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Kopigie noradijumi
Laboratorijas halatam jabut mugura visu laiku, kameér esi laboratorija!

Est un dzert laboratorija ir stingri aizliegts! Pasaki laborantam, ja vélies iziet padzerties vai uz

tualeti!

Neskaties tiesi lazerstara laika, kad darbojies ar lazeru!

Velc cimdus un izmanto aizsargbrilles, kad darbojies ar kimikalijam.

Ja kada ierice vai trauks ir saplisis vai nedarbojas, paltdz laborantam to nomaintt. Izlijusi sSkidumi u.c.

atkritumi ir jasatira pasam.

Lddzu, esi dabai draudzigs un izmet atkritumus tiem paredzétajos konteineros - papirs, plastmasa,

metals, stikls un skidrumi.
Visi papiri, ko izmanto, ari melnraksti ir jaatstaj uz galda laboratorijas darba beigas.
Vérteti tiks tikai tie rezultati, kurus jis busiet ierakstijusi dzeltenajas lapas vai Excel failos.

Visus failus ar saviem datiem saglabajiet uz datora desktopa (darbvirsmas)!

Laboratorijas darbs sastav no trim dalam, kuras var pildit atseviski vai komanda. Uzdevumu lapu 2.,
12. un 14. lappuses ir vienadas.
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Milk day

UZDEVUMS A.1 Tauki piena

Pienu var aprakstit ka koloidu skidumu, kas satur olbaltumvielas (proteinus), taukus un

oglhidratus (cukurus, parsvara laktozi). Sodien tavs uzdevums ir veikt pétijumus par $im

piena sastavdalam, izmantojot fizikas, kimijas un biologijas metodes. Tavu darbu laboratorija

sponsoré firma cowBOOM. cowBOOM veélas razot vairakus specializétus piena produktus.

Tavi pétijumi palidzés firmai izlemt vai piena paraugi ir pieméroti Siem meéerkiem.

Kopejie piederumi:
e dators
e pildspalvas
® 2 noturigie markieri
e 2 zimuli (mehaniskais zimulis ir domats uzdevumam A.1)
e lineals
e Skéres
® T1sas un garas pincetes
e [|imlapinas
o pulkstenis
e kalkulators
e destilets Gdens (500 mL straklené)
® aizsargbrilles
® papira salvetes
® miskaste papiriem (zila uzlime)
® miskaste plastmasai (dzeltena uzlime)
® miskaste stikliem (zala uzlime)
e miskaste Skidriem atkritumiem (dzeltenais trauks)
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UZDEVUMS A.1 Tauki piena

Piens ir gan dabiska koloidala tauku globulu emulsija, gan hidrokoloidala suspensija, ko

_____

ietver membrana, kas attur atseviskas globulas no savieno$anas kopa. So dalinu tilpuma
dala, saturs un izmérs ievérojami ietekmé piena produktu 1pasibas.

Attéls 1.1. Tauku globulas (a) un kazeina micellas (b) piena.

Piena tauku globulu (stku tauku pilieninu) izmérs varié robezas no 1 lidz 15 pum, atkariba no
govs Skirnes un gadalaika. Komercialais piens parasti ir homogenizéts — dabiska piena tauku
globulas ir mehaniski sadalitas mazakos pilienos, lai tas nebltu spéjigas uzpeldét virspuse,
veidojot kréjuma slani.

Kad gaisma iet caur pienu, to izkliedé piena tauku globulas un kazeina micellas atstaro$anas
un difrakcijas cela. Izkliede samazina piena caurspidibu un vajina gaismu, kas iet caur piena
slantti.

Saja uzdevuma daZadi gaismas izkliedes efekti tiek izmantoti, lai pétitu mikroskopisko dalinu
izméru un koncentraciju.
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Paraugi:

standarta stikla mikro-lodites stobrina, apzimétas ar “Glass” (“Stikls”)
piena paraugi stobrinos “K”, “L”, “M” un “N”.
stobrini satur pienu ar dazadam ipastbam (nejausa seciba):
dabisks (nehomogenizéts) piens ar 3,7% tauku saturu,
homogenizéts piens ar 3,7% tauku saturu,
dabisks (nehomogenizéts) piens ar 2,0% tauku saturu,
homogenizéts piens ar 2,0% tauku saturu,

NepiecieSsama aprikojuma saraksts

optiskais stativs ar zalas gaismas lazeru (vilna garums A=532 nm), parauga turétajs un
ekrans

14 priekSmetstiklini

automatiska pipete un pipetes uzgali

4 papira saspraudes

papirs (papira lapa, no ka izgriezt papira gabalinus)

testa objekts (papira lapa ar drukatu tekstu)

UZDEVUMS A.1.1 Dalinu izméra novértésana, izmantojot gaismas difrakciju

A.1.1.1 Mikroskopisku stikla lodiSu izméra novértésana

Saja uzdevuma Tu novértési standarta stikla lodi$u izméru, novérojot to radito difrakcijas

ainu uz ekrana. Kad lazera starojums iet cauri vielai, kas satur mazas dalinas, un krit uz

ekrana, veidojas attéls, ko veido spilgts centralais punkts, ko ietver koncentriski rinkveida

gredzeni (attéls 1.2).

Attéls 1.2. Gaismas difrakcija no monoizkliedétam (vienada izméra) loditém. Attalumi no

centra lidz pirmajam un otrajam minimumam ir apziméti ar, atbilstosi, x; un x,.
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Izkliedetas gaismas lenkiskais sadalijums uz ekrana ir atkarigs no parauga esoSo dalinu
izméra. Maziem difrakcijas lenkiem, sférisku dalinu diametrs D var tikt novértéts no to radita
difrakcijas attéla, izmantojot formulu

D=k;AL/x;, (Formula 1.1)

kur A ir lazera vilna garums, L ir attalums no objekta Iidz difrakcijas attélam (uz ekrana) un x;
ir attalums (uz ekrana) no difrakcijas attéla centra lidz difrakcijas minimumam. Koeficients k
ir atskirigs katram difrakcijas minimumam: pirmajam difrakcijas minimumam k; vértiba ir
1,22 (pirmais tumsais gredzens no centra) un otrajam difrakcijas minimumam k, vértiba ir
2,23.

Eksperimentala gaita:

1. Novieto zalas gaismas lazeru, parauga turétaju un ekranu uz optiska stativa.
Skatoties péc stativa lineala, aptuvenas sakuma pozicijas lazera apertirai (vietai, kur
gaisma iznak no lazera) vajadzétu bit uz 40 cm atzimes, paraugam uz 48 cm atzimes
un ekranam uz 80 cm atzimes.

2. Sagatavo paraugu, uzliekot stikla mikrolodiSu pulveri no stobrina ar atzimi “Glass” uz
mikroskopa priekSmetstiklina centra. Novieto otru priekSmetstiklinu uz pirma un
saspied stiklinus kopa, izmantojot papira saspraudes.

3. levieto sagatavoto paraugu parauga turétaja.
lesledz zalas gaismas lazeru. Parliecinies, ka gaisma iet cauri paraugam un krit uz
ekrana.

5. Parvieto lazeru un ekranu attieciba vienu pret otru, lai iegltu péc iespéjas skaidraku
difrakcijas maksimumu un minimumu. Ja nepiecieSams, izmanto papira lapu ka
aizsegu énas radisanai, lai uzlabotu noverosanas apstak|us!

6. Ja lazera gaisma ir parak vaja, lai novérotu jebkadu difrakcijas ainu uz ekrana,
laboratorijas asistents var sagadat jaunu bateriju vai nomainit lazeru (punkti netiks
atnemti).

A.1.1.1.1 Novéro difrakcijas ainu uz ekrana. Uzskicé aptuveno grafiku, atteélojot gaismas
intensitati I atkariba no novirzes x no ainas centra. Papildus, atzimeé grafika novérotaja
difrakcijas aina redzamos attalumus difrakcijas minimumam un maksimumam x; un x,.

A.1.1.1.2 Noméri (3 reizes) attalumu no lazera stara centra lidz pirmajam un lidz otrajam
difrakcijas minimumam. Precizakiem mérijumiem, nomeéri diametru gredzeniem, kas atbilst
pirmajam un otrajam minimumam un rezultatu dali ar divi. Nomeéri ari attalumu L no
parauga lidz ekranam. (Katru reizi Tu vari mainit lazera, parauga un ekrana pozicijas, lai
iegltu labako difrakcijas ainu. Tu pats vari izvéléties, kura ekrana pusé Tu meérisi difrakcijas
maksimuma un minimuma pozicijas). leraksti rezultatus tabula!

