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Opinnaytetyo tehtiin Valion tutkimus- ja tuotekehityksen kemian analyysipalvelulaboratori-
ossa.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia mahdollisuutta korvata meijeriteollisuusnaytteille so-
veltuva entsymaattinen laktoosimaaritysmenetelma nestekromatografisella menetelmalla.
Menetelman korvaamisesta oltiin kilnnostuneita, silla uusi menetelma olisi muun muassa
luotettavampi ja kustannustehokkaampi. Kromatografisen menetelmén toimivuutta arvioi-
tiin suorittamalla menetelmalle validointi. Saatuja tuloksia vertailtiin tilastollisin menetelmin.

Validoitava menetelma oli osittain uusi. Menetelma oli muunneltu jo kaytdssa olevasta me-
netelmasta ja laitevalmistajan antamista suosituksista sopivaksi kokonaisuudeksi.
Naytteina kaytettiin meijeriteollisuustuotteita seka prosessinaytteita. Validoinnissa tarkas-
teltiin validoitavalla menetelmalla saatuja tuloksia ja verrattiin referenssimenetelmien tulok-
siin. Referenssimenetelmaét olivat entsymaattiset menetelmét Laktoosi ja glukoosi entsy-
maattisesti ja Laktoosi ja galaktoosi entsymaattisesti ja kromatografinen menetelma Lak-
toosin maarittdminen ionikromatografisesti korkean suorituskyvyn nestekromatografilla
(Dionex).

Validoinnissa tarkasteltiin ensisijaisesti laktoosipitoisuutta mutta my®s galaktoosin ja glu-
koosin tuloksia. Mittausepavarmuuden tulokset olivat hyvat ja niiden mukaan menetelma
oli toimiva. Toistettavuusmittauksien tulokset olivat myos raja-arvojen sisalla. Tilastollisista
menetelmista t-testi antoi raja-arvoja ylittavia tuloksia, mutta tulos oli odotettavissa. Tasta
syysta tulokselle ei annettu ensisijaista painoarvoa lopputulokseen. Validoinnin lopputulok-
sena oli, ettd menetelmalla ei voida korvata entsymaattista menetelmaa, mutta silla voi-
daan maarittda laktoosipitoisuus.

Tuloksista saatiin paljon hyodyllista tietoa menetelman toimivuudesta ja sité voidaan hyo-
dyntaa lisattdessa menetelmaan uusia sokereita.

Avainsanat Validointi, HPLC-RI, laktoosi
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This thesis work was done at Valio Oy’s research and development in chemistry analysis
laboratory.

The purpose of this study was to investigate the possibility of replacing the enzymatic lac-
tose assay method for dairy industry samples with liquid chromatography method. There
was interest in replacing the method, as the new method would be more reliable and cost-
effective. The investigation was performed by validating the new method. The results of
validation were examined by statistical methods.

The method to be validated was partly new. The method had been modified from an old
liquid chromatograph method in use and the column's manufacture recommendations into
suitable driving conditions. Dairy products and process samples were used as samples.
The results obtained with the method to be validated were compared with the results of the
reference methods. The enzymatic reference methods were Enzymatic Determination of
Lactose and Glucose and Enzymatic Determination of Lactose and Galactose and the
chromatographic reference method was Determination of Lactose by lon Chromatography
with High-Performance Liquid Chromatography (Dionex).

Validation focused primarily on lactose content but also the concentrations of galactose
and glucose were measured. The results of the measurement uncertainty were good, and
the method was found to be working. The results of the repeatability measurements were
also within the limits. Of the statistical methods, the t-test gave results above the limit val-
ues, but the result was expected. For this reason, the result was not given priority in the
outcome. The result of the validation was that the method cannot replace the enzymatic
method but can determine the lactose concentration.

The results provided a lot of valuable information about the method. The information can
be utilized to validate other sugars in the method.

Keywords Validation, HPLC-RI, lactose
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Lyhenteet

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography. Hydrofiilinen vuorovaikutus
nestekromatografia.

HPLC High Performance Liquid Chromatography. Korkean erotuskyvyn nestekro-
matografia.

HPLC-IC High Performance Liquid Chromatography-lon Chromatography. Korkean
erotuskyvyn nestekromatografia — ionikromatografia.

RI Refractive Index. Taitekerroindetektori.

RSD Relative Standard Deviation. Suhteellinen keskihajonta.
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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin Pitdjanmaelld sijaitsevan Valio Oy:n Tutkimus ja Tuotekehityksen
kemian analyysipalvelussa. Analyysipalvelulaboratoriossa tutkitaan muun muassa nayt-
teiden peruskoostumusta (kuiva-aine, proteiini, rasva ja tuhka), kivennaisaineita ja lak-
toosipitoisuutta. Valio Oy on vuonna 1905 perustettu suomalainen meijeri ja ruokatalo.
Ensimmainen laboratorio perustettiin vuonna 1916 ja Tutkimus ja Tuotekehitys taytti 100
vuotta vuonna 2017. Tunnettu kemisti ja nobelisti Artturi limari Virtanen tyoskenteli Va-
lion laboratoriossa noin 50 vuotta. Valion tunnetuimpia keksintéja ovat muun muassa

A.l.V-rehu, -voisuola, Valio Eila®-teknologia ja Valio Gefilus®-tuotteisto. [1.]

Paaraaka-aineena yritys kayttaa maitoa, josta jalostaa erilaisia maitotuotteita, kuten
juustoja, jogurtteja ja rahkoja. Valio on laajentanut toimintaansa vuosien aikana ja
vuonna 2020 meijerituotteiden lisaksi tuotetaan muun muassa mehuja, demi- ja herajau-
heita seka kasviperaisia tuotteita. Tuotevalikoiman laajentuessa yritys tunnetaan nyky-

aan meijerina ja ruokatalona. [1.]

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia mahdollisuutta korvata entsymaattinen laktoosin-
maaritysmenetelma kromatografisella menetelmélla. Entsymaattisen menetelmén kor-
vaamisesta oltiin kiinnostuneita, silla kromatogafinen menetelma olisi toimiessaan luo-
tettavampi kuin entsymaattinen, analysoiminen olisi nopeampaa ja kromatogafinen me-
netelm& mahdollistaisi useamman sokerin analysoimisen samalla kerralla. Tutkimus
suoritettiin tekemalla vertailuvalidointi menetelmien vélilla. Referenssimenetelmina kay-
tettiin entsymaattisia menetelmia seka kromatografista menetelmaa. Entsymaattiset me-
netelmat olivat Laktoosi ja glukoosi entsymaattisesti ja Laktoosi ja galaktoosi entsymaat-
tisesti. Menetelmia kaytetddn tuotteiden laktoosipitoisuuden analysoimiseen. Toisena re-
ferenssimenetelmana kaytettiin kromatografista menetelmaa Laktoosin maarittaminen
ionikromatografisesti korkean suorituskyvyn nestekromatografilla (Dionex), joka on kay-
tossé tuotteiden laktoosittomuusanalyyseissé. Tutkittavia parametrejd olivat menetel-
man havaitsemisraja ja maaritysraja, mittausalue ja lineaarisuus, oikeellisuus, toistetta-
vuus ja menetelman mittausepavarmuus. Menetelmien vélille tehtiin myds parittainen

kahden otoksen t-testi.
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Naytteiksi pyrittiin valitsemaan mahdollisimman kattavasti erityyppisia meijeriteollisuus-
tuotteita, prosessinaytteitd ja laadunvarmistusnaytteitd (LV1 ja LV2), jotta saataisiin tie-
toa erityyppisten naytteiden tuloksista ja sitd kautta menetelman toimivuudesta. Laktoo-

sipitoisuuden liséksi naytteista tutkittiin myds galaktoosin ja glukoosin pitoisuudet.

Kromatografisen menetelman validointi suoritettiin nestekromatografilla, jossa kolonnina
oli HILIC-kolonni ja detektorina taitekerroin detektori (RI). Menetelmé ei kokonaisuudes-
saan ollut aiemmin kaytossa Valiolla.

2 Sokerit

Sokerit kuuluvat polysakkarideihin, jotka ovat yksi kolmesta ihmisen tarvitsemasta mak-
romolekyylistd. Makromolekyyleihin kuuluvat polysakkaridien lisdksi rasvat ja proteiinit.
Polysakkaridit ovat monesta monosakkaridista koostuvia molekyyleja, joihin kuuluvat eri-
laiset sokerit, tarkkelykset ja kuidut. Elintarvikkeissa sokereita kaytetddn muun muassa
rakenteen parantamiseen, makeuttamiseen, arominparannukseen ja kiteytymisen hallit-
semiseen. Myds monet maitotuotteet sisaltavat luontaisesti erilaisia sokereita. Sokeri-
molekyylit koostuvat hiilestd, vedysta ja hapesta. Yksinkertaisimpia sokereita kutsutaan
monosakkarideiksi, ja ne koostuvat yhdesta sokerimolekyylista. Disakkaridit sisaltavat
kaksi sokerimolekyylia ja polysakkaridit useampia sokerimolekyyleja. [2; 3.] Sokereita
voidaan analysoida usealla eri tavalla, ja niista yleisimpia ovat entsymaattiset ja kroma-
tografiset menetelmét. Yksi maailman laajuisesti analysoiduimmista sokereista sokeri-
analytiikassa on laktoosi, joka voi aiheuttaa suolisto-oireita. [4.] Kromtografisella mene-
telméalla on myds mahdollisuus havaita laittomasti lisatyt sokerit valmiista elintarvikkeista

[5]. Opinnaytetytssa tutkitut sokerit olivat laktoosi, glukoosi ja galaktoosi.

