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Forord

Dette haefte Nyttige produkter fra mikroalger er skrevet i tilknytning til udviklings-
projektet 'Hands on Biotech’, der er stottet af Novo Nordisk Fonden. Projektet er et
samarbejde mellem Aalborg Universitet, Institut for Kemi og Biovidenskab, og konsu-
lentfirmaet Ege-bager.

Materialet er malrettet undervisningen i bioteknologi/biologi i gymnasiet.

| projektet har deltaget leerere fra folgende nordjyske gymnasier: Aalborg Katedralskole,
Aalborghus Gymnasium, Frederikshavn Gymnasium, Hasseris Gymnasium, Hjarring
Gymnasium og Thisted Gymnasium.

Fagomradet bioteknologi omhandler teknologisk udnyttelse af biologiske systemer.
| 'Hands on Biotech’ er der arbejdet med bioteknologien inden for tre hovedomrader:

®m  Fermentering og cellen som fabrik
= Separation og oprensning
=  DNA-analyser

Neerveerende heefte knytter sig til hovedomrédet ‘Separation og oprensning’, og bestar
afteori, elevvejledning og leerervejledning til forseget Nyttige produkter fra mikroalger.

En seerlig tak skal rettes til Jarn Clausen, Aalborghus Gymnasium.

Susan Hove Hansen, Racika Kirshnakumar, Nicolai Sundgaard Bekker,
Celine Petersen og Rasmus Hansen Kirkegaard, AAU.

Studentermedhjeelpere: Anne Johansen, Anne Kalinka Sand Knudsen,
Isabell Raahauge Eriksen, Marie Riisgaard-Jensen, Mikkel Lyng Berndorf,
Rikke Brennum Nielsen, Sofie Zacho Vestergaard, Seren Heidelbach.

Lars Haastrup Pedersen, Lone Als Egebo,

Leder af projektet Koordinator for projektet

Lektor, Ph.D. Forfatter, Cand. Scient.

Institut for Kemi og Biovidenskab Ege-bager - Formidling af naturvidenskab

Aalborg Universitet






EKSPERIMENT 3

Nyttige produkter
fra mikroalger

Havets mikroskopiske alger og cyanobakterier producerer mellem 50 og 85 % af at-
mosfaerens indhold af O, ved fotosyntese. Med produktionen af dioxygen falger en
tilsvarende stor produktion af mikroorganismer, der skaber grobund for havets fade-
keeder. Alger kan fx producere umzettede fedtsyrer, protein, stivelse og pigmenter, som
kan udnyttes til beeredygtig fremstilling af nye produkter til fadevarer og kosttilskud, se
figur 1, til medicin og diagnostik eller olier til biobreendsel.

Da storstedelen af jordklodens overflade udgeres af hav, ligger der et stort og uudnyttet
potentiale i baeredygtig marin produktion. Produktion af mikroalger og cyanobakterier
kan blive et stort og veesentligt bidrag til den fremtidige bioteknologiske industri. Disse
fotosyntetiserende organismer fikserer CO, og medvirker derved til at reducere atmo-
sfeerens indhold af denne klimagas.

For at analysere hvilke stoffer de eukaryote mikroalger indeholder og producerer, og
i hvilke dele af cellen de findes, er det vaesentligt at kunne adskille og undersage cel-
lernes organeller. Til dette formal findes forskellige separations- og analysemetoder.

Foto ikke tilgengelig.
Kan ses i den trykte udgave.

Figur 1. Tabletter, flager og
pulver fra cyanobakterier
anvendes som kosttilskud.
Proteinindholdet i de terrede
produkter er omkring 60 %.

NYTTIGE PRODUKTER FRA MIKROALGER - TEORI

7



8

Foto ikke
tilgengelig.
Kan ses i den

trykte udgave.

Figur 3. Algen set i
lysmikroskop.

| eksperimentet ‘Nyttige produkter fra mikroalger’ er formalet at separere algecellers
organeller ved gradientcentrifugering. Efterfalgende er formalet ved hjeelp af metoden
SDS-PAGE at undersgge indholdet af proteiner i fraktionen med de grenne chloropla-
ster, som er nemme at se.

Alle eksperimenter og den tilhgrende teori i Hands-on-Biotech-projektet forholder sig
til FN's verdensmal for baeredygtig udvikling. | neerveerende case bringes folgende
verdensmal i spil, se figur 2.

