuskuria, jonka
pH on 5,5. Reaktio pysédytetddn pysaytysreagenssilla, joka siséltda 22,75-
prosenttista typpihappoa, ammoniumvanadaatin kantaliuosta ja ammoni-
umheptamolybdaatin kantaliuosta. Fytaasin maaritysta varten valmistettiin
paivittdin valmistettavat liuokset pysaytysreagenssi ja natriumfytaat-
tisubstraatti, jonka pH saddetddn 100-prosenttisella etikkahapolla.

Ammoniumvanadaatti on myrkyllistd nieltynd, aiheuttaa silma-arsytysta
seka drsyttaa ihoa ja hengityselimid. Ammoniumvanadaattia sisaltavat liu-
okset kasiteltiin vetokaapissa ja hdavitettiin ongelmajatteiden kasittelyn
mukaisesti. Ammoniumvanadaatti punnittiin vetokaapissa jauhemaisten
entsyymien kasittelytilassa ja suojaimina kaytettiin kertakayttoisia hengi-
tyssuojaimia, hiusverkkoa, suojatakkia, suojalaseja ja suojakésineita.

Typpihappo ja etikkahappo ovat voimakkaasti ihoa syovyttavia ja silmié
vaurioittavia. Sitruunahappo arsyttéda voimakkaasti silmié. Tyoskennelles-
sd véltettiin hdyryn hengittdmista ja varottiin kemikaalien joutumista ihol-
le ja silmiin. Tydskennellessé kaytettiin tydtakkia, suojalaseja ja hanskoja.
Vahvoja happoja kasiteltiin vetokaapissa. Analyysissa syntyva jate havi-
tettiin Roalin jatehuoltosuunnitelman mukaisesti.
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Laitteet
Fytaasin akiivisuusmaarityksessa kaytetyt laitteet:

— Termostoitu vesihaude (Julabo MB)

—  Spektrofotometri (Shimadzu UV-1601)
— Koeputkisekoittaja (Vortex)

— Sentrifugi (VWR Mega Star 3.0)

— Magneettisekoittaja (Starlab)

— Naytteen laimentaja (Hamilton microlab)
— Analyysivaaka (Mettler Toledo XP204)
—  pH-mittari (WTW pH 521)

Suoritus

Fytaasin méaéritys tehtiin kolmena rinnakkaismaarityksend. Ty aloitettiin
pipetoimalla 2,0 ml natriumfytaattisubstraattia kahteen muoviseen sentri-
fuugiputkeen. Temperoitiin sekd substraattiputkia ettd entsyymilaimen-
noksia 10 minuuttia 37 °C:ssa vesihauteessa. Reaktio aloitettiin sekuntikel-
loa kéyttden pipetoimalla 1 ml laimennettua naytettd 15 sekunnin vélein
toiseen substraattiputkeen ja sekoitettiin. Naytteitd inkuboitiin 37 °C:ssa
tasan 60 minuuttia ja reaktio pysaytettiin lisédmalla 2,0 ml pysaytys-
reagenssia ja sekoitettiin.

Nollanédyte valmistettiin pipetoimalla ensin pysaytysreagenssia 2,0 ml ja
1,0 ml entsyymilaimennosta temperoituun substraattiputkeen ja sekoitet-
tiin.

Varin annettiin muodostua putkissa 20 minuuttia huoneenldammassa. Put-
ket sentrifugoitiin 10 minuuttia 2 700 g. Naytteiden absorbanssi mitattiin
nollandytetté vastaan spektrofotometrilla aallonpituudella 415 nm.
Néytteelle ja nollandytteelle saadun absorbanssierotuksen tulee olla 0,4—
1,1. Nollandytteiden absorbanssin tasoa seurataan ja luotettava taso on alle
0,080.

Kalibrointisuoran valmistaminen
Standardien kantaliuos oli 7,2 mM kaliumfosfaattiliuosta, josta oli tehty
kolme standardilaimennosta (0,72; 1,08 ja 1,44 umol/ml) puskuriliuok-

seen. Kalibrointisuoran pisteet valmistettiin taulukon 1 (s. 20) mukaisesti
kahtena rinnakkaisméaarityksené sentrifuugiputkissa.
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Taulukko 1. Kalibrointisuoran valmistaminen
Kalibrointisuora
Std. 0 3 ml puskuria + 2 ml STOP
Std. 1 1 ml std. 1 + 2 ml puskuria + 2ml STOP
Std. 2 1 ml std. 2 + 2 ml puskuria + 2ml STOP
Std. 3 1 ml std. 3 + 2 ml puskuria + 2ml STOP

Varin annettiin muodostua putkissa 20 minuuttia huoneenlammassa. Put-
ket sentrifugoitiin 10 minuuttia 2 700 g. Spektrofotometri nollattiin stan-
dardinollaa vastaan. Kalibrointisuoran pisteet mitattiin spektrofotometrilla
aallonpituudella 415 nm. Spektrofotometri laskee keskiarvon rinnakkais-
maaritysten absorbansseille, kulmakertoimen ja leikkauspisteen, suoran
korrelaatiokertoimen (R?) seka piirtaa suoran kuvaajan.

Laskeminen

Néaytteen absorbanssista vahennetddn nollandytteelle saatu absorbanssi ja
vastaava aktiivisuus (FTU/mI) luetaan kalibrointisuoralta. Tulos kerrotaan
laimennoskertoimella.

Néaytteiden tuloksia laskiessa kéytettiin AutoLims-ohjelmaa. Ohjelma las-
kee suoran kulmakertoimen ja leikkauspisteen, punnituksen, laimennosti-
lavuuden, laimennoskertoimen ja nédytteen sek& nollandytteen absorbans-
sin perusteella ndytteen entsyymiaktiivisuuspitoisuuden (FTU/qg).

4.3.4 Fytaasiaktiivisuuden mittaus PPU-menetelmélla

PPU-menetelmé perustuu epdorgaanisten fosfaattiryhmien vapautumiseen
fytiinista fytaasientsyymin vaikutuksesta. Naytteessé oleva fytaasi hydro-
lysoi substraattina olevaa fytiinia (inositoliheksafosfaattia), jolloin vapau-
tuu fosfaattiryhmid. Fytiinia ja fytaasientsyymié inkuboidaan, minka jal-
keen suoritetaan varinmuodostus erillisessa reaktiossa. VVapautuneen epéa-
orgaanisen fosforin méaritys perustuu fosfomolybdaattikompleksin pelkis-
tyksessd muodostuvaan Variin.