2.1 Laktoosi

Laktoosi on disakkaridi, joka koostuu kahdesta sokerimolekyylisté, galaktoosista ja glu-
koosista, jotka ovat liittyneet toisiinsa kemiallisilla sidoksilla. Laktoosin kemiallinen kaava

on C12H22011. Kuvassa 1 on laktoosin rakennekaava. [3; 6.]
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Lactose

CH,OH CH,OH
O o)

HO OH

OH OH

OH OH

Kuva 1. Laktoosin rakennekaava. Laktoosi on disakkaridi, joka koostuu galaktoosista ja glukoo-
sista. [7.]

Elimistosséa laktoosi ei imeydy disakkaridina vaan ruoansulatuselimiston laktaasient-
syymi pilkkoo laktoosin monosakkarideiksi, glukoosiksi ja galaktoosiksi. Monissa maito-
tuotteissa on luontaisesti laktoosia ja esimerkiksi maito sisaltaa laktoosia noin 5 g/100 g.
Laktoosi-intoleranssia sairastavilta ihmisiltd puuttuu laktaasientsyymi, jolloin pilkkoutu-
maton laktoosi saattaa aiheuttaa voimakkaita suolisto-oireita. Taman takia laktoosin ana-

lysointi on maailmanlaajuisesti tarkeaa. [4; 8; 9.]

2.2 Glukoosi ja galaktoosi

Glukoosi ja galaktoosi ovat monosakkarideja, ja ne koostuvat molemmat yhdesta soke-
rimolekyylistd. Glukoosilla ja galaktoosilla on sama kemiallinen kaava, CsH120s, ja ne
voivat esiintyd seka asyklisessa etta syklisessa muodossa. Vesiliuoksessa glukoosin
muodot ovat tasapainossa ja pH:ssa 7 syklinen muoto on hallitseva. [10; 11.] Elimistd
kayttaa glukoosia ensisijaisena energian lahteena elimistdlle ja ainoana energianlah-

teena aivoille [3].
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3 Laitteisto

Kromatografia on menetelméa kemiallisten yhdisteiden erotteluun, tunnistamiseen ja puh-
distamiseen. Kromatografinen erottelu perustuu tasapainoon, jossa toisiinsa liukenemat-
tomat stationdarifaasi ja liikkuva faasi ovat vuorovaikutuksessa keskenaén. Naytemole-
kyylit kulkeutuvat dynaamisessa tasapainossa faasien valilla vuoroin sitoutuen stati-
onaarifaasiin ja vuoroin irroten liikkuvaan faasiin. Molekyylin etenemiseen vaikuttavia te-
kijoité ovat sen adsoprtio- ja partitio-ominasuudet seka erilaiset vuorovaikutukset faasei-
hin. Heikosti station&&rifaasiin sitoutuva molekyyli etenee nopeasti sen ollessa suurim-
man osan ajasta liikkuvassa faasissa, ja voimakkaasti stationaarifaasiin sitoutuva etenee
hitaammin. [12, s. 140-141.]

Nestekromatografian absorptiokromatografiassa stationaarifaasi on kiintea ja liikkuva
faasi on neste, jolloin tasapainoon vaikuttavia tekijoita ovat naytteen sisaltamien kompo-
nenttien liukoisuusominaisuudet. Tasapainoon vaikuttaa myds naytteen poolisuus, jos
stationdarifaasi on poolinen. Pooliset yhdisteet, seka poolittomat yhdisteet ajoliuoksen
ollessa heikosti pooliton, tarttuvat pooliseen station&arifaasiin. Talléin tasapainoon voi-
daan vaikuttaa muuttamalla ajoliuoksen poolisuutta. [12, s. 141-142.]

3.1 Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) kaytetddn muun muassa orgaanisten yhdisteiden analysoimisessa. Analyysitek-
niikalla voidaan tutkia hyvin laajaa kirjoa naytteitd ja ainoa edellytys tutkittavalta nayt-
teeltd on sen saaminen nestemaiseen muotoon, jossa sen tulee pysya koko analyysin
ajan. [12, s. 153.]

Nestekromatografi-laitteisto koostuu saildpulloista, pumpuista, injektorista, kolonnista,

detektorista ja tiedonkeruu- ja tulostuslaitteistosta. Laitteiston osat nékyvat kuvassa 2.
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Eluenttisailiot ja jakelujarjestelma

4te/Keréily
® ® C@ Tiedonkeruu
Injektori jatulostus  |[|Sseas

Pumput

Nayte

Kuva 2. Nestekromatografilaitteiston kaavakuva [12, s. 153].

Nayte syo6tetdan injektorin kautta nestefaasiin. Neste kulkeutuu korkean paineen alla ka-
pillaariputkissa pumppujen avulla kolonnille. Kolonnissa nayte erottuu eri komponen-
teiksi, joiden kulkeutuminen detektorille vie komponentille ominaisen ajan. Detektori ha-

vaitsee naytteen saapumisen ja antaa tiedon tiedonkeruulaitteistolle. [12, s. 153.]

Nayte voidaan sy6ttdd nestevirtaan injektoimalla kdsin tai automaattisesti. Automaatti-
sessa injektoinnissa erisuuruiset injektiotilavuudet ovat mahdollisia. Naytesiimukat ovat
kooltaan 5-500 pl. Injektori yhdistaa naytesilmukan ajoliuokseen, joka on korkean pai-
neen alla ja kuljettaa naytteen kolonniin. Injektorin ollessa tayttbasennossa ajoliuos vir-

taa suoraan kolonniin. Kuvassa 3 injektorin rakenne. [12, s. 165.]

Syringe

Syringe

Fixed-volume
sample

column

<—— Solvent in column <—— Solventin

Load position Inject position

e ®

Kuva 3. Injektorin rakenne [13, s. 686].
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Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa kaytetddn korkeaa painetta, jolloin pump-
pujen tulee kyetd pumppaamaan toistuvasti tasaisella virtausnopeudella korkeaa pai-
netta vastaan. Virtausnopeuteen vaikuttavat ajoliuoksen viskositeetti, kolonnin mittasuh-

teet ja stationaarifaasin hiukkas- ja huokoisuusominaisuudet. [12, s. 163.]

Nestekromatografin kolonnit ovat materiaaliltaan terdsta ja pituudeltaan 3—30 cm. Sisa-
halkaisija voi vaihdella 1-25 mm riippuen analyysisté. Fritit, eli huokoiset levyt, ovat ko-
lonnin paissa ja pitavat taytemateriaalin paikallaan. Kapillaarin litetaan tiiviisti kolonniin
kartiotiivisteiden avulla. Analyyttisen kolonnin station&éarifaasin partikkelikoko on 3-10
um. Mita pienempi partikkelikoko kolonnissa on, sitd tehokkaampi sen erotuskyky on.
[12, s. 154.] Kolonnit ovat kalliita ja ne likaantuvat herkasti. Naytteet tulee sentrifugoida
tai suodattaa ennen naytepulloon laittoa tai kasin injektointia. Padkolonnin suojaamiseksi
voidaan kayttaa myos esikolonnia, joka on materiaaliltaan samaa kuin paakolonni. [13,
s.671.]

Detektoreja, jotka soveltuvat nestekromatografille, on useita erilaisia. Kaytettyja detek-
toreja ovat esimerkiksi UV/Vis-, DAD, fluoresenssi-, sdhktkemiallinen-, johtokyky- ja tai-
tekerroindetektori. Hyvan detektorin tulisi olla herkka pienille pitoisuuksille kaiken tyyppi-
silla naytteilld, antaa lineaarinen vaste ja kromatogrammipiikit eivat saisi leventyd. De-
tektori ei saisi hairiintya lampdtilan vaihtelusta tai liuottimen koostumuksesta. Nestekro-

matografeissa kaytetdan myds usein kahta tai useampaa detektoria. [13, s. 686.]

Ajoliuos koostuu yleensa kahdesta tai useammasta komponentista. Liuoksia vaihtamalla
tai niiden valista suhdetta muuttamalla voidaan vaikuttaa analyysiolosuhteisiin. Mita suu-
rempi ajoliuoksen viskositeetti on, sitd suurempi station&arifaasin aiheuttama vastapaine
on. [12, s. 160.]