ANSVARLIGT KLIMA- LIVET
1 FORBRUG 13 INDSATS 14 | HAVET
0G PRODUKTION

00 @ o

Figur 2. FN-verdensmal der er relevante i forhold til eksperimentet ‘Nyttige produkter fra mikroalger!

Mikroalgen Dunaliella tertiolecta

| forsaget anvendes den marine mikroalge Dunaliella tertiolecta. Det er en ca. 10 um
lang encellet grenalge med to tradformede flageller, som den beveeger sig ved hjeelp
af, se figur 3.

Den tilhgrer en algesleegt, som er karakteristisk ved, at cellerne mangler en cellevaeg.
En celle uden celleveeg betegnes en protoplast og er nemmere at lysere. Ved lysering
gdeleegges cellernes membran enten mekanisk eller ved hjeelp enzymer eller oplas-
ningsmidler.

Dunaliella tertiolecta har tidligere veeret dyrket iseer pa grund af dens indhold af carote-
noider (gul-orange farvestoffer), der anvendes som naturligt farvestof. Den indeholder
dog ogsa store meengder af de energigivende nzeringsstoffer protein, carbohydrat og
lipid, og fx vil proteinerne kunne udnyttes til flere formal, bl.a. som kosttilskud, se figur 4.
Dens hgje indhold af carbohydrater og lipider vil kunne udnyttes til produktion af hhv.
bioethanol og biodiesel.

Proteiner Carbohydrater Lipider
D. tertiolecta 385+ 0,3 246 £ 2,6 116 £14
Brod 25-39 30-38 0,2-1
Kod 43-74 0-1 12-34
Meaelk 22-26 35-38 28-29
Ris 7-8 77-80 0,6-2
Sojabgnner 36-37 30 18-20

Figur 4. Indhold af energigivende stoffer i procent tarvaegt hos
Dunaliella tertiolecta sammenlignet med traditionelle fadeemner.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 3



Lysering

Cellelysering daekker over en raeekke metoder, hvor cellemembraner (og cellevaegge)
nedbrydes eller adelaegges for at frigive DNA, RNA, protein eller organeller fra en celle.
Lysering af celler anvendes i laboratoriet i forbindelse med molekyleer diagnostik og
immunoassays, men ogsa i industrielle processer sdsom proteinoprensning. Valget af
lyseringsmetode har betydning for oprensningen, men ogsé for kvaliteten af slutpro-
dukterne. Cellelysering ved hjeelp af en detergent @deleegger cellemembranen, hvorved
de intracelluleere komponenter frigives, se figur 5.

Detergent reagerer Detergent gdeleegger
med cellemembran cellemembran

Osmotisk chok er en anden metode, som kan bruges til at lysere celler. N&r koncentra-
tionen af salt (eller andre osmotisk aktive stoffer) omkring en celle pludselig aendres,
vil koncentrationsforskellen mellem indersiden og ydersiden af cellen forarsage, at der
sker osmose. Hvis koncentrationen af osmotisk aktive stoffer er lavere i den omgivende
oplasning, sker der en nettotransport af vand ind i cellen, hvorved den svulmer op og
brister. Denne teknik er velegnet til lysering af celler fra pattedyr (mammale celler) pa
grund af cellemembranernes skrabelige struktur, se figur 6.

Foto ikke tilgaengelig. Figur 6.
) a. Normalt radt blodlegeme fra et
Kan ses i den trykte udgave. pattedyr.

b. Redt blodlegeme som har veeret
udsat for osmotisk chok, hvorved
cellen suger vand og springes.

Mange mikroorganismer inklusive visse mikroalger har foruden cellemembranen ogsé
en cellevaeg, som beskytter cellen, og som kan veere sveer at nedbryde. Til dette kan
udnyttes cellevaegsnedbrydende enzymer fx lysozym, som kendes fra tarer eller for-
skellige cellulaser.

