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ESIPUHE

Suoritin maisterintutkielman laboratorio-osuuden Helsingin yliopiston elintarvike- ja ympéa-
ristétieteidenlaitoksella sen elintarviketeknologian osastolla helmikuun 2015 ja syyskuun
2016 valilla. Tutkielman kirjoittamisen sain monien vaiheiden jalkeen lopulta paatokseen
syyskuussa 2018. Ohjaajina olivat maitoteknologian professori Tapani Alatossava ja maito-

teknologian yliopistonlehtori Pekka VVarmanen.

Keskityin tutkimaan lampokasittelyjen aiheuttamia muutoksia heraproteiinien, erityisesti f3-
laktoglobuliinin (BLG), rakenteessa. Tammi-helmikuussa 2015 suorittamani tutkimushar-
joittelun aikana olin tutustunut tutkielmassani tarvittaviin menetelmiin ja todennut BLG-
spesifin vasta-aineen toimivuuden suunnitellun kaltaisessa prosessissa. Selvitin kirjallisuu-
den avulla oletettavissa olevia muutoksia, vertasin niita saatuihin tuloksiin ja tein paatelmia
niiden tietojen pohjalta. Tyon aikana minulle selvisi monia asioita myos itsesténi tyonteki-

jana.

Kiitokset ohjaajille ja laboratoriossa tyoskennelleille avusta kokeiden suorittamisessa ja kir-
joitustyossa seka suurkiitos yliopistolle ja vastuuprofessorille ymmarryksestéa projektin ve-
nyessa. Lisaksi kiitdn Helsingin yliopiston professorien puolisot ry:ta stipendin tuomasta ta-
loudellisesta tuesta. Lopuksi tahdon antaa suurimmat kiitokseni tasapuolisesti seka didilleni,

ettd puolisolleni kannustuksesta vaikeina aikoina.
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1 JOHDANTO

Maidon lampokasittelyyn on monia tapoja ja sen todentamiseksi on kehitetty erilaisia mene-
telmia (Feinberg ym. 2005; Ritota ym. 2017), mutta mik&&n niisté ei ole taydellinen. Tasta
syystd uudelle menetelmalle olisi kayttoad. B-laktoglobuliinia (BLG) on kaytetty ennenkin
maarittdmaan maidon lampokasittelyn voimakuutta (esim. Lin ym. 2010), mutta tiettavasti
BLG:n vasta-aineen avulla suoritettua todentamista ei ole aiemmin tutkittu. Esitutkimuksissa
totesin, ettd BLG:n vasta-ainetta voidaan soveltaa Western blotting -menetelmaan. Lisaksi
tutkimuksissa voisi paljastua uutta tietoa BLG:sta ja lampokasittelyistd. Uusi tieto voisi tuot-
taa muitakin soveltamismahdollisuuksia. Edell& mainittujen perusteella tutkimuksen aloitta-

minen oli perusteltua

Kirjallisuuskatsaus keskittyy BLG:iin, maidon lampdkasittelyyn ja sen todentamiseen liitty-
vaan tietoon. Kokeellisessa osiossa on pyritty hyddyntdmaan olemassaolevaa tietoa, jotta

I0ydetdén sopivat ja riittdvan yksinkertaiset menettelytavat uudelle maaritysmenetelmalle.

Maisterintutkielman kokeellisen tutkimuksen tavoitteena oli havaita lampokaésittelyn aiheut-
tamia muutoksia nestemaitotuotteissa ja kehittdd menetelmad, jolla pystytddn tunnistamaan

maidolle suoritetun l&mpokasittelyn intensiivisyys pienistakin naytemaarista.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS
2.1 Maidon lampokasittely

Maidon lampdkasittelyn tarkoituksena on ensisijaisesti taata tuotteen hyvé mikrobiologinen
laatu, alentaa entsyymiaktiivisuuksia ja mahdollisesti aikaansaada kemiallisia muutoksia,
joista on hyoty& maidon jatkojalostuksessa (Walstra ym. 2006). Erilaisia lampokasittelyme-
netelmi& on kehitetty erilaisiin tarpeisiin ja lampokasittelymenetelma valitaankin yleensa
maidon kayttotarkoituksen ja halutun séilyvyyden mukaan. Lampokésittelymenetelmét
eroavat toisistaan kuumennukseen kaytetyn ajan ja lampétilan suhteen. Oikean lampokaésit-
telyn voimakkuuden ja keston méaarittdminen on térked4, jotta saadaan kuumennuskaésitte-
lysta riittdva hyoty aiheuttamatta kuitenkaan liikaa ei-toivottuja muutoksia. Raja-arvot ovat
usein valittu siten, ettd lampokasittely on riittdva jonkin bakteerin tuhoamiseksi tai tietyn
entsyymin aktiivisuuden lopettamiseksi. Erilaisia lampokaésittelyita jaoteltuina niiden voi-
makkuuden perusteella ovat: termisointi, pastorointi, korkeapastorointi, ESL-kasittely, isku-
kuumennus (UHT) ja sterilointi (Walstra ym. 2006; Milk Works 2016).

2.1.1 Termisointi

Termisoinnin on maara tappaa elavié bakteereja, erityisesti psykrotrofeja eli kylméasailytys-
lampotiloissa lisdantyvia bakteereja, ja alentaa joidenkin entsyymien aktiivisuutta (Walstra
ym. 2006). Termisointi ei juurikaan aiheuta peruuttamattomia muutoksia maidon muihin

ominaisuuksiin. Lampokasittelyaika on yleensé 20 s ja lampdtila 60 - 69 °C.

2.1.2 Pastorointi

Walstran ym. (2006) mukaan pastéroinnin mittarina on maidon alkalinen fosfataasi-ent-
syymi (EC 3.1.3.1), jonka aktiivisuuden pitéisi havita lampokasittelyn seurauksena. Tahén
riittdd 15 s l[ampokasittely vah. 72 °C:n lampdétilassa tai 30 min véh. 63 °C:n lampdtilassa.
Rysstadin ja Kolstadin (2006) mukaan jo 71,7 °C:n lampétilassa 15 s kasittely olisi riittava.
Rysstad ja Kolstad (2006) mainitsevat myds muiden vastaavien aika-lampoétila yhdistelmien
olevan kaypi4, kunhan fosfataasitestin (alkalisen fosfataasin aktiivisuutta mittaava testi) tu-
los on negatiivinen ja peroksidaasitestin (laktoperoksidaasi -entsyymin aktiivisuutta mit-
taava testi) tulos on positiivinen. Pastdroinnissa kuolevat patogeenit ja suurin osa vegetatii-
visista bakteereista, mutta bakteerien itit selvidvét, kun taas hiivojen ja homeiden itiét kuo-
levat (Walstra ym. 2006; Tomasula ym. 2011). Osa entsyymeistd menettaa aktiivisuutensa,
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maidon maku ei juuri muutu ja hyvin pieni osa heran proteiineista lampodenaturoituu. Hie-
man voimakkaampi lampokaésittely (20 s 75 °C:ssa) riittad denaturoimaan maidon immuno-
globuliinit vahentden kylmaagglutinaatiota ja bakteerien kasvua hidastavien jarjestelmien
toimintaa seka aiheuttaa havaittavaa maun muutosta maidossa. Pastérointi on tyypillinen
lampokasittely mm. juotaville maidoille. Pastoroinnista puhuttaessa kaytetadn joissain yh-
teyksissa myos termid HTST (High Temperature Short Time) kuvaamaan nopeaa, jatkuva-
toimista pastorointitapaa. Pastorointi on kenties yleisin maidolle suoritettava lampokaésittely,

ainakin Suomessa.

2.1.3 Korkeapastorointi

Walstran ym. (2006) mukaan korkeapastoroinnin on tuhottava maidon laktoperoksidaasin -
entsyymin (EEC 1.11.17) aktiivisuus, mika saavutetaan 20 s lampokasittelylld 85 °C:n [am-
potilassa. Kuumennuslampaétila voidaan nostaa aina 100 °C:n lampétilaan asti. Lahes kaikki
elavét bakteerit kuolevat ja monet entsyymit menettévat aktiivisuutensa, mutta maidon plas-
miini, lipaasi ja joidenkin bakteerien tuottamat proteinaasit sailyttavat ainakin osan aktiivi-
suudestaan. Heraproteiinien lampddenaturaatiota tapahtuu, mik& on toivottu ominaisuus
mm. jogurtteja valmistettaessa. Keitetyn makua ilmaantuu ja C-vitamiini tuhoutuu, mutta

muuten maidolle ei tapahdu suuria ravitsemuksellisia tai pysyviéa kemiallisia muutoksia.

214 ESL-kuumennus

ESL on lyhenne sanoista Extended Shelf Life eli pidennetty hyllyikd, mutta ESL-kuumennus
ei ole kovinkaan yksiselitteinen maaritelmd. ESL-kuumennus on iskukuumennuksen tapai-
nen lampokasittely, jossa maito voidaan kuumentaa esim. 125 - 135 °C:n lampétilaan 0,5 -
2 s ajaksi (Rysstad ja Kolstad 2006; Milk Works 2016; Valio Oy 2016; Deeth 2017). ESL-
kuumennus voidaan myos luokitella kuuluvaksi korkeapéastorointiluokkaan, silla lopputulos
ei ole steriili tuote ja siksi kylmassa séilytettdva. ESL-tuotteen valmistuksessa on monia tek-
niikoita ja pidemman hyllyidn saavuttamiseksi kdytetddn myos mekaanisia keinoja (mm.
suodatus) ja erilaisia hygieenisid pakkausmenettelyja, joilla tuotteen sailyvyytta saadaan pa-
rannettua (Rysstad ja Kolstad 2006).

2.15 Iskukuumennus (UHT)

Iskukuumennuksen eli UHT-késittelyn (Ultra-High Temperature) tarkoituksena on tappaa

kaikki mikrobit ml. itiot aiheuttamatta suuria muutoksia maidon maulle tai ravintoarvoille
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(Walstra ym. 2006; Rysstad ja Kolstad 2006). Iskukuumennuskasittelyn [amp6étila-aika yh-
distelmistd I0ytyy erilaisia variaatiota eri lahteissa. Walstran ym. (2006) mukaan maidon
lampokasittely véh 1 s véh. 145 °C:n lampdtilassa tai 30 s vah. 130 °C:n lampdtilassa ovat
riittavia, kun Rysstad ja Kolstad (2006) mainitsevat, ettd UHT-késittelyssd maidon tulisi
saavuttaa véah. 135 °C:n lampdtila véah. 1 s ajan. Lampokasittelyyn kdytettdvan laitteen toi-
mintaperiaate vaikuttaa myos merkittavésti lampaotila-aika yhdistelméan (Rysstad ja Kolstad
2006). Hyvin lyhyessa UHT-kaésittelyssé (1 s vah. 145 °C) maidossa ei juuri tapahdu kemi-
allisia reaktioita, heraproteiinit pysyvat viela osittain liukoisina ja keitetyn makua muodos-
tuu vain vahan, eika késittely tuhoa kaikkien entsyymien (esim. plasmiini, bakteerien lipaasit
ja proteinaasit) aktiivisuutta. Entsyymiaktiivisuuden sailymisen vuoksi hyvin lyhyttd ké&sit-

telya kdytetadn harvoin ilman esikuumennusta esim. pastorointia (Walstra ym. 2006).

2.1.6 Sterilointi

Sterilointia k&ytetéan, kun halutaan tappaa kaikki mikrobit mukaan lukien itiot (Walstra ym.
2006). Sterilointi saavutetaan lammittdmalla maitoa 30 min ajan vah. 110 °C: lampdtilassa.
Steriloinnin seurauksena maidon kaikki maidon entsyymit menettévat aktiivisuutensa, mutta
bakteerien tuottamat lipaasit ja proteinaasit voivat selviytyd. Maidossa tapahtuu runsaasti
Maillard-reaktiota, proteiinikoostumuksen muutoksia, vapaan lysiinin ja vitamiinien pitoi-
suuksien laskua, seka maidon pH-arvon alenemista (n. 0,2 yksikkda). Mahdollisia sovellus-

kohteita ovat esim. maitosailykkeet.

2.2 Maidon lampdokasittelyn toteamiseen kaytettyjd sovelluksia

Maidon ldmpdkaésittely siis atheuttaa moninaisia muutoksia maidon komponentteihin, mika
teoriassa mahdollistaa maidon 1dmpdkasittelyin toteamisen tuntemattomasta niytteestd, kun
tiedetddn, millaisia muutoksia siind esiintyy. Ladmpokésittelyn aiheuttamien muutosten
todentamiseen on kiytdssd useita erilaisia keinoja (Feinberg ym. 2005; Walstra ym. 2006;
Ritota ym. 2017). Kuvaan 1 Ritota ym. (2017) ovat koonneet lampokésittelyn todentamisen
merkkiaineita tai -yhdisteita ja niiden tutkimiseen kaytettdvid sovelluksia. Heiddn mukaansa
ndistd yleisimpid ovat erilaiset neste- ja kaasukromatografiat, kapillaarielektroforeesia tai
spektroskopiaa kayttavét tekniikat, joilla tarkastellaan yhden indikaattorin muutoksia. Uusia

menetelmid on kuitenkin kehitteilld ja niissd on kdytetty mm. kemometrisiad sovelluksia.
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Single thermal indicators

CE—
Whey Proteins |  Native-PAGE; SDS-PAGE

] Furosine LC-UV: CE-MS*
( ) .
Fast C: _ Enzymatic assay-VIS; biosensor; :> Che;nometrzc
4 LC-RE; LC-ELSD:; DRIFTS S
)

LAL LC-FLUO; LC-MS; GC-FID

HMF CE-DAD; LC-UV

Kuva 1. Erilaisia lahestymistapoja lampokésittelyn todentamiseen maidossa ja maitotuotteissa (Ritota ym.
2017). Suomennoksia: Single thermal indicator eli yksittdinen lampdindikaattori, whey proteins eli heraprote-
iinit, chemometric techniques eli kemotermiset tekniikat. Lyhenteiden selityksia: Front-face fluorescence spec-
troscopy (FFFs), liquid cromatography (LC), ultra-violet (UV), capillary electrophoresis (CE), tandem mass
spectrometry (MS2), visible light (VIS), refractive index (RI), evaporative light scattering detection (ELSD),
diffuse reflectance infrared fourier transform spectroscopy (DRIFTS), lysinoalanine (LAL), fluorescence
(FLUQ), mass spectrometry (MS), gas cromatography (GC), flame ionization detector (FID), 5-Hy-
droxymethylfurfural (HMF), diode array detector (DAD).

