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Insinddrityd tehtiin Roal Oy:lle, joka on teollisia entsyymeja valmistava yritys. Tyon
tavoitteena oli tarkistaa proteiinimaarityksen lineaarinen mittausalue eraalle
entsyymifermentoinnille. Tutkittavan fermentoinnin tuloksissa on suuri hajonta niin eri
kasvatuksien kuin saman kasvatuksen eri vaiheiden valilla.

Proteiinimaarityksen lineaarisuus haluttiin maarittda uudelleen kyseiselle fermentoinnille,
silla naitd fermentointeja on usein. Proteiinipitoisuudet madritetadn paivittain
fermentoinneista, jotta voidaan seurata niiden etenemisté. Mittausten uusinnoista ja
tulosten epavarmuudesta aiheutuva haitta on selkea.

Tyo6ssa tutkittiin kolmea eri fermentointia (F1, F2 ja F3) ja niiden neljaé eri vaihetta (B8,
B14, B23 ja B32). Tutkittavalle fermentoinnille on maaritetty kapeampi mittausalue kuin
muille yrityksen fermentoinneille proteiinipitoisuusmaarityksessa. Tydssa tutkittiin
lineaarisuutta muilla fermentoinneilla kaytdssa olevalla laajemmalla mittausalueella.
Bradford-proteiinipitoisuusmaarityksen teki nesteenkasittelyrobotti Tecan Freedom EVO -
200.

Tutkittavalle fermentoinnille I16ydettiin uusi laajempi lineaarinen mittausalue. Laajemman
mittausalueen johdosta mittaustulosten epavarmuudesta ja analyysien uusinnoista
aiheutuva haitta saatiin minimoitua.

Liséksi insinddritydssa tarkasteltiin lyhyesti fermentoinnin CO1-vaiheen myseelinaytteen
laimentamista Milli-Q-veteen. Talla hetkella CO1-vaiheen naytteille tehdédan alkulaimennos
mittapullossa puskuriin. Kaksi téysin eri fermentointia otettiin tutkittavaksi, ja molemmat
fermentoinnit laimennettiin niille soveltuviin puskureihin seka Milli-Q-veteen. Lyhyella
tarkastelulla huomattiin Milli-Q-laimentamisen vaikuttavan tuloksiin. CO1-vaiheen
naytteiden laimentamista puskuriin paatettiin jatkaa. Tulokset olivat suuntaa antavia.

Avainsanat entsyymi, proteiinipitoisuuden maaritys, lineaarinen mittausalue
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The thesis was done for Roal Oy, a company that manufactures industrial enzymes. The
aim of this thesis was to check the linearity of the protein assay for enzyme fermentation.
The fermentation under study has a large variance in results both between different
cultures and different stages of the same culture.

Linearity of the protein assay had to be re-determined for the fermentation because these
fermentations are frequent. Protein concentrations are determined daily from fermentations
to monitor their progress. The repetition of the measurements and the uncertainty of the
results cause a significant disadvantage.

Three different fermentations (F1, F2 and F3) and their four stages (B8, B14, B23 and
B32) were studied. The fermentation under study has a narrower measuring range than
other fermentations in the company in the protein content determination. The linearity was
checked with a wider absorbance range used with other fermentations. The Bradford
protein content assay was performed by a Tecan Freedom EVO 200 fluid handling robot.

A new wider linear measuring range was found for the fermentation under study. Due to
the new wider measurement range, the disadvantage caused by the uncertainty of the
measurement results and repetitions of the assay was minimized.

In addition, the thesis also briefly examined the dilution of the mycelial sample in C01
stage of fermentation in Milli-Q-water. Currently CO1 stage samples are initially diluted in
volumetric flasks to buffer. Two completely different fermentations were examined. Both
fermentations were diluted in appropriate buffers as well as Milli-Q-water. It was found that
Milli-Q dilution affects the results. It was decided to continue diluting the CO1 stage
samples in buffers.

Keywords enzyme, determination of protein content, linear measuring
range
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1 Johdanto

Entsyymien kayttd teollisuuden prosesseissa aikaansaa saastdja mm. raaka-aine- ja
energiakuluissa. Kustannussaastdjen lisaksi entsyymit biokatalyytteina tarjoavat
ymparistoystavallisemman vaihtoehdon kemiallisia katalyytteja kayttaville
teollisuudenaloille. [1.] Entsyymien kysynta biokatalyytteina teollisuuden prosesseissa
kasvaa vuosivuodelta, koska ne ovat valikoivia, tehokkaita, ekologisia ja vaarattomampia

kuin kemialliset katalyytit [2].

Tyon toimeksiantaja oli Rajamaella sijaitseva teollisia entsyymeja valmistava yritys, Roal
Oy. Rajaméelld valmistetaan jauhemaisia ja nestemadisia entsyymeja eri teollisuuden
alojen tarpeisiin. Tuotantotehtaan laheisyydessa sijaitsee lisdksi tutkimus- ja
tuotekehitysosasto, jossa kehitetddn seka jo nykyisia molekyyleja etta tutkitaan uusia
geeneja. Tama insindorityd tehtiin  tuotantolaitoksen yhteydessad toimivassa

laadunvalvontalaboratoriossa.

Insinboritydn aiheena oli  proteiinipitoisuuden maaritysmenetelmén lineaarisen
mittausalueen  tarkistus eradlle  entsyymifermentoinnille.  Proteiinipitoisuuden
maaritysmenetelmand toimi Bio-Rad:n Bradford-menetelm&dn perustuva maaritys.
Fermentoinneista tutkitaan paivittdin proteiinipitoisuudet. Tutkimalla fermentointien
proteiinipitoisuuksia, voidaan seurata fermentointien etenemistd entsyymin maaran
lisdantyessa fermentoreissa. Tietyn fermentoinnin tuloksissa on suuri hajonta niin eri
kasvatusten kuin saman kasvatuksen eri vaiheiden valilld. Lineaarinen mittausalue
haluttiin maarittaa uudelleen kyseiselle fermentoinnille, silld naita fermentointeja on

usein. Mittausten uusinnoista ja tulosten epavarmuudesta aiheutuva haitta on selkea.

Tydssa tutkittiin kolmea fermentointia (F1, F2 ja F3) ja niiden neljaa eri vaihetta (B8, B14,
B23 ja B32). Fermentoinneista tehtiin kattava maara eri laimennuksia lineaarisen
mittausalueen maarittamiseksi. Bradford-reaktion suoritti nesteenkasittelyrobotti, Tecan
Freedom EVO -200. Naytteet mitattiin spektrofotometrilla. Tulosten kasittely ja laskenta
suoritettiin kayttden Excelid. Lineaarinen mittausalue on alue, johon absorbanssin

halutaan osuvan mitattaessa naytteita.
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Lisaksi insindoritydssa tarkasteltiin puskuri- ja vesilaimentamisen vaikutusta tuloksiin.
Tutkittavat  naytteet olivat fermentointien vaiheen C01 myseelindytteita.
Proteiinimaarityksessa CO0l-vaiheen néaytteille tehddan alkulaimennos mittapulloon.
Laimentamiseen kaytetdan kullekin fermentoinnille soveltuvaa puskuria. Insindoritydssa
haluttiin tarkastella, miten alkulaimentaminen Milli-Q-veteen puskurin sijasta vaikutti

tuloksiin. Milli-Q-veden kayttd vahentaisi puskurin kulutusta ja saastaisi aikaa.

2 Teolliset entsyymit

Entsyymien maailmamarkkinoiden liikevaihto oli vuonna 2019 noin 9,9 miljardia euroa
[3]. Roal Oy kuuluu kansainvalisten entsyymimarkkinoiden viiden suurimman
entsyymivalmistajan joukkoon [4]. Erilaisia entsyymeja on markkinoilla runsaasti, ja
entsyymiteknologian kehitys on nopeaa [2]. Perinteiset entsyymit kestavat huonosti
teollisia prosesseja, joten esimerkiksi darimmaisissd ymparistbolosuhteissa kasvavia
mikro-organismeja tutkitaan kestavampien entsyymien loytamiseksi. Ominaisuuksia,
joihin entsyymeissa halutaan kehitysta, ovat mm. hyva lammdn- ja suolankesto,
aktiivisuus alhaisessa lampdtilassa ja laajemmalla pH-alueella seka entsyymien
toimintaa estavien inhibiittorien sieto. Entsyymeista pyritddn kehittdmaan entista

spesifisempia, kestdvampia, tehokkaampia ja helpommin kasiteltavia. [5.]

Entsyymit ovat valttdmattdmia monissa biokemian reaktioissa, joissa energia muutetaan
tehokkaasti muodosta toiseen. Entsyymit ovat katalyytteja, jotka toimivat solun
aineenvaihdunnan reaktioiden vauhdittajina. Entsyymit toimivat lisaamalla
reaktionopeutta itsedan kuluttamatta. Reaktion nopeuttaminen perustuu entsyymin
kykyyn alentaa reaktioon tarvittavaa aktivaatioenergiaa. Entsyymit ovat erittain spesifisia
ja tehokkaita katalyytteja. Jo melko pienet maéarat entsyymia nopeuttavat reaktiota jopa
10’-10'*  -kertaisesti  vaikuttamatta  kuitenkaan  katalysoimansa  reaktion

termodynamiikkaan tai reaktiotasapainoon. [6.]
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Suuri osa teollisista prosesseista on riippuvaisia kemiallisista katalyyteista. Kemialliset
katalyytit sisdltavat usein myrkyllisid yhdisteitd ja liuottimia, mika voi vaarantaa
katalyyttien kanssa tytskentelevdd henkilokuntaa ja olla haitaksi ympaéristolle [7].
Kemialliset katalyytit halutaan korvata mahdollisimman ekologisilla, tehokkailla ja

turvallisilla biokatalyyteilla. [2.]

Entsyymeja valmistetaan niin homeissa, bakteereissa kuin hiivoissa. Roal Oy:n
ydinosaamiseen kuuluu Trichoderma-, Aspergillus- ja Bacillus-fermentoinnit [8].
Globaaleilla markkinoilla 60 % entsyymeista tuotetaan homeissa, 26 % bakteereissa ja
4 % hiivoissa. Eldimista ja kasveista eristettavat entsyymit ovat vahenemaan pain.
Mikrobit soveltuvat entsyymien teolliseen tuotantoon, silldA ne tuottavat korkeita
proteiinipitoisuuksia nopeasti ja halvoilla raaka-aineilla. Liséksi mikrobeja on helppo
muokata geneettisesti ylituottamaan entsyymeja ja estdmaan haitallisten entsyymien
tuotto kokonaan. [5; 9, s. 112-114.]

