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1 Johdanto 

Entsyymien käyttö teollisuuden prosesseissa aikaansaa säästöjä mm. raaka-aine- ja 

energiakuluissa. Kustannussäästöjen lisäksi entsyymit biokatalyytteina tarjoavat 

ympäristöystävällisemmän vaihtoehdon kemiallisia katalyyttejä käyttäville 

teollisuudenaloille.  [1.] Entsyymien kysyntä biokatalyytteinä teollisuuden prosesseissa 

kasvaa vuosivuodelta, koska ne ovat valikoivia, tehokkaita, ekologisia ja vaarattomampia 

kuin kemialliset katalyytit [2]. 

Työn toimeksiantaja oli Rajamäellä sijaitseva teollisia entsyymejä valmistava yritys, Roal 

Oy. Rajamäellä valmistetaan jauhemaisia ja nestemäisiä entsyymejä eri teollisuuden 

alojen tarpeisiin. Tuotantotehtaan läheisyydessä sijaitsee lisäksi tutkimus- ja 

tuotekehitysosasto, jossa kehitetään sekä jo nykyisiä molekyylejä että tutkitaan uusia 

geenejä. Tämä insinöörityö tehtiin tuotantolaitoksen yhteydessä toimivassa 

laadunvalvontalaboratoriossa. 

Insinöörityön aiheena oli proteiinipitoisuuden määritysmenetelmän lineaarisen 

mittausalueen tarkistus eräälle entsyymifermentoinnille. Proteiinipitoisuuden 

määritysmenetelmänä toimi Bio-Rad:n Bradford-menetelmään perustuva määritys. 

Fermentoinneista tutkitaan päivittäin proteiinipitoisuudet. Tutkimalla fermentointien 

proteiinipitoisuuksia, voidaan seurata fermentointien etenemistä entsyymin määrän 

lisääntyessä fermentoreissa. Tietyn fermentoinnin tuloksissa on suuri hajonta niin eri 

kasvatusten kuin saman kasvatuksen eri vaiheiden välillä. Lineaarinen mittausalue 

haluttiin määrittää uudelleen kyseiselle fermentoinnille, sillä näitä fermentointeja on 

usein. Mittausten uusinnoista ja tulosten epävarmuudesta aiheutuva haitta on selkeä. 

Työssä tutkittiin kolmea fermentointia (F1, F2 ja F3) ja niiden neljää eri vaihetta (B8, B14, 

B23 ja B32). Fermentoinneista tehtiin kattava määrä eri laimennuksia lineaarisen 

mittausalueen määrittämiseksi. Bradford-reaktion suoritti nesteenkäsittelyrobotti, Tecan 

Freedom EVO -200. Näytteet mitattiin spektrofotometrilla. Tulosten käsittely ja laskenta 

suoritettiin käyttäen Exceliä. Lineaarinen mittausalue on alue, johon absorbanssin 

halutaan osuvan mitattaessa näytteitä.  
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Lisäksi insinöörityössä tarkasteltiin puskuri- ja vesilaimentamisen vaikutusta tuloksiin. 

Tutkittavat näytteet olivat fermentointien vaiheen C01 myseelinäytteitä. 

Proteiinimäärityksessä C01-vaiheen näytteille tehdään alkulaimennos mittapulloon. 

Laimentamiseen käytetään kullekin fermentoinnille soveltuvaa puskuria. Insinöörityössä 

haluttiin tarkastella, miten alkulaimentaminen Milli-Q-veteen puskurin sijasta vaikutti 

tuloksiin. Milli-Q-veden käyttö vähentäisi puskurin kulutusta ja säästäisi aikaa. 

2 Teolliset entsyymit 

Entsyymien maailmamarkkinoiden liikevaihto oli vuonna 2019 noin 9,9 miljardia euroa 

[3]. Roal Oy kuuluu kansainvälisten entsyymimarkkinoiden viiden suurimman 

entsyymivalmistajan joukkoon [4]. Erilaisia entsyymejä on markkinoilla runsaasti, ja 

entsyymiteknologian kehitys on nopeaa [2]. Perinteiset entsyymit kestävät huonosti 

teollisia prosesseja, joten esimerkiksi äärimmäisissä ympäristöolosuhteissa kasvavia 

mikro-organismeja tutkitaan kestävämpien entsyymien löytämiseksi. Ominaisuuksia, 

joihin entsyymeissä halutaan kehitystä, ovat mm. hyvä lämmön- ja suolankesto, 

aktiivisuus alhaisessa lämpötilassa ja laajemmalla pH-alueella sekä entsyymien 

toimintaa estävien inhibiittorien sieto. Entsyymeistä pyritään kehittämään entistä 

spesifisempiä, kestävämpiä, tehokkaampia ja helpommin käsiteltäviä. [5.] 

 

Entsyymit ovat välttämättömiä monissa biokemian reaktioissa, joissa energia muutetaan 

tehokkaasti muodosta toiseen. Entsyymit ovat katalyytteja, jotka toimivat solun 

aineenvaihdunnan reaktioiden vauhdittajina. Entsyymit toimivat lisäämällä 

reaktionopeutta itseään kuluttamatta. Reaktion nopeuttaminen perustuu entsyymin 

kykyyn alentaa reaktioon tarvittavaa aktivaatioenergiaa. Entsyymit ovat erittäin spesifisiä 

ja tehokkaita katalyytteja. Jo melko pienet määrät entsyymiä nopeuttavat reaktiota jopa 

107–1014 -kertaisesti vaikuttamatta kuitenkaan katalysoimansa reaktion 

termodynamiikkaan tai reaktiotasapainoon. [6.] 
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Suuri osa teollisista prosesseista on riippuvaisia kemiallisista katalyyteista. Kemialliset 

katalyytit sisältävät usein myrkyllisiä yhdisteitä ja liuottimia, mikä voi vaarantaa 

katalyyttien kanssa työskentelevää henkilökuntaa ja olla haitaksi ympäristölle [7]. 

Kemialliset katalyytit halutaan korvata mahdollisimman ekologisilla, tehokkailla ja 

turvallisilla biokatalyyteillä. [2.] 

 

Entsyymejä valmistetaan niin homeissa, bakteereissa kuin hiivoissa. Roal Oy:n 

ydinosaamiseen kuuluu Trichoderma-, Aspergillus- ja Bacillus-fermentoinnit [8]. 

Globaaleilla markkinoilla 60 % entsyymeistä tuotetaan homeissa, 26 % bakteereissa ja 

4 % hiivoissa. Eläimistä ja kasveista eristettävät entsyymit ovat vähenemään päin. 

Mikrobit soveltuvat entsyymien teolliseen tuotantoon, sillä ne tuottavat korkeita 

proteiinipitoisuuksia nopeasti ja halvoilla raaka-aineilla. Lisäksi mikrobeja on helppo 

muokata geneettisesti ylituottamaan entsyymejä ja estämään haitallisten entsyymien 

tuotto kokonaan. [5; 9, s. 112–114.] 