Ritotan ym. (2017) mukaan useimmat viralliset metodit (taulukko 1) keskittyvéit maidon
proteiinien (tirkeimpind entsyymit ja heraproteiinit) ja laktoosin muutoksiin sekd Maillard-
reaktion tuotteiden analysointiin (indikaattorina furosiini). Ndmé standardien mukaiset
menetelmait perustuvat kaikki yhden indikaattorin muutoksiin. Menetelmien avulla voidaan

todeta eriasteisia ldmpdokésittelyitd ja muutoksia maidon ominaisuuksissa sekd niité

yhdistelemailld selvittdd, mikéd on kovin lampokasittely, joka maitoon on kohdistunut.
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Taulukko 1. Yleisimmaét standardoidut menetelmét maidon lampdékasittelyiden todentamiseen (Ritota ym.

2017).

Tarkasteltava aine tai
yhdiste

Lampokasittelysta saatava tieto

Sovelluskohteet

Standardi

Alkaalinen fosfataasi
(EC 3.1.3.1)

Laktoperoksidaasi
(EEC 1.11.17)

Liukoisen
heraproteiinin osuus

Furosiini

Laktuloosi —
Entsymaattinen

Laktuloosi — HPLC

Entsyymi inaktivoituu pastoroitaessa
Entsyymi inaktivoituu
korkeapastoroitaessa

Pitoisuus vahenee suhteessa
kéasittelyn voimakkuuteen

Pitoisuus kasvaa suhteessa kasittelyn
voimakkuuteen

Pitoisuus kasvaa suhteessa kasittelyn
voimakkuuteen

Pitoisuus kasvaa suhteessa kasittelyn
voimakkuuteen

Raakamaito ja
pastdroitu maito

Pastoroitu ja
korkeapastdroitu maito

Maito ja
maitovalmisteet

Maito ja maitovalmis-
teet, my0s juusto

Lampokasitellyt maidot

Erityisesti UHT ja steri-
loidun maidon erotus

11816-1 (1SO
2013)

17193 (ISO/TS
2011)

8968 (1SO
2016)

18329 (1SO
2004)

11285 (1SO
2004)

11868 (ISO
2007)

My0s standardoimattomia menetelmid maidon lampdkésittelyihin on olemassa ja taulukossa

2 on esiteltynd muutamien yksittdiseen parametriin keskittyvien menetelmien tarkkuuksia ja

kayttokohteita. Uusien menetelmien tutkimisella vaikuttaisi olevan pyrkimys tarkempaan

analysointiin ja mahdollisesti 10ytdd uusia markkereita hyodynnettdvéksi tulevissa

analyyseissd. Ritotan ym. 2017 artikkelin mukaan uusia menetelmid kaivataan myos esim.

pitkddn sidilyvien tuotteiden tutkimiseen, silld varastoinnin on havaittu vaikuttavan ainakin

joihinkin yksittdisiin markkereihin, kuten Maillard-reaktiossa muodostuneisiin yhdisteisiin.

Taulukko 2. Eri menetelmien havainnointirajoja (LOD) ja -tarkkuuksia (LOQ) muutamissa lampokasittelyn
todentamissovelluksissa (Ritota ym. 2017).

Tarkasteltava aine tai

- Tarkkuus Sovelluskohteet Léahde
yhdiste
L. LOD 0,07 mg/L; LOQ . . .
Furosiini 0.25 mg/L Maito Bignardi ym. (2012)
Laktuloosi LOD 2,5 mg/L Pastorollt_u, UHT jaster-— prarconi ym. (2004)
oitu maito
Laktuloosi LOD 0,17 mg/100 mL Pastorcilt_u, UHT Ja steri- Moscone ym. (1999)
oitu maito
. LOD 0,013 mg/mL; LOQ . Manzi ja Pizzoferrato
Laktuloosi 0,028 mg/mL UHT maito (2013)
Laktuloosi LOD 2,5 mg/L Steriloitu maito ja vahalak— Sch_uster-WoIff-Buh-
toosinen jogurtti ring ym. (2011)

: o LOD 50 ppm/proteiini; LOQ S . .
Lysinoalaniini (LAL) 152 ppm/proteiini Kaseinaatit ja tuorejuustot ~ Montilla ym. (2007)
5-hydroksimetyylifur- . .

furaali (HMF) LOD 0,2 pmol/L Prosessoidut maitotuotteet ~ Morales ym. (2000)
5-hydroksimetyylifur- LOD 0,067 ug/mL Maito Chen ja Yan (2009)

furaali (HMF)
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Lin ym. (2010) ovat tehneet tarkeda tutkimusta tarkastellessaan
dolyakryyliamidigeelielektroforeesin (PAGE) toimivuutta heraproteiinien
lampokasittelymuutosten todentamisessa. He tarkastelivat erilaisia maitondytteitd natiivi-
PAGE:n avulla sekd kvalitatiivisin, ettd kvantatiivisin menetelmin. He tunnistivat nelja
selkedd proteiinivyOhykettd ja havaitsivat niissd merkittdvid muutoksia eri ldmpdkasittelyn
saaneiden maitojen kesken. Tunnistetut proteiinit olivat BLG:n A- ja B-muodot (BLG A ja
B), a-laktalbumiini (ALA) ja naudan seerumin albumiini (BSA). Lin ym. (2010) mukaan
tarkeimpien heraproteiinien pitoisuudet suhteessa raakamaitoon olivat alle 23 % pienempia
pastoroidussa maidossa ja yli 85 % UHT-kisittelyn saaneessa maidossa. Tulosten perusteella
he mainitsevat ALA:n olleen hyvin ldmporesistentin, BSA:n saattavan havitd ldhes
kokonaan ja BLG:n varianttien denaturoitumisen olevan ndiden kahden vilistd. Lin ym.
(2010) saamat tulokset vaikuttavat rohkaisevilta ajatellen tutkielman tavoitetta eli kadyttaa
BLG-spesifid vasta-ainetta todentamaan lampokésittelymuutoksia sillé, jos pelkélla PAGE-
tekniikalla voidaan saada nédkyviin hyvid haluttuja proteiinimuotoja, niin todennidkdisesti

tarkempi analyysi toimii myos.

2.3 Maidon fraktiointi

Maito on heterogeeninen neste, josta on mahdollista erotella eri osasia erilleen toisistaan eli

fraktioida esim. laboratoriotutkimuksia varten (Walstra ym. 2006).

2.3.1 Rasvan erottaminen

Yleisin erotettava osio on maidon rasva, joka erottuu raakamaidosta spontaanisti, mutta ero-
tus tehdaan yleisesti sentrifugoimalla, jolloin raskaampi vesiosa erottuu nopeasti rasvaosasta
keskipakoisvoiman ansiosta. Laboratoriossa riittdva kasittely rasvan erottamiseen on Salihan
ym. (2013) mukaan sentrifugoida naytettd 4000 g:n voimalla 15 minuuttia, mutta Lin ym.
(2010) kayttivat jopa 8500g voimaa 15 minuutin ajan.

2.3.2 Heran erottaminen hapolla

Scottin (1986) ja Walstran ym. (2006) mukaan heraproteiinien ja kaseiinien erotus voidaan
tehdd sédataméalld maidon pH-tasoa hapolla ja erottamalla juoksettunut kaseiini sentrifugoi-
malla. Kaseiinin juoksettuminen alkaa 5,3 pH:ssa ja kaseiinit juoksettuvat kokonaan 4,6 pH
kohdalla eli isoelektrisessa pisteessd. Walstran ym. (2006) mukaan happamuuden johdosta
muodostuva juoksettuma sisaltad runsaasti heraa ja sen synereesi eli nesteen erottuminen on

heikkoa, etenkin pH alueella 4.2-5, miké& voi vaikeuttaa heran erottumista. Santosin ja Liesin
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(2013) mukaan heraa voidaan erottaa juoksettumasta sentrifugoimalla ja saatu hera voidaan
suodattaa 0,45 pm suodattimen I&pi puhtaamman saannon aikaansaamiseksi.

2.3.3 Heran erottaminen entsyymilla

Juoksettuminen (kuva 2) voidaan saada aikaan myds entsyymijuoksetteella, tyypillisesti ky-
mosiinilla (EC 3.4.23.4), jolloin maidon pH-arvoa ei tarvitse muuttaa ja mahdolliset muu-
tokset heraproteiinien tertidédrirakenteessa jadvat vahaisemmiksi (Scott 1986; Walstra ym.
2006; Madureira ym. 2007; Janhgj ja Qvist 2010; Kindstedt 2013). Walstran ym. (2006) ja
Kindstedtin (2013) mukaan entsyymijuoksettuman synereesi on happosaostettua geelié voi-
makkaampaa ja rakenne kestavampi, mitkd mahdollistavat paremman herasaannon. Kymo-
siinin juoksettava vaikutus perustuu sen kykyyn pilkkoa k-kaseiinin ”héntd”, joka auttaa pi-
tdmaan kaseiinit vesiliukoisena. Maidon neutraalissa pH:ssa 6,7 kymosiini katkaisee erityi-
sesti k-kaseiinin Phe—Met -peptidisidoksen 105. ja 106. aminohapon valilta (Walstra ym.
2006). Hannan katkeaminen muuttaa varausta k-kaseiinimisellin pinnalla, mika aiheuttaa
voimakkaan koaguloitumisen muiden kaseiinimisellien kanssa. Kindstedt (2013) kayttaa ir-
ronneista péatkista yleisnimitysta kaseiinimakropeptidit (CMP). Juoksetteen aiheuttama ag-
gregoituminen aiheuttaa myos rasvapallosten jadmistd muodostuvan juoksettuman siséén,
kuten kuvassa 2 on esitetty (Walstra ym. 2006; Kindstedt 2013). Maidon geeliytyminen riip-
puu mm. lampétilasta, happamuudesta, ionitasapainosta ja juoksetteen lisdysmaéarasta. Kind-
stedtin (2013) mukaan maito (pH 6,6 - 6,3) geeliytyy 30-60 minuutissa entsyymin lisayk-
sestd. Walstran ym. (2006) mukaan juoksettuminen ei péése tapahtumaan kunnolla mata-
lassa lampdotilassa, vaan lampdtilan olisi hyva olla esim. 30-35 °C asteen valill4. Yli 35 °C
asteen lampotilassa juoksettuminen alkaa hidastumaan kymosiinin inaktivoitumisen vuoksi.
Juoksettuma vahvistuu ajan myo6td, mikéli olosuhteet ovat suotuisat (Scott 1986; Walstra
ym. 2006; Janhgj ja Qvist 2010; Kindstedt 2013). Hera voidaan erottaa juoksettumasta
sentrifugoimalla ja suodatuksen (0,45 um suodattimen lapi) avulla néytteista saadaan viela

puhtaampia (Santos ja Lies 2013).
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Fat globule
Lactic acid bacterium

0 o O
0% O O O Limited acidification
O 0 0] by LAB, high pH
0 0 >
00 00 Rennet enzymes
Oo 0
o) CMP
Casein micelle, rich in MCP Casein matrix, rich in MCP

Kuva 2. Kymosiinin aiheuttama kaseiinien aggregoituminen (Kindstedt 2013). Kuvassa on havainnollistettu
maidon komponentteja (rasvapallo, maitohappobakteeri [LAB] ja kaseiinimiselli) ja muodostuva kaseiinimat-
riisi, jonka sis&én rasvapallot ja maitohappobakteerit ovat jd&neet. Lyhenteitd: MCP (misellaarinen kalsium-
fosfaatti), CMP (kaseiinimakropeptidi).

2.4 B-laktoglobuliini (BLG)

B-laktoglobuliinin mé&é&ra lehmanmaidossa vaihtelee mm. rotujen, laktaatiokierron ja ympé-
ristotekijoiden mukaan (Kroeker ym. 1985; Ng-Kwai-Hang ym. 1987), mutta keskiméaéarin
sitd on 0,3 % eli 300 mg / 100 ml ja ndin ollen se on heran valtaproteiini (Bell ja McKenzie
1964). Suuren osuutensa ja helpon eroteltavuutensa johdosta B-laktoglobuliinia on tutkittu
runsaasti (Hambling ym. 1992). BLG on maaritelty kuuluvaksi lipokaliineihin (engl. Lipo-
calin), jotka ovat tyypillisesti lyhyita (160-180 aminohappoa) solun ulkopuolisia proteiineja
(Banaszak ym. 1994; Flower 1996; Flower ym. 2000; Kontopidis ym. 2004). Kaikille lipo-
kaliineille yhteisi& piirteita ovat: kompleksien muodostaminen muiden liukoisten makromo-
lekyylien kanssa, kyky sitoa pienid hydrofobisia molekyylejé ja tiettyihin pintareseptoreihin
kiinnittyminen. Lipokaliinit ovat tyypillisesti kuljetusproteiineja, mutta niilla voi olla myos
muita funktioita solun immunologisten reaktioiden ja homeostaasin saatelyssa. Tutkimuk-
sissa lehméanmaidon B-laktoglobuliininin on havaittu pystyvén sitomaan pienia ligandeja,
kuten rasvahappoja ja vitamiineja (Flower 1996; Flower ym. 2000; Kontopidis ym. 2004).
Lis&ksi BLG:n on todettu aiheuttavan allergiaa, mik& johtunee samankaltaisuuksista lehman-
maidon BLG:n ja ihmisen glykodeliinin valilla (Gjesing ym. 1986; Virtanen ym. 1999; Kon-
topidis ym. 2004).
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24.1 B-laktoglobuliinin rakenteesta

Kuvassa 3 on havainnollistettu lehménmaidon B-laktoglobuliinin monomeerin kolmiulot-
teista rakennetta (Brownlow ym. 1997). BLG muuttaa muotoaan herkésti pH:n vaikutuksesta
ja esiintyy eri muotoisena eri pH:n arvoilla: Esim. kuvassa 3 esitetty rakenne, joka on tyy-
pillinen pH vélill4 6,3 - 6,9. BLG muodostuu yhdeksé&sté ei-rinnakkaisesta [3-laskoksesta (A-
), joista kahdeksan (A-H) muodostavat kartiomaisen tynnyrirakenteen, jonka sisélla on hyd-
rofobisten ligandien kiinnittymispaikka (Brownlow ym. 1997; Sawyer ym. 1998; Kontopidis
ym. 2004). Kontopidisin ym. (2004) mukaan B-laskostynnyrin yksi seindm& muodostuu las-
koksista A-D ja toinen laskoksista E-H. Tynnyrilla on kansimainen rakenne ns. EF-lenkki,
joka vaihtaa asentoaan pH:n mukaan (Brownlow ym. 1997; Kontopidis ym. 2004). Mata-
lassa pH:ssa kansi on kiinni, estden paasyn kiinnittymispaikalla ja korkeassa pH:ssa EF-
lenkki aukeaa mahdollistaen ligandien kiinnittymisen. Laskostynnyrin ulkopuolella on 3-
Kierteinen a-kierre, sekd yhdeksés B-laskos I (ensimmaisen laskoksen A sivulla), joka toimii
AB-lenkin kanssa tarkeana dimeerien muodostumispintana (Qin ym. 1998; Sakurai ja Goto
2002; Kontopidis ym. 2004).

