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Forsggsvejledning — Find enzymer til miljgvenligt vaskepulver
Ekstremt liv

Enzymer, der er aktive under kolde forhold, har adskillige bioteknologiske anvendelsesmuligheder. Nye
smarte og baeredygtige produkter kan nemlig blive udviklet pa baggrund af netop kuldeaktive enzymer. Det
gaelder for eksempel vaskepulver, der kan vaske tgjet rent ved brug af ikke-opvarmet vand. Snavs pa tejet
bestar blandt andet af sukkerstoffer, fedt og proteiner. En af de typer enzymer, som man ofte anvender i
vaskepulver, er derfor protease, der nedbryder proteiner. | dette forsgg skal | selv finde bakterier, der
producerer kuldeaktive protease-enzymer, og som i teorien vil kunne bruges til produktion af et mere
miljgrigtigt vaskepulver. Det ggr | ved at samle tangplanter fra vandet ved en kyst eller en s@. Pa tangen
lever der et veeld af bakterier, som har tilpasset sig det kglige miljg i vandet, og det vil derfor vaere
sandsynligt at nogle af disse bakterier netop producerer kuldeaktive protease-enzymer. Tangplanterne
blendes med vand, og blandingen bliver spredt ud pa agarplader, sddan at bakterierne kan vokse frem her.
Agarpladerne tilseettes skummetmaelkspulver, fordi det indeholder proteiner, som protease-enzymerne kan
nedbryde. Hvis nogle af de bakteriekolonier, som vokser frem pa agarpladerne, danner protease, vil
proteinet i skummetmaelkspulveret blive nedbrudt i en cirkel rundt om kolonien. Det kan ses som en
sakaldt klaringszone, altsa en cirkel hvor agaren er blevet gennemsigtig i stedet for grumset hvid. Det kan se
ud som pa figur 1. Man kan pa den made tydeligt se, hvilke bakterier, der kan vaere af seerlig interesse, hvis
man skal lave miljgvenligt vaskepulver.

Forspget kan med fordel laves i sma grupper pa 3- 4 elever.

Figur 1. Klaringszoner rundt om de
bakteriekolonier, der danner protease-
enzymer.
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Fremstilling af agarplader

Materialer og udstyr

Hver gruppe skal bruge fem agarplader i forspget. Maengden af plader, der fremstilles, kan tilpasses, sa det
passer med antallet af grupper. Til ca. 40 agarplader skal der bruges fglgende:

- 15 g agarpulver. Det kan med fordel vaere ’"Marine Agar 2216, som kan bestilles hos Difco (cat. no.
212185), men man kan ogsa sagtens bruge almindeligt agar, som ikke er tilsat naeringsstoffer eller
salte.

- 1 Lvand. Brug helst destilleret vand, men almindeligt postevand vil ogsa kunne bruges.
- 20 g skummetmaelkspulver. Det kan fas i de fleste supermarkeder.

- 20 g NaCl. Almindeligt kokkensalt kan sagtens bruges. Hvis tangplanterne er indsamlet i en sg,
tilsaet da kun 10 g NaCl. NaCl skal helt udelades, hvis man bruger ‘Marine Agar 2216’.

- Gryde med lag til kogning af agarblandingen.

- Gasblus eller kogeplade.

- Piskeris til omrgring.

- Ske til at fjerne klumper og skum.

- Ca. 40 stk. petriskale.

- Plastposer til opbevaring af de feerdige agarplader.
- Veegt.

- 1L maleglas.
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Fremgangsmade

Denne del af forsgget kan laereren eventuelt lave forud for undervisningen. Agarpladerne kan sagtens laves
nogle dage i forvejen, hvis de blot opbevares med bunden opad i plastposer i et kgleskab, indtil de skal
bruges.

1. Afvejagar, skummetmalkspulver og eventuelt salt, og bland det med 1 L destilleret vand i en
gryde.

2. For der taendes for varmen, rgres klumperne forsigtigt ud. Brug gerne en ske til at fjerne de sidste
sma klumper ved at mase dem op ad grydens side.

3. Opvarm forsigtigt blandingen pa et gasblus eller en kogeplade. Det er vigtigt, at der rgres relativt
forsigtigt sa skumdannelsen mindskes mest muligt. Dog skal der en naesten konstant omrgring til,
for at blandingen ikke breender fast i bunden. Nar agaren er smeltet, og blandingen er ensartet,
skrues der op for varmen, sa blandingen lige kommer op at koge. Hold hele tiden gje med gryden,
for det koger let over. Lad den ikke koge i mere end et par minutter, da der ellers fordamper for
meget vand fra gryden.

Det er dog vigtigt, at blandingen kommer op og koge, sa de fleste mikroorganismer dgr. For at ggre
processen sa enkel som muligt autoklaveres pladerne nemlig ikke. Det er derfor samtidigt vigtigt at
vaere omhyggelig med ikke at udseette agarblandingen for ungdig kontakt med omgivelserne.