 

Suurin osa teollisista entsyymeistä on tuotettu mesofiilisissa mikro-organismeissa. 

Mesofiilisten mikro-organismien optimaalinen kasvulämpötila on 20–45 C:ssa. 

Mesofiilista perää olevat entsyymit kestävät huonosti korkeita lämpötiloja ja äärimmäisiä 

pH-arvoja. [2.] Entsyymin toiminnalle optimaalisimmat olosuhteet ovat usein samat 

entsyymejä tuottavan mikro-organismin kanssa. Jotkin mikro-organismit elävät 

äärimäisissä olosuhteissa, kuten korkeissa lämpötiloissa ja suolapitoisuuksissa sekä 

hyvin happamissa ja emäksissä olosuhteissa. Tällaiset mikro-organismit, ekstremofiilit, 

tuottavat termo- ja kemostabiileja entsyymejä. Kuvassa 1 on ekstremofiilisten 

organismien luokittelua luokkiin, kuten, termofiilit, asidofiilit ja halofiilit. [7.] 
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Kuva 1. Ektremofiilisten organismien luokittelua. Ekstremofiiliset organismit elävät 
äärimmäisissä ympäristöolosuhteissa. Olosuhteiden perusteella niitä voidaan luokitella 
luokkiin, kuten termofiilit, halofiilit ja asidofiilit. [7.] 

Entsyymiteknologiassa keskitytään tällä hetkellä mm. mesofiilisissa mikro-

organismeissa tuotettujen entsyymien muokkaamiseen teollisia prosesseja paremmin 

sietävämmiksi. Termofiilisissa ja hypertermofiilisissa mikro-organismeissa tuotettujen 

entsyymien ominaisuudet vastaavat paremmin teollisten prosessien vaatimiin 

olosuhteisiin. Termofiilisten mikro-organismien optimaalinen kasvulämpötila on 50–80 

°C:ssa. Termofiilisissa ja hypertermofiilisissa mikro-organismeissa tuotetun biomassan 

määrä on alhainen, yleensä korkeintaan 2 g/l. Tämän takia entsyymejä yleensä 

tuotetaan mesofiilisissa mikrobeissa, joihin on siirretty termofiilisia entsyymejä koodaavia 

geenejä. [2.] Ongelmana termofiilisten entsyymien tuottamisessa mesofiilisissa mikro-

organismeissa on entsyymin tuoton lisääminen. Lisäksi isäntämesofiilit eivät usein tuota 

entsyymien aktiivista muotoa. [7.] 
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3 Proteiinipitoisuuden määritys 

3.1 Määrityksen tarkoitus Roalilla ja eri menetelmien valintaperusteet  

Roalilla proteiinipitoisuus määritetään päivittäin, jotta voidaan tarkkailla fermentointien 

etenemistä. Entsyymit ovat kemialliselta rakenteeltaan proteiineja, lukuun ottamatta 

katalyyttistä RNA:ta [9, s. 52]. Proteiinimäärityksen avulla voidaan tarkkailla entsyymien 

tuottoa fermentoinneissa. 

 

Proteiinipitoisuuden määritysmenetelmiä on useampia, ja sopivan menetelmän valintaan 

vaikuttaa mm. proteiinimääritysmenetelmän yhteensopivuus näytteen kanssa. 

Määritykseen valitaan usein menetelmä, jota varten näytettä täytyy esikäsitellä 

mahdollisimman vähän [10, s. 77]. Muita menetelmän valintaan vaikuttavia tekijöitä ovat 

mm. analysoitavan proteiinin määrä, määritykseen käytettävä aika, haluttu tarkkuus ja 

reaktiota häiritsevät aineet. [11.] Roalilla päivittäin käytettävä proteiinipitoisuuden 

määritysmenetelmä perustuu Bradford-menetelmään [12]. Yrityksessä on käytössä 

myös muita proteiinipitoisuuden määritysmenetelmiä, joita ei kuitenkaan käytetä 

päivittäin laadunvalvonta-analyyseissä.  

 

Viisi entsyyminäytteille soveltuvaa proteiinipitoisuuden määritysmenetelmää ovat mm. 

suora spektrofotometrinen määritys, Biuret-, Lowry-, Bikinkoniinihappo (BCA)- ja 

Bradford-menetelmä [13]. Eroa määritettävien proteiinien tuloksiin aiheuttaa eri 

proteiinien aminohapposekvenssi, isoelektrinen piste (pI), sekundäärinen rakenne, 

tiettyjen sivuketjujen läsnäolo tai proteesiryhmät [10, s. 98]. Edellä mainitut menetelmät 

ovat yleisimmin käytettyjä menetelmiä proteiinipitoisuuden määrittämiseen, mutta myös 

muita määritysmenetelmiä löytyy.  

 

Jos kokonaisproteiinien määrä näytteessä on suuri, esimerkiksi 5–160 mg/ml, paras 

vaihtoehto on Biuret-menetelmä. Jos proteiinikonsentraatio on pieni, esimerkiksi 1–2000 

g/ml, soveltuvat BCA, Lowry- tai Bradford-menetelmät parhaiten määritysmenetelmiksi. 

Lowry-menetelmä kannattaa valita, jos näyte sisältää pelkistimiä tai kuparia kelatoivia 

reagensseja. Pesuaineita sisältäville näytteille hyvä vaihtoehto on BCA-menetelmä. [10, 

s. 77.]  
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3.2 Bradford-proteiinipitoisuusmääritys  

Bradford on yksi käytetyimmistä proteiinikonsentraation määritysmenetelmistä. 

Menetelmä perustuu väriaineen, 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 näytetään, kuinka reagenssin liittyessä proteiinin 

emäksisiin ja aromaattisiin sivuketjuihin absorbanssimaksimi vaihtuu.  

 

 

Kuva 2. Kuvaus Bradford-määrityksen toimintaperiaatteesta, jossa reagenssin liittyessä 
proteiinin emäksisiin ja aromaattisiin sivuketjuihin absorbanssimaksimi vaihtuu [10, s. 
90].  

Väriaine sitoutuu pääasiassa emäksisiin ja aromaattisiin aminohappotähteisiin, 

erityisesti arginiiniin [15]. Väriaine on punaisen ruskea proteiinin puuttuessa, jolloin 

absorbanssimaksimi on 470 nm. Kun väriaine pääsee vuorovaikutukseen proteiinin 

kanssa, se muuttuu siniseksi, ja sen absorbanssimaksimi vaihtuu 595 nm:iin. 