3.2 Hydrofiilinen vuorovaikutus nestekromatografia

Hydrofiilistéd vuorovaikutus nestekromatografiaa (HILIC) kaytetddn usein sen kaltaisten
naytteiden erottamiseen, jotka ovat kemiallisilta ominaisuuksiltaan liian poolisia molekyy-
leja erottuakseen kdanteisfaasikolonnissa. Esimerkiksi polaarisilla orgaanisilla ja bioke-
miallisilla molekyyleilla on hydrofiilinen alue, jolloin molekyyli ei pidaty kaanteisfaasiko-

lonniin ja erotu [13, s. 679]. HILIC-kolonnissa kiintedfaasi on voimakkaasti poolinen ja
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liikkuva faasi sisaltaa tyypillisesti 60—97 V-% aproottista orgaanista liuotinta kuten ase-
tonitriilia, johon on sekoitettu vesipitoista puskuria. Liikkuvan faasin vesiosuus muodos-
taa kiintean faasin pintaan ohuen vesikerroksen. Naytteessa olevat pooliset molekyylit
liukenevat vesifaasiin ja ovat vuorovaikutuksessa suoraan poolisen kiintednfaasin
kanssa. Mita suurempi orgaanisen liuottimen konsentraatio on, sitd huonommin poolinen
liuos liukenee liikkuvaan faasiin ja kulkeutuu hitaammin kolonnin |api detektorille. [13, s.
679—-680] Kuvassa 4 on havainnollistettu orgaanisen liuottimen ja vesiosuuden vaiku-
tusta molekyylien liikkumiseen faaseissa.

HILIC

Organic Mobile Phase

Aqueous Mobile Phase

Polar

Polar H,O Layer

HILIC Phase (Hydrophilic) HILIC Phase (Hydrophilic)

Kuva 4. Orgaanisen liuottimen konsentraation kasvaessa poolisen naytteen liukoisuus liikku-
vaan faasiin huononee [14].

Retention

Kiintedn faasin materiaalit vaihtelevat, ja yleisimmin kaytettyj& ovat paljas piioksidi-, dioli-
ja amidifaasit. Kuvassa 5 kuvattu paljas piioksidifaasi.

Bare sillica

Kuva 5. HILIC-kolonnissa kaytetty paljas piioksidifaasi [13, s.683].
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HILIC-metodeissa pH:lla on oleellinen vaikutus tulokseen ja pH tulee ottaa huomioon
menetelman kehityksessa ja arvioinnissa. Liian korkea pH voi vaikuttaa komponenttien
erottumiseen kolonnissa. Taméan vuoksi nayte tulee liuottaa liuokseen, joka ei nosta liik-
kuvan faasin pH:ta lilan korkeaksi. Jos orgaanisen liuottimen pitoisuus on korkea liikku-
vassa faasissa pH:n arvo voi nousta ja vaikuttaa nain komponenttien erottumiseen. pH
vaikuttaa analyytin varaustilaan sen pKa:n perusteella. Myds puskurin pitoisuus voi vai-
kuttaa menetelman toimivuuteen. Liikkuvan faasin korkea orgaaninen pitoisuus voi sa-
ostaa puskurisuoloja naytteen syéttajan ja kolonnin véliseen putkeen tai kolonniin. Posi-
tilviset puskuri-ionit saattavat myos hairita tulosten tulkintaa samoilla retentioajoilla tut-
kittavien analyyttien kanssa. [14.]

3.3 Taitekerroindetektori

Taitekerroindetektori (Refractive index detector, RI) on niin sanottu yleisdetektori, joka
havaitsee ldahes kaikki liuenneet aineet, ja se on yleisesti kaytetty detektori hiilihydraatti-
analyyseissa. [13, s. 690-691; 15, s. 156-157.] Kahdella eri liuoksella on hyvin harvoin
sama taitekerroin, joten taitekertoimen maarittdminen on erityisen hyodyllinen kvalitatii-
visissa analyyseissa [16, s. 381]. Taitekerroindetektorin herkkyys ei kuitenkaan riita tar-
kimpaan analytiikkaan, ja esimerkiksi UV-detektori on 1000 kertaa herkempi. Taiteker-
roin riippuu aineesta, lammaosta, paineesta, valon aallonpituudesta ja aineen vahvuu-
desta. Taitekertoimen muuttuessa herkasti RI-detektoria voi kayttaa vain isotermisessa
ajossa, jossa lampdtila, paine ja virtausnopeus pysyvat vakioina. Kuvassa 6 yksinker-

taistettu kaavakuva detektorista.

Column effluent — =——=—xqy

Pure mobile phase —»

|54
Light =%

source I Mirror

— Indicates light beam
when column effluent

Photosensitivey  __~—"---"" is pure mobile phase

Blifaceis & sp—"_--~
- == Indicates light beam
when a mixture component
is present in column
1 l effluent

Kuva 6. Taitekerroindetektorin kaavakuva [16, s. 381].
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Yleisimmin kaytetyssa RI-detektorissa on kaksi lapivirtauskennoa, joista toisessa virtaa
puhdas ajoliuos (pure mobile phase), joka toimii niin sanottuna vertailuliuoksena ja toi-
sessa kolonnissa kulkee kolonnista tuleva liuos (cloumn effluent). Valon lahde (light
source) ohjataan kennojen lapi peilin (mirror) kautta valoherkalle pinnalle (photosensitive
surface), jossa havaitaan taitekertoimen muutokset eri liuosten valilla. Detektori havait-
see nayteliuoksen ja ajoliuoksen taitekertoimien eron, jonka perusteella saadaan maari-
tetty& naytteen pitoisuus. [13, s. 690-691; 15, s. 172; 16, s381.]

HPLC-RI-laitteisto havaitsee myds molekyylit, joilla ei ole UV-absorptiota tai se on
heikko. Tamé&n kaltaisia molekyyleja ovat esimerkiksi dieettisokerit. [4.]

4 Referenssimenetelmat

Validoinnissa kaytetyt referenssimenetelmaét olivat entsymaattinen menetelma ja kroma-
tografinen menetelma. Entsymaattisessa menetelmassa kaytettiin entsyymeja pilkko-
maan sokerit haluttuun muotoon, jonka jalkeen pilkkoutuneet tuotteet mitattiin spektrofo-
tometrisesti Arena-30-laitteistolla. Kromatografisessa menetelmassa kaytettiin nestekro-
matografia, jossa naytteen komponentit eroteltiin ioninvaihtokolonnissa ja detektorina oli
sahkdkemiallinen detektori.

4.1 Entsymaattiset menetelmat

Laktoosin ja glukoosin maarityksessa kaytettiin Valion sisaistd menetelmaa Laktoosi ja
glukoosi entsymaattisesti (myéhemmin Ents. A), joka perustuu standardeihin ISO 5765-
1 ja IDF 79-1 soveltaen. Menetelméa soveltuu meijeriteollisuustuotteille, jotka sisaltavat
laktoosia. Naytteet esikasitelladn Carrez-saostuksella ja entsymaattiseen sokerien pilk-

komiseen kaytetaan valmiita kitteja. Analysointi suoritetaan Arena-30-laitteistolla. [17.]
Entsymaattisessa pilkkoutumisreaktiossa laktoosi hydrolysoituu D-glukoosiksi ja D-ga-
laktoosiksi pH:ssa 6,6 beta-galaktosidaasi entsyymin ja veden vaikutuksesta seuraavan

reaktion mukaisesti:

laktoosi + H2O -> D-glukoosi + D-galaktoosi.
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D-glukoosi fosforyloituu heksokinaasin (HK) ja adenosiini 5'-trifosfataasin (ATP) vaiku-
tuskesta pH:ssa 7,6 glukoosi-6-fosfaatiksi (G-6-P). Reaktiossa muodostuu lisdksi adeno-

siini-5’-difosfaattia (ADP) seuraavan yhtalon mukaisesti:

D-glukoosi + ATP -> G-6-P + ADP.

Glukoosi-6-fosfaattidehydrogenaasin  (G6P-DH) vaikutuksesta nikotiiniamidiadeniini-
nukleotidifosfaatti (NADP*) hapettaa G-6-P:n glukonaatti-6-fosfaatiksi. Reaktiossa muo-
dostuu lisaksi nikotiiniamidiadeniini-dinukleotidifosfaattia (NADPH) seuraavan reaktion

mukaisesti:

G-6-P + NADP* -> D-glukonaatti-6-fosfaatti + NADPH + H*.

NADPH:n absorbanssi mitataan spektrofotometrisesti aallonpituudella 340 nm.
NADPH:n méaara on stoikiometrisessa suhteessa D-glukoosin maaraan ja naytteen al-
kuperainen D-glukoosin pitoisuus saadaan hydrolysoimattomasta naytteesta. Laktoosin
pitoisuus saadaan hydrolyysin aikana syntyneen D-glukoosimaaran ja hydrolysoimatto-
man naytteen glukoosin méaran erotuksesta. [17.]

Laktoosin ja galaktoosin maarityksessa kaytettiin Valion siséistd menetelmaéa Laktoosi
ja galaktoosi entsymaattisesti (myohemmin Ents. B), joka perustuu standardeihin ISO
5765-2 ja IDF 79-2 soveltaen. Menetelma soveltuu meijeriteollisuustuotteille, jotka sisal-
tavat hyvin vahan laktoosia. Analyysissa naytteet esikasitelladn Carrez-saostuksella ja
entsymaattiseen pilkkomiseen kaytetaan valmiita kitteja. Analysointi suoritetaan Arena-
30-laitteistolla. [18.]

