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Introduktion

Undervisningsforlgbet @lbrygning kommer omkring rigtig mange af de begreber, processer og
laboratorieteknikker, som indgar i leereplanerne for Bioteknologi eller Biologi og Kemi i gym-
nasiet. Som en del af undervisningsforlgbet skal klassen besgge et bryggeri, som er et eksempel
pa en dansk biotekvirksomhed, hvor der lgbende arbejdes med udvikling og optimering af pro-

dukterne.

Materialer
Nogle af de opgaver og forsggsvejledninger, der skal bruges igennem undervisningsforlgbet, er

samlet i dette dokument. Der er endvidere mange henvisninger til et online-undervisningsmate-

riale om glbrygning udviklet af DTU Biotech Academy, som dette undervisningsforlgb er base-

ret pa. Derudover er der henvisninger til undervisningsmateriale pa Beerzymes.dk | leering med

geering

Undervisningsforlabets opbygning
Undervisningsforlgbet bestar af 12 moduler pa gymnasiet. Derneest skal klassen pa et virksom-

hedsbesgg pa et bryggeri i to timer, og til slut skal klassen arbejde videre med en afsluttende

posteropgave pa gymnasiet.

Forberedelse til modul 1:
Les fglgende afsnit pa denne hjemmeside: DTU Biotech Academys undervisningsmateriale

* Introduktion — @lbrygning
* @lbrygningens historie i Danmark

* TEORI: Leas fanen ”Oversigt”
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Modul 1 - Intro til slbrygning og de processer, der indgar

Materiale til undervisningen pa skolen

Opgave 1: Geering af sukker og pavisning af glukose og CO; (og evt. ethanol)

Til denne opgave skal I enten bruge det vedhaftede feerdige dataset fra forsgget "Geering af
sukker” eller udfgre forsgget selv og bruge egne data. Du kan finde en mere detaljeret gennem-
gang af forsgget pa side 30 “Eksperiment 1: Geering af sukker”. Hvis din lerer veelger, at I ikke

selv laver forsgget, sd skal I kun lave opgave 1a og 1b.

Du skal I denne opgave arbejde med:

* Hvordan man kan pavise tilstedeveerelsen af CO> efter gercellers fermentering af glukose
(1a).

» Hvordan en fermenteringsproces kan monitoreres med programmet Logger Pro (1b).

» Hvordan man kan bestemme indholdet af ethanol i et destillat. Dette gares kun, hvis I selv
udferer forsgget og ogsa gnsker at destillere pa jeres fermenteringsoplgsning (1c).

» 1la) Redeggr for, hvordan man ved hjelp af en mettet oplgsning med Ca(OH), kan pavise,
at der dannes €O, under gercellernes fermentering af glukose. Hint: Tjek evt. disse videoer
ud og fa lidt indblik i, hvordan CO, og Ca(OH), reagerer med hinanden:

https://www.youtube.com/watch?v=V19A8Iyc LY

https://www.youtube.com/watch?v=RK-016QBufs

Du kan ogsa bruge vejledningen til Eksperiment 1 "Geering af sukker” som hjelp.

* Hvad sker der, nar CO; bobler ud i mettet kalkvand? Opskriv afstemt reaktionsligning.

1b) Pa baggrund af data fra "Eksperiment 1 — Gering af sukker” — enten egne data eller det
vedheftede feerdige dataset — skal du tegne to grafer:

- En graf, der viser masse af kolben som funktion af tiden — set aksetitler pa figuren,
husk enheder. Forklar udviklingen over tid og preciser, hvad massetabet over tid af-

spejler.
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- En graf, der viser masse af afgasset C0, som funktion af tiden — set aksetitler pa fi-
guren, husk enheder. Forklar udviklingen over tid.

Lav dernest falgende beregninger:

Beregninger laves ud fra, at der anvendes 50 g sukker i en konisk kolbe, der efterfal-

gende tilseettes 250 ml demineraliseret vand og 10 g ger (opslemmet i lidt vand).

1. Opskriv reaktionsskemaet for den reaktion, der forlgber — der anvendes sukrose
til forsgget. Dette skal du tage hgjde for, nar du opstiller reaktionsskemaet. Husk,
at fruktose omlejres til glukose i geercellerne.

2. Beregn stofmengden af glukose i oplgsningen.

3. Beregn, hvor meget ethanol der maksimalt kan blive dannet, hvis al glukosen bli-

ver omdannet til ethanol og COx.

4. Beregn det samlede massetab fra opstillingen, hvis al glukose bliver omdannet,

og al COx(g) forsvinder fra opstillingen.
5. Hvilken koncentration af ethanol kan maksimalt opnas?
6. Beregn massetabet ved geeringen.
7. Sammenlign tabet med det teoretisk beregnede.
8. Udregn, hvor mange procent glukose der ma veere omdannet.
9. Beregn ud fra omsetningen af glukose, hvor meget ethanol der er dannet.
1c) Du kan ga videre med denne del af opgave 1, hvis I selv laver ”Eksperiment 1: Gering

af sukker” i klassen.

Det farste, der skal ggres, er at destillere jeres reaktionsblanding fra forsgget ”Geering af suk-
ker”, sa I kan teste for tilstedeveerelsen af ethanol og ogsa eksperimentelt bestemme, hvor meget
ethanol der rent faktisk dannes under fermenteringen.
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Da garingen er en biologisk proces, tager det en uges tid. Derefter destilleres det geerede mate-
riale. En destillation laver man for at adskille to eller flere vaesker. Hvis veeskerne har forskellige
kogepunkter, vil veesken med det laveste kogepunkt fordampe, fgr de andre vasker gar det.

Ethanol har lavere kogepunkt end vand, sa det vil fordampe fgrst. Dampene fortettes i kalergret,
og den fortettede veeske ledes ned i en anden kolbe. Vasken heri har nu meget stagrre indhold
af ethanol end den oprindelige veeske. Desuden er veesken fri for sukkerrester, geerrester og andre
urenheder.

Ethanol-indholdet bestemmes ved fgrst at finde massefylden (densiteten) i gram pr. ml for de-
stillatet. Derefter kan veaegtprocenten (gram alkohol pr. 100 gram veaske) bestemmes ud fra en
standardkurve.

En standardkurve kan tegnes ud fra et udleveret datamateriale — i dette tilfeelde densiteten af
vand/ethanol-blandingen ved forskellige koncentrationer (masseprocent) ethanol (se C1 Bereg-
ninger nedenfor). Af dette materiale fremgar det, at massefylden af veesken afheenger af kon-
centrationen af ethanol.

Da massefylden for vand er ca. 1 g/ml, og massefylden for ethanol er 0,789 g/ml, falder masse-
fylden af en blanding af ethanol og vand som en funktion af alkoholkoncentrationen. Ud fra
denne standardkurve kan man altsa direkte afleese masseprocenten for destillatet.

Man vil ikke kunne opna en masseprocent pa meget mere end 12-14 pct. Derfra kan man regne
sig frem til massen af ethanol i destillatet og den samlede produktion i geringskolben.

Det er altid relevant at kontrollere, om den reaktion, som man regner med er foregdet, virkelig
har fundet sted. I dette tilfeelde er det altsa CO> (opgave 1a) og ethanol (opgave 1c), som vi
tester for.

Hydroxy-gruppen (-OH) i den primeere alkohol ethanol reducerer det violette MnOy til farvelgst
Mn?* (evt. 0gsd brunsten, MnOy) i en sur oplgsning.

For at kunne pavise, om der er dannet ethanol under fermenteringen, skal man ferst destillere

sin oplgsning. Dette udferes, efter fermenteringen er feerdig. Se fremgangsmade 1b under af-
snittet "Eksperiment 1: Gering af sukker” side 30.
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Efter forsgget er udfart, kan I lave fglgende beregninger:

C1 Beregninger:

Nedenfor er et dataset, der viser ssmmenhang mellem densitet og koncentration af ethanol. Lav
en standardkurve over densiteten som funktion af masseprocent ethanol (g pr. 100 g veeske), og
brug denne standardkurve til at bestemme masseprocenten af jeres destillat.

Densitet (g/ml) Cmasse %

0.99823 0
0,99275 3,0
0,98938 5,0
0,98478 8,0
0,98187 10,0
0,97514 15,0
0,96997 20,0
0,96168 25,0
0,95382 30,0
0,94494 35,0
0,93518 40,0
0,92472 45,0
0,91384 50,0
0,89113 60,0

Brug standardkurven til at afleese masseprocenten for jeres destillat:

» Beregn massen af ethanol, der er i alt i destillatet. Antag, at al den ethanol, der var i de 50
ml, som I destillerede p4, er destilleret fra geeringskolben og over i destillatet.