Suurin osa teollisista entsyymeistd on tuotettu mesofiilisissa mikro-organismeissa.
Mesofiilisten mikro-organismien optimaalinen kasvulampétila on 20-45 °C:ssa.
Mesofiilista peraa olevat entsyymit kestavat huonosti korkeita lampdtiloja ja aarimmaisia
pH-arvoja. [2.] Entsyymin toiminnalle optimaalisimmat olosuhteet ovat usein samat
entsyymeja tuottavan mikro-organismin kanssa. Jotkin mikro-organismit elavéat
aarimaisissa olosuhteissa, kuten korkeissa lampdtiloissa ja suolapitoisuuksissa seka
hyvin happamissa ja emaksissa olosuhteissa. Tallaiset mikro-organismit, ekstremofiilit,
tuottavat termo- ja kemostabiileja entsyymejd. Kuvassa 1 on ekstremofiilisten

organismien luokittelua luokkiin, kuten, termofiilit, asidofiilit ja halofiilit. [7.]
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Kuva 1. Ektremofiilisten  organismien luokittelua. Ekstremofiiliset organismit  elavéat
aarimmaisissa ymparistoolosuhteissa. Olosuhteiden perusteella niitéa voidaan luokitella
luokkiin, kuten termofiilit, halofiilit ja asidofiilit. [7.]

Entsyymiteknologiassa keskitytaan talla hetkella mm. mesofiilisissa mikro-
organismeissa tuotettujen entsyymien muokkaamiseen teollisia prosesseja paremmin
sietavammiksi. Termofiilisissa ja hypertermofiilisissa mikro-organismeissa tuotettujen
entsyymien ominaisuudet vastaavat paremmin teollisten prosessien vaatimiin
olosuhteisiin. Termofiilisten mikro-organismien optimaalinen kasvulampétila on 50—80
°C:ssa. Termofiilisissa ja hypertermofiilisissa mikro-organismeissa tuotetun biomassan
maara on alhainen, yleensd korkeintaan 2 g/l. Taman takia entsyymeja yleensa
tuotetaan mesofiilisissa mikrobeissa, joihin on siirretty termofiilisia entsyymeja koodaavia
geeneja. [2.] Ongelmana termofillisten entsyymien tuottamisessa mesofiilisissa mikro-
organismeissa on entsyymin tuoton lisddminen. Lisaksi isantamesofiilit eivat usein tuota

entsyymien aktiivista muotoa. [7.]
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3 Proteiinipitoisuuden maaritys

3.1 Maarityksen tarkoitus Roalilla ja eri menetelmien valintaperusteet

Roalilla proteiinipitoisuus maaritetaan paivittain, jotta voidaan tarkkailla fermentointien
etenemista. Entsyymit ovat kemialliselta rakenteeltaan proteiineja, lukuun ottamatta
katalyyttistda RNA:ta [9, s. 52]. Proteiinimaarityksen avulla voidaan tarkkailla entsyymien

tuottoa fermentoinneissa.

Proteiinipitoisuuden maaritysmenetelmia on useampia, ja sopivan menetelméan valintaan
vaikuttaa mm. proteiinim&&ritysmenetelman yhteensopivuus naytteen kanssa.
Maaritykseen valitaan usein menetelma, jota varten naytettd taytyy esikasitella
mahdollisimman vahan [10, s. 77]. Muita menetelmén valintaan vaikuttavia tekijoita ovat
mm. analysoitavan proteiinin maara, maaritykseen kaytettava aika, haluttu tarkkuus ja
reaktiota hdiritsevat aineet. [11.] Roalilla paivittdin kaytettdva proteiinipitoisuuden
maaritysmenetelma perustuu Bradford-menetelmé&én [12]. Yrityksessd on kaytdssa
myds muita proteiinipitoisuuden madritysmenetelmia, joita ei kuitenkaan kayteta

paivittéin laadunvalvonta-analyyseissa.

Viisi entsyyminaytteille soveltuvaa proteiinipitoisuuden maaritysmenetelmad ovat mm.
suora spektrofotometrinen maaritys, Biuret-, Lowry-, Bikinkoniinihappo (BCA)- ja
Bradford-menetelmd [13]. Eroa maaritettavien proteiinien tuloksiin aiheuttaa eri
proteiinien aminohapposekvenssi, isoelektrinen piste (pl), sekundaarinen rakenne,
tiettyjen sivuketjujen lasnéolo tai proteesiryhmat [10, s. 98]. Edella mainitut menetelmat
ovat yleisimmin kaytettyja menetelmia proteiinipitoisuuden maarittamiseen, mutta myos

muita maaritysmenetelmia l1oytyy.

Jos kokonaisproteiinien maara naytteessa on suuri, esimerkiksi 5-160 mg/ml, paras
vaihtoehto on Biuret-menetelm&. Jos proteiinikonsentraatio on pieni, esimerkiksi 1-2000
png/ml, soveltuvat BCA, Lowry- tai Bradford-menetelmét parhaiten maaritysmenetelmiksi.
Lowry-menetelma kannattaa valita, jos nayte sisaltda pelkistimia tai kuparia kelatoivia
reagensseja. Pesuaineita sisaltaville naytteille hyva vaihtoehto on BCA-menetelma. [10,
S. 77.]
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3.2 Bradford-proteiinipitoisuusmaaritys

Bradford on yksi kaytetyimmistd proteiinikonsentraation maaritysmenetelmista.
Menetelm& perustuu véariaineen, Coomassie Brilliant Blue G-250, sitoutumiseen
proteiiniin happamissa olosuhteissa. Sitoutuminen perustuu Van der Waalsin voimiin ja
hydrofobisiin vuorovaikutuksiin. [14.] Kuvassa 2 on havainnollistus Bradford-reagenssin
toimintaperiaatteesta. Kuvassa naytetdan, kuinka reagenssin liittyessa proteiinin

emaksisiin ja aromaattisiin sivuketjuihin absorbanssimaksimi vaihtuu.

basic and aromatic
side chains

+

Csz Csz
H+
HoC—N N+— CH2- —_
protein-dye

S04 complex

N803S
Amax= 595 nm

NH

=
X

QOCsoHs

Coomassie G-250
Amax = 465 nm

Kuva 2. Kuvaus Bradford-maarityksen toimintaperiaatteesta, jossa reagenssin liittyessa
proteiinin emaksisiin ja aromaattisiin sivuketjuihin absorbanssimaksimi vaihtuu [10, s.
90].

Variaine sitoutuu padasiassa emaksisiin ja aromaattisin aminohappotéahteisiin,
erityisesti arginiiniin [15]. Vériaine on punaisen ruskea proteiinin puuttuessa, jolloin
absorbanssimaksimi on 470 nm. Kun variaine paasee vuorovaikutukseen proteiinin
kanssa, se muuttuu siniseksi, ja sen absorbanssimaksimi vaihtuu 595 nmiiin.
Mittaamalla naytteen absorbanssi 595 nm:ssa, voidaan maarittda proteiinipitoisuus. Bio-
Rad-proteiininmaarityksen standardina voi toimia joko naudan seerumin tai naudan-y-
globuliinin. [16.] Bio-Rad-standardimenetelmé& soveltuu kaytettavaksi naytteille, jotka

ovat proteiinikonsentraatioltaan 200—1 400 pg/ml [17].
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Menetelmd on yksinkertainen, ja sille loytyy erilaisia variaatioita riippuen
proteiinipitoisuudesta. Menetelméan haittapuolena on, ettd maaritysta hairitsevat monet
detergentit, flavonoidit ja emaksiset puskurit. Coomassie Brilliant Blue G-250 —
varireagenssilla on kolme absorboivaa varianttia. Punainen vari on kationinen, vihred
neutraali ja sininen anioninen. Hairiblahteet vakauttavat vihredt neutraalit varilajit
sitoutumalla siihen tai vaikuttamalla maarityksen pH-arvoon. Sen lisdksi, ettd hairiot
voivat aiheutua kemikaalien liittymisesta variaineeseen, kemikaalit voivat olla myos

vuorovaikutuksessa proteiinien kanssa haitaten reaktiota. [18.]

Menetelma on yleisesti kaytetty, nopea ja edullinen. Menetelméssa ei mydskaan kayteta
syovyttavia reagensseja. Toisaalta se ei ole kovin herkka, ja tulokseen vaikuttavat erot
eri proteiinien kyvyssd sitoa varia. Varin sidonnan maardan vaikuttaa emaksisten
aromaattisten aminohappotéhteiden osuus proteiinissa. Lisdksi muutkin yhdisteet kuin

proteiinit voivat sitoa varia aiheuttaen epaluotettavuutta tulokseen. [19, s. 129.]

3.3 Vaihtoehtoiset proteiinipitoisuuden maaritysmenetelmat

Insinoritydssa tarkasteltiin myds muita proteiinipitoisuuden maaritysmenetelmia, jotta
huomattaisiin, ovatko muut menetelmat toimintaperiaatteiltaan soveltuvampia
tutkittaville fermentointinaytteille. Insindorityén tarkoituksena ei kuitenkaan ole

ensisijaisesti 16ytda korvaavaa menetelmaa.

3.3.1 Suora spektrofotometrinen maaritys

Yksinkertaisin tapa maarittdd proteiinin konsentraatio liuoksessa on mitata liuoksen
absorbanssi aallonpituudella 280 nm. Tata menetelmdad Kkutsutaan suoraksi
spektrofotometriseksi maaritykseksi. Aromaattiset aminohapot, kuten tyrosiini ja
tryptofaani, absorboivat UV-valoa suhteessa niiden pitoisuuksiin [11]. M&&ritys soveltuu
parhaiten tapauksiin, joissa naytetta halutaan edelleen tutkia. Mittaus ei tuhoa proteiineja
eika erityisid reagensseja tarvita. Lisaksi mittaus on nopea ja helppo suorittaa. [19, s.
130.]
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Maarityksen haittapuolena on mittausta hairitsevat nukleiinihapot, jotka absorboivat
myds 280 nm:ssa. Mittaamalla nayte lisaksi joko 260 tai 235 nm:ssa voidaan tuloksen
virhettd yrittdd korjata absorptiosuhteen avulla kayttden korjauskertoimia. Ma&aritys ei
sovellu proteiiniseoksille  johtuen eri  proteiinien  aminohappokoostumuksen
poikkeavuudesta. Eri proteiinien absorptio pitoisuusyksikkda kohti vaihtelee 5-kertaisesti

tai enemman, riippuen aromaattisten aminohappojen osuudesta. [19, s. 130.]

Aminohappojen absorption mittaamisen lisaksi peptidisidoksia voidaan mitata
aallonpituudella 190-210 nm proteiinipitoisuuden marittamiseksi. Mitattaessa naytteita
190-210 nm:ssa hairitsevia tekijoita on enemman, mutta maaritys on herkempi. [19, s.
130.]

3.3.2 Biuret-menetelma

Biuret-menetelmassa kupari-ionit (Cu?*) reagoivat vahintaan kaksi peptidisidosta
siséltavien yhdisteiden kanssa alkaalisissa olosuhteissa. Kun proteiiniliuos reagoi Biuret-
reagenssin kanssa, syntyy purppura kompleksi. Nayte mitataan spektrofotometrilla
aallonpituusalueella 540-560 nm. Reagoivien peptidisidosten maara on verrannollinen

mitatun absorbanssin kanssa. [19, s. 128.]