I1ZSLEDZ LAZERU, kad Tu to nelieto!
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A.1.1.1.3 Apreékini stikla lodiSu diametrus (izmantojot formulu 1.1), kas atbilst tris
meérijumiem no pirmajiem un otrajiem difrakcijas minimumiem, kopa sesi rezultati.

A.1.1.1.4 Aprekini vidéjo diametru stikla loditem.
A.1.1.2 Piena dalinu aptuvena izméra novértésana

Atskiriba no stikla loditem, plans piena slanis neizkliedé gaismu tada veida, lai veidotos
skaidri difrakcijas gredzeni, jo visas piena tauku globulas nav vienadu izméru. Izkliedétas
gaismas intensitate uz ekrana vienmérigi samazinasies, palielinoties attalumam no lazera
stara centra.
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Izkliedes lenkis, °

Attéls 1.3. Piemeérs izkliedétas gaismas intensitates lenkiskajam sadalijumam dalinam ar
dazadiem diametriem D.

Tai pat laika, izgaismota laukuma platums un lenkiska izmaina gaismas intensitatei ir
atkariga no tauku globulu diametra piena (skatit attélu 1.3 simulétam sadalijumam).

Eksperimentala gaita:

1. Ka tiks aprakstits solos 2. — 5., sagatavo paraugu no stobrina “K”, kas ir naturals
nehomogenizéts piens ar 3,7% tauku saturu.

2. Maigi apgriez stobrinu kajam gaisa, lai samaisitu pienu. Izmanto automatisko pipeti,
lai iepilinatu 10 pL piena no stobrina “K” uz mérstiklina, ko apzimeé ar “K”.

3. lIzmanto papira gabalinus, lai pieregulétu piena slana biezumu starp
priekSmetstikliniem. Izgriez piemérotus papira gabalinus un novieto tos abas pusés
piena pilienam.

4. Apklaj priekSmetstiklinu ar citu priekSmetstiklinu, apzimétu ar “K”.

5. Uzmanigi saspied kopa priekSmetstiklinus, izmantojot divas papira saspraudes.



EUSO : EUSO 2016 : 14th EUSO in Estonia (Tartu) from 7 to 14 May, 2016

6. Parkarto eksperimentalo iekartu: uz optiska stativa novieto parauga turétaju un
ekranu péc iesp€jas tuvak vienu otram.

7. levieto sagatavoto piena paraugu parauga turétaja.

8. lesledz zalas gaismas lazeru. Parliecinies, ka gaisma iet caur paraugu un krit uz
ekrana. Parvieto lazeru un parauga turétaju ta, lai iegutu labi novérojamu izgaismotu
izkliedétas gaismas laukumu uz ekrana (Tu pats vari izvéléties, kura ekrana pusé
noverosi un merisi izgaismoto laukumu. lzmanto papira lapu €nas radisanai, ja
nepiecieSams)

A.1.1.2.1 Uz ekrana novéro izgaismoto laukumu. Uzskicé aptuveno grafiku gaismas
intensitates I atkaribai no novirzes x no stara ass. Atzimé attalumu x,,,;;; (mérisi A.1.1.2.2.)
grafika.

A.1.1.2.2 Nosaki aptuveno attalumu x,,;;, no stara ass lidz izgaismota laukuma malai (puse
no platuma visam izgaismotajam laukumam). Lai to paveiktu, izméri izgaismota laukuma
platumu un izdali ieguto rezultatu ar divi. lzméri ari attalumu L,,;;,no parauga lidz ekranam.
IZSLEDZ LAZERU!

A.1.1.2.3 Noveérté aptuveno piena tauku globulu izméru. Izmanto parametrus, ko ieguvi no
uzdevuma A.1.1.2.2,, lai aprékinatu piena tauku globulu diametru D,,;;; no formulas 1.1.
Izmanto k, = 2,23 un x, = Xk

A.1.2 Piena raksturosana no caurspidibas novérojumiem

Saja uzdevuma Tu salidzinasi éetrus piena paraugus (K, L, M un N aprakstiti uzdevuma A.1.
sakuma), lai identificétu to specifiskas 1pasibas.

Kad skaties uz kadu objektu (piem. drukatu tekstu) caur planu piena slaniti, objekts izliekas
mazak ass un mazak redzams. Gaisma, kas tiek atstarota no objekta, izkliedéjas pret piena
tauku globulam tas cela caur pienu. Izkliedéta gaisma paradas ka migla, padarot neskaidru
novérojamo objektu, pieméram, samazinot ta redzamibu. Piena slana caurspidiba
samazinas, kad palielinas izkliede taja.

Gaismas kvants tiek izkliedéts, kad tas trapa tauku globulai ar skérsgriezuma laukumu
S = mD?/4, kur D ir globulas diametrs. Izkliedes limenis plana piena slaniti ar biezumu z ir
atkarigs no piena tauku satura y (tauku globulu tilpuma dala) un vidéjais izmérs (diametrs D)
tauku globulam. Kad plans piena slanitis ir izgaismots ar gaismu, kuras intensitate ir I, tad
izkliedetas gaismas intensitati I var aprakstit ar formulu

I ~Ilyyz/D (Formula 1.2)

A.1.2.1 Noskaidro teoreétiski, kurS no cetriem tabula 1.1 aprakstitajiem piena paraugiem
raditu spécigako, un kur§ — vajako izkliedi. Paraugi ietver homogenizétu un dabisku
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(nehomogenizetu) pienu (ievérojot, ka Dpomog < Daapisks) ar diviem daZadiem tauku
saturiem ( ievérojot, ka y; < y3).

Tabula 1.1.Piena paraugu 1-4 raksturlielumi.

Paraugs | Globulasizmeérs Tauku saturs
1 Dhom "1
2 Dpom V2
3 Dyat "1
4 Dnat V2

Eksperimentala gaita:

1. Panem 8 priekSmetstiklinus un apzime stiklinu parus ar markieri ar K, L, M, un N.
Novieto Cetrus priekSmetstiklinus blakus citu citam uz papira lapas ar drukato tekstu
(testa objekts).

3. Sagatavo piena paraugus K, L, M un N ka aprakstits stobrinam “K” solos 1.-5.
eksperimentalaja gaita uzdevuma A.1.1.2.

4. Salidzini redzamibu drukatajam tekstam, skatoties caur paraugiem K, L, M, un N.

A.1.2.2 Noveéro tekstu caur piena slaniem un nosaki, kuri divi pieméri izrada visspécigako un
vajako izkliedi (attiecigi, sliktako un labako redzamibu). Identificé divu izvéléto paraugu
Tpasibas, nemot véra paraugu aprakstu A.1. uzdevuma sakuma un rezultatus no uzdevuma
A.1.2.1.

A.1.2.3 Izveido kopsavilkumu paraugu identificésanai tabula. Izlem, ka katrs no paraugiem K,
L, M un N ir ticis apstradats un kads ir to tauku saturs. Nem véra savas ieprieks iegitas
atbildes un noderigo informaciju, kas dota teksta.

UZDEVUMS A.1.3 Tauku globulu izméra novértésana izmantojot gaismas

-----

Uzdevuma A.1.2. Tu pétiji izkliedétu gaismu no plana piena slanisa. Saja uzdevuma Tu mérisi
gaismas dalu, kas var iziet caur biezu udens slani, kas satur nelielu piena daudzumu. Tira

8
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udent gaismas stari var brivi parvietoties pa taisnu trajektoriju. Ja Gdenim tiek pievienots
piens, tauku globulas nonak gaismas staru cela un novirza to kustibu no originala taisna cela.
Jo garaks ir cel$, ko gaismai ir javeic caur vidi, kas satur dalinas, jo augstaka varbutiba, ka
gaismas stars sadursies ar dalinu. Gaismas dala, kas tiek brivi laista cauri videi, var tikt
aprakstita ar Béra-Lamberta likumu:

I = I,eN5Z, (Formula 1.3)

kur I ir caurlaistas gaismas intensitate, I, ir kritosas gaismas intensitate, N ir dajinu skaits uz
tilpuma vienibu, z ir slana biezums un S ir Skérsgriezuma laukums vienai dalinai. Pienemot,
ka visas tauku globulas piena ir ar vienadiem diametriem D, katra no tam darbojas ka
sferisks skérslis ar Skérsgriezuma laukumu

S =nD?/4 (Formula 1.4)

gaismas cela.