Mittaamalla näytteen absorbanssi 595 nm:ssa, voidaan määrittää proteiinipitoisuus. Bio-

Rad-proteiininmäärityksen standardina voi toimia joko naudan seerumin tai naudan--

globuliinin. [16.] Bio-Rad-standardimenetelmä soveltuu käytettäväksi näytteille, jotka 

ovat proteiinikonsentraatioltaan 200–1 400 g/ml [17].   
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Menetelmä on yksinkertainen, ja sille löytyy erilaisia variaatioita riippuen 

proteiinipitoisuudesta. Menetelmän haittapuolena on, että määritystä häiritsevät monet 

detergentit, flavonoidit ja emäksiset puskurit. Coomassie Brilliant Blue G-250 –

värireagenssilla on kolme absorboivaa varianttia. Punainen väri on kationinen, vihreä 

neutraali ja sininen anioninen. Häiriölähteet vakauttavat vihreät neutraalit värilajit 

sitoutumalla siihen tai vaikuttamalla määrityksen pH-arvoon.  Sen lisäksi, että häiriöt 

voivat aiheutua kemikaalien liittymisestä väriaineeseen, kemikaalit voivat olla myös 

vuorovaikutuksessa proteiinien kanssa haitaten reaktiota. [18.] 

 

Menetelmä on yleisesti käytetty, nopea ja edullinen. Menetelmässä ei myöskään käytetä 

syövyttäviä reagensseja. Toisaalta se ei ole kovin herkkä, ja tulokseen vaikuttavat erot 

eri proteiinien kyvyssä sitoa väriä. Värin sidonnan määrään vaikuttaa emäksisten 

aromaattisten aminohappotähteiden osuus proteiinissa. Lisäksi muutkin yhdisteet kuin 

proteiinit voivat sitoa väriä aiheuttaen epäluotettavuutta tulokseen. [19, s. 129.] 

3.3 Vaihtoehtoiset proteiinipitoisuuden määritysmenetelmät 

Insinöörityössä tarkasteltiin myös muita proteiinipitoisuuden määritysmenetelmiä, jotta 

huomattaisiin, ovatko muut menetelmät toimintaperiaatteiltaan soveltuvampia 

tutkittaville fermentointinäytteille. Insinöörityön tarkoituksena ei kuitenkaan ole 

ensisijaisesti löytää korvaavaa menetelmää. 

3.3.1 Suora spektrofotometrinen määritys 

Yksinkertaisin tapa määrittää proteiinin konsentraatio liuoksessa on mitata liuoksen 

absorbanssi aallonpituudella 280 nm. Tätä menetelmää kutsutaan suoraksi 

spektrofotometriseksi määritykseksi. Aromaattiset aminohapot, kuten tyrosiini ja 

tryptofaani, absorboivat UV-valoa suhteessa niiden pitoisuuksiin [11]. Määritys soveltuu 

parhaiten tapauksiin, joissa näytettä halutaan edelleen tutkia. Mittaus ei tuhoa proteiineja 

eikä erityisiä reagensseja tarvita. Lisäksi mittaus on nopea ja helppo suorittaa. [19, s. 

130.] 
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Määrityksen haittapuolena on mittausta häiritsevät nukleiinihapot, jotka absorboivat 

myös 280 nm:ssa. Mittaamalla näyte lisäksi joko 260 tai 235 nm:ssa voidaan tuloksen 

virhettä yrittää korjata absorptiosuhteen avulla käyttäen korjauskertoimia. Määritys ei 

sovellu proteiiniseoksille johtuen eri proteiinien aminohappokoostumuksen 

poikkeavuudesta. Eri proteiinien absorptio pitoisuusyksikköä kohti vaihtelee 5-kertaisesti 

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

 

Aminohappojen absorption mittaamisen lisäksi peptidisidoksia voidaan mitata 

aallonpituudella 190–210 nm proteiinipitoisuuden märittämiseksi. Mitattaessa näytteitä 

190–210 nm:ssa häiritseviä tekijöitä on enemmän, mutta määritys on herkempi. [19, s. 

130.] 

3.3.2 Biuret-menetelmä 

Biuret-menetelmässä kupari-ionit (Cu2+) reagoivat vähintään kaksi peptidisidosta 

sisältävien yhdisteiden kanssa alkaalisissa olosuhteissa. Kun proteiiniliuos reagoi Biuret-

reagenssin kanssa, syntyy purppura kompleksi. Näyte mitataan spektrofotometrilla 

aallonpituusalueella 540–560 nm. Reagoivien peptidisidosten määrä on verrannollinen 

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

 

Menetelmän etuna on, että reaktio perustuu peptideihin, jotka ovat yhteisiä kaikille 

proteiineilla eikä aromaattisiin sivuryhmiin, kuten Bradford-menetelmässä. Menetelmä 

on nopea, yksinkertainen ja edullinen. Menetelmä sopii käytettäväksi 

proteiinipitoisuuden ollessa 5–160 mg/ml [10, s. 95]. Eri proteiinien välillä olevaa eroa 

värinmuodostuksessa pidetään pienempänä kuin muissa menetelmissä. Myöskään 

pinta-aktiiviset aineet, eli detergentit, eivät vaikuta reaktioon. Menetelmän heikkoutena 

on yhteensopimattomuus yleisten pelkistimien kanssa. Lisäksi suuret hiilihydraatti- ja 

rasvapitoisuudet voivat aiheuttaa sameutta liuokseen. Menetelmä ei myöskään ole kovin 

herkkä. [11; 19, s. 128.]  

3.3.3 Lowry-menetelmä 

Lowry-menetelmä seuraa Biuret-menetelmän periaatteita, mutta reaktion 

detektioherkkyyttä lisätään reagenssin avulla. Ensimmäisessä reaktiossa kupari-ionit 
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pelkistyvät emäksissä olosuhteissa muodostaen kompleksin peptidien kanssa, kuten 

Biuret-menetelmässä. Seuraavaksi reaktioon lisätään fosfomolybdeeni-

fosfovolframihappoa, joka tunnetaan myös nimellä Folin-Ciocalteu-reagenssi. 

Reagenssi pelkistyy kupari-peptidisidoskompleksilla, joka aiheuttaa värimuutoksen 

siniseksi. Reaktiossa aromaattiset aminohapot hapettuvat. Absorbanssi mitataan 

spektrofotometrilla aallonpituusalueella 500–750 nm. Näyte mitataan 750 nm:ssa, jos 

mitattava proteiinipitoisuus on pieni. Mitattaessa 500 nm:ssa herkkyys ei ole yhtä korkea 

ja aallonpituus soveltuu parhaiten suurten proteiinipitoisuuksien mittaukseen. [13; 19, s. 

128–129.] 

 

Lowry-menetelmä on herkempi havaitsemaan pienempiä proteiinipitoisuuksia kuin 

Biuret-menetelmä. Menetelmä on 10–20 kertaa herkempi kuin suora 

spektrofotometrinen määritys ja 100 kertaa herkempi kuin Biuret-menetelmä [19, s. 129]. 

Lowry-menetelmä soveltuu näytteille, joissa proteiinipitoisuus on 1–1500 g/ml [10, 

s.95]. Menetelmän vaatii kuitenkin enemmän aikaa kuin muut määritykset. Lisäksi monet 

yhdisteet joita käytetään yleisesti proteiinien puskureissa, kuten detergentit, hiilihydraatit, 

glyseroli ja EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo), häiritsevät Lowry-määritystä. [13; 

20.] 