Analyysissé laktoosi hydrolysoidaan pH:ssa 5,0 D-glukoosiksi ja D-galaktoosiksi beta-

galaktosidaasi-entsyymin ja veden vaikutuksesta seuraavan reaktion mukaisesti:

laktoosi + H2O -> D-glukoosi + D-galaktoosi.
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D-galaktoosi hapettuu galaktonihapoksi beta-galaktoosidehydrogenaasin (GAI-DH) vai-
kutuksesta pH:ssa 8,6 nikotiiniamidi-adeniininukleotidin (NAD") avulla seuraavan reak-

tion mukaisesti:

D-galaktoosi + NAD* -> D-galaktonihappo + NADH + H™.

Nikotiiniamidiadeniinidehydrogenaasia (NADH) muodostuu laktoosin ja D-galaktoosiin
stoikiometrisessa suhteessa. Pitoisuus saadaan mittaamalla naytteen absorbanssi aal-
lonpituudella 340 nm. D-galaktoosin alkuperéginen pitoisuus saadaan hydrolysoimatto-
masta naytteesta. Laktoosin pitoisuus saadaan laskemalla hydrolysoimattoman naytteen
galaktoosin ja hydrolyysin aikana syntyneen galaktoosin maéarén erotus. [18.]

4.2 Kromatografinen menetelma

Laktoosin, galaktoosin ja glukoosin kromatografisessa maarityksessa kaytettiin Valion
sisdistéd menetelmaa Laktoosin maarittdminen ionikromatografisesti korkean suoritusky-
vyn nestekromatografilla (Dionex) (mydhemmin HPLC-IC). Menetelma soveltuu erityi-
sesti laktoosittomille ja vahalaktoosisille meijeriteollisuustuotteille. Menetelmassa lak-
toosi maaritetdan vesiliuoksesta ionikromatografisesti. Nayte liuotetaan veteen ja saos-
tetaan Carrez-saostuksella. Paljon rasvaa sisaltavat tuotteet voidaan puhdistaa C-18-
kiinteafaasiuuttopatruunalla. Maaritys tapahtuu gradienttiohjelmalla, jossa ajoliuoksen
NaOH-vesi-pitoisuus muuttuu ja kolonnin jalkeen lisatdan vahvaa NaOH:a. Pitoisuus mi-
tataan sahkokemiallisella detektorilla. Analyysit suoritetaan korkeansuorituskyvyn nes-
tekromatografilla (Dionex ICS-3000), jossa on anioninvaihtokolonni (Carbo Pac PA 1
(4x250 mm)) ja sdhkodkemiallinen detektori (ED40). [19.]

5 Sokerianalytiikka

Sokerit kuuluvat téarkeimpiin ainesosiin ruoassa ja ruoan raaka-aineissa. Ne voivat esiin-
tya ruoka-aineissa luontaisesti tai lisattynd. Sokerit vaikuttavat ruoka-aineiden ravintoar-
voihin, koostumukseen ja laatuun. Elintarviketeollisuudessa on tarkeaa pystya maaritta-
maan seka lisattyjen ettd luontaiseesti esiintyvien sokerien maara. [20, s. 69.] Sokeri-

analytiikassa yleisimmat analyysimenetelmat ovat entsymaattiset ja kromatografiset
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menetelméat. Monosakkarideille yleisimmin kaytetyt menetelmat pitoisuuden maaritta-
miseksi on kaasu- tai nestekromatografinen menetelma. Nama soveltuvat myos laadul-
liseen maaritykseen. Entsymaattiset menetelmat ovat tavallisesti spesifisid yhdelle mo-
nosakkaridille, kun taas kromatografisilla menetelmilla voidaan maarittaa yhden tai use-

amman monosakkaridin maara ja laatu. [20, s. 82.]

Entsymaattisessa menetelméassa kaytetaan entsyymeja katalysoimaan reaktioita. Reak-
tion seurantaan tarvitaan laitteisto, joka pystyy seuraamaan katalysointireaktiota ja maa-
rittimaan tuotteen pitoisuuden. Lopputuotteiden pitoisuus mitataan spektrofotometri-
sesti. Menetelmét ovat usein nopeita ja spesifisia. Glukoosin analysoinnissa laajimmin
kaytdssa oleva entsyymi on glukoosioksidaasi, joka katalysoi glukoosin hapettumisen.
Toinen usein kaytetty entsyymi on hexokinaasi. Galaktoosin ja laktoosin analysoinnissa
galaktoosi dehydrogenoidaan ja laktoosi hapetetaan. [20, s. 82—85.]

Kromatografiset menetelmat ovat erottelutekniikoita, jotka erottelevat naytteen eri kom-
ponentit toisistaan kiintedssa faasissa. Nestekromatografilla on mahdollista tehda eri-
tyyppisia kemiallisia erottelutekniikoita erilaisten kolonnien ja kiintean ja likkuvan faasien
valinnoilla. Normaalifaasikromatografiassa kiinteafaasi on hydrofiilinen ja liikkuvan faasin
hydrofiilisuus/hydrofobisuus vaihtelee tutkittavan analyytin mukaan. Kaanteisfaasikro-

matografiassa kiinteafaasi on hydrofobinen. [20, s. 79-80.]

Naytteen esikasittely nestekromatografille riippuu ndytteen puhtaudesta. Yksinkertaisim-
millaan riittdé naytteen liuotus, laimennus jos tarpeen, seka suodatus naytepulloon. Jos
nayte sisdltdd rasvaa ja proteiineja, ne tulee poistaa naytteesta ennen analysointia. Ras-
valiukoiset komponentit voidaan poistaa sopivalla liuottimella ja proteiinit voidaan saos-
taa esimerkiksi entsymaattisesti. Epaorgaaniset suolat saattavat vaikuttaa kolonnin toi-
mintaan ja niiden poistamisessa voidaan kayttaa kolonnia, jossa on anionin/kationinvaih-
tohartsi. [20, s. 74-75, 79-80.] Epdpuhtaudet naytteessa voivat hairita myos detektorin
toimintaa. Tuloksen maarittaminen esimerkiksi taitekerroindetektorilla hankaloituu, silla

epapuhtaudet vaikuttavat taiteketoimen suuruuteen. [15, s. 172.]
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6 Validointi

Vertailuvalidointi suoritettiin laitteen validoinnista vastaavan tutkijan laatiman validointi-
suunnitelman mukaan. Tarkoituksena oli validoida laktoosim&aritysmenetelma nestekro-
matografilaitteistolle vertailemalla laitteella saatuja tuloksia entsymaattisella menetel-
malla [17; 18] saatuihin tuloksiin, seka maéaarittdd kromatografisen menetelmén mit-
tausepavarmuus. Liséksi kaytdssa oli myos toinen referenssimenetelma [19], jolla suo-
ritettiin osa vertailusta. Validointia varten analysoitiin erilaisia ndytematriiseja kaikilla me-
netelmilla ja tuottamalla aineistoa mittausepavarmuuden laskemiseen. Lisaksi tutkittiin
eri menetelmilla saatujen tulosten eroavaisuutta parittaisen kahden otoksen t-testilla 95
%:n luottamustasolla. Tutkitut parametrit olivat havaitsemisraja ja maaritysraja, mittaus-

alue ja lineaarisuus, oikeellisuus, toistettavuus ja mittausepavarmuus.

6.1 Havaitsemis- ja maaritysraja

Havaitsemisraja on pienin pitoisuus, joka voidaan tutkitulle komponentille maarittaé luo-
tettavasti. Maéritysraja on menetelman alhaisin pitoisuusalaraja, jolla voidaan luotetta-
vasti maarittaa tulos ja jolle voidaan esittaa epavarmuusarvio. [21, s. 21-23.]
Havaitsemisraja maaritettiin mittaamalla useita kertoja standardiliuosta, joka sisalsi pie-
nen pitoisuuden tutkittavaa analyyttia (0,025 mg/ml). Tulos saatiin laskemalla keskiha-
jonta saatujen tulosten keskiarvosta ja kertomalla se kolmella kaavan 1 mukaan.
Havaitsemisraja = 3 * X (1)

jossa X on keskihajonta, joka on laskettu mitattujen pitoisuuksien keskiarvosta.

Maaritysraja laskettiin samoista tuloksista kuin havaitsemisraja. Tulos saatiin laskemalla

keskihajonta mitattujen tulosten keskiarvosta ja kertomalla tulos kymmenella (kaava 2).

Maaritysraja = 10 * X (2)

jossa X on keskihajonta, joka on laskettu mitattujen pitoisuuksien keskiarvosta.
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6.2 Mittausalue ja lineaarisuus

Mittausalue on pitoisuusalue, jolla menetelm& antaa tuloksen luotettavalla tarkkuudella.
Lineaarisuus kuvaa menetelméan antamaa lineaarista korrelaatiota tulosten ja naytteiden

pitoisuuden valilla. [22, s. 11-12.]