* Beregn massen af ethanol i geringskolben (far I destillerede).

* Beregn nu massen af ethanol, der er dannet i geeringskolben ud fra kurven over massetab
som funktion af tiden — dette gjorde I i en tidligere opgave, under opgave 1.b.5

« Sammenlign den teoretiske masse af ethanol med den aktuelle masse af ethanol og kom-
mentér pa resultatet
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Eksperimenter i Modul 1:

» Lav gvelsen Ger i ballon (kvalitativt) — det er @velse 1 i DTU Biotech Academys materiale
under fanen "FORSOG”.

» Eksperiment 1 — Geering af sukker, side 30 (laves i klassen eller benyt det vedheaftede faer-
dige dataseet).

» Udfyld laboratorieprotokol (skabelon pa side 29).

Forberedelse til modul 2:

Les side 17-19 om Carbohydrater og Saccharider i undervisningsmaterialet pa https://beerzy-
mes.dk/wp-content/uploads/2021/08/Beerzymes-undervisningsmateriale.pdf
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Modul 2 — Opbygning af carhbohydrater (monosaccharider)
Materiale til undervisningen pa skolen

Opgaver, hvor Marvin Sketch benyttes

Til at lgse opgave 2 og 3 skal du bruge programmet Marvin Sketch. Programmet er gratis og
bruges bade i bioteknologiundervisningen og kemiundervisningen. For at fa det fulde udbytte
af programmet skal du have en skolelicens — den skal du bede om at fa fra din lerer.

Du kan downloade programmet fra denne hjemmeside: https://emu.dk/stx/kemi/marvinsketch-

vejledninger-og-opgaver, hvor du ogsa kan finde en generel vejledning til programmet og andre

gode dokumenter, som hjelper dig til at bruge programmet.

Opgave 2: Stereoisomerii o — D — glukose (anvendelse af Marvin Sketch)

Du skal i denne gvelse bruge programmet Marvin Sketch til at undersgge stereoisomerien i glu-
kose. Inden du laver opgaven, skal du have kendskab til, hvordan man tildeler stereoisomeri i et
molekyle. Det er du blevet introduceret til via teori, som du har lest og gennemgaet med din

leerer:

a) Abn Marvin Sketch.

b) Under menuen ”insert” skal du veelge *Template” og finde glukose — her kan du arbejde
med ¢ — D — glukose.

c) Fa strukturen frem i skeermbilledet ved at klikke pad den side, som du har dbnet — sa indseet-
tes din skabelon automatisk.

d) Under menuen ”View” skal du nu klikke pa ”stereo” — derneest pa ”R/S labels” og til slut
”All possible”.

e) Nu kan du se, hvordan der ved de forskellige chirale C-atomer tildeles stereoisomer — en S
eller R.

Velg et C-atom ud og undersgg, om du er enig i den tildelte isomeri. Argumenter for, hvorfor
du er er enig eller uenig og diskuter med din sidemakker, om I er enige.
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Forberedelse til modul 3:
Laes side 20-21 i undervisningsmaterialet pa https:/beerzymes.dk/wp-content/uplo-
ads/2021/08/Beerzymes-undervisningsmateriale.pdf

Modul 3 — Opbygning af carbohydrater (disaccharider og
polysaccharider)

Materiale til undervisningen pa skolen

Opgave 3: Kondensationsreaktion og hydrolyse (anvendelse af Marvin Sketch)
I denne opgave skal du anvende programmet Marvin Sketch til at illustrere:

» en kondensationsreaktion mellem glukose og fruktose

* en hydrolyse af maltotriose

For at kunne lgse opgaven skal du have kendskab til opbygningen af glukose, fruktose, malto-
triose og maltose. Desuden skal du kende de engelske navne for molekylerne, da Marvin Sketch
bruger engelske navne.

a) Abn Marvin Sketch.

b) Under menuen ”Structure” skal du veelge ”Name to structure”, og sa skal du indskrive nav-
nene pa de molekyler, der indgar som reaktanter og produkter i reaktionen. Navnene adskil-
les med semikolon i skrivefeltet. Nar du har skrevet navnene ind, adskilt af semikolon, tryk-
kes pa “importer” — tryk ikke Enter, da det giver en fejlmelding.

c) Placer nu molekylerne, sa reaktanterne star til venstre i skeermbilledet, og produkterne star
til hgjre i skeermbilledet. Indseet dernaest en reaktionspil mellem reaktanter og produkter. Du
finder den, som vist i figuren nedenfor. Vealg blot reaktionspilen ”Single Reaction Arrow”.
Du vil nu se, at reaktanter adskilles med et +, og det samme ggr produkterne.
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d) Velg alle molekylerne ved at bruge vaerktgjet markeret med rad pil.

e) Du kan nu bede om at fa vist molekylerne pa forskellige mader. F.eks. kan du ved at g ind
under menuen “View” vealge at fa vist alle H-atomer i strukturen ved at vaelge “Implicit
Hydrogens” og sa velge f.eks. ”On all”.

f) Derneest kan du veelge under menuen ”Structure” at fa ordnet dine strukturer — veelg ”Clean
Structure in 2D”.

g) Indset dine reaktioner her. Du kan tage skaermbilleder fra Marvin og indseette:

» kondensationsreaktion af glukose og fruktose

* hydrolyse af maltotriose

Forberedelse til modul 4 og 5:

Les gvelsesvejledningen til “Eksperiment 2 — Pavisning af funktionelle grupper i carbohydra-
ter”, s. 36 og lav flowchart over forsggets forlgb.
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Modul 4 og 5 — Opbygning af carbohydrater (funktionelle
grupper)
Eksperimenter:

» Eksperiment 2 — Pavisning af funktionelle grupper i carbohydrater (side 36).

» Udfylde laboratorieprotokol (skabelon side 29).

Forberedelse til modul 6:
Les falgende afsnit pa denne hjemmeside: DTU Biotech Academys undervisningsmateriale

e Under overskriften TEORI — ”Fra malt til urt”.

* Under overskriften FORS@G — les vejledningen til @velse 2 ”Pavisning af Sucraseaktivitet”

»

igennem og se videoen "Geren i gllet — sukraseaktivitet”.
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Modul 6 — Processer far glbrygningen

Materiale til undervisningen pa skolen

I dette modul arbejder I med enzymer — herunder struktur, bindingslomme og temperaturaf-
haengighed.

Bioinformatikopgaver PDB, NCBI og UGENE

Nar I arbejder med opgaverne, sa sgrg for at gemme jeres arbejde undervejs. I skal kunne pree-
sentere det mundtligt, og presentationen skal understgttes af Powerpoint-dias.

PDB

Opgave 4: Sukrase fra Saccharomyces cerevisiae (almindeligt bagegzr)

Abn Protein Data bank (PDB) i din browser: https://www.rcsb.org/.

Find denne struktur: 4EQV

a) Hyvilket protein er der tale om?
b) Hvilket ekspressionssystem er anvendt?
c) Hvad er molekylveaegten i kDa for enzymet?

d) Hvilken enzymklasse hgrer enzymet ind under? Opskriv reaktionen som enzymet katalyse-
rer — angiv bade reaktionsskemaet med molekylformler og strukturformler.

e) Redeggar for opbygningen af enzymets primeere, sekundeere, tertieere og kvaternare struktur.
Inddrag visualiseringsveerktgjet 3D View og dokumenter pa figurer, hvad du redeggr for.
Indset dine figurer her. Lav en kort figurtekst til de figurer, som du har valgt at medtage i
din redeggrelse.

Opgave 5: Isomaltase fra Saccharomyces cerevisiae i kompleks med « — D — glukose

Abn Protein Data bank (PDB) i din browser: https://www.rcsb.org/structure/3A4A.

Find denne struktur; 3A4A
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a) Hyvilket protein er der tale om?

b) Hvilket ekspressionssystem er anvendt?
¢) Hvad er molekylvaegten i kDa for enzymet?

d) Hvilken enzymklasse hgrer enzymet ind under? Opskriv reaktionen som enzymet katalyse-
rer — angiv bade reaktionsskemaet med molekylformler og strukturformler.

e) Redeger for enzymets opbygning. I din redeggrelse skal du komme ind pa enzymets pri-
mere, sekundere og tertieere struktur og ogsa finde frem til, hvad der udger enzymets bin-
dingslomme, samt hvilke katalytiske aminosyrer man har kendskab til for enzymet. For at
kunne svare pa opgaven skal du bade bruge 3D view samt leese Pubmed Abstractet — indsat
nedenfor. For at visualisere vekselvirkningen kan du f.eks. valge en repraesentation, der vi-
ser non-kovalente bindinger — der er ogsa andre muligheder. Prgv dig lidt frem ved at bruge
mulighederne, der er vist med rgde pile i Figur 1. Der er mange forskellige, der kan afprgves.
Start med at klikke pa de tre prikker og prov dig frem.