.

FG Igop

Kuva 3. Havainnekuva B-laktoglobuliini monomeerin kolmiulotteisesta rakenteesta (Brownlow ym. 1997).
Kuvasta on nimetty yhdeksian B-laskosta (A-I) ja laskosten valiset seitsemén lenkki& (AB-loop - GH-loop).
Alhaalla keskelld a-kierre.
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BLG:n molekyylimassa on n. 18 300 Da (Eigel ym.1984; Hambling ym. 1992, Walstra ym.
2006), mutta McKenzien (1971) ja Walstran ym. (2006) mukaan BLG esiintyy yleensé di-
meerind (n. 36 600 Da) pH vaélillad 3-7,5. BLG muodostaa helposti myds oligomeereja pH-
valilla 3,5-5 (Kontopidis ym. 2002; Walstra ym. 2006). BLG:sta on I6ydetty kolme varianttia
A, B ja C (McKenzie 1971; Brownlow ym. 1997; Manderson ym. 1998; Walstra ym. 2006).
Walstran ym. (2006) mukaan variantit esiintyvat dimeereind vain samanlaisten varianttien
kanssa eli esim. AA ja BB, muttei AB. Hamblingi ym. (1992) ovat l6yténeet kuusi erilaista
BLG-muotoa, joista A-C ovat yleisimpid. Manderson ym. (1998) ovat laskeneet, etté teori-
assa eri variantteja voisi olla 30. Kaikki yleiset muodot (A-C) koostuvat 162 aminohaposta,
mutta A- ja B-muodot eroavat toisistaan kahden aminohapon kohdalla (McKenzie 1971,
Brownlow ym. 1997; Manderson ym. 1998; Walstra ym. 2006): A:n Asp (64) ja Val (118)
ovat B:lla Gly (64) ja Ala (118) (McKenzie 1971; Brownlow ym. 1997). B- ja C-muodot
ovat muilta osin samanlaisia, mutta ne eroavat toisistaan aminohapon 59 kohdalla, jossa
B:lld on GIn ja C:ll4 His.

2.4.2 B-laktoglobuliinin aggregoitumisesta

BLG-varianttien lampoherkkyyksissa on eroja: B muoto on herkin ja C kestavin (Manderson
ym. 1995; Hill ym. 1996). Eri muotojen aggregoitumistaipumuksista Manderson ym. (1995)
kertovat, ettd lampokaésittelyn (12,5 min, 50 °C ja 90 °C) aikana pH-arvolla 6,7, BLG-C
muodostaa eniten suuria komplekseja ja BLG-A vahiten. Naiden lisaksi muodostui useita
odottamattomia valituotteita, etenkin A-muodosta. Manderson ym. (1995) raportoivat
PAGE-kokeissaan loytaneensa lampokaésittelyssé syntyvié natiiveja monomeereja hitaampia
eli kooltaan suurempia, mutta dimeereja nopeampia eli kooltaan pienempia ei-natiiveja mo-
nomeerejd. Ei-natiiveja monomeerejé syntyi enemmén BLG-A muodolle, kuin -B tai -C -
muodoille. Edellda mainittujen huomioiden liséksi he raportoivat BLGn aggregoitumisen ole-
van hyvin monimutkaista ja dimeerien olevan tarkeitd valimuotoja suurempien kompleksien

muodostumisessa.

BLG-dimeerien tarkeys suurempien rakenteiden synnysséa perustuu osaltaan niiden suuriin
pitoisuuksiin maidossa (Brownlow ym. 1997). Sakurain ja Goton (2002), Creamerin ym.
(2004) sekd Walstran ym. (2006) mukaan erityisesti BLG:n -S-S- rikkisillat eli disulfidi-
sidokset ovat térkeitd suurempien kompleksien muodostumisessa. BLG-monomeerissa on
kaksi disulfidisidosta kysteiinien vélilla (Cys66-Cys160 ja Cys106-Cys119) seka yksi va-
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paan kysteiini (Cys121), jolla on reaktiivinen tioli-ryhma (-SH) (Sakurai ja Goto 2002; Crea-
mer ym. 2004; Walstra ym. 2006; Ikeguchi 2014). Creamer ym. (2004) raportoivat todista-
neensa BLG:n disulfidisidoksellisten kysteiinien (Cys-Cys) muodostaneen lammityksen ai-
kana sidoksia muiden disulfidi-sidoksia sisaltdneiden proteiinien, kuten ALA:n kanssa.
Cys106-Cys119 on todettu herkéksi sidokseksi, joka aukeaa ja muodostaa uusia disulfidi-
sidoksia ldammon ja pH:n vaikutuksesta (Bronlow ym. 1997; Creamer 2004). Creamer ym.
(2004) mukaan Cys66-Cys160 sidokset aukeavat kuumakasittelyssa ja Cys160 on herkké
muodostamaan uusia ei-natiiveja sidoksia, joista suurin osa on disulfidisidoksia. Kuitenkin
merkittdvassa osassa ei-natiiveista BLG-muodoista Cys160 ei ollut disulfidisidoksessa,
mika olisi todennadkoisesti seurausta korkeassa lampdtilassa tapahtuneesta energian lisayk-
sestd 25 aminohapon C-terminaalin 10ystyessd. Creamer ym. (2004) kertovat vahvistaneensa
Manderson ym. (1998) esittdmaé teoriaa, jossa esitetddn BLG:n olevan vain yksi mahdolli-
nen rakenne kolmestakymmenestd kovalenttisesta rakenteesta, jossa on polypeptidiketju,
kaksi disulfidisidosta ja vapaa kysteiini. Ndain ollen olisi 29 mahdollista muuta ei-natiivia
BLG muotoa ja ehka vield suurempi méaara tertiadrirakenteita. Creamer ym. (2004) mukaan
korkeammissa lampdtiloissa on oletettavaa, ettd alhaisimman energiatason muoto ei ole na-

tiivi-BLG ja osa néistd muutoksista jaisi pysyviksi myos maidon jadhtyessa.

Kuvassa 4 on havainnollistettu -S-S- sidosten paikat -laktoglobuliinimonomeerissa (Crea-
mer ym. 2004). Sutariya ja Patel (2017) tutkivat vetyperoksidin vaikutusta BLG:n lampd&ag-
gregoitumiseen ja huomasivat merkittavia vaikutuksia BLG:n lampdstabiilisuudessa, kun
heraproteiini-isolaatista valmistettuun liuokseen lisattiin vetyperoksidiliuosta yli 0,072 suh-
teessa proteiinipitoisuuteen (HTPR). Tulostensa perusteella he paattelivat vetyperoksidin
vaikuttaneen BLG:n disulfidisidosten ja vapaan kysteiinin (Cys121) reaktioiden véhenemi-
seen denaturoitumisen aikana, jolloin suuria komplekseja ei paassyt syntymaan. Tulokset
vahvistavat disulfidisidosten merkityksellisyyttd BLG:n aggregoitumisessa lampokaésittelyn

aikana (Sutariya ja Patel 2017).
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a-Kierre

Kuva 4. Havainnekuva B-laktoglobuliini monomeerin kolmiulotteisesta rakenteesta (Creamer ym. 2004). Ku-
vaan on nimetty a-kierre ja viisi kysteiinia sidoksissaan: Disulfidisidokset Cys66-Cys160 ja Cys106-Cys119
sekd vapaa kysteiini Cys121-Phel36.

2.5 Polyakryyliamidigeelielektroforeesi (PAGE)

Elektroforeesi perustuu varautuneiden molekyylien, kuten proteiinien, liikkeeseen séahko-
kentdssd (Garfin 1990; Westermeier ym. 2005). Proteiinit liikkuvat kohti vastakkaista va-
rausta sahkokentdssé nopeudella, joka riippuu kunkin proteiinin ja koelaitteiston ominai-
suuksista. Proteiinien elektroforeesiin vaikuttavat monet tekijat, joista merkittdvimmaét ovat
séhkokentén voimakkuus, systeemin lamp6étila, pH-arvo, ionityyppi, puskuriliuos ja proteii-
nien koko, muoto seka varaus. Shin ja Jackowskin (1998) sek& Westermeierin ym. (2005)
mukaan PAGE-tekniikassa on useita soveltamismahdollisuuksia, joista tassa tydssa kaytet-
tiin tapaa, jossa néytteet ajetaan kahden seinamén véliin tehtyyn kaksiosaiseen geeliin pel-
kistamattomassa ja proteiineja denaturoivia yhdisteitd sisaltdmattomassa (natiivi) pusku-
rissa. Geelissa on ensin huokoisempi osio, jossa ndytteet pakkautuvat tiiviisti, ja tihedmpi

0sio, jossa naytteet erottuvat toisistaan. Natiivi-PAGE tekniikassa naytteiden puskurit ja
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geeli eivét denaturoi proteiineja (Shi ja Jackowski 1998; Kurien ja Scofield 2005; Wester-
meier ym. 2005). Natiivi-PAGE:ssa proteiinien rakenteet séilyvat, mikd mahdollistaa 1&m-
pokasittelyn proteiineille aiheuttamien muutosten tarkastelemisen, minka Lin ym. (2010)
ovat heran osalta todistaneet. Westermeierin ym. (2005) mukaan natiivi-PAGE on pelkista-
vaa natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielektroforeesia (SDS-PAGE) herkempi
virheille ja diffuusio voi vaikuttaa proteiinien erottumiseen ja aiheuttaa sumeita alueita gee-
liin vyohykkeiden vélille, mik& heikentaa tulosten luettavuutta ja tarkkuutta. Lisaksi natiivi-
PAGE:ssa osa monimutkaisista proteiiniaggregaateista voi jaada naytekaivoihin suuren mo-
lekyylikokonsa takia (Kurien ja Scofield 2005).

2.6 Western blotting

Western blotting -nimityksen alle kuuluu useampia sovelluksia, joissa siirretadn tutkittavia
proteiineja tai peptideja yhdesta matriisista toiseen kdyttden voimana esim. séhkovirtaa tai
painetta ja siirron jalkeen proteiineja analysoidaan uudelta matriisilta (Merril ja Washart
1998; Westermeier ym. 2005). Yksi Western blotting -menetelmistd on immunoblot. Immu-
noblot-menetelmassé proteiineja siirretdan elektroforeesin avulla geelilta kalvomatriisiin,

jota seuraa proteiinien immunologinen analysointi.

2.6.1 Siirto (engl. transfer)

Yksi siirron toteutustavoista, jota tassakin tydssa kaytettiin, on kasata geeli ja kalvo pusku-
rilla kasteltujen imukykyisten paperien valiin (kuva 5). Koko pakan on oltava marka ja il-
makuplat rullattava pois geelin ja kalvon vélista. Pakka suljetaan tiiviisti kasaamisen jalkeen
ja sen lapi johdetaan sédhkovirtaa, jotta proteiinit siirtyisivat geelistd kalvolle. Kalvona voi-
daan kayttdd mm. polyvinyylidenedifluoridi (PVDF) -kalvoa, joka on kestavéaé ja omaa hy-
vén proteiinien sitomiskyvyn. Westermeierin ym. (2005) mukaan ei ole vield kehitetty kal-
v0a, joka sitoisi 100 % proteiineista, joten elektroblottauksen yhten& haasteena on saada isot
proteiinit siirrettya geelilti blottauskalvolle ilman, ettd pienet ja herkemmin siirtyvat mene-

vat lapi kalvosta.
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Kuva 5. Esimerkki pakan kokoonpanosta immunoblot-ajoa varten ([Bio-Rad] 2016).

2.6.2 Tukkiminen eli blokkaus (engl. blocking)

Kun proteiinit on siirretty kalvolle, sen muut kiinnittymiskohdat tulee tukkia eli blokata
(engl. blocking), jotteivat tunnistuksessa kaytettavéat reagenssit itse tartu kalvoon, miké ai-
heuttaa tulosten laadun ja tarkkuuden heikentymista (Merril ja Washart 1998; Westermeier
ym. 2005; [Bio-Rad] 2016). Blokkaus voidaan tehdd useammilla aineilla, tyypillisesti gela-
tiinilla tai Tween 20®:1la. Sopivan aineen tai aineyhdistelman valinta on tehtava siten, ett4
tarttuminen kaytettdvaan membraaniin on mahdollisimman hyvd, mutta tukkija ei saa rea-
goida tutkittavien proteiinien tai vasta-aineiden kanssa. Kéytannossa blokkaus tapahtuu ta-
vallisesti upottamalla tutkittava membraani puskuriin esim. Tris-suolapuskuriin, jossa on
mukana valitut blokkausaineet, esim. Tween 20® ([Bio-Rad] 2016).

2.6.3 Vasta-aineiden kiinnitys

Blokkauksen jalkeen membraani on valmis ensimmadisen eli priméarivasta-aineen (engl. pri-
mary antibody) lisaykselle (Merril ja Washart 1998; Westermeier ym. 2005; [Bio-Rad]
2016). Membraania inkuboidaan puskuriliuoksessa, jossa on primaarivasta-ainetta. Vasta-
aine voi olla spesifi ja tarttua vain tiettyyn proteiiniin (mm. immunoglobuliinit) (Merril ja
Washart 1998; Westermeier ym. 2005; [Bio-Rad] 2016) tai vdhemmaén spesifinen (mm. jot-

kin entsyymit ja radioaktiiviset merkkiaineet) ja tarttua useampiin (Westermeier ym 2005).
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Merril ja Washart (1998) mukaan joissain tapauksissa ensimmaista vasta-ainetta voidaan
tutkia suoraan joillain kuvantamismenetelmilld, esim. ensimmaisen aineen ollessa fluori-
soiva tai radioaktiviinen. Ylimaardinen (sitoutumaton) vasta-aine on kuitenkin ensin huuh-
deltava pois sopivalla pesuliuoksella. Sek& Merril ja Washart (1998) etta Westermeier ym.
(2005) lisadvat, ettei radioaktiivisia vasta-aineita kuitenkaan endd nykyisin suosita niiden

terveydelle haitallisten ominaisuuksien takia.