4. Sluk for varmen, og fjern med en ske det meste af skummet, der er dannet pa overfladen af
blandingen. Det er godt at fa sd meget af skummet med som muligt, fordi man pa den made
mindsker mangden af luftbobler i de faerdige agarplader.

5. Lad eventuelt agarblandingen kgle lidt af under 13g, hvis den stadig er kogende — men lad den ikke
kele for laenge, for sa begynder agaren at blive tyktflydende.

6. Fordel agarblandingen i petriskale, sa det daekker bunden, og tykkelsen af agarlaget er omkring en
halv centimeter. Der burde vaere til omkring 40 stykker. Pas pa ikke at braande dig pa den varme
agar.

7. Lad pladerne stivne i omkring 15 min. med lagene sat skrat p3, sa der er en lille spraekke dben. Pa
den made minimeres maengden af kondens.

8. Opbevar de faerdige plader med Iag pa og bunden opad i plastposer i kgleskabet.

9. Tagdem udistuetemperatur ca. en time fgr brug, sa de lettere optager blandingen af vand og
tang. Lad dem eventuelt tgrre i en LAF-baenk med lagene halvt pa.
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Indsamling og dyrkning af bakterier

Materialer og udstyr

Plastpose eller beholder med lag til indsamling af tangplanter.

Frisk tang indsamlet i havet eller en s@. Der skal kun bruges en lille smule, sa en handfuld er rigeligt

til alle grupperne.

Lidt vand fra indsamlingsstedet — fyld posen eller boksen med tangplanterne med hav- eller sgvand.
Der skal teoretisk set bruges mindre end 100 mL i alt, men det er fint at have noget i overskud.

5 agarplader med skummetmaelkspulver til hver gruppe (lavet i forvejen ud fra forskriften ovenfor).

Blender, foodprocessor eller lignende.

Pipette (100 pL til 1000 pL) til hver gruppe.

5 eppendorfrgr, reagensglas eller falkonrgr til hver gruppe.
3 kaffefiltre til filtrering.

En tragt til filtrering.

Baegerglas eller lignende til den filtrerede tangblanding.
Ethanol.

Lille baegerglas til hver gruppe til ethanol.
Bunsenbraender til hver gruppe.

Kgleskab.

Sprittusser til at skrive pa petriskalene.

Drigalskispatel til hver gruppe til udpladning pa agarpladerne.
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Fremgangsmade

Indsamling af tangplanter

1.

Indsaml tangplanter fra vandet ved en kyst eller en sgbred, og opbevar dem i en plastpose eller
boks fyldt med vand fra indsamlingsomradet. Ved leengere tids opbevaring, eksempelvis natten
over, skal tangplanterne i kgleskabet. Det er ikke selve tangplanten, vi er interesseret i, men
sharere de mange bakterier, der lever pa dem. Disse bakterier lever nemlig i et relativt koldt miljg,
og man kan derfor forestille sig, at de producerer enzymer, der er virksomme ved temperaturer
lavere end de 30 °C til 40 °C, som vi normalt vasker tgj ved.

Udpladning pa agarplader

2.

Dette, samt naeste trin, kan med fordel ggres samlet for hele klassen.

Blend en lille tot af tangplanterne og lidt af det tilhgrende vand, sa det bliver til en sa ensartet
blanding som muligt. Det vil dog ofte vaere umuligt at fa blandingen helt ensartet. Blandingen skal
imidlertid vaere tynd og finblendet nok til at kunne passere igennem et kaffefilter. Der skal gerne
vaere sa meget vand i forhold til tang, at det bliver meget tyndtflydende. Der skal bruges under 10
mL tangblanding i alt, men blend gerne et stgrre volumen, sa det er nemmere at arbejde med. Brug
dog ikke alt hav- eller sgvandet, for der skal vaere minimum 50 mL tilbage i alt til de
fortyndingsraekker, grupperne laver senere.

Filtrer de tilbageblevne tangstykker fra ved at lade blandingen passere gennem tre kaffefiltre, som
er sat oven i hinanden i en tragt. Opsaml den filtrerede vaeske i et rent baegerglas.

Hver gruppe far et eppendorfrgr med 1 ml filtreret tangblanding. Herpa skrives 10° med en sprittus.
Denne notation betyder, at tangblandingen ikke er fortyndet, da 10° = 1.

| grupperne laves der en fortyndingsraekke ud fra den ufortyndede tangblanding, alts& ud fra 10°-
rgret. Det ggres pa fglgende made:

Klarger fire rgr og skriv 101, 102, 10° og 10* pa dem med sprittus. | 10'-rgret vil tangblandingen blive
10 =10 gange fortyndet, i 10%-rgret vil blandingen blive 10% = 10-10 = 100 gange fortyndet, i 10°-
rgret vil det veere 10° = 10-10-10 = 1000 gange fortyndet og i 10*-rgret vil den oprindelige
tangblanding blive 10* = 10-10-10-10 = 10.000 gange fortyndet.