Mikroalgen Dunaliella tertiolecta har som naevnt ingen celleveeg. Til gengeeld omgiver
den sig af et beskyttende lag af polysaccharider, som er vandsugende og derved beskyt-
ter mod udterring. Dette lag bestar hovedsaligt af amylose (lineeert stivelse) som ved

NYTTIGE PRODUKTER FRA MIKROALGER - TEORI
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Intracelluleere
komponenter frigives

Figur 5. Cellelysering
vha. en detergent.
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CH,OH

(2+n)H,0 +
OH

OH

Figur 7. Polysaccharidet
amylose kan nedbrydes
til monosaccharider
(glucose) ved hjeelp af
de hydrolytiske enzymer
o-amylase og amylo-
glucosidase.

a

Pafering af supernatant
fra almindelig centrifugering

Sucrose
gradient

CH,OH CH,OH CH,OH
0 0 o-amylase 0
Amyloglocosidase
OH OH R
© © OH OH
L OH _n OH OH
Amylose Glucose

enzymatisk hydrolyse med enzymerne o-amylase og amyloglucosidase kan nedbrydes
til glucose, se figur 7.

Enzympraeparatet Celluclast fra Novozymes, der bestar af cellulosenedbrydende en-
zymer, har ogsé en positiv indvirkning pé lysering af D. tertiolecta, hvilket indikerer, at
der ogsa er cellulose til stede, selvom der ingen cellevaeg forekommer hos mikroalgen.

Gradientcentrifugering

Algecellernes komponenter kan efter lysering adskilles ved gradientcentrifugering. Det
er en metode som ved centrifugering med hgj hastighed adskiller organeller og protei-
ner efter forskelle i densitet. Komponenterne kan efterfelgende opsamles i fraktioner.
En gradientcentrifugering kan fx udferes i en koncentrationsgradient af carbohydratet
sucrose, hvor gradienten aendres gradvist fra fx 5 til 20 % ned gennem et centrifugeglas.
Figur 8 viser princippet i en gradientcentrifugering.

b Organeller og proteiner c
\ adskilt efter densitet
Opsamling af
fraktioner
b d
.
- -

Figur 8.

a. Paseetning af prove i toppen af en sucrosegradient.
b. Centrifugering.

c. Opsamling af fraktioner.

Ulempen ved at anvende koncentrationsgradienter med sucrose til centrifugering er,
at sucrose er et osmotisk aktivt stof, og det kan fx pavirke stabiliteten af de organeller,
der skal adskilles.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 3



| eksperimentet ‘Nyttige produkter fra mikroalger’ anvendes i stedet en gradient af et
medium, der kaldes Percoll. Dette medium er sammensat af siliciumpartikler af forskellig
densitet. Partiklerne er bekleedt med et monolag af stoffet polyvinylpyrrolidon (PVP).
De PVP-coatede siliciumpartikler er osmotisk inaktive, og ved at opsl&emme dem i en
saltoplgsning, der er isotonisk med en fysiologisk saltoplgsning, opnas et medium,
der kan adskille algecellernes organeller og proteiner efter sterrelse. Ved at anvende
en Percollgradient undgds de osmotiske effekter, der skabes ved en sucrosegradient.

Til at markere forskellige densiteter i Percollgradienten anvendes sakaldte densitetsmar-
kerer. Det er sma kugler med forskellige farve, se figur 9a, hvor hver farve repraesenterer
en bestemt densitet. Densiteten er angivet nederst pa figuren. Kuglerne er specielt
fremstillet til at bruges sammen med Percollgradienter. | figur 9b er granne, markebla
og lysebla kugler vist i en Percollgradient.

Foto ikke tilgaengelig.
Kan ses i den trykte udgave.

Figur 9a. Densitetsmarkerer
(Density marker beads) og
deres densitet i enheden g/mL.

p (g/mL) 1,02 1,04 1,08 1,09 113

Figur 9b. Percollgradient med grenne, markebla og lysebld densitetsmarkarer.

NYTTIGE PRODUKTER FRA MIKROALGER - TEORI 1
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Arbejdssporgsmal

1. Hvorfor er det fra et baeredygtighedssynspunkt gnskeligt at kunne fremstille nyt-
tige produkter fra mikroalger og cyanobakterier?

2. Huvilke produkter kan der fx fremstilles ud fra disse organismer?

3. Beskriv opbygningen af hhv. en prokaryot og en eukaryot celle.

4. Hvad kendetegner mikroalgen Dunaliella tertiolecta's opbygning og struktur?
Inddrag figur 3.

5. Analysér figur 4, og vurder mikroalgen D. tertiolecta’s indhold af energigivende
stoffer sammenlignet med andre energigivende ravarer.