Suoran menetelman liséksi voidaan kayttdd myos ns. epasuoraa menetelméa (Merril ja
Washart 1998; Westermeier ym. 2005). Siind primé&érivasta-aineen jalkeen lisatdan toista
vasta-ainetta, joka kiinnittyy ensimmaiseen ja mahdollistaa tutkittavan kohteen havainnoin-
nin esim. siihen liitetyn entsyymin avulla (Merril ja Washart 1998; Westermeier ym. 2005;
[Bio-Rad] 2016). Membraani on pestavé sopivalla pesuliuoksella vasta-aineiden valilla, jotta
ylimé&aradinen primaari vasta-aine saadaan pois. Toiseksi eli sekundéarivasta-aineeksi voi-
daan valita jokin useista vaihtoehdoista havainnoitavasta kohteesta ja k&ytetystd havain-
nointi menetelmasta riippuen. Mahdollisia sekundéérivasta-aineita ovat mm. radioaktiiviset
proteiinit, peroksidaasi- tai fosfataasi-entsyymiin yhdistetyt vasta-aineet ja fluoresenssiin tai
keluminisenssiin kykenevadn yhdisteeseen kiinnitetyt vasta-aineet. Kuvassa 6 on esitetty
epasuoran immunoblot-menetelmén vaiheet, joiden tuloksena syntyneen reaktion jéljet voi-

daan kuvata ja tallentaa myohempaa tarkastelua varten ([Bio-Rad] 2016).
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Kuva 6. Kuvallinen esitys epdsuoran entsyymikatalysoidun immunoblot-menetelmén vaiheista ja toimintape-
riaatteesta ([Bio-Rad] 2016). Kuvaan on merkitty numeroin menetelman vaiheita: 1) Blokkaus, 2) Primaéri-
vasta-aineen kiinnittyminen, 3) Sekundéaarivasta-aineen kiinnittyminen, 4) Katalysoitavan substraatin lisdys ja
5) havainnoitavan reaktion tapahtuminen.

Tutkittava proteiini

2.6.4 Kuvantaminen

Kuvantamisessa perusideana on kaapata ndytteiden tuottama signaali kalvolta — esim. fluo-
resenssissa vapautuvan fotonin tuottama valo — seké tallentaa se helpommin tarkasteltavaan

ja kasiteltdvddn muotoon (Westermeier ym. 2005; [Bio-Rad] 2016). Uusia sovelluksia ja
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laitteita on kehitetty eri havainnollistamiskeinoille, kuten sekunda&rivasta-aineen fluore-
senssille tai keluminisenssille, korvaamaan vanhoja hitaampia keinoja, esim. rontgenfilmille
tallentaminen ([Bio-Rad] 2016). Nykyisell& teknologialla on mahdollista kuvata kalvolta tu-
leva heikkokin signaali suoraan digitaaliseen muotoon erilaisilla skannereilla (Westermeier
ym. 2005; Deshpande 2010; [Bio-Rad] 2016). Skannereiden avulla voidaan havaita jopa hy-
vin heikot signaalit, mika voi tarkoittaa femtogramman (10*° g) luokkaa olevia naytemaaria
(Deshpande 2010; [Bio-Rad] 2016). Tarkkuuden ja nopeuden lisaksi digitaaliseen muotoon
tallentavat laitteet helpottavat tulosten tarkastelua ja analysointia mahdollistamalla kuvan-
muokkauksen ja uudelleen kuvaamisen ensimmaisen kuvantamisyrityksen epaonnistuessa.
Tarkkuus, nopeus ja helppokéyttoisyys lisadvat mm. elintarvikealalle soveltuvien menetel-
mien kehittdmisen mahdollisuuksia (Deshpande 2010; [Bio-Rad] 2016).

3 KOKEELLINEN TUTKIMUS
3.1 Tutkimuksen tavoite

Maisterintutkielman kokeellisen tutkimuksen tavoitteena oli havaita lampokasittelyn aiheut-
tamia muutoksia nestemaitotuotteissa kayttden natiivi-PAGE- ja Western blotting -menetel-

mid yhdessé BLG-spesifisen vasta-aineen kanssa.

3.2 Materiaalit ja menetelmét

Tyo6t suoritettiin Helsingin yliopiston Viikin kampuksen EE-talon projektilaboratorioissa
3084 ja 3086 helmikuun 2015 ja huhtikuun 2016 valisend aikana. Laboratoriotutkimuksia
edeltdneessa tutkimusharjoituksessa todettiin BLG:n vasta-aineen toimivan Western blotting
-menetelméssd, joten kokeissa pystyttiin keskittyméaan lampokasittelyiden vaikutusten to-

dentamiseen ja toimivan naytteiden kasittelymenetelman kehittdmiseen.

Geelielektroforeesikokeet tehtiin Bio-Rad laboratories Inc.:n natiivi-PAGE ohjeiden mukai-
sesti ko. yrityksen laitteilla (Power Pac™ Basic) ja geeleilld, joko valmiilla (Mini-PRO-
TEAN®TGX™ 12 %) tai itsevaletuilla vastaavanlaisilla (Mini-Protean® Tetra Handcast
System). Western blotting -kokeet tehtiin Bio-Rad laboratories Inc.:n laitteella (Trans-Blot®
Turbo™ Blotting System) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Priméérivasta-aineena kaytettiin
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polyklonaalista BLG-vasta-ainetta (Maentausta ym. 2002). Sekundaérivasta-aineena kéytet-
tin IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (Li-COR Biosciences). PAGE-kokeiden
tulokset kuvattiin Alpha Imager® HP gel documentation -laitteella (Protein Simple) ja Wes-
tern blotting -kokeiden tulokset Odyssey® Classic -skannerilla (Li-COR Biosciences). Tar-

kempi listaus kaytetyistd valineista liitteessa 1 ja aineista liitteessa 2.

3.2.1 Naytteet

Taulukossa 3 on esitettynd tutkimuksissa kdytetyt ndytteet. Puhtaat naytteet (BLG, herai-
solaatti ja BSA) pysyivét koko tutkimuksen ajan samana, mutta maidon rajallisesta séily-
vyydesta johtuen niiden lahde vaihteli kokeiden aikana, mutta aina kaytettiin saman valmis-

tajan samaa tuotetta, minka pitdisi véhentad maitondytteiden keskinaista vaihtelua.

Taulukko 3. Kokeissa kéytetyt ndytteet, niiden tuotenimet, seké valmistajat.

Néyte Tuotenimi Valmistaja
i .- B-Lactoglobulin, From Bovine Milk, Approx. 90 % .
B-laktoglobuliini (PAGE) Sigma®
Heraisolaatti Isolate Whey 90 Instant Armor Proteinés
BSA Albumin, from bovine serum Sigma-Aldrich®
Raakamaito Raakamaito Valio Oy
Pastoroitu maito Valio Rasvaton maito, Valio Kevytmaito Valio Oy
. Valio Eila® rasvaton maitojuoma laktoositon, Valio Eila® .
ESL-maito o . Valio Oy
kevytmaitojuoma laktoositon
. Valio Rasvaton maito HYLA®UHT, Valio Kevytmaito .
UHT-maito HYLA®UHT Valio Oy
Jogurttimaito Jogurtin valmistukseen Iamquasnelty &4(90°Cm /10 min) Helsingin Meijeriliike
maitoa Oy
Homogenoimaton Valio Luomu™ rasvaton maito, Valio Luomu™ kevytmaito Valio Oy

pastoroitu maito

3.2.2 Naytteiden esikasittely

Naytteiden késittelyssé kaytettiin hyvaksi aikaisempien julkaisujen (Scott 1986; Manderson
ym. 1995; Lin ym. 2010; Saliha ym. 2013; Santos ja Lies 2013) ja ohjaajien tarjoamia tietoja
hyvistd kdytannagista.

Kantaliuokset

Kantaliuoksia (BLG, BSA ja heraisolaatti) valmistettaessa jauheet liuotettiin Eppendorf-put-
kissa Milli-Q -veteen tai fosfaattipuskuriin koeputkisekoittajan avulla. Kantaliuoksesta val-

mistettiin kulloisenkin koesuunnitelman mukainen maaré naytteita pipetoimalla kantaliuosta
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Eppendorf-putkiin ja lisadmalla niihin Milli-Q -vett tai fosfaattipuskuria ja sentrifugoimalla
nesteet hyvin lyhyesti putken pohjalle.

Fosfaattipuskurit

Fosfaattipuskurit valmistettiin liuottamalla fosfaattiyhdisteitd Di-natriumvety-fosfaatti
(Na2HPO4*2H,0) ja mononatriumfosfaatista (NaH2PO4) Milli-Q -veteen ja yhdistelemélla

saatuja liuoksia saadakseni eri pH:n puskuriliuoksia BLG, BSA ja heraisolaatti néytteille.

Heran erotus ja suodatus

Raakamaidoista erotettiin rasvan sentrifugoimalla 50 ml sentrifugointi putkissa (4000 g / 15
min, 4 °C). Sitten maidot lammitettiin vesihauteessa n. 37 °C asteeseen. Lammitettyihin
maitoihin liséttiin biologista ALBAMAX-kymosiinia (Clerici-Sacco) 1:1500 ja niiden an-
nettiin juoksettua lampokaapissa (37 °C) koejarjestelyiden mukaisen ajan (15-60 min). Juok-
settuneet néytteet sentrifugoitiin (1800 g / 20 min) huoneenlammassa (n. 20 - 22 °C) juok-
settuman erottamiseksi herasta (juoksettaminen toimi kaytannossa vain raakamaidolle ja
pastoroidulle maidolle). Naytteet suodatettiin 0,45 um suodattimen lapi ruiskulla purista-

malla.

Naytteiden lampokasittely

Néaytteiden lampokasittelyt tehtiin Eppendorf-putkille lampdblokissa eli kuivassa lampo-
hauteessa ja 50 ml koeputkille sekoittajalla varustetussa lampdkaapissa. Kuumennuksen jal-
keen ndytteet laitettiin jaAdmurskansekaiseen veteen jaahtymaan viideksi minuutiksi.

Naytteiden pakastaminen

Pakastettava nédytteet pipetoitiin Eppendorf-putkiin, pakattiin pahviseen Eppendorf-putkille
tarkoitettuun laatikkoon ja séilytettiin pakastimessa (-18 °C)

Varsinaiset naytteet

Varsinaiset ndytteet (ndytekoko 15 pl) tehtiin pipetoimalla 3-12 pl esikésiteltya naytetta Ep-
pendorf-putkiin ja lisédmalla tarvittaessa Milli-Q vettd 12 pl:aan asti. Seuraavaksi naytteille
tehtiin mahdolliset koesuunnitelman mukaiset kuumennuskaésittelyt. Jadhtyneisiin nayttei-
siin lisattiin 3 pl natiivi-PAGE-naytteille tarkoitettua kayttovalmista Bromofenyyli sininen
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(BPB) -néytepuskuria (Sigma-Aldrich®) ja néaytteet sentrifugoitiin pikaisesti putken poh-
jalle.

Vetyperoksidikasittely

Vetyperoksidikésittely tehtiin lisédmalla ndytteeseen 0,3 % H20- (loppupitoisuus) ennen

lampokasittelyé ja jatkokasittelyt tehtiin samaan tapaan kuin muille saman sarjan néytteille.

3.2.3 Analyysin suorittamisen kuvaus

Menetelman kuvauksessa on esimerkkind viimeisin koe, jossa pakastetuille naytteille teh-

daan analyysi.

Kantandytteiksi valittiin puhdasta BLG-liuosta (3 mg/ml proteiinia), raakamaitoa, pastoroi-
tua maitoa, ESL- ja UHT-kasiteltyja maitoja sek& raakamaidosta erotettua ja 0,45 pum suo-
dattimella suodatettua heraa. Néytteet pakastettiin 1 ml erissd Eppendorf-putkissa -18 °C.
Analyysipaivana ndytteet otettiin sulamaan ja valmisteltiin natiivi-PAGE-geeli ja -laitteisto,
mikali valmisgeeleja ei ollut kaytettavissa tehtiin geeli edellisend paivana taulukon 4 mukai-
sesti. Seuraavaksi valmistetiin ndytteet koeasetelman mukaisesti sulaneista naytteista. Mai-
dosta ja herasta tehtiin 3 pl:n naytesarja (3 pl naytettd, 3 pl ndytepuskuria ja 9 pl Milli-Q) ja
7 ul:n naytesarja (7 pl maitoa tai heraa, 3 pl naytepuskuria ja 5 pl Milli-Q). Lisaksi tehtiin
9 ug proteiinia siséltavat standardindytteet BLG:sta (3 pl kantandytettd, 3 pl ndytepuskuria
ja 9 ul Milli-Q). Néytteet pipetoitiin geelin ndytekaivoihin, geelit vietiin kylmiton (4 °C) ja
asennettiin PAGE-laitteistoon. Kammiot taytettiin natiivi-PAGE-puskurilla (Bio-Rad TG:
25 mM Tris, 192 mM glysiini; liuoksen pH 8,3, valmistaja Bio-Rad laboratories Inc.). Ajo-
kammio siirrettiin jaill4 tdytettyyn astiaan, pohjalle liséttiin magneetti ja kdynnistettiin mag-
neettisekoittaja. Laitteistoa ajettiin 125 V 30 min ja 200 V 70 min. Geelielektroforeesiajon
loputtua valmisteltiin geeli Western blotting -ajoa varten tai, mikéli kyseessd PAGE-kuvat-
tava verrokki, varjattiin geeli Coomassie blue -liuoksella (engl. Coomassie brilliant blue,
valmistaja Bio-Rad laboratories Inc). Western blotting -ajoa varten geeli ja PVDF-kalvo
upotettiin omiin Towbyn-liuoksiinsa (100 ml 10xTG-puskuriliuosta, 200 ml metanolia ja
700 ml Milli-Q -vettd) 10 minuutin ajaksi, mit4 ennen kalvo kéytettiin metanolissa hydrofo-
bisuuden poistamiseksi. Seuraavaksi kasattiin blottaus-kasetti, syotettiin se Western blotting
-laitteeseen ja ajettiin 30 min (25 V, 1,0 A). Ajon jalkeen huuhdeltiin PVDF-kalvo kolme
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Taulukko 4. Natiivi-PAGE-geelien teossa kéytetyt aineet ja niiden maérat.