Mittausalue ja lineaarisuusalue maaritettiin analysoimalla sekéa normaalit standardiliuok-
set ettd standardinlisdysliuokset. Standardinlisdysliuokset valmistettiin lisdamalla laktoo-
sittomaan maitoon laktoosistandardia siten, etta loppupitoisuudet olivat 0,025; 0,050;
0,100; 0,249; 0,499; 0,998; 1,996 mg/ml. Normaalien standardiliuosten pitoisuudet olivat

samat.

6.3 Oikeellisuus

Oikeellisuus kuvaa menetelmén systemaattista virhettd. Oikeellisuus maaritetaan hyvin
monen toiston tulosten keskiarvosta, jota verrataan ulkopuoliseen tulokseen. Parittainen
kahdenotoksen t-testi on yksi tapa tutkia menetelman oikeellisuutta. T-testi kuvaa eroa-

vatko menetelméat merkitsevasti toisistaan 95 %:n luottamustasolla.

Oikeellisuus maaritettiin tekemalla rinnakkaismittauksia ja vertailemalla niita referenssi-
menetelmilla saatuihin tuloksiin. T-testissa tuloksille laskettuja arvoja t_laskettu ja t_kriit-
tinen verrataan ja t_lasketun tulee olla alle t_kriittisen, jolloin menetelmaét eivét eroa mer-

kitsevasti luottamustasolla 95 %.

6.4 Toistettavuus

Toistettavuus kertoo menetelman tasmallisyydesta. Mittaukset tulee suorittaa lyhyella

aikavalilla, samanlaisissa olosuhteissa ja naytteista tehdaan rinnakkaismaarityksia

Toistettavuus méaaritettiin tekemalla rinnakkaismaarityksid useampana paivana. Tulok-
sia tarkasteltiin laskemalla niista keskiarvo, keskihajonta, suhteellinen keskihajonta (Re-

lative Standard Deviation, %RSD) ja 95 %:n luotettavuusvali.
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6.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus koostuu sisdisesta uusittavuudesta u(Rw) (kaava 3) ja menetelman
ja laboratorion poikkeamasta u(bias) (kaava 4). Laajennettu mittausepavarmuus saa-
daan kertomalla yhdistetty standardiepdvarmuus uc (kaava 6) kahdella (95 %:n luotta-
musvali). Alla listattuna kaytetyt kaavat (3—6).

u(Ry) = [Sg,* +s? (3)

jossa
Srw 0N kontrollindytteiden keskihajonta

sr on rinnakkaismaaritysnaytteiden arvioitu keskihajonta otannasta.

u(bias) = \/biaslz + (Sbifail)2 + u(Crert)? (4)
jossa

B __cl—c(ref1)
bias; = —etrery 100 % (5)

Shias1 ON Mitatun konsentraation keskihajonta

ni: on mittausten maara

u(Crer1) 0N kontrollindytteen pitoisuuden standardiepavarmuus

C1 on mitattu konsentraatio

Cref1 ON referenssinaytteen tunnettu pitoisuus.
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Ue =+ uRWZ + ubiasz (6)

Keratyista tuloksista laskettiin laajennettu mittausepavarmuus Measurement Uncertainty
Kit (MUKit) -ohjelmalla. MUKit on laboratoriolle suunnattu mittausepé&varmuuden arvioi-
miseen tarkoitettu tietokoneohjelma. Laskenta perustuu NordTest TR 537 -raporttiin.
[23.]

6.6 Naytteen esikasittelyn optimointi

Naytteen esikasittelyn optimointia tutkittiin kayttamalla eri maaria Carrez-saostusrea-
gensseja, jolla tutkittiin proteiinien saostumista naytteesta. Tutkimuksessa paadyttiin va-
litsemaan Carrez I- ja Carrez Il -saostusreagensseille maariksi 0,6 ml; 0,8 ml ja 1,0 ml.
Carrez-saostuksessa kaytettavan NaOH:n maarat olivat 1,6 ml; 3,2 ml ja 4,8 ml. Analyy-
sissa tutkittiin naytteiden saostumista analysoitujen laktoositulosten perusteella.

7 Kemikaalit ja laitteisto

Tybssa kaytetyt reagenssit olivat

. asetonitriili, Merck, tuotenumero 1.00029

° kaliumferrosyanidi 7,2 % ((KsFe(CN)-3H.0), Carrez |, Taiga

. sinkkisulfaatti 14,4 % (ZnSO4-7H,0), Carrez Il, Taiga

° NaOH 0,1 M, Baker 7067

. suodatinpaperi VWr Folder qualitative filterpaper 305, koko 125 mm
° ruisku NORM-JECT 2 ml (3 ml)

. suodatin 0,2um, Minisart 16534 Q, Sartorius.
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Ty6ssa kaytetty laitteisto ja ajo-olosuhteet kuvattu alla olevassa taulukossa 1.

Taulukko 1. Tydssa kaytetyn nestekromatografin tiedot ja ajo-olosuhteet.

Nestekormatografi

Waters 2690

Kolonni

Luna® Omega 3 um SUGAR

Kolonnin [ampétila

35°C

Injektiotilavuus 10 pl

Ajoliuos 75 % Asetonitriili vedessa
Virtausnopeus 1 ml/min
Tasapainotusaika 15 min

Kuvassa 7 tydssa kaytetty HPLC-RI-laitteisto.

Kuva 7. Kuvassa tydssa kaytetty HPLC-RI.

8 TyOn toteutus

Ty0 toteutettiin osittain Valiolla kdytdssa olevan laktoosipitoisuusmaaritysmenetelméan

[19] mukaisesti. Menetelmasta otettiin kayttdon Carrez-saostustus ja suodatukset. Ajo-

olosuhteet valittiin pd&osin kolonnin valmistajan suositusten mukaisiksi.
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8.1 Menetelma

Validoitavassa menetelmassa homogenoitu nayte Carrez-saostetaan, laimennetaan tar-
vittaessa ja suodatetaan naytepulloon. Carrez-saostuksessa naytteen proteiinit saostu-
vat ja saos poistetaan suodattamalla. Pienet rasvapitoisuudet ja muut analysointia hai-
ritsevat ainejddmat poistetaan ruiskusuodattimella. Esikasitelty ndyte analysoidaan
HPLC-RI-laitteistolla, jossa on sokerien analysointiin soveltuva HILIC-kolonni.

8.2 Esikasittely

Naytteet homogenoidaan tarpeen mukaan lammittamalla (+40 °C) ja jaahdyttamalla huo-
neen lampoon tai hienontamalla ndytetta esimerkiksi sauvasekoittimella. Homogenoidut
naytteet liuotetaan veteen, saostetaan Carrez-saostuksella ja suodatetaan suodatinpa-
perin lavitse. Naytteet, joilla on korkea laktoosipitoisuus, laimennetaan ajoliuokseen,
mink& jalkeen kaikki naytteet ruiskusuodatetaan naytepulloihin. Ruiskusuodattamatto-

mia ja laimentamattomia naytteitd voidaan séilt6& pakastimessa noin 2 viikkoa.

8.3 Ulkoinen kalibrointi

Menetelméssa kaytettiin ulkoista kalibrointia. Kalibrointiliuokset valmistettiin valmiista
kantaliuoksesta (10 g/l), joka sisdlsi tutkittavat sokerit (laktoosi, glukoosi ja galaktoosi).
Liuokset valmistettiin joko kayttamalla mittapulloja tai pipetoimalla maarét suoraan koe-
putkiin. Pitoisuusalueeksi valittiin 0,025-2 mg/ml. Alue maaraytyi laitteelle mitatun maa-

ritysrajan ja mittausalueen mukaan.

9 Validoinnin tulokset

Validoinnissa tutkittiin validoitavan menetelman toimivuutta HPLC-RI-laitteistossa ja me-
netelman eroa referenssimenetelmiin. Menetelmalle suoritettiin havaitsemis- ja méaari-
tysrajat, mittausalue ja lineaarisuus, oikeellisuus, toistettavuus, ja mittausepavarmuus.

Liséksi menetelméassa kaytetty Carrez-saostus optimoitiin.

metropolia.fi WM etropolia



19

9.1 Havaitsemis- ja maaritysraja

Laitteen havaitsemisrajaksi mitattiin 0,007 mg/ml ja maaritysrajan arvoksi saatiin 0,02
mg/ml. Tarkemmat tulokset liitteessa 1.

9.2 Mittausalue ja lineaarisuus

Mittausalue ja lineaarisuus maaritettiin lisaamalla laktoosittomaan maitoon laktoosistan-
dardia siten, etta loppupitoisuudet olivat 0,025; 0,050; 0,100; 0,249; 0,499; 0,998; 1,996

mg/ml. Taulukossa 2 on kuvattu laktoosistandardinlisdys-liuosten valmistus.

Taulukko 2.  Laktoosistandardinliséys-liuosten valmistus.