6. Forklar ved hjeelp af figur 5, hvordan lysering vha. af en detergent foregar.

7. Hvordan beskytter D. tertiolecta sig mod udterring?

8. Hvordan kan D. tertiolecta lyseres? Inddrag figur 7.

9. Forklar ved hjeelp af figur 8 princippet i en gradientcentrifugering.

10. Hvad er Percoll for et medium/materiale?

11. Hvilke fordele er der ved en Percollgradient sammenlignet med en sucrose-
gradient?

12. Hvordan visualiseres forskellige densiteter i en Percollgradient? Inddrag figur 9.

| et eksperiment blev densiteten af organeller fra D. tertiolecta undersegt ved hjeelp af
gradientcentrifugering i en Percollgradient. Efter centrifugering blev der opsamlet 34
fraktioner, og i ca. hver anden fraktion blev densiteten malt. Derefter blev indholdet i
hver fraktion ekstraheret i ethanol. Absorbansen af de filtrerede ekstrakter blev derefter
malt ved hjeelp af spektrofotometri ved en balgeleengde pa 652 nm. Ved denne balge-
leengde absorberer bl.a. det grenne farvestof chlorofyl. Resultaterne er vist i figur 10.

Absorbans af

chlorofyl ved 652 nm Densitet (g/mL)
06 — 116
— 115
05 — 114
— 113
04 |
— 112
03 — 11
— 110
02 — 109
— 1,08
01
i— 107
00 \ \ \ \ \ \ 106
0 5 10 15 20 25 30 34
Fraktion

Figur 10. Densitet (orange) og absorbans ved 652 nm (bla) som funktion af fraktionsnummer.

13. Analysér graferne vist i figur 10, og vurder herunder om algen indeholder chloro-
plaster og i givet fald, hvilken densitet disse chloroplaster har.

14. Diskuter hvilke fejlkilder, der kan vaere i eksperimentet, som har betydning for at
opné palidelige resultater.

15. Giv forslag til supplerende undersegelser af fraktionerne.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 3



ELEVVEJLEDNING

EKSPERIMENT 3

Nyttige produkter
fra mikroalger

Formal

Formalet med denne gvelse er at separere organeller fra celler af mikroalgen Dunaliella
tertiolecta ved gradientcentrifugering. Efter separationen af algecellernes organeller
undersages proteinindholdet i fraktioner med grenne chloroplaster.

Flow

@velsen har felgende flow og tidsforbrug (se figur 11):

= Del A: Lysering af celler - (30 min forberedelse + 60 min inkubering)

= Del B: Gradientcentrifugering - (45 min forberedelse + 30 min centrifugering)

= Del C: SDS-PAGE - (100 min forberedelse + 30 min elektroforese + 40 min farv-
ning/affarvning)

A
Lysering -_—
€27\
Enzymer

Mikroalge Figur 11. Oversigt over flow i eksperimentet.

Dunaliella

tertiolecta
B c

— Gradientcentrifugering IS — SDS-PAGE
— | || @delagte chloroplaster

m Intakte chloroplaster
P —

' - Kerner/stivelse/cellerester

Pra—

NYTTIGE PRODUKTER FRA MIKROALGER - ELEVVEJLEDNING
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DEL A - Lysering af celler

Formalet med DEL A er at lysere algecellerne vha. enzymer for at frigive algens orga-
neller til veeskefasen.

Materialer

= Pipetter + spidser (20-200 pL)

m  Eppendorfrer 1 stk.

m  Greinerrgr med mikroalger (Dunaliella tertiolecta)
i 2 mL TRIS buffer (25 mM, pH 6), se figur 12

®  Celluclast (enzym)

= o-amylase (enzym)

= Varmeskab

Figur 12. Greinerrgr med
Dunaliella tertiolecta op-
lgst i 2 mL TRIS buffer.

Fremgangsmade
1. Der er forberedt et greinerrer med alger, der er oplgst i 2 mL TRIS buffer
(25 mM - pH 6)

OBS: Huvis der senere gnskes at analysere proteiner med SDS-PAGE, skal der nu
udtages 50 pL til et Eppendorfrer, som gemmes til DEL C. Dette Eppendorfror
kaldes '‘R& DEL A + gruppenavn’. Husk at blande/vortexe algerne inden de 50 pL
udtages for at sikre en homogen prove.

2. Tilseet 200 pL Celluclast til algerne.

3. Tilseet 200 pL a-amylase til algerne.

4. Seet prgven i varmeskab ved 50 °C natten over. (Skal anvendes i DEL B).

DEL B - Separation af cellebestanddele

Formalet med DEL B er at separere algens cellebestanddele ved hjeelp af gradient-
centrifugering.