Menetelma soveltuu fytaasiaktiivisuuden méaarittdmiseen entsyymivalmis-
teista, vitamiini- ja mineraalipremikseisté sek& rehuista. Menetelma ei ole
spesifinen fytaasille, joten muut fosfataasit voivat suurentaa tulosta. Tyo
vaatii fosfaatittomat astiat. Yksi yksikko fytaasia (PPU) on entsyymiméé-
rd, joka médritysolosuhteissa vapauttaa 1 umol epdorgaanista fosforia mi-
nuutissa 37 °C:ssa, pH:ssa 5,5.
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Reagenssit ja tyoturvallisuus

Fytaasin maarityksessa kdytetaan 0,2 M natriumsitraattipuskuria, jonka pH
on 5,0. Reaktio pysaytetdan 15-prosenttisella TCA-liuoksella. Varinmuo-
dostus tehdaén C-reagenssilla, joka siséltdd 1 M rikkihappoa, askorbiini-
happoa ja ammoniummolybdaatin kantaliuosta. Fytaasin mééritysta varten
valmistettiin péivittdin valmistettavat liuokset C-reagenssi ja natriumfy-
taattisubstraatti, jonka pH s&édettiin 0,2 M sitruunahapolla.

Trikloorietikkahappo (TCA) ja vékeva rikkihappo ovat voimakkaasti ihoa
syovyttavid ja silmid vaurioittavia. Sitruunahappo arsyttdd voimakkaasti
silmid. Tyoskentelyn aikana véltettiin polyn, hdyryn ja sumun hengitté-
mistd seké varottiin kemikaalien joutumista iholle ja silmiin. Henkilokoh-
taisina suojaimina kaytettiin tyotakkia, suojakasineita, suojalaseja ja tarvit-
taessa hengityssuojainta. Vahvat hapot kasiteltiin vetokaapissa. TCA-jate
keréttiin talteen ja havitettiin vaarallisena jatteend.

Laitteet
Fytaasin akiivisuusmaarityksessa kaytetyt laitteet:

— Termostoitu vesihaude (Julabo MB)

—  Spektrofotometri (Shimadzu UV-1601)
— Koeputkisekoittaja (Vortex)

— Sentrifugi (VWR Mega Star 3.0)

— Magneettisekoittaja (Starlab)

— Naytteen laimentaja (Hamilton microlab)
— Analyysivaaka (Mettler Toledo XP204)
— Vaaka (Mettler Toledo XS4002S)

—  pH-mittari (WTW pH 521)

Suoritus

PPU-analyysi suoritetaan kahdessa vaiheessa. Ensimmaéisessa vaiheessa
suoritetaan hydrolyysi ja toisessa vaiheessa varinmuodostusreaktio.

Hydrolyysi

Fytaasin méaaritys tehtiin kolmena rinnakkaismaarityksena. Tyo6 aloitettiin
pipetoimalla 1,0 ml entsyymilaimennosta kahteen koeputkeen. Substraattia
temperoitiin 37 °C:ssa vesihauteessa 10 minuuttia ja entsyymilaimennok-
sia viisi minuuttia. Reaktio aloitettiin lisédmalla 1,0 ml temperoitua sub-
straattia sekuntikelloa kayttden 15 sekunnin valein entsyymilaimennok-
seen ja sekoitettiin. Néaytteitd inkuboitiin 37 °C:ssa tasan 15 minuuttia ja
reaktio pysaytettiin lisaédmaélla 2,0 ml 15-prosenttista TCA-liuosta ja sekoi-
tettiin. Naytteet jadhdytettiin huoneenlampdiseksi ennen varinmuodostus-
reaktiota.
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Nollanédyte valmistettiin pipetoimalla ensin 2,0 ml 15-prosenttista TCA-

liuosta ja 1,0 ml substraattia entsyymilaimennokseen ja sekoitettiin. N&y-
tenollia ei inkuboitu vesihauteessa.

Vapautunut ortofosfaatti

Hydrolyysin jélkeen ndytteisté tehtiin 1:10 laimennos vedell& hiosputkiin.
Hiosputkiin lisattiin 4,0 ml C-reagenssia, sekoitettiin, lisattiin hioskorkit ja
inkuboitiin 50 °C:ssa 20 minuuttia. Naytteet jaahdytettiin huoneenlampdi-
seksi ja sekoitettiin. Naytteiden absorbanssi mitattiin nollandytettd vastaan
spektrofotometrilla aallonpituudella 820 nm. Naytteelle ja nollanédytteelle
saadun absorbanssierotuksen tulee olla vélilla 0,1-1,0. Nollanaytteiden ab-
sorbanssin tasoa seurataan ja luotettavataso on alle 0,060.

Kalibrointisuoran valmistaminen

Standardien kantaliuos oli 9,0 mM kaliumfosfaattiliuosta, josta oli tehty
kolme standardilaimennosta (0,045; 0,090 ja 0,0225 mM) puskuriliuok-
seen. Kalibrointisuoran pisteet valmistettiin taulukon 2 mukaisesti kahtena
rinnakkaisndytteend hiosputkissa.

Taulukko 2. Kalibrointisuoran valmistaminen

Kalibrointisuora
Std. 0 4 ml vesi + 4 ml C-reagenssi
Std. 1 4 ml std. 1 + 4 ml C-reagenssi
Std. 2 4 ml std. 2 + 4 ml C-reagenssi
Std. 3 4 ml std. 3 + 4 ml C-reagenssi

Hiosputkiin lisattiin 4,0 ml C-reagenssia, sekoitettiin, suljettiin hioskor-
keilla ja inkuboitiin 50 °C:ssa 20 minuuttia. Naytteet jadhdytettiin huo-
neenldmpdiseksi ja sekoitettiin. Spektrofotometri laski suoralle kulmaker-
toimen, leikkauspisteen ja suoran korrelaatiokertoimen (R?) seka piirsi
suoran kuvaajan.

Laskeminen

Né&ytteen absorbanssiarvosta véhennetédén nollandytteelle saatu absorbans-
si ja vastaava aktiivisuus (PPU/mI) luetaan kalibrointisuoralta. Tulos ker-
rotaan laimennoskertoimella.

