
 

 

Lumi Pajunen 

Pektinaasiaktiivisuusmenetelmän 
validointi ja käyttöönotto 

Metropolia Ammattikorkeakoulu 

Insinööri (AMK) 

Bio- ja kemiantekniikka 

Insinöörityö 

12.4.2019 



 Tiivistelmä 

 

Tekijä 
Otsikko 
 
Sivumäärä 
Aika 

Lumi Pajunen 
Pektinaasiaktiivisuusmenetelmän validointi ja käyttöönotto 
 
32 sivua + 3 liitettä 
12.4.2019 

Tutkinto Insinööri (AMK) 

Tutkinto-ohjelma Bio- ja kemiantekniikka 

Ammatillinen pääaine Bio- ja elintarviketekniikka 

Ohjaajat 
 

Laboratorioinsinööri Pauliina Saarinen 
Lehtori Eija Koriseva 

Tämän opinnäytetyön tarkoituksena oli validoida ja lopulta ottaa käyttöön uusi kolorimetrinen 
pektinaasientsyymiaktiivisuusmenetelmä vanhan viskosimetrisen menetelmän tilalle Roal 
Oy:n laadunvalvontalaboratoriossa. Vanhasta menetelmästä haluttiin luopua siinä havaittu-
jen käyttövaikeuksien vuoksi verrattuna muihin analyyttisiin menetelmiin. Lisäksi vanha käy-
tössä ollut substraatti tuli korvata uudella valmisteella. 
 
AB Enzymes suoritti uuden menetelmän optimoinnin Darmstadtin toimipisteessä Saksassa, 
ja sen todettiin soveltuvan vanhan menetelmän korvaajaksi. Myös uusi substraatti testattiin 
optimoinnin yhteydessä, ja vanha käytössä ollut Copenhagen X-2955-substraatti päätettiin 
vaihtaa uuteen Pectin-C-valmisteeseen. 
 
Validointi toteutettiin optimoinnin tietojen pohjalta ja se suoritettiin neljällä erilaisella neste-
mäisellä entsyymivalmisteella, joiden aktiivisuustasot olivat toisistaan poikkeavia. Validoita-
viksi parametreiksi valittiin menetelmän toistettavuus ja uusittavuus, joista laskettiin myös 
mittausepävarmuudet. Lisäksi menetelmän lineaarisuus tarkistettiin ja menetelmälle määri-
tettiin toteamis- ja määritysraja. 
 
Tulosten tarkastelussa keskityttiin pitkälti suhteellisten keskihajontojen tuloksiin, joiden tuli 
pysyä noin 10 prosentissa tai alle, jotta tuloksia voitiin pitää validoinnin osalta onnistuneina. 
Tämän osalta kaikki entsyymivalmisteet osoittivat menetelmän olevan luotettava. Lisäksi li-
neaarisuuden todettiin olevan hyvä. 
 
Validoinnin aikana huomattiin suurehkoa absorbanssien hajontaa, joka osaltaan vaikutti mit-
tausepävarmuuksiin. Mittausepävarmuudet eivät kuitenkaan olleet ratkaiseva tekijä validoin-
nin hyväksymisen kannalta. Saatujen tulosten perusteella validointi oli kokonaisuutena on-
nistunut ja tehdyn työn perusteella uusi menetelmä voidaan ottaa tulevaisuudessa käyttöön. 
Lopullinen käyttöönotto tapahtuu vuoden 2019 lopulla. 

Avainsanat entsyymit, pektinaasit, validointi, laadunvalvonta 



 Abstract 

 

Author 
Title 
 
Number of Pages 
Date 

Lumi Pajunen 
Validation and Implementation of Pectinase Activity Method 
 
32 pages + 3 appendices  
12 April 2019 

Degree Bachelor of Engineering 

Degree Programme Biotechnology and Chemical Engineering 

Professional Major Biotechnology and Food Engineering 

Instructors 
 

Pauliina Saarinen, Laboratory Engineer 
Eija Koriseva, Lecturer 

The aim of the thesis was to validate and eventually implement a new colorimetric pecti-
nase enzyme activity method to replace the old viscosimetric method in the Quality Control 
laboratory of the Roal Oy. The purpose was to replace the old method because of the diffi-
culties in usage compared to the other analytical methods. In addition, the old substrate 
had to be replaced with a new preparation. 
 
The optimization of the new method was carried out by AB Enzymes at the German office 
in Darmstadt and was accepted as a replacement for the old method. The new substrate 
preparation was tested with optimization, and a decision was made to replace the old Co-
penhagen X-2955-substrate with the new Pectin-C-substrate. 
 
Validation was based on the optimization data and carried out with four different liquid en-
zyme preparations that had different levels of activity. The repeatability and reproducibility 
were selected as validated parameters and measurement uncertainties were calculated. 
Detection and determination limits were also determined, and the linearity of the method 
was verified. 
 
Reviewing of the results was largely focused on to the relative standard deviations. Devia-
tions had to be a maximum of 10 % or below for the results to be successful for the valida-
tion. The method was proved to be reliable based on the validation and the linearity was 
found out to be precise. 
 
A major dispersion of the absorbances were observed during the validation, and the meas-
urement uncertainties of the repeatability and reproducibility results were relatively high. 
However, the uncertainties were not a decisive factor for the validation. The validation was 
successful based on the results. The new method can be implemented in the future, which 
will take place at the end of the 2019. 

Keywords enzymes, pectinases, validation, quality control 



 

 

 

Sisällys 

Lyhenteet 

1 Johdanto 1 

2 Yritys 2 

3 Pektinaasit 3 

3.1 Pektinaasin määritelmä 3 

3.2 Pektinaasit teollisuudessa 4 

4 Polygalakturonaasin mittausmenetelmät 6 

4.1 Viskosimetrinen menetelmä 6 

4.2 Kolorimetrinen menetelmä 6 

5 Työn taustaa 7 

6 Optimointi 7 

6.1 Värireagenssi 8 

6.2 Substraatti 10 

6.3 Lineaarisuus 11 

7 Validointi 12 

7.1 Näytteet 13 

7.2 Menetelmä 13 

7.2.1 Reagenssit 13 

7.2.2 Määrityksen kulku 14 

7.2.3 Kalibrointisuora 15 

8 Tulokset 18 

8.1 Toistettavuus 18 

8.2 Uusittavuus 19 

8.3 Mittausepävarmuus 20 

8.4 Toteamis- ja määritysraja 22 



 

 

8.5 Lineaarisuus 22 

9 Huomioita 26 

9.1 Kertoimet 26 

9.2 Vertailunäyte 26 

9.3 Absorbanssit 27 

9.4 Substraatti 27 

10 Yhteenveto 29 

Lähteet 31 

Liitteet 

Liite 1. Viskosimetrisen menetelmän kuvaus 

Liite 2. Toistettavuus, uusittavuus ja mittausepävarmuus 

Liite 3. Toteamis- ja määritysraja 

  



 

 

Lyhenteet 

AVE Average, keskiarvo. 

DNS 3,5-dinitrosalisyylihappo. 

LOD Limit of Detection, toteamisraja. 

LOQ Limit of Quantification, määritysraja. 

nm Nanometri. 

PAHBAH 4-hydroksibentshydratsidi. 

RSD Relative Standard Deviation, suhteellinen keskihajonta. 

STD Standard Deviation, keskihajonta. 

ΔE Absorbanssierotus, kun nollanäytteen absorbanssi on vähennetty näytteen 

absorbanssista. 

 



1 

 

1 Johdanto 

Kun halutaan valmistaa ravintoarvoltaan laadukkaita elintarvikkeita kustannustehok-

kaasti ja luonnollisesti, avainasemassa ovat entsyymit. Entsyymit avaavat uusia mahdol-

lisuuksia valmistusprosessien kehittämiselle, ja uusia sovelluksia kehitetään bioteknolo-

gian keinoin muokkaamalla tuotantokantoja, homeita ja bakteereita. Entsyymiteknologia 

tähtää muutoksiin, jotka vaikuttavat tuotteen ravintoarvoon, hypoallergiaominaisuuksiin, 

makuun, rakenteeseen ja ulkonäköön, eli lähes kaikkeen, mikä määrää elintarvikkeen 

objektiivista laatua. [Eerola & Puranen 2009.] 