-----

fiksetu biezumu, ko sakotnéji piepildisi ar tiru Gdeni. Piena pievieno$ana rada palielinajumu
dalinu skaita (tauku globulas), kas noved pie caurlaistas gaismas intensitates samazinasanas.

_____

lai noteiktu parametrus, kas nepiecieSami tauku globulu izméra aprékinasanai.

Tu izmantosi luksmetru (Lux meter) lai kvantificétu lazera stara intensitati staram, kas izgajis
caur vidi, kas satur tauku globulas. Ta¢u gaisma no fona vides (pieméram, saules gaisma, kas
spid no logiem un telpas apgaismojums) ietekmé luksmetra radijumus. Lai iegltu intensitati,
kas atbilst tikai lazera staram, Tev vajadzés atnemt mérijumu, kas atbildis fona gaismai.
Precizas instrukcijas veicamajai procedirai ir dotas talaka teksta.

Piederumi un materiali:

e sarkanas gaismas lazers stativa

e dens konteiners (50 mL graduéta pudele ar zilu korkiti)
luksmetrs stativa

e automatiska pipete un pipetes uzgali

e piena paraugs stobrina apziméeta ar K

e Excel fails “Milk A.1.3 Latvia Team A/B.xslx” uz darba virsmas (desktop) Tavas
komandas portativajam datoram

Eksperimentala gaita:

1. Novieto sarkanas gaismas lazeru, idens konteineru un luksmetru uz sava galda ta, lai
lazera stars iet caur tUdens konteineru pa celam uz luksmetra sensoru. Svarigi:
novieto Udens konteineru ta, lai lazerstars taja ieiet perpendikulari sanu virsmai.
Novieto tGdens konteineru aptuveni 20 — 40 cm attaluma no luksmetra.
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lespraud sarkano lazeru datora USB pieslégumvieta. leslédz datoru. Pielago lazera
novietojumu ta, lai gaismas stars butu aptuveni horizontals.

Parliecinies, ka lazerstars ir fokuséts (lazera punkts ir péc iespéjas mazs) uz luksmetra
sensora un ka tas ieiet sensora caur cauruminu sensora prieksa. Ja nepiecieSams,
pielago lecu, kas atrodas lazera prieksa, pagrieZzot ta korkiti.

lesledz luksmetru. Veic merijumu atbilstoSaja luksmetra meérdiapazona, pieméram,
“2000” vai “20000”.

Piepildi Gdens konteineru ar destiletu ddeni lidz 50 mL atzimei. Piefikse, ka Gdens
slana biezums z =25 mm.

Svarigi: IzSkiroSs faktors ir tas, ka péc gaismas sensora un lazera novietosanas, to
atrasanas vietas paliek fiksétas visu atlikuSo eksperimentu. Ja Tu netisam izkustini
lazeru vai sensoru, ieteicams mérijumus veikt no jauna (sakot ar tiru Gdeni).

A.1.3.1 Nomeéri un pieraksi Excel faila gaismas intensitates un kopéjo piena tilpumu tdent

katra soli sava eksperimenta gaita ka aprakstits solos 8-12. Pieraksti ari udens tilpumu V.

7.

10.

11.

Nomeéri radijumu I, no luksmetra, kas atbilst caurlaistas gaismas intensitatei tiram
adenim. (Sis radijums sevi ietver ari fona vides dalu). Pieraksti nomérito vértibu I,
sava Excel faila tabula. Datorprobléemu gadijuma (kibeles ar programmatiiru,
iztrakstosi faili utt), paliidz laboratorijas asistenta palidzibu (punkti netiks
nonemti).

Nomeéri radijumu B,, atbilstoSu gaismas intensitatei, kas nak no fona vides. Lai veiktu
$o mérijumu, aizsedz lazera staru ar roku, nomeéri radijjumu no luksmetra un pieraksti
vértibu B, sava Excel faila.

Izmantojot automatisko pipeti ar uzgali, paném daju no piena ar tilpumu V; = 20uL
no stobrina ar atzimi “K”. Pievieno pienu Udenim un samaisi Skidumu, aizverot
konteineru un paris reizes to apgriezot.

Noliec konteineru atpakal ta sakuma pozicija. Noméri un pieraksti (Excel faila)
radijumu I; no luksmetra, kad lazera stars iet caur konteineru. Aizsedz lazera staru
un pieraksti (Excel faila) radijumu B;, kas atbilst fona gaismai.

Atkarto proceduru, katru reizi pievienojot 20uL piena konteinera. Péc katras porcijas
pievienoSanas, samaisi Skidumu, pieraksti kopigo pievienota piena tilpumu V;,
luksmetra radijumu I; un luksmetra radijumu B; Excel faila. Atkarto Sadu procediru
[idz bridim, kad ir pievienoti 10 pilieni piena vai lidz bridim, kad lasijums [; ir tuvs
fona gaismai atbilstoSajam radijumam B;.

A.1.3.2 Katram datu punktam aprekini tilpuma koncentraciju C; pienam Gdent un relativo

caurlaidibas koeficientu a; = (I; — B;) /(I — By). Veic aprékinus Excel faila.

A.1.3.3 Uzzimé grafiku ar relativa caurlaidibas koeficienta naturallogaritmu In a; atkariba no

piena koncentracijas deni C; (Excel faila).

10
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A.1.3.4 Uzzimé aproksimacijas taisni (trendline), kas raksturo Tavus datus ka linearu
attiectbu In @ = —fC Excel faila. Atrodi koeficienta 8 skaitlisko vertibu. Uzraksti § vértibas
moduli Atbilzu lapa.

A.1.3.5 Piena paraugs, kas apziméts ar “K” satur noteiktu tilpuma dalu ar tauku globulam
(kopéjais tauku tilpums viena tilpuma vieniba piena) - y = 0.037. lzved formulu skaita
blivumam N, tauku globulam piena (tauku dalinu skaits viena tilpuma vieniba, Sl sistémas
vienibas 1/m3 izsakot to ar lielumiem D ka globulu diametrs un y.

A.1.3.6 lzved formulu skaita blivumam N tauku globulam piena un Gdens maisijumam,
izsakot to ar lielumiem C (piena koncentracija Gden1) un D (vienas tauku globulas diametrs),
uny

A.1.3.7 lzved formulu diametra D aprékinasanai tauku globulam Tava piena parauga un
aprékini skaitlisko vertibu lielumam D. Padoms: nem véra, ka panemot logaritmu no Béra-
Lamberta likuma I = I,e~N5? (apskatits ievada uzdevumam A.1.3.), més iegistam linearu

- I . - - . .
sakaribu Ina = lnI— = — NSz starp logaritmu no caurlaidibas koeficienta un dalinu skaita

o

blivuma (tauku globulam). Izmanto savus eksperimentalos rezultatus, lai aprékinatu
skaitlisko vertibu tauku globulu diametram.
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Milk day

Uzdevums A.2 Siera razosana un proteinu
saturs

Pienu var aprakstit ka koloidu $kidumu, kas satur olbaltumvielas (proteinus), taukus un
oglhidratus (cukurus, parsvara laktozi). Sodien tavs uzdevums ir veikt pétijumus par $im
piena sastavdalam, izmantojot fizikas, kimijas un biologijas metodes. Tavu darbu laboratorija
sponsoré firma cowBOOM. cowBOOM vélas razot vairakus specializétus piena produktus.
Tavi pétijumi palidzés firmai izlemt vai piena paraugi ir pieméroti Siem méerkiem.

Kopéjie piederumi:
e dators
e pildspalvas
e 2 noturigie markieri
e 2 zimuli (mehaniskais zimulis ir domats uzdevumam A.1)
e lineals
e Skeéres
® 1sas un garas pincetes
e [imlapinas
o pulkstenis
e kalkulators
e destiléts Gdens (500 mL striklené)
® aizsargbrilles
® papira salvetes
® miskaste papiriem (zila uzlime)
e miskaste plastmasai (dzeltena uzlime)
® miskaste stikliem (zala uzlime)
® miskaste skidriem atkritumiem (dzeltenais trauks)

12
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Uzdevums A.2 Siera razosana un proteinu
saturs

Sieru raZo no piena tam pievienojot Tpasas baktérijas, enzimu - reninu un Ca2+jonus. Siera
razo$ana ir vairaki soli - paskabinasana, koagulacija, atideno$ana un nobriedina$ana. Sodien
tu gUsi ieskatu So soju biokimiskajos un biofizikalajos pamatos.