Materialer

= Pipetter + spidser (1-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL)

= Eppendorfrer (2 mL)

= Centrifuge til Eppendorfrar

m  Percoll gradientmedium

= Density marker beads - lysebld (113 g/mL), merkebla (1,08 g/mL) og gren
(1,02 g/mL).

= Kamera (fx fra mobiltelefon)

Fremgangsmade

1. Tilseet 1 mL forberedt Percollgradientmedium til et 2 mL Eppendorfrar.
Dette Eppendorfrer kaldes ‘Gradient + gruppenavn’.

2. Tilseet 5 pL af hver af de tre farver Density marker beads med 10 L pipettespids.
Disse beads kan veere en smule besveerlige at pipettere. Serg for at der kommer

14 HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 3



9.

10.
11.

beads med i pipetten, ved at suge vaesken i Eppendorfreret, lige ovenover hvor
beads er bundfeeldet. Omkring 10-20 beads er rigeligt. Bemeerk: Beads m4 ikke
smides ud og enskes returneret til AAU.

Den lyserede prave rystes forsigtigt, séledes at prgven igen er homogen.

Hvis der skal laves SDS-PAGE overferes 50 pL prove til et Eppendorfrer og
gemmes til DEL C. Dette Eppendorfrer kaldes ‘Ra DEL B + gruppenavn’,
Overfor forsigtigt 200 L lyseret prove til toppen af hvert Eppendorfrer med
Percoll og beads.

Placer Eppendorfrar i centrifugen (husk modveegt, hvis der er et ulige antal
praver).

Centrifuger ved 20.000 rcf (max speed) i 30 minutter.

Udtag forsigtigt rarene fra centrifugen.

Tag et billede af resultatet af separationen. Prgven skulle gerne ligne figur 13.
Skal fraktioner unders@ges med SDS, skal Eppendorfrer gemmes til DEL C.
OBS: Hvis ikke SDS-PAGE (DEL C) udfgres med det samme, laves ogséa separe-

ring af fraktionerne (punkt 1-3 i DEL C), og de opdelte fraktioner opbevares pa kol
indtil neeste gang.

DEL C - Fraktionering af proteinbestanddele

Formalet med DEL C er at fraktionere proteinbestanddelene fra organellerne med
SDS-elektroforese (SDS-PAGE).

Materialer

Algeprove fra DEL A samt lyseret algeprove fra DEL B
Pipetter + spidser (1-10 pL, 2-20 pL, 20-200 pL)
Eppendorfrer (2 mL)

Gel elektroforesesystem (Bio-Rad Mini-protean lodret
elektroforesekar, se figur 14)

Stremforsyning

Bordcentrifuge

Farvebakke

Mikrobelgeovn

Vippebord

Gront adskillelsesveerktgj til gel

Papirservietter

Evt. plastiklomme og skanner

SDS-gel

Varmeblok til Eppendorfrar

Pravebuffer (loading dye, glycerol, SDS, 5 % DTT)
Labebuffer

Proteinvaegtmarker (Thermo Fisher #26610, se figur 15)
Farvningsbuffer (Coomassie Brilliant Blue, farver proteiner)
Affarvningsbuffer (Ethanol, eddikesyre og vand)

Fraktion 1
Fraktion 2

Fraktion 3

Figur 13. Percollgradient
med grenne, morkebld
og lysebla densitets mar-
kerer, samt algebestand-
dele mellem de merkebla
0g grenne beads.

Foto ikke
tilgengelig.
Kan ses i den
trykte udgave.

Figur 14. SDS-elektroforesekar.

s — 116,0

— — 66,2

s — 45,0
s — 35,0
w— — 25,0

w—— 18,4
— — 14,4

Gel

Figur 15. Proteinveegtmarkar.

NYTTIGE PRODUKTER FRA MIKROALGER - ELEVVEJLEDNING 15



Flowchart

®  Qvelsen har falgende flow, se figur 16:

Protein 20 pL PB +
marker 20 UL prove

Proverne gores Centrifugering Karet gares klar,
separeres Klar til SDS-PAGE gel paseettes og
lobebuffer tilseettes

Fraktionerne

—_ -
Prgverne og protein Gelen kares i 20-25 min. Gelen farves og affarves
marker loades pé gelen s& bandene kan ses

Figur 16. Fremgangsmade til udferelse af SDS-PAGE.