Selve fortyndingen laves ved at starte med at komme 0,9 mL = 900 pL hav- eller sgvand i hvert af de
fire rgr (10%, 10%, 10° og 10%) med en pipette. Der overfgres nu 0,1 mL = 100 uL af tangblandingen
fra 10%rgret til 10'-rgret, og der blandes grundigt ved at rgre rundt med pipettespidsen. Derefter
tages 0,1 mL = 100 pL fra 10%-rgret og overfgres til 10%-rgret, og der blandes igen. P4 samme méade
overfgres 0,1 mL = 100 pL fra 10%-rgret til 103-rgret, og efter en grundig omrgring overfgres der fra
103-rgret til 10*-rgret. For hver overfgrsel mellem rgrene fortyndes der altsa 10 gange. Jo mere
man fortynder, desto faerre bakterier er der til stede. Husk at skifte pipettespids mellem hver
overfgrsel. Fremgangsmaden kan desuden ses i figur 2.
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Figur 2. Fremgangsmade for at lave en fortyndingsraekke af den filtrerede tangblanding.

6. Gor
fem agarplader klar. Skriv fortyndingerne 10° til 10* og gruppenavn eller -nummer pa bunden af
petriskalene. Skriv aldrig pa lagene, da de ved en fejl kan komme til at blive byttet rundt.

7. Heeld en smule ethanol op i et lille baegerglas, find en drigalskispatel frem, og taend
bunsenbranderen.

8. Kom omkring 100 pL af 10°- fortyndingen ud p& den tilhgrende agarplade. Det svarer nogenlunde til
en stor drabe.

9. Dyp drigalskispatelen ned i ethanol, og hold den meget kort ind i flammen fra bunsenbraenderen
for at antaende ethanolen. Dette sikrer, at der ikke sidder ugnskede bakterier pa spatelen.

10. Lad spatelen kgle ned i ca. 10 sekunder uden at den rgrer ved noget.

11. Fordel vaesken rundt pa agarpladen med drigalskispatelen. Bliv ved med at stryge spatelen rundt, til
agaren har optaget al tangblandingen, og den derfor fgles t@r, nar man bevaeger spatelen rundt.
Laeg lag pa pladen, sa snart den er feerdig.

12. Gentag trin 8-11 for de andre fortyndinger.

13. De fem petriskale med tangblandingerne stables med bunden opad og kommes i en plastpose. Det
er meget vigtigt at petriskalene vendes, sadan at bunden med agaren er opad. Hvis der dannes
kondens inde i petriskalen, vil det nemlig Igbe ned i laget i stedet for at havne pa agaren og
gdelaegge bakteriekolonierne, som vokser her.

14. Stil pladerne ved stuetemperatur. Det anbefales dog, at det er et kgligt sted, hvor temperaturen
ikke pludselig stiger, fordi solen for eksempel star direkte ind pa.

Den efterfglgende uge

15. For at pladerne ikke bliver overgroet af bakterier, og klaringszonerne derfor ikke ses tydeligt, er det
en god idé at kigge til agarpladerne hver dag. Det vil dog sandsynligvis tage 4 til 7 dage, f@ér der har
vaeret en tilstreekkelig bakterievaekst, s mange tydelige kolonier og — forhabentlig — klaringszoner
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kan ses. Nar dette stadie nas, sattes pladerne i k@gleskabet, for at bremse vaeksten indtil de skal
undersgges.

Observationsdag

16. Kig pa jeres fem agarplader. Er der nogle af bakteriekolonierne, som har dannet protease-enzymer,
og som man derfor kunne se naermere pa ved fremstilling af miljgvenligt vaskepulver?

Diskussionsspgrgsmal til forsgget

Ud fra afsnittet om psykrofile bakterier i teoridelen vil | sa tro, at de bakterier, som vokser frem pa
agarpladerne, kan kategoriseres som psykrofile eller psykrotolerante bakterier?

| dette fors@g har det veeret formalet at undersgge, om nogle af bakterierne fra de indsamlede tangplanter
producerer protease-enzymer. Tror |, at det kun er bakterier fra tangplanterne, som | ser pa agarpladerne?
Hvis ikke, hvor kunne de gvrige bakterier pa pladerne sa komme fra?

Diskuter spgrgsmalene to og to eller i mindre grupper, og skriv jeres svar ned. Husk en begrundelse.

Side 7 af 7

Biotech Academy

Danmarks Tekniske Universitet, www.biotechacademy.dk
Sgltofts plads, Bygn. 227/041

2800 Kgs. Lyngby biotech@bio.dtu.dk