Saja uzdevuma tev bis jagatavo siers. Lai to izdaritu, bez piena ir nepiecieams CaCl,
Skidums, olbaltumvielas SkeloSu enzimu maisijums, ko sauc par reninu, ka ari noteiktu
baktériju maisijums, ko sauc par starta kultlru. Baktérijas razo pienskabi, kas pazemina
piena pH lidz 5,0 - 6,0. Pie § pH piena olbaltumvielas - kazeini - sk veidot agregatus. Sis pH
ir optimals renina darbibai. Renins sak Skelt olbaltumvielas, kas veicina to agregaciju un
nogulSnu (biezpiena) veidoSanos. Kalcija jonus pievieno, lai vél vairak veicinatu nogulSnu
veidoSanos, jo tas neitralizé elektrostatisko atgrusanos starp olbaltumvielu agregatiem un
veidojas blivakas nogulsnes. Tev ir visas siera razoSanai nepiecieSamas izejvielas. CaCl,,
renins un baktérijas ir apziméetas ka substance A, B, un C (nejausa seciba) un tavs uzdevums
ir noteikt ka apziméta katra izejviela.

Uzdevums A.2.1 Siera razosana

NepiecieSsamo piederumu saraksts:

e piens 300 mL plastmasas pudelé (ar atzimi MILK)
substance A (20 mg centrifligas stobrina; 3 stobrini)
substance B (3 mg centrifiigas stobrina; 3 stobrini)
substance C (20 uL centrifligas stobrina; 3 stobrini)
8 50 mL stobrini
stobrinu stativs
12 plastmasas pipetes
4 plastmasas Petri plates
250 mL varglaze
plastmasas piltuve (balta)

4 filtreSanas audumi (caurspidiga maisina)

Trauks ar siltu Gdeni (Gdens vanna), paltdz laborantam péc tam, kad esi veicis 1.—4.
soli
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Darba gaita:

1.

Samaisi pienu pudelé ta, lai sajauktu iespéjamos slanus taja. Uzmanies, nesakrati
pienu t3, lai veidotos putas.
lelej aptuveni 50 mL piena 4 50 mL stobros. Apzimé stobrinus ka I, II, lll, and IV.
Izskidini substanci A (stobrina ir iesvérti 20 mg) 1 mL destiléta Gdens (Gdeni vari ieliet
250 ml varglazé, ddeni noméri izmantojot plastmasas pipeti). Pievieno iegito
Skidumu 50 mL stobrina, ko esi apziméjis ar |
a. Atkarto So darbibu ar stobriniem Il un Il (katru reizi no jauna izskidini
substanci A)
Izmantojot jaunu plastmasas pipeti, panem aptuveni 1 mL no stobrina | un iepilini to
centrifigas stobrina, kura atrodas substance B (jau iesvérti 3 mg). Izskidini substanci
un ielej to atpakal stobrina |
a. Atkarto So darbibu ar stobriniem Il un IV (katru reizi no jauna izskidini
substanci B)
Sajauc stobrinus tos vairakas reizes apvérSot (stobriniem jabat aizskrivétiem) un
ieliec tos silta Gdens vanna uz 30 minatém (silta Gdens trauku palidz laborantam).
Kameér paraugi inkubéjas, atbildi uz teorétiskajiem jautajumiem.

A.2.1.1 Kurai piena sastavdalai ir mazaks blivums - saldajam kréjumam vai vajpienam?

Kapéec?
1.

o vk~ wN

saldajam kréjumam, jo tam ir lielaks tauku saturs
vajpienam, jo tam ir mazaks tauku saturs

saldajam krejumam, jo tam ir lielaks olbaltumvielu saturs
vajpienam, jo tam ir mazaks olbaltumvielu saturs
saldajam krajumam, jo tam ir lielaks cukuru daudzums
vajpienam, jo tam ir zemaks cukuru daudzums

A.2.1.2 Pienotavas pienu ar centrifugu sadala divas frakcijas péc to blivuma - vajpiena un

saldaja kréjuma. Tauku saturu Sajas frakcijas ir iespéjams noteikt ar infrasarkano

spektroskopiju vai citam metodém.

cowBOOM firmas pienotava sanéma 200,0 L piena ar tauku saturu 4,1 %. Sieru razo no

piena ar tauku saturu 2,9%. Pienotava ir seperators (centrifiga), kas spé&j noskirt saldo

kréjumu ar 20% tauku saturu un pienu ar standarta 2,9% tauku. Cik litru salda kréjuma un

standarta piena jus varat ieglt no atvesta piena? Aprékinos nenem véra nelielas blivumu

atskiribas starp piena frakcijam.

Turpini siera razosanu!
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6. lzmanto jaunu plastmasas pipeti un izkidini substanci C (stobrina jau ir iesvérti 20
mg) tapat ka tu izSkidinaji substanci A (sk. 3. punktu) Pievieno substanci C |
stobrinam

a. Atkarto So darbibu ar stobriniem lll un IV (katru reizi no jauna izskidini
substanci C)

7. Samaisi stobru saturu apvérsot stobrus vairakas reizes un inkubé visus stobrinus 30
minutes tdens vanna

8. lzmantojot filtréSanu, atdali sSkidrumu (stkalas) no nogulsném (biezpiena). Lai
izfiltrétu ieglto masu, ieklaj tira piltuve filtréjamo audumu un ievieto piltuvi tira 50
mL centriflgas stobrina. Lai paatrinatu filtréSanos, vari pamaisit ar lapstinu. Katram
paraugam izmanto savu centrifligas stobrinu. lzmazga un nozave piltuvi un lapstinu
starp filtrésanas reizém. leglitas nogulsnes ieliec Petri platés. Nomarké stobrinus ar
sukalam ka Whey I, Whey Il utt., nemot véra no kura stobra ta ir nakusas, Tapat
nomarkeé ieglto biezpienu, uzrakstot Curd I, Curd Il utt uz Petri platem. Saglaba Sos
paraugus, jo tos tev vajadzés uzdevuma A2.2.

A.2.1.3.1 Aizpildi tabulu atbilZu lapa, kas apraksta biezpiena veidosanos

A.2.1.3.2 Kura Petri platé ir viskrémigakais, visskidrakais biezpiens? Uzraksti atbilstoSo
parauga numuru atbilzu lapa. Nenem véra paraugus, kuros biezpiens neveidojas vispar

A.2.1.4 Pamatojoties uz taviem novérojumiem un A3 uzdevuma rezultatiem (tos ieguva tavs
komandas biedrs), nosaki kada ir katras nezinamas substances loma. lIzvélies no
piedavatajiem variantiem:

1. ierosina biezpiena veidoSanos

2. uzlabo biezpiena veidoSanos

3. patere laktozi
A.2.1.5 Pamatojoties uz ievada tekstu un A.2.1.4. uzdevuma 1. - 3. atbildi, nosaki, kas ir
substances A, B un C.

1. CaC|2
2. renins
3. startera bakteérijas

Uzdevums A.2.2. Kopéja olbaltumvielu daudzuma noteikSana ar Bredforda
reagentu

Siera taisiSanas procesa laika tu pamaniji, ka veidojas divas frakcijas - stkalas un biezpiens.
Biezpiens izgulsnéjas, jo piena esosais kazeins péc saskarsmes ar enzimu maisijumu - reninu,
salip lielos sakopojumos - agregatos. Ka renins izmaina kazeinu tiks apspriests zemak.
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Olbaltumvielu agregatu veidoSanos var panakt ari, ja stipri paskabina pienu. Zema vides pH

kazeins salip agregatos.

Piena koaguldcija ar ta paskabinasanu

NepiecieSsamo piederumu saraksts:

° piens, Whey | un Curd | (tas pats,kas uzdevuma A.2.1)

° 1 M HCI (0.5 mL centriflgas stobrina)

° 2 plastmasas pipetes

° 3 gab. 15mL stobrini

° filtrpapirs (caurspidigaja maisina)

° Petri plate

° Excel fails “Milk A.2.2 Latvia Team A/B.xIsx” uz jisu komandas datora desktopa

Darba gaita:

1. Parliecinies, ka esi uzvilcis halatu, aizsargbrilles un cimdus.

2. Izmantojot plastmasas pipeti, ielej 10 mL piena tira 15 mL stobrina. Nomarké
stobrinu ka paskabinatais piens.

3. Izmanto tiru plastmasas pipeti un uzmanigi parnes 0,5 mL 1M HCI stobrina ar
pienu. Aizver stobrinu un samaisi to apvérsot vairakas reizes.