Néaytteiden tuloksia laskiessa kéytettiin AutoLims-ohjelmaa. Ohjelma las-
ki suoran kulmakertoimen, leikkauspisteen, punnituksen, laimennostila-
vuuden, laimennoskertoimen ja ndytteen sekd nollandytteen absorbanssin
perusteella ndytteen entsyymiaktiivisuuspitoisuuden (PPU/g).
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5 TULOKSET

5.1 Fytaasiaktiivisuuden maéritys FTU-menetelmalla

FTU-menetelmésté tutkittiin validointia varten uuden substraatin vaiku-
tuksia analytiikkaan. Menetelmadsta tutkittiin uusittavuus, toistettavuus,
tarkkuus, lineaarisuus ja mittausepavarmuus. Aiemmassa v. 2012 tehdyssa
validoinnissa oli tutkittu lisdksi havaitsemis- ja méaaritysrajat seké hairion-
kestavyyttd. Nait4 osa-alueita ei tutkittu validoinnin yhteydessa.

Menetelméan kalibrointisuoran valmistuksessa testattiin kayttd4d puskurin
sijaan substraattia ja sen vaikutuksia tutkittiin. Harmonisoinnin myo6té
FTU-menetelmé&ssa otettiin k&ytt0on uusi substraatti ja tutkittiin vaihdok-
sen aiheuttamia muutoksia naytteiden fytaasiaktiivisuustasoissa.

5.1.1 Lineaarisuus ja alue

Alkuperaisessd menetelmadohjeessa kalibrointi suoritetaan 11 pisteella
(0,3; 0,48; 0,6; 0,72; 1,08; 1,44; 1,8, 2,16; 2,88; 3,6 ja 7,2 pumol/ml). Stan-
dardien kantaliuos on 7,2 mM kaliumfosfaattiliuos. Roalin laadunvalvon-
talaboratoriossa kalibrointisuora tehdaan kolmella pisteelld (0,72; 1,08 ja
1,44 umol/ml). Kalibrointipisteiden tulokset ovat taulukossa 3 ja suora esi-
tetty kuviossa 3 (s. 24). Kalibrointisuoran mééritysté ei testattu kaikilla
pisteilla validoinnin yhteydessa.

Taulukko 3. Kalibrointisuoran tulokset

Fosfaatti (umol/ml) Fyta?ls:i_raLI;/triTi]\I/)isuus Absorbanssi
0,72 0,012 0,2157
1,08 0,018 0,3532
1,44 0,024 0,4977
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Kuvio 3. Kalibrointisuoran kuvaaja

Roalin menetelmdohjeen mukaisesti tehdyn kalibrointisuoran korrelaa-
tiokerroin r = 1,000. Otoskokoa n = 3 vastaava kriittinen arvo on 1,000,
kun merkitsevyystaso kaksisuuntaisessa testissd on 1 %. Koska laskettu
korrelaatiokertoimen arvo on yhtd suuri kuin taulukossa oleva kriittinen
arvo (1,000 = 1,000), edelld olevan perusteella voidaan osoittaa, etta ab-
sorbanssiarvojen ja standardiliuosten pitoisuuden valilla on positiivinen
korrelaatio 99 % luottamustasolla. Tulos on tilastollisesti erittdin merkit-
seva.

Kalibrointisuoran korrelaatiokertoimesta saadaan selityskertoimeksi kaa-
valla 2 (s. 7) 100 %. Kalibrointisuoraa vasten laskettuja tuloksia voidaan
pitad luotettavina.

Lineaarinen alue

Substraatti vaihdoksen myota menetelman lineaarinen alue tutkittiin. Li-
neaarista aluetta tutkittiin laimentamalla samaa ndytettd eri laimennoksin,
jolloin saatiin absorbanssiarvoja laajalta alueelta. Testiin valittiin vertailu-
néyte ja nesteméainen nayte, jolloin saatiin tutkittua lineaarisuutta eri aktii-
visuustason omaavista naytteista. Vertailunaytteen lineaarisuuden tulokset
havainnollistettu kuviossa 4 (s. 25) ja nestemdisen ndytteen tulokset ovat
kuviossa 5 (s. 25).
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Kuvio 4.  Vertailundytteen lineaarisuustesti. Vertailundytteen lineaarinen absorbanssi-
alue on vélilla 0,240-1,430.
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Kuvio 5. Nesteméisen néytteen lineaarisuustesti. Nesteméaisen néytteen lineaarinen ab-
sorbanssialue on valill& 0,280-1,490.

Tutkimuksesta saadut kuvaajat eivat ole tdysin lineaarisia, mutta tulosten
hajonta kuuluu menetelman mittausepdvarmuuden siséén, jolloin voidaan
olettaa tulostason olevan lineaarinen. Tutkimuksen perusteella menetel-
man lineaarinen alue on absorbanssialueella 0,3-1,4. FTU-
menetelmdohjeessa mittausalueeksi annetaan absorbanssiarvot valilla 0,4—
1,0. Mittausalue on laaja eiké sité ole tarvetta muuttaa.
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5.1.2 Havaitsemis- ja maaritysraja

Havaitsemis- ja méaéritysraja oli madritelty vuonna 2012 tehdyssé vali-
doinnissa eika sitd uusittu. Havaitsemis- ja maaritysrajaa oli tutkittu maa-
rittdmalla absorbanssi lampokasitellystd vehndjauhosta, jota kéytetdédn
kantaja-aineena monissa entsyymeissa. Naytteitd oli 12 ja yksi tekija ana-
lysoi ne kahtena erillisend pdivand. Néytteet analysoitiin normaalin néyt-
teen tapaan ja tulokset laskettiin kalibrointisuoralta, joka oli valmistettu
samana péivana. Havaitsemisraja laskettiin kaavalla 3 (s. 7) ja méaritysra-
ja kaavalla 4 (s. 7). Kooste tuloksista on taulukossa 4.

Taulukko 4. Havaitsemis- ja madritysrajan testin tulokset

y Keskiarvo . . s .
Nayte n keskihajonta Havaitsemisraja | Maaritysraja
Vehngjauho 12 0,415+ 0,018 0,47 0,6

Havaitsemis- ja madritysrajat olivat 0,47 FTU/g ja 0,6 FTU/g. Entsyymit
ovat tyypillisesti voimakkaasti konsentroituja, joten rajoilla on kaytdnnon
merkitysta vain, jos madritetddn entsyymien sivuaktiivisuuksia. (Piiroinen
2012, 6.)