Fremgangsmade

Separering af fraktioner

1. Find Eppendorfrgret der skal fraktioneres (den fra DEL B).

2. Klarger Eppendorfrer hvori fraktionerne fra gradientcentrifugeringen skal over-

fores.
a. Ettil den gverste fraktion (fraktion 1, figur 17a). Kald denne ‘Fraktion 1, samt
gruppenavn’,

b. Et til den midterste fraktion, hvor algebestanddelene samles (fraktion 2,
figur 17b). Kald denne ‘Fraktion 2, samt gruppenavn'’,

c. Et, til den nederste klare fraktion (fraktion 3, figur 17c). Kald denne ‘Fraktion 3,
samt gruppenavn..

Figur 17. Fraktionering ef-
ter gradientcentrifugering.
Fraktionerne pipetteres i
den viste reekkefalge.

16 HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 3



3. For at fraktionere praven, skal der forsigtigt pipetteres fra de tre fraktioner, ved
brug af 20 pL pipette. Det er kun nedvendigt at pipettere 60-100 pL, altsa 3-5 pi-
petteringer med pipetten.

Start med den gverste fraktion, sdledes der pipetteres i reekkefalgen vist pé fi-
gur 17. Her er det vigtigt at tage sig god tid til at placere pipettespidsen rigtigt og
forsigtigt suge veesken fra de enkelte fraktioner. Der anvendes ny pipettespids til
hver fraktion.

OBS: Den midterste fraktion med de grenne chloroplaster kan vaere en smule
klistret og derfor sveer at suge op med pipetten.

SDS-PAGE pa udvalgte fraktioner

1. Klarger 5 nye Eppendorfrer (proverer):
= Raekstraktet far enzymerne er tilsat (udtaget i starten af DEL A)
= Raekstrakt efter enzymerne er tilsat (udtaget i DEL B)
= Qvre fraktion
= Midterste fraktion
= Nedre fraktion
Husk at markere rerene (f.eks. 'Rad DEL A, samt gruppenavn’, ‘Ré DEL B, samt
gruppenavn', ‘Fraktion 1, samt gruppenavn’ osv.)

2. Tilseet 20 pL provebuffer (PB) til hvert af de nye provergr.
OBS: Da provebufferen overfares til nye tomme proverer, kan den samme
pipettespids bruges.

3. Fordel 20 pL af hver fraktion samt r&ekstrakterne i de tilherende proverer.
OBS: Bland prgverne med pipetten, inden de overfores til de nye Eppendorf-
ror med PB.
Husk at bruge en ny pipettespids til hver prove, séledes at praverne ikke blandes
med hinanden.

4. Proverne centrifugeres kort i en bordcentrifuge pa max speed (fx 14.500 rpm i
20 sekunder).

Pasetning af gel

5. Tag et par handsker pd, og pak gelen ud.

6. VIGTIGT! Fjern det gronne stykke tape i bunden, se figur 18.

7. Tjek at den grenne gummiring ved modulet vender rigtigt. Hvis det er gelen, som
skal pasaettes modulet, skal indhakket i gummiringen vende indad. Anvendes
der en plastikbufferdam, skal indhakket ved den grenne gummiring vende udad.
Det er vigtigt at indhakket i plastikbufferdammen og indhakket ved gummiringen
presses teet sammen, se figur 19 side 18.

8. Gelen isaettes gelelektroforesekarret, som vist pa figur 20 side 18. Den korte side

af gelen vender ind mod midten af indsatsen, og det sikres at gelerne sidder Figur 18. Fjernelse af det
stramt mod bunden, mens siderne klikkes op. (Felg evt. linket http://www.yout- grenne stykke tape fra
ube.com/watch?v=IAfUEe4Db2U&feature=related hvor det demonstreres hvor- bunden af gelen. Dette

er vigtigt at huske for at
sikre det elektriske felt
gennem gelen.

dan karret seettes rigtigt i. Dette kar er muligvis ikke helt identisk med det, som
| far udleveret). Det er nadvendigt at have to geler i indsatsen, s& de tilsammen
danner et rum, der kan fyldes med buffer.