4. Atdali skidrumu no nogulsném, izfiltréjot ieglto Skidrumu tira 15 mL stobrina
(izmanto filtrpapiru!). Kamér Skidrums filtréjas, vari risinat teorétiskos
uzdevumus. Kad lielaka daja no skidruma ir izfiltréta (tev nav jagaida, kamér cauri
filtrpapiram izstksies viss Skidrums) nomarkeé stobrinu ar izfiltreto Skidrumu ka
HLIQ”

5. Parnes nofiltréetas nogulsnes Petri platé un nomarké tas ka "SOL."

Bredforda reagentu izmanto, lai spektroskopiski noteiktu kopéjo olbaltumvielu saturu
skiduma. Lai to paveiktu, sajauc méramo paraugu ar Bredforda Skidumu un méra gaismas
absorbciju redzamaja gaisma. Atkariba no sSkiduma pH, Bredforda reagenta esosa krasviela
Kumast briljantzilais var bat tris formas - katjonu (sarkana), neitrala (zala) un anjonu (zila).
Zema pH 31 krasviela ir piesaistijusi protonus un ir tas sarkanaja forma (Amax = 470 nm). Bet,
ja Skiduma ir olbaltumvielas, tad hidrofobu un jonu mijiedarbibu del, krasviela saistas pie
olbaltumvielam, atdod tam protonus un parvérias stabila zilaja forma (Amax = 595 nm). Sos
olbaltumvielas - krasvielas kompleksus var nomeérit pie 595 nm ar spektrofotometru vai
daudzlaucinu platiSu lasitaju.

Lai meérijums batu precizs, veido kalibracijas likni. Kalibracijas likni veido izmantojot
Skidumus ar zinamu olbaltumvielu saturu. Kalibracijas liknes veidoSanai izmanto saméra
|étus un tirus proteinu Skidumus, tu izmantosi BSA (liellopa seruma albuminu)
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A.2.2.1 Attela zemak vari redzét tris absorbcijas liknes. Viena ir no parauga bez

olbaltumvielam, viena no parauga ar nelielu olbaltumvielu koncentraciju un viena no

parauga ar lielu olbaltumvielu koncentraciju. Izvélies, kura Itkne atbilst kuram paraugam

0.6 1
[ ]
x
3
0.4- . ]
. ‘§ .
L
{ [ ]
0.2- % )
0.0

300 400 500 600 700
nm

Figure 2.1. Paraugu absorbcijas (AU, relativas absorbcijas vienibas) spektrs pie dazadiem

L A
vilnu garumiem (nm). () data series 1, ( ) data series 2, ( v ) data series 3.

Atskaidijumu sérijas gatavosana. Spektrofotometrija.

NepiecieSsamo piederumu saraksts:

piens (tas pats, ko izmantoji uzdevuma A.2.1)
Bredforda reagents (5 mL, stobrina)

Liellopa seruma albumins, BSA (1.5 mg, centrifligas stobrina)
PBS buferis (fosfata salu buferis; 20 mL, stobrina)
1% Triton X Skidums (3 mL, stobrina)

15 plastmasas pipetes

10 centrifligas stobrini (ar tilpumu 2 mL)
centriflgas stobrinu stativs

lapstina

stobrinu kratitajs (vortekss)

automatiska pipete ar uzgaliem

daudzlaucinu platite (caurspidiga 96-laucinu plate)

Darba gaita:

1.

Izmantojot plastmasas vai automatisko pipeti, centrifugas stobrina ar 1,5 mg liellopa
seruma albuminu (BSA) parnes precizi 1,5 mL fosfata salu bufera (PBS buferis)
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Skiduma. Vairakas reizes apveérs stobrinu un izmanto stobrinu kratitaju (vorteksu) lidz
viss BSA ir izskidis Skiduma (3-5 mindtes).

levéro! Tu vari izmantot vienu un to pasu plastmasas pipeti PBS Skiduma pievienoSanai visos
eksperimenta solos, ja esi parliecinata, ka pipete nav sasmeéréta. Ja neesi par to parliecinata,
katru reizi izmanto jaunu pipeti.

2. Pagatavo 1% piena Skidumu centrifugas stobrina. lzmantojot plastmasas pipeti,
parnes 1 mL PBS skiduma stobrina un, izmantojot automatisko pipeti, pievieno 10 pL
piena. Izmantojot stobrinu kratitaju, sajauc maisijumu un apzime to ka ,, MILK#1”

levéro! Izmet automatiskas pipetes uzgali péc katras pipetes izmantosanas reizes!

3. Cita centrifugas stobrina pagatavo 0,02% piena Skidumu. lzmantojot plastmasas
pipeti, parnes 1 mL PBS skiduma stobrina un, izmantojot automatisko pipeti,
pievieno 20 ulL ieprieks pagatavota skiduma ,,MILK#1”. Izmantojot stobrinu kratitaju,
sajauc maisijumu un apzime to ka ,, MILK#2”

4. Pagatavo 1% Skidumu no LIQ, kas ieguts ieprieks, filtrejot paskabinatu pienu.
Izmantojot plastmasas pipeti, parnes 1 mL PBS skiduma jauna, tira centriflgas
stobrina un, izmantojot automatisko pipeti, pievieno 10 pL ieprieks iegtta skiduma
,LIQ”. Izmantojot stobrinu kratitaju, sajauc maisijumu un apzimeé to ka ,, LIQ#1”

5. Pagatavo 0.2% skidumu, no LIQ, kas ieguts ieprieks, filtréjot paskabinatu pienu.
Izmantojot automatisko pipeti, vispirms parnes 160 uL PBS sSkiduma jauna, tira
centrifigas stobrina un, izmantojot automatisko pipeti, pievieno 40 uL ieprieks
pagatavota Skiduma ,LIQ#1”. lzmantojot stobrinu kratitaju, sajauc maisijumu un
apzime to ka ,LIQ#2”

6. No Petri plates ,SOL” jauna, tira centrifligas stobrina ar lapstinu parnes nelielu,
redzamu daudzumu nogul$nu, kas iegutas ieprieks. Apzimé stobrinu ka ,SOL#1”.
Izmantojot plastmasas pipeti, parnes stobrina 1 mL 1% Triton X Skiduma (veicina
olbaltumvielu $kiSanu no nogulsném). Izmantojot stobrinu kratitaju, 3-5 minGtes
kartigi sajauc maisijumu lidz visas nogulsnes ir vienmérigi sajaukusas ar skidumu.

Gadijuma, ja nav sanacis iegut nogulsnes SOL, ltidz péc palidzibas laborantam! Tev iedos
izmantosSanai gatavu paraugu, bet par to tiks nonemti 2 punkti.

7. Pagatavo 2% Skiduma no Skidruma, kas ieguts ieprieks 6. soll. Izmantojot plastmasas
pipeti, parnes 1 mL PBS skiduma jauna, tira centrifligas stobrina un, izmantojot
automatisko pipeti, pievieno 20 pL ieprieks ieguta tira Skidruma dalas no ,SOL#1”.
Parnes tikai tiru Skidumu bez nogulsném! lzmantojot stobrinu kratitaju, sajauc
maisijumu un apzimeé to ka ,SOL#2”
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Pagatavo 1% sukalu ,,WHEY I” Skidumu. Izmantojot plastmasas pipeti, parnes 1 mL
PBS Skiduma jauna, tira centriflgas stobrina un, izmantojot automatisko pipeti,
pievieno 10 pl ieprieks ieguta stukalu Skiduma WHEY I. Izmantojot stobrinu kratitaju,
sajauc maisijumu un apzimeé to ka ,, WHEY#1”

Pagatavo 0,2% sukalu Skidumu. Izmantojot automatisko pipeti, vispirms parnes
160 uL PBS skiduma jauna, tira centrifigas stobrina un, izmantojot automatisko
pipeti, pievieno 40 ulL iepriek$ pagatavota Skiduma ,WHEY#1”. Izmantojot stobrinu
kratitaju, sajauc maisijumu un apzime to ka , WHEY#2"

Izmantojot lapstinu, parnes nelielu, redzamu biezpiena ,,CURD I” daudzumu jauna,
tira centriflgas stobrina. Apzimé stobrinu ka ,CURD#1”. Izmantojot plastmasas
pipeti, parnes stobrina 1 mL 1% Triton X Skiduma. Izmantojot stobrinu kratitaju, 3-5
minutes kartigi sajauc maisijumu lidz visas nogulsnes ir vienmeérigi sajaukusas ar
skidumu.

Gadijuma, ja nav sanacis iegut biezpienu, lidz péc palidzibas laborantam! Tev iedos
izmantos$anai gatavu paraugu, bet par to tiks nonemti 2 punkti.

11.

12.

13.

14.