3AX | Crystad structure of isomaltas
Type  Deposted
o ‘ GLC 801 | B [auth A} ® =
#£ Measurements

q i Representation e

(3} Prosot + Add L+
Potymer . 0 4
Ugand .
Carbohydrate
Water iz @ | 0 44—
[Focus] Target "o ' —

Uniicelic121

Figur 1

a) Enzymet binder naturligvis dets substrat, men bindingslommen indeholder ogsa en slags ke-
der for vandmolekyler. Hvilken rolle menes disse kader af vandmolekyler at spille?
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PubMed Abstract

The structures of isomaltase from Saccharomyces cerevisiae and in complex with maltose
were determined at resolutions of 1.30 and 1.60 A, respectively. Isomaltase contains three
domains, namely, A, B, and C. Domain A consists of the (B/a)(8) -barrel common to glycoside
hydrolase family 13. However, the folding of domain C is rarely seen in other glycoside hy-
drolase family 13 enzymes. An electron density corresponding to a nonreducing end glucose
residue was observed in the active site of isomaltase in complex with maltose; however, only
incomplete density was observed for the reducing end. The active site pocket contains two
water chains. One water chain is a water path from the bottom of the pocket to the surface
of the protein, and may act as a water drain during substrate binding. The other water chain,
which consists of six water molecules, is located near the catalytic residues Glu277 and
Asp352. These water molecules may act as a reservoir that provides water for subsequent
hydrolytic events. The best substrate for oligo-1,6-glucosidase is isomaltotriose; other,
longer-chain, oligosaccharides are also good substrates. However, isomaltase shows the
highest activity towards isomaltose and very little activity towards longer oligosaccharides.
This is because the entrance to the active site pocket of isomaltose is severely narrowed by
Tyr158, His280, and loop 310-315, and because the isomaltase pocket is shallower than that

of other oligo-1,6-glucosidases. These features of the isomaltase active site pocket prevent

isomalto-oligosaccharides from binding to the active site effectively.

Eksperimenter:

» Feallesforsog med pavisning af sukraseaktivitet @velse 2 i DTU’s undervisningsmateriale
(evt. i kombination med @velse 3, hvis lereren veelger, at I bade skal prove det pa geer og
sukker samt pa gl).

» Udfyld laboratorieprotokol (side 29).

Forberedelse til modul 7:
Les falgende afsnit pa denne hjemmeside: DTU Biotech Academys undervisningsmateriale

* Under overskriften TEORI — ”Garsvampe”.
* Under overskriften FORS@OG — les vejledningen til Qvelse 4 “Rendyrkning af geer”

* Sevideoen "Geren i gllet — renstrygning”.
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Modul 7 - Processer far glbrygningen og ger

Materiale til undervisningen pa skolen
I dette modul arbejder I med: Livscyklus, overger og undergeer.

Eksperimenter:

* Elevforsgg: Geeren i gllet — renstrygning (dag 1).
» Mikroskopi af geerceller — kvalitativt.

» Udfyld laboratorieprotokol (skabelon side 29).

Forberedelse til modul 8:

Les side 35: Tabel 2, der opsummerer forskellene mellem underger og overgeer i https://beer-
zymes.dk/wp-content/uploads/2021/08/Beerzymes-undervisningsmateriale.pdf

Pa Videnskab.dk https://videnskab.dk/kultur-samfund/skaal-oellets-historie-staar-skrevet-i-ga-
ers-dna, lees artiklen: ”Skal! @llets historie star skrevet i geers DNA”.
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I DA ABEN VIRKSOMHED

Modul 8 - Gaer

Materiale til undervisningen pa skolen
I dette modul arbejder I med Saccharomyces cerevisiae og Saccharomyces carlsbergensis,
MEL-gener.

I skal se filmen ”It all comes from beer” https://filmcentralen.dk/museum/danmark-paa-

film/film/it-all-comes-beer.

NCBI og Ugene

Opgave 6: Isomaltase fra Saccharomyces cerevisiae

Ga ind pa https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Under ”All databases” skal du veelge "Nucleotide™.

I nukleotiddatabasen skal du sgge efter en nukleotidsekvens fra Saccharomyces cerevisiae for
enzymet oligo — 1,6 — glucosidase.
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I Figur 2 nedenfor er vist, hvordan du finder sekvensen.

I sagefeltet skriver du ”Olige-1,6-glucosidase IMA1” og trykker pa ”Search”.

Efterfglgende velger du at klikke pa Saccharomyces cerevisiae (se rgd pil pa Figur 2), sa du
malretter din sggning til kun at vere fra denne organisme.

MNucleotide Mudeotide | Oligo-1,B-glucasidase IMA1 | | search |
Croate alerl  Advanced vielp

CONID- 10 b it nSaigineg, findily inethving alition.

‘Gof the lalesi pullic heaih informasion from CI0GC: BHDe Ve CORMNIFNG 00y -
Get the latest resaarch from NIM: hing M nh govicomngvins.

Spacien Summary = 20 par page = Sont by Detedl ondar = Sendte = Fiers: Manags Filar
darderaki 2]
F w4} -
,ml.,,r, Saw Gana information Tor imal oligol Results by taxon
Cuslomae .. imat i Saccharcmyoes cortvisies SI88C Triioum aesheum Schizosaccharpmtes rombe AT Gens Top Organisma [Trsa]

Lirtai ] [ ¥ isian (4l
Molsculs fypes oigol in Mus musodus  Batus noreegcus Al 2 Gone moords Aureobasidium pululang (13
nmic DRATFNA, |140) Fusarium fulorol 5
miMA 1) Candids albicans SC5314 ()
Gusiomire .. ltems: 1 to 20 of 149 Fusrium corsporum (3]

Bacilus amylaiiqualacions (1)

Source databases. Page 1 o8 | Wesi>  Lagi>> Lachancea larearctensis (2]
NSO (GanBank) (1335 - i . Zygosaccharonycos bl (7]
FntGeg 117) Saccharairycis coravisies DNA, conlig: contigl], whols gengma shalgun sequence Beservania bassiana (2] r
Cusiomias T 1,483,749 bp linear DNA Saccharnmyces bayarus (1)

Accession BEGWI1000001.1 Gt 1238277780 Susciapimycis pastoran (11
Sequance Type Assemitly Biofmiecd BoSemel  Profen  Tmonosy Eralinnomycas brusslansis 1)
Puchsotics |145) Cyberiindnara fablani (1)

K

GenBank FASTA Gmphics Aureobasidium namibiss CBS 147.97 (1)
Seqgance length B _ _ Frindmannioeryons emndclifecus (1)
Cuntom tange... Saccharirycis coravisies DNA, conlig: conligld, whobs gengma shalgun sequence Fusarum probferatum (1)
Aeleaia dae 21,065,895 bp linar DNA Fusarium wenanatum 1)
Cusiom range... Accession: BEGWO1000000.1 Gt 1ZAETETEY Fusirium culmonm (1)

Assembly  BioProes  BioSamch  Proten Tassoosy Fusarium graminearum (1)
Hgwinkon date . Torrublella hemipterigena (7]
i GanBank FASTA Graphics Al ot [ (37)
Figur 2
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Derneest veelger du at klikke pa det hit, der hedder ”Saccharomyces cerevisiae S288C oligo-1,6-
glucosidase IMA1 (IMA1) partial mRNA” (se rad pil pa figur 3).

Nucleotide | Mutleotide  # |{QNigp-1,6-ghcosiiase IMAT) AND “Saccharomyces ceravisine®[porgn;_ txki4932] B search |
Craas nlent  Advanced

Bource datahases
INSDC {GamBiank) 71}
FnfSeq (9]

Lagance Typs
Muclsatde [B4)

Segaance lengih
Rebrass date
Cutilem mege...