Reagenssi 2-geelid alageeli 2-geelid ylageeli
10 % APS 50 pl 30 ul
IM Tris-HCL, pH 6,8 - 0,83 ml
30 % akryyliamidiliuos 4 ml 0,75 ml
3M Tris-HCI, pH 8,8 1,25 ml -
Milli-Q 4,7 ml Sml
TEMED 8 ul 8 ul

kertaa Milli-Q -vedella ja upotettiin lopuksi PBS-liuokseen kahdeksi minuutiksi, seka laitet-
tiin Coomassie blue -vérjaykseen. Seuraavaksi upotettiin PVDF-kalvo 30 ml:aan Odyssey®
blocking-puskuria ja annettiin liota tasosekoittajassa (n. 55 rpm) tunnin ajan. Tunnin jalkeen
astia vietiin kylméhuoneeseen (4 °C), liuos kaadettiin pois ja lisattiin tilalle 1:3000 laimen-

nettua BLG-vasta-aineliuosta

(10 pl BLG:n vasta-ainetta, 30 ml blocking-puskuria ja 60 pl Tween 20 -liuosta). Kalvoa
inkuboitiin tasosekoittajassa (n. 53 rpm) tunnin ajan. Taman jalkeen kalvoa pestiin 100-150
ml:ssa pesuliuosta (PBS -liuos, jossa 0,1 % Tween 20) 4 x 5 min tasosekoittajan nopeudella
80 rpm, vaihtaen liuosta pesujen vélilla. PVDF- kalvo siirrettiin pesujen jalkeen toiseen
vasta-aineliuokseen (1,5 ul IR800 vasta-ainetta, 30 ml Odyssey-puskuria, 60 pl Tween 20:ta
ja 30 pl 10 % SDS-liuosta) ja rasia suojattiin valolta sek& nostettiin tasosekoittajalle (n. 53
rpm) tunniksi. Tunnin inkuboinnin jélkeen kalvo pestiin, kuten ensimmaisen vasta-aineen
jalkeen, mutta astia suojattiin valolta. Lopuksi kalvo huuhdeltiin PBS-liuoksella ja séilytet-

tiin PBS-liuoksessa kuvaukseen asti.

3.3 Koesuunnittelu
3.3.1 Proteiinien rakennemuutosten maarittdminen eri pH-arvoissa

Koesarjan pH-arvoiksi valittiin 7,4, 7,0, 6,6 ja 6,0. Kokeet suoritetiin BLG- ja heraisolaatilla,
jotka liotettiin fosfaattipuskureihin. Jokaisesta ndytteesta tehtiin lampokasittelemattomaén ja
lampokasitelty (90 °C/10 min) versio. Liséksi tehtiin yhdet BLG- ja heraisolaattindytteet pH
6,6 puskurissa, joihin oli lisatty 0,3 % H>0O> ja kuumennettu 90 °C/10 min. Kantandytteiden
proteiinipitoisuudet olivat 3 mg/ml (BLG) ja 6 mg/ml (Heraisolaatti). Naytekaivoihin pipe-
toitiin 15 pl ndytettd (7 pl néaytettd, 3 pl ndytepuskuria ja 5 pl Milli-Q). Natiivi-PAGE-ajo
parametrit olivat 125 V 15 min ja 200 V 67 min, ts. kunnes vari oli geelin alalaidassa.
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Liséksi tutkittiin heran proteiinien kayttaytymistad pH-arvoltaan (5,8, 6,0 ja 7,6) erilaisissa
fosfaatti puskureissa. T&t4 varten puolet ndytteista lampokasiteltiin (90 °C/5 min) ja puolet
jaivat kasitteleméattad. BLG:n pitoisuudet olivat 3 mg/ml ja heran 6 mg/ml. Naytekaivoihin
pipetoitiin 15 pl naytetté (7 pul naytettd, 3 pl ndytepuskuria ja 5 pl Milli-Q). Naytteille tehtiin
natiivi-PAGE-ajo (125 V 15 min ja 200 V 78 min).

Lampokasittelyn voimakkuuden erojen arvioimiseksi lampokaésiteltiin. fosfaattipuskureihin
(pH 6 ja 6,6) liuotettuja BLG- ja heraisolaatti naytteita (proteiini pit. 3 mg/ml ja 6 mg/ml
vastaavasti) 90 °C:ssa 1, 3, 5 ja 10 min ajan. Naytekaivoihin pipetoitiin 15 pl naytetta (7 pl
naytettd, 3 pl ndytepuskuria ja 5 pl Milli-Q). Natiivi-PAGE-ajot suoritettiin 125 V 15 min
ja 40 min (rinnakkaista 55 min) 200 V jannitteella.

3.3.2 Heran kymosiinilla erottamisen ja ndytteiden suodattamisen vaikutusten maa-
rittdminen

Suoritettiin koe késittelemattomilla raakamaidoilla ja 90 °C/10 min kuumennetulla raaka-
maidolla. Naytteisiin pipetoitiin 3, 7, 10 ja 12 pl raakamaitoa, 3 pl ndytepuskuria ja ndytteen
lopputilavuus tehtiin 15 pl:aan Milli-Q -vedelld. Naytekaivoihin pipetoitiin 15 pl néytetta.
Natiivi-PAGE-ajo suoritettiin parametrein 125 V 15 min ja 200 V 67 min, ts. kunnes véri oli

geelin alalaidassa.

Liséksi tutkittiin pastoroidusta ja raakamaidosta erotettuja (15, 30 ja 60 min juoksettumis-
ajoilla) heranaytteitd. UHT-ndyte ei juoksettunut, joten siitd ei tehty naytteita. Bradford-me-
netelmélla tehtyjen arvioiden perusteella heranaytteista tehtiin 1:5 laimennokset. Laimen-
noksista (1:5) tehtiin rinnakkaiset ndytesarjat (5 pl néaytettd, 3 pl puskuria ja 7 pl Milli-Q -
vettd), seké lisaksi BLG-kontrollit (7 pul 3 mg/ml vahvuista BLG-liuosta, 3 ul vérid ja 5 pl
Milli-Q). Naytekaivoihin pipetoitiin 15 pl ndytettd. PAGE-ajo suoritettiin itsevaletuilla gee-
leilla parametrein 125 V 15 min ja 200 V 70 min.

Liséksi kokeiltiin 30 ja 60 minuuttia juoksetetuista maidoista erotettuja heranaytteitd ilman
laimentamista. Tehtiin 5 pl, 3 pl ja 2 pl heraliuosta sisaltavat naytesarjat, joista 5 pl naytteille
tehtiin rinnakkaiskoe. Naytteisiin lisattiin 3 pl ndytepuskuria ja néytteen lopputilavuus teh-
tiin 15 pl:aan Milli-Q -vedelld. Lisaksi tehtiin BLG-kontrollindytteet (1 pl 2 mg/ml vah-
vuista BLG-liuosta, 3 pul néytepuskuria ja 11 pl Milli-Q). Néytekaivoihin pipetoitiin 15 pl
naytettd. PAGE-ajon suoritettiin valmisgeeleilld (125 V 15 min ja 200 V 53 min). Western
blotting -tutkimuksessa kaytettiin BLG-vasta-ainetta 1:5000 laimennoksena. Blotting-ajon
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asetuksina oli 25 V, 1,0 A ja ajoaika 30 min. Valmis kalvo séilytettiin PBS-liuoksessa pime-

assé yon yli ennen kuvausta.

3.3.3 Rasvan ja homogenoinnin vaikutusten maarittdminen

Tutkittaviksi tuotteiksi valittiin seuraavat: Kevytmaito, homogenoimaton kevytmaito, rasva-
ton maito, raakamaito ja BLG. Kymosiinierotuksessa ei erotettu rasvaa raakamaidosta erik-
seen. Puolet naytteista suodatettiin. Naytteista tehtiin rinnakkaiset sarjat (5 pl naytettd, 3 pl
puskuria ja 7 ul Milli-Q -vettd) seka liséksi kahdet BLG-kontrollit (1 ja 2 pul 2 mg/ml vah-
vuista BLG-liuosta, 3 pl puskuria ja Milli-Q -vettd 15 pl:n tilavuuteen). Ndytekaivoihin pi-
petoitiin 15 pl ndytettd. PAGE-ajossa parametreind oli 125 V 15 min ja 200 V 50 min ja

blotting-ajossa 25 V, 1,0 A ja ajoaika 30 min. BLG-vasta-aineena oli 1:5000 laimennos.

3.34 Lampokasittelyiden aiheuttamien BLG:n muutosten maarittdminen maidossa ja
fosfaattipuskurissa

Néytteina kéaytettiin BLG (3 mg / ml), raakamaitoa, pastéroitu maitoa (~73 °C/15 s) ja pa-
nospastoroitu jogurttimaito (90 °C/10 min, homogenoitu). BLG-naytteitd kuumennettiin
vastaamaan maitojen lampokasittelyitd: Pastorointi 63 °C/30 min ja panospastorointi 90 °C
10 min. Maitonaytteiden annettiin juoksettua 60 min, paitsi jogurttimaito 100 min, hyvan
juoksettuman aikaansaamiseksi. Saatu hera erotettiin ja suodatettiin. Valmistettiin ndytesarja
(5 pl néytettd, 3 pl puskuria ja 7 ul Milli-Q -vettd) ja lampokasitellyisté valmistettiin rinnak-
kaiset ndytteet. Naytekaivoihin pipetoitiin 15 pl ndytettd. PAGE-ajossa parametreind oli 125
V 15 min ja 200 V 70 min ja blotting-ajossa 25 V ja 1,0 A, 30 min. BLG-vasta-aineena oli

1:5000 laimennos.

3.35 Lampokasittelyiden eroja havainnollistavien sarjojen maérittdminen tuoreista
ja pakastetuista naytteista

Maitonaytteiksi valittiin VValion pastdroitu rasvaton maito, ESL- ja UHT-kasitellyt rasvatto-
mat maidot sekd raakamaito ja Helsingin Meijeriliike Oy:ssé pastoroitu tdysmaito. Proteii-
nindytteiksi puolestaan BLG, pastoroitu BLG, pastoroitu BLG 2:1 ALA (n. sama suhde kuin
herassa), korkeapastéroitu BLG ja negatiivinen kontrolli pastoroitu a-laktalbumiini (ALA).
Raakamaidosta erotettiin rasvaa sentrifugoimalla, mutta néytteitd ei juoksetettu. Proteiini-
naytteiden pastorointi suoritettiin 63 °C 30 min ja korkeapastorointi 90 °C 5 min pH 6,6
fosfaattipuskurissa. Maidosta valmistettiin ndytesarjat (10 pl maitoa, 3 pl puskuria ja 2 pl
Milli-Q) ja proteiiniliuoksista (6 pl ndytettd, 3 pl puskuria ja 6 pl Milli-Q). Néaytekaivoihin



31

pipetoitiin 15 pl ndytettd. Suoritettiin PAGE-ajo (125 V 15 min ja 200 V 70 min) ja blotting-
ajo (25 V ja 1,0 A, 30 min). BLG-vasta-aineena oli 1:5000 laimennos.

Selvitettédessd pakastuksen vaikutuksia havaintosarjan luettavuuteen néytteiksi valittiin:
Raakamaito, BLG (3 mg/ml proteiinia pH 6,6 fosfaattipuskurissa), ALA (3 mg/ml proteiinia
pH 6,6 fosfaattipuskurissa), Valion pastéroitu maito, ESL- ja UHT-ké&sitellyt maidot, seka
raakamaidosta erotettu ja suodatettu hera. Naytteet pakastettiin ja kokeet suoritettiin viikon
paasta pakastuspéivasta. Maito- ja heranaytteille pipetoitiin 3 pl:n naytesarja (3 pl maitoa
tai heraa, 3 pl puskuria ja 9 pl Milli-Q) ja 7 pl:n nédytesarja (7 pl maitoa tai heraa, 3 pl
puskuria ja 5 pl Milli-Q). Lisaksi valmistettiin BLG- ja ALA-néytteet (3 pl kantaliuosta, 3
pl puskuria ja 9 pl Milli-Q). Naytekaivoihin pipetoitiin 15 pl ndytettd. PAGE-ajossa para-
metreind oli 125 V 15 min ja 200 V 70 min ja blotting-ajossa 25 V ja 1,0 A, 30 min. BLG-
vasta-aineena oli 1:3000 laimennos.

34 Tulokset

Natiivi-PAGE-geeleiltd ei voida paatella tarkkoja molekyylipainoja, joten tuloksia on ver-
rattava aikaisempaan tietoon ja mahdollisiin kontrollindytteisiin, joita geelille on lisdtty. Tu-
loksia tulkitessa on verrattu kuvia etenkin Manderson ym. (1995), Chen ym. (2007) ja Lin
ym. (2010) raportoimiin tuloksiin sek& muusta kirjallisuudesta I6ytyvéan tietoon vyéhyk-

keitd muodostaneiden proteiinien tunnistamiseksi ja tulosten laadun arvioimiseksi.

34.1 BLG- ja heran&ytteiden pH:n vaikutus proteiinirakenteisiin

Kuvassa 7 nahdaan lampokasittelyn vaikutuksia BLG-proteiinin rakenteeseen. Vasemmalla
nédhdéan BLG:n A- ja B-muotoja (Chen ym. 2007) lampokasittelemattomissa néytteissa (1-
5), eik& vetyperoksidikasittely (ndyte 5) ndyta vaikuttavan. Lampokasitellyissa (90°C / 10
min) ndytteissa (6-10) monomeereja ei ndy, mutta monimutkaisempia eli denaturoituneita
komplekseja, mahdollisesti ainakin di- ja trimeereja (vyéhyke A ja B), on havaittavissa eten-
kin pH 6,6 ndytteelld 7. Tdma oli kirjallisuuden perusteella odotettua (Manderson ym. 1995;
Chen ym. 2007; Lin ym. 2010; Walstra ym. 2006). perusteella oli odotettua. My6s muita
oligomeereja ndyttaisi olevan pienia méaaria (vyohyke C). Vetyperoksidia sisaltdneessa néyt-
teessa 10 on enemmaén yksinkertaisempia muotoja, etenkin dimeerié (vyohyke A), suhteessa
muihin naytteisiin. Liséksi suuria komplekseja véhemman, silla naytekaivoon (vyéhyke D)
ei nayta jaaneen yhta paljon naytettd kuin muihin. Vyohykkeiden levidmista pidemmalle

matkalle aiheuttaa Chen ym. (2007) mukaan proteiinien polymerisoituminen ja Westermeier
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ym. (2005) mukaan diffuusio. Molemmat aiheuttajat voivat selittda kuvissa havaittua vyo-
hykkeiden levidmistd. Naytteen 6 kanssa on ilmeisesti tapahtunut virhe, eiké ndytekaivoon

ole paatynyt riittavasti proteiinia.

Sama alempien vyohykkeiden (BLGA ja BLGB) hdvidminen ja monimutkaisempien vyo-
hykkeiden tuhruisuus havaitaan myos heraisolaatin kohdalla (kuva 8). Lampokaésittelemat-
tomissa naytteissa ylinnd ndkyva vyohyke lienee immunoglobuliinia (Ig), silla Lin ym.
(2010) kokeissa se oli ylin vyéhyke ja he havaitsivat sen haviavan lampokasittelyn seurauk-
sena. Keskella oleva selke& vyohyke voisi olla lehmén seerumin albumiinia (BSA). Tunnis-
tamattomana vyohykkeen& néytteissa 3-6 ndkyy BLG-A:n alla viel& yksi heikko vythyke,

jolle ei ole selitysté.

Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli BLG-
naytteista eri pH:n puskureissa
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Kuva 7. Natiivi-PAGE-geeli, jossa lampokasitteleméttomét BLG-ndytteet (1-5) ja vastaavat lampokaésitellyt
(6-10), pH arvoilla 6,0 (1, 6), 6,6 (2,7), 7,0 (3,8) ja 7,4 (4,9), sekd pH 6,6, johon lisatty 0,3 % H202 (naytteet
5,10). Kuvaan merkitty havaittuja vydhykkeitd: BLG:n A- ja B-muodot (BLGA, BLGB), BLG:n di- (A), tri-
(B) ja oligomeereja (C), seka naytekaivoon jaaneet proteiinit (D).
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Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli heraisolaatti-
naytteista eri pH:n puskureissa
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Kuva 8. Natiivi-PAGE-geeli, jossa lampokasitteleméttomat heraisolaattindytteet (1-5) ja vastaavat lampokasi-
tellyt (6-10), pH arvoilla 6,0 (1, 6), 6,6 (2,7), 7,0 (3,8) ja 7,4 (4,9), seké& pH 6,6, johon lisétty 0,3 % H202
(naytteet 5,10). Kuvaan merkitty tunnistettuja vyohykkeitd: BLG:n A- ja B-muodot (BLGA, BLGB), BLG:n
di- (B) ja triomeeri (D), lehmén seerumin albumiini (BSA) (C), immunoglobuliini (E) ja ndytekaivo (F), sek&
tunnistamaton proteiini (A).

Kuvassa 9 ndhdédan miedommalla lampokasittelylla (90 °C/5 min) pH-arvolla 6,0 heraisolaa-
tin ja BLG:n muodostaneen samankaltaisen tikapuun” kuin Manderson ym. (1995) esittivét
omissa tuloksissaan. He raportoivat vyohykkeiden olevan monomeerejd, ei-natiiveja mo-

nomeerejé, di-, tri- ja oligomeereja.

Kuvassa 10 heran lampdkasittelyissa nayttaisivat pH 6,0 naytteet (1-5) olevan hieman sel-
vemmin erottuvia kuin pH 6,6 (6-10). Molemmissa pH-arvoissa havaitaan denaturoitumisen
aiheuttama proteiinikompleksien kasvu ja yksinkertaisempien muotojen vdheneminen. Ha-
vaitaan edellisessa kokeessa todettu 90 °C/5 min lampokasittelyn pH 6,0 puskurissa saaneen
naytteen muodostaneen useita komplekseja. Immunoglobuliini ndyttaisi havidavan kolmen
minuutin (ndytteet 3, 8) l&mpdkasittelyn jalkeen, mutta samalla paikkaa havaitaan jalkia
mahdollisesti suurista komplekseista 5 min (néytteet 4, 9) ja 10 min (néytteet 5,10) kohdalla.
Néytteiden pH néayttéisi vaikuttavan tuloksiin vain véhén, kun ottaa huomioon aikaisempia
tuloksia tarkastellessa havaitun vaihtelun nédytteiden onnistumisessa. BLG-A- ja BLG-B-
muotojen lisdksi nakyy joissain ndytteissé (ainakin naytteet 7 ja 9) mahdollinen kolmas vyo-
hyke (A), joka voi olla Manderson ym. (1995) raportoima ei-natiivi BLG-A-monomeeri.
liImakupla esti ndytteen padsemisen néaytekaivoon 6.
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Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli
pH 6,0 ja 90 °C/5 min kasitellyista naytteista

2

1
Kuva 9. Osa Natiivi-PAGE-geelig, jossa lampdkasitellyt (90 °C/5 min) heraisolaatti pH 6,0 (ndyte 1), BLG pH
6,0 (ndyte 2). Kuvaan merkitty mahdollisia BLG:n di- (A), tri- (B) ja oligomeerejé (C-G).

Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli pH 6,0 ja 6,6
puskureissa eri lampokasittelyn saaneista heraisolaatti
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Kuva 10. Natiivi-PAGE-geeli, jossa eri lampokasittelyn saaneita heranéytteitd, ajoaika 43 min. Puskurin pH 6

(1-5) ja pH 6,6 (6-10): Lampokasitteleméttomét naytteet (1,6), 1 min/90 °C (2,7), 3 min/90 °C (3,8), 5 min/90

°C (4,9) ja 10 min/90 °C (5,10). Merkittyja vychykkeitd: BLG:n A- ja B-muodot (BLGA, BLGB), BLG:n
mahdollinen ei-natiivi monomeeri (A), dimeeri (B), trimeeri (E), Lehmén seerumin albumiini (D), ettd immu-

noglubuliini (F) ja tunnistamaton rakenne (C), seké nédytekaivo (G).
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3.4.2 Kymosiinierotuksen ja suodatuksen vaikutuksia maitonaytteiden luettavuuteen

Raakamaitonaytteissa (kuva 11) ei havaita aikaisemmista kuvista tunnistettuja pienié prote-
iinimuotoja, vaan sen sijaan suurempia proteiinirakenteita (A, B ja C) ja kenties rasvan seka
suurien kompleksien aiheuttamat paksut mustat alueet (D) geelin yldosassa. Lampokasitte-
lyssé 3 ul ndyte (5) vaikuttaa vahemman tdydeltd kuin muut, mutta siit4 ndyttdd myos jaavén
havaitsematta vyohyke B verrattuna 7 pl ndytteeseen (6). Toisaalta 10 pl ja 12 pl ndytteissa

(7 ja 8) naytettd on niin runsaasti, ettd C-alue on vaikeasti erotettavissa D-alueesta.

Heran erottaminen maitondytteista juoksetteen avulla onnistui, mutta ndytteet nayttavét ol-
leen liiaksi laimennettuja Coomassie blue -vérin erotuskyvylle, kuten kuvassa 12 on nahté-
vissd. Pidempi juoksettumisaika nayttaisi, ainakin raakamaitojen kohdalla, vaikuttavan po-
sitiivisesti heraan jaavien proteiinien maarééan (vrt. 15 min (nayte 5) vs. 60 min (néayte 7)
juoksetettu). Suodatuksella ei nayttéisi olevan vahvaa vaikutusta tulosten luettavuuteen tdssa

kokeessa (vrt. suodattamaton (nédyte 4) vs. suodatettu (nayte7)).

Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli raakamaidosta
eri naytepitoisuuksilla
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Kuva 11. Natiivi-PAGE-geeli, jossa lampokasittelemattomat raakamaito naytteet (1-4) ja lampokasitellyt (5-
8). Lisdysmaarat olivat 3 pl (1,5), 7 pl (2,6), 10 ul (3,7) ja 12 pl (4,8). Kuvaan merkitty havaittuja vyohykkeita
(A-D) ja naytekaivon sijainti (E).
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Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli juoksetetuista
maitonaytteista

A -BSA
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C - kaivo
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Kuva 12. Kymosiinilla 15, 30 ja 60 minuutin ajan juoksetettujen maitojen heroista valmistettuja ndytteita na-
tiivi-PAGE-geelisséd. Kuvassa 15 min juoksetettu kevytmaito (1), 30 min juoksetettu kevytmaito (2), 60 min
juoksetettu kevytmaito (3), 60 min juoksetettu suodattamaton raakamaito (4), 15 min juoksetettu raakamaito
(5), 30 min juoksetettu raakamaito (6), 60 min juoksetettu raakamaito (7). Merkittyja vydhykkeit4: mahdollinen
lehmén seerumin albumiini (A) ja immunoglobuliini (B), sekd naytekaivo (C).

BLG-vasta-aineella leimattu PVDF-kalvo (kuva 13) suodatetuista ja suodattamattomista
raaka- ja kevytmaitonaytteistd. Kuvasta nakee selvasti BLG:n A- ja B-muodot (BLGA ja
BLGB) seké pastoroitujen tuotteiden (7-10) kohdalla isompien proteiinikompleksien suu-
remman méaaran (vyohyke C) verrattuna lampokaésittelemattomien naytteiden (1-6) vastaa-
viin (vyohyke B). Suodattamattomassa néytteessa 3 nayttaa olevan hieman enemmén BLG:a
kuin suodatetuissa ndytteissa 2 ja 4. Raakamaidon 60 min juoksetus (ndytteet 2 ja 4) nayttaisi
hieman parantavan tulosten luettavuutta vrt. 30 min juoksettumisaikaan (néaytteet 5 ja 6).
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BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin
PVDF-kalvo kymosiinin avulla erotetuista heranaytteista

A-C - tuntematon
D - kaivo
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Kuva 13. BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin PVDF-kalvo kymosiinilla erotetuista raaka- ja ke-
vytmaito heroista: BLG 2 ug (1), raakamaito 60 min juoksetettu (2), suodattamaton raakamaito 60 minuutin
juoksetus (3), raakamaito 60 min juoksetettu (4), raakamaito 30 min juoksetettu (5), raakamaito 30 min juok-
setettu (6), kevytmaito 60 min juoksetettu (7), kevytmaito 60 min juoksetettu (8), kevytmaito 30 min juokse-
tettu (9) ja kevytmaito 30 min juoksetettu (10). Merkittyja vydhykkeitd: BLG:n A- ja B-muodot (BLGA,
BLGB), mahdollinen BLG:n dimeeri (A), suurempia rakenteita ja komplekseja (B, C), seké ndytekaivo D.

343 Rasvan ja homogenoinnin vaikutus BLG:n rakenteisiin pastoroidussa maidossa

Kuvassa 14 ndhdaan hyvin lampokasittelyn seurauksena muodostuneita proteiinimuotoja
(vyohykkeet B ja D). Homogenoimattomilla pastéroiduilla maidoilla (ndytteet 3-6) ei nay
selke&é eroavuutta BLG:n rakenteissa verrattuna homogenoituihin maitoihin (naytteet 7 ja
8). Tassa kokeessa juoksettumisajalla ei nayttdisi olevan merkitysta tulosten luettavuuteen.
Alimpien vyohykkeiden voimakkuudesta johtuen on vaikea sanoa varmasti, mutta BLG-A:n
ja BLG-B:n liséksi néyttaisi olevan kolmas vyohyke (A) ja niiden ylépuolella vieléd neljés
(B), jotka voisivat olla Manderson ym. (1995) tutkimuksissaan havaitsemia ei-natiiveja
BLG:n monomeerejd. Manderson ym. (1995) havaitsivat BLG-A:lla muodostuvan kaksi ja
BLG-B ja C muodoilla vain yhden. Naytteen 4 kohdalla kaikki ndyte ei varmaankaan ole
paatynyt naytekaivoon.
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BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin
PVDF-kalvo homogenoinnin, juoksetusajan ja rasvan
vaikutuksesta tulosten luettavuuteen
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Kuva 14. BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin PVDF-kalvo, jossa kymosiinilla erotettuja hera-
naytteita (rasvaisista, rasvattomista ja homogenoiduista maidoista) ja BLG-verrokkeja. Kuvassa 30 min juok-
setettu raakamaito (1), 60 min juoksetettu raakamaito (2), 30 min juoksetettu homogenoimaton rasvaton maito
(3), 60 min juoksetettu homogenoimaton rasvaton maito (4), 30 min juoksetettu homogenoimaton kevytmaito
(5), 60 min juoksetettu homogenoimaton rasvaton maito (6), 30 min juoksetettu kevytmaito (7), 60 min juok-
setettu kevytmaito (8), 2 ug BLG (9) ja 4 ug BLG. Merkittyjen vyohykkeiden mahdollisia aiheuttajia: BLG:n
A- ja B-muodot (BLGA, BLGB), mahdollisesti BLG:n ei natiiveja monomeereja (A ja B), di- (C) ja trimeereja
(D), seka oligomeerejé tai muita suuria proteiiniketjuja (E-F).

34.4 Lampokasittelyiden vaikutuksia BLG-proteiiniin maidossa ja fosfaattipusku-
rissa

Kokeen tulosten perusteella (kuva 15) BLG:n rakenteet nayttaisivat eroavan jossain méaarin,
kun verrataan lampokaésittelyad maidossa (ndytteet 1-5) ja pH 6,6 fosfaattipuskurissa (naytteet
6-10). Maidossa vyohykkeet ovat hieman selkedmpid, kuin pH 6,6 fosfaattipuskurissa, eika
polymeroitumisen aiheuttamaa liukumaa (néytteet 7-10) ole yht& paljon. Toisaalta jogurtti-
maito (néytteet 4 ja 5) nayttad sisdltdéneen niin suuria komplekseja, ettei néytteista paassyt
geeliin juuri mitéan, vaan naytteet jaivat naytekaivoihin (F). Voi myos olla, ettd vasta-aine
ei ole péassyt kiinnittymé&én jogurttimaidossa proteiineihin niiden rakennemuutosten takia,

mutta ainakaan BLG-isolaatin kanssa ongelmaa ei nayttaisi olleen (kts. ndytteet 9 ja 10).
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BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin
PVDF-kalvo lampokasitellyista BLG-naytteista pH 6,6
fosfaattipuskurissa ja maidossa
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Kuva 15. BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin PVDF-kalvo, jossa eri lampokasittelyn saaneista
maitondytteista erotettuja heroja ja samat l&mpokaésittelyt pH 6,6 fosfaattipuskurissa saaneita BLG ndytteité:
Raakamaito (1), pastéroitu maito (2,3), 90 °C/10 min kuumennettu jogurttimaito (4,5), lampokasittelemétdn
BLG 15 pg (6), 63 °C/30 min kuumennettu BLG 15 pg (7,8), 90 °C/10 min kuumennettu BLG 15 ug (9,10).
Merkittyja vyohykkeitd: BLG:n A- ja B-muodot (BLGA, BLGB), mahdollisia ei-natiiveja monomeereja (A ja
B), dimeereja (C), trimeereja (D) ja oligomeerejé ja muita komplekseja (E), seka naytekaivo (F).

