~m o COMBAB
Education and Culture gk Learnlng

Lifelong learning programme
COMENIUS

MAIDON PROTEIININ MAARAN
SELVITTAMINEN (OSA 1)

Johdanto

Maito on tarkea eldinproteiinin lahde monille ihmisille. Maidon laatu ja sen sisaltamat
proteiinit riippuvat useista tekijoistd ja esimerkiksi meijereiden laadunvalvonta on
daarimmaisen tdrkeda, jotta arjen maitolasillinen pysyisi laadultaan hyvdana ja ihmiset
tyytyvaisind. Laadunvalvonnassa mm. kemialla on tarkea rooli.

Meijeri saa maitoa farmilta, jolla on havaittu sairaita lehmia. Jotta maidon laadusta voidaan
olla varmoja, tarkistetaan aluksi, ettd maidon proteiinien maara vastaa standardeja. Auta
meijerin vakea selvityksessa.

Kuinka paljon maidossa on proteiinia?

Taustaa

Havaitsemamme valkoinen valo on yhdistelma eri aallonpituuksia. Jokainen naista
aallonpituuksista nayttaa silmiimme erivariseltd. Alla olevassa taulukossa esitetaan
aallonpituudet ja niitd vastaavan valon vari.

Valon aallonpituus (nm) Valon vadri
380-435 violetti
436 - 490 sininen
491 - 560 vihred
561 -610 keltainen
611 -640 oranssi
641 -760 punainen

Kun valkoinen valo osuu esineeseen, osa valon aallonpituuksista imeytyy esineeseen
(absorptio), kun taas osa aallonpituuksista joko ldpéisee esineen tai heijastuu siita (reflektio).
Tama ilmid maarittelee esineen varin: ndemme ne aallonpituudet (varit), jotka esineesta
heijastuvat silmiimme.
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Yksi kemiassa kaytetty analyysimenetelmad, spektroskopia, perustuu tahan ilmioon.
Spektroskopiassa valon eri aallonpituuksia ohjataan kulkemaan varillisten aineiden lapi. Kun
valo lapaisee aineen, osa aallonpituuksista absorboituu ja osa ldpaisee aineen.

Spektrometri tarjoaa meille informaatiota miten eri aallonpituudet kayttaytyivat. Alla on
esimerkki spektrometrin tuottamasta kuvaajasta. Analysoitava aine oli nestemainen
elintarvikevari, jota oli laimennettu vedella.

Absorbance

400 500

Wavelength (nm)

Absorbanssi valon aallonpituuden funktiona. Kuva on tuotettu Vernierin spektrometrilla.

Kuvaaja kertoo meille kuinka eri aallonpituudet absorboituvat nesteessa. Ne aallonpituudet,
joiden kohdalla absorbanssi A on pieni, lapaisevat nesteen hyvin.

1. Minka varista elintarvikevaria ylla oleva spektri kuvaa?
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Piirra aiemman kuvaajan perusteella ennuste siitd, miltd vastaava absorbanssi vs.
aallonpituus -kuvaaja nayttaisi siniselle elintarvikevarille:

absorbanssi 4

>

aallonpituus (nm)

Kun olet piirtanyt ennusteen, testaa sita spektrometrin avulla. Tyoohjeen lopussa on ohje
spektrometrin kalibrointiin. Kalibroi spektrometri ennen kuin mittaat sinisen elintarvikevarin

spektrin.

Kalibroinnin jdlkeen, tayta % kyvetista sinisen elintarvikevarin vesiliuoksella. Laita kyvetti
spektrometriin ja aloita mittaus painamalla Collect. Odota ettd spektri tasaantuu ja pysayta

sitten mittaus.
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Piirra alapuolelle sinisen elintarvikevarin spektri, sen absorbanssi vs. aallonpituus -kuvaaja.
Vertaa saamaasi spektria tekemaasi ennusteeseen.

Absorbance

>

Wavelength (nm)

Spektrometrin kadytté kemiallisissa analyyseissa

Mitataksemme maidon proteiinipitoisuuden, meidan pitda varjata proteiinit. Tdma voidaan
tehda lisaamalla Biuret-reagenssia joka sisiltda Cu®™-ioneja. Kupari-ionit voivat muodostaa
komplekseja proteiinien kanssa yhdistymalla proteiinien peptidisidoksiin. Tama kompleksi
tekee liuoksen violetiksi. Ndin varin voimakkuus riippuu lineaarisesti proteiini kompleksien
konsentraatiosta.

Spektrometria voidaan kayttaa kompleksin konsentraation maarittamiseen. Menetelman
taustalla on periaate, etta mita voimakkaampi vari liuoksella on, sitd suuremman osan se
absorboi niista valon aallonpituuksista, joita se ei heijasta (sininen neste heijastaa siniset
aallonpituudet).

Tietyn aallonpituuden absorbanssi A voidaan ilmaista Beerin lain avulla:
A=E-b-c

Yhtalossa € on molaarinen absorbanssikerroin, joka riippuu seka aineesta etta
aallonpituudesta, b on matka, jonka valo kulkee tutkittavassa aineessa ja c on tutkittavan
liuoksen virillisen kompleksin konsentraatio.
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Tilanteen mallintaminen laboratoriossa

Kun tuntematonta maito naytettad kasittelee Biuret-reagenssilla, voidaan sen absorbanssi

selvittaa spektrometrilla. Nain valmistat naytteen:

Liséd 5 ml maitoa, jonka proteiinipitoisuus on tuntematon 200 ml mittapulloon, jossa on 25
ml Biuret-reagenssia. Tdytd merkkiin asti tislatulla vedelld.

Talloin saadun liuoksen vari riippuu sen ndytteen sisaltdman proteiinin maarasta. Vari on sita
syvempi, mitd enemman naytteessa oli proteiinia. Ylla esitetyn Beerin lain mukaisesti varin
vahvuus ja sen absorbanssi ovat lineaarisesti riippuvaisia proteiinikonsentraatiosta.

Mutta kuinka voisit maarittaa liuoksen proteiinipitoisuuden? Suunnitelkaa ryhmassa miten
madrittdisitte sairaan lehmdn tuottamasta maidosta ottaman ndytteenne
proteiinipitoisuuden.

4, Menetelméanne:
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Sources:

Homquist, D, Randall, J. and Volz, D, 2007, Chemistry with Vernier, Vernier Software &
Technology

Lohenoja, J, 2009, Spektrofotometrisia harjoitustoita,
http://www.helsinki.fi/kemma/data/kokeellisuus/spektrofotometrisia harjoitustoita.doc

Biology Study guide, http://www.brilliantbiologystudent.com/biuret test.html (visited
August 16, 2012).

Spektrometrin kalibrointi

Kayta alla olevia ohjeita spektrometrin kalibrointiin. [lahde:
http://www.vernier.com/files/manuals/svis-pl.pdf, ohjeet toimivat Vernierin
spektrometreille.]

1. Valitse Calibrate — Spektrometer Experiment -valikosta. Odota ettda spektrometri
[ampenee.

2. Tayta % kyvettia tislatulla vedelld ja aseta kyvetti spektrometriin.

Seuraa spektrometrin ohjeita viimeistellaksesi kalibroinnin ja paina sen jalkeen OK.

* X %
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