Rarvigion dats
Cuslom mrga..,

Figur 3

Items: 1 to 20 of 84

-

[

&g

Lutb Dlalibat l R
A53,749 bp linaar
Accevson BEGWI000001.1  GI: 1238277780

gy e LNA, conleg; combight,

fupgmily  Qiofrypgl  Digfample  Progin  Taspnomy

AxGh  BPueed)  BrlMnoe  Pwwn  TRactoor

BROUence
1,118,015 bp brsar DA
Arosssion LBMADIDOOOOT. 1 GE 1023843730

Acomusion Nl_OGIIET416.3 Gi: J0E6ELTT
BiProict  Protein Pubbbed  Eiconomy
Ganfipth FASTA Graghics

Saccharomyces cevevislas strain CEN.FR113-TD alpha 1.6-glucosidase (IMA1) gene. compinte

=ity

Fiers: Manage Filers

Rosults by taxon
Top Organisms [Tree)
msmnmﬂ-tﬂj

Find related data
Database: | Select E]|

Search delails

{olige 1,6 glucosidase{All Fields]
AKD THAL[ALL Fields]} AHD
“Saccharcayces cerevisise®[porgn]

S mawe

(Seem )

Recent activity

Lm0 Ca
@ (Dhige-1 B-phocosidase IMAT) AND
“Satchimmycns conpie[pargn.,

L

@, Ogo-1,b-glucosidass IMA {148}
LT

B Saccharomyces cerevisise SEBC oligo-1,
gluccsidrse IMAZ (IMAZ]), partial mF e
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Der kommer nu et skeermbillede frem, der ser sdledes ud, hvor du klikker pa "FASTA” (se rad

pil i Figur 4).

GenBlank »

Saccharomyces cerevisiae 5288C oligo-1,6-glucosidase IMA1 (IMA1), partial

mRNA

WCEI Reference Sequence: MM_001181416.3
EASTA  Graphics

ACCESEION B G011

VERSIOHN EM_201181 3

DBLIKE BioPeoject:

KETHORDS BafSeg.

SOURCE Saccharomyces ceraviaias SIRAC
ORGANIEM  Saccharooy s

'Cal coravisieg SJRNC
Eukaryoka) Fungl; Dikarya) Ascomyoota) Ssccharomycotinajp
Ssccharomycetes] Saccharomycetales) Saocharomyoetaceas)

Saccharomyces .
REFERENCE I {bases 1 wo 1770)

AUTHORS Tertalin:H., Agostoml Carbong:M.L.; Albersann.K., Albars M.,

Arwemue 1 mashas i1 Mavemiwma T Ravsani T

Figur 4

SOLIBEI4LE 1770 bp RN lLinmar FLE Dl-HOW-301%

DEFINITION SascNgaromyces ceravisise 5IBBC cligo=1,&-glucosidase THAL (IMAL),

Changs region shown

Analyze this sequence
Foun BLAST

Pick Primars

Highlight Sequence Features
Firsd iru this Seguancs

Show in Genome Data Viewer

Articles about the IMAY gang

Gilobal arabyiss of genalic dnuitty and ac
meschanisms erabling resista [PLoS Gen

The Chromatin Remodeler ES¥1 1s.a G
Coontrod Facior Thal Sunvys Nuchaar =[S

L e e T
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Du kan nu downloade nukleotidsekvensen i formatet "FASTA” ved at klikke pa ”Send to” (se Figur

I DA BEN VIRKSOMHED

5) og sa veelge formatet FASTA. Navngiv din fil, sa du kan huske, hvad sekvensen hedder.

Nucleotide [Muceosde & |

/)

COMID-19 b an emadging, sajsdhy drihing situalion.

(7] Gt th Lates! public hoath informaton fom GOG: hios N comnmdnus oo .

FASTA -

Saccharomyces cerevisiae S288C oligo-1,6-glucosidase IMA1 (IM

mRNA

HCE| Referenca Sequenca: NM_001181416.3
Gonfiaek  Gupphics

»He_S08181406.3 Saccharomyces cerevisiase 53000 oligo-i,d-glucosidase IMAL (IMAL),

partisal mREA

ATCARATTT
AT AGCRAGTT TCAARGAC TCTANTRACGATG G THEGGTGACATGRAARGGHAT TG CTOC ARGE TGHA
GTACATCAAMGAICT TGO TRCCEATGOCAT TIOGATC TCACCATTC TACGACTCOCCACAMINTGATATG
GOTTACCATATTGCCARC TACCARMA GO TC TOOOC AR A TATCO TACOARTCAASAC TCC TTTGOC TTOA
TEGRRARAG A A AT AAGET TG T ATGARAT TT AT ACCEAC TGO TCATC AN TEACTHT TOCAGTEARCA

Gol P latest resoarch trom MIM: [ifios ey, i, OOVIDOMONAVINUS.

Sendir s ===t=n ghawn

m Complele Riecord

L Coding Sequencas

 Gora Faatrns -

Choose Destination

= Filn Chpkoard quence
Caollaciions o Artynis Tool

Dowedasd 1 fam

Format oo Features
FASTA ¥ .

&l Cuatas Wiewar

Croabe File

Articles aboutl the IMAT gens

Global analysis of genetic drouitry an
rrud_'-nn'u enabling resista [FLoS ©
The Chromatin Remodeler I5W1 Isa
Coninol Facior thal Survays MNuckssr

#.global genetic imteraction network m
wirryg disgram of csllular hanction S

Pathvways for thi IMAT gene
Tryplophan cataboksm

Histiding, ysine, pherylalanine, fyrosi
and iryplophan catabolism
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Du skal nu bruge programmet Ugene til at kigge lidt neermere pa sekvensen.
Abn programmet, og dbn dernast din FASTA-fil.
Find ud af ved at klikke pa histogram-ikonet til hgjre i skeermbilledet (se Figur 6):

* Hvor mange nukleotider bestar filen af?
* Hvad er GC-indholdet?
* Hvordan er den procentvise fordeling af ACGT?

» Fa vist komplementerstrengen ved at klikke pa bogstavet C (se gran pil).

3 o B ;A . I TR R TR ¢ st y My =t = wu B & @ = I
T Bohasstaves desridies SRR e - hatiidei 18] HULGETIRT T § B Ohaetorat © A%

o MM_DEE 1418, 9 Saseharasyins £ ooeviiin SIBOE olgn- 18- ghetaiidids 1M1 (UML), parlial il |da) r - o k., 5 = s "
atas

et AT GA T AT T T T T T e CACAT CCAGA A A A A C AR AT G TG AR A G S A T T T AT CAAA T TTACCCAGTAAG T T TCARA A C T TAATEACGATEECTEEOGTEACATEAAAGEEATTEGICTCCAAGCTEGAG
C?N‘n B A Ak ta Wt e B B R B M B W M S 4l A m aa BRI B B B B R de B M PR G 1L PR N BB RA G B BRI B0 B S o N S W T T TH SR T R N H A A LR S M R G T

W TACATCAAAGAGE T TEETOCCEATGCCAT TR GOATCTCACTATTCTACGACTCGOCACAASAT CATATGEET TACGAT AT TECCARD TACGARAAGE TE TEECCALCATATEE TACEAATGARCAC TGO T ITGCOTTGATE
= YL“.....-.,....._-,..._.,...-.,“,....,“....,_..-,.,.,,,.......,..-M.,,._....,.....--,..---,_....,.,,,u,.,. =

GRAANG AN AT ARG T TOGTATOARA T T I AT CACCOAC DGO T CAT CAAT CAC TG TCC RGO OALCATGART OO PCAALGAGASCAOATCCTCORAGAC TARTCOARASCETGACTOGTICT TCTGOAGACCTCCOTAAA
--ﬂ\ﬂqﬂm-nnmnzmnn T W DM DN I RN IH N DN R B MR R NN B N R NG AT N 1T IO D DM RN NN KN S 08 TN AU S AN A

Figur 6

:

= o

3

Ved at klikke pa T lige nedenfor (se bla pil) kan man f4 translateret sekvensen til aminosyrer,
se figur 7. Du skal blot efter at have valgt ”Translate selection” hgjreklikke pa selve sekvensen
og dernest veelge ”Select sequence region” og sette denne til Max. Sa far du et overblik over
aminosyre-sammensétningen af enzymet.

i W_COTIET418. 3 Seccharanmyoed conivisies S138C olpa-1,8-

a1
OB ATGACTATTTCTTCTOCACATCCAGLGACLGRACCRAALGTES

D past et TatassrotetaterTsOTITCACE
o Tenrclailts Salsction

Sat up Trames manualy

Show all frames

Figur 7
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Kopier aminosyresekvensen og indset den her. Find ogsa ud af noget statistik (ved at bruge
histogram-veerktgjet i Ugene) om din oversatte aminosyresekvens og indset det her.