Menetelman etuna on, ettd reaktio perustuu peptideihin, jotka ovat yhteisia kaikille
proteiineilla eikd aromaattisiin sivuryhmiin, kuten Bradford-menetelmassa. Menetelma
on nopea, yksinkertainen ja edullinen. Menetelma sopii kaytettavaksi
proteiinipitoisuuden ollessa 5—-160 mg/ml [10, s. 95]. Eri proteiinien valilla olevaa eroa
varinmuodostuksessa pidetddn pienempéna kuin muissa menetelmissd. Myoskaan
pinta-aktiiviset aineet, eli detergentit, eivat vaikuta reaktioon. Menetelmén heikkoutena
on yhteensopimattomuus yleisten pelkistimien kanssa. Lisaksi suuret hiilihydraatti- ja
rasvapitoisuudet voivat aiheuttaa sameutta liuokseen. Menetelma ei mydskaan ole kovin
herkka. [11; 19, s. 128.]

3.3.3 Lowry-menetelma

Lowry-menetelma seuraa  Biuret-menetelm&n  periaatteita, mutta reaktion

detektioherkkyytta lisatdan reagenssin avulla. Ensimmaisessa reaktiossa kupari-ionit
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pelkistyvat emaksissa olosuhteissa muodostaen kompleksin peptidien kanssa, kuten
Biuret-menetelméssa. Seuraavaksi reaktioon lisdtdan fosfomolybdeeni-
fosfovolframihappoa, joka tunnetaan myds nimella Folin-Ciocalteu-reagenssi.
Reagenssi pelkistyy kupari-peptidisidoskompleksilla, joka aiheuttaa varimuutoksen
siniseksi. Reaktiossa aromaattiset aminohapot hapettuvat. Absorbanssi mitataan
spektrofotometrilla aallonpituusalueella 500-750 nm. Nayte mitataan 750 nm:ssa, jos
mitattava proteiinipitoisuus on pieni. Mitattaessa 500 nm:ssa herkkyys ei ole yhta korkea
ja aallonpituus soveltuu parhaiten suurten proteiinipitoisuuksien mittaukseen. [13; 19, s.
128-129.]

Lowry-menetelma on herkempi havaitsemaan pienempia proteiinipitoisuuksia kuin
Biuret-menetelma. Menetelmd on 10-20 kertaa herkempi kuin  suora
spektrofotometrinen maaritys ja 100 kertaa herkempi kuin Biuret-menetelma [19, s. 129].
Lowry-menetelma soveltuu naytteille, joissa proteiinipitoisuus on 1-1500 pg/ml [10,
s.95]. Menetelméan vaatii kuitenkin enemman aikaa kuin muut maaritykset. Lisaksi monet
yhdisteet joita kaytetaan yleisesti proteiinien puskureissa, kuten detergentit, hiilihydraatit,
glyseroli ja EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo), hairitsevat Lowry-maaritysta. [13;
20.]

3.3.4 Bikinkoniinihappo (BCA) -menetelma

Bikinkoniinihappo (BCA) -menetelmd seuraa Lowry-menetelman toimintaperiaatteita,
mutta reagenssina toimii bikinkoniinihappo. Ensin proteiinien peptidisidokset pelkistavat
Cu*2-ionit Cu*-ioneiksi alkaalisissa olosuhteissa, kuten Biuret-menetelmé&ssa.
Seuraavaksi bikinkoniinihappomolekyylit kelatoivat Cu*-ionien kanssa muodostaen
purppuranvarisen kompleksin, joka absorboi voimakkaasti valoa 562 nm:ssa.
Aallonpituudella 562 nm absorbanssi on lineaarinen proteiinikonsentraatiolle valilla 20—
2000 pg/ml. [21.]

BCA-menetelmé&n hydtynd on maarityksen sopivuus useiden pinta-aktiivisten aineiden
kanssa, jopa 5 %:iin (v/v) saakka [10, s.95]. BCA-menetelmassa reaktioon osallistuvat
peptidisidokset, jotka ovat yhteisia kaikille proteiineille. Menetelma on kuitenkin melko

hidas: analyysin valmistuminen kestdd noin 30 minuutista kahteen tuntiin. [22.]
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Menetelman toinen heikkous on, ettd menetelmaa saattaa hairita mm. pelkistavat
sokerit, EDTA ja lipidit [13].

4 Materiaalit ja menetelmét

4.1 Lineaarisuuden maarittaminen fermentoinnille Bradford-maarityksessa

Tutkittavan entsyymifermentoinnin proteiinipitoisuuden maarityksen tuloksissa on suuri
hajonta niin eri kasvatusten kuin saman kasvatuksen eri vaiheiden valilla. Kyseiselle
fermentoinnille on ma&aritetty proteiinimaaritysmenetelmésséd kapeampi lineaarinen

mittausalue kuin muille yrityksen fermentoinneille.

Bradford-maarityksen naytteet mitataan spektrofotometrilla. Tydssa haluttin maarittaa
absorbanssialue, jossa mittausalue oli lineaarinen. Maarittamistd varten
fermentointinaytteista tehtiin kattava maara laimennuksia. Tuloksista tehtiin kuvaajia,
joissa x-akselilla oli naytteen konsentraatio ja y-akselilla mitattu absorbanssiarvo.
Kuvaajan alue, joka oli mahdollisimman lineaarinen eli suora, sovittiin lineaariseksi

mittausalueeksi.

Nykyinen kaytossa oleva lineaarinen mittausalue on absorbanssialueella 0,4-0,5. Talle
valille absorbanssin halutaan osuvan mitattaessa naytteitd. Muilla yrityksen
fermentoinneilla  mittausalue on absorbanssialueella 0,3-0,8. Kapeamman
mittausalueen takia maaritys taytyy usein uusia absorbanssiarvon osuessa nykyisen
kaytossa olevan mittausalueen ulkopuolelle. Liséksi tuloksissa on paljon hajontaa,
vaikka maarityksessa naytteen absorbanssiarvo saataisiin osumaan halutulle alueelle.
Tutkittavaa fermentointia haluttiin tarkastella muille fermentoinneille soveltuvalla

laajemmalla absorbanssialueella proteiinimaarityksessa.

Tyo6ssa tutkittiin kolmea eri fermentointia (F1, F2 ja F3), ja jokaisesta fermentoinnista
tutkittiin neljaéa eri fermentoinnin vaihetta (B8, B14, B23 ja B32). Kunkin vaiheen naytteet
on otettu eri ajankohdista fermentointia. B8-vaiheen ndyte on otettu fermentoinnin
alkuvaiheesta, vaiheiden B14 ja B23 naytteet ovat otettu fermentoinnin keskivaiheelta ja

B32-vaiheen nayte on otettu fermentoinnin loppuvaiheesta. Eri vaiheita tutkittiin, jotta
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nahtaisiin, kuinka paljon fermentoinnin eri vaiheet vaikuttavat maarityksen
lineaarisuuteen. Maarityksen suoritti nesteenkasittelyrobotti Tecan Freedom EVO -200.
Robotti suorittaa laboratorion erilaisia analyyseja pipetoimalla kasiteltavia reagensseja

ja naytteita.

4.1.1 Naytteiden kasittely ennen mittauksen aloittamista

Fermentointindytteet sentrifugoitiin niin, ettd myseelimassa saatiin erotettua naytteesta.
Naytteitda sentrifugoitin 4000 rpm (revolutions per minute) 10 minuuttia.
Jatkolaimennokset tehtiin supernatantista Milli-Q-veteen.

Yon yli naytteita seisottaessa nayteputkien pohjalle oli kertynyt viela sakkaa. Kuvassa 5
on esitettyna naytepullojen pohjalle kertynyt sakka yon aikana. Naytteet sentrifugoitiin
vield toisen kerran. Useammasta sentrifugoinnista huolimatta néyteputkien pohjalle
saattoi kertya lisdd sakkaa. Naytteet olisi pitdnyt sentrifugoida suuremmilla
kierrosnopeuksilla. Sakka naytteessd saattaa vaikuttaa nesteenkasittelyrobotin

toimintaan ja spektrofotometriseen maaritykseen.

Kuva 3. Naytepullojen pohjalle kertynyt sakka yon yli seisottaessa.

Naytteiden laimentamiseen kaytettiin Hamiltonin Microlab 600-laitetta. Laite imi naytetta
ja laimensi sen Milli-Q-veteen. Kahden ensimmaisen fermentoinnin naytteille tehtiin

seitseman erilaista laimennusta niin, etta pitoisuuksilla paastiin absorbanssialueelle 0,3—
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0,8. Kolmatta fermentointia mitattaessa laimennuksia tehtiin vield useampia, jotta nahtiin

tarkemmin lineaarisuusalueet.

Naytteet pyrittiin laimentamaan kahdelle ensimmaiselle fermentoinnille niin, ettd mitatut
absorbanssiarvot olivat 0,3; 0,4; 0,45; 0,5; 0,6; 0,7 ja 0,8. Jokaiselle eri fermentoinnille
ja niiden eri vaiheille maaritettin omat laimennussuhteet, jotta paastiin haluttuihin
absorbanssiarvoihin. Absorbanssialueelle 0,4—-0,5 haluttiin keskitty& hiukan enemman,

koska se on nykyinen lineaarisuusalue.

4.1.2 Tyon kulku

Kun naytteet oltiin k&sitelty ja laimennettu haluttuihin pitoisuuksiin, kaadettiin naytteet
robotille soveltuviin koeputkiin ja suoritettiin reaktio. Naytteet mitattiin spektrofotometrilla
aallonpituudella 595 nm. Liitteesséa 1 on Bradford-maarityksen tydohje

nesteenkasittelyrobotilla Roalilla. Tyévaiheet etenivat seuraavasti:

Naytteiden sentrifugointi.

Naytteiden laimentaminen Milli-Q-vedella haluttuihin laimennussuhteisiin.
Naytteiden kaataminen nesteenkasittelyrobotille soveltuviin koeputkiin.
Reaktion suorittaminen nesteenkasittelyrobotilla.

Naytteiden mittaaminen spektrofotometrilla aallonpituudella 595 nm.

A A

Tulosten kasittely Excelissa.

Nesteenkasittelyrobotti tarvitsi reaktioon laimennetut naytteet, mikrokyvettirasian ja Bio-
Rad-vérireagenssin. Standardisuora ajetaan vain avattaessa uusi kantaliuospullo
reagenssin valmistukseen. Tarkoituksena oli kayttda samaa standardisuoraa kaikille
mittauksille, mutta reagenssia kului odotettua enemman. Taman takia osa naytteista

mitattiin kdyttden uutta standardisuoraa.

Kun nesteenkasittelyrobotti oli suorittanut pipetoinnin  suoraan mikrokyvetteihin,
naytteiden absorbanssiarvot mitattiin spektrofotometrilla aallonpituudella 595 nm.