Entsyymien avulla saadaan aikaan myös ympäristöön vaikuttavia säästöjä, sillä niiden 

käytöllä voidaan tehokkaasti parantaa muun muassa raaka-aineiden saantoa ja säästää 

energiaa tuotannon eri sektoreilla. Entsyymien ensisijainen käyttötarkoitus on kuitenkin 

parantaa tuotteen laadullisia ominaisuuksia. [Eerola & Puranen 2009.] 

Tämä insinöörityö tehtiin toimeksiantona bioteknologiayritys Roal Oy:lle, joka valmistaa 

nestemäisiä ja jauhemaisia entsyymituotteita eri teollisuusalojen sovelluksiin maailman-

laajuisesti. Työn tarkoituksena oli korvata tällä hetkellä käytössä oleva viskosimetrinen 

entsyymiaktiivisuuden määritysmenetelmä uudella kolorimetrisellä menetelmällä. Mo-

lemmissa menetelmissä mitataan pektinaaseihin kuuluvan polygalakturonaasin aktiivi-

suutta. 

Uusi menetelmä tuli validoida ja ottaa lopulta käyttöön Roal Oy:n laadunvalvontalabora-

toriossa. Mittaukset suoritettiin neljällä erilaisella nestemäisellä entsyymivalmisteella. Mi-

tattaviksi parametreiksi valittiin menetelmän toistettavuus, uusittavuus sekä toteamis- ja 

määritysraja. Lisäksi toistettavuus- ja uusittavuustuloksista laskettiin mittausepävarmuu-

det. Myös menetelmän lineaarisuus tarkistettiin. 

Uuden menetelmän myötä polygalakturonaasiaktiivisuuden määrittäminen helpottuu ja 

nopeutuu merkittävästi. Myös reagenssimäärissä tullaan tekemään merkittäviä säästöjä. 

Menetelmä on tarkoitus ottaa käyttöön vuoden 2019 lopulla. 
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2 Yritys 

Roal Oy on kansainvälinen teollisia entsyymejä valmistava bioteknologia-alan yritys, 

jonka ydinosaamista ovat teollisen mittakaavan Trichoderma-, Aspergillus- ja Bacillus-

fermentoinnit. Fermentoinneista jalostetaan tuotteita eri teollisuusalojen sovelluksiin, 

joista 90 % menee vientiin maailmanlaajuisesti. Yritys perustettiin vuonna 1991, kun sil-

loinen Alko ja saksalainen Röhm GmbH päättivät yhdistää bioteknisen liiketoimintansa 

ja lisätä valmistuskapasiteettiaan uuden yhteisyrityksen kautta. [Yritys 2018; Yritysesit-

tely 2018.] 

Vuodesta 1999 Roal Oy:n on omistanut brittiläinen Associated British Food ja kotimainen 

Altia. Tuotteiden markkinoinnissa ja myynnissä yritys tekee yhteistyötä AB Enzymesin 

kanssa, jonka nimen alla myös myytävät entsyymivalmisteet kulkevat. AB Enzymes hoi-

taa myös entsyymivalmisteiden jakelun. [Yritys 2018; Toimintajärjestelmäkuvaus 2019: 

7.] 

Vaikka yritys on perustettu vuonna 1991, pitkäjänteinen ja korkeatasoinen tutkimustyö ja 

vahva teknologinen osaaminen ovat peräisin jo aikaisemmilta ajoilta. Ensimmäiset As-

pergillus-homeilla tehdyt kokeilut tapahtuivat 1950-luvulla ja Röhmissä on työskennelty 

entsyymien parissa jo peräti 1910-luvulta lähtien. [Yritys 2018.] 

Organisaatio koostuu keskenään yhteistyössä toimivista tutkimus- ja kehitysosastosta 

sekä tuotannosta. Tuotannon osina toimivat laadunvalvontalaboratorio, osto- ja logistiik-

kaosasto sekä kunnossapito. Tukifunktiona edellä mainituille toimii hallinto, joka tarjoaa 

ympäristö-, työsuojelu-, talous-, HR- sekä laatu- ja johtamispalveluita. [Yritys 2018.] 
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3 Pektinaasit 

3.1 Pektinaasin määritelmä 

Pektiinit ovat monimutkaisia suurimolekyylipainoisia polysakkarideja, joita esiintyy lähes 

kaikissa kasveissa. Ne lisäävät kasvien lujuutta ja edistävät niiden solurakennetta. Pek-

tiinit (kuva 1) koostuvat galakturonihappotähteiden ketjuista, jotka ovat kytköksissä toi-

siinsa α-(1,4)-glykosidisidoksilla. [Flutto 2003: 4440.] 

 

Kuva 1. Pektiinin rakenne [Flutto 2003: 4441]. 

Pektiineillä on pitkä käyttöhistoria hyytelöimisaineina, mutta pektiinien entsymaattinen 

hajottaminen pektinaasientsyymien avulla on muotoutunut tärkeäksi rooliksi elintarvike- 

ja juomateollisuudessa [Pectins and Pectinases]. 

Pektinaasit ovat heterogeeninen entsyymiryhmä, joka jaotellaan polygalakturonaasiin, 

pektiiniesteraasiin ja pektiinilyaasiin. Jaottelu perustuu niiden erilaisiin entsymaattisiin 

reaktiomuotoihin pektiinisubstraatissa. Mainitut entsyymit hajottavat pektiinipolymeerejä 

pienempiin fragmentteihin hydrolyysillä, trans-eliminaatiolla ja esteröintireaktiolla. 

[Jadaun, Narnoliya & Verma 2018: 2; Gummadi & Kumar 2007: 99.] 

Monien mikro-organismien, kuten kasvien, bakteerien, hiivojen ja homesienien, on to-

dettu tuottavan pektinaasientsyymiä. Pektinaasientsyymiä saadaan muun muassa Sac-

charomyces-, Aspergillus-, Penicillium-, Rhizopus- ja Fusarium-sienistä. Entsyymiä tuot-

tavat myös esimerkiksi Bacillus- ja Erwinia-bakteerit. Entsyymintuotantoon kaikista sopi-

vimpia ovat kuitenkin homesienet. Tämä johtuu homeiden hyvästä saatavuudesta ja nii-

den kyvystä kestää pieniä muutoksia ympäristössään, kuten vaihtelua lämpötilassa, 

pH:ssa ja paineessa. [Jadaun ym. 2018: 2; Gummadi ym. 2007: 99.] 
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Tässä työssä validoitavan menetelmän entsyyminä toimii polygalakturonaasi, joka tun-

netaan myös nimellä pektiini-depolymeraasi. Se on entsyymi, joka hydrolysoi pektiinin 

galakturonihappotähteiden väliset α-(1,4)-glykosidisidokset vapauttamalla vesimolekyy-

lin. [Jadaun ym. 2018: 2.] Hydrolyysireaktio on havainnollistettu kuvassa 2. 

 

Kuva 2. Pektiinin hydrolyysi polygalakturonaasin vaikutuksesta [Lea 1991: 208]. 

Polygalakturonaasilla on myös tärkeä tehtävä kasvien kehityksessä esimerkiksi hedel-

mien kypsymisen aikana, ja sitä pidetään keskeisenä entsyyminä kasvisolujen seinä-

mien hajoamisessa fytopatogeenisen hyökkäyksen jälkeen. [Christiaens, Stefanie; 

Ngouémazong, Eugénie; Hendrickx, Marc; Houben, Ken; Kermani, Zahra; Moelants, 

Katlijn; Van Buggenhout, Sandy & Van Loey, Ann 2016: 1028.] 

3.2 Pektinaasit teollisuudessa 

Pektinaaseja käytettiin hedelmämehuteollisuudessa ensimmäisen kerran omenamehun 

kirkastukseen 1930-luvulla. Pektinaasien käytöllä mehuun saatiin kirkkauden lisäksi al-

haisempi viskositeetti, jonka seurauksena prosessiin kuluva aika lyheni ja teollisen ome-

namehun laatua saatiin parannettua huomattavasti. [Grassin 2007: 111.] 