Sammenlign med den oprindelige sekvens, der kan findes pa NCBI’s side, nar du scroller lidt
ned over siden (vist i figur 8). Du kan kopiere aminosyresekvensen herfra og indsette i Ugene.
Sa kan du lave statistik pd denne aminosyresekvens ogsa ved at bruge histogram-verktgjet i
Ugene. Pa den made kan du sammenligne de to sekvenser.

Saccharomyces cerevisiae S288C oligo-1,6-glucosidase IMA1 (IMA1), partial

mRMNA
HCBI Rulerencs Sequanck: MM _001181416.3
Ladisd Wei_ SR LELELE L1770 bp LTy limwar FLH Bi-Eir=201%

DEFENITION GSeocharosyces cerevidlas BIBEC oligo=l; f=glesosidasa ITHAL (EMAL),
partial SRMHA.

ACCESSION MM SOLIEL4LE

VERSIOH MM _SDILAL41G. D

DRLENE BioProjsot) PREIMALIG

EETWCRES

BOTRCE
ORGANISH g

Figur 8
PDB, BLAST og Ugene

Opgave 7: Alfa-galactosidase (MEL1) fra Saccharomyces cerevisiae

Abn Protein Data Bank (PDB) i din browser: https://www.rcsb.org/.

Find disse 2 strukturer: 3LRL og 3LRK — hvad er forskellen pa dem?

a) Hvilken enzymklasse hgrer enzymet til, og hvilken reaktion katalyseres af enzymet?
b) Redeggr for opbygningen af enzymet i forhold til primer, sekunder og tertier struktur —
herunder ogsa for hvad en alpha/beta (8) barrel er, og hvad en beta-sandwich er. Her vil et

Wikipedia-opslag hjelpe dig. Sa kan du evt. kigge nermere pa kilderne til Wikipedia-op-
slaget, hvis du gnsker at ga mere i dybden:

https://en.wikipedia.org/wiki/TIM barrel

https://en.wikipedia.org/wiki/Beta-sandwich
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d)

f)

g)

I DA ABEN VIRKSOMHED

Find ud af, hvilke annotationer der er tildelt enzymet. Her skelnes mellem domene-annota-
tioner, proteinfamilie-annotationer og genprodukt-annotationer.

Under fanen ”Sequence” kan du danne dig et overblik over, hvordan sekunderstrukturen ser
ud i forhold til procentvis fordeling af alpha-helix og betafoldeblade. Angiv procentsatserne
for a — helix og betafoldeblad.

Visualiser, hvordan enzymet bindes til substratet. I dette tilfelde er substratet melibiose.
Brug 3D View til at finde vekselvirkningen med substratet.

Opskriv reaktionen som enzymet katalyserer. Angiv bade reaktionsskemaet med molekyl-
formler og strukturformler. Hvorfor kan det veere en fordel for geercellerne at have mulighed
for at katalysere denne reaktion?

Orienter dig i nedenstdende abstract (se Figur 9) fra artiklen "MEL Gene Polymorphism in
the Genus Saccharomyces”. Hvad er hovedpointerne i undersggelsen?
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC182329/pdf/aem00037-0290.pdf)

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Aug. 1993, p. 2622-2630 Vol. 59, No. 8
0099-2240/93/082622-09$02.00/0
Copyright © 1993, American Society for Microbiology

MEL Gene Polymorphism in the Genus Saccharomyces

HILKKA TURAKAINEN,! SIRPA AHO,? AND MATTI KORHOLA?*

Department of Genetics, University of Helsinki, SF-00100 Helsmkz, ! and Research Laboratories, Alko Ltd.,
P.O. Box 350, SF-00101 Helsinki,* Finland

Received 10 February 1993/Accepted 11 May 1993

In Saccharomyces spp. the ability to use melibiose depends on the presence of a MEL gene encoding
a-galactosidase. We used two cloned MEL genes as probes to characterize the physical structure and
chromosomal huuon of the MEL genes in several industrial and natural Mel* strains of Saccharomyces
cer pastorianus, and Saccharomyces bayanus. Electrokaryotyping showed that all of the
S. pasmnanus strmns and most of the S. bayanus strains studied had one MEL locus. The MEL gene in S.
bayanus strains was similar but not identical to the S. pastorianus MEL gene. Mel™ S. cerevisiae strains had one
to seven loci containing MEL sequences. The MEL genes of these strains could be divided into two categories
on the basis of hybridization to MELI, one group exhibiting strong hybridization to MELI and the other group
exhibiting weak hybridization to MELI. In S. pastorianus and S. bayanus strains, the MEL gene was expressed
as a single 1.5-kb transcript, and the expression was galactose inducible. In some S. cerevisiae strains, the MEL
genes were expressed even without induction at fairly high levels. Expression was usually further induced by
galactose. In two strains, CBS 5378 and CBS 4903, expression of the MEL genes was at the same level without
induction as it was in most other strains with induction. In all S. cerevisiae strains, irrespective of the number
of MEL genes, mRNA of only one size (1.6 kb) was observed.

Figur 9: Abstract til artiklen ” MEL Gene Polymorphism in the Genus Saccharomyces”
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h) Find nukleotidsekvensen for Yeast (S.carlsbergensis) MEL1 (alpha-galactosidase) gene,
complete cds, GenBank: M10604.1, og lav en BLAST pa sekvensen. Fokuser din BLAST
til kun at omhandle ”Saccharomyces (taxid:4930)” — veelg dette under ”organism” (se Figur
10a). Du kan ogsa velge helt specifikke stammer af Saccharomyces (se Figur 10b).

et Query Sequence BLASTN programs search id using a leotide query. more
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
M10604.1 Erom
To
V4
Or, upload file Veelg fil  Der er ikke valgt nogen fil )
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database ® Standard databases (nr etc.): ) rRNA/ITS databases ( Genomic + transcript databases (’ Betacoronavirus
Nucleotide collection (nr/nt) 5 Y
Organism
Optional |Saccharomyces (taxid:4930) | () exclude *
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &
gxﬁludle Models (XM/XP) [} Uncultured/environmental sample sequences
ptiona

Figur 10a
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_ blastn  blastp

Enter Query Sequence

blastx

tblastn  tblastx

BLASTN programs search nucleotide da

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
M10604.1 From
To
¥4
Or, upload file Veelg fil Der er ikke valgt nogen fil (7]
Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search &

Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database

Organism
Optional

Exclude
Optional

Limit to
Optional
Entrez Query
Optional

= Standard databases (nr etc.): () rRNA/ITS databases () Genomic + transcript databases

Nucleotide collection (nr/nt) @
Saccharomyces cerevisiae (taxid:4932) exclude *
Saccharomyces pasteurianus (taxid:27292) exclude
Saccharomyces bayanus (taxid:4931) exclude

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &

Models (XM/XP) (| Uncultured/environmental sample sequences

Sequences from type material

Youlll} Create custom database
Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection

Optimize for

Figur 10b

® Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm &

Betacorol

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequen

Show results in a new window

DA BEN VIRKSOMHED

i) Nar din BLAST kommer frem, sa veelg sekvenser ud for relevante stammer. Prgv at finde
dem, som artiklen refererer til. Download sekvenserne i FASTA-format.

)

Du skal nu bruge programmet Ugene til at kigge lidt nermere pa sekvenserne, og hvordan
de adskiller sig fra hinanden. Abn programmet og &bn dernast din FASTA-fil. Husk at veelge
”Join sequences into alignment”, nar du indleser filerne. Veelg derneest at aligne dem ved at
bruge veerktgjet MAFFT.

k) Redeggr for forskelle sekvenserne imellem. Hvad kan forskellene skyldes?
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Eksperimenter i dette modul:
Elevforsag:

* Geren i gllet — renstrygning (dag 2).

» Udfylde laboratorieprotokol (skabelon side 29).

Forberedelse til modul 9:
Les falgende afsnit pa denne hjemmeside: DTU Biotech Academys undervisningsmateriale

» Under overskriften TEORI — ”Geering”.
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| DA ABEN VIRKSOMHED

Modul 9 - Gaering

Materiale til undervisningen pa skolen

I dette modul arbejder I med: Nedbrydning af sukre, dannelse af alkohol, biprodukter, modning,
tapning og kvalitet.

Eksperimenter i dette modul:

* Geren i gllet — renstrygning (dag 3).

» Udfylde laboratorieprotokol (skabelon side 29).

Forberedelse til modul 10:

Les grundopskrift til glbrygning grundigt igennem (”Eksperiment 3 — Bryg din egen ale”, side
41) og ferdigger alle laboratorieprotokoller fra de tidligere udfgrte eksperimenter.