Jokaisesta vaiheesta saatiin nelja erillista mittaustulosta. Naytteesta tehtiin kaksi erillista
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laimennosta, joista robotti teki edelleen kaksi laimennosta. Tulokset kasiteltiin Excelissa.
Kokonaisproteiinimaara saatiin selville, kun verrattin mitattua absorbanssiarvoa
standardisuoraan  ja  kerrottin  suoralta luettu = konsentraatio naytteen

laimennuskertoimella.

Yhteen proteiinimaaritykseen nesteenkasittelyrobotille mahtuu maksimissaan 48
naytetta. Jokaisen paivan ensimmaiseen ajoon otettiin mukaan yksi nollanayte ja kaksi
vertailua, eli paikkoja fermentoinnin naytteille yhdessa ajossa oli noin 45 kpl. Yhdessa
ajossa mitattiin yleensa yhden fermentoinnin kahden eri vaiheen naytteet. Jokaiseen
ajoon otettiin mukaan nollanayte. Mittaukset toistettiin kolme kertaa. Toistot tehtiin eri

paivind, jotta tuloksiin saatiin paivien valista vaihtelua.

Mitattavia naytteita arvioitiin ennen tyon aloittamista olevan kaiken kaikkiaan noin 1580
kpl. Nesteenkasittelyrobotti teki jokaiselle naytteelle yhden rinnakkaisen, joten naytteita
tarvitsi valmistaa ajoihin noin 790 kpl. Kaiken kaikkiaan ajoja nesteenkasittelyrobotilla
arvioitiin tulevan yhteensa noin 18 kpl. Osa ajoista ei kuitenkaan onnistunut mitattavan
absorbanssiarvon osuessa vaarélle alueelle tai vertailun epaonnistuessa. Liitteessa 2 on

otanta raakadatasta fermentointi 2:n vaiheen B23 mittaustuloksista.

4.1.3 Lineaarisuuden méaarittdminen ja korrelaatio

Mittausalueen lineaarisuudella tarkoitetaan lineaarista korrelaatiota tulosten ja
naytteesta tutkittavien aineiden valilla mittalaitteen herkkyyden ollessa vakio. Tall6in
maaratty pitoisuuden muutos aiheuttaa mittaussignaalissa saman suuruisen muutoksen
koko pitoisuusalueella. Lineaarisuus méadritetddn yleensd vahintdan viidesta eri

tutkittavan aineen pitoisuudesta. [23, s. 18-19.]
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Dynaaminen alue

Mittaussignaali

Lineaarinen alue

—

Maaritysraja
Toteamisraja l

Tyoskentelyalue
____, "l‘

Analyytin pitoisuus

Kuva 4. Analyysimenetelmén lineaarisella alueella tulosten ja ndytteesta tutkittavien aineiden
valilla on lineaarinen korrelaatio mittauslaitteen herkkyyden ollessa vakio [23, s. 19].

Analyysimenetelman lineaarisuutta voidaan tutkia mm. maarittdmalla kuvaajalle
sovitettuun suoraan korrelaatiokertoimen nelio, R?. Kahden muuttujan vélisen
riippuvuuden astetta voidaan kutsua korrelaatioksi. Korrelaation ollessa voimakasta
voidaan toisen muuttujan arvoista paatella toisen muuttujan arvot melko tasmallisesti.
Korrelaatiokertoimen ollessa 0 muuttujien valillA ei ole lineaarista riippuvuutta.
Vastaavasti arvon ollessa +1/-1 muuttujien valilla on joko positiivinen tai negatiivinen
korrelaatio. Korrelaatiota tarkastellessa kaytetddn usein myoés korrelaatiokertoimen
neliéta, joka kertoo prosentuaalisesti, kuinka paljon selittava muuttuja selittda
selitettavan muuttujan varianssista. Korrelaatiokertoimen neliéta kutsutaan myos
selitysasteeksi. [24.]

4.2 Nesteenkasittelyrobotin (Tecan Freedom EVO -200) toimintaperiaate

Bradford-maarityksen suoritti nesteenkasittelyrobotti Tecan Freedom EVO -200. Tecan
Freedom EVO on nesteidenkasittelyrobotti, jonka tydtason moduuleja muokkaamalla
voidaan  suorittaa  erilaisia  laboratoriossa  tehtdvid  analyysejd.  Roalin

nesteidenkasittelyrobotissa on kahdeksan pipetointikarkea. Pipetointikérjet ovat kiinni
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nesteidenkasittelykaddessa (LiHa, liquid handling arm). Proteiinipitoisuusmaarityksen

kannalta tarkeimméat moduulit ovat néyte-, reagenssiastia- ja kyvettiteline. [25.]

Tecanin jokaisessa pipetointikérjessa on nestepinnan tunnistus. Nestepinnan tunnistus
perustuu kapasitanssin muutokseen. Pipetoinnilla siirretdan tietty maara nestetta
paikasta toiseen. Nestepinnantunnistuksen ansiosta pipetinkarki uppoaa nesteeseen
vain hiukan, jolloin kdrjen kontaminoituminen nesteesta jaa mahdollisimman pieneksi.

Kuvassa 4 on esitetty Roalilla oleva nesteenkasittelyrobotti. [25.]

Kuva 5. Nesteenkasittelyrobotti Tecan Freedom EVO -200, joka on kaytdssa Roalilla.

4.3 Laimentaminen Milli-Q-veteen puskurin sijasta

Insin6oritydssa tarkistettiin myos, miten C01-vaiheen naytteen laimentaminen Milli-Q-
veteen puskurin sijasta  vaikutti proteiinipitoisuusmaarityksen tuloksiin.
Fermentointindyte vaiheesta CO01 kasitelladan myseeleineen historiallisista syisté.
Vaiheen CO1 nayte kasitellaan myseeleineen, jotta voidaan maarittdd koko kasvatuksen
proteiinipitoisuus.

Roalilla ei 16ydy dokumentointia puskurilaimentamisen syihin. Syité halutaan tarkastella,

koska laimentaminen on aikaa ja rahaa kuluttavaa.
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Nayte punnittiin tarkasti mittapulloon, laimennettiin puskurilla seka Milli-Q-vedella ja
sentrifugoitiin ~ siten, ettd myseelimassa saatiin erotettua liuoksesta. Téasta
supernatantista tehtiin edelleen tarvittavat jatkolaimennokset. Kuvassa 3 on CO1-

vaiheen myseelindyte laimennettuna (1:10) mittapullossa puskuriin ja siitd sentrifugoitu

nayte.

Kuva 6. Havainnollistus, kuinka fermentoinnin CO1-vaiheen naytteen kéasittely etenee
myseelindytteen laimentamisesta mittapullossa sentrifugoituun analysoitavaan
naytteeseen.

Eroa vesi- ja puskurilaimennuksessa tarkasteltin kahdesta fermentoinnista. Eroa
tutkittin - myds taysin eri fermentoinnista kuin insindoOritydssa  tutkittavista
fermentoinneista. Eron tutkimiseen otettiin nelja rinnakkaista seka Milli-Q-veteen etta

puskuriin laimennettua naytetta.
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5 Tulokset

5.1 Mahdollisten lineaaristen mittausalueiden maarittdminen kuvaajista

Kuvassa 7 on fermentointien vaiheiden B8 tulokset. Mahdollisia lineaarisia mittausalueita
on useampia jokaisella fermentoinnilla. Fermentoinnilla 1 lineaarinen mittausalue on
kuvasta katsottuna B8-vaiheella mahdollisesti noin absorbanssialueilla 0,4-0,6 ja 0,6—
0,8. Fermentoinnilla 2 vaiheen B8 naytteen lineaariset mittausalueet ovat mahdollisesti

seka absorbanssialueella 0,3-0,5 etta absorbanssiarvon ollessa valilla 0,5-0,8.

F1, F2 ja F3 vaiheet B8

0.9
0.8

m
©
oy

0.6 —&—F1, vaihe B8

05 —8— 2, vaihe B8
0.4

0.3 F3, vaihe B8

Absorbanssi (595 n

0.2
0.1

0
1.0E-04 1.1E-03 2.1E-03 3.1E-03 4.1E-03 5.1E-03

Entsyymin konsentraatio (g/ml)

Kuva 7. Fermentointien vaiheiden B8 lineaarisen mittausalueen testaus. Kuvaajasta katsottuna
mahdolliset lineaariset mittausalueet ovat fermentointi 1:11& absorbanssialueilla 0,4—-0,6
ja 0,6-0,8 seka fermentointi 2:lla 0,3-0,5 ja 0,5-0,8.

Kolmannen fermentoinnin lineaarista mittausaluetta tutkittiin jokaisesta vaiheesta, mutta
toistoja tehtiin kaksi kolmen sijasta. Kahden ensimmadisen fermentoinnin tutkimisen
jalkeen huomattiin, etta selke&é lineaarista mittausaluetta ei kyseiselle fermentoinnille
proteiinimaarityksessa ole. Taman takia fermentointi 3:n kuvaajat poikkeavat myos
tutkittavilta  mittausalueiltaan muista fermentoinneista. Tutkittaessa kolmatta
fermentointia keskityttiin absorbanssialueeseen 0,3-0,5 tekemalld runsaasti eri

laimennuksia, jotta kuvaajaan saataisiin mahdollisimman monta pistetta.
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Fermentointi 1:11a mahdollisia lineaarisia mittausalueita B14-vaiheelle on kaksi kuvasta
8 katsottuna: absorbanssialueilla 0,3-0,45 ja 0,45-0,8. Fermentointi 2 lineaarisetalueet
vaikuttavat olevan absorbanssialueilla 0,3-0,5 ja 0,5-0,8. Fermentointi 3 lineaarinen

mittausalue on absorbanssialueella 0,3-0,5.

F1, F2 ja F3, vaihe B14

0.9
0.8

€07

[

10 0.6

)
~ 05 .
0 J —e—F1, vaihe B14

(7))

c 04 .

_g —&—[2, vaihe B14
= 0.3

2 F3, vaihe B14
02

0.1

0
0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03 2.5E-03

Entsyymin konsentraatio (g/ml)

Kuva 8. Fermentointien vaiheen B14 lineaarisen mittausalueen testaus. Mahdollisia
lineaarisuusalueita on useampia eri fermentoinneilla.

Vaiheiden B23 ja B32 lineaarisuusalueet ovat mahdollisesti 0,3-0,45 ja 0,45-0,8
fermentoinneilla 1 ja 2 (lite 3). Fermentoinnilla 3 lineaarisuusalueet ovat mahdollisesti
vaiheille B23 ja B32 absorbanssialueilla 0,3-0,45 ja 0,45-0,6 (lite 3).