345 Tuoreista ja pakastetuista naytteistd muodostetut lampokasittelyiden eroja ha-
vainnollistavat sarjat

Kuvasta 16 nahdaan eroja lampokasittelyjen valilla: Natiivimuotojen (alue A) maaré nayt-
téisi vahenevan lampokasittelyn kasvaessa siten, ettei UHT-maidossa (ndyte 1) enda havaita
natiivimuotoja ollenkaan. Maitonaytteet ovat hieman vaikeasti tulkittavissa vyohykkeiden
suhruisuuden takia. Pastoroitujen BLG- ja BLG+ALA 2:1 -liuosnéytteiden (7 ja 8) kohdalla
havaitaan selkedt BLG-A ja BLG-B vyohykkeet ja heikkoja vyohykkeitd ylempéna. Ylem-
mét heikot vyohykkeet (alueet B ja C) havaitaan myds ALA:n (ndyte 10) kohdalla, mutta
BLG-A ja BLG-B uupuvat. Kovemman lampokasittelyn (90 °C/5 min) saanut BLG (nayte
9) toistaa Manderson ym. (1995) kokeiden kaltaisen ”monipuolaisen tikapuun”. Vertaile-
malla kuvia 16 ja 17 havaitaan BLG-vasta-aineella leimauksen ero Coomassie blue —vér-
jaykseen: BLG-vasta-aine on sitoutunut vain BLG:a siséltaviin vyéhykkeisiin (vrt. kuvan 16
B-D alueet vs. kuvan 17 B-E alueet). Lisaksi ALA:a sisédltdvissa naytekohdissa (8 ja 10) ei
nay kuvan 16 heikkoja vyohykkeitd. Kuvan 17 kaivoissa 8 ja 10 havaittavan tumman vyo-

hykkeen aiheuttajaa ei tiedeta.
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Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli
lampokasittelymuutoksista erilaisissa maitonaytteissa
seka BLG- ja ALA-naytteissa ph 6,6 fosfaattipuskurissa

A - ei-natiivi
monomeeri

B - dimeeri

C -BSA

D - oligomeeri

E - kaivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Kuva 16 Coomassie blue -varjatty natiivi-PAGE-geeli, jossa eri lampokasittelyn saaneita maitotuotteita. Gee-
lill4 lisdksi BLG- ja ALA-liuoksia, sek&d BLG:n ja ALA:n 2:1 -liuos pH 6,6 fosfaattipuskurissa: UHT-késitelty
maito (1), ESL-kasitelty maito (2), pastoroitu kevytmaito (3), pastoroitu tdysmaito (4), raakamaito (5), késitte-
lemétdon BLG 18 g (6), 63 °C/30 min pastdroitu BLG 18 g (7), 63 °C /30 min pastdroitu BLG:n ja ALA:n
2:1 -liuos (8), 90 °C/5 min BLG 18 ug (9), 63 °C/30 min pastoroitu ALA 18 pg (10).

BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin
PVDF-kalvo lampokasittelymuutoksista erilaisissa maito-
naytteissa seka BLG- ja ALA-naytteissa pH 6,6 fosfaatti-
puskurissa

L <
T T
5 &
~J
I
Fg§ 1
E
A - ei-natiivi
monomeeri
D D B - ei-natiivi )
monomeeri
c i 5 c C - dimeeri
D - trimeeri
B B

E - oligomeeri
T Ll - F - kaivo
S n ‘ A
BLGB * - — e O BLGB
BLGA k i . — - BLGA

1 2 345 6 7 8 9 10

Kuva 17. BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin PVDF-kalvo, jossa eri lampokésittelyn saaneita
maitotuotteita. Geelilla lisdksi BLG- ja ALA-liuoksia, sekd BLG:n ja ALA:n 2:1 -liuos pH 6,6 fosfaattipusku-
rissa: UHT-késitelty maito (1), ESL-ké&sitelty maito (2), pastoroitu kevytmaito (3), pastoroitu tdysmaito (4),
raakamaito (5), kasittelemétén BLG 18 g (6), 63 °C/30 min pastoroitu BLG 18 pg (7), 63 °C /30 min past6-
roitu BLG:n ja ALA:n 2:1 -liuos (8), 90 °C/5 min BLG 18 pg (9), 63 °C/30 min pastoroitu ALA 18 pg (10).
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Né&ytteiden pakastamisen vaikutuksia kokeen lopputulokseen voidaan tarkastella kuvista 18
ja 19. Kuvista huomataan myds BLG-vasta-aineella leimatun PVDF-kalvon parempi tark-
kuus verrattuna Coomassie blue -vérjattyyn geeliin (kts. kuva 18): BLG-vasta-aineella lei-
matun kalvon (kuva 19) ndytteessa 1 havaitaan BLGA- ja B-muodot, joita Coomassie blue
-varjatyn geelin naytteessa 1 ei nahda (kuvan 18). Liséksi ndhdaan maitonéytteen juoksetta-
misen ja siitd saadun heran suodattamisen (ndytteet 2 ja 6) tuoma etu tarkkuuteen suhteessa
suodattamattomiin ja juoksettamattomiin maitondytteisiin (3-5 ja 7-10). Kuvan perusteella
suurimmat erot naytteiden valilla havaitaan alueilla C-F. Raakamaidon (néytteet 3 ja 7) ja
pastoroidun maidon (néytteet 4 ja 8) erot ndyttavat vahaisilta, lievaé eroa D ja E alueilla.
ESL-maito (ndytteet 5 ja 9) raaka- ja pastéroiduista naytteistd heikomman D alueen perus-
teella, lisdksi alueella F on selked vydhyke. UHT-maito (ndyte 10) néayttdisi jattavan heikon

vyohykkeen alueelle D ja jaavén suurimmaksi osaksi naytekaivoon (E).

Coomassie blue-varjatty natiivi-PAGE-geeli

A-ALA
B-BSA

C - Tuntematon
D-IG

E - Oligomeeri
F - Oligomeeri
G - Kaivo

>
it

1 2 345 6 7 8 9 10

Kuva 18. Coomassie blue -varjatty natiivi-PAGE-geeli pakastetuista maitondytteistd ja BLG-isolaattiliuok-
sesta.
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Kuvassa 19 ndhd&éan, ettd natiivit BLG-A ja BLG-B muodot vahenevat lampokasittelyn voi-
makkuuden lisddntyessa ja UHT-maidossa (néaytteet 6 ja 10) niitd ei ndy en&a ollenkaan.
Pastoroidulla maidolla (naytteet 4 ja 8) natiivit BLG-muodot pysyvat melko muuttumatto-
mina, mutta alueella E havaitaan haalea vyohyke (nayte 8 selkedmpi). Alueella E on ESL-
maidon kohdalla (ndytteet 5 ja 9) huomattavasti pastéroitua maitoa (ndytteet 4 ja 8) vah-
vempi vy6hyke. UHT-maidolla (néytteet 6 ja 10) alueella C havaitaan pastOroitua maitoa
(naytteet 4 ja 8) heikompi vyohyke ja ainoa selked merkki proteiineista on ndytekaivon (F)

pohjalla kuvan ylélaidassa.

BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin

A-Einatiivi
monomeeti

B - Dimeeri

C - Trimeeri

D - Oligomeeri

E - Oligomeeri

F - Kaivo

3
r

BLGB

BLGB |
3 BLGA

BLGA |

1 2 3 45 6 7 8 9 10

Kuva 19. BLG-vasta-aineella leimatun natiivi-PAGE-geelin PVDF-kalvo pakastetuista maitondytteista ja
BLG-isolaattiliuoksesta
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3.5 Pohdinta

Kokeellisen tutkimuksen tuloksia on verrattu Kirjallisuuteen ja muihin PAGE-tekniikkaa
kayttaneisiin tutkimuksiin (Manderson ym. 1995; Chen ym. 2007; Lin ym. 2010) aiheesta ja
vaikuttavat olevan samansuuntaisia aiempien tulosten kanssa. Kaikkien vyohykkeiden var-
muudella tunnistaminen olisi vaatinut lisatutkimuksia, mutta se ei tdman tutkielman resurs-
sien puitteissa ollut mahdollista. Tutkielman tavoitteet saatiin saavutettua eli pystyttiin ha-
vaitsemaan erot lampdkasittelyiden aiheuttamien rakennemuutosten vélill4, vaikkei proteii-
nimuotoja varmuudella pystyttykddn nimeédmaan. Kéytettyjen menetelmien (natiivi-PAGE
yhdistettynd immunoblot-kokeeseen) hairidherkkyys (Westermeier ym. 2005), kompleksi-
nen tutkimuskohde eli maito seké kokeiden tekijan harjaantuneisuuden puute lienevét suu-
rimmat syyt vaihteleviin koetuloksiin. Tulokset eivét olleet taydellisia, mutta niiden perus-
teella voidaan kuitenkin tehd& johtopd&toksié ja suunnitella tulevia tutkimuksia seké miettié,

missé kohdin voisi seuraavalla kerralla tehd& paremmin.

Tulosten perusteella voi sanoa, ettd talla menetelmélld on mahdollista todentaa ainakin
raaka-, pastoroitu-, ESL- ja UHT-maitojen késittelyissé syntyneitd eroja BLG:n eri rakenne-
muotojen pitoisuuksissa pienimpien eli geelille siirtyneiden muotojen kohdalla. Erot 16ytyi-
vat BLG:n natiivimuotoja ja oligomeereja tarkastelemalla (kuvat 18 ja 19). Kasittelyn voi-
makkuuden kasvaessa natiivien BLG- muotojen méara suhteessa lievempééan lampokaésitte-
lyyn vahenee, kunnes UHT kaésitellyssa maidossa niita ei en&a havaita (kts. kuvat 18 ja 19).
Vastaavanlaisia tuloksia olivat saaneet myds mm. Mc Swiney ym. (1994), Manderson ym.
(1995), Chen ym. (2007) ja Lin ym. (2010). Pienien oligomeerien mééara kasvaa ESL-késit-
telyn voimakkuuteen asti, jonka jalkeen ne haviavét lahes kokonaan UHT-késittelyn voi-
makkuudessa (kuvat 18 ja 19). UHT-kasittely oli riittdvan voimakas aggregoimaan l&hes
kaiken havaittavan BLG:n niin suuriksi komplekseiksi, etteivat ne paasseet ndytekaivosta
erottelugeeliin (kuvat 18 ja 19). My6s Lin ym. (2010) tuloksissa UHT-kasiteltyjen maitojen

kohdalla geelit olivat jo varsin tyhjid, joten tulokset vaikuttavat nailtékin osin luotettavilta

Menetelman toimivuutta maidon normaalin pH-alueella ulkopuolella ei todennettu ja siind
voi olla ongelmia tai ainakin tulokset eroavat normaali pH:n maidon tuloksista, johtuen pH:n
vaikutuksesta maidossa tapahtuviin lampémuutoksiin. Naytteiden pH:n vaikutuksia tarkas-
televista kokeista huomaa pH:n vaikuttavan rakenteiden muutoksiin selvasti etenkin kevy-

emmilla lampokasittelyilla (kuvat 7-10). Kirjallisuudessakin mainitaan pH:n vaikuttavan
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BLG:n aggregoitumiseen merkittavasti (mm. Brownlow ym. 1997; Creamer ym. 2004; Wal-
stra ym. 2006). L&hteiden perusteella muutokset aggregoitumistaipumuksissa liittyvéat
BLG:n kolmiulotteisen rakenteen muutoksiin eri pH-arvoilla, silld rakenteen avautuminen
mahdollistaa useampien sidosten muodostumisen. Kaytetyilld koeparametreilla ei havaittu
merkittavia eroja voimakkaimpien (90 °C/10 min) lampokasittelyiden vaikutuksissa eri pH-
arvoilla, todennakoisesti muodostuneiden proteiinikompleksien liian suuren koon vuoksi
(kuvat 7 ja 8). Lampokasittelyn vaikutuksesta eri pH-arvoilla on saatu samansuuntaisia tu-
loksia aiemmissakin tutkimuksissa (Manderson ym. 1995; Creamer ym. 2004; Lin ym.
2010). Tamén perusteella kokeiden tuloksia voidaan pitéaa riittdvan luotettavina johtopéatos-
ten tekemista varten. Manderson ym. (1995) raportoima monivythykkeinen tikapuu”-ra-
kenne tuli nakyviin fosfaatipuskurin pH-arvolla 6,0 ja 90 °C/5 min lampokasittelylla (kuva
9). Sita voisi tarvittaessa kédyttaa standardisuoran tavoin méaaritettdessa lampdokasittelyita tai
BLG:n rakenteita. Standardisuoran olemassaolo olisi erinomaisen tehokas tapa osoittaa tar-
kasti, mitd muutoksia havaitaan ja mika sen todennakaisesti aiheuttaa, silla standardin vyo-
hykkeité voitaisiin tutkia muillakin menetelmilld ja ndin varmistaa niiden muodostaja. Li-
séksi standardi voisi mahdollistaa verrattavien naytteiden vahentamisen koesarjassa ja nain
lisata kerralla tutkittavien tuntemattomien naytteiden méaraé tulosten tarkastelun hairiinty-

matta.

Vetyperoksidin havaittiin aiheuttavan muutoksia proteiinien aggregoitumisessa (kuvat 7 ja
8), mika on linjassa Kirjallisuuden kanssa (Sutariya ja Patel 2017): Vetyperoksidia sisalta-
vissa naytteissa syntyi lampokaésittelyn aikana vdhemmaén suuria proteiinimuotoja ja enem-
man yksinkertaisempia rakenteita. Vetyperoksidin vaikutus nékyi BLG- ja heraisolaatti
naytteissa (kuvat 7 ja 8). Puhtaan BLG:n kohdalla ero ei ollut niin selva kuin heraisolaatissa,
jonka tapauksessa todettiin mahdollisia di- ja trimeereja (kuvat 7 ja 8, naytteet 10 ja 10).
Vetyperoksidin aiheuttamat muutokset kertovat suurien kompleksien todenndkdisimmin
muodostuneen BLG:n disulfidisidosten ja vapaan kysteiinin(Cys121) vaikutuksesta (Su-
tariya ja Patel 2017). Hapettimen vaikutuksesta uusia -S-S- rikkisiltoja ei pd&se muodostu-
maan yhta helposti, jolloin rakenteetkin jaavat pienemmiksi. T&mén ovat todistaneet kokeil-
laan my6s Sutariya ja Patel (2017).