Tänä päivänä pektinaasientsyymien käyttö on olennainen osa nykyaikaista hedelmä- ja 

vihannesmehun valmistusta. Mehu- ja juomateollisuudelle tärkeä sovellusala on he-

delmä- ja vihannesmehujen uuttaminen ja yksi tärkeimpiä sovelluksia on tehostaa uuttoa 

pektinaasientsyymeillä. Pektinaaseja käytetään erityisesti omena- ja päärynämehuihin 

sekä marjoista ja trooppisista hedelmistä valmistettuihin mehuihin. [Fruits, Vegetables, 

Juices and Wines.] 
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Kun hedelmämehuja uutetaan, se johtaa hyytelömäisiin tuotteisiin. Hedelmien monimut-

kaisten pektiinirakenteiden takia mehua on erittäin vaikea erottaa tästä viskoosisesta 

hyytelömassasta. Pektiinientsyymit vaikuttavat pektiiniin ja rikkovat pektiinin galakturoni-

happomonomeerien välillä olevat glykosidisidokset. Reaktion ansiosta saadaan run-

saasti mehua. Monet tutkimukset ovat osoittaneet, että mehun saanto kasvaa jopa kak-

sinkertaiseksi pektinaasientsyymien ansiosta. [Jadaun ym. 2018: 2.] 

Eri hedelmämehut tarvitsevat erilaisia entsyymikäsittelyjä riippuen käsiteltävästä hedel-

mästä. Esimerkiksi omenat, marjat ja viinirypäleet tarvitsevat intensiivistä pektinaa-

sikäsittelyä, jotta toivottu kirkkaus, viskositeetti ja korkea saanto saavutetaan. Puoles-

taan toiset hedelmämehut, kuten appelsiini- ja ananasmehut, tarvitsevat vain lievää pek-

tinaasikäsittelyä, sillä ne eivät tarvitse niin intensiivistä kirkastusta. [Jadaun ym. 2018: 2.] 

Entsyymikäsittely parantaa mehun väriä poistamalla pektiinikuitujen aiheuttamat ei-toi-

votut sameudet sekä parantaa kirkkautta estämällä mehun tummumisen ja tarjoamalla 

mehulle sen ominaisvärin. Kaikki nämä ominaisuudet ovat erittäin tärkeitä kaupallisella 

tasolla. Halutun tuotteen saamiseksi tarvitaankin tarkkoja prosessiparametreja, jotka on 

optimoitava entsyymikonsentraation, entsyymikäsittelyn keston, inkubointilämpötilan ja 

liuoksen pH:n osalta. Pektinaasien käytöllä vähennetään myös tehokkaasti hedelmäjät-

teen määrää. [Jadaun ym. 2018: 2–3; Tuoteportfolio 2018.] 

Pektinaasientsyymejä käytetään myös viinin valmistuksessa, jossa ne varmistavat on-

nistuneen suodatuksen ja tukevat punaviinin värin kehittymistä ja vapautumista viiniry-

päleistä. Ne vaikuttavat myös viinin makuun halutulla tavalla. Roal Oy:n entsyymivalmis-

teita käytetään myös menestyksekkäästi ultrasuodatuskalvojen puhdistamiseen. [Tuote-

portfolio 2018.] 
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4 Polygalakturonaasin mittausmenetelmät 

4.1 Viskosimetrinen menetelmä 

Viskosimetrisessä menetelmässä entsyymiaktiivisuuden määrittäminen perustuu pektii-

nisubstraatin viskositeetin alenemisen mittaamiseen. Viskositeetti laskee, kun näyt-

teessä oleva polygalakturonaasi vaikuttaa pektiinin rakenteeseen. Roal Oy:n laadunval-

vontalaboratoriossa menetelmä suoritetaan puoliautomaattisella laitteistolla, jossa 

substraatin muodostama seos virtaa jatkuvasti viskosimetrin läpi. 

Aktiivisuuden laskeminen perustuu tunnetun standardinäytteen sisältämään aktiivisuu-

teen ja ilmoitetaan yksikössä PGU/mg. Yksi aktiivisuusyksikkö on se määrä entsyymiä, 

joka laskee reaktioliuoksen viskositeettia menetelmän olosuhteissa 11 minuutin aikana 

0,02 η-1. Tarkempi kuvaus menetelmän kulusta on luettavissa liitteestä 1. 

4.2 Kolorimetrinen menetelmä 

Kolorimetrisessä menetelmässä näytteessä oleva polygalakturonaasi hydrolysoi 

substraatin pektiiniä. Aktiivisuuden mittaus perustuu reaktiossa muodostuneiden pelkis-

tävien sokereiden määritykseen spektrofotometrisesti käyttäen DNS-värireagenssia eli 

3,5-dinitrosalisyylihappoa. DNS reagoi pelkistävien sokereiden kanssa muodostaen 3-

amino-5-nitrosalisyylihappoa, kun sokereiden aldehydiryhmät hapettuvat karboksyyliryh-

miksi [Saarinen 2014: 4]. Reaktio on havainnollistettu kuvassa 3. 

 

Kuva 3. 3,5-dinitrosalisyylihapon (DNS) pelkistysreaktio [Estimation of reducing sugars by di-
nitrosalicylic acid method: 5]. 
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Reaktiossa muodostuva oranssi väri absorboi valoa voimakkaasti aallonpituudella 540 

nm. DNS toimii analyysissa myös entsyymi-inhibiittorina, jolla reaktio pysäytetään inku-

bointiajan päätyttyä. [Saarinen 2014: 4–5.] Kolorimetrisen menetelmän aktiivisuus ilmoi-

tetaan yksikössä PGX/g, joka on se määrä entsyymiaktiivisuutta, joka määritysolosuh-

teissa vapauttaa 1 µmol:n glukoosia vastaavan määrän pelkistäviä sokereita minuutissa. 

5 Työn taustaa 

Roal Oy:n laboratoriossa on tällä hetkellä käytössä viskosimetrinen menetelmä polyga-

lakturonaasiaktiivisuuden määrittämiseen. Tästä menetelmästä halutaan kuitenkin luo-

pua siinä havaittujen käyttövaikeuksien vuoksi verrattuna muihin analyyttisiin menetel-

miin [Schmidt 2018: 1]. Viskosimetrisen menetelmän avulla ei välttämättä saada todel-

lista kuvaa aktiivisuuden määrästä, sillä viskositeetin lasku on suhteellisen alhaista [N. 

Gummadi ym. 2007: 101]. Menetelmän suorittaminen vie myös paljon aikaa, sen aikana 

kuluu runsas määrä substraattia ja laitteisto on vanha. 

Viskosimetrisessä menetelmässä on ollut käytössä vuosien ajan Copenhagen X-2955-

pektiinisubstraatti. Sitä on kuitenkin varastoitu jo yli 25 vuoden ajan, ja se on ajan saa-

tossa menettänyt kemiallisia ominaisuuksiaan. Näin ollen kyseinen substraatti on muut-

tumassa käyttöön sopimattomaksi. Kyseistä pektiinivalmistetta ei myöskään ole enää 

mahdollista hankkia uudelleen samalta toimittajalta. Uuden menetelmän validoinnin 

myötä vanha substraatti päätettiin vaihtaa uuteen substraattivalmisteeseen. [Schmidt 

2018: 1.] Edellä mainittujen ongelmien myötä viskosimetrinen menetelmä päätettiin kor-

vata uudella kolorimetrisellä menetelmällä ja aikaisemmin käytössä ollut substraatti vaih-

taa uuteen pektiinivalmisteeseen. 