Side 27/45



| DA iBEN VIRKSOMHED

Modul 10 - Qlbrygning
Arbejde pa skolen

I dette modul skal I lave en brainstorm i forhold til smag og etiket til jeres gl.
I samler op pa de opgaver, som I har lavet igennem undervisningsforlgbet og taler om posterar-

bejdet, som I skal arbejde med i den afsluttende opgave efter bryggeribesgget (se den afsluttende
opgave side 45).

Forberedelse til modul 11:

Genlas grundopskrift pa gl ("Eksperiment 3 — Bryg din egen ale”, side 41).

Modul 11 og 12 - Blbrygning i praksis
Arbejde pa skolen

I Modul 11 og 12 forbereder I jer pa jeres besgg pa et bryggeri og planlegger det efterfalgende
posterarbejde. Endvidere gar klassen i gang med at brygge al.
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Eksperimentelle undersogelser

Skabelon til laboratorieprotokol
Dato:

Forseg:

Hvad har [ lavet i dag?
Skriv en kort tekst om, hvad I har foretaget jer i laboratoriet i dag, og indset billeder af jeres
arbejde i laboratoriet her.

Afvigelser:
Er der afvigelser i forhold til forsggsvejledningen? — Hvis ja, hvilke:
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Eksperiment 1: Gaering af sukker

Vejledningen er udarbejdet af lerer Dorte Kiihnau, Virum Gymnasium

Formal:
Ud fra almindeligt sukker (saccharose) skal vi producere ethanol ved hjelp af bageger (Saccha-
romyces cerevisiae).

Efterfglgende skal vi bestemme mangden af dannet ethanol, destillere oplgsningen og be-
stemme ethanolindholdet i destillatet.

Reaktionerne der foregar sandsynligggres bl.a. ved at pavise CO, glukose og ethanol.

Teori:
Glukose kan under indvirkning af (bage)ger nedbrydes til ethanol:

C¢H,,0, — 2C,HOH + CO,

Ved hydrolyse af saccharose, der er det sukker, som vi alle kender fra dagligdagen, dannes glu-
kose og fruktose. Denne reaktion katalyseres af enzymet sukrase (ogsa kaldet saccharase eller
invertase), som geer danner i tilstedeverelsen af saccharose. Sukrase udskilles ekstracellulert,
det vil sige, at saccharose nedbrydes enzymatisk til glukose og fruktose, fgr det optages af geer-
cellen:

Sukraseaktiviteten kan pavises ved tilstedeverelse af glukose og males ved hjelp af glukose-
sticks. Fruktose omlejres til glukose i geercellerne.

Da geeringen er en biologisk proces, tager det en uges tid. Derefter destilleres det geerede mate-
riale. Ethanol har lavere kogepunkt end vand, sa det vil fordampe ferst. Dampene fortettes i
kalergret, og den forteettede vaeske ledes ned i en anden kolbe. Veasken heri har nu meget starre
indhold af ethanol end den oprindelige vaeske. Desuden er veesken fri for sukkerrester, gaerrester
og andre urenheder.

En destillation laver man for at adskille to eller flere veesker. Hvis veeskerne har forskellige
kogepunkter, vil veesken med det laveste kogepunkt fordampe, fgr de andre vasker gar det.

Ethanol-indholdet bestemmes ved ferst at finde massefylden (densiteten) i gram pr. ml for de-
stillatet. Derefter kan vaegtprocenten (gram alkohol pr. 100 gram veske) bestemmes ud fra en
standardkurve.

En standardkurve kan tegnes ud fra et udleveret datamateriale — i dette tilfelde densiteten af
vand/ethanol-blandingen ved forskellige koncentrationer (masseprocent) ethanol.
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Af dette materiale fremgar det, at massefylden af veesken afhenger af koncentrationen af
ethanol.

Da massefylden for vand er ca. 1 g/ml, og massefylden for ethanol er 0.789 g/ml, falder masse-
fylden af en blanding af ethanol og vand som en funktion af alkoholkoncentrationen.

Ud fra denne standardkurve kan man altsa direkte afleese masseprocenten for destillatet. Man
vil ikke kunne opna en masseprocent pa meget mere end 12-14 pct.

Derfra kan man regne sig frem til massen af ethanol i destillatet og den samlede produktion i
gaeringskolben.

Ved hjelp af stofmaengdeberegninger pa nedenstaende reaktion kan man ogsa beregne udbyttet
(den procentvise effektivitet) af geeringen i forhold til det teoretiske udbytte:

C,,H,,04; + H,0 > 4C,HsOH + 4 CO,

Det er altid relevant at kontrollere, om den reaktion, man regner med er foregaet, virkelig har
fundet sted. I dette tilfeelde er det altsa CO2 og ethanol, som vi skal teste for.

CO; danner bundfald ved kontakt med mettet kalkvand, Ca(OH)s.

Hydroxygruppen (-OH) i den primeere alkohol ethanol reducerer det violette MnOy" til farvelgst
Mn?* (evt. ogsd brunsten, MnO>) i en sur oplgsning.

Materialer:

Til del 1a) Pavisning af glukose og carbondioxid

» Sukker, ger, demineraliseret vand, meettet Ca(OH): oplgsning, glukose sticks, konisk kolbe
250 ml, prop med hul, glasrgr, guammislange og baegerglas 50 ml.

Til del 1b) Geeringsforsgg samt pavisning af ethanol

» Sukker, geer, demineraliseret vand, konisk kolbe 500 ml, geeringsrer, pimpsten, en veegt til-
sluttet computer, 0,02M KMnQO4, 1M H>SOy, pipette, pipettebold, destillationsudstyr, var-
mekappe og reagensglas.
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Udfgrelse af Eksperiment 1: Gering af sukker

1a Pavisning af glukose og carbondioxid

* Held 25 ml mettet Ca(OH): i et baegerglas, og lav en opstilling som den ovenfor skitserede.

* Held 25 g sukker i en konisk kolbe. Tilseet 125 ml vand. Test for glukose ved hjelp af
glukose sticks.

» Tilseet 10 g geer (opslemmet i lidt vand).
*  Omrgr og test igen for glukose.

« Seet prop i kolben, og forbind den ved hjelp af glasrgr og gummislange, sa dannede luftarter
bobler igennem Ca(OH)2-oplgsningen (CO> reagerer med Ca(OH). og danner tungtoplgse-
ligt CaCOs. Hvis der sa dannes bundfald, er det bevis pa dannelsen af CO; i geeringskolben
og en indikation pa dannelsen af ethanol).

1b Geeringsforsag samt pavisning af ethanol

» Forbind computer med veaegt og abn Logger Pro. Indstil prgvetagning, sa du maler i alt i 84
timer og tager en prgve to gange i timen, det vil sige hver %: time.

* Held 50 g sukker i den koniske kolbe. Tilseet 250 ml demineraliseret vand og 10 g geer
(opslemmet i lidt vand).

* Set geringsrar i kolben.
» Set kolben pa veegten og start malingen (veegt som funktion af tid — vi maler hver %2 time)

» Lad opstillingen sta lunt til neste forsggsgang.

Neste forsegsgang ger I folgende:

a) Bestem volumen i geeringskolben (det vil sige mal i et maleglas).

V(geringskolbe) =

b) Med en pipette med pipettebold udtages preecis 50,0 ml af det geerede materiale fra kolben
til destillation. Tilseet eventuelt lidt pimpsten (hindrer stedkogning). Benyt varmekappe til
at opvarme det med, da ethanol er brandfarligt, og vi herved undgar aben ild. Vej farst det
tomme glas, som du vil destillere din alkohol over i.

m(begerglas, uden destillat) =
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¢) Under destillationen holdes dampenes temperatur pa ca. 80°C — alkohols kogepunkt. Nar alt
alkohol er fordampet, stiger temperaturen til vands kogepunkt (100°C). Fortset herefter de-
stillationen til ca. det dobbelte volumen er opnaet. Bestem massen (og volumen, hvis der
skal laves enzymatisk ethanolbestemmelse) af det samlede destillat (malt i maleglas).

m(begerglas med destillat) =

V(destillat) =

d) Vejetlille beegerglas. Med finpipette udtages 5,0 ml af destillatet og kommes i beegerglasset.
Vej dette. Nu kan densiteten (massefylden) udregnes.

m(begerglas u. 5 ml destillat) =

m(begerglas m. 5 ml destillat) =

e) Pévis tilstedeverelsen af ethanol ved at reducere det violette MnOy" til farvelgst Mn?* (evt.
ogsa brunsten, MnQ») i en sur oplgsning. Et farveskifte indikerer tilstedeveerelsen af en pri-
meer alkohol, der under reaktionen oxideres.