Pagatavo 2% Skiduma no Skidruma ieprieks ieglUtaja maisijuma , CURD#1”.
Izmantojot plastmasas pipeti, parnes 1 mL PBS Skiduma jauna, tira centrifigas
stobrina un, izmantojot automatisko pipeti, pievieno 20 uL ieprieks iegita tira
skidruma dalas no ,,CURD#1”. Parnes tikai tiru sSkidumu bez nogulsném! lzmantojot
stobrinu kratitaju, sajauc maisijumu un apzimé to ka ,,CURD#2”

Tagad tev batu jablat kopa 10 paraugiem un vienam PBS standartam centriflgu
stobrinos. Tagad tu vari ar pipeti parnest paraugu Skidrumus daudzlaucinu platité. Esi
uzmanigs, parnesos Skidumus, jo olbaltumvielas saturosi Skidumi médz veidot
burbulus, kas var izraisit mérisanas kludu. Ja skiduma veidojas burbuli, vari méginat
tos parplést ar asako pipetes uzgala daju.

Parliecinies, ka tavas komandas nosaukums ir uzrakstits uz platites vacina. Ja
uzraksta nav, jauta laborantam. Nonem vacinu un uzmanies, lai vacinu netisam
nepanem kada cita komanda.

Vispirms daudzlaucinu platite, izmantojot automatisko pipeti, pagatavo BSA skiduma
atSkaidijumu sériju:
a. Ar pipeti parnes 140 pL PBS skiduma laucina H1. Tad laucinos A1-G1 katra
parnes 75 pL PBS Skiduma.
b. Laucina H1 pievieno 10 puL BSA skiduma un ieglto maisijumu sajauc, ar pipeti
vairakas reizes iesucot un izlejot iegtto skidumu.
c. No laucina H1 panem 75 pL ieglta Skiduma un parnes to laucina G1. Lidzigi ka
ieprieks, izmantojot pipeti, kartigi samaisi ieglto skidumu. 75 pL $aja laucina
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ieguta Skiduma parnes laucina F1. Atkal samaisi ieguto Skidumu. Analogiski
atkarto solus lidz tiec Iidz laucinam B1.

d. No laucina B1 neparnes 75 uL skidumu laucina Al, bet izmet So Skiduma
daudzumu kopa ar pipetes uzgali. Tagad tev katra laucina plates 1. kolonna
batu jabut 75 plL skidruma.

e. Atkarto proceduru tapat ka ieprieks ari lauciniem plates 2. kolonna.

15. Tagad ar pipeti platé parnes 75 pL citu paraugu skidrumus ta, ka paradits 2.1. tabula.
Paraugu ,SOL#1” un ,CURD#1” gadijuma parliecinies, ka parnes tikai parauga
Skidruma daju, bet ne neizSkidusas dalinas. Katru reizi sajauc Skidumu laucina ar
pipetes palidzibu, vairakkart iescot un izlejot Skidumu.

2.1. tabula Paraugu izvietojums daudzlaucinu platité mérisanai ar Bredforda Skidumu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | PBS | PBS MILK | MILK | CURD | CURD

#1 #1 #1 #1

B MILK | MILK | CURD | CURD

#2 #2 #2 #2

C LIQ#1 | LIQ#1
g | g
p|§ |§ LIQ#2 | LIQ#2
5 5
Els |& SOL#1 | SOL#
R
w w 1
(g0 (¢
FlE | & SOL#2 | SOL#
© o)
'S, s 2
>N >
IS S
G| 8 |8 WHEY | WHEY
#1 #1
H WHEY | WHEY
#2 #2

16. Beidzot, visiem lauciniem platite, kuros ir Skidums, pievieno 75 ulL Bredforda
reagenta. Kad pievieno reagentu, sajauc Skidumus [dzigi ka ieprieks, izmantojot
pipeti, iesticot un izlejot Skidumu daZas reizes. Laucini, kur Skidums satur
olbaltumvielas, nokrasosies zila krasa. Aizver plati ar vacinu un gaidi 5 minates kameér
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notiek reakcija. Tad plati nodod laborantam, kas izméris gaismas absorbcijas
vertibas.

A.2.2.2 Aprékini BSA koncentraciju (mg/mL) laucinos A1-H1. Izmantojot ieglitas absorbcijas
vértibas, ko tev iedos laborants, aprékini videjas absorbcijas vertibas katram BSA paraugam
(pieméram, H1 un H2) un PBS kontrolém. Aizpildi tabulu Excel faila.

A.2.2.3 Excel faila izveido grafiku, izmantojot A.2.2.2 uzdevuma iegitas vértibas. Uz x ass
atliec BSA koncentraciju, bet uz y ass — videjo absorbcijas vértibu.

A.2.2.4 Izmantojot laboranta noméritas absorbcijas vértibas, aprékini vidéjas absorbcijas
vértibas katram no paraugiem plates 4.-7. kolonna (pieméram, lauciniem A4 un A5). Aizpildi
tabulu Excel faila.

A.2.2.,5 [zmantojot kalibréSanas Ilikni, kas iegluta uzdevuma A.2.2.3 un aprekinatas
absorbcijas vértibas, novérté aptuveno olbaltumvielu saturu mg/mL visiem paraugiem
plates 4.-7. kolonnas.

Ja izmérita absorbcijas vértiba paraugam ir arpus kalibrésanas liknes apgabala: i) ja vértiba ir
mazaka par minimalo, izmanto simbolu ,<”; ii) ja vértiba ir lielaka par maksimalo — izmanto
simbolu ,,>".

Ja ar saviem datiem nespéj izveidot kalibrésanas likni, jauta asistentam péc palidzibas. Tev
iedos lietoSanai gatavus datus, bet par to nonems 4 punktus. Aizpildi tabulu Excel faila.

A.2.2.6 l1zmantojot visprecizakas vidéjas véertibas rezultatus, aprékini kopéjo olbaltumvielu
koncentraciju paraugos. Aizpildi tabulu Excel faila.

Uzdevums A.2.3 Proteina sastava izmainu konstatésana izmantojot SDS-PAGE

Aptuvenais svaiga piena olbaltumvielu sastavs ir redzams tabula 2.2. zemak.

Table 2.2. Relativais olbaltumvielu sastavs un so olbaltumvielu molmasa

Olbaltumvielu Dala no svaiga piena Molmasa, g/mol (Da)
grupa proteiniem, %
a-kazeini 45-55 32 000
B-kazeini 25-35 29 000
K-kazeini 8-15 25000
B-laktoglobulini 7-12 17 000
a-laktoalbumini 2-4 12 000
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Karséjot pienu, piena olbaltumvielas mijiedarbojas sava starpa un veido kompleksus ar lielu
molmasu (vairak ka 50 000 Da).

Govs piena vairak ka 90% no kazeiniem ir agregéjusies sakopojumos, ko sauc par micellam.
Svaiga piena micellu talaka apvienosanas nenotiek, jo kazeinam ir Gdent Skistosa dala.
Renins atSkel So tdent skistoSo daju un kazeinam samazinas molmasa un tas klast Gdent
mazak SkistosSs (hidrofobs). Hidrofobas dalinas apvienojas lielakos sakopojumos, kas veicina
nakamo dalinu pievienoSanos un veidojas lielas nogulsnes - biezpiens. Biezpiens savas
dalinas iesledz adeni, taukus un baktérijas.

Natrija dodecil sulfata poliakrilamida gela elektroforéze (SDS-PAGE) Jauj sadalit
olbaltumvielas péc to molmasas. Olbaltumvielas sakuma apstrada ar detergentu - natrija
dodecil sulfatu (SDS) un uzkarsé. Péc karséSanas SDS piesaistas pie olbaltumvielu
aminoskabém un pieskir olbaltumvielai negativu ladinu. Paraugu vélak ienes gela, un gelu
ievieto elektriskaja lauka. Negativi ladétas olbaltumvielas migre uz elektriska lauka pozitivo
galu. Ta ka gels ir poraina struktlra, mazakas molekulas cauri gelam izk|Ust atrak ka lielakas,
tada veida molekulas tiek saskirotas péc izméra (molmasas). Lai palidzétu noteikt, cik lielas ir
molekulas katra gela zona, uz gela uznes ari olbaltumvielu maisijumu, kas sastav no
olbaltumvielam ar zinamiem izmériem. So parauga joslu izmanto ka linealu, lai noteiktu
nezinamo paraugu izmérus. Kad paraugi noteiktu laiku ir bijusi elektriskaja lauka un
sadalijusies péc izmériem, olbaltumvielas var nokrasot ar krasvielu Kumasi zilo un novérot ka
tas ir sadalijusas gela.
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A.2.3.1 Attela zemak var redzét Sada SDS-PAGE gela, kas ir nokrasots ar Kumasi zilo,
pieméru. Katra vertikala jolsa atbilst vienam paraugam. AtbilZzu lapas attéla noradi, kada
augstuma gela bis joslas, kas atbildis a-kazeinam (*),B-kazeinam (**), k-kazeinam (***), B-
laktoglobuliniem (#), a-laktoalbuminiem (¥).