3.3.4 Bikinkoniinihappo (BCA) -menetelmä  

Bikinkoniinihappo (BCA) -menetelmä seuraa Lowry-menetelmän toimintaperiaatteita, 

mutta reagenssina toimii bikinkoniinihappo. Ensin proteiinien peptidisidokset pelkistävät 

Cu+2-ionit Cu+-ioneiksi alkaalisissa olosuhteissa, kuten Biuret-menetelmässä. 

Seuraavaksi bikinkoniinihappomolekyylit kelatoivat Cu+-ionien kanssa muodostaen 

purppuranvärisen kompleksin, joka absorboi voimakkaasti valoa 562 nm:ssa. 

Aallonpituudella 562 nm absorbanssi on lineaarinen proteiinikonsentraatiolle välillä 20–

2000 g/ml. [21.] 

 

BCA-menetelmän hyötynä on määrityksen sopivuus useiden pinta-aktiivisten aineiden 

kanssa, jopa 5 %:iin (v/v) saakka [10, s.95]. BCA-menetelmässä reaktioon osallistuvat 

peptidisidokset, jotka ovat yhteisiä kaikille proteiineille. Menetelmä on kuitenkin melko 

hidas: analyysin valmistuminen kestää noin 30 minuutista kahteen tuntiin. [22.] 
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Menetelmän toinen heikkous on, että menetelmää saattaa häiritä mm. pelkistävät 

sokerit, EDTA ja lipidit [13]. 

4 Materiaalit ja menetelmät 

4.1 Lineaarisuuden määrittäminen fermentoinnille Bradford-määrityksessä 

Tutkittavan entsyymifermentoinnin proteiinipitoisuuden määrityksen tuloksissa on suuri 

hajonta niin eri kasvatusten kuin saman kasvatuksen eri vaiheiden välillä. Kyseiselle 

fermentoinnille on määritetty proteiinimääritysmenetelmässä kapeampi lineaarinen 

mittausalue kuin muille yrityksen fermentoinneille. 

 

Bradford-määrityksen näytteet mitataan spektrofotometrilla. Työssä haluttiin määrittää 

absorbanssialue, jossa mittausalue oli lineaarinen. Määrittämistä varten 

fermentointinäytteistä tehtiin kattava määrä laimennuksia. Tuloksista tehtiin kuvaajia, 

joissa x-akselilla oli näytteen konsentraatio ja y-akselilla mitattu absorbanssiarvo. 

Kuvaajan alue, joka oli mahdollisimman lineaarinen eli suora, sovittiin lineaariseksi 

mittausalueeksi. 

 

Nykyinen käytössä oleva lineaarinen mittausalue on absorbanssialueella 0,4–0,5. Tälle 

välille absorbanssin halutaan osuvan mitattaessa näytteitä. Muilla yrityksen 

fermentoinneilla mittausalue on absorbanssialueella 0,3–0,8. Kapeamman 

mittausalueen takia määritys täytyy usein uusia absorbanssiarvon osuessa nykyisen 

käytössä olevan mittausalueen ulkopuolelle. Lisäksi tuloksissa on paljon hajontaa, 

vaikka määrityksessä näytteen absorbanssiarvo saataisiin osumaan halutulle alueelle. 

Tutkittavaa fermentointia haluttiin tarkastella muille fermentoinneille soveltuvalla 

laajemmalla absorbanssialueella proteiinimäärityksessä. 

 

Työssä tutkittiin kolmea eri fermentointia (F1, F2 ja F3), ja jokaisesta fermentoinnista 

tutkittiin neljää eri fermentoinnin vaihetta (B8, B14, B23 ja B32). Kunkin vaiheen näytteet 

on otettu eri ajankohdista fermentointia. B8-vaiheen näyte on otettu fermentoinnin 

alkuvaiheesta, vaiheiden B14 ja B23 näytteet ovat otettu fermentoinnin keskivaiheelta ja 

B32-vaiheen näyte on otettu fermentoinnin loppuvaiheesta. Eri vaiheita tutkittiin, jotta 
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nähtäisiin, kuinka paljon fermentoinnin eri vaiheet vaikuttavat määrityksen 

lineaarisuuteen. Määrityksen suoritti nesteenkäsittelyrobotti Tecan Freedom EVO -200. 

Robotti suorittaa laboratorion erilaisia analyyseja pipetoimalla käsiteltäviä reagensseja 

ja näytteitä.  

4.1.1 Näytteiden käsittely ennen mittauksen aloittamista 

Fermentointinäytteet sentrifugoitiin niin, että myseelimassa saatiin erotettua näytteestä. 

Näytteitä sentrifugoitiin 4000 rpm (revolutions per minute) 10 minuuttia. 

Jatkolaimennokset tehtiin supernatantista Milli-Q-veteen.  

Yön yli näytteitä seisottaessa näyteputkien pohjalle oli kertynyt vielä sakkaa. Kuvassa 5 

on esitettynä näytepullojen pohjalle kertynyt sakka yön aikana. Näytteet sentrifugoitiin 

vielä toisen kerran. Useammasta sentrifugoinnista huolimatta näyteputkien pohjalle 

saattoi kertyä lisää sakkaa. Näytteet olisi pitänyt sentrifugoida suuremmilla 

kierrosnopeuksilla. Sakka näytteessä saattaa vaikuttaa nesteenkäsittelyrobotin 

toimintaan ja spektrofotometriseen määritykseen. 

 

 

Kuva 3. Näytepullojen pohjalle kertynyt sakka yön yli seisottaessa.  

Näytteiden laimentamiseen käytettiin Hamiltonin Microlab 600-laitetta. Laite imi näytettä 

ja laimensi sen Milli-Q-veteen. Kahden ensimmäisen fermentoinnin näytteille tehtiin 

seitsemän erilaista laimennusta niin, että pitoisuuksilla päästiin absorbanssialueelle 0,3–
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0,8. Kolmatta fermentointia mitattaessa laimennuksia tehtiin vielä useampia, jotta nähtiin 

tarkemmin lineaarisuusalueet.  

 

 

 

Näytteet pyrittiin laimentamaan kahdelle ensimmäiselle fermentoinnille niin, että 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 määritettiin omat laimennussuhteet, jotta päästiin haluttuihin 

absorbanssiarvoihin. Absorbanssialueelle 0,4–0,5 haluttiin keskittyä hiukan enemmän, 

koska se on nykyinen lineaarisuusalue.  