5.1.3 Tarkkuus

Tarkkuutta eli mitatun tuloksen ja oikean arvon laheisyytta tutkittiin las-
kemalla z-arvo kaavalla 5 (s. 8). Arvon laskemiseen kéytettiin ring-testin
tuloksia. Kokonaishajonnan tavoitteeksi 95 %:n luottamustasolla (2*sy)
asetettiin 15 %, joten s, = 7,5 %. Tulokset on esitetty taulukossa 5. Oikea-
na arvona (viitearvo) kaytettiin ring-testin kaikkien osallistujien valista
keskiarvoa.

Taulukko 5. Ring-testin tulokset

Nayte Roal QC Viitearvo z-arvo
Vertailunéyte 6296 + 181 6 352 -0,118
Granulanayte 6 028 + 146 6 037 - 0,092

Nestenéyte 6 000 + 166 5934 0,148
Jauhendyte 51476 +1128 51 756 - 0,072

FTU-menetelman z-arvot ovat vélill4 - 0,118-0,148. Menetelmén oikeelli-
suutta analysoitaessa hyvaksyttavana rajana pidetaan |z|< 2. Tulosten pe-
rusteella menetelman tarkkuus on hyvaksyttava.

Menetelmén tarkkuuden arvioimiseen kaytettiin myos t-testid. T-testi las-
kettiin kaavalla 6 (s. 8). Nollahypoteesina oletettiin, ettd ndytesarjojen ar-
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5.14

vot eivat eroa toisistaan. T-testin laskemiseen kéytettiin Roalin laadunval-
vontalaboratorion ring-testin tuloksia ja viitearvona kaytettiin ring-testin
viitearvoja.

Taulukossa 6 on nahtavissa t-testin tulokset. Naytteistd lasketut t-testin
arvot olivat pienempid, kuin t-testin kriittinen arvo kaksisuuntaisessa tes-
tissa 1 % merkitsevyystasolla vapausastein 5, joka on 6,869. T-testin mu-
kaan Roalin tulos ring-testissa ei poikkea viitearvosta 99 % luottamusta-
solla. Tulos on tilastollisesti erittdin merkitseva.

Taulukko 6. t-testin tulokset

Néayte t-testin arvo
Vertailundyte -0,6918
Granulanéyte -0,0176

Nestendyte 0,8890
Jauhenayte - 0,5551

Ring-testissa olleille naytteille tehtiin myds luottamusvalitarkastelu. Luot-
tamusvalitarkastelussa laskettiin kaavan 7 avulla, mille alueelle todellinen
arvo sijoittuu 95 %:n todennédkoisyydelld. Tulokset laskettiin taulukon 5
tuloksista (s. 26) vapausastein 6. Luottamusvélitarkastelun tulokset on esi-
tetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Luottamusvalitarkastelun tulokset

Néayte Luottamusvali Viitearvo
Vertailunédyte 6 296 + 143 6 352
Granulandyte 6028 + 117 6 037

Nestenéyte 6 000 + 132 5934
Jauhendyte 51476 + 895 51 756

Luottamusvélitarkastelun mukaan Roalin laadunvalvontalaboratorion ring-
testin tulosten todelliset arvot sijoittuvat luottamusvélin osoittamille va-
leille. Viitearvot siséltyvat talle vélille, jolloin voidaan todeta, ettd luotta-
musvalitarkastelun mukaan menetelmé on tarkka.

Toistettavuus

Menetelmén toistettavuutta tutkittiin analysoimalla sama ndyte 18 kertaa
samassa sarjassa ja saman tekijan tekeménd. Tutkimuksessa analysoitiin
vertailundyte ja nestemdinen néyte. Toistettavuuskokeiden hajontakuviot
ovat kuvioissa 6 ja 7 (s. 28). Toistettavuus (r) laskettiin kaavoilla 8 ja 9 (s.
9). s-arvo on toistettavuuden variaatiokerroin ja kuvaa mittausepévar-
muutta prosentuaalisesti. Tulokset on esitetty taulukossa 8 (s. 28).
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Kuvio 7. Nestendytteen toistettavuus tulokset

Taulukko 8. Toistettavuustestin tulokset

Néayte n FTU/g S

Vertailunéyte 18 6 099 + 165 2,7%

Nestenayte 18 52 337 + 808 1,5%

Toistettavuustulosten keskihajonta on alle 5 % ja se vastaa muiden ent-
syymiaktiivisuusanalyysien hajontaa. Toistettavuus on hyvalla tasolla ja se
my0s vastaa aikaisempaa v. 2012 tehdyn validoinnin tuloksia.

5.1.5 Uusittavuus

Laboratorion sisdinen uusittavuus (R,y) laskettiin FTU-menetelmén kont-
rollikortin tuloksista ja laboratorioiden vélinen uusittavuus (R) laskettiin
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-
ring-testin tuloksista kaavoilla 10 ja 11 (s. 10). s- ja Sg-arvot ovat uusitta-
vuuden variaatiokertoimia ja kuvaavat menetelmdn hajontaa. FTU-
menetelman kontrollikortin tuloksien hajontakuvio on kuviossa 8. Kont-
rollikortista poimittiin tutkimukseen arvot, jotka olivat halytysrajojen sisé-
puolella eli analyysi oli onnistunut. Tulokset on esitetty taulukoissa 9 ja

10.
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Kuvio 8. FTU-menetelman kontrollikortin tulokset
Taulukko 9. Laboratorion sisaisen uusittavuuden tulokset
Néayte n FTU/g Sr
Vertailundyte 55 6 502 + 163 2,5%

Laboratorion sisdinen uusittavuus voidaan tulkita hyvaksi, kun sita verra-
taan vastaaviin muilla entsyymiaktiivisuusmenetelmilla saatuihin tuloksiin
seka aikaisempaan v. 2012 tehdyn validoinnin tuloksiin.