M, kDa oo s 23 3 A 45: 86 i I8
160 — v — e
110@:
60 — S
50 — s
40 =
30— G
20
15_ E Tt
— —
10 &
3.5 &=

2.2. attéls. SDS-PAGE gels, kas ir nokrasots ar Kumasi zilo. Kreisa mal€ja josla (apziméta ar L)
satur olbaltumvielu maisijumu ar zinamam molmasam (M,,) Molmasa noradita kiloDaltonos
(kDA). Joslas 1 un 2 satur proteinus no piena, 3. josla satur paskabinata piena skidro dalu, 4.
un 5. josla satur proteinus no paskabinata piena nogulsném, 6. josla satur slkalas, 7. un 8.
josla saturées olbaltumvielas no biezpiena Curd I.

A.2.3.2 Izmantojot datorprogrammu tika aprékinats zonu spilgtums regionos, kas atbilst 35—
25 kDa, 17 kDa un 12 kDa lielam olbaltumvielam. Rezultati ir paraditi ka % no kopéjas
apréekinatas intensitates (skat attélu 2.3). Novérté apgalvojumus par iegltajiem rezultatiem
ka patiesus (ieraksti +) vai aplamus (ieraksti 0) atbilzu lapa.
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2.3. attéls Olbaltumvielu relativais daudzums (%) noraditajas gela joslas. Joslu numuri uz x
ass atbilst joslam attela 2.2

Nr Apgalvojums

1 Grafika redzamas 32- 25 kDa lielo olbaltumvielas izmainas nevar izskaidrot ar
ieprieks aprakstitajiem fizikalajiem un kimiskajiem procesiem, kas norisinas piena
paskabinasanas laika.

2 Paskabinata piena skidras dalas un slikalu relativais kazeinu daudzums ir mazaks,
jo kazeini klUst slikti SkistoSi siera raZzoSanas un piena paskabinasanas laika.

3 Paskabinata piena skidras dalas relativais kazeinu daudzums ir mazaks, jo
paskabinasanas laika kazelni noardas.

4 Biezpiena relativais kazeinu daudzums ir mazaks, jo siera razo$anas laika kazeini
noardas.
5 Sukalu relativais B-laktoglobulinu un a-laktoalbuminu daudzums ir lielaks, jo

bakeérijas razo Sis olbaltumvielas siera gatavosanas laika

6 Paskabinata piena Skidras dalas relativais B-laktoglobulinu un a-laktoalbuminu
daudzums ir lielaks, jo samazinas kazeinu daudzums taja.

7 Sukalas ir relativi vairak olbaltumvielas, kas ir 17 kDa un 12 kDa lielas, jo tas
atbilst produktiem, kas veidojas péc enzimatiskas kazeina SkelSanas

8 Piena un paskabinata piena nogulsnu olbaltumvielu sastavs ir |oti atskirigs, jo
skabe noarda olbaltumvielas.

24




EUSO : EUSO 2016 : 14th EUSO in Estonia (Tartu) from 7 to 14 May, 2016

Milk day

UZDEVUMS A.3
Jodometriska laktozes titrésana

Pienu var aprakstit ka koloidu $kidumu, kas satur olbaltumvielas (proteinus), taukus un
oglhidratus (cukurus, parsvara laktozi). Sodien tavs uzdevums ir veikt pétijumus par $im
piena sastavdalam, izmantojot fizikas, kimijas un biologijas metodes. Tavu darbu laboratorija
sponsoré firma cowBOOM. cowBOOM vélas razot vairakus specializétus piena produktus.
Tavi pétijumi palidzés firmai izlemt vai piena paraugi ir pieméroti Siem merkiem.

Kopéjie piederumi:
e dators
e pildspalvas
e 2 noturigie markieri
e 2 zimuli (mehaniskais zimulis ir domats uzdevumam A.1)
e lineals
e Skeéres
® 1sas un garas pincetes
e [imlapinas
o pulkstenis
e kalkulators
e destiléts Gdes (500 mL strikleng)
® aizsargbrilles
® papira salvetes
® miskaste papiriem (zila uzlime)
e miskaste plastmasai (dzeltena uzlime)
® miskaste stikliem (zala uzlime)
® miskaste skidriem atkritumiem (dzeltenais trauks)
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UZDEVUMS A.3
Jodometriska laktozes titresana

Laktoze ir disaharids, ko veido viena galaktozes un viena glikozes molekula. Laktozes
daudzumu kada $kiduma iesp&jams noteikt jodometriski titréjot. Saja titré$ana jods darbojas
ka oksidétajs, bet laktoze — ka reducétajs. Saja titré$ana piena paraugam ar nezinimu
laktozes daudzumu pievieno precizi zinamu daudzumu joda parakuma. Zinams joda
daudzums izreage ar laktozi parauga. Talak pari palikuSo neizreagéjuso jodu titré ar zinamas
koncentracijas natrija tiosulfata Na,S,05 Skidumu. Tada pasa veida tiek veikta ar1 , kontroles”
sSkiduma (destileta Gdens) titrésana, lai novértétu joda zudumus, kas radusies pasa metodeg,
bet ne reakcija ar laktozi. Izmantojot starpibu starp titréSana noteikto joda daudzumu
,kontroles” parauga un analizétajiem piena paraugiem, iespé&jams apréekinat, cik daudz joda
ir izreagéjis ar laktozi. Izmantojot Sos datus, iespéjams aprékinat, cik daudz laktozes ir piena
parauga.

Jums bUs ari raudzéta piena paraugs. Tas ir pagatavots no ta pasa piena, ko JUs izmantosiet
titréSana, tacu pienam dienu ieprieks ir pievienota viela B (ta pati, kas uzdevuma A.2.1).
Jums bis janosaka, ka laktozes daudzums $aja laika ir mainijies (palicis nemainigs,
palielinajies vai samazinajies).

A.3.1 Atbilzu lapa jums bus dota laktozes strukturformula un iespéjamas laktozes atvérta
cikla strukttras. Katrai strukttrai izvértéjiet, vai ta ir pareiza laktozes atvéerta cikla struktira!l

A.3.2 Pierakstiet atbildes atbilzu lapa. Zemak ir doti kimiskie vienadojumi, kas attélo
kimiskas parvéertibas, kas norisinas eksperimenta laika. Novienadojiet dotos kimiskos
vienadojumus — izlieciet koeficientus pirms katras vielas kimiskas formulas, iznemto

gadijumus, kas koeficients ir 1 (nav janorada).
C12H22011(|aktoze) + I, + NaOH - C12H21012Na + Nal + Hzo
Na25203 + I, - Nal + Na25406

Praktiskaja dala jus noteiksiet laktozes masas dalu procentos parasta piena un raudzéeta
piena. Lai to paveiktu, jis izmantosiet jodometrisko titréSanu.
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Nepieciesamas vielas un aprikojums:

piens 300 mL plastmasas pudelé (ar atzimi ,MILK”)
raudzéets piens (50 mL plastmasas trauka)

CuS04 skidums (50 mL plastmasas trauka)

0.5 M NaOH skidums (50 mL plastmasas trauka)

1 M HCI skidums (50 mL plastmasas trauka)

0,5% cietes skidums (pilinama plastmasas pipeté)

0,0500 M I, Skidums (100 mL koniskaja Erlenmeijera kolba, kas aptita ar aluminija
folliju)

2 mérkolbas ar plastmasas korkiem (250 mL)

4 Erlenmeijera koniskas kolbas ar stikla korkiem (250 mL)
2 varglazes (250 mL)

100 mL varglaze (destiletam Gdenim)

10 mL Mora pipete

25 mL Mora pipete

stikla nGjina

birete nostiprinata laboratorijas stativa (piepildita ar 0.100 M Na,S,05)
varglaze atkritumiem zem biretes (100 mL)

apals filtrpapirs (plastmasas maisina)

plastmasas piltuve (zila krasa)

7 plastmasas pipetes

3 plastmasas mérstobrini (15 mL)

svari

3 loksnes ar aluminija foliju

2 pipesu uzpildamie

Jautajiet laborantiem, ja jums izbeigusas un nepiecieSamas papildus kimikalijas (Na;S,03

Skidumu bireté ielies laborants), filtrpapirs vai papira salvetes. Par to punkti netiks

nonemti.
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Darba gaita:

levéro! Bez kontroles parauga jums bis jasagatavo un jatitré divi paraugi — piens un

raudzets piens. Ladzu, pievérs uzmanibu darba gaitas 13. punktam labakai laika planosanai!