Absorbanssiarvon 0,45 kohdalla tapahtuu usein lineaarisuusalueen vaihdos. Tama
saattaa kuitenkin johtua tiheammasta mittauspisteiden maarasté tadssa kohtaa kuvaajaa.
Absorbanssiarvo ei ollut mydskaan aina juuri 0,45, vaan esimerkiksi 0,42. Tasta syysta
on vaikea vetdd johtopaatoksia, lineaarisen mittausalueen alusta tai lopusta téssa

absorbanssipisteessa.

metropolia.fi ﬂMetropolia



19
5.2 Fermentointien eri vaiheiden valista vertailua

Kuvassa 9 vertaillaan eri vaiheiden kuvaajia keskenaan. Fermentointi 1 on otettu
esimerkiksi, mutta myds fermentointien 2 ja 3 kuvaajat kayttaytyvat samalla tavalla (liite
4). Fermentointi 1:n eri vaiheiden kuvaajia verratessa huomataan, etté vaiheiden B14,
B23 ja B32 kuvaajat ovat muodoltaan samanlaisia. Vaiheen B8 kuvaaja poikkeaa muiden
vaiheiden kuvaajien muodosta. B8-vaiheen kuvaajan muoto poikkeaa muista, koska
fermentointi on tdssa vaiheessa melko alussa. Entsyymin méaara ndytteessa on pieni ja

mukana on muitakin komponentteja, mika saa kuvaajan poikkeamaan muista.

Fermentointi 1

— 05 —e—B8
[7)]

204 —e—B14
803
= B23
(2]
o]
<

——B32

0.0E+00 1.0E-03 2.0E-03 3.0E-03 4.0E-03 5.0E-03
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

Kuva 9. Fermentointi 1:n kaikkien vaiheiden kuvaajat koottuna. B8-vaiheen kuvaaja poikkeaa
muiden vaiheiden kuvaajista.

5.3 Korrelaation tarkastelu valituilla alueilla

Edella olevien kuvaajien perusteella valittin  [ahemmin  tarkasteltaviksi
lineaarisuusalueiksi alueet, joissa absorbanssiarvot sijoittuivat 0,3-0,5 ja 0,5-0,8.
Jokaisen fermentoinnin eri vaiheille méaéaritettin omat suorat ja korrelaatiokertoimen

nelidt erikseen edella mainituille kahdelle eri absorbanssialueelle.
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Kuvassa 10 on esitettyna eri fermentointien vaiheiden B14 absorbanssialueelle 0,3-0,5
sovitetut suorat ja niiden arvot seka selitysasteet. Absorbanssialueen 0,3-0,5 suoran
kulmakertoimen arvoissa esimerkiksi fermentointien 1 ja 2 valilla on 11 %:n ero.

Selitysasteet (R?) fermentoinneille oli 0,97-0,99.

F1 vaihe B14, F2 vaihe B14,
a ABS ~0,3-0,5 = ABS ~0,3-0,5
P <055
Lo o>
S_,O 6 % 0.5
7 05 § _(7)0.45 .
Coa | L @ 04 = 601.44x + 0.1067
o y =532.87x + 0.1222 30.35 R2=0.9921
803 R2=0.9717 S 0.3
g 00.25
0.2 < 02
3.0E-4 50E-4 7.0E-4 9.0E-4 3.0E-4 50E-4 7.0E-4 9.0E-4
Entsyymin konsentraatio (g/ml) Entsyymin konsentraatio (g/ml)
F3 vaihe B14, ABS ~0,3-0,5
055
E 05
10 0.45
L 04 T
— &y =594.73x + 0.1316
é 0.35 R2=10.9796
g 0.3
g 0.25
(%)
< 02
3.0E-4 4.0E-4 5.0E-4 6.0E-4
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

Kuva 10. Kaikkien fermentointien sovitetut suorat B14-vaiheessa absorbanssialueella noin 0,3—
0,5. Selitysasteet ovat fermentoinneilla valilla 0,97-0,99.

Absorbanssialueen 0,5-0,8 (kts. kuva 11) suoran kulmakertoimen arvoissa eri
fermentointien valilla on maksimissaan 11 %:n ero. Molemmilla absorbanssialueilla
suoran selitysasteet ovat samaa luokkaa toistensa kanssa, ero niiden valilla on 0,05 %.
Selitysasteissa |0ytyy vain pienid eroja fermentointien 1 ja 2 valillaA molemmissa
absorbanssialueissa. Fermentointien 1 ja 2 selitysasteiden ero on molemmissa
absorbanssivaleissa noin 2 %. Selitysasteiden sama taso (R?= 0,97-0,99) eri

absorbanssialueiden valilla osoittaa, ettd molemmilla alueilla on melko vahva lineaarinen
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riippuvuus muuttujien valilla. Suorien arvot ovat myds samaa tasoa eri fermentointien 1
ja 2 vélilla. Fermentointi 3:n suoran arvot poikkeavat muiden fermentointien suorien
arvoista. T&ma johtuu siitd, ettd mittauspiste absorbanssiarvossa 0,45 on otettu mukaan

kuvaajaan mittauspisteiden vahaisen maaran takia.

F1 vaihe B14, F2 vaihe B14,
ABS ~0,5-0,8 ABS ~0,5-0,8
09 09
g 0.8 g 0.8
Lo To}
207 207
~ &= 197.22x + 0.3797 ~ 793.17x + 0.3937
0.6 R?=0.9722 0.6 R = 0.9916
g 0.5 g 0.5
2 2
3 04 204
S 50E-4 10E-3 15E-3 2.0E-3 2.5E-3 £ 50E-4 10E-3 15E-3 2.0E-3 2.5E-3
Entsyymin konsentraatio (g/ml) Entsyymin konsentraatio (g/ml)
F3 vaihe B14, ABS ~0,45-0,8

__ 065

E o6

o

3 0.55 >

- —%= 292.21x + 0.3041

@ 05 R2=10.98

c

g 0.45

2 04

< 5.0E-4 7.0E-4 9.0E-4 1.1E-3

Entsyymin konsentraatio (g/ml)

Kuva 11. Kaikkien fermentointien sovitetut suorat B14-vaiheessa absorbanssialueella ~0,5-0,8.
Selitysasteet suorille ovat 0,97-0,99.

Verrattaessa B23 suorien (liite 5) arvoja Bl4 vaiheelle tehdyn suoran arvoihin
huomataan kulmakertoimien erojen olevan 7-14 %. Erot vaiheille B14 ja B32 tehtyjen
suorien (liite 5) kulmakertoimien vélilla ovat 2—-37 %. Verratessa B14 vaiheelle tehtyja
suoria vaiheen B8 suoran arvoihin (lite 5) huomataan eron olevan suurta.
Kulmakertoimissa erot ovat 51-59 %. Selitysasteet ovat kuitenkin samaa luokkaa

fermentointien valilla samassa fermentoinnin vaiheessa.
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5.4 Mahdollisten uusien lineaarisuusalueiden vertailua alkuperaiseen

Kuvassa 12 on sovitettu suora absorbanssialueelle noin 0,4-0,5. Mietittaessa kahden
tarkasteltavaksi otetun lineaarisen mittausalueen valilla, voidaan verrata sovitettujen
suorien arvoja nykyisin kaytdéssd olevan absorbanssirajan valille sovitetun suoran
arvoihin. Suoran arvot absorbanssialueella 0,3-0,5 ovat lahempana alkuperéiselle
alueelle sovitetun suoran arvoihin. Talla valilla suoran kulmakertoimen arvot poikkeavat
alkuperaisen alueen sovitetun suoran arvoista 12—-20 %, kun taas absobanssialueella

0,5-0,8 erot ovat 38—63 %. Leikkauspisteissé erot ovat samaa luokkaa.

B14, ABS ~0,4-0,5

0.6
gos ..
c g
o °
g O y = 469.39x + 0.1632
B 03 R2=09239 ... Linear (F1, vaihe
g y = 528.87x + 0.1508 B14)
@ .
202 REZD8999 Linear (F2, vaihe
3 y = 471.53x + 0.1924 B14)
201 R2=0.9968
0

3.5E-04 4.5E-04 5.5E-04 6.5E-04 7.5E-04 8.5E-04
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

Kuva 12. Kuvaajassa on kaikkien fermentointien sovitetut suorat Bl4-vaiheessa
absorbanssialueella noin 0,4-0,5. Tama absorbanssialue on nykyinen lineaarinen
mittausalue. Selitysasteet (R?) F2 ja F3 ovat hyvét, noin 0,99.

Jos suoran sovitti jokaisen fermentoinnin Bl4-vaiheen koko mittausalueelle
absorbanssialueella 0,3-0,8, selitysasteet olivat jokaisella suoralla noin 0,92-0,95 (liite
5). Tadmd on huonompi selitysaste kuin kahdella edella tarkastellulla
absorbanssialueella. Suora sovitettin myds absorbanssialueelle 0,3-0,6, jolloin
selitysasteet eri fermentoinneille vaiheessa B14 olivat valilla 0,93-0,96 (liite 5). Tasta voi
paatella, ettd mahdollinen lineaarinen mittausalue on joko absorbanssialueella 0,3-0,5
tai 0,5-0,8.
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Mietittaessad kahden lineaarisuusalueen vdlilla, voidaan verrata sovitettujen suorien
arvoja nykyisin kaytdssa olevan absorbanssirajan vélille sovitetun suoran arvoihin.
Suoran arvot absorbanssialueella 0,3-0,5 ovat lahempana alkuperéiselle alueelle
sovitetun suoran arvoihin. Talla valilla suoran kulmakertoimen arvot poikkeavat
alkuperaisen alueen sovitetun suoran arvoista 12-20% Bl4-vaiheessa, kun taas
absobanssialueella 0,5-0,8 erot ovat 38—63 %. Leikkauspisteissa erot ovat samaa

luokkaa.

5.5 Hajonnan tarkastelu eri absorbanssipisteissa

Kuvassa 13 on esitettynd Box and Whisker Plot -kuvaajat fermentointien 1 ja 2 kakkien
vaiheiden absorbanssiarvoista kohdassa 0,3. Kuvaajat on tehty Excelissid. Boksit
kuvaajassa kertovat, kuinka moni tuloksista osuu kvartaali 1:lle ja 3:lle. Maksimi- ja
minimiarvot ndkyvat bokseista lahtevina viivoina (whisker). Viiva boksin sisélla kertoo
tulosten mediaanin ja ruksi tulosten keskiarvon. Fermentointi 3 ei otettu mukaan
hajontojen vertailuun, koska laimennukset poikkesivat jonkin verran kahdesta edellisesta

fermentoinnista.

abs n. 0,3
0,35
0,34
0,33
0,32
0,3
0.3 * —
0,29 F
0,28
0,27
0,26

0,25
FIBS F2B8 FiBi14 F2B14 F1B23 F2B23 F1B32 F2B32

Kuva 13. Box and Whisker Plot -kuvaaja fermentointien 1 ja 2 kaikkien vaiheiden
absorbanssiarvoista kohdassa, jossa absorbanssiarvo on noin 0,3. Kuva kertoo eri
fermentointien ja niiden vaiheiden mitattujen absorbanssiarvojen hajonnoista
absorbanssiarvon ollessa noin 0,3.
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Absorbanssiarvojen hajonnat vaihtelevat jonkin verran eri vaiheiden valilla seka eri
fermentointien vélillaA samassa vaiheessa. Jokaisen fermentoinnin eri vaiheet
laimennettiin eri laimennussuhteilla, jotta saavutettiin haluttu absorbanssiarvo. Kuvasta
13 nakee, etta kaikkia laimennussuhteita ei valittu kovin tarkasti, koska eroa
absorbanssiarvoissa 6ytyy eri fermentointien samojen vaiheiden valilld. Kuvasta 13

huomataan myos, etté hajonta on pienintéd vaiheessa B14.