6 Optimointi 

Roal Oy:n kanssa yhteistyötä tekevän AB Enzymesin Saksassa sijaitsevan Darmstadtin 

yksikön entsyymibiokemian tutkimus- & kehitysosaston tutkija Oliver Schmidt on optimoi-

nut uuden kolorimetrisen analyysimenetelmän. Optimoinnin tuloksena Schmidt vahvisti 

uuden kolorimetrisen menetelmän soveltuvan vanhan viskosimetrisen menetelmän kor-

vaajaksi. 
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6.1 Värireagenssi 

Roal Oy:lla ja AB Enzymesillä käytetään pelkistävien sokereiden määrittämiseen ylei-

sesti kahta eri värireagenssia: 4-hydroksibentshydratsidia (PAHBAH) tai 3-5-dinitrosali-

syylihappoa (DNS). 

Alun alkaen uuteen menetelmään haluttiin ottaa käyttöön PAHBAH-värireagenssi, sillä 

kyseisellä reagenssilla on useita etuja verraten DNS:ään. Se on muun muassa herkem-

pää ja vähemmän myrkyllistä. Sitä on myös helpompi soveltaa robotiikan sovelluksiin, 

sillä PAHBAH kykenee saavuttamaan värireaktion alemmassa lämpötilassa kuin DNS. 

Testien yhteydessä konsentraatiokäyrät eri sokereilla kuitenkin osoittivat, että PAH-

BAH:n signaali riippuu sokereista, joihin se reagoi. [Schmidt 2018: 3; Kaltenbach 2019.] 

Kuvassa 4 on havainnollistettu PAHBAH-värireagenssilla saatuja konsentraatiokäyriä 

aallonpituudella 412 nm, kun nollanäytteen absorbanssi on vähennetty näytteen absor-

banssista. 

 

Kuva 4. Eri sokereiden konsentraatiokäyrät käyttäen PAHBAH-värireagenssia [Schmidt 2018: 
4]. 
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Pektiini on heterogeenin yhdistelmä useita eri sokereita, eikä näiden sokereiden prosen-

tuaalisista mittasuhteista ole tarkkaa tietoa. Mikäli menetelmässä käytettäisiin PAHBAH-

värireagenssia, se aiheuttaisi virhetuloksia työskenneltäessä pektiinin kaltaisen yhdis-

teen kanssa. [Schmidt 2018: 4; Kaltenbach 2019.] 

Testi suoritettiin myös DNS-värireagenssilla, jolla saavutettiin huomattavasti parempia 

tuloksia. Testien jälkeen todettiin, että DNS ei näytä lähes minkäänlaista riippuvuutta 

testattujen sokereiden välillä (kuva 5), eivätkä eri sokereiden konsentraatiokäyrät juuri-

kaan eronneet toisistaan. 

 

Kuva 5. Eri sokereiden konsentraatiokäyrät käyttäen DNS-värireagenssia [Schmidt 2018: 5]. 

Koska PAHBAH:n havaittiin reagoivan eri sokereihin eri tavoin ja antaen virheellisiä tu-

loksia, testien perusteella menetelmän värireagenssiksi valikoitui DNS PAHBAH:n si-

jasta. 
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6.2 Substraatti 

Jotta korvaavan substraatin valinnasta voitiin tehdä päätös, yhden entsyymivalmisteen 

aktiivisuus määritettiin viidellä uudella vaihtoehtoisella pektiinisubstraatilla. Saatuja tu-

loksia verrattiin vanhalla Copenhagen X-2955 -substraatilla saatuun aktiivisuustulok-

seen. Koska aluksi menetelmän värireagenssiksi kaavailtiin PAHBAH-yhdistettä, 

substraattitestit suoritettiin käyttäen kyseistä värireagenssia. [Schmidt 2018: 2-3; Kalten-

bach 2019.] Kuvassa 6 on havainnollistettu substraattitestin entsyymiaktiivisuustuloksia. 

 

Kuva 6. Valitun entsyymivalmisteen aktiivisuustulokset eri substraateilla mitattuina [Schmidt 
2018: 3]. 

Kuvassa tummennettu palkki vastaa tällä hetkellä käytössä olevalla Copenhagen X-2955 

-substraatilla saatua entsyymiaktiivisuusmäärää. Muilla substraattivalmisteilla saatuja 

aktiivisuustuloksia verrattiin tähän tulokseen. Kuten kuvasta voidaan todeta, Pectin-C-

substraatti antaa vanhaan substraattiin nähden parhaiten verrattavissa olevan tuloksen. 

Testin perusteella uudeksi substraatiksi valikoitui Pectin-C-valmiste. 

Roal Oy:n laadunvalvontalaboratoriossa on käytössä pektinaasien määrittämiseen kaksi 

muutakin entsyymiaktiivisuusmenetelmää: pektiiniesteraasi- ja pektiini-transelimi-

naasimenetelmä. Myös näissä on käytetty vanhaa Copenhagen X-2955 -pektiini-

substraattia ja vanha substraatti tullaan vaihtamaan uuteen näissäkin menetelmissä. 

1402

698

1432

1713 1659 1725

U
/g

Entsyymiaktiivisuustulokset
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Substraatin toimivuus tarkistettiin myös edellä mainittujen menetelmien osalta, ja nämä-

kin testit tukivat Pectin-C-substraattivalmisteen valintaa. 

6.3 Lineaarisuus 

Seuraavaksi määritettiin alue, jossa absorbanssi reagoi lineaarisesti entsyymikonsent-

raation muutokseen 0,7-prosenttisessa Pectin-C-substraattikonsentraatiossa. Tämän 

avulla saatiin selville tarkka absorbanssialue, jossa entsyymiaktiivisuusarvot voitiin mi-

tata luotettavasti. [Schmidt 2018: 5.] Kuva 7 havainnollistaa, että kyseisen näytteen ak-

tiivisuuskäyrä on lineaarinen absorbanssiarvoon ~0,6 asti, kun näytteen pitoisuus on 

0,042 mg/ml. Inkubointiaika kohdentui tässä noin 10 minuutin kohdalle. 

 

Kuva 7. Absorbanssialueen määrittäminen, kun absorbanssin muutos on verrannollinen inku-
bointiaikaan 0,7-prosenttisessa substraattikonsentraatiossa [Schmidt 2018: 6]. 
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Samanlainen koe suoritettiin myös toiselle entsyymivalmisteelle, jonka aktiivisuus näytti 

samanlaisen lineaarisen absorptiovälin. [Schmidt 2018: 6.] Absorption lineaarisuus tar-

kistettiin vielä kiinteällä inkubointiajalla, joka tässä tapauksessa valikoitui 10 minuutiksi. 

Testi suoritettiin samalla valmisteella kuin ensimmäinen koe. Lineaarisuus on havainnol-

listettu kuvassa 8. 

 

Kuva 8. Lineaarisuusalueen määrittäminen 10 minuutin inkubointiajalla [Schmidt 2018: 6]. 

Kiinteällä 10 minuutin inkubointiajalla tehdyt mittaukset osoittivat, että lineaarisuus on 

oikeellinen aallonpituudella 540 nm ~0,6:een asti [Schmidt 2018: 7]. Tämän perusteella 

menetelmän absorbanssirajoiksi asetettiin 0,3–0,6. 

7 Validointi 

Validoinnin aikana mitataan ja arvioidaan useita käsitteitä. Validoinnin tarkoituksena on 

varmistaa, että analyysimenetelmä toimii tarkoitetulla tavalla. Validoinnin avulla todetaan 

menetelmän luotettavuus ja oikeellisuus, sekä sen toimivuus pyritään testaamaan mah-

dollisimman huolellisesti ennen kuin se otetaan vakituiseen käyttöön. [Laurén 1999: 1.] 

Tässä työssä testattiin menetelmän toistettavuutta sekä uusittavuutta, ja näille laskettiin 

mittausepävarmuudet. Menetelmälle määritettiin myös toteamis- ja määritysraja, sekä 
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menetelmän lineaarisuus tarkistettiin. Kaikki validointiin liittyvät käytännön osuuden mit-

taukset suoritettiin Roal Oy:n laadunvalvontalaboratoriossa. Tuloksia verrattiin analyy-

sille asetettuihin vaatimuksiin Schmidtin suorittaman optimoinnin myötä. 

7.1 Näytteet 

Validointimittauksia varten valittiin neljä erilaista entsyymivalmistetta tuoreimmista eristä. 