Maito vaikuttaa varsin ongelmalliselta PAGE-tekniikan kanssa, mutta kymosiinilla juokset-
taminen ja 0,45 pum suodattimella suodatus parantavat tulosten tarkkuutta ja luettavuutta (vrt.
kuvat 11 vs. 12, kuva 13 naytteet 2 ja 4 vs. 3, kuva 17 nayte 2 vs. 3, seké kuva 18 nayte 2

vs. 3). Juoksettaminen onnistui hyvin pastéroidulla ja raakamaidolla. Mikali maitoa ei voi
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juoksettaa, olisi hyva yrittdd sentrifugoida rasva erilleen ja suodattaa maito vahemman ras-
vaisena, silla suodatin tukkeutui herkasti ké&sittelemattomia néytteitd suodatettaessa. BLG-
vasta-aine véhensi kokeissa maidon muiden komponenttien aiheuttamia ongelmia tulosten
tarkastelussa erinomaisen erottelukykynsa ansiosta (vrt. kuva 18 vs. 19). BLG-vasta-aine
tarttui vain BLG-proteiiniin ja jo 2 pg ndytemé&éarat olivat havaittavissa (kuvat 14 ja 17).
Spesifisen BLG-vasta-aineen ansiosta mitaan esikasittelyita ei siis valttamatta tarvita tulos-
ten saamiseksi (kuva 19). Ongelmallista pienien pitoisuuksien tarkastelussa tosin oli se, etta
paljon proteiineja sisdltdneet nédytteet tuottivat paljon valoa luoden vahvan kontrastin tum-
maa taustaa vasten ja vdhemman proteiinia sisaltavat alueet tuottivat véhemman valoa jaa-
den hyvin himmeiksi. Eroista johtuen oli hankala havainnollistaa tuloksia yhdessa kuvassa,
kun kirkkaat kohdat ylivalottuivat, kun kuvan valoisuutta lisasi himmeampien alueiden tar-
kastelua varten. Tutkimuksen aikana saatujen tulosten ja kokeiden perusteella 7 pl vaikuttaa
sopivalta maéaréaltd maitoa néytteeseen (kuvat 18 ja 19). T&lloin pienempienkin proteiinien
pitoisuudet tuntuvat riittdvan tarkasteluun ja suuren rakenteen omaavat proteiinit ovat edes

jotenkin erotettavissa samaan aikaan.

PAGE-néytteet olisivat voineet hyotyd huokoisemmasta eli laimeammasta geelistd, jolloin
niiden liitkkuminen geelissa olisi ollut nopeampaa ja erottuminen kenties parempaa. Liséksi
suurempia proteiiniaggregaatteja olisi saattanut paéastad naytekaivoista erottelevaan geeliin
tarkasteltaviksi. Tama olisi osaltaan voinut helpottaa lampdkasittelyiden muutosten tarkas-
telua. Huokoisemmalla geelilld olisi kenties voinut lyhent&4 ajoaikoja, jolloin mm. sahko-
kentén aiheuttama puskurin ldampeneminen ja sen mahdollisesti aiheuttamat virheet olisivat
olleet vahdisempia (Westermeier ym. 2005; [Bio-Rad] 2016). Tosin Manderson ym. (1995)
ajoivat kokeitaan 90 minuuttia ja saivat silti luettavia tuloksia. Heidén tutkimuksissaan ei
tosin mainita, kuinka monta kertaa ajo oli suoritettava, jotta hyva kuva saatiin. Kokeellisessa
osassa sama koe tehtiin useampaan kertaa, jotta koe onnistuisi ja kuva olisi riittavan siisti
julkaistavaksi. BLG- ja heraisolaattindytteissd ongelmana tuntui olevan proteiinien huono
liukeneminen fosfaattipuskureihin. Liséksi pienien méarien punnitsemisessa jauheiden sah-
koisyys vaikeutti niiden mittaamista, mista syysté tutkittavia proteiineja oli vélistd vahem-
man kuin odotettu tai niitd ei ndkynyt geeleilld ollenkaan. Oletettavasti kontaminaation ai-
heuttama proteiinien proteolyysi johti liuosten vanhenemiseen aiheuttaen parin kokeen epa-
onnistumisen. Tdma puolestaan johtui suunnitelmien muutoksista ja aikataulujen venymi-

sesta.
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4 PAATELMAT

TyGssa saavutettiin asetetut tavoitteet eli saatiin kehitettyd menetelmd, jolla voidaan tarkas-
tella hyvin pienid lehmanmaitonéytteitd ja erottaa niita toisistaan lampdokasittelyn aiheutta-
mien muutosten perusteella. Kehitetylla menetelmélld on mahdollista ndytt&a toteen ainakin
raaka-, pastoroitu-, ESL- ja UHT-maitojen l&mpokasittelyissa syntyvid muutoksia BLG:n
rakenteissa ja niitd vertailemalla erottaa lampdkasittelyt toisistaan. Erot havaitaan BLG:n
natiivimuotojen vahenemisend lampokaésittelyn voimistuessa siten, ettd UHT-késitellyssé
maidossa niitd ei enda havaita. Toiseksi pienehkdjen oligomeerien maara kasvoi ESL-késit-
telyn voimakkuuteen asti. Erottelugeelin yldosaan jaavien oligomeerien maaré vahenee ra-
dikaalisti UHT-ké&sittelyn voimakkuudessa. UHT-kasitellyssé suurin osa BLG:sta muodos-
taa niin suuria aggregaatteja, etta ne jaavat naytekaivoon, eika niita pystyta erottelemaan

kaytetylla geelilla.

Kokeiden perusteella menetelma nayttéisi varsin hairidherkalté ja liian hitaalta paivittaiseen
lampokasittelyseurantaan. Native-PAGE menetelmélld saatujen tulosten riittava tarkkuus
suhteessa Immunoblot -menetelmalla saadun lisdinformaation vaatimaan lisdaikaan ja re-
sursseihin saavat miettimaan menetelmén hyodyllisyytta lehmanmaidon lampdokasittelyn to-
dentamisessa. Lisakuluihin ja vaatimuksiin suhteutettuna menetelma ei liene merkitykselli-
nen maidon l&mpdokasittelyn todentamisessa paivittaisessé kaytossa, kun yksittaisen naytteen

koko ei ole rajattu ja muiden yksinkertaisempien menetelmien tuoma informaatio riittaa.

Erikoistapauksissa, kuten tarkemmissa tutkimuksissa ja pitk&aikaisseurannassa, sovellus-
mahdollisuuksia voisi olla, sill& erinomainen erottelukyky mahdollistaa hyvin pienet nayte-
koot (ug eli 10® grammaa proteiinia), jolloin pienista pakastetuista naytteista voitaisiin suo-
rittaa vaikkapa pienen meijerin kuukauden lampdkasittelyhistoria vertailulaboratoriossa
esim. vuositarkastuksen yhteydessd. BLG-spesifisen vasta-aineen tarttuminen denaturoitu-
neisiin ja BLG:n muodostamiin komplekseihin sekd mahdollisuus nykyisid menetelmi tar-
kempaan rakenteiden tarkasteluun avannee lehmanmaidon tutkintaan uusia mahdollisuuksia.
Poikkitieteellistad hyotya tutkitusta menetelmasté tai sen kehittdmisesta voisi olla esim. bio-
logian ja ladketieteen aloilla tutkittaessa maitoallergiaa, jossa BLG:n on todettu aiheuttavan
yliherkkyytta (Gjesing ym. 1986; Virtanen ym 1999) tai tutkittaessa BLG:n esiintymisté ih-
misen verenkierrossa. Jatkotutkimuksissa menetelmén toimintavarmuutta voitaisiin parantaa
ja saattaa loppuun menetelmén kehitys ja testata joitain muitakin sovelluksia kuin neste-

maidot, esim. BLG:n todentaminen ihmisen seerumista.
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Liite 1. TOissé kaytettyjen tyovélineiden luettelo.

Tyoviline Kauppanimi, tarkempi nimitys Lisdtietoja Valmistaja
Ajokammio Mini-Protean® Tetra Cell Geelieletktroforeesia varten Bio-Rad
laboratories Inc.
Analyysivaak Precisa 180 A Kalibroidaan jokaisena Precisa
a kayttopaivana
Autoklaavi Instrulab 46 E Oy Santasalo-
Sohlberg
Blottaus- Thick electroblotting paper Bio-Rad
paperi laboratories Inc.
Dekanteri- Beaker flask (DURAN® Schott  Eri tilavuuksisia, eri valmistajia DURAN Group /
laseja / Pyrex® / VWR Borosilicate SciLabware / VWR
3.3)
Eppendorf- Eppendorf® Safe-lock Lapindkyva kirkas, valoherkille Sigma-Aldrich®
putkia microcentrifuge tubes, 1,5 ml aineille 1apindkyméton ruskea
Erlenmeyer- Erlenmeyer flask (DURAN® Eri tilavuuksisia, eri valmistajia DURAN Group /
pulloja Schott / Pyrex® / VWR SciLabware / VWR
Borosilicate 3.3)
Geelien Alpha Imager® HP gel Protein Simple
kuvauslaite documentation
Geelien Mini-Protean® Tetra Handcast Sis. kaikki tarvittavat vélineet Bio-Rad
valulaitteisto System 1,0 mm paksujen geelien valuun laboratories Inc
Imupaperia Whatman blotting paper GE Healtcare
Infrapunaskan Odyssey® Li-COR
neri Biosciences
Kuiva Stuart® Block Heater SBH ”Lampoblokki” Eppendorf- Bibby Scientific
lampdhaude 130D putkille
PVDF-kalvo Low-fluorescent PVDF (LV) Kalvo vasta-aine vérjaykseen Bio-Rad
membrane laboratories Inc.
Mittalaseja BRAND® Graduated cylinders,  Eri tilavuuksisia, eri valmistajia BRAND/
Pyrex® Volumetric cylinders ScilLabware
Mittapulloja Volumetric flask (BRAND® / Eri tilavuuksisia, eri valmistaja =~ BRAND / DURAN
DURAN® Schott / Pyrex® Group / SciLabware
Nukkaamaton Delicate task tissue Kimtech science
paperipyyhe
Pieni Mini centrifuge NG002G Nippon Genetics
sentrifugi Europe
Pipetin karkia Bio-Hit pipetinkarkid Autoklaavissa steriloituja Sartorius
Pipetteja Bio-Hit pipetteja Saddettdvia pipetteja eri Sartorius
tilavuuksille
Sekoittaja Stuart® Vortex mixer SA8 Bibby Scientific
Sentrifugointi  Greiner centrifuge tubes, 50 ml, Greiner Bio-One
putkia conical International
Spaatteleita Metallia
Suojahansikka ~ Semperguard® vinyl powder- NeoTouch kisineitd kdytettiin Sempermed® /
at free / NeoTouch® premium suojaamaan késii Ansell
disposable neoprene gloves akryyliamidilta
Séilopullo GL 45 (VWR Borosilicate 3.3/  Eri tilavuuksisia, eri valmistajia VWR /DURAN
DURAN® Schott) group
Tasosekoittaja Yellowline OS 10 control IKA®
Tela Blot roller Geelien ja membraanien Bio-Rad
tasoittamiseen laboratories Inc.
Valmisgeeli ~ Mini-PROTEAN®TGX™ 12 % cat. # 456-1043 Bio-Rad
laboratories
Western Trans-Blot® Turbo™ Blotting Bio-Rad
Blotting - System laboratories Inc.
laitteisto
Voimaldhde Powerpac™ Basic Geelielektroforeesilaitteistolle Bio-Rad

laboratories Inc.




Liite 2. Kokeissa kdytettyjen aineiden ja reagenssien luettelo.

Aine, Kauppanimi, tarkempi Lisétietoja Valmistaja
reagenssi nimitys
1 M Tris-HCI PlusOne Tris NH2C(CH20H)3, GE Healthcare
pH 6,8 Tris(hydroxymethyl)-aminonethane
10 % APS PlusOne APS (ammonium Ammoniumpersulfaatti Amersham Bio-
persulfate) (NH4)2S208 sciences
10 % SDS PlusOne SDS (sodium Natriumlautyylisulfaatti, GE Healthcare
docedyl sulphate) C12H25Na04S
3 M Tris-HCI PlusOne Tris NH2C(CH20H)3, GE Healthcare
pH 8,8 Tris(hydroxymethyl)-
aminonethane, Tris 17-1321-01
30 % Acrylamide / bis-Acrylamide 100 ml, 0,2 pm filtered Sigma®
Akryyliamidi 30 % solution
livos
Alkoholi ETAX A Denaturoitua etanolia, 500 ml, min. Altia OY]J
94,0 paino -% / 96,1 til -%
Alkoholi 80 % ETA 80 500 ml Altia OYJ
BLG B-Lactoglobulin, From B -laktoglobuliineja A- ja B- Sigma®
Bovine Milk, Approx. 90 % muotoja

BLG-vasta-aine

Blocking-
puskuri
BSA
Coomassie blue

deconex
Di-natriumvety-
fosfaatti

Etikkahappo

Heraisolaatti
Infrapunaviri

Kymosiini
Merkaptoetanoli

Metanoli
Milli-Q -vesi

Mono
natriumfosfaatti
Natiivi-
ajopuskuri
PBS

Bromofenyyli
sininen
TEMED

Towbin

Tween20
Virinpoistoliuos

(PAGE)
Polyclonal antibodies for
BLG
Odyssey® Blocking Buffer
(PBS)

Albumin, from bovine serum
Bio-Safe™ Coomassie

deconex® 11 UNIVERSAL
Di-
Natriumhydrogenphosphat-2-
hydrat
Acetic acid 99-100 % GRP
RECTAPUR
Isolate Whey 90 Instant
IRDye® 800CW Goat anti-
Rabbit 1gG (H+L)
ALBAMAX
2-Mercaptoethanol

Methanol AnalaR
NORMAPUR
Milli-Q® water

Sodium phosphate monobasic
Bio-Rad 10x TG
Phosphate buffered saline
Bromophenol Blue (BPB)

N, N, N’, N’-Tetramethyl-
ethlenediamine
25 mM Tris, 192 mM glysiini,
20 % Metanoli, 8,3 pH
Tween® 20
30 % ctanolia, 5 %
etikkahappoa

Janiksissé kasvatettua f3-
laktobloguliinin vasta-ainetta

Naudan seerumi albumiini
G-250 stain, Coomassie blue -
virjaysliuos

Na2HPO4*2H20, 1 Kg, art.6580

CH3COOH, BDH PROLABO®

0,5 mg

Biologinen kymosiini juoksete
C2H60S, Thioethylglycol 2-
Hydroxyethylmercaptan
CH30H, BDH PROLABO®

Valmistettu Milli-Q® Millipore
Academic -laitteella
NaH2PO4 , S8282-500 g, p.code
41209063
1x vahvuinen sisédlsi 25 mM Tris,
192 mM glycine; liuoksen pH 8,3
100 tablets, Dulbecco A [IVD], pH
7,3
3',3".5',5"-
Tetrabromophenolsulfonephthalein
TMEDA, 1,2 - bis(di-
methylamino)ethane
Valmistettiin itse

Valmistettiin itse

Maientausta ym.
(2002)
Li-COR
Biosciences
Sigma-Aldrich®
Bio-Rad
laboratories Inc.
Borer Chemie
Merck

VWR chemicals
Armor Proteinés
Li-COR
Biosciences
Clerici-Sacco
Sigma-Aldrich®
VWR chemicals
Merck Millipore
Sigma-Aldrich®
Bio-Rad
laboratories Inc.
Oxoid
Sigma-Aldrich®

Sigma®

Merck