1.

10.

11.

Katru reizi, pirms panemt piena paraugu, viegli, bet kartigi sakrati trauku ar pienu
vai raudzetu pienu, lai dazadie skidrumu slani labi sajauktos kopa. Nekrati paraugus
parak intensivi, lai izvairitos no putu veidosanas.

250 mL meérkolba ar plastmasas pipeti parnes un nosver aptuveni 10 g piena. AtbilZu
lapas 3.1. tabula pieraksti precizu mérkolba parnesta piena masu. Pienam merkolba
aptuveni lidz pusei kolbas pievieno destilétu Gdeni un kolbu noslédzot ar korki,
maistjumu kartigi sakrati.

Lai nogulsnétu piena esosas olbaltumvielas, mérkolba ar plastmasa mérstobrinu vai
plastmasas pipeti pievieno aptuveni 5 mL CuSO,4 Skiduma un maisijumu samaisi.
Tad ar plastmasa mérstobrinu vai plastmasas pipeti pievieno aptuveni 4 mL 0.5 M
NaOH skiduma un atkal maisijumu samaisi.

Merkolbu lidz atzimei piepildi ar destiletu tdeni, noslédz ar plastmasas korki.
Maisijumu kolba intensivi sakrati un atstaj uz 20 minatém, kuru laika norisinasies
atbilstosas reakcija. Uz kolbas uzlimé limlapinu ar reakcijas sakuma laiku értakai laika
sekoSanai.

Kad 20 mindtes ir pagajusas, izmantojot piltuvi, sausu filtrpapiru un, ja nepiecieSams,

stikla nGjinu, nofiltré mérkolba esoSo maisijumu 250 mL varglazeé.

Nomeéri 25,00 mL nofiltreta Skiduma un parnes to 200 mL koniskaja Erlenmeijera
kolba.

Pievieno 10,00 mL 0,0500 M I, Skiduma un maisijumu viegli samaisi.

Izmantojot plastmasa meérstobrinu vai plastmasas pipeti, maisijumam pievieno
aptuveni 7,5 mL 0,5 M NaOH skiduma un maisijumu samaisi.

Noslédz konisko Erlenmeijera kolbu ar stikla korki un ietin kolbu aluminija folija, lai
maistjumu neietekmétu gaisma. Atstaj maisijumu uz 20 minatéem.

Kad atbilstoSais laiks ir pagajis, ar plastmasa merstobrinu vai plastmasas pipeti
pievieno maisijumam 4 mL 1 M HCl Skiduma. Atbilzu lapas 3.2 tabula pieraksti
biretes sakotnéjo radijumu. Tad sac titrésanu, kura neizreagéjusais jods reagés ar
0,100 M Na;S,03 skidumu. Kad skidums klGst gaisi dzeltens, pievieno daZus pilienus
cietes Skiduma lidz maisijums iekrasojas tumsi zila krasa. Turpini titrésanu, lidz zilais
krasojums izzad un neparadas atpakal turpmakajas 30 sekundés. Nolasi radijumu uz
biretes un pieraksti to Atbilzu lapas 3.2. tabula.

Atkarto solus 6.-10. tik reizes, cik uzskati par nepiecieSamu, lai batu iespéjams precizi

aprékinat laktozes daudzumu parauga.

28



EUSO : EUSO 2016 : 14th EUSO in Estonia (Tartu) from 7 to 14 May, 2016

12. Analogiski atkarto eksperimentu ar ,kontroles” paraugu (destiléets 0dens).
,Kontroles” parauga analizei veic solus 6. — 11. nofiltréta Skiduma vieta izmantojot
destilétu Gdeni. TitréSanas rezultatu pieraksti Atbilzu lapas 3.2. tabula. Mora pipeti,
250 mL varglazi un piltuvi, ja nepiecieSams, noskalo ar destiletu Gdeni un piltuvi
noslauki ar papira salveti. Tapat, var izmantot izlietni galda gala.

13. Izmantojot raudzétu pienu, atkarto solus 1. — 11. Sai titré$anai nav jabat parlieku
precizai (titréSana divreiz ir pietiekama). Svarigi ir novértét, ka mainas laktozes saturs
raudzeta piena — palielinas, paliek nemainigs vai samazinas — salidzinot ar laktozes
daudzumu parasta piena paraugu.

TitréSanas rezultatus pieraksti Atbilzu lapas 3.1. un 3.3. tabulas.

25 mL Mora pipeti pirms parauga nemsanas jaizskalo ar raudzeéta piena parauga
filtresana ieglto Skidumu, bet 250 mL meérkolbu, ja nepiecieSams, - ar destilétu
udeni.

A.3.3 Parbaudi, vai aizpildiji tabulas 3.1, 3.2 un 3.3 Atbilzu lapas ka prasits.

A.3.4 Aprekini laktozes masas dalu procentos piena parauga un raudzéta piena parauga.
Izmanto veértibas no Atbilzu lapu 3.2 un 3.3 tabulam un izmanto titréSanas izmantotas
vidéjas tilpuma vertibas. Laktozes molmasa ir 342 g/mol.
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UZDEVUMS A.4 Piena razotne - rezultatu
kopa saliksana

Saja uzdevuma jis izlemsiet, vai piens, ko jis analizéjat iepriek$&jos uzdevumos (Uzdevumi
A.1-A.3) ir piemérots dazadam marketinga idejam, ko plano ieviest start-up kompanija ar

nosaukumu “cowBOOM”.

A.4.1 cowBOOM véletos pardot vertigu produktu, kuram ir pievienots D vitamins. 4.1. attéla
paradita D vitamina Skidiba piena atkariba no tauku procentuala satura piena. Balstoties uz
A.1 uzdevuma iegltajiem rezultatiem, izlemiet, kurs no piena paraugiem (K, L, M, vai N)
bltu piemeérotakais Sim nolikam?

Salidzinasanas un kvalitates nodrosinasanas nollkos, ir svarigi, ka piens neveido putas uz
virsmas.

%

4.1. attéls D vitamina skidiba (g/L) atkariba no procentuala tauku satura piena. Bultinas

norada vertibu paaugstinasanas virzienu
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A.4.2 cowBOOM plano razot no alergéniem brivu pienu cilvékiem, kam ir alergija uz noteiktu
antibiotiku veidu — gentamicinu.

4.2. attela paradits laktozes saturs atkariba no inkubésanas laika (analogiski uzdevumam
A.2.1) antibiotiku klatiené un bez tam. Laktoze $aja gadijuma pirms inkubésanas tiek
sajaukta ar vielu B (ka uzdevuma A.2.1).

Noveértéjiet, vai piena paraugi, ko jus analizéjat uzdevumos A.2 un A.3 bltu pieméroti sada
gentamicina antibiotiku nesaturos$a piena razoSanai!

% =
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h-=>

4.2. attéls. Laktozes procentualais saturs piena atkariba no inkubésanas laika vielas B

iedarbiba bez antibiotikas gentamicina ( ~®) un antibiotikas gentamicina klatiené ( ™).
Bultinas norada vertibu paaugstinasanas virzienu.

A.4.3 Pasaulé aptuveni 65% cilveéku ir laktozes nepanesamiba. cowBOOM vélétos izmantot
%0 faktu un pardot pienu, kas piemérots cilvékiem ar $adu laktozes nepanesamibu. Sada
piena laktozes saturs nedrikst parsniegt vairak ka 0,01% laktozes péc masas.

Noveértéjiet, vai piena paraugi, ko jus analizéjat uzdevumos A.2 un A.3 biatu pieméroti tada
piena raZzosanai, uz kura batu iespéjams noradits — ,,bez laktozes”!

A.4.4 Visbeidzot, cowBOOM plano razot bezalergénu pienu cilvékiem, kam ir alergija uz
kazeinu. Sada piena kazeina saturs nedrikst parsniegt vairak ka 0,005% kazeina (kopéja a, B
un K) p€c masas.
Noveértéjiet, vai piena paraugi, ko jus analizéjat uzdevumos A.2 un A.3 bitu pieméroti tada
piena raZzosanai!
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