Jokaiselle absorbanssipisteelle tehtiin omat Box and Whisker Plot -kuvaajat (liite 6). Eri
absorbanssipisteilla hajonta oli samaa luokkaa. Hajonta kohdassa absorbanssipisteessa
0,45 oli suurinta. Kuvaajista huomataan myos, ettd hajontojen ero eri fermentointien

valilla samassa vaiheessa on suurta.

Taulukossa 1 on vertailtu suhteellisia keskihajontoja (RSD, Relative Standard Devitation)
tulosten valilla. Erot eri vaiheiden valilla suhteellisessa keskihajonnassa eivét ole suuria.
Vaiheessa B14 on vahiten hajontaa eri toistojen valilla. Tama huomattiin myds Box and
Whisker Plot -kuvaajista. Verratessa eroja suhteellisessa keskihajonnassa eri
absorbanssiarvojen kohdalla, huomataan yleisesti hajonnan olevan suurempaa mita
matalampi absorbanssiarvo on. Tamé johtuu siita, ettd absorbanssiarvon ollessa
matalampi myds entsyymin maard naytteessa on pienempi. Talldin pienetkin erot

laimentaessa entsyymin maarassa aiheuttaa suurempia eroja absorbanssiarvoissa.
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Taulukko 1.  Suhteellisten keskihajontojen vertailua eri absorbanssipisteissa fermentointien ja

niiden vaiheiden valilla.

F1 4,7 2,1 5,9 4,3
F2 3,2 0,2 4,8 4,1
F3 - 3,7 - 3,1
F1 3,2 2,1 3,5 5,6
F2 2,4 0,0 2,7 2,0
F3 - 3,1 1,1 2,4
F1 4,0 2,2 1,4 4,6
F2 1,1 1,7 3,7 1,2
F3 - 3,0 1,1 1,7
F1 3,0 1,7 2,1 2,8
F2 1,7 1,1 2,8 2,0
F3 - 2,7 1,2 3,6
F1 2,8 0,9 1,2 2,1
F2 0,3 3,8 0,7 1,1
F3 - 2,7 3,3 -
F1 0,7 1,3 2,2 3,0
F2 0,9 3,5 1,3 1,4
F3 - - - -
F1 1,7 0,8 1,3 0,6
F2 1,2 2,8 1,9 1,6
F3 - - - -

Eroja vaiheiden suhteellisissa keskihajonnoissa l16ytyy eri fermentointien valilla. Kaikkien

vaiheiden suhteellisten keskihajontojen keskiarvo on F1 noin 23 % suurempi kuin F2:lla.

Tama ero voi johtua naytteessd olevista hairitsevistda komponenteista, esimerkiksi

suuremmasta maarasta myseelisakkaa fermentointi 1:n naytteissa, joka ei ole poistunut

sentrifugoimalla.
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5.6 Vesi- ja puskurilaimentamisen vaikutukset tuloksiin

Puskuri- ja vesilaimentamisen eroa tutkittin fermentointi 2:n ja taysin eri
entsyymifermentoinnin CO01-vaiheen naytteesta. Kutsutaan tata eri
entsyymifermentointia nimella fermentointi 4. Taulukosta 2 huomataan, ettéd erot
fermentointi 2 puskuri- ja vesilaimennuksen vélilla ovat 18 %. Puskuriin laimentaminen
antaa korkeampaa proteiinipitoisuus (mg/ml) tulosta. Myds fermentointi 4 puskuriin
laimentaminen antaa korkeampaa tulosta kuin veteen laimentaminen, mutta ero ndiden

kahden laimentamisen vélilld on 6 %.

Taulukko 2.  Puskuri- ja vesilaimentamisen tuloksiin vaikuttavan eron tarkistaminen.

Laimennus puskuriin | Laimennus veteen Ero tuloksissa
puskuri- ja

vesilaimentamisen

valilla (%)
Fermentointi 2 107,9 89,0 18 %
(Proteiinipitoisuus 108.3 88.3 18 %
mg/ml)
Fermentointi 4 1427 134,0 6 %

(Proteiinipitoisuus

mg/ml)

6 Tulosten tarkastelu

Lineaarinen mittausalue testattiin muilla fermentoinneilla kédytdssa olevalla laajemmalla
absorbanssialueella ja todettiin, ettei kyseiselle fermentoinnille sovi muiden
fermentointien laajempi mittausalue. Taméan laajemman mittausalueen sisaltd 10ytyi
kaksi lineaarisuusaluetta. Nama alueet olivat absorbanssivéleilld 0,3-0,5 ja 0,5-0,8.
Alueiden lineaarisuutta tarkasteltiin sovittamalla néille kuvaajien alueille suorat ja

tarkastelemalla selitysasteita. Liséksi hajontaa tarkasteltiin eri absorbanssipisteissa.
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Tarkasteltavaksi otetuista kahdesta alueesta huomattiin, ettd molemmat alueet
soveltuivat yhtd hyvin uudeksi lineaarisuusalueeksi selitysasteen avulla katsottuna.
Uudeksi lineaariseksi mittausalueeksi pdaatettin ottaa absorbanssialue 0,3-0,5.
Nykyinen lineaarisuusalue on absorbanssialueella 0,4-0,5. Absorbanssialueen 0,3-0,5
suoran arvot vastasivat paremmin nykyiselle vélille sovitetun suoran arvoja kuin toisen
tarkasteltavaksi otetun valin suoran arvot. Talla perusteella uudeksi lineaariseksi

mittausalueeksi valittiin absorbanssialue 0,3-0,5.

Hajontaa tarkasteltaessa huomattiin, ettd mitd pienempi absorbanssiarvo oli, sita
suurempi hajontakin oli. Tama johtuu siitd, ettd absorbanssiarvon ollessa matala myos
entsyymin maara naytteessa on vahainen. Erot hajonnoissa eivat kuitenkaan olleet kovin

suuria.

Hajontaa tuloksille saattoi aiheuttaa my0os kéytetyn standardisuoran vaihtuminen kesken
mittausten. Fermentointi 1 vaiheet B8—B23 mitattiin kayttden vanhaa suoraa. Loput
naytteet mitattiin uudella suoralla. Tarkoituksena oli kayttdd samaa standardisuoraa
kaikille mittauksille, mutta reagenssia kului odotettua edemman. Suora uusitaan, kun
uusi reagenssipullo avataan. Suhteellisia hajontoja tarkasteltaessa huomattiin hajonnan
olevan suurempaa kaikissa vaiheissa fermentointi 1:n naytteilla kuin fermentointi 2:n

naytteilla.

Lineaariset mittausalueet olivat samoja eri fermentointien vaiheiden valilla. Tuloksista
kuitenkin huomattiin, ettd B8-vaiheen kuvaaja oli erilainen muiden vaiheiden kuvaajiin
verrattuna. TAma johtuu siité, ettd fermentointi on tadssa kohtaa viela melko alussa ja

entsyymia on tastd syysta vasta vahan naytteessa.

Tybssd huomattiin, ettei nykyiselle kaytdssa olevalle lineaariselle mittausalueelle ole
perusteita. Laajempi mittausalue absorbanssialueella 0,3-0,5 soveltuu kayttéén yhta
hyvin. Laajemman mittausalueen ansiosta uusintojen maara vahenee, kun suurempi
maara laimennussuhteita soveltuu kaytettavaksi maarityksessa. Huomattiin myos, etta

tarvetta toiselle proteiinipitoisuusmaaritykselle kyseiselle fermentoinnille ei ole.
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Yrityksessa padtettiin, ettei vesi- ja puskurilaimennusta tutkita enempéad, minka takia
toistoja ei suoritettu. Huomattiin, etta laimentaminen puskurin sijasta Milli-Q-veteen
vaikuttaa tuloksiin. Toistojen ja naytteiden vahaisen maara takia, nama tulokset ovat
suuntaa-antavia. Paatettiin, ettd jatketaan COl-vaiheen naytteen laimentamista

puskuriin.

7 Yhteenveto

Insinboritydssa tarkastettiin erddn entsyymifermentoinnin Bradford-proteiinimaarityksen
lineaarinen mittausalue. Lineaarisuutta tarkasteltiin kolmesta fermentoinnista ja niiden
neljasta eri vaiheesta. Roalilla maaritetdan paivittdin fermentoinneista proteiinipitoisuus,

jotta voidaan tarkkailla fermentointien etenemista entsyymin maaran kasvaessa.

Huomattiin, ettei nykyiselle lineaariselle mittausalueelle ole perusteita ja lineaarisuusalue
paatettiin vaihtaa laajemmaksi. Tuloksia mitattaessa absorbanssiarvon halutaan
jatkossa osuvan absorbanssialueelle 0,3-0,5. Aikaisempi absorbanssialue oli 0,4-0,5.
Laajempi mittausalue helpottaa laimennussuhteiden paattamistd, ja uusintoja tulee
vahemman laajemman mittausalueen ansiosta. Uusinnoista aiheutuva haitta saadaan

siis minimoitua insinéoritydn tulosten johdosta.

InsinGoritydssa tarkasteltin myds vaihtoehtoisia proteiinipitoisuusmaaritysmenetelmia.
Tybn tarkoituksena ei kuitenkaan ollut ensisijaisesti 16ytdd korvaavaa menetelmaa.
Tutkittava proteiinipitoisuusmenetelma perustuu Bradford-maaritykseen. Tiedetdaan
kuitenkin, etta Bradford-maaritys soveltuu insin60ritydssa tutkitun entsyymin
proteiinipitoisuuden maarittdmiseen. Mahdollisesti tutkitussa fermentoinnissa on joitakin
Bradford-reaktiota hairitsevia komponentteja, kuten detergentteja ja flavonoideja. Muissa
menetelmissd on omat heikkoutensa, kuten BCA-maarityksessd sen pitkd kesto.
Bradford-maaritys soveltuu parhaiten kaytettavaksi proteiinipitoisuuden maarittamiseen
Roalilla, koska muidenkin fermentointien proteiinipitoisuudet mitataan kayttaen tata

menetelmaa.
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Insinborityd  koettiin - merkitykselliseksi  yrityksessd, koska  mittaustulosten
epavarmuudesta ja uusinnoista aiheutui haittaa. Tydssa onnistuttiin [6ytdm&an uusi
lineaarinen mittausalue entsyymifermentoinnille proteiinimaarityksessa. Jalkikateen

mietittyn& fermentointi 3 olisi ollut hyva samalla tavalla kuin aiemmat fermentoinnit.
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€005 PROTEIINIMAARITYS TECAN FREEDOM EVO:LLA
Pdivamaara Lyhyesti mitd muutettiin Kuka teki muutokset
7.1.2020 -pH:n  s33t6 ennen analyysid tietyilla Pauliina Saarinen

kasvatuksilla
26.102020 Naytekasittelyita  tarkennettu, abs-rajoja Pauliina Prokkola

tarkennettu, tyoturvallisuus tuotu ohjeen

alkuun ja lisatty maininta

kayttoturvallisuustiedotteisiin  tutustumisesta

ja metanolin haitallisuudesta.