» Fyld et reagensglas ca. %5 op med destillat.
» Tilseet ca. 1 cm 1M H2SO4 og 1-2 draber 0,2 M KMnOa.

* Opvarm det derefter moderat over en bunsenbraender. Hold ikke direkte pa reagensglasset,
men brug en lederstrop. Beveaeg reagensglasset i flammen, sa glasset (og vaesken) ikke bliver
for varmt enkelte steder, men sa varmen fordeles jevnt. Affarvning af den violette kalium-
permanganat viser, at der er reducerende OH-grupper tilstede.

» Observer forsgget, tag billeder af dit forsgg for at kunne dokumentere, om du har pavist
ethanol.

Resultater:

Alle data preesenteres overskueligt. Lav desuden en graf, der viser masse som funktion af tiden.
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Datasettet nedenfor viser sammenheangen mellem densitet og koncentration af ethanol. Lav en

standardkurve over densiteten som funktion af masseprocent ethanol (g pr. 100 g veeske).

Densitet (g/ml) Cmasse%
0.99823 0
0,99275 3,0
0,98938 5,0
0,98478 8,0
0,98187 10,0
0,97514 15,0
0,96997 20,0
0,96168 25,0
0,95382 30,0
0,94494 35,0
0,93518 40,0
0,92472 45,0
0,91384 50,0
0,89113 60,0

Brug standardkurven til at afleese masseprocenten for jeres destillat:

a) Beregn massen af ethanol, der alt i alt er i destillatet. Antag, at al den ethanol, der var i de

50 ml, som I destillerede pa, er destilleret fra geeringskolben og over i destillatet.

b) Beregn massen af ethanol i geringskolben (far I destillerede).

c) Beregn nu massen af ethanol, der er dannet i geeringskolben ud fra kurven over massetab

som funktion af tiden.

d) Sammenlign de to masser og kommenter jeres resultat.

e) Beregn massen af ethanol, som I teoretisk kunne have opnaet, hvis alt sukker var omdannet
til alkohol. Hvad er udbyttet i procent af det teoretiske? Brug dette reaktionsskema til maeng-

deberegningerne:

C,,H5,041 + H,0 > 4C,H-OH + 4CO,

f) Kommenter dine resultater.

g) Beskriv din kurves udseende og forklar, hvorfor den ser ud, som den ggr.
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h) Afstem feldningsreaktionen med mettet kalkvand, og CO,. CO; vil i vandige oplgsninger
reagere med vand til kulsyre HoCOs. Prgv at forudsige, hvad reaktionens produkter bliver.

Ca(OH),(aq) + CO,(aq) —
i) Afstem redoxreaktionen:
CH3;CH,O0H (aq) + MnOj (aq) » Mn?*(aq) + CH3;COOH(aq) sur oplgsning

j) Giv en oversigt over indikationer pa, at der er dannet alkohol ved geringsreaktionen.

k) Ethanol nedbrydes/oxideres i kroppen gennem flere trin. De vigtigste er:
CH3;CH,0H — CH3CHO — CH3;COOH — CO, (Ikke afstemt)

1) Angiv strukturformler og systematisk navn for alle stofferne.
m) Hver reaktion i ovenstdende reaktionsskema er speedet kraftigt op/katalyseret af enzymer.

n) Find navnene pa de to enzymer, der katalyserer de fgrste to omdannelser. Hvilken enzym-
klasse er der tale om?

o) Hvordan nedbrydes ethansyre?

Antabus (Disulfiram) er en dansk opfindelse. Det er et praeparat, der hjelper alkoholikere til
ikke at drikke. Hvis man har taget antabus, far man en forgiftningsreaktion med kraftigt ubehag
osv., hvis man indtager selv den mindste meengde alkohol. Det aktive stof er en enzymhammer.

p) Giv et bud pa, hvordan antabus virker.

q) Find den kemiske strukturformel pa disulfiram pa internettet eller andet steds.
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Eksperiment 2: Pavisning af funktionelle grupper i carbohydrater

Vejledningen er oprindeligt udarbejdet af Henrik Parbo m.fl.: Kend Kemien 2 Eksperimenter.
Revideret af lerer Dorte Kiihnau, Virum Gymnasium.

Formal:

At pavise indholdet af carbohydrater i forskellige al.

Introduktion:

Carbohydrater inddeles i mono-, di- og polysaccharider.

I vandig oplesning findes monosacchariderne hovedsageligt pa ringform, nemlig som a- og [3-
former. De indstiller sig i ligevaegt med en kaedeform, der enten optraeder som et aldehyd, det

vil sige som aldose, eller som en keton, det vil sige som ketose.

Disacchariders molekyler bestdr af to ringe. I vandig oplgsning indstiller nogle disaccharider sig
i ligeveegt med en struktur, hvor den ene ring har dbnet sig og dannet et aldehyd.

Polysaccharider, f.eks. stivelse, cellulose og pektin, omtales ikke i denne vejledning.
Drikkevarerne undersgges ved hjelp af to prgver: Fehlings prove og Seliwanoffs prave.

Fehlings prave er en test for carbohydrater, der kan reducere kobber(II)ioner til kobber(I)ioner
i basisk oplgsning. Sadanne sukkerarter kaldes reducerende carbohydrater.

Fehlings vaeske indeholder kobber(Il)ioner, der er bundet komplekst til tartrat. Herved undgas
udfeeldning af tungtoplgseligt kobber(II)hydroxid. To tartrationer bindes til en kobber(IT)ion i
komplekset. Reagensets kraftige bla farve skyldes dette tartratkompleks.

Aldehyder, R-CHO, reducerer Cu®" i Fehlings vaske til rgdt kobber(I)oxid, Cu»O:

R-CHO(aq) + 2 Cu®*(aq) + 5 OH(ag) - RCOO" (aq) + 2Cu:0 (s) + 3H,0(1)

blé oplgsning rgdt bundfald
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Fehlings vaeske er imidlertid ikke kun et reagens for aldehyder. Det giver ogsa positiv reaktion
med a-hydroxyketoner, der delvist omdannes til aldehyder i basisk veeske. Ved en a-hydroxy-
keton menes en keton med en hydroxygruppe pa nabo-C-atomet til carbonylgruppen.

Seliwanoffs prove eller benzen-1,3-diol-reagens anvendes til at skelne aldoser fra ketoser,
bade som monosaccharider og i disaccharider. Reagenset indeholder phenolen benzen-1,3-diol

(eller resorcinol) oplgst i saltsyre.

Testen bygger pa den kendsgerning, at ketoser dehydreres hurtigere end aldoser ved opvarm-
ning.

Ved opvarmning og under sure betingelser vil poly- og disaccharider hydrolyseres til mono-
saccharider, og ketosen vil afgive tre molekyler vand. Den dehydrerede ketose reagerer med
benzen-1,3-diol i en kondensationsreaktion, og der dannes en kirseberrad forbindelse i lgbet
af et par minutter.

Aldoser giver negativ reaktion, men vil efter nogen tid afgive vand og danne samme ringfor-

bindelse. Seliwanoffs prgve er altsa baseret pa forskellen i den hastighed, hvormed ketoser og
aldoser afgiver vand.

Forarbejde inden eksperimentet:

1. Forklar, at Fehlings prgve er positiv for fruktose, der er en ketohexose.
2. Find pa nettet en strukturformel for tartratkomplekset i Fehlings vaeske.

3. Tjek reaktionsskemaet for fruktoses omdannelse til den cykliske forbindelse 5-hydro-

xymethyl-furfural ved at skrive det med molekylformler.
4. Tegn strukturformler for a-glukose, B-fruktose og sukrose.

5. Hvilken enzymklasse tilhgrer glukoseoxidase? Afstem reaktionsskemaet med glukoses om-

dannelse til glukonsyre.

6. Undersgg hvilke R- og S-satninger, der gelder for de kemikalier, I skal arbejde med.
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Materialer:

» varmeplade med vandbad (90 °C) og stativ til reagensglas i vandbadet
« malepipetter, engangspipetter, mindst 6 x 3,5 ml

* bagerglas, 6 x 100 ml

« maleglas, 25 ml

* tuschmarker

* termometer

* spatler
Kemikalier:
*  Glukose » Fehling I
* Fruktose » Fehling I
*  Sukrose * Seliwanoffs vaeske
» Stivelse .