Taulukko 10.  Laboratorioiden vélisen uusittavuuden tulokset
Néayte n FTU/g SR
Vertailunédyte 16 6 352 + 362 57%
Granulanayte 16 6 037 + 296 4,9 %
Nestenayte 16 5934 + 332 5,6 %
Jauhendyte 16 51 756 + 2256 4,3 %

Ring-testin tuloksien perusteella laboratorioiden vélinen uusittavuus voi-
daan tulkita riittdvéksi. Se on noin 2 x laboratorion sisdinen uusittavuus ja
siten karkeasti tulkittavissa samalle tasolle kuin kokonaismittausepavar-
muus (Eerola, haastattelu 29.9.2015).




Fytaasiaktiivisuusmenetelmien kehitys ja validointi

5.1.6 Mittausepédvarmuus

Mittausepédvarmuus koostuu useasta mittausepavarmuuden osa-alueesta.
Mittausepavarmuuden laskemiseksi tarvitaan bias-arvon, toistettavuuden
ja vertailundytteen mittausepavarmuudet. Mittausepavarmuuden laskemi-
seen kaytettiin Roalin kéyttdmaa mittausepavarmuuden laskentataulukkoa,
joka perustuu Nordtestin Calculation of Measurement uncertainty in envi-
ronmental laboratories -ohjeeseen (kaavat 12-18 s. 11). Tulokset laskettiin
Excell-laskentaohjelmalla. Mittausepavarmuus laskettiin taulukon 11 mu-
kaisista standardiepdvarmuuksista.

Taulukko 11.  Mittausepavarmuuden laskemiseen kaytetyt standardiepdvarmuudet

Toistettavuus u(r) 165
Uusittavuus u(Ry) 163
Bias-arvo u(bias) 288

Menetelman mittausepavarmuus on 12 %, joka on hyvéksyttavalla tasolla
suhteessa muihin entsyymiaktiivisuusanalyyseihin.

5.1.7 HairidnkestavyysFTU-menetelmén hairion kestavyytta oli tutkittu vuonna 2012
tehdyssa validoinnissa eika sita uusittu.

Naytteen stabiilisuus
Liuotetun néytteen héirionkestavyys méériteltiin analysoimalla néyte uu-

delleen huoneenlampdtilassa pitdmisen jalkeen. Tulokset on esitetty taulu-
kossa 12.

Taulukko 12.  Naytteen stabiilisuus

Aika Fytaasiaktiivisuus (FTU/qg)
Valittomasti 7456 + 139
2h 7607 61
4h 747146
Yon yli 7474 =67

Fytaasiaktiivisuuden muutosta ei havaittu, kun néytetta oli pidetty huo-

neen lampdatilassa yon yli.
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Varireaktion stabiilisuus

Fytaasin madrityksessa reaktio pysdytetddn pysaytysreagenssilla, joka
muodostaa vérin. Pysaytysreagenssin lisdyksen jalkeen varin annetaan
muodostua 20 minuuttia. Naytteestd analysoidaan fytaasiaktiivisuus mit-
taamalla muodostunut véri spektrofotometrilla.

Testilla tutkittiin, kuinka varin voimakkuuteen vaikuttaa, mikéli naytteita
ei mitata heti sentrifugointivaiheen jalkeen. Tulokset taulukossa 13 ha-
vainnollistavat varin muutosta.

Taulukko 13.  Varireaktion stabiilisuus

N Nollan&ytteen Néaytteen Fytaasiaktiivisuus Os_uus heti
ika . . mitatusta
absorbanssi absorbanssi FTU/g (%)

Heti 0,032 0,696 46 833+1183 100,0

30 min 0,042 0,699 46 407 + 1 189 99,1

1 tunti 0,056 0,705 45917 +1 153 98,0

2 tuntia 0,085 0,712 44 895 + 1 255 96,9

3 tuntia 0,106 0,734 44576 + 1 379 95,2

Tulosten perusteella ndytteen varissa ei havaittu selkedd muutosta. Nolla-
naytteiden absorbanssi kasvaa enemman kuin naytteiden absorbanssi, jol-
loin absorbanssien erotus kasvaa ja nédytteen aktiivisuustaso nayttaa laske-
van. Naytteet suositellaan mitattavaksi heti sentrifugointivaiheen jéalkeen.
(Piiroinen 2012, 8.)

5.1.8 Substraattitestaus

Tutkimuksessa analysoitiin naytteet uudella ja vanhalla substraatilla sek&
entsyymiaktiivisuustasolle laskettiin prosentuaalinen erotus. Substraatti-
testauksen tulokset ovat taulukossa 14.

Taulukko 14.  Substraattitestauksen tulokset

i Varllzt;Us/l?bst. Ul.ll:S-:-glngt. Erotus (%)

Vertailunéyte 8 3646 3498 -4,24
Kasvatusnayte 1 13 34 869 33423 -4,21
Kasvatusnayte 2 6 92 233 86 443 -6,74
Nestendyte 1 9 55 429 52 666 -5,31
Nestendyte 2 5 6 065 5754 -5,51
Jauhenayte 4 53431 50 260 -6,30
Granulanéyte 8 6 388 6113 -4,53
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Tuloksista havaitaan, ettd vanhan ja uuden substraatin vélinen erotus on
keksimé&arin noin — 5 %. Tuotespesifikaatiossa huomioitiin analyysitason
muutos muutos.

5.1.9 Suoran testaus

Substraatin vaikutusta kalibrointisuorassa testattiin kahtena paivéana 2. ja
3.5.2015. Testissa kalibrointisuora valmistettiin taulukon 15 mukaisesti.
Néaytteiden tuloksia tarkasteltiin tilastollisin menetelmin. Naytesarjoja ver-
rattiin kesken&an ja niille laskettiin tilastollisia tunnuslukuja t-testilla seka
ANOVA. Nollahypoteesina oletettiin, ettd néytesarjojen keskiarvot eivét
poikkea toisistaan.

Taulukko 15.  Kalibrointi- ja vertailusuoran valmistaminen

Normaalisuora Vertailusuora

1 ml puskuria + 2 ml sub-

Std. 0 3 ml puskuria + 2 ml STOP straattia + 2 ml STOP

1 mlstd. + 2 ml puskuria+ | 1 mlstd. + 2 ml substraattia

Std. 1 2ml STOP + 2ml STOP

Std. 2 1 mlstd. + 2 ml puskuria+ | 1 mlstd. + 2 ml substraattia
' 2ml STOP +2ml STOP

Std. 3 1 mlstd. + 2 ml puskuria+ | 1 mlstd. + 2 ml substraattia
' 2ml STOP +2ml STOP

Normaali- ja vertailusuora valmistettiin FTU-menetelmé&ohjeen mukaisesti
kahtena rinnakkaismaérityksend ja niista laskettiin keskiarvo.