4.1.2 Työn kulku  

Kun näytteet oltiin käsitelty ja laimennettu haluttuihin pitoisuuksiin, kaadettiin näytteet 

robotille soveltuviin koeputkiin ja suoritettiin reaktio. Näytteet mitattiin spektrofotometrilla 

aallonpituudella 595 nm. Liitteessä 1 on Bradford-määrityksen työohje 

nesteenkäsittelyrobotilla Roalilla. Työvaiheet etenivät seuraavasti: 

 

1. Näytteiden sentrifugointi. 

2. Näytteiden laimentaminen Milli-Q-vedellä haluttuihin laimennussuhteisiin. 

3. Näytteiden kaataminen nesteenkäsittelyrobotille soveltuviin koeputkiin. 

4. Reaktion suorittaminen nesteenkäsittelyrobotilla. 

5. Näytteiden mittaaminen spektrofotometrilla aallonpituudella 595 nm. 

6. Tulosten käsittely Excelissä. 

Nesteenkäsittelyrobotti tarvitsi reaktioon laimennetut näytteet, mikrokyvettirasian ja Bio-

Rad-värireagenssin. Standardisuora ajetaan vain avattaessa uusi kantaliuospullo 

reagenssin valmistukseen. Tarkoituksena oli käyttää samaa standardisuoraa kaikille 

mittauksille, mutta reagenssia kului odotettua enemmän. Tämän takia osa näytteistä 

mitattiin käyttäen uutta standardisuoraa.  

Kun nesteenkäsittelyrobotti oli suorittanut pipetoinnin suoraan mikrokyvetteihin, 

näytteiden absorbanssiarvot mitattiin spektrofotometrilla aallonpituudella 595 nm. 

Jokaisesta vaiheesta saatiin neljä erillistä mittaustulosta. Näytteestä tehtiin kaksi erillistä 
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laimennosta, joista robotti teki edelleen kaksi laimennosta. Tulokset käsiteltiin Excelissä. 

Kokonaisproteiinimäärä saatiin selville, kun verrattiin mitattua absorbanssiarvoa 

standardisuoraan ja kerrottiin suoralta luettu konsentraatio näytteen 

laimennuskertoimella.  

 

Yhteen proteiinimääritykseen nesteenkäsittelyrobotille mahtuu maksimissaan 48 

näytettä. Jokaisen päivän ensimmäiseen ajoon otettiin mukaan yksi nollanäyte ja kaksi 

vertailua, eli paikkoja fermentoinnin näytteille yhdessä ajossa oli noin 45 kpl. Yhdessä 

ajossa mitattiin yleensä yhden fermentoinnin kahden eri vaiheen näytteet. Jokaiseen 

ajoon otettiin mukaan nollanäyte. Mittaukset toistettiin kolme kertaa. Toistot tehtiin eri 

päivinä, jotta tuloksiin saatiin päivien välistä vaihtelua.  

Mitattavia näytteitä arvioitiin ennen työn aloittamista olevan kaiken kaikkiaan noin 1580 

kpl. Nesteenkäsittelyrobotti teki jokaiselle näytteelle yhden rinnakkaisen, joten näytteitä 

tarvitsi valmistaa ajoihin noin 790 kpl. Kaiken kaikkiaan ajoja nesteenkäsittelyrobotilla 

arvioitiin tulevan yhteensä noin 18 kpl. Osa ajoista ei kuitenkaan onnistunut mitattavan 

absorbanssiarvon osuessa väärälle alueelle tai vertailun epäonnistuessa. Liitteessä 2 on 

otanta raakadatasta fermentointi 2:n vaiheen B23 mittaustuloksista. 

4.1.3 Lineaarisuuden määrittäminen ja korrelaatio 

Mittausalueen lineaarisuudella tarkoitetaan lineaarista korrelaatiota tulosten ja 

näytteestä tutkittavien aineiden välillä mittalaitteen herkkyyden ollessa vakio. Tällöin 

määrätty pitoisuuden muutos aiheuttaa mittaussignaalissa saman suuruisen muutoksen 

koko pitoisuusalueella. Lineaarisuus määritetään yleensä vähintään viidestä eri 

tutkittavan aineen pitoisuudesta. [23, s. 18–19.]  
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Kuva 4. Analyysimenetelmän lineaarisella alueella tulosten ja näytteestä tutkittavien aineiden 
välillä on lineaarinen korrelaatio mittauslaitteen herkkyyden ollessa vakio [23, s. 19]. 

Analyysimenetelmän lineaarisuutta voidaan tutkia mm. määrittämällä kuvaajalle 

sovitettuun suoraan korrelaatiokertoimen neliö, R2. Kahden muuttujan välisen 

riippuvuuden astetta voidaan kutsua korrelaatioksi. Korrelaation ollessa voimakasta 

voidaan toisen muuttujan arvoista päätellä toisen muuttujan arvot melko täsmällisesti. 

Korrelaatiokertoimen ollessa 0 muuttujien välillä ei ole lineaarista riippuvuutta. 

Vastaavasti arvon ollessa +1/-1 muuttujien välillä on joko positiivinen tai negatiivinen 

korrelaatio. Korrelaatiota tarkastellessa käytetään usein myös korrelaatiokertoimen 

neliötä, joka kertoo prosentuaalisesti, kuinka paljon selittävä muuttuja selittää 

selitettävän muuttujan varianssista. Korrelaatiokertoimen neliötä kutsutaan myös 

selitysasteeksi. [24.]  

4.2 Nesteenkäsittelyrobotin (Tecan Freedom EVO -200) toimintaperiaate 

Bradford-määrityksen suoritti nesteenkäsittelyrobotti Tecan Freedom EVO -200. Tecan 

Freedom EVO on nesteidenkäsittelyrobotti, jonka työtason moduuleja muokkaamalla 

voidaan suorittaa erilaisia laboratoriossa tehtäviä analyysejä. Roalin 

nesteidenkäsittelyrobotissa on kahdeksan pipetointikärkeä. Pipetointikärjet ovat kiinni 
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nesteidenkäsittelykädessä (LiHa, liquid handling arm). Proteiinipitoisuusmäärityksen 

kannalta tärkeimmät moduulit ovat näyte-, reagenssiastia- ja kyvettiteline. [25.] 

 

Tecanin jokaisessa pipetointikärjessä on nestepinnan tunnistus. Nestepinnan tunnistus 

perustuu kapasitanssin muutokseen. Pipetoinnilla siirretään tietty määrä nestettä 

paikasta toiseen. Nestepinnantunnistuksen ansiosta pipetinkärki uppoaa nesteeseen 

vain hiukan, jolloin kärjen kontaminoituminen nesteestä jää mahdollisimman pieneksi. 

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

 

 

Kuva 5. Nesteenkäsittelyrobotti Tecan Freedom EVO -200, joka on käytössä Roalilla. 

4.3 Laimentaminen Milli-Q-veteen puskurin sijasta 

Insinöörityössä tarkistettiin myös, miten C01-vaiheen näytteen laimentaminen Milli-Q-

veteen puskurin sijasta vaikutti proteiinipitoisuusmäärityksen tuloksiin. 

Fermentointinäyte vaiheesta C01 käsitellään myseeleineen historiallisista syistä. 

Vaiheen C01 näyte käsitellään myseeleineen, jotta voidaan määrittää koko kasvatuksen 

proteiinipitoisuus.  