Kaikki näytteet olivat nestemäisiä ja niiden entsyymiaktiivisuustasot olivat toisistaan 

poikkeavia. Kaikki näytteet oli tuotettu homeilla, kuten Trichoderma- ja Aspergillus-kan-

noilla. Valitut entsyymivalmisteet ja niiden aktiivisuusmäärät viskosimetrisellä menetel-

mällä määritettynä on koottu taulukkoon 1. 

Taulukko 1. Validointiin valitut näytteet ja niiden entsyymiaktiivisuustasot vanhalla menetel-
mällä mitattuina. 

NÄYTE AKTIIVISUUS (PGU/mg) 

Entsyymi 1 843 000 

Entsyymi 2 67 400 

Entsyymi 3 151 000 

Entsyymi 4 38 200 

Roal Oy:n edustaja valitsi kaikki validointiin mukaan otettavat näytteet yrityksen tarpei-

den mukaisesti. 

7.2 Menetelmä 

7.2.1 Reagenssit 

Kaikkien menetelmässä käytettyjen reagenssien valmistukseen käytettiin ionivaihdettua 

vettä. Analyysiin vaadittavat reagenssit olivat 

• 0,1 M natriumasetaattipuskuri, jonka pH on 3,90 

• 0,7 % Pectin-C-substraattiliuos 

• DNS-värireagenssi 

• galaktoosi. 
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Galaktoosia käytettiin menetelmän kalibrointisuoran valmistamiseen. Kalibrointisuoran 

kulmakerrointa ja leikkauspistettä tarvittiin lopullisen aktiivisuustuloksen laskennassa. 

Kalibrointisuorasta ja sen valmistamisesta kerrotaan tarkemmin luvussa 7.3.3. 

7.2.2 Määrityksen kulku 

Näytteet ja nollat 

Kahteen koeputkeen pipetoitiin 1,8 ml Pectin-C-substraattiliuosta. Toista putkea (näyte) 

temperoitiin 40 °C:ssa 5 minuutin ajan. Temperoituun putkeen lisättiin 200 µl entsyymi-

laimennosta ja se sekoitettiin huolellisesti koeputkiravistelijassa. Näyteputkea inkuboitiin 

tasan 10 minuutin ajan, minkä jälkeen putkeen lisättiin 2 ml DNS-värireagenssia reaktion 

pysäyttämiseksi, ja se sekoitettiin huolellisesti.  

Tämän jälkeen ei-temperoituun putkeen (näytenolla) lisättiin sama määrä DNS-värirea-

genssia ja pipetoitiin entsyymilaimennos. Lopuksi molemmat putket suljettiin korkeilla ja 

ne asetettiin kiehuvaan vesihauteeseen tasan 5 minuutin ajaksi. Keiton jälkeen näytteet 

jäähdytettiin huoneenlämpötilaan kylmässä vesihauteessa. 

Jälkikäsittely 

Koska reaktion aikana liuokseen muodostuu sakkaa, jokaisesta putkesta siirrettiin noin 

1,3 ml näytettä 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin ja niitä sentrifugoitiin 2 minuutin ajan kierros-

nopeudella 13 000 rpm. Sentrifugoidut näytteet kaadettiin varoen mikrokyvetteihin ja ne 

mitattiin reagenssinollaa vastaan aallonpituudella 540 nm. 

Normaalisti yksi näyte analysoidaan aina kolmena rinnakkaisena. Lopullinen tulos on 

näiden tulosten keskiarvo. Hajontaa rinnakkaistulosten välille sallitaan korkeintaan 10 % 

riippuen suoritettavasta menetelmästä. 
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7.2.3 Kalibrointisuora 

Menetelmän sokerina käytettiin galaktoosia, sillä optimoinnin yhteydessä sen todettiin 

olevan paras valinta sen hyvän toistettavuuden ansiosta [Schmidt 2018: 8]. Kalibrointi-

suoraa varten galaktoosista valmistettiin kantaliuos, josta edelleen yhdeksän eripitoista 

jatkolaimennosta. Kaikki liuokset valmistettiin 0,1 M natriumasetaattipuskuriin ja käsitel-

tiin määrityksen kulun mukaisesti samalla tavalla kuin näytenollat. Reagenssinolla val-

mistettiin pipetoimalla 200 µl puskuriliuosta entsyymilaimennoksen sijasta. 

Valmistettua yhdeksän pisteen kalibrointisuoraa (kuva 9), käytettiin toistettavuus- ja uu-

sittavuusmittauksista saatujen tulosten laskennassa. Normaalisti jokaista analysointiker-

taa varten valmistetaan ainoastaan kolmen pisteen kalibrointisuora, eikä yhdeksän pis-

teen suoraa käytetä laskennassa. Kolmen pisteen suorassa käytetään pisteitä 1, 5 ja 9, 

joiden pitoisuudet on ilmoitettu galaktoosin kalibrointisuoran kuvaajassa (kuva 9). 

 

Kuva 9. Galaktoosin yhdeksän pisteen kalibrointisuora. 

Kalibrointisuora tehtiin käänteisesti, jotta saatu suoran yhtälö voitiin sijoittaa entsyymiak-

tiivisuuden laskemiseen käytettävään kaavaan (kaava 1) sellaisenaan. Galaktoosin kon-

sentraatio sijoitettiin y-akselille ja muuttuvat arvot, tässä tapauksessa absorbanssit, si-

joitettiin x-akselille. 
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Galaktoosin kalibrointisuoran havaintoarvoista tehtiin myös regressioanalyysi, jonka 

avulla tarkasteltiin residuaaleja ja varmistettiin suoran oikeellisuus. Regressio tehtiin Ex-

cel-ohjelman avulla. Mikäli regressiomalli sopii hyvin havaintoarvoihin, residuaalien tulisi 

sijoittua satunnaisesti nollan ympärille [Ellison, Barwick & Duguid-Farrant 2009: 97]. 

Regression tuloksena galaktoosin kalibrointisuoran selitysasteeksi saatiin 0,9977 ja F:n 

tarkkuudeksi 1,776 * 10-10, minkä perusteella regressiomalli oli merkitsevä. Tehdyn reg-

ressioanalyysin jäännöskaavio on esitetty kuvassa 10. 

 

Kuva 10. Galaktoosin kalibrointisuoran jäännöskaavio. 

Validoinnin aikana kalibrointikäyrän toimivuutta testattiin asiakkaan pyynnöstä lisäksi ga-

lakturonihapolla. Galakturonihapon pitoisuus laskettiin vastaamaan galaktoosin pitoi-

suutta, jotta tuloksia voitiin verrata luotettavasti toisiinsa. Myös galakturonihapon kalib-

rointisuora (kuva 11) tehtiin käänteisenä. 
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Kuva 11. Galakturonihapon yhdeksän pisteen kalibrointisuora. 

Regressioanalyysi tehtiin myös galakturonihapon kalibrointisuoran arvoista, minkä tulok-

sena sen selitysasteeksi laskettiin 0,9975 ja F:n tarkkuudeksi 2,390 * 10-10. Myös tämän 

mallin todettiin olevan merkitsevä. Galakturonihapon regressioanalyysin jäännöskaavio 

on esitetty kuvassa 12. 

 

Kuva 12. Galakturonihapon kalibrointisuoran regressioanalyysin jäännöskaavio. 

Koska molemmat kalibrointisuorat antoivat toisiinsa verraten samoja tuloksia, pitäydyttiin 

siinä, että menetelmän sokerina tullaan jatkossakin käyttämään galaktoosia galakturo-

nihapon sijasta. 
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8 Tulokset 

Entsyymiaktiivisuustulos laskettiin vähentämällä nollanäytteen absorbanssi näytteen 

absorbanssista. Erotuksen tuli osua välille 0,3–0,6, sillä Schmidtin suorittaman opti-

moinnin aikana menetelmän todettiin olevan lineaarinen tällä alueella. Galaktoosin pi-

toisuus luettiin kalibrointikäyrästä ja jaettiin näytteen massakonsentraatiolla sekä inku-

bointiajalla. Lopullinen tulos esitetään yksikössä PGX/g. Lopullisen aktiivisuustuloksen 

laskukaava on esitetty alla, 

𝑃𝐺𝑋

𝑔
=  

(𝑎 +𝑏 ∗ ∆𝐸540𝑛𝑚 ) ∗ 1000 

𝛽 ∗ 10 𝑚𝑖𝑛
  (1) 

jossa 

𝑎 on galaktoosin kalibrointikäyrän leikkauspiste 

𝑏 on galaktoosin kalibrointikäyrän kulmakerroin 

1000 on muuntokerroin mg → g 

𝛽 on näytteen massakonsentraatio (mg/ml) 

10 𝑚𝑖𝑛 on inkubointiaika. 