Taulukon 16 tuloksista havaitaan, ettd substraattia sisdltdvan suoran ab-

sorbanssit ovat hieman korkeammat, kun puskuria sisaltdvan suora. Kalib-
rointinollien ero oli 0,040.

Taulukko 16.  Puskuria ja substrattia sisaltavien suorien absorbanssiarvot 2.5.2015

Konsentraatio . .
(ma/l) Abs. (puskuri) | Abs. (substraatti)
Std. 1 0,012 0,214 0,225
Std. 2 0,030 0,619 0,628
Std. 3 0,048 1,022 1,029

Testissé oli mukana vertailunayte, kaksi kasvatusnaytetta seké nestenéyte.
Spektrofotometri nollattiin kalibrointisuoran nollandytteelld ja maaritettiin
suora. Naytteet mitattiin sekd puskuria sisaltavéa suoraa ettd substraattia
sisaltdvad suoraa vastaan. Naytteet mitattiin kolmena rinnakkaismaarityk-
send, joista laskettiin keskiarvo. Néytteiden tulokset ovat taulukossa 17 (s.
33).
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Taulukko 17.  Naytteiden tulokset 2.5.2015

Normaalisuora Vertailusuora Ero

(FTU/g) (FTU/qg) (%)

Vertailu 6 337 6 280 0,89
Kasvatusnayte 1 35 740 35442 0,83
Kasvatusnayte 2 81943 81214 0,66
Nestenayte 55 448 55 081 0,89

Néaytteiden fytaasiaktiivisuuspitoisuudet eroavat noin 0,82 % normaalisti
tehtyd ja vertailusuoraa vasten laskettaessa. Ero on niin pieni, ettd voidaan
katsoa sen johtuvan analyysihajonnasta.

Suoran testauksen arvioimiseen kaytettiin t-testid. Nollahypoteesina oletet-
tiin, ettd ndytesarjojen arvot eivét eroa toisistaan. T-testi tehtiin Excelin t-
Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances avulla. T-testi laskettiin
kaavalla 19 (s. 13). Testin tulokset on esitetty taulukossa 18 seka liitteessa

1.
Taulukko 18. :.-Itlt'estin tulokset. P-arvo kuvaa erehtymisriskid, jos nollahypoteesi hyla-
aan.

Néyte t-testin arvo P(T<=t)

Vertailunédyte 0,5810 0,5869

Kasvatusnayte 1 0,2807 0,7929

Kasvatusnayte 2 0,3497 0,7442

Nestenayte 0,1175 0,9122

T-testin arvoiksi saatiin laskemalla 0,1175-0,5810. Naytteistd lasketut t-
testin arvot olivat pienempid, kuin t-testin kriittinen arvo 1 % merkitse-
vyystasolla vapausastein 4, joka on 4,6041. T-testin mukaan normaa-
lisuoran ja vertailusuorien naytteiden arvot eivét eroa toisistaan. Tulos on
tilastollisesti erittdin merkitseva.

Suorien arvioimiseksi kaytettiin my6s varianssianalyysia pienen otoskoon
vuoksi. ANOVAnN arvoiksi saatiin laskemalla 0,014-0,348. Naytteista las-
ketut ANOVARN arvot olivat pienempi, kuin kriittinen arvo 1 % merkitse-
vyystasolla, joka on 21,1978. ANOVAN mukaan normaalisuoran ja vertai-
lusuorien néytteiden arvot eivét eroa toisistaan. Tulos on tilastollisesti erit-
tain merkitsevd. ANOVA tehtiin Excelin ANOVA: Single Factor avulla.
ANOVAn tulokset ovat taulukossa 19 (s. 34) seka liitteessa 2.
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Taulukko 19.  ANOVAnN tulokset. P-arvo kuvaa erehtymisriskid, jos nollahypoteesi hy-

lataan.
Nayte ANOVA P
Vertailunédyte 0,348 0,5869
Kasvatusnayte 1 0,079 0,7929
Kasvatusnayte 2 0,122 0,7442
Nestenayte 0,014 0,9122

5.2 Fytaasiaktiivisuuden méaéritys PPU-menetelmalla

Harmonisoinnin myo6ta FTU-menetelméssa otettiin kayttéon uusi sub-
straatti. PPU-menetelmdssé kaytettiin samaa substraattia, kuin FTU-
menetelmassa, jolloin myds PPU-menetelman substraatti vaihtui. PPU-
menetelmadssa tutkittiin vaihdoksen aiheuttamia muutoksia néytteiden fy-
taasiaktiivisuus tasoissa. Pienimuotoisten testien jalkeen todettiin, ettei
PPU-menetelmén fytaasiaktiivisuustaso muutu, jolloin menetelmaa ei va-
lidoitu uudelleen.

5.2.1 Substraattitestaus

Substraattitestaus toteutettiin analysoimalla samassa ndytesarjassa naytteet
uudella ja vanhalla substraatilla. Tulokset on esitetty taulukossa 20.

Taulukko 20.  Substaaattitestin ndytemadrat, tulokset ja uuden ja vanhan substraatin
entsyymiaktiivisuustason ero prosentteina.

n Varfrlrausll?bst. UuzrsLlJJ/t?str. Ero (%)
Vertailunédyte 5 7 365 7420 0,30
Kasvatusnayte 2 33813 33759 -0,18
Puolivalmiste 1 203 289 199 590 -1,85
Nestenayte 6 5865 5899 0,58
Jauhendyte 2 6 312 6 420 -1,12

Uuden ja vanhan substraatin vélinen aktiivisuusero oli keskimaarin — 0,45
%. Testauksen perusteella voidaan olettaa, ettei substraattien valilla ole
eroa. Tulosten perusteella paatettiin, ettei menetelmaa testata mittausepa-
varmuuteen liittyen.