Laktoositon Kokonais-
STD [mg/ml] | maito [ml] STD [ml] | Liuotin [ml] |tilavuus [ml]
STD1 1,996 2 2 6 10
STD2 0,998 2 1 7 10
STD3 0,499 2 0,5 7,5 10
STD4 0,249 2 0,25 7,75 10
STD5 0,100 2 0,1 7,9 10
STD6 0,050 2 0,05 7,95 10
STD7 0,025 2 0,025 7,975 10

Normaalin standardisuoran ja laktoosistandardinlisdyssuoran valilla ei ollut merkittavia

eroja, ja saaduissa tuloksissa ei havaittu matriisin hairitsevan analyysia.

9.3 Oikeellisuus

Parittainen kahden otoksen t-testi tehtiin matriisikohtaisesti kaikille tutkituille naytteille
lukuun ottamatta toistettavuustestin naytteita. Referenssimenetelminé olivat entsymaat-
tiset menetelmat Ents. A ja Ents. B seka kromatografinen menetelma HPLC-IC. Entsy-
maattisella menetelmalld analysoidut LV2:n tulokset pyrittin kerddmaan t-testiin siten,
ettd vertailtailuun otettujen LV2:n sarjoissa oli analysoitu samat naytteet seka entsymaat-
tisella ettda HPLC-RI:lla jolloin tulosten vertailukelpoisuus parani. Taulukossa 3 on LV2-

naytteelle tehdyn t-testin tulos.

metropolia.fi

ﬂ?’ Metropolia



20

Taulukko 3.  T-testin tulos LV2-naytteelle. LV2:lle suoritetun t-testin mukaan menetelmat eivat
eronneet merkittavasti luottamustasolla 95 %.

LV2 HPLC-RI - Ents. A
Laktoosi

t_kriittinen 2,13

Otos 10

T-testin tulos LV2:lle oli hyva. Laktoosipitoisuus naytteissa oli samaa luokkaa molem-
milla menetelmilld, ja t-testin mukaan menetelmat eivat eroa merkitsevasti luottamusta-
solla 95 %.

Taulukossa 4 on naytesarjalle 1 lasketun t-testin tulos. Menetelméat eroavan merkitse-
vasti luottamustasolla 95 % t_lasketun ylittdessa t_krittisen arvon.

Taulukko 4. T-testin tulos naytesarjalle 1. Naytteille suoritetun t-testin mukaan menetelmét
eroavat merkitsevasti luottamustasolla 95 %.

naytesarja 1 HPLC-RI - Ents. A
Laktoosi

t_kriittinen 2,26

Otos 10

Taulukossa 5 on verrattu naytesarjan 2 laktoositulosta seké entsymaattisen menetelmén
tulokseen ettd HPLC-IC:n tulokseen. T_laskettu ylittdd molemmissa vertailuissa kriittisen
arvon, ja menetelmat eroavat merkitsevasti luottamustasolla 95 %. Glukoosin osalta me-
netelmat eivéat eroa merkitsevasti luottamustasolla 95 %, silla t_laskettu ei ylita t_Kriitti-

sen arvoa.
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Taulukko 5. Naytesarjan 2 t-testin tulos. Naytesarjalle 2 suoritetun t-testin mukaan menetelmat
eroavat laktoosin osalta merkitsevésti luottamustasolla 95 %.

naytesarja 2 | HPLC-RI - Ents. A, B HPLC-RI - HPLC-IC
Laktoosi Glukoosi | laktoosi

t_laskettu

t_kriittinen 2,06 2,36 2,20

Otos 25 8 12

Otoksen maara t-testissa erityisesti HPLC-RI — Ents. A, B:n osalta on kattava. Eroavai-

suutta saattaa selittdd naytteiden epahomogeenisuus.

Naytesarjan 3 t-testin tulokset ovat taulukossa 6, jonka mukaan t_laskettu on huomatta-
vasti korkeampi kuin t_kriitttinen. T-testin mukaan menetelmét eroavan merkitsevasti

luottamustasolla 95 %.

Taulukko 6. Naytesarjan 3 t-testin tulos. Tulosten perusteella menetelméat eroavat merkitse-
vasti luottamustasolla 95 %.

naytesarja 3 HPLC-RI - Ents. A, B
Laktoosi

t_laskettu _I

t_kriittinen 2,36

Otos 8

Naytesarja 3:n tyyppiset naytteet ovat usein epdhomogeenisia, ja toistettavan tuloksen
saaminen naytteesta on haastavaa. Epahomogeenisuus on saattanut osaltaan vaikuttaa

naytteiden t-testin tulokseen.

Naytesarjassa 4 oli kaksi erillistd naytesarjaa, ja sarjat eroteltiin a-sarjaan ja b-sarjaan.
Verrattaessa HPLC-RI:n tuloksia seka entysymaattiseen, ettd HPLC-IC:n tuloksiin jaa-
daan alle t_kriittisen arvon, jolloin menetelmat eivat eroa merkitsevasti luottamustasaolla
95 %. Tulokset ovat taulukossa 7, jossa verrattu HPLC-RI:n tuloksia entsymaattisen tu-
loksiin ja HPLC-IC:n tuloksiin.
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Taulukko 7. Naytesarjojen 4a:n ja 4b:n laktoosipitoisuuksien t-testin tulokset. Sarjoille 4a ja 4b
suoritetun t-testin mukaan menetelmét eivat eronneet merkitsevasti luottamusta-
solla 95 %.

Zzyisa”at HPLC-RI - Ents. A, B | HPLC-RI - Ents. A, B | HPLC-RI - HPLC-IC | HPLC-RI - HPLC-IC
Laktoosi 4a 4b 4a 4b
t_laskettu

t_kriittinen 2,23 4,3 2,57 4,3

Otos 11 3 6 3

Tuloksia tarkasteltaessa tulee ottaa huomioon, ettd naytesarjan 4b otoskoko on hyvin

pieni, mik& saattaa hieman vaaristaa tulosta. Verrattaessa menetelmilla saatuja laktoo-

situloksia (taulukko 8) voidaan kuitenkin todeta lahes kaikkien tulosten olevat hyvin la-

hella toisiaan ja néin ollen pitaa t-testin tulosta melko luotettavana.

Taulukko 8. Naytesarjojen 4a:n ja 4b:n mitatut laktoosipitoisuudet eri menetelmilla.

HPLC-RI Ents. A, B HPLC-IC

Nayte Laktoosi [%] | Laktoosi [%] Laktoosi [%]

naytesarja 4a.1 4,71 4,58

naytesarja 4a.2 4,75 4,50

naytesarja 4a.3 4,64 4,59

naytesarja 4a.4 4,54 4,41

naytesarja 4a.5 4,52 4,50

ndytesarja 4a.6 4,33 4,46

naytesarja 4a.7 4,41 4,38

naytesarja 4a.8 4,56 4,64 4,56

naytesarja 4a.9 2,59 2,50 2,59

naytesarja 4a.10 1,08 0,99 1,00

naytesarja 4a.11 0,45 0,55 0,40

naytesarja 4a.12 0,14 0,11

naytesarja 4a.13 0,02

naytessarja 4b.1 2,85 2,81 2,84

naytessarja 4b.2 1,47 1,36 1,37

naytessarja 4b.3 0,88 0,79 0,81

ndytessarja 4b.4 0,53 0,11

ndytessarja 4b.5 0,01

Taulukossa 9 listattuna naytesarja 5 t-testin tulos. Tulosten mukaan menetelmat eroavat

merkitsevasti luottamustasolla 95 %.
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Taulukko 9. Naytesarja 5 t-testin tulos. Naytteille suoritetun t-testin mukaan menetelméat eroa-
vat merkitsevasti luottamustasolla 95 %.

naytesarja 5 | HPLC-RI - Ents. B
Laktoosi

t_laskettu

t_kriittinen 2,16
Otos 14

Tarkasteltaessa naytesarja 5:n laktoosituloksia (liite 2) voidaan todeta entsymaattisen
menetelman antavan lahes jarjestelmallisesti matalampaa tulosta kuin kromatografinen.
My0s toistettavuustestissa (kohta 9.4) HPLC-RI:lla analysoidun naytesarja 5:n kanssa
samaan matriisiluokkaan kuuluvan naytesarja 9:n tulokset olivat samaa tasoa kuin
HPLC-IC:lla saadut. Sen sijaan entsymaattisella menetelmalla saadut tulokset olivat

odotetusti matalampia.

Osa naytesarjan 6 naytteista oli melko epahomogeenisia, miké osaltaan saattoi vaikuttaa
tulokseen. Naytesarjan 6 tuloksen mukaan menetelmat eroavat merkitsevasti luottamus-
tasolla 95 % (taulukko 10).

Taulukko 10. Naytesarja 6 t-testin tulos. Naytesarjalle 6 suoritetun t-testin mukaan menetelmét
eroavat merkitsevasti luottamustasolla 95 %.

ndytesarja 6 | HPLC-RI - Ents. B
Laktoosi
t_kriittinen 2,20
Otos 12

T kriittisen ja t_lasketun valinen ero on huomattava, ja verrattaessa saatuja laktoositu-

loksia (liite 2) voitiin todeta tulosten valilla olevan eroa.