Tulosten laskennassa ei käytetty lainkaan muuntokerrointa, sillä kaikki näytteet käsiteltiin 

alun alkaen grammoina milligrammojen sijasta. 

8.1 Toistettavuus 

Toistettavuustestien avulla saatiin arvio menetelmän toistotarkkuudesta. Jokainen ent-

syymi käsiteltiin yksi kerrallaan omana sarjanaan yhden laborantin suorittamana. Testit 

suoritettiin määrityksen kulun mukaisesti. Näytettä punnittiin noin 0,25 g 12 erilliseen 25 

ml:n mittapulloon ja ne täytettiin merkkiin 0,1 M natriumasetaattipuskurilla. Jokaista sar-

jaa kohden tehtiin kolmen pisteen kalibrointisuora tulosten oikeellisuuden varmista-

miseksi. Tulosten laskennassa käytettiin galaktoosin yhdeksän pisteen kalibrointisuoran 

arvoja (kuva 9). 
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Taulukkoon 2 on koottu toistettavuusmittauksista saadut entsyymiaktiivisuustulokset, 

jotka on laskettu kaavalla 1. Taulukkoon on myös kirjattu keskihajonnat (kaava 2) ja suh-

teelliset keskihajonnat. 

Taulukko 2. Toistettavuusmittausten tulokset. 

NÄYTE PGX/g STD RSD% 

Entsyymi 1 11528 896,6 7,8 

Entsyymi 2 938 47,6 5,1 

Entsyymi 3 2002 107,4 5,4 

Entsyymi 4 797 40,2 5,0 

Taulukossa 2 ilmoitetut tulokset ovat jokainen 12 erillisen tuloksen keskiarvo. Kaikki yk-

sittäiset mittaustulokset ovat lueteltuna liitteessä 2. 

8.2 Uusittavuus 

Uusittavuus kuvaa testitulosten yhteensopivuutta, kun yksi tai useampi testausolosuh-

teista muuttuu [Laurén 1999: 5]. Tässä tapauksessa kaksi muuta laboranttia suorittivat 

uusittavuusmittaukset, jolloin saatiin kuva mittaustulosten yhteensopivuudesta, kun mit-

taukset suoritettiin eri henkilöiden tekeminä. Laboratoriossa eri henkilöillä on käytössään 

omat välineet, kuten laimentimet, pipetit ja annostelijat, joten myös välineisiin saatiin 

vaihtuvuutta. Uusittavuusmittaukset suoritettiin samoin kuin toistettavuusmittaukset. Tu-

lokset on esitetty taulukossa 3. 

Taulukko 3. Uusittavuusmittausten tulokset. 

NÄYTE LABORANTTI PGX/g STD RSD% 

Entsyymi 1 
OH 11459 679,5 5,9 

MSI 11667 1173,8 10,1 

Entsyymi 2 
OH 1041 34,5 3,3 

MSI 1030 62,9 6,1 

Entsyymi 3 
OH 2439 130,9 5,4 

MSI 2401 114,8 4,8 

Entsyymi 4 
OH 821 47,0 5,7 

MSI 918 25,7 2,8 
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Myös taulukossa 3 ilmoitetut tulokset ovat jokainen 12:n erillisen tuloksen keskiarvo. Yk-

sittäiset mittaustulokset löytyvät samaten liitteestä 2. Toistettavuus- ja uusittavuusmit-

tausten tulokset koottiin lopuksi yhteen (taulukko 4) ja saaduista tuloksista laskettiin yh-

teiset keskiarvot, keskihajonnat (kaava 2) ja suhteelliset keskihajonnat. 

Taulukko 4. Kootut toistettavuus- ja uusittavuusmittausten tulokset. 

NÄYTE PGX/g STD RSD% 

Entsyymi 1 11552 916,3 7,9 

Entsyymi 2 1003 67,5 6,7 

Entsyymi 3 2277 232,7 10,2 

Entsyymi 4 845 65,0 7,7 

Yrityksen puolesta toistettavuus- ja uusittavuustulosten tarkastelussa seurattiin pitkälti 

suhteellisen keskihajonnan prosentuaalisia lukuja. Kun RSD% oli noin 10 tai alle, voitiin 

tulosta pitää validoinnin osalta onnistuneena. Suhteellinen keskihajonta pysyi molem-

pien mittausten ja kaikkien näytteiden kohdalla määrätyissä rajoissa, joten tulokset to-

dettiin hyväksyttäviksi. 

8.3 Mittausepävarmuus 

Toistettavuus- ja uusittavuusmittauksista laskettiin lisäksi mittausepävarmuudet. Laskel-

mien tulokset löytyvät taulukosta 5, jossa 

sr on toistettavuuden keskihajonta 

SRw on toistettavuuden ja uusittavuuden yhdistetty keskihajonta 

u(c) on yhdistetty mittausepävarmuus (sr ja SRw) 

U on laajennettu mittausepävarmuus 

C on uusittavuuden keskiarvo [Validointipohja 2018]. 

Taulukko 5. Toistettavuus- ja uusittavuusmittausten mittausepävarmuudet. 

Näyte sr  SRw u(c) U C %U TULOS 

Entsyymi 1 896,6 916,3 1282 2564 11552 22 11552 ± 22 % 

Entsyymi 2 47,6 67,5 83 165 1003 16 1003 ± 16 % 

Entsyymi 3 107,4 232,7 256 513 2277 23 2277 ± 23 % 

Entsyymi 4 40,2 65,0 76 153 845 18 845 ± 18 % 
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Taulukosta 5 voidaan havaita, että menetelmän mittausepävarmuus näyttää epäluotet-

tavalta. Menetelmää validoitaessa havaittiin absorbanssien suurehkoa heittelyä, joka ai-

heutti tuloksiin hajontaa. Tämä osaltaan vaikutti negatiivisesti mittausepävarmuuksiin. 

Mittausepävarmuuksien laskemisella saatiin hyvä käsitys siitä, kuinka paljon absorbans-

sihajonnat vaikuttivat lopullisiin tuloksiin. Epäluotettavat mittausepävarmuudet eivät kui-

tenkaan olleet ratkaiseva tekijä validoinnin hyväksymisen kannalta. 

Kaikki keskihajonnat laskettiin kaavalla 

𝑠 =  √
Ʃ (𝑥𝑖− 𝑥̅)2

𝑛−1
      (2) 

jossa 

xi on havaintoarvot 

x̅ on keskiarvo 

n on havaintojen lukumäärä [Karjalainen 2010: 97]. 

Suhteelliset keskihajonnat laskettiin jakamalla näytteen keskihajonta näytteen keskiar-

volla. Kaikki suhteelliset keskihajonnat on ilmoitettu prosenttiyksiköissä, joten tulokset on 

kerrottu vielä sadalla. 

Yhdistetty mittausepävarmuus laskettiin kaavalla 3. 

𝑢(𝑐) =  √𝑠𝑟
2 + 𝑠𝑅𝑤

2      (3) 

Laajennettu mittausepävarmuus 𝑈 saatiin kertomalla yhdistetty mittausepävarmuus 𝑢(𝑐) 

kattavuuskertoimella 𝑘. Kaava ilmoitettu alla. 