* Forskellige gal, f.eks. filtreret, ufiltreret,
hjemmelavet.

Udfarelse af Eksperiment 2:
Fremstilling af fire oplgsninger

Overfar ca. 1 g carbohydrat til et baegerglas og tilset 50 ml vand. Regr rundt og oplgs sukkeret.
Merk glassene med bogstaverne: G (glukose), F (fruktose), S (sukrose), og ST (stivelse).

Fehlings prove

Fremstil en portion Fehlings vaske til alle forsggene ved at blande lige store volumener Fehling
I med Fehling 11 i et reagensglas, sd det er %/ fyldt.

Merk reagensglassene. Heeld sukkeroplgsningerne i hvert sit glas, sa veeskestanden er ca. 1 cm
fra bunden (ca. 1 ml). Tilset samme volumen Fehlings veeske som volumen oplgsning og om-
ryst. Anbring glassene i vandbad ved 90 °C. Vandet ma ikke overstige denne temperatur og
begynde at koge. lagttag endringer i glassene og noter observationerne i Tabel 1.
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Vask og skyl glassene grundigt. Evt. fastsiddende kobber(I)oxid eller kobberspejl fjernes med

fortyndet salpetersyre og skylles med demineraliseret vand.

Seliwanoffs prave

I de rengjorte glas heeldes ca. 1 ml oplgsning ligesom for. Tilseet samme volumen af Seliwanoffs

vaeske.

Glassene anbringes i 90 °C varmt vandbad. Noter @ndringerne efter to minutter. Sa snart der ses
positiv reaktion, fjernes glasset fra vandbadet. Efter 5 minutter fjernes de sidste glas (star oplgs-
ningerne i lengere tid i vandbadet, vil ogsa aldoserne reagere positivt pga. omdannelse til keto-

ser). Noter observationerne i Tabel 1. Vask og skyl glassene.

Tabel 1

Iagttagelser

Fehlings prove

Seliwanoffs prave

Evt. kommentar

Glukose

Positiv

Negativ

Fruktose

Positiv

Negativ

Sukrose

Positiv

Negativ

Stivelse

Positiv

Negativ

Positiv

Negativ

Positiv

Negativ

Positiv

Negativ
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Efterbehandling:

Kommenter resultaterne.

. Afggr, om resultaterne stemmer overens med teorien, sa I ved, at I kan bruge analysemetoderne

til at skelne reducerende sukkerarter fra ikke-reducerende og aldohexoser fra ketohexoser.

. Stemmer resultaterne pa drikkevarerne overens med varedeklarationerne?
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Eksperiment 3: Bryg din egen ale

Vejledning er udarbejdet af lerer Magnus Groes, Oregdrd Gymnasium.

Materialer:
*  Gryde
* Grydeske

* 500 ml begerglas

* Gasblus

* Termometer

* Si og ostelerred til filtrering i sien
* Veagt

» Stor konisk kolbe

+  Gearlas

» Kapsler

« Kapselpasetter

Til mdlinger undervejs:

* Hydrometer

» pH-sticks

*  Glukose-sticks
* lod-iodkalium

» Evt. refraktometer til preecis bestemmelse af glukoseindhold i urten

Ingredienser:

* 750 ml vand
» 25 g knust pale ale malt

* 5 g knust cara hell malt
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* 150 g lys spraymalt

* 10 g Humle goldings eller Fuggle (eller tilsvarende). Deles i 3 portioner: 4g, 4g og 2g
* 0,50 g Irish moss til at klare gllet ved at koagulere proteinerne

» Geerstarter lavet pa Ale torger, f.eks. Wyeast 1056, Wyeast 1028 eller WLP007

* 25 ml steril 0,5M sukkeroplgsning (efter geering)

» Forskellige smagsgivere — f.eks. chokolade, kakaonips, lakrids, appelsinskal, hyldeblomst,
gran — eleverne bestemmer selv.

Tidsforbrug:

1. forspgsdag: Meskning, filtrering og kogning 120 min.

Geering i kolber 1-2 uger
2. forsggsdag: Tapning og prgvetagning 60 min.
Lagring 1-2 uger

Olbrygning — Fremgangsméde:

Inden klassen gar i gang, forbereder laereren en steril geerstarter pa folgende made:

I et baegerglas blandes 500 ml kogt vand med en temperatur pa 30°C tilseettes 10g sukker og en
pose tgrgeer.

Flasken lukkes med en vatprop og stari 1-2 timer

Dag 1

10. Measkning: Fyld 750 ml vand i gryden, og varm det op til 65°C. Tilset 25 g knust pale ale
malt og 5 g knust cara hell malt, og lad den std ved ca. 60°C i 30 min. under jeevnlig omrgring.

11. Filtrering: Fjern malten med en si. Det breendte malt har nu givet vandet farve og smag.
12. Tilseet 150 g lys spraymalt og rer rundt, indtil alt er oplgst.
13. Grydens indhold kaldes nu for urten.

14. Kogning af urt: Bring gryden i kog og tilset sa den farste portion humle (4 g). Skru ned og
rgr, indtil humlen synker til bunds. Kog i 20-30 min.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
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Tilset den anden portion humle (4 g) sammen med irish moss, der far proteinerne til at
koagulere og giver en klaring af gllen. Her kan du veelge at tilseette en smagsvariant, som du
selv vaelger. Honning eller andet, som ikke ngdvendigvis har godt af kogning, kan med for-
del tilseettes efter pkt. 7.

Kog i 15 min. og tilset derefter den tredje portion humle (2 g).
Tag gryden af varmen og rgr i 10 min., mens urten kgler af.

Held den varme urt gennem osteleerredet i sien, der er sat pa 500 ml baegerglas. Humlen

filtreres fra.

Held urten over i en konisk kolbe og fyld op til ca. 980 ml med koldt vand. Sgrg for at
plaske godt, sa vandet iltes. Ryst vand og urt sammen. Gerens opformering sker i starten

ved respiration med den smule ilt, som I har rystet i, og vandet som I har plasket i.

Nar temperaturen i kolben er under 30° C, foretages falgende tests af gllet:

Densitet: Males med et hydrometer.
Smag: Lag iser merke til sgdmen og effekten af den bitre humle.
Glukose: Males med glukosestick eller refraktometer.

Stivelse: Udtag en drabe gl og tilset en drabe iod-iodkalium. Sortfarvning indikerer tilste-
deverelse af stivelse.

Ca. 20 ml geeroplesning heeldes i kolben, og der blandes godt. Kolben lukkes med geerlas.

Gering: Stil geringskolben ved ca. 20°C og vent 1-2 uger, indtil densiteten er naet ned pa
ca. 1,010 g/ml. Ved temperaturer under 18°C tager geringen for lang tid, og over 24°C
dannes for mange ugnskede smagskomponenter.
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Dag 2 (efter 1-2 uger)

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Mal densiteten, og udregn alkohol pct. efter denne formel:
Alkohol pct. = (Densitetsy — Densitetefrer)/7,5

Efter 1-2 ugers geering bgr densiteten veere mellem 1,008 og 1,014.
Foretag de samme tests pa gllet som inden geeringen (se pkt. 10).

Geren far sit sidste maltid. Tilseet 25 ml steril 0,5 M sukkeroplgsning. Rgr rundt med
steril spatel, men forstyr ikke det tykke bundfald af geerceller.

Tapning: Heeld gllet pa flasker, sa de er fyldte pa ner 1 cm. Undga at plaske med gllet,
da iltning vil nedbryde alkoholen. Paset kapsler undervejs.

Qllet skal nu lagre 1-2 uger ved 20-24 grader og dermed danne det sidste kulsyre samt fa
en mere rund smag. Herefter bar gllet hvile kaligt ved mellem 10-15 grader.

Efterbehandling:

29. Opskriv dine resultater i passende skemaer, herunder de kvalitative observationer af gllet

under processen.

30. Giv en evaluering af din gl.

31. Forklar, hvilke omdannelser der sker af amylosen og amylopektinen under maltningen, og

herunder formalet med at lade byggen spire. Inddrag funktionen af de forskellige enzymer,
der er i spil.

32. Skitsér i passende koordinatsystemer, hvordan du forestiller dig, at koncentrationen af fgl-

gende starrelser i gllet @ndrer sig under geeringen: Ilt, alkohol, sukre og geerceller. Begrund
kurverne og forklar, hvad der sker.

33. Giv et bud pa, hvad der kan vere arsag til @ndringen i pH under geringen.

34. Forklar kort formalet med modningen — med fokus pa diacetyl.

35. Beskriv en metode til