Substraattitestauksen naytteiden eron arvioimiseen kaytettiin myos t-testia.
T-testi laskettiin kaavalla 6 (s. 8). Nollahypoteesina oletettiin, ettd uuden
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ja vanhan substraatin antaman tulostason valilla ei ole eroa. T-testin las-
kemiseen kaytettiin substraattitestauksen tuloksia (taulukko 20).
Taulukosta 21 havaitaan, ettd naytteistd lasketut t-testin arvot olivat pie-
nempid, kuin t-testin kriittinen arvo kaksisuuntaisessa testissé 1 % merkit-
sevyystasolla néytteelle ominaisella vapausasteella. T-testin mukaan uu-
den ja vanhan substraatin antaman tulostason valilla ei ole eroa 99 % luot-
tamustasolla. Tulos on tilastollisesti erittdin merkitseva.

Taulukko 21. PPU-menetelman substraattitestauksen nadytemadrat, t-testin arvo seka
kriittinen arvo 99 % luottamustasolla vapausastein n-1.

Nayte n t-testin arvo t«r(0,01;n)
Vertailunéyte 15 -0,7177 2,642
Kasvatusnayte 6 0,0871 3,365
Puolivalmiste 3 0,6420 6,965

Nestenayte 18 -1,2227 2,567
Jauhendyte 6 -0,9583 3,365

5.2.2 PPU/FTU-kerroin

PPU- ja FTU-menetelméa ovat fytaasin maaritysmenetelmia ja niiden vélil-
le voidaan madrittdd kerroin. PPU/FTU-kerroin oli madritetty Roalin laa-
dunvalvontalaboratoriossa. Kerrointa voidaan kayttaa tilanteissa, joissa
néytteet joudutaan analysoimaan PPU-menetelmélld ja antamaan tulos
FTU/g-yksikdssa. Kahden kasvatuksen B32- ja CO1-naytteistd madritettiin
fytaasiaktiivisuus PPU- ja FTU-menetelmilld. Tulokset ovat taulukossa

22.
Taulukko 22. PPU/FTU-kerroin testin tulokset
PPU/g FTU/g Suhde
Kasvatus 1 B32 30849 +1 423 40674 +1104 0,758
Kasvatus 1 CO1 27191 +1001 35356 £1559 0,769
Kasvatus 2 B32 29910+ 1 299 40949 +1792 0,730
Kasvatus 2 CO1 26 683 £ 1 150 35638 +1974 0,749

Tuloksista laskettiin PPU/FTU-kerroin. Kerroin oli samaa luokkaa, kuin
vanhalla substraatilla eli 0,75.

PPU/FTU-kertoimen tarkastelussa kaytettiin F-testid. Testilla haluttiin sel-
vittdd PPU- ja FTU-menetelmien vertailukelpoisuutta. F-testi vertaa ovat-
ko kahden menetelmien varianssit yhtd suuria ja sen myota menetelmien
toistotarkkuutta. Testissd nollahypoteesina oletettiin varianssien olevan
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yhté suuria. F-testi laskettiin kaavalla 21 (s. 13). F-testin tulokset on esitet-
ty taulukossa 23.

Taulukko 23.  F-testin tulokset

F-testi
Kasvatus 1 B32 1,6601
Kasvatus 1 CO1 2,4243
Kasvatus 2 B32 1,9035
Kasvatus 2 CO1 2,9469

F-testin arvoiksi saatiin 1,6601-2,9469. Naytteista lasketut F-testin arvot
olivat pienempid, kuin F-testin kriittinen arvo 1 % merkitsevyystasolla va-
pausastein 4, joka on 99. F-testin mukaan normaalisuoran ja vertailusuori-
en naytteiden varianssit eivat poikkea toisistaan 99 % luottamustasolla.
Tulos on tilastollisesti erittdin merkitseva.

F-testin tuloksen perusteella FTU- ja PPU-menetelmien varianssit ovat yh-
t4 suuria ja sen my6td menetelmien toistotarkkuudet eivat poikkea toisis-
taan.

6 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittda substraattivaindoksen aiheuttamia
muutoksia FTU- ja PPU-menetelmissd. Tutkimus painottui FTU-
menetelmaan, joka validoitiin uudelleen. FTU-menetelmésté tutkittiin va-
lidointia varten uusittavuus, toistettavuus, tarkkuus, lineaarisuus ja mitta-
usepavarmuus. Aiemmassa validoinnissa oli tutkittu lisaksi havaitsemis- ja
maaritysrajat sekd hairionkestavyyttd. Menetelman kalibrointisuoran val-
mistuksessa testattiin kayttdd puskurin sijaan substraattia ja sen vaikutuk-
sia menetelméan tutkittiin. FTU- ja PPU-menetelmissa tutkittiin substraat-
tivaihdoksen aiheuttamia muutoksia naytteiden fytaasiaktiivisuustasoihin.
Lisaksi méadritettiin PPU/FTU-kerroin.

FTU-menetelma validoitiin substraattivaindoksen myo6té uudelleen. Mene-
telman spesifisyytta ei tassd tyossa madritetty, koska tiedettiin, ettd mene-
telma ei ole spesifinen fytaasille. Muut fosfataasit véaristavat tulosta ja
tastd syysta tyo vaatii fosfaatittomat astiat. Menetelman fosfaattinerkkyys
tuo analytiikkaan haasteita ja sité tarkasteltiin validoinnin yhteydessa. Fos-
faattiherkkyyttd véhentdvid toimintatapoja I0ydettiin, mutta ne vaativat
vield lisaa selvitysta, jotta menetelmésta saataisiin stabiilimpi.

Menetelmadn lineaarisuutta tutkittaessa todettiin, ettd kalibrointisuoraa vas-
ten laskettuja tuloksia voidaan pitda luotettavina. Lineaarisen alueen tes-
teissd havaittiin, ettd tulosten perusteella menetelmén lineaarista absor-
banssialuetta olisi mahdollista laajentaa, mutta siihen ei ole tarvetta riitta-
van laajan lineaarisenalueen vuoksi. 2012 validoinnissa maéritettyja ha-
vaitsemis- ja méaaritysrajoja ei méaritetty uudelleen. Entsyymit ovat tyypil-
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lisesti voimakkaasti konsentroituja, joten havaitsemis- ja madaritysrajoilla
on kaytdnndn merkitystd vain, jos madritetddn entsyymien sivuaktiivi-
suuksia.