Roalilla ei löydy dokumentointia puskurilaimentamisen syihin. Syitä halutaan tarkastella, 

koska laimentaminen on aikaa ja rahaa kuluttavaa.  
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Näyte punnittiin tarkasti mittapulloon, laimennettiin puskurilla sekä Milli-Q-vedellä ja 

sentrifugoitiin siten, että myseelimassa saatiin erotettua liuoksesta. Tästä 

supernatantista tehtiin edelleen tarvittavat jatkolaimennokset. Kuvassa 3 on C01-

vaiheen myseelinäyte laimennettuna (1:10) mittapullossa puskuriin ja siitä sentrifugoitu 

näyte.  

 

 

Kuva 6. Havainnollistus, kuinka fermentoinnin C01-vaiheen näytteen käsittely etenee 
myseelinäytteen laimentamisesta mittapullossa sentrifugoituun analysoitavaan 
näytteeseen. 

Eroa vesi- ja puskurilaimennuksessa tarkasteltiin kahdesta fermentoinnista. Eroa 

tutkittiin myös täysin eri fermentoinnista kuin insinöörityössä tutkittavista 

fermentoinneista. Eron tutkimiseen otettiin neljä rinnakkaista sekä Milli-Q-veteen että 

puskuriin laimennettua näytettä.  
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5 Tulokset 

5.1 Mahdollisten lineaaristen mittausalueiden määrittäminen 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 näytteen lineaariset mittausalueet ovat mahdollisesti 

sekä absorbanssialueella 0,3–0,5 että absorbanssiarvon ollessa välillä 0,5–0,8.  

 

Kuva 7. Fermentointien vaiheiden B8 lineaarisen mittausalueen testaus. Kuvaajasta katsottuna 
mahdolliset lineaariset mittausalueet ovat fermentointi 1:llä absorbanssialueilla 0,4–0,6 
ja 0,6–0,8 sekä 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 ensimmäisen fermentoinnin tutkimisen 

jälkeen huomattiin, että selkeää lineaarista mittausaluetta ei kyseiselle fermentoinnille 

proteiinimäärityksessä ole. Tämän takia fermentointi 3:n kuvaajat poikkeavat myös 

tutkittavilta mittausalueiltaan muista fermentoinneista. Tutkittaessa kolmatta 

fermentointia keskityttiin absorbanssialueeseen 0,3–0,5 tekemällä runsaasti eri 

laimennuksia, jotta kuvaajaan saataisiin mahdollisimman monta pistettä.  
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Fermentointi 1:llä 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.  

 

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 (liite 3). Fermentoinnilla 3 lineaarisuusalueet ovat mahdollisesti 

vaiheille B23 ja B32 absorbanssialueilla 0,3–0,45 ja 0,45–0,6 (liite 3).  

Absorbanssiarvon 0,45 kohdalla tapahtuu usein lineaarisuusalueen vaihdos. Tämä 

saattaa kuitenkin johtua tiheämmästä mittauspisteiden määrästä tässä kohtaa kuvaajaa. 

Absorbanssiarvo ei ollut myöskään aina juuri 0,45, vaan esimerkiksi 0,42. Tästä syystä 

on vaikea vetää johtopäätöksiä, lineaarisen mittausalueen alusta tai lopusta tässä 

absorbanssipisteessä. 
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5.2 Fermentointien eri vaiheiden välistä vertailua 

Kuvassa 9 vertaillaan eri vaiheiden kuvaajia keskenään. Fermentointi 1 on otettu 

esimerkiksi, mutta myös fermentointien 2 ja 3 kuvaajat käyttäytyvät samalla tavalla (liite 

4). Fermentointi 1:n eri vaiheiden kuvaajia verratessa huomataan, että 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 tässä vaiheessa melko alussa. Entsyymin määrä näytteessä on pieni ja 

mukana on muitakin komponentteja, mikä saa kuvaajan poikkeamaan muista. 

 

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

5.3 Korrelaation tarkastelu valituilla alueilla 

Edellä olevien kuvaajien perusteella valittiin lähemmin tarkasteltaviksi 

lineaarisuusalueiksi alueet, joissa absorbanssiarvot sijoittuivat 0,3–0,5 ja 0,5–0,8. 

Jokaisen fermentoinnin eri vaiheille määritettiin omat suorat ja korrelaatiokertoimen 

neliöt erikseen edellä mainituille kahdelle eri absorbanssialueelle.  
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Kuvassa 10 on esitettynä eri fermentointien vaiheiden B14 absorbanssialueelle 0,3–0,5 

sovitetut suorat ja niiden arvot sekä selitysasteet. Absorbanssialueen 0,3–0,5 suoran 

kulmakertoimen arvoissa esimerkiksi fermentointien 1 ja 2 välillä on 11 %:n ero. 

Selitysasteet (R2) fermentoinneille oli 0,97–0,99. 

 

  

 

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

Absorbanssialueen 0,5–0,8 (kts. kuva 11) suoran kulmakertoimen arvoissa eri 

fermentointien välillä on maksimissaan 11 %:n ero. Molemmilla absorbanssialueilla 

suoran selitysasteet ovat samaa luokkaa toistensa kanssa, ero niiden välillä on 0,05 %. 

Selitysasteissa löytyy vain pieniä eroja fermentointien 1 ja 2 välillä molemmissa 

absorbanssialueissa. Fermentointien 1 ja 2 selitysasteiden ero on molemmissa 

absorbanssiväleissä noin 2 %. Selitysasteiden sama taso (R2= 0,97–0,99) eri 

absorbanssialueiden välillä osoittaa, että molemmilla alueilla on melko vahva lineaarinen 
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riippuvuus muuttujien välillä. Suorien arvot ovat myös samaa tasoa eri fermentointien 1 

ja 2 välillä. Fermentointi 3:n suoran arvot poikkeavat muiden fermentointien suorien 

arvoista. Tämä johtuu siitä, että mittauspiste absorbanssiarvossa 0,45 on otettu mukaan 

kuvaajaan mittauspisteiden vähäisen määrän takia. 

 

  

 

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 B14 vaiheelle tehdyn suoran arvoihin 

huomataan kulmakertoimien erojen olevan 7–14 %. Erot vaiheille B14 ja B32 tehtyjen 

suorien (liite 5) kulmakertoimien välillä ovat 2–37 %. Verratessa B14 vaiheelle tehtyjä 

suoria vaiheen B8 suoran arvoihin (liite 5) huomataan eron olevan suurta. 

Kulmakertoimissa erot ovat 51–59 %. Selitysasteet ovat kuitenkin samaa luokkaa 

fermentointien välillä samassa fermentoinnin vaiheessa.  
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5.4 Mahdollisten uusien lineaarisuusalueiden vertailua alkuperäiseen 

Kuvassa 12 on sovitettu suora absorbanssialueelle noin 0,4–0,5. Mietittäessä kahden 

tarkasteltavaksi otetun lineaarisen mittausalueen välillä, voidaan verrata sovitettujen 

suorien arvoja nykyisin käytössä olevan absorbanssirajan välille sovitetun suoran 

arvoihin. Suoran arvot absorbanssialueella 0,3–0,5 ovat lähempänä alkuperäiselle 

alueelle sovitetun suoran arvoihin. Tällä välillä suoran kulmakertoimen arvot poikkeavat 

alkuperäisen alueen sovitetun suoran arvoista 12–20 %, kun taas absobanssialueella 

0,5–0,8 erot ovat 38–63 %. Leikkauspisteissä erot ovat samaa luokkaa.  