T-testien mukaan menetelmat eroavat merkitsevasti toisistaan luottamustasolla 95 %.
Vain LV2:n ja ndytesarjan 4 t-testien tulosten osalta menetelméat eivét eroa merkitsevasti
toisistaan luottamustasolla 95 %. Osassa testeja otoskoko on melko pieni, jolloin tulos ei
valttamattd ole taysin luotettava, mutta suuntaa antava. Validoinnissa, jossa referenssi-
menetelman tulostason tulisi olla samaa luokkaa validoitavan menetelman kanssa, tu-

losten eron tulisi olla mahdollisimman pieni.
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Toistettavuusmittaussarjan laktoosin, glukoosin ja galaktoosin pitoisuuksia verrattiin re-
ferenssimenetelmilla saatuihin tuloksiin. Taulukossa 11 on verrattu laktoosia siséltavien

tuotteiden laktoosituloksia referenssimenetelmilla saatuihin tuloksiin.

Taulukko 11. Laktoosia sisaltévien tuotteiden toistettavuussarjan laktoosipitoisuuksien vertailu
referenssimenetelmilla saatuihin tuloksiin.

HPLC-RI [%] | Ents. B [%] | HPLC-IC [%]

Laktoosi Laktoosi Laktoosi
ndytesarja 7 2,49 2,77 2,53
ndytesarja 8 3,05 2,59 3,11
ndytesarja 9 7,05 6,12 7,05
nadytesarja 10 4,67 4,58 4,73

HPLC-RI:lla ja HPLC-IC:lla saadut tulokset ovat kaikilla analysoiduilla naytematriiseilla
hyvin lahella toisiaan. Entsymaattisella menetelmalla saadut tulokset ovat matalimpia
naytesarja 7:n tulosta lukuun ottamatta.

Laktoosittomista naytteista tutkittiin laktoosin puuttuessa ensisijaisesti galaktoosin ja glu-
koosin pitoisuuksia. HPLC-RI:n tulokset verrattuna entsymaattisen menetelman tuloksiin
taulukossa 12.

Taulukko 12. Laktoosittomien naytteiden toistettavuussarjan galaktoosin ja glukoosin pitoisuuk-
sien vertailu entsymaattisella menetelmalla saatuihin pitoisuuksiin.

HPLC-RI [%] Ents. A, B [%]

Galaktoosi  Glukoosi Galaktoosi Glukoosi
naytesarja 11 2,33 2,33 2,28 2,29
naytesarja 12 1,87 1,58 1,58 1,57
naytesarja 13 1,42 1,63 1,55 1,73
naytesarja 14 2,81 1,80 2,54 1,77

Tulokset ovat melko samaa luokkaa, mutta entsymaattisen menetelman antamat tulok-

set ovat lahes kaikki hieman matalampia kuin kromatografisella menetelmalla saadut

tulokset.
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9.4 Toistettavuus

Toistettavuutta tutkittiin usealla eri naytematriisilla. Naytteiksi valittiin sek& laktoosia si-
saltavia naytteita seka laktoosittomia naytteita. Laktoosia sisaltavat naytteet olivat

. naytesarja 7
. naytesarja 8
. naytesarja 9

. naytesarja 10.

Laktoosittomat naytteet olivat

° naytesarja 11
. naytesarja 12
. naytesarja 13

° naytesarja 14.

Laktoosia siséltavista naytteista tehtiin kaksi mittaussarjaa ja laktoosittomista naytteista
yksi mittaussarja. Tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta, suhteellinen keskihajonta
(%RSD) ja 95 %:n luotettavuusvali. Tulokset olivat halutuissa rajoissa kaikilla mitatuilla

matriiseilla. Liitteessa 3 kaikki toistettavuusmittauksista saadut tulokset.

Tulosten mukaan laktoosia siséltavien naytteiden toistettavuus oli hyva kaikilla mitatuilla
matriiseilla. Suhteellinen keskihajonta laktoosille oli suurin naytesarjassa 7 ensimmai-
sessd mittaussarjassa, 0,95 % ja pienin naytesarjassa 9 ensimmaisessa mittaussar-
jassa, 0,20 %. Taulukossa 13 listattu laktoosia sisaltéavien naytteiden suhteelliset keski-

hajonnat.
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Taulukko 13. Laktoosia sisaltavien naytteiden suhteelliset keskihajonnat (%RSD).

RSD % 1. sarja 2.sarja
Nayte Laktoosi |Laktoosi
naytesarja 7 0,95 0,77
ndytesarja 8 0,82 0,73
ndytesarja 9 0,20 0,68
ndytesarja 10 0,48 0,79

Taulukon 13 mukaan sarjojen valisissa tuloksissa oli havaittavissa vain pienta eroavai-

suutta.

9.5 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuuden laskemisessa kaytetiin yrityksen omia laadunvarmistusnaytteita

(LV1, LV2), rinnakkaismaaritysnayteita (toistettavuusnaytesarja) ja referenssimateriaalia

(LV2, méaaritetty entsymaattisesti). Sisdinen uusittavuus u(Rw) maaritettiin kontrollinayt-

teiden ja rinnakkaismaaritysnaytteiden keskihajonnoista ja menetelméan ja laboratorion

poikkeama u(bias) laskettiin referenssimateriaalista. Mittausepavarmuus laskettiin MU-

kit-ohjelmalla, jossa kaytettiin kohdassa 6.5 mainittuja kaavoja. Alla olevassa taulukossa

14 on esitetty mittausepéavarmuuden tulokset.

Taulukko 14. Mittausepavarmuuden tulokset.

Yhdistetty Laajennettu
Pitoisuusalue [%)] | u(Rw) [%] | u(bias) [%] | standardiepdavarmuus [%] | mittausepavarmuus [%]
0,0025-0,2 2,65 2,40 3,51 8

Mittausepavarmuustulokset olivat hyvat, ja tulosten perusteella laite antoi luotettavaa tu-

lostasoa. Liitteessa 4 MUkitin antamat tarkemmat tulokset mittausepévarmuudesta.
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Naytteen esikasittelyyn kuuluvaa Carrez-saostusta pyrittiin optimoimaan tutkimalla vai-

kuttaako valittujen saostusreagenssiemaarien vaihtelu proteiinien saostumiseen. Vaiku-

tusta tutkittin analysoimalla LV-naytteita, joiden saostuksessa oli kaytetty kolmea eri

maaraéa saostusreagensseja. Kaytetyt reagenssimaarat listattuna taulukossa 15.

Taulukko 15. Carrez-saostuksen optimoinissa kaytetyt saostusreagenssien maarat.

Carrez | [ml] | Carrez Il [mI] | NaOH [ml]
Carrez A 0,6 0,6 2,4
Carrez B 0,8 0,8 3,2
Carrez C 1,0 1,0 4,0

Taulukkoon 16 on koottu saostusanalyysien tulokset.

Taulukko 16. Saostuksen optimoinnissa analysoidut laktoositulokset.

Nayte Laktoosi [%] | Lisatiedot
LvV1 4,753 Carrez A
LvV1 4,601 Carrez A
LvV1 4,555 Carrez A
LvV1 4,648 Carrez A
LV2 4,574 Carrez A
LV2 4,578 Carrez A
LV2 4,546 Carrez A
LV2 4,597 Carrez A
LV2 4,613 Carrez B
LV2 4,653 Carrez B
LV2 4,673 Carrez C
LV2 4,698 Carrez C

Tulosten mukaan reagenssien eri maarilla ei juurikaan ollut vaikutusta saostumiseen.

Lopulliseksi saostustusreagenssimaaréksi valikoitui Carrez B:n reagenssimaarat, jotka

olivat suhteutettuna ndytema&aran painoon samat kuin alkuperaisesséa ohjeessa [19].
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10 Yhteenveto

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia mahdollisuus korvata entsymaattinen laktoosin-
maaritysmenetelma nestekromatografisella menetelmalla. Tutkimus suoritettiin vertailu-
validoinnilla, jossa nestekromatografisen menetelméan antamia tuloksia verrattiin kahden
eri referenssimenetelman tuloksiin. Lisdksi menetelmaélle laskettiin keratysta aineistosta

mittausepavarmuus.

HPLC-RI-menetelmassa kaytettiin HILIC-kolonnia, joka soveltuu hyvin sokerien méaarit-
tamiseen HPLC-RI-laitteistolla. Validoinnin aikana laktoosi erottuikin kolonnissa hyvin ja

laitteisto antoi luotettavia tuloksia.

Mittausepavarmuustulokset olivat hyvat ja tulosten perusteella laite antoi luotettavaa tu-
lostasoa. Tutkittujen validointiparametrien tulokset, t-testia osittain lukuun ottamatta, me-
nivat haluttujen raja-arvojen sisélle ja olivat hyvaksyttyja. T-testin mukaan menetelmat
erosivat suurelta osin testatuilla naytteilla merkitsevasti luottamustasolla 95 %. Laitteiden
antamien laktoosipitoisuuksien tulokset olivat kuitenkin samaa luokkaa kaikilla kolmella
menetelmalla. Alun perin oli tiedossa, ettd entsymaattisen menetelman tulostaso saat-
taisi olla hieman matalampi. HPLC-RI:lla saadut tulokset olivatkin systemaattisesti kor-
keampia kuin entsymaattisella menetelmalla saadut tulokset. T-testin tuloksista huoli-
matta voitiin validoinnin kokonaistulokseen olla tyytyvéisia ja tulostasoa pité& hyvana.

Tybssa tutkittiin ensisijaisesti laktoosipitoisuuden maaritystda, mutta samalla tutkittiin
my0s glukoosin ja galaktoosin pitoisuudet. Naiden osalta validointi jai kuitenkin kesken
ja sita tulisi viela jatkaa. Laboratorion ulkopuolista referenssimateriaalia oli melko vahan,
joten olisi hyva tehda vertailuja lisaa eri matriiseilla. Tydsta saatiin kuitenkin arvokasta
tietoa menetelmén toimivuudesta, jota voidaan hyddyntaa esimerkiksi laajennettaessa
menetelmda muihin sokereihin. Lopputulos validoinnille oli, ettd menetelmalla voidaan
maarittaa laktoosipitoisuutta, mutta ndiden tulosten perusteella uusi menetelma ei voi

viela korvata entsymaattista menetelmaa.
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Liite 1

1(1)

Havaitsemisraja ja maaritysraja

Laitteelle maaritettyjen havaitsemisrajan ja madritysrajan laskemiseen kaytetyt arvot
seka lasketut tulokset.

Taulukko 1. Havaitsemisrajan ja maaritysrajan tulokset.

Pitoisuus
Nayte [mg/ml]
Laktoosi 1 0,025095
Laktoosi 2 0,025250
Laktoosi 3 0,024315
Laktoosi 4 0,026349
Laktoosi 5 0,020972
Laktoosi 6 0,023236
Laktoosi 7 0,028895
Laktoosi 8 0,028847
Laktoosi 9 0,024807
Laktoosi 10 0,022914
Laktoosi 11 0,024595
Laktoosi 12 0,022676
Keskihajonta 0,002
Havaitsemisraja 0,007
Maaritysraja 0,024
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Oikeellisuus

Liite 2
1(2)

Naytesarjojen 5 ja 6 laktoositulokset kromatografisella menetelmalla (HPLC-RI) seka

entsymaattisella menetelmalla.

Taulukko 2. Naytesarja 5:n laktoosipitoisuudet taulukoituina.

HPLC-RI [%] |Ents. B [%]

Laktoosi Laktoosi
ndytesarja 5.1 7,16 6,76
naytesarja 5.2 7,00 6,86
ndytesarja 5.3 7,15 7,07
nadytesarja 5.4 7,16 7,12
naytesarja 5.5 6,90 6,70
naytesarja 5.6 7,76 7,62
naytesarja 5.7 7,56 7,62
naytesarja 5.8 7,74 7,66
ndytesarja 5.9 6,98 6,89
ndytesarja 5.10 6,83 6,50
ndytesarja 5.11 6,61 6,50
naytesarja 5.12 6,81 6,33
naytesarja 5.13 7,00 6,54
ndytesarja 5.14 6,83 6,79

Taulukko 3. Naytesarja 6:n laktoositulokset HPLC-RI-laitteella.

HPLC-RI [%]

Nayte Laktoosi

ndytesarja 6.1 4,39
naytesarja 6.2 5,52
naytesarja 6.3 6,34
naytesarja 6.4 5,25
naytesarja 6.5 4,85
ndytesarja 6.6 4,19
naytesarja 6.7 6,09
naytesarja 6.8 5,55
naytesarja 6.9 5,23
naytesarja 6.10 5,59
ndytesarja 6.11 5,73
naytesarja 6.12 6,73

metropolia.fi

ﬂ Metropolia



Toistettavuus

Toistettavuussarjan mittaustulokset.

Taulukko 4. Laktoosia sisaltavien naytteiden toistettavuustulokset.

HPLC-RI [%] 1. sarja 2. sarja
Nayte Laktoosi Galaktoosi Glukoosi Laktoosi GalaktoosiGlukoosi
ndytesarja 7 2,514 0,637 0,093 2,501 0,672 0,092
ndytesarja 7 2,492 0,662 0,095 2,494 0,646 0,085
ndytesarja 7 2,491 0,623 0,084 2,518 0,662 0,089
ndytesarja 7 2,49 0,658 0,101 2,465 0,658 0,080
ndytesarja 7 2,442 0,614 0,084 2,482 0,676 0,098
ndytesarja 7 2,491 0,627 0,088 2,509 0,645 0,086
Keskiarvo 2,487 0,637 0,091 2,495 0,660 0,088
Keskihajota 0,024 0,019 0,007 0,019 0,013 0,006
%rsd 0,95 3,05 7,42 0,77 1,95 7,04
Luotettavuusvali 95 % 0,05 0,04 0,01 0,04 0,03 0,01
ndytesarja 8 3,001 3,068
ndytesarja 8 2,972 3,084
ndytesarja 8 3,017 3,107
ndytesarja 8 3,017 3,058
ndytesarja 8 3,047 3,116
ndytesarja 8 3,003 3,076
Keskiarvo 3,010 3,085
Keskihajonta 0,025 0,023
%rsd 0,82 0,73
Luotettavuusvali 95 % 0,05 0,05
ndytesarja 9 7,029 7,009
ndytesarja 9 7,043 7,133
ndytesarja 9 7,047 7,049
ndytesarja 9 7,034 7,074
ndytesarja 9 7,007 7,011
ndytesarja 9 7,037 7,091
Keskiarvo 7,033 7,061
Keskihajonta 0,014 0,048
%rsd 0,20 0,68
Luotettavuusvali 95 % 0,03 0,10
ndytesarja 10 4,633 4,759
naytesarja 10 4,625 4,736
ndytesarja 10 4,636 4,676
ndytesarja 10 4,622 4,670
naytesarja 10 4,619 4,718
ndytesarja 10 4,679 4,678
Keskiarvo 4,636 4,706
Keskiahonta 0,022 0,037
%rsd 0,48 0,79
Luotettavuusvali 95 % 0,04 0,07
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Taulukko 5. Laktoosittomien naytteiden toistettavuussarjan tulokset.

HPLC-RI [%] 1. sarja

Nayte Laktoosi GalaktoosiGlukoosi
ndytesarja 11 2,331 2,330
ndytesarja 11 2,340 2,353
naytesarja 11 2,323 2,313
Keskiarvo 2,331 2,332
Keskihajonta 0,009 0,020
%RSD (%) 0,38 0,85

ndytesarja 12 1,862 1,568
naytesarja 12 1,907 1,617
ndytesarja 12 1,851 1,554
Keskiarvo 1,873 1,580
Keskihajonta 0,030 0,033
%RSD (%) 1,58 2,11

naytesarja 13 0,465 1,438 1,639
ndytesarja 13 0,448 1,424 1,634
ndytesarja 13 0,453 1,392 1,613
Keskiarvo 0,455 1,418 1,628
Keskihajonta 0,009 0,024 0,014
%RSD (%) 1,92 1,68 0,86

ndytesarja 14 2,725 1,762
ndytesarja 14 2,802 1,793
ndytesarja 14 2,910 1,858
Keskiarvo 2,812 1,804
Keskihajonta 0,093 0,049
%RSD (%) 3,30 2,72
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Mittausepavarmuus

MUKit-ohjelman antamat tulokset mittausepavarmuudesta.

Step | Action HPLC-RI_sokerit 24.5.2019
1 Specify Measurand Concentratioin range: 0,0025 - 0,2 %
2 A: Control samples
Period of measurements: 22.3.2019 - 10.5.2019
Quantify within- Number of control samples: 58
laboratory Average concentration: 4,671133 %
reproducibility, Standard deviation, Sgw: 2,27 %
u(Rw)
B: Routine replicate samples:
A: Control sample Period of measurements: 5.4.2019 - 9.4.2019
B: Possible steps not Number of routine replicate samples: 24
covered by Number of parallel measurements: 2
controlsample Concentration range: 2,462 - 7,088 %
Standard deviation estimate from range, S 1,18 %
u(R,) = /SRWZ + 5% =2,56 %
Method and laboratory bias from certified reference
material:
Different certified reference materials count, N : 1
i 1
Certified concentration, Cref1 4,58 %
Standard  uncertainty of | 2,18 %
certified concentration, u(cres1)
Measured concentraton, c; 4,623438 %
Standard deviation of | 1,40%
Quantify method and measured concentration, Spigs
3 Iabqratory bias, Number of Measurements n; | 16
u(bias) bias; = % +100 % 0,95 %
Period of measurements 2.4.2019-6.5.2019
Matrix
Additional information
u(bias) = \/bias% + (szﬁ)z +u(Cper1)? =
2,40 %
4 Conver components to | u(R,,)=2,56 %
standard uncertainty u(bias) = 2,40 %
5 Calculated combines | 3y = fup,? + Upiqs® =3,51 %
standard uncertainty, u.
6 Calculated expanded | U=2-u.=8%
uncertainty,
U
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