1 Toiminnan tarkoitus

Bio-Rad  proteiininmaaritysmenetelmdssda  ndytteessa oleva proteiini  reagoi
vdrireagenssin kanssa, jolloin Coomassie Brilliant Blue G-250:n absorptiomaksimi
muuttuu 465 nm:sta 595 nm:iin. Mitatun varin absorbanssi on verrannollinen
proteiinikonsentraatioon. Coomassie Brilliant Blue G-250 véri sitoutuu padasiassa
emdksisten ja aromaattisten aminohappotdhteiden, erityisesti arginiinin kanssa.
Varireaktio tapahtuu mikrokyveteissa ja mittaus suoritetaan spektrofotometrilla.

2 Laajuus

Menetelma soveltuu liukoisen proteiinin konsentraation maarittamiseen mm.
fermentaationdytteistd. Tulos riippuu madritettdvien proteiinien laadusta (voi poiketa
esim. Lowry-menetelmdlla saaduista tuloksista). Menetelmd ei sovellu
fermentointinaytteille, joiden proteiinikonsentraatio on erittdin pieni, esim. RXO, RXM ja
RXK.

Ohjeessa on lisaksi menetelmakuvaus Bio-Rad Proteiini maarityskitin ohjeiden mukaan
tehtavasta manuaalisesta proteiinimaarityksestd. Manuaalimenetelmaa voidaan
kayttaa, jos Tecan Freedom EVO laitteisto ei ole kdytettavissa.

3 Vastuut

Tyon suorittaja on velvollinen seuraamaan taman ohjeen uusinta versiota ja
tutustumaan tassa analyysissa kaytettavien kemikaalien kayttoturvallisuustiedotteisiin
ennen tyon aloitusta. Ohjeen paivitysvastuussa ovat dokumentin tarkistuskierrossa
nimetyt laadunvalvontalaboratorion vastuuhenkilot. Tarkistetun ohjeen hyvaksyy
laadunvalvontapaallikko.

4 Tyéturvallisuus

Tutustu tassa analyysissa kaytettavien kemikaalien kayttoturvallisuustiedotteisiin ennen
tyon aloitusta. Varireagenssi sisdltdd mm. metanolia ja fosforihappoa. Reagenssin
kasittelyssd tulee noudattaa erityista huolellisuutta ja varovaisuutta sekd suojautua
asianmukaisesti. Varireagenssi laimennetaan vetokaapissa. Varireagenssi on myrkyllistd ja
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syttyvad, ihoa voimakkaasti syovyttdvaa ja silmid vaurioittavaa. Se on myds haitallista
hengitettynd ja voi vahingoittaa elimia.

5 Toiminta

Laitteet

Spektrofotometri, aallonpituus 595 nm
Nesteenkdsittelyrobotti Tecan Freedom EVO/200

Reagenssit

Kaikkien reagenssien valmistukseen sekd suorituksen eri vaiheissa kéytetddn
ionivaihdettua vettd, Milli-Q tai vastaava.

1. Vérireagenssi

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad No. 500-0006, sailytetdan
kylméhuoneessa). Kayttoliuos: Reagenssi laimennetaan veteen 1:2 ja suodatetaan
Whatman no. 1 suodatinpaperin ldpi. Laimennettu vérireagenssi sailytetaan valolta
suojattuna. Pullon kylkeen merkitaan teipilld voimassa olevan standardisuoran arvot.

2. Proteiinistandardi

Standardina kaytetddn héaran plasman gammaglobuliinia (Bio-Rad Protein Assay
Standard |, No. 500-0005). Kantaliuos valmistetaan liuottamalla jauhe 20 ml:aan vetta.
Reagenssipullon kyljessa lukee proteiinikonsentraatio liuotuksen jélkeen. Liuotettua
kantaliuosta sdilytetadn pakkasessa.

Kantaliuoksesta tehdddn 1:10 jatkolaimennos veteen ja laimennetaan edelleen

Maijor Version 5 effective on 26/10/2020

seuraavasti:
Proteiini | ioniv. vesi| % alku-
mi ull peraisesta
1,92 1,68 533 %
1,68 1,92 4,67 %
1,44 2,16 4,00 %
1,20 2,40 3,33 %
0,96 2,64 2,67 %
0,72 2,88 2,00 %
0,48 3,12 1,33%
0,24 3,36 0,67 %

Standardisuoraa ajettaessa kdytetddn kolmea rinnakkaista. Nollandytteend kéytetaan
vettd. Suora tehddan aina silloin, kun valmistetaan vérireagenssi uudesta pullosta tai
siirrytaan kayttamaan uutta proteiinistandardia.
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iden | minen

Huom! ASA, ASD ja ACD -kasvatuksissa sdddetddn pH ennen analysointia. Kaadetaan
myseelindytettd dekkaan ja saddetaan pH 6.0 - 7.0 1 M NaOH:lla. Sentrifugoidaan ja
erotetaan supernatantti.

Jauhemaisista ndytteistd, nestemadisista tuotteista ja kasvatusnédytteiden D- ja H-vaiheista
tehdaan 1/100 alkulaimennos punnitsemalla ja COl-ndytteistda 1/10 alkulaimennos
punnitsemalla. CO1-nédyte tdytetddn merkkiin puskurilla, muut vedelld ja tehdddn sopiva

jatkolaimennos veteen. Muut nestemdiset nédytteet voidaan laimentaa suoraan ilman
alkupunnitusta.

Nédytteet laimennetaan veteen siten, ettd absorbanssiksi saadaan 0,3-0,8. AFK-
kasvatuksella absorbanssien tulee toistaiseksi osua valille 0,4-0,5. Sakkaiset naytteet tulee
sentrifugoida 10 min 4000 rpm ennen laimentamista.

Médritys

Néyttet laimennetaan ja kaadetaan EVOn lasiputkiin. Naytemaardn tulee olla véhintaan
n. 3,0 ml. Néyteputket laitetaan nayte/standarditelineeseen (kts. Tayttojarjestys EVOn
kansiosta kuvasta “Néyte/Standarditeline”). Mikdli standardeja ei ajeta, laitetaan
ykkosndytteen paikalle reagenssinolla (vesiputki). Telineeseen/yhteen ajoon mahtuu
kaikkiaan 48 putkea (nolla + vertailu + 45 naytettd + vertailu). Taytetadn varireagenssi-
ja pesuaineastiat (Liitel, kuva “Reagenssiastiat”). Yksi astiallinen (100 ml) vérireagenssia
riittdd yhteen tdyteen ajoon (standardit + 48 naytetta).

Asetetaan kyvettilaatikot/kyvetit paikoilleen (kts. EVOn kansion kuva "Tydpoyta” seka
Liite 1, “Kyvettiteline 1”). Proteiiniohjelma kayttada kolmea ensimmdistd rivid
standardeille, naytteet tdytetddn alkaen viidennestd rivistd. Ndin ollen ensimmaiseen
kyvettitelineeseen mahtuu 24 rinnakkaista ndytettd, loput tdytetddn toiseen
kyvettitelineeseen.

Kun tarvittavat asetukset tyopoydalld ovat valmiina, avataan ohjelma “Proteiini Biorad
Evo”. Mikali aloitustoimenpiteet on jo suoritettu, kdynnistetddn ohjelma (RUN). Laite
ilmoittaa, kun reaktiot ovat valmiina mitattaviksi. Voidaan poistua paavalikkoon (Cancel).

Major Version 5 effective on 26/10/2020

Mitataan reaktiot reagenssinollaa vastaan spektrofotometrilld aallonpituudella 595 nm.
Standardeja mitattaessa siirretdan tulokset Excel-laskentataulukkoon ProtB EVO laskenta,
joka I6ytyy DMS:sta. Naytteissa absorbanssien tulee osua vilille 0,3-0,8.

Tecan Freedom EVO:n kayttéohjeet (L021) 16ytyvat QMS:sté.

Liitteet
Liite 1, Reagenssiastiat ja Kyvettiteline 1
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6 Manuaalimenetelmén kuvaus

Tarvittavat materiaalit:

- Spektrofotometri, aallonpituus 595 nm

- Kyvettejd: valotien pituus 1 cm (mikrokyvetteja)

- koeputkia

- Koeputkiteline

- Vortex sekoittaja

- Whatman #1 suodatinpaperi tai vastaava seka suppilo vérireagenssin valmistukseen
- mittapulloja, pipetteja, astioita reagenssien valmistukseen ja sailytykseen

- Pipettejd, tilavuudet valilla 50 pl and 5.0 ml

1. Vérireagenssi

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad No. 500-0006, sadilytys
kylmdhuoneessa). Kayttolivos: Reagenssi laimennetaan veteen 1:5 ja suodatetaan
Whatman no. 1 suodatinpaperin ldpi. Valmis vdrireagenssi sdilytetaan valolta suojattuna.
Pullon kylkeen merkitaan teipilld voimassa olevan standardisuoran arvot.

2. Proteiinistandardi

Standardina kdytetddan hdrdn plasman gammaglobuliinia (Bio-Rad Protein Assay
Standard |, No. 500-0005). Kantaliuos valmistetaan liuottamalla jauhe 20 ml:aan vettd.
Reagenssipullon kyljessa lukee proteiinikonsentraatio liuotuksen jalkeen. Liuotettua
kantaliuosta sailytetaan pakkasessa.

Laimennetaan kantaliuosta vedelld seuraavasti:

Laimennos Proteiiniliuosta Vettd
(ul) ({T0)
2/10 100 400
3/10 150 350
4/10 200 300
5/10 250 250
6/10 300 200

Standardit tehdaan normaalisti kahtena tai kolmena rinnakkaisena. Nollandytteena
kdytetdan vetta.
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Standardimenetelma

1. Valmista varireagenssi. Mikali avaat sitd varten uuden pullon, mittaa myds uusi
standardisuora.

2. Valmista standardista kolmesta viiteen laimennosta sen mukaan, mitd proteiineja
mitataan. Mittausalue on 0,2 - 0,9 mg/ml, tavoite 0,2 - 0,5 mg/ml.

3. Pipetoi 50 ul jokaista standardipistettd puhtaaseen, kuivaan koeputkeen.

4. Lisda 2,5 ml laimennettua virireagenssia ja sekoita hyvin,

5. Inkuboi huoneenldmmadssa 10-15 minuutin ajan. Absorbanssit nousevat seisotuksena
aikana; nadytteita ei saa seisottaa yli 30 minuuttia.

6. Mittaa absorbanssit aallonpituudella 595nm vetta vastaan.

7 Tallenteet

Tulokset tallennetaan LIMS-jarjestelmaan.