9. Rummet imellem gelerne fyldes farst helt op med lgbebuffer. Tiek om der siver
lebebuffer ud af beholderen, fer der fyldes lebebuffer i resten af karret. Holder
rummet imellem gelerne ikke teet, skal hele indsatsen skilles ad, seettes ordentlig
sammen og karret terres af, inden man forseger igen, se figur 21 side 18.
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Figur 19. a. Siden med indhakket ved gummiringen vender indad. b. Gelen péseettes ved gummiringen
med siden uden indhakket. c. Plastikbufferdammen placeres ved gummiringen med indhakket.

1

Figur 20. a. Indsaet gelerne ved at placere den korte side af gelen mod midten af beholderen. b. Nar gelerne er pa plads, skub-
bes de grenne klemmer péa plads. c. Gelbeholderen placeres i karret, ved at beholderen med elektroderne star udenfor plastik-

forhejningerne pa karret.

10. Den grenne plastikkam i toppen af gelen

1.

(figur 20) fiernes ved at placere begge tom-
melfingre p& kammen, for derefter at skubbe
den forsigtigt veek fra gelen.

7 uL af proteinvaegtmarkeren loades (pé-
saettes) i den ferste brend med pipetten, og
25 pL af hver af proverne tilferes hver af de
resterende brende. Husk ren pipettespids Figur 21. Rummet mellem gelerne er
ved hver pipettering. Husk at notere reekkefel-  fyldt med lobebuffer.

gen af de enkelte prover. Anvend nedensta-

ende skema (Tabel 1) til at holde styr pa raekkefalgen.

Tabel 1

Brond Prove Mix Load
1 Marker Er blandet 7 pL
2 Ré& DEL A 20 pL prove + 20 pL PB 25 pL
3 Ra DEL B 20 pL prove + 20 pL PB 25 pL
4 Fraktion 1 20 pL prove + 20 pL PB 25 L
5 Fraktion 2 20 L preve + 20 uL PB 25 UL
6 Fraktion 3 20 pL prove + 20 pL PB 25 pL

12. Nar proverne er load'et pa gelen, tjekkes det, at rummet imellem de to kar stadig

er helt fyldt med buffer. Er dette ikke tilfaeldet, tilseettes der blot mere buffer.
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13. Laget seettes pa karret, og stremstikkene iseettes stramforsyningen (redt stik til
red indgang - sort stik til sort indgang).

14. Stremforsyningen teendes, hvorved der saettes en strom over gelen med konstant
spaendingsforskel pa 70 V i 5 minutter og herefter 200 V i ca. 22 minutter.
(Nar stremmen er startet, skal det gerne begynde at boble med ilt inde i karret,
og hvis det ikke er tilfeeldet, sidder gelen enten ikke rigtigt, eller ogsa er der for
lidt buffer i karret).

15. Fortseet elektroforesen indtil den bla linje har arbejdet sig ned til bunden af gelen.

16. Nar den bl linje er i bunden af gelen (efter ca. 20-23 minutter), slukkes for strem-
men, elektroforesecellen skilles ad, og gelen udtages.

17. Gelen sidder imellem to plastikplader. Disse skilles ad som vist pa figur 22.
Der er fire indhak pa gelen hvor veerktajet indsaettes og vrikkes til det siger klik.
Pas pa ikke at adeleegge gelen i denne proces.
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Figur 22. Gelen har fire
heeftninger - en i hvert
hjerne. Veerktojet indseet-
tes mellem de to plastik-
plader ved hver haeftning
og vrikkes op og ned, indtil
det siger klik. Serg for den
er ordentligt skilt ved alle
fire heeftninger, for gelen
overfores til farvning.

Farvning af gel

1. Gelen overfares til en bakke, hvori der tilseettes farvningsbuffer (Coomassie
Brilliant Blue, CBB) indtil gelen er daekket. Laget seettes pa bakken (méa gerne sté
lidt dbent i et af hjarnerne). Processen er vist i figur 23.

OBS: Gelen knaekker nemt og kan veere lidt besveerlig at overfere, man kan derfor
med fordel forsage at glide gelen ned i farvebakken.

2. Blandingen varmes i mikrobglgeovn i 20 sekunder, og derefter kales gelen af i
10 minutter ved stuetemperatur (gerne pa et vippebord).