 

 

Kuva 12.  Kuvaajassa on kaikkien fermentointien sovitetut suorat B14-vaiheessa 
absorbanssialueella noin 0,4–0,5. Tämä absorbanssialue on nykyinen lineaarinen 
mittausalue. Selitysasteet (R2) F2 ja F3 ovat hyvät, noin 0,99. 

Jos suoran sovitti jokaisen fermentoinnin B14-vaiheen koko mittausalueelle 

absorbanssialueella 0,3–0,8, selitysasteet olivat jokaisella suoralla noin 0,92–0,95 (liite 

5). Tämä on huonompi selitysaste kuin kahdella edellä tarkastellulla 

absorbanssialueella. Suora sovitettiin myös absorbanssialueelle 0,3–0,6, jolloin 

selitysasteet eri fermentoinneille vaiheessa B14 olivat välillä 0,93–0,96 (liite 5). Tästä voi 

päätellä, että mahdollinen lineaarinen mittausalue on joko absorbanssialueella 0,3–0,5 

tai 0,5–0,8.  
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Mietittäessä kahden lineaarisuusalueen välillä, voidaan verrata sovitettujen suorien 

arvoja nykyisin käytössä olevan absorbanssirajan välille sovitetun suoran arvoihin. 

Suoran arvot absorbanssialueella 0,3–0,5 ovat lähempänä alkuperäiselle alueelle 

sovitetun suoran arvoihin. Tällä välillä suoran kulmakertoimen arvot poikkeavat 

alkuperäisen alueen sovitetun suoran arvoista 12–20% B14-vaiheessa, kun taas 

absobanssialueella 0,5–0,8 erot ovat 38–63 %. Leikkauspisteissä erot ovat samaa 

luokkaa.  

5.5 Hajonnan tarkastelu eri absorbanssipisteissä 

Kuvassa 13 on esitettynä Box and Whisker Plot -kuvaajat fermentointien 1 ja 2 kakkien 

vaiheiden absorbanssiarvoista kohdassa 0,3. Kuvaajat on tehty Excelissä. Boksit 

kuvaajassa kertovat, kuinka moni tuloksista osuu kvartaali 1:lle ja 3:lle. Maksimi- ja 

minimiarvot näkyvät bokseista lähtevinä viivoina (whisker). Viiva boksin sisällä kertoo 

tulosten mediaanin ja ruksi tulosten keskiarvon. Fermentointi 3 ei otettu mukaan 

hajontojen vertailuun, koska laimennukset poikkesivat jonkin verran kahdesta edellisestä 

fermentoinnista.  

 

 

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 välillä sekä eri 

fermentointien välillä samassa vaiheessa. Jokaisen fermentoinnin eri vaiheet 

laimennettiin eri laimennussuhteilla, jotta saavutettiin haluttu absorbanssiarvo. Kuvasta 

13 näkee, että kaikkia laimennussuhteita ei valittu kovin tarkasti, koska eroa 

absorbanssiarvoissa löytyy eri fermentointien samojen vaiheiden välillä. Kuvasta 13 

huomataan myös, että hajonta on pienintä vaiheessa B14. 

Jokaiselle absorbanssipisteelle tehtiin omat Box and Whisker Plot -kuvaajat (liite 6). Eri 

absorbanssipisteillä hajonta oli samaa luokkaa. Hajonta kohdassa absorbanssipisteessä 

0,45 oli suurinta. Kuvaajista huomataan myös, että hajontojen ero eri fermentointien 

välillä samassa vaiheessa on suurta.  

Taulukossa 1 on vertailtu suhteellisia keskihajontoja (RSD, Relative Standard Devitation) 

tulosten välillä. Erot eri vaiheiden välillä suhteellisessa keskihajonnassa eivät ole suuria. 

Vaiheessa B14 on vähiten hajontaa eri toistojen välillä. Tämä huomattiin myös Box and 

Whisker Plot -kuvaajista. Verratessa eroja suhteellisessa keskihajonnassa eri 

absorbanssiarvojen kohdalla, huomataan yleisesti hajonnan olevan suurempaa mitä 

matalampi absorbanssiarvo on. Tämä johtuu siitä, että absorbanssiarvon ollessa 

matalampi myös entsyymin määrä näytteessä on pienempi. Tällöin pienetkin erot 

laimentaessa entsyymin määrässä aiheuttaa suurempia eroja absorbanssiarvoissa.  
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Taulukko 1. Suhteellisten keskihajontojen vertailua eri absorbanssipisteissä fermentointien ja 
niiden vaiheiden välillä. 

∼ Abs Fermentointi RSD%(B8) RSD%(B14) RSD%(B23) RSD%(B32) 

  

∼0,3 
  

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 

∼0,4 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 

∼0,45 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 

∼0,5 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 

∼0,6 F2 0,3 3,8 0,7 1,1 

  F3 - 2,7 3,3 - 

  F1 0,7 1,3 2,2 3,0 

∼0,7 F2 0,9 3,5 1,3 1,4 

  F3 - - - - 

  F1 1,7 0,8 1,3 0,6 

∼0,8 F2 1,2 2,8 1,9 1,6 

  F3 - - - - 

Eroja vaiheiden suhteellisissa keskihajonnoissa löytyy eri fermentointien välillä. Kaikkien 

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

Tämä ero voi johtua näytteessä olevista häiritsevistä komponenteista, esimerkiksi 

suuremmasta määrästä myseelisakkaa fermentointi 1:n näytteissä, joka ei ole poistunut 

sentrifugoimalla.  
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5.6 Vesi- ja puskurilaimentamisen vaikutukset tuloksiin 

Puskuri- ja vesilaimentamisen eroa tutkittiin fermentointi 2:n ja täysin eri 

entsyymifermentoinnin C01-vaiheen näytteestä. Kutsutaan tätä eri 

entsyymifermentointia nimellä fermentointi 4. Taulukosta 2 huomataan, että erot 

fermentointi 2 puskuri- ja vesilaimennuksen välillä ovat 18 %. Puskuriin laimentaminen 

antaa korkeampaa proteiinipitoisuus (mg/ml) tulosta. Myös fermentointi 4 puskuriin 

laimentaminen antaa korkeampaa tulosta kuin veteen laimentaminen, mutta ero näiden 

kahden laimentamisen välillä on 6 %.  

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

 Laimennus puskuriin Laimennus veteen Ero tuloksissa 

puskuri- ja 

vesilaimentamisen 

välillä (%) 

Fermentointi 2 

(Proteiinipitoisuus 

mg/ml) 

107,9 89,0 18 % 

108,3 88,3 18 % 

Fermentointi 4 

(Proteiinipitoisuus 

mg/ml) 

142,7 134,0 6 % 

 

6 Tulosten tarkastelu 

Lineaarinen mittausalue testattiin muilla fermentoinneilla käytössä olevalla laajemmalla 

absorbanssialueella ja todettiin, ettei kyseiselle fermentoinnille sovi muiden 

fermentointien laajempi mittausalue. Tämän laajemman mittausalueen sisältä löytyi 

kaksi lineaarisuusaluetta. Nämä alueet olivat absorbanssiväleillä 0,3-0,5 ja 0,5-0,8. 