𝑈 = 𝑢(𝑐) ∗ 𝑘      (4) 

Kattavuuskertoimena käytettiin arvoa 2, joka vastaa noin 95 %:n luottamusväliä [Karja-

lainen 2010: 103]. 
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8.4 Toteamis- ja määritysraja 

Tässä tapauksessa toteamisrajalla (LOD) tarkoitetaan pienintä absorbanssiarvoa, jonka 

perusteella voidaan luotettavasti todeta, sisältääkö näyte tutkittavaa yhdistettä vai ei 

[Laurén 1999: 7.] Tässä työssä toteamisrajan määrittämiseen käytettiin nollanäytteen 

hajontaa ja se määritettiin kaavalla (5). 

𝐿𝑂𝐷 =  𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑠𝑖𝑒𝑛 𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖𝑎𝑟𝑣𝑜 + (3 ∗ 𝑆𝑇𝐷)   (5) 

Määritysraja (LOQ) on alin absorbanssitaso, jonka avulla voidaan ilmaista tutkittavan yh-

disteen alin pitoisuus kvantitatiivisesti [Laurén 1999:7]. Määritysraja laskettiin kaavalla 

(6). 

𝐿𝑂𝑄 =  𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑠𝑖𝑒𝑛 𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖𝑎𝑟𝑣𝑜 + (6 ∗ 𝑆𝑇𝐷)   (6) 

Mittaus suoritettiin menetelmäohjeen mukaisesti mutta näytteen tilalle pipetoitiin 0,1 M 

natriumasetaattipuskuria. Mittaus toistettiin kolme kertaa eri päivinä ja jokainen mittaus 

sisälsi 12 rinnakkaista. Kaikki yksittäiset mittaustulokset löytyvät liitteestä 3. Lopulliset 

tulokset laskettiin kaikkien kolmen mittauksen keskiarvoista. Menetelmän toteamisra-

jaksi laskettiin 0,220 ΔE aallonpituudella 540 nm. Määritysrajaksi laskettiin 0,316. 

8.5 Lineaarisuus 

Menetelmän lineaarisuus tarkistettiin tekemällä entsyymivalmisteista standardisuorat 

laajemmalle pitoisuusalueelle kuin mitä menetelmässä normaalisti käytetään. Schmidtin 

[2018: 6] suorittamien testien mukaan menetelmän todettiin olevan lineaarinen aallonpi-

tuudella 540 nm välillä 0,3–0,6, joten standardisuorat tehtiin alueella ~0,1–1,0. Lisäksi 

standardisuorista tehtiin regressioanalyysit. 

Entsyymi 1 (kuva 13) osoitti hyvää lineaarisuutta, vaikka neljännen, viidennen ja kuuden-

nen pisteen kohdalla huomattiin pientä epävakautta. Lineaarisuuden katsottiin kuitenkin 

olevan oikeellinen. 
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Kuva 13. Entsyymin 1 standardisuora. 

Regressioanalyysin tuloksena entsyymin 1 selitysasteeksi saatiin 0,9897, joka vahvisti 

lineaarisuuden olevan hyvä. F:n tarkkuus oli 3,062 * 10-9, jonka perusteella mallin voitiin 

sanoa olevan tilastollisesti merkitsevä. Regression jäännöskaavio on esitetty kuvassa 

14. 

 

Kuva 14. Entsyymin 1 jäännöskaavio. 

Toisen entsyymivalmisteen kohdalla (kuva 15) huomattiin selkeä hajonta ensimmäisen 

ja neljännen pisteen välillä ennen kuin absorbanssiarvo ~0,3 saavutetaan. Suora lähti 

kuitenkin tämän jälkeen hyvään lineaariseen linjaan, kuten optimoinnin aikana todettiin. 
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Kuva 15. Entsyymin 2 standardisuora. 

Entsyymille 2 tehdyn regressioanalyysin tuloksena selitysasteeksi saatiin 0,9966, joka 

oli hyvä. F:n tarkkuus 3,758 * 10-11 vahvisti mallin olevan merkitsevä. Jäännöskaavio on 

esitetty kuvassa 16. 

 

Kuva 16. Entsyymin 2 regressioanalyysin jäännöskaavio. 

Myös kolmannen entsyymivalmisteen standardisuora (kuva 17) näytti hyvää lineaarista 

linjaa. Jäännöskaavio (kuva 18) tukee menetelmän lineaarisuutta myös tämän näytteen 

osalta. 
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Kuva 17. Entsyymin 3 standardisuora. 

Kolmannen entsyymivalmisteen selitysaste oli 0,9946 ja F:n tarkkuus 2,295 * 10-10. F:n 

tarkkuus osoitti myös tämän mallin olevan tilastollisesti merkitsevä. 

 

Kuva 18. Entsyymin 3 regressioanalyysin jäännöskaavio. 

Kaikkien entsyymien lineaarisuudet todettiin yhdenmukaisiksi Schmidtin suorittamien 

testien valossa ja hyväksyttiin sellaisenaan. Yrityksen puolesta lineaarisuuden tarkista-

mista ei koettu tarpeelliseksi entsyymille numero 4, joten se jätettiin lineaarisuustarkis-

tusten ulkopuolelle. 
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9 Huomioita 

9.1 Kertoimet 

Vanhalla menetelmällä saatu aktiivisuus ilmoitetaan yksikössä PGU/mg ja uuden mene-

telmän tulos yksikössä PGX/g. Koska vanhan ja uuden menetelmän aktiivisuustuloksia 

ei voida suoraan verrata toisiinsa, kaikille tuotteille tulee määrittää erilliset kertoimet. Ker-

toimia tullaan määrittämään vielä työn loppumisen jälkeen ja dataa kerätään sitä mukaa 

kun näytteitä tulee analysoitavaksi. Näyte analysoidaan ensin vanhalla viskosimetrisellä 

menetelmällä, jonka jälkeen siitä määritetään aktiivisuus uudelleen kolorimetrisellä me-

netelmällä. Esimerkki kertoimen laskemisesta on havainnollistettu kaavassa 8. 

𝐾𝑒𝑟𝑟𝑜𝑖𝑛 =  
𝑃𝐺𝑈/𝑚𝑔

𝑃𝐺𝑋/𝑔
=  

 34 000 𝑃𝐺𝑈/𝑚𝑔

888 𝑃𝐺𝑋/𝑔
= 38,3    (8) 

Roal Oy:n laadunvalvontalaboratorio tulee käyttämään tuloksia yksikössä PGX/g mutta 

kertoimet on menetelmän käyttöönoton alussa kyettävä ilmoittamaan asiakkaille, jotta he 

pystyvät laskemaan mikä määrä uudella menetelmällä saatua aktiivisuutta vastaa van-

halla menetelmällä saatua. Jatkossa aktiivisuus tullaan ilmoittamaan myös asiakkaille 

yksikössä PGX/g. 

9.2 Vertailunäyte 

Ennen kuin uusi kolorimetrinen analyysi voidaan ottaa vakituiseen käyttöön, menetel-

mälle on valittava vertailunäyte. Vertailunäyte otetaan mukaan jokaiseen sarjaan analy-

soitavien näytteiden kanssa, kun menetelmää suoritetaan. Vertailunäytteen aktiivisuus-

tuloksen avulla todennetaan, että analyysi on onnistunut ja näytteiden saadut aktiivisuus-

tulokset ovat oikealla tasolla. Vertailunäytteeksi valitaan jokin entsyymivalmiste tuo-

reesta tuotantoerästä, mitä muutoinkin analysoidaan kyseisellä menetelmällä. Ennen 

kuin valittu vertailunäyte voidaan ottaa vakituiseen käyttöön, se tarvitsee luotettavat ak-

tiivisuuksien viitearvot. [Vertailunäyte 2018.]  



27 

 

Vertailunäytteen aktiivisuustuloksista kerätään dataa sitä mukaa, kun analyysiä tällä het-

kellä tehdään. Kun mittaustuloksia on kerätty hyväksytysti vähintään 20 kappaletta, voi-

daan näytteelle laskea alustavat aktiivisuusrajat. Tämän jälkeen vertailunäyte asetetaan 

seurantaan ja seurantaa jatketaan edelleen. Kun dataa on kerätty tarpeeksi, voidaan 

laskea lopulliset viitearvot. [Vertailunäyte 2018.] Vertailunäyte valitaan yhdessä AB En-

zymesin kanssa, jotta tulevaisuudessa Roal Oy:n ja AB Enzymesin biokemian laborato-

rion välisiä tuloksia voidaan luotettavasti verrata toisiinsa ja mahdollisia poikkeamia on 

helppo seurata. 