CBB stain Destain
v \ o
:7\ al “I/ ——— N = \ 5 - —— By 4
‘Ia ” ;:F. | — — ."‘I- I“.—“ > E_— )
\IX—TI I“%ﬁ 7/’ I—f\ ) ‘\_ = - - =
Gelen ovefores til dH,O heeldes Opvarm i CBB stain Opvarm i
bakke med dH,0 fra og CBB mikrobelgeovn heeldes fra og mikrobeglgeovn
stain tilseettes og seet til rystning destain tilseettes og seet til rystning

Figur 23. Farvning og affarvning af gelen til visualisering af proteinband.
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CBB heeldes fra gelen (heeldes tilbage i flasken og genbruges), og affarvnings-
buffer tilseettes sa det daekker gelen.

Blandingen opvarmes igen i 20 sekunder i mikrobglgeovnen.

Et par foldede papirservietter leegges ned i bakken til gelen for at suge farven
(der skal stadig veere vaeske i bakken).

Lad gelen affarve i 10 min, hvorefter papirservietterne skiftes. Allerede her burde
det vaere muligt at se nogle bl proteinband pé gelen (disse band ses lettere ved
at lofte bakken op fra bordet).

Lad gelen affarve fuldsteendigt (skift papir ca. hvert tiende minut og tilseet evt.
mere buffer), og derefter kan proteinoprensningen visualiseres. Et eksempel pa
en gel med algebestanddele er vist pa figur 24.

Figur 24. SDS-PAGE gel af alge-
proteinfraktioner efter stain og
destain. 1. Raekstrakt (DEL B),

3. Markaer, 5. @verste fraktion,

7. Midterste fraktion, og 9. Nedre
fraktion. Molekylveegten, angivet i
kDa, er vist til hgjre for markaren.

8. Gelen kan med fordel fotograferes og/eller overfares til en plastiklomme.
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LARERVEJLEDNING

EKSPERIMENT 3

Nyttige produkter
fra mikroalger

Lereplanen

@velsen belyser folgende kernestof i laereplanen for bioteknologi A (og tilsvarende for biologi A):
= Eukaryote celletyper

= Fotosyntesens overordnede delprocesser

m  Separationsteknikker, herunder elektroforese og centrifugering

@velsen kan indga i temaer der perspektiverer kernestoffet indenfor beeredygtig produktion af fade-
varer, energi og kemiske stoffer; bioteknologisk anvendelse af mikroorganismer samt ny forskning
og nye bioteknologiske metoder.

Teori

For at fa det bedste faglige udbytte af avelsen er det en fordel at kende til:

= Alge- eller plantecellers opbygning og funktion

= SDS-PAGE

®  Centrifugering

®  Det kan der laeses om i de biologi- og/eller bioteknologilzerebager der i forvejen anvendes i
undervisningen.

Desuden er det en fordel at kende til:
= Mikroalgers indhold af protein
= |ysering af celler

®  Gradientcentrifugering

Disse emner beskrives i de teoriafsnit der knytter sig til eksperimentet.
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Flow

Eksperimentet har falgende flow og tidsforbrug:
= DEL A - Lysering af celler (2 timer)

= DEL B - Gradientcentrifugering (1time)

= DEL C - SDS-PAGE (2 timer)

Kommentarer til eksperimentet

DEL A - Lysering af celler (30 min forberedelse + 60 min inkubering)

= Gymnasiet forventes selv at have varmeskab.

= Proverne lyseres i varmeskab ved 50 °C i mindst en time og maksimalt natten over. Praven
kan herefter klare sig ved stuetemperatur i ca. 1 dagn og ellers ma den szettes pa kal, hvor
holdbarheden er ukendt.

= Der er ventetid, sa forbered spargsmal (fx arbejdsspargsmal fra teoriafsnittet) eller andet, som
eleverne ogsa kan arbejde med.

DEL B - Gradientcentrifugering (45 min forberedelse + 60 min inkubering)

= Rer med proteinfraktioner kan gemmes pa kol et par degn ellers pa frys.

= Bemeerk: Beads ma ikke smides ud og @nskes returneret til AAU.

= Der er ventetid, sa forbered spargsmal (fx arbejdsspergsmal fra teoriafsnittet) eller andet, som
eleverne ogsa kan arbejde med.

DEL C - SDS-PAGE (100 min forberedelse + 30 min elektroforese + 40 min farvning/ affarvning)

= Gymnasiet forventes selv at have varmeblok/varmebad, mikrobelgeovn, vippebord og evt.
plastliommer til opbevaring af gel.
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