Menetelman tarkkuus on z-arvon mukaan hyvaksyttdva. Tulosten perus-
teella menetelmén toistettavuus ja uusittavuus ovat hyvélla tasolla, kun
niitd verrataan vastaaviin tuloksiin muilla entsyymiaktiivisuusmenetelmil-
14. Menetelman mittausepdvarmuus oli hyvaksyttavalla tasolla. Tutkimuk-
sen tuloksia verrattiin aikaisempaan validointiin ja havaittiin, ettd mene-
telmé& toimii edelleen tarkoituksen mukaisesti. Validoinnin tulokset huo-
mioitiin Roalin laadunvalvontalaboratoriossa.

Substraattivaihdoksen my6td FTU-menetelmén entsyymiaktiivisuuden tu-
lostaso laski noin viisi prosenttia. Roalin laadunvalvontalaboratorion FTU-
menetelman entsyymiaktiivisuusanalyysien tulostaso oli noin viisi pro-
senttia korkeampi kuin ESC-laboratorion. ESC-laboratorio k&ytti uutta
substraattia analyyseissd, joten tulostason pitéisi yhtendistya substraatti-
vaihdoksen myota. Tuotehallinnoinnissa tehtiin muutoksia entsyymiaktii-
visuustason laskun myota. PPU-menetelméssd substraattivaindos ei vai-
kuttanut entsyymiaktiivisuuden tulostasoon, jolloin ei tarvittu vastaavia
toimenpiteitd tuotehallinnoinnin osalta, kuin FTU-menetelméassa.

PPU/FTU-kerroin tarkistettiin substraattivaindoksen myoté ja sen havait-
tiin olevan sama, kuin edellisesséd tutkimuksessa. FTU- ja PPU-
menetelmien variansseja tarkastellessa todettiin, ettd varianssit ovat yhta
suuria ja sen my6td menetelmien toistotarkkuudet eivat poikkea toisistaan.
Tuloksen myo6td PPU/FTU-Kkerrointa voidaan kayttad harkitusti Roalin
laadunvalvontalaboratorion fytaasiaktiivisuusanalytiikan tukena.

FTU-menetelméssd tutkittiin substraatin vaikutusta kalibrointisuorassa.
Tulosten perusteella naytteiden entsyymiaktiivisuustasossa ei havaittu
muutosta. Harmonisoinnin my6ta kaikki Roalin yhteisty6laboratoriot otti-
vat kalibrointisuorassa substraatin kdyttéon. Osa yhteistydlaboratorioista
kaytti jo aikaisemmin tatd tapaa analytiikassaan. Roalin laadunvalvontala-
boratorio otti substraatin kayttodn kalibrointisuorassa kesakuussa 2015.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd tutkimuksen tavoite saavutettiin. Tut-
kimuksessa saatiin tietoa substraattivaihdoksen aiheuttamista muutoksista
FTU-menetelmassa ja pystyttiin varmistamaan menetelmén toimivuus se-
k& luotettavuus. PPU-menetelmén osalta saatiin tietoa, ettei menetelman
antamassa fytaasiaktiivisuustasosssa tapahtunut muutoksia substraatti-
vaihdoksesta johtuen. FTU-menetelmén osalta olisi kuitenkin syyta tutkia
lisaa fosfaattinerkkyydestd johtuvien haasteiden syitd ja saada menetel-
maésté stabiilimpi timan myota.
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T-TESTIN TULOKSET

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Vertailundyte

Variable 1 Variable 2

Mean 6336,666667 6280,333333
Variance 13346,33333 14004,33333
Observations 3 3
Hypothesized Mean Differen-

ce 0

df 4

t Stat 0,589986561

P(T<=t) one-tail 0,293458233

t Critical one-tail 3,746947388

P(T<=t) two-tail 0,586916466

t Critical two-tail 4,604094871

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Kasvatusnayte 1

Variable 1 Variable 2

Mean 35739,66667 35442
Variance 1692329,333 1681671
Observations 3 3
Hypothesized Mean Differen-

ce 0

df 4

t Stat 0,280684397

P(T<=t) one-tail 0,396435968

t Critical one-tail 3,746947388

P(T<=t) two-tail 0,792871936

t Critical two-tail 4,604094871
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Liite 1/2
T-TESTIN TULOKSET

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Kasvatusnayte 2

Variable 1 Variable 2

Mean 81942,66667 81214
Variance 6176830,333 6845637
Observations 3 3
Hypothesized Mean Differen-

ce 0

df 4

t Stat 0,349738056

P(T<=t) one-tail 0,372086419

t Critical one-tail 3,746947388

P(T<=t) two-tail 0,744172839

t Critical two-tail 4,604094871

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances

Nestendyte

Variable 1 Variable 2
Mean 55448 55081,33333
Variance 14409391 14827625,33
Observations 3 3
Hypothesized Mean Differen-
ce 0
df 4
t Stat 0,117453384
P(T<=t) one-tail 0,456081111
t Critical one-tail 3,746947388
P(T<=t) two-tail 0,912162221

t Critical two-tail 4,604094871
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Liite 2/1

ANOVAN TULOKSET
Anova: Single Factor
Vertailunadyte
SUMMARY

Groups Count Sum Average \Variance
Column 1 3 19010 6336,667 13346,33
Column 2 3 18841 6280,333 14004,33
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 4760,167 1 4760,167 0,348084 0,586916 21,19769
Within Groups 54701,33 4 13675,33
Total 59461,5 5
Anova: Single Factor
Kasvatusnayte 1
SUMMARY

Groups Count Sum Average \Variance
Column 1 3 107219 35739,67 1692329
Column 2 3 106326 35442 1681671
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 132908,2 1 132908,2 0,078784 0,792872 21,19769
Within Groups 6748001 4 1687000

Total 6880909 5
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Liite 2/2

ANOVAN TULOKSET

Anova: Single Factor

Kasvatusnayte 2

SUMMARY

Groups Count Sum Average \Variance

Column 1 3 245828 81942,67 6176830

Column 2 3 243642 81214 6845637

ANOVA

Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 796432,7 1 796432,7 0,122317 0,744173 21,19769
Within Groups 26044935 4 6511234

Total 26841367 5

Anova: Single Factor

Nestendyte

SUMMARY

Groups Count Sum Average \Variance

Column 1 3 166344 55448 14409391

Column 2 3 165244 55081,33 14827625

ANOVA

Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 201666,7 1 201666,7 0,013795 0,912162 21,19769
Within Groups 58474033 4 14618508

Total 58675699 5