9.3 Absorbanssit 

Validoinnin aikana havaittiin absorbanssien suurehkoa hajontaa. Ongelmaan ei validoin-

nin aikana löytynyt selkeää syytä, joten sen selvittämistä jatketaan vielä työn päättymi-

sen jälkeen yhdessä AB Enzymesin entsyymibiokemian tutkimus- & kehitysosaston 

kanssa. 

Menetelmää harkitaan myöhemmin siirrettäväksi pipetointirobotille, joka suorittaisi me-

netelmän haudevaiheen sekä näytteiden siirtämisen Eppendorf-putkiin ja mikrokyvettei-

hin. Tämän avulla voitaisiin tehokkaasti poistaa mahdollisia virhelähteitä ja absorbans-

sien hajontaa saataisiin mahdollisesti minimoitua. Alkuun menetelmä otetaan kuitenkin 

käyttöön käsin tehtäväksi, ja pipetointirobotille siirtämisestä keskustellaan myöhemmin. 

On myös keskusteltu siitä, että sentrifugointiaikaa nostettaisiin muutamalla minuutilla. 

9.4 Substraatti 

Validoinnin aikana testattiin Pectin-C-substraattiliuoksen säilyvyyttä. Koska kyseistä 

substraattia ei ole käytetty laboratoriossa aikaisemmin, sen säilyvyysominaisuuksia ei 

tiedetty. Kylmäsäilytyksessä (~ 8 °C) Pectin-C- substraatti säilyy stabiilina ja käyttökel-

poisena neljän päivän ajan. Validoinnin aikana haluttiin kuitenkin testata pakastamisen 

mahdollisuutta, jotta jatkossa uutta erää substraattiliuosta ei tarvitsisi valmistaa jokaista 

analyysikertaa kohti erikseen. Tämä nopeuttaisi analyysin aloittamista ja säästäisi aikaa. 
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Säilyvyystestiä varten substraattia säilytettiin pakkasessa noin kuukauden ajan. Testi 

suoritettiin entsyymivalmisteella 2. Näytettä punnittiin noin 0,25 g yhteen 25 ml:n mitta-

pulloon ja täytettiin merkkiin 0,1 M natriumasetaattipuskurilla. Tästä tehtiin kuusi rinnak-

kaista kumpaakin substraattia kohden. 

Määritys suoritettiin samassa sarjassa käyttäen sekä tuoretta että pakastettua substraat-

tia. Kummallakin substraatilla tehtiin omat kolmen pisteen standardisuorat, joita käytettiin 

myös tulosten laskennassa. Taulukkoon 6 on eritelty pakastetulla substraatilla saatujen 

rinnakkaisten aktiivisuustulokset, niiden keskiarvo, keskihajonta (2) sekä suhteellinen 

keskihajonta. 

Taulukko 6. Pakastetulla substraatilla saadut aktiivisuustulokset. 

LAIMENNOS ABS NOLLA EROTUS PGX/g 

150 0,325 0,017 0,308 729 

150 0,248 -0,003 0,251 595 

150 0,350 -0,003 0,353 835 

150 0,402 -0,002 0,404 955 AVE 800 

150 0,365 0,012 0,353 835 STD 123 

150 0,385 0,025 0,360 851 RSD% 15,4 

Taulukkoon 7 on koottu tuoreella substraatilla saadut tulokset. 

Taulukko 7. Tuoreella substraatilla saadut aktiivisuustulokset. 

Alustavasti voidaan todeta, että Pectin-C-substraattiliuos ei säily pakastuksessa näin pit-

kiä aikoja. Vertailemalla taulukoita 6 ja 7, voidaan havaita, että pakastettu substraatti 

antaa matalampaa tulosta ja suhteellinen keskihajonta on huomattavasti suurempi. 

LAIMENNOS ABS NOLLA EROTUS PGX/g 

150 0,413 0,004 0,409 906 

150 0,456 0,006 0,450 999 

150 0,458 0,003 0,455 1010 

150 0,437 -0,010 0,447 992 AVE 986 

150 0,439 -0,005 0,444 985 STD 41 

150 0,457 -0,004 0,461 1023 RSD% 4,2 
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Saaduista tuloksista tehtiin myös kaksisuuntainen t-testi, jossa varianssit oletettiin eri-

suuriksi. Saatu p-arvo (0,0129) oli pienempi kuin merkitsevyystaso 0,05, joten pakaste-

tulla ja tuoreella substraatilla saadut aktiivisuustulokset erosivat toisistaan tilastollisesti 

merkitsevästi luottamustasolla 95 %. Substraatin säilyvyydestä tarvitaan kuitenkin vielä 

lisää testejä, eikä tämän yhden mittauksen perusteella voida antaa lopullisia tuloksia. 

10 Yhteenveto 

Tämän työn tarkoituksena oli validoida ja lopulta ottaa käyttöön uusi kolorimetrinen pek-

tinaasiaktiivisuusmenetelmä vanhan viskosimetrisen menetelmän tilalle. Validoinnin ai-

kana testattiin uuden menetelmän toistettavuutta, uusittavuutta ja näille laskettiin mit-

tausepävarmuudet. Lisäksi menetelmälle laskettiin toteamis- ja määritysraja ja sen line-

aarisuus tarkistettiin. Validoinnin myötä vanha käytössä ollut Copenhagen X-2955- 

substraatti korvattiin uudella Pectin-C-valmisteella. 

Mittausten aikana seurattiin tiiviisti tulosten suhteellisia keskihajontoja. Kaikkien tulosten 

RSD% pysyi noin 10:ssä tai alle, joten validointia voitiin pitää onnistuneena ja tuloksia 

hyväksyttävinä. Menetelmä osoitti myös hyvää lineaarisuutta. Validoinnin aikana ilmeni 

kuitenkin suurehkoa hajontaa absorbansseissa, mikä aiheutti tulosten välille rinnakkai-

seroja. Tämä osaltaan vaikutti tuloksiin negatiivisesti ja lisäsi menetelmän mittausepä-

varmuutta. 

Absorbanssien hajontaan pyrittiin aktiivisesti löytämään ratkaisu jo validoinnin aikana 

mutta selkeitä ongelman aiheuttajia ei havaittu. Tästä syystä ongelman selvittämistä jat-

ketaan vielä työn päättymisen jälkeen yhdessä AB Enzymesin kanssa. Menetelmää har-

kitaan myös tulevaisuudessa siirrettäväksi pipetointirobotille, joka suorittaisi menetelmän 

haudevaiheen, sekä näytteiden siirtämisen Eppendorf-putkiin ja mikrokyvetteihin. Pipe-

tointirobotin käytöllä voisi olla myönteinen vaikutus absorbanssien hajontaan. 

Insinöörityö oli kokonaisuudessaan onnistunut ja tarjosi laajan perehtymisen entsyy-

miaktiivisuusmenetelmän validointiin ja käytännönläheiseen työskentelyyn. Tehdyn työn 

perusteella vanhasta menetelmästä voidaan luopua ja uusi menetelmä voidaan ottaa 

käyttöön Roal Oy:n laadunvalvontalaboratoriossa. 
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Ennen menetelmän käyttöönottoa analysoitaville entsyymivalmisteille tulee vielä määrit-

tää aktiivisuuskertoimet, jotta voidaan laskea, mikä määrä vanhalla menetelmällä saatua 

entsyymiaktiivisuutta vastaa uudella menetelmällä saatua. Lisäksi vertailunäyte valitaan 

ja virallinen menetelmäohje viimeistellään. Laboratoriohenkilökunnan perehdyttäminen 

uuden analyysin suorittamiseen aloitetaan mahdollisimman pian. Menetelmän virallinen 

käyttöönotto tapahtuu vuoden 2019 lopulla. 
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