@velse 4 — Jagten pa proteiner

Proteinrige fedevarer og foder kan blive en
mangelvare i fremtiden, hvis der ikke findes nye
baeredygtige kilder til fedevareproduktionen.
Hovedparten af de nye proteiner forventes at kunne
komme fra velkendte landbrugsafgrgder som grees,
klgver og andre baelgplanter. Disse afgrgder er kendt
for deres hgje proteinindhold, og de kan produceres i
Danmark og dermed mindske klimaaftrykket fx ul s
sammenlignet med import af sojaprotein. Figur 1.Klgvermark.

Fremtidens protein kan ogsa udvindes af bl.a.

muslinger, insekter, tang og overskud fra fgdevareproduktionen. Samlet kan nye proteinkilder erstatte
nogle af de proteinkilder der typisk anvendes i dag, og fx medvirke til at mindske det klimaaftryk som
stammer fra produktion af protein fra drgvtyggere som kger og far.

For at fremstille sunde og meaettende fgdevarer er det ngdvendigt at kunne undersgge praecis hvilke
proteiner en afgrgde indeholder, og hvor stort indholdet er af den enkelte type protein. Til det formal
findes forskellige bioteknologiske metoder til oprensning af protein.

| alle industrielle og forskningsmaessige sammenhange hvor proteiner er det gnskede produkt, er viden om
proteinoprensningsteknikker ogsa helt centrale. Det gaelder fx ved fremstilling af medicin (fx insulin til
diabetespatienter) eller ved produktion af enzymholdigt vaskepulver.

Formal

I denne gvelse er formalet at afprgve forskellige trin i oprensning af proteiner. Af paedagogiske arsager
vaelges at oprense pa det rede muskelprotein myoglobin, da det pa grund af sin farve er let at fglge gennem
de enkelte oprensningstrin. Proteinet findes bl.a. i oksekgd.

Teori
For at fa det bedste faglige udbytte af gvelsen er det en fordel at kende til:
e Proteiners struktur og funktion (med myoglobin som eksempel)
e Lysering af celler
e Sgjlekromatografi (ionbytning)
e Fluorometri
e SDS-PAGE
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Teorien er beskrevet i den tilhgrende bog '"Hands on Biotech’ side xx-xx eller pa hjemmesiden www.xxxx.dk
Lereplanen
@velsen belyser fglgende kernestof i leereplanen for bioteknologi A (og tilsvarende for biologi A):

e Proteiners opbygning, forekomst og egenskaber

e Separationsteknikker, herunder elektroforese og s@jlekromatografi

@velsen kan indga i temaer der perspektiverer kernestoffet indenfor sundhed, sygdom og medicin;
baeredygtig produktion af fedevarer, energi og kemiske stoffer; ny forskning og nye bioteknologiske
metoder.

Flow
@velsen har fglgende flow og tidsforbrug:
e DEL A —Ekstraktion af protein fra oksekgd, 45 min
e DEL B - Oprensning af myoglobin vha. sma sgjler (pilotforsgg)
e DEL C- Oprensning af myoglobin vha. FPLC, 45 min
e DEL D - Analyse af resultater vha. fluorometri
e DELE - Evt. Analyse af resultater vha. SDS-PAGE

@velsen er under udvikling


http://www.xxxx.dk/

DEL A — Ekstraktion af protein fra oksekgd

Formalet med del A er at fa ekstraheret proteiner fra oksekgd.
Arbejdsgangen er illustreret her og beskrives i det fglgende (skitse —ikke den feerdige figur):
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Materialer:
Skaert oksekpd

Skalpel/kgkkenkniv + skaerebraet

Buffer A (20 mM ethansyre, 20 mM NaCl, pH 5,5)
Malebaeger

Greinerrgr, 50 mL

Engangssprgjte u. kanyle, 20 mL

Engangsfiltre, 0,4 pL

Mikropipetter + spidser, 20-100 pL
Eppendorfrgr, 1,5 mL

Vaegt

Fremgangsmade:
1. Afvej 10 g oksekgd, og findel kgdet med en skalpel eller kgkkenkniv.
2. Overfor kgdet til et rent 50 mL Greinerrgr.
3. Tilseet 30 mL buffer A.



Seet 13g pa reret, og vend det forsigtigt nogle gange.

5. Lad oplgsningen std i 5-15 minutter indtil der fremkommer en tydelig rgdfarvning af veesken. Vend
rgret fra tid til anden.

6. Opsug ca. 20 mL af kgd-buffer-oplgsningen op i en engangssprgjte. Undga at suge for meget kgd
med op.

7. Et0,4 pL engangsfilter placeres pa sprgjtens spids (skrues fast), og vaesken presses igennem filteret
og ned i et rent Greinerrgr. Dette er proteinekstraktet.

8. Udtag med en mikropipette 20 uL af proteinekstraktet, og overfgr dette til et eppendorfrgr. Rgret
markeres med teksten ‘raekstrakt’.

Greinerrgr samt eppendorfrgr med ekstrakt kan nu laegges pa kgl eller frost indtil anvendelse i DEL XX
og DEL XX.

DEL B — Oprensning af myoglobin vha. sma sgjler (pilotforsgg)

Formalet med DEL B er at undersgge hvilke betingelser der er de mest optimale til oprensning af myoglobin
fra proteinekstraktet fra DEL A.

Materialer:
Noget fra del A

Fremgangsmade:



DEL C — Oprensning af myoglobin vha. FPLC

Formalet med DEL C er at oprense myoglobin fra proteinekstraktet fremkommet i DEL A.

Materialer:

FPLC med tilhgrende software (AKTAstart + Unicorn)
Fraktionsopsamler (Frac 30)

Kationbyttersgjle (HiTrap SP FF)

Engangssprgjte u. kanyle, 5 mL

Fremgangsmade:

1. 5 ml af det filtrerede kpd-protein-ekstrakt suges op
i ren engangssprgjte.

2. Sprgjten tgmmes for luft ved at vende spidsen opad
og presse luften ud af sprgjten. Skyd en lille smule
vaeske med ud, og hav en serviet klar til at tgrre
sprgjten.

Part Description

rt Description

Buffer valve
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3. Sprgjten med det filtrerede proteinekstrakt H  Mier
3
4

Wash valve
Injection valve

paseettes FPLC’en i injektionsventilens port nummer Sample valve UV monitor
3, og st@rstedelen af ekstraktet skydes langsomt ind
i preve-loopet.

4. Efterlad 1 mL tilbage i sprgjten. N.B. Da prgve- FPLC.
loopet har et volumen pa 5 mL, og prgven er stgrre end 5 mL, vil noget af protein-ekstraktet Igbe
hele vejen igennem loopet og ud i affaldsflasken. Dette er helt i orden, sa laenge loppet er fyldt med

preve.

RONDL s Conductivity monitor,

BoaoRoz

B Pressure sensor Outlet valve

1. Analyse af resultater vha. fluorometri

2. Analyse af resultater vha. SDS-PAGE

Efterbehandling



Kilder:

Klgvermark: https://www.colourbox.dk/billede/groen-hvidkloever-felt-billede-1754509

Figur til ekstraktion: https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-019-02254-7
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