Alueiden lineaarisuutta tarkasteltiin sovittamalla näille kuvaajien alueille suorat ja 

tarkastelemalla selitysasteita. Lisäksi hajontaa tarkasteltiin eri absorbanssipisteissä.  
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Tarkasteltavaksi otetuista kahdesta alueesta huomattiin, että molemmat alueet 

soveltuivat yhtä hyvin uudeksi lineaarisuusalueeksi selitysasteen avulla katsottuna. 

Uudeksi lineaariseksi mittausalueeksi päätettiin ottaa absorbanssialue 0,3–0,5. 

Nykyinen lineaarisuusalue on absorbanssialueella 0,4–0,5. Absorbanssialueen 0,3–0,5 

suoran arvot vastasivat paremmin nykyiselle välille sovitetun suoran arvoja kuin toisen 

tarkasteltavaksi otetun välin suoran arvot. Tällä perusteella uudeksi lineaariseksi 

mittausalueeksi valittiin absorbanssialue 0,3–0,5.  

 

Hajontaa tarkasteltaessa huomattiin, että mitä pienempi absorbanssiarvo oli, sitä 

suurempi hajontakin oli. Tämä johtuu siitä, että absorbanssiarvon ollessa matala myös 

entsyymin määrä näytteessä on vähäinen. Erot hajonnoissa eivät kuitenkaan olleet kovin 

suuria.  

 

Hajontaa tuloksille saattoi aiheuttaa myös käytetyn standardisuoran vaihtuminen kesken 

mittausten. Fermentointi 1 vaiheet B8–B23 mitattiin käyttäen vanhaa suoraa. Loput 

näytteet mitattiin uudella suoralla. Tarkoituksena oli käyttää samaa standardisuoraa 

kaikille mittauksille, mutta reagenssia kului odotettua edemmän. Suora uusitaan, kun 

uusi reagenssipullo avataan. Suhteellisia hajontoja tarkasteltaessa huomattiin hajonnan 

olevan suurempaa kaikissa vaiheissa fermentointi 1:n näytteillä kuin fermentointi 2:n 

näytteillä.  

Lineaariset mittausalueet olivat samoja eri fermentointien vaiheiden välillä. Tuloksista 

kuitenkin huomattiin, että B8-vaiheen kuvaaja oli erilainen muiden vaiheiden kuvaajiin 

verrattuna. Tämä johtuu siitä, että fermentointi on tässä kohtaa vielä melko alussa ja 

entsyymiä on tästä syystä vasta vähän näytteessä.  

Työssä huomattiin, ettei nykyiselle käytössä olevalle lineaariselle mittausalueelle ole 

perusteita. Laajempi mittausalue absorbanssialueella 0,3–0,5 soveltuu käyttöön yhtä 

hyvin. Laajemman mittausalueen ansiosta uusintojen määrä vähenee, kun suurempi 

määrä laimennussuhteita soveltuu käytettäväksi määrityksessä. Huomattiin myös, että 

tarvetta toiselle proteiinipitoisuusmääritykselle kyseiselle fermentoinnille ei ole.  
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Yrityksessä päätettiin, ettei vesi- ja puskurilaimennusta tutkita enempää, minkä takia 

toistoja ei suoritettu. Huomattiin, että laimentaminen puskurin sijasta Milli-Q-veteen 

vaikuttaa tuloksiin. Toistojen ja näytteiden vähäisen määrä takia, nämä tulokset ovat 

suuntaa-antavia. Päätettiin, että jatketaan C01-vaiheen näytteen laimentamista 

puskuriin. 

7 Yhteenveto 

Insinöörityössä tarkastettiin erään entsyymifermentoinnin Bradford-proteiinimäärityksen 

lineaarinen mittausalue. Lineaarisuutta tarkasteltiin kolmesta fermentoinnista ja niiden 

neljästä eri vaiheesta. Roalilla määritetään päivittäin fermentoinneista proteiinipitoisuus, 

jotta voidaan tarkkailla fermentointien etenemistä entsyymin määrän kasvaessa. 

Huomattiin, ettei nykyiselle lineaariselle mittausalueelle ole perusteita ja lineaarisuusalue 

päätettiin vaihtaa laajemmaksi. Tuloksia mitattaessa absorbanssiarvon halutaan 

jatkossa osuvan absorbanssialueelle 0,3–0,5. Aikaisempi absorbanssialue oli 0,4-0,5. 

Laajempi mittausalue helpottaa laimennussuhteiden päättämistä, ja uusintoja tulee 

vähemmän laajemman mittausalueen ansiosta. Uusinnoista aiheutuva haitta saadaan 

siis minimoitua insinöörityön tulosten johdosta. 

Insinöörityössä tarkasteltiin myös vaihtoehtoisia proteiinipitoisuusmääritysmenetelmiä. 

Työn tarkoituksena ei kuitenkaan ollut ensisijaisesti löytää korvaavaa menetelmää. 

Tutkittava proteiinipitoisuusmenetelmä perustuu Bradford-määritykseen. Tiedetään 

kuitenkin, että Bradford-määritys soveltuu insinöörityössä tutkitun entsyymin 

proteiinipitoisuuden määrittämiseen. Mahdollisesti tutkitussa fermentoinnissa on joitakin 

Bradford-reaktiota häiritseviä komponentteja, kuten detergenttejä ja flavonoideja. Muissa 

menetelmissä on omat heikkoutensa, kuten BCA-määrityksessä sen pitkä kesto. 

Bradford-määritys soveltuu parhaiten käytettäväksi proteiinipitoisuuden määrittämiseen 

Roalilla, koska muidenkin fermentointien proteiinipitoisuudet mitataan käyttäen tätä 

menetelmää.  
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Insinöörityö koettiin merkitykselliseksi yrityksessä, koska mittaustulosten 

epävarmuudesta ja uusinnoista aiheutui haittaa. Työssä onnistuttiin löytämään uusi 

lineaarinen mittausalue entsyymifermentoinnille proteiinimäärityksessä. Jälkikäteen 

mietittynä fermentointi 3 olisi ollut hyvä samalla tavalla kuin aiemmat fermentoinnit.  
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Bradford-proteiinimäärityksen työohje Tecan Freedom EVO:lla 
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Otanta raakadatasta fermentointi 2:n vaiheen B23 mittaustuloksista 
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Eri fermentointien kuvaajien vertailua tietyissä fermentoinnin vaiheissa  
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Eri vaiheiden kuvaajien vertailua tietyssä fermentoinnissa 
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Suorien sovitus eri fermentointien ja niiden vaiheiden kuvaajille 
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Box and Whisker Plot -kuvaajat eri absorbanssipisteille 
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