8 Ympirist- ja energianhallintandkékohdat

Kaikki toiminnassa syntyvéd jate hévitetddn Roalin jatehuoltosuunnitelman mukaisesti.
Kdytettyd vdrireagenssia ei saa kaataa viemédriin vaan se on toimitettava
ongelmajatelaitokselle.

9 Viitteet

Bradford, M., Anal.Biochem., 72, 284 (1976)

Reisner, A. H., Nemes, P, ja Bucholtz, C., Anal.Biochem., 64,509 (1975)
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Sedmack, J. ). ja Grossberg, S. E., Anal. Biochem., 79, 544 (1977)
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Bio-Rad Protein Assay kayttoohje

Kayttoturvallisuustiedote Coomassie Brilliant Blue G-250
Kayttoturvallisuustiedote Methanol
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Liite 1. Reagenssiastiat ja Kyvettiteline 1
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Otanta raakadatasta fermentointi 2:n vaiheen B23 mittaustuloksista

MITTAUSDATA F2 B23

1. mittausten toisto

16.9.2020 Vertailu: 86,8 mg/ml

abs595 abska prot.pit. mg/ml
0,327 4000
0,296 4000
0,291 4000
0,272 so00” 0,297 44,8
0,420 2800
0,405 2800
0,401 2800
0,387 2800 0,403 51,6
0,443 2400
0,440 2400
0,431 2400
0,407 2400 0,430 48,6
0,491 1800
0,489 1800
0,495 1800
0,492 1800 0,492 44,0
0,603 1100
0,600 1100
0,619 1100
0,612 1100 0,609 35,5
0,718 750
0,703 750
0,679 750
0,692 750" 0,698 28,8
0,774 500
0,783 500
0,782 500
0,776 500 0,779 21,9
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MITTAUSDATA F2 B23

2. mittausten toisto

17.9.2020 Vertailu: 86,6 mg/ml

abs545 laimennus abska prot.pit. mg/m!
0,302 4000
0,310 4000
0,287 4000
0,292 s000” 0,298 45,2
0,422 2800
0,423 2800
0,407 2800
0,394 2800 0,412 53,2
0,451 2400
0,435 2400
0,460 2400
0,450 2400 0,449 51,7
0,530 1800
0,503 1800
0,529 1800
0,518 1800 0,520 47,4
0,632 1100
0,613 1100
0,611 1100
0,617 1100 0,618 36,3
0,698 750
0,704 750
0,684 750
0,694 750" 0,685 28,6
0,798 500
0,780 500
0,788 500
0,788 500 0,789 22,2
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3. mittausten toisto

22.9.2020 Vertailu:mg/ml 91,1

abs595 laimennus absKa prot.pit. mg/ml

0,33 4000

0,319 4000

0,321 4000

0,316 apon” 0,322 57,6

0,432 2800

0,422 2800

0,431 2800

0,416 2800 0,425 59,3

0,466 2400

0,454 2400

0,470 2400

0,461 2400 0,463 56,7

0,504 1800

0,514 1800

0,505 1800

0,511 1800 0,509 47,9

0,623 1100

0,609 1100

0,610 1100

0,617 1100" 0,615 36,9

0,722 750

0,710 750

0,711 750

0,706 750 0,712 29,9

0,791 500

0,812 500

0,821 500

0,813 500 0,809 26,4

Liite 2
3(3)

metropolia.fi
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Liite 3
1(1)

Eri fermentointien kuvaajien vertailua tietyissa fermentoinnin vaiheissa

© o o
N o ©

si (595 nm)
© o o
BN (3] (e}

Absorbanssi (59

©c o o
kN W

0

F1, F2 ja F3 B23

—8— 1, vaihe B23
—8— 2, vaihe B23
—0— F3, vaihe B23

0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03 2.5E-03

0.9
0.8
0.7

o
fe))

0.5
0.4
0.3

Absorbanssi (595 nm)

0.2
0.1
0

Entsyymin konsentraatio (g/ml)

F1, F2 ja F3 vaiheet B32

0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03

Entsyymin konsentraatio (g/ml)

2.5E-03

—8—F1, vaihe B32

—8—F2, vaihe B32

—0—F3, vaihe B32

metropolia.fi
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Liite 4
1(1)

Eri vaiheiden kuvaajien vertailua tietyssa fermentoinnissa

Fermentointi 2

0.9

0.8
€07
c
06
L0
~ 05 —e—B8
0
% 0.4 —e—B14
g 0.3 —o—B23
(2]
Qo —0—
202 B32

0.1

0
0.0E+00 1.0E-03 2.0E-03 3.0E-03 4.0E-03 5.0E-03
Entsyymin konsentraatio (g/ml)
Fermentointi 3

0.8

0.7
E 06
o
2 0.5
g —e—B8
? 0.4
c —e—B14
803
g : —o—B23
[%2]
202 —e—B32
2 3

0.1

0

0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03 2.5E-03
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

metropolia.fi ﬂTMetropolia



Liite 5
1(4)

Suorien sovitus eri fermentointien ja niiden vaiheiden kuvaajille

B8, Abs 0,3-0,5

o
o

o
o

o
~

y =224.17x + 0.1265
R2=0.9742

y =244.97x + 0.115%....... Linear (F2, vaihe B8)
R2=0.9818

--------- Linear (F1, vaihe B8)

o
(N

y=29013x+0121 " Linear (F3, vaihe B8)

R2 =0.9885

Absorbanssi 8595 nm)
o
w

©
H

0
0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03

Entsyymin konsentraatio (g/ml)

B8, Abs 0,5-0,8

0.9

0.8
fg or _A
wn 0.6 y = 97.241x+ 0.3489
7 R2=0.9724
~ 0.5
‘»
204 y-=97.154%+ 0.3678 ++=+-+"* Linear (F1, vaihe B8)
3 R2 = 0.9863 . .
503 R Linear (F2, vaihe B8)
3
< 0.2

0.1

0

0.0E+00 1.0E-03 2.0E-03 3.0E-03 4.0E-03 5.0E-03
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

metropolia.fi ﬂrMetropolia



B23, Abs 0,3-0,5

0.6
0.5
S %
[ ‘,:’
w0 0.4 y=717.62x+ 0.1313
n R2=0.9583
@203 y=671.27x+0.15 =
g Rz =0.9449
o]
5 0.2
2 y = 646.49x + 0.1642
< R2=0.9646
0.1
0
0.0E+00 2.0E-04 4.0E-04 6.0E-04
Entsyymin konsentraatio (g/ml)
B23, Abs 0,5-0,8
0.9
0.8
go07 - _A& y=218.07x + 0.3949
s | = R2=0.9829
g 0.6 ’
0 y = 187.24x + 0.4272
— 05 R2=0.9574
‘,% 0.4
503 y = 260.18x + 0.3728
Q R2=0.9847
Qo
< 0.2
0.1
0

0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03 2.5E-03
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

cese

.....

cese

.........

.........

Liite 5
2(4)

Linear (F1, vaihe B23)
Linear (F2, vaihe B23)
Linear (F3, vaihe B23)

Linear (F1, vaihe

B23)

Linear (F2, vaihe

B23)

Linear (F3, vaihe

B23)
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Liite 5

3(4)
B32, Abs 0,3-0,5
0.6
0.5
E
o 04
B
©v y = 844.09x + 0.1172
® 03 R2=0.9772  ceeeeeees Linear (F1, vaihe B32)
c
_g y= 719.03x + 0.173 "ttt Linear (FZ, vaihe 832)
Q0.2 R2=0.9647  ......... Linear (F3, vaihe B32)
Qo
< y = 881.07x + 0.1196
0.1 R?=10.9762
0
0.0E+00 1.0E-04 2.0E-04 3.0E-04 4.0E-04 5.0E-04
Entsyymin konsentraatio (g/ml)
B32, Abs 0,5-0,8
0.9
0.8
—~0.7 - y = 203.18x + 0.425
E ! R2 = 0.9878
0 0.6
I} 05 y = 197.77x + 0.4291""""" Linear (F1, vaihe B32)
1) R2 = 0.9825 ) )
Doa T e Linear (F2, vaihe B32)
©
o] —
5 0.3 y =409.32x + 0.2953......... Linear (F3, vaihe B32)
2 R2=0.9676
< 0.2
0.1
0

0.0E+00 5.0E-04 1.0E-03 1.5E-03 2.0E-03 2.5E-03
Entsyymin konsentraatio (g/ml)
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Liite 5

4 (4)
B14, Abs 0,3-0,8

0.9

0.8 -
€07
c y =257.14x + 0.281
© 0.6 R2=0.0254 cerereres Linear (F1, vaihe
2) 05 B14)
7 y = 253.57x + 0.2933 : i
0 IR T ETIT e Linear (F2, vaihe
5 0.3 y=391.92x + 0.2218  ......... Linear (F3, vaihe
-<?i 0.2 R2 =0.9505 B14)

0.1

0

0.0E+0 5.0E-4 1.0E-3 1.5E-3 2.0E-3 2.5E-3
Entsyymin konsentraatio (g/ml)

B14, Abs 0,3-0,6

0.7
0.6
E 05 : 435.07x + 0.1704
B g R2 = 0.9607
......... Linear (F1, vaihe
_L{" 0.4 y = 422.3x + 0.1926 B14) (
% R2=0.9358 ......... Linear (FZ, vaihe
g 0.3 B14)
£ y=391.92x +0.2218  -eeeee Linear (F3, vaihe
2 R2 = 0.9505 B14)
202
0.1
0

0.0E+0 2.0E-4 4.0E-4 6.0E-4 8.0E4 1.0E-3 1.2E-3
Entsyymin konsentraatio (g/ml)
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Liite 6
1(3)

Box and Whisker Plot -kuvaajat eri absorbanssipisteille

0,44
0,42

0.4
038

0,36

0,34

032

047

0,46

0,45

0.4

.

0,43
0,42

0,41

F1B&

F1B23

absn. 04

F2B& F1B14 FZB14 F1B23 F2B23 F1B32 F2B32

abs n. 0,45

ANTS

F2B& F1B14 F2B14 F1B23 F2B23 F1B32 F2B32
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0,53

0,52

051

0

wn

0,49
0,43

047

0,46

0,65
0,64
0,63
0,62
0,61

0.6
0,59
0,58
0,57
0,56
0,55
0,54

F1BE

F1 B2

F2BS

F2 B

Liite 6
2(3)

Fﬁg*ﬁ*

F1B14 FZB14 F1B22 F2B23 F1B32 F2B32

abs n. 0,60

*'E'
= =2

2y

F1B14 F2B14 F1B23 F2B23 F1B32 F2B32
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0,74
0,73
0,72
0,71

0,7
0,69
0,68
0,67
0,66
0,65

0,84
0,83
0,82
0,81

0.8
0,79
0,78
0,77
0,76

Liite 6
3(3)

absn. 0,70

ﬁ******?

F1BE

F1 B2

F2 BS

F

F2 B

F1B14 FZB14 F1B22 F2B23 F1B32 F2B32

abs n. 0,80
= &=

F1B14 F2B14 F1B23 F2B23 F1B32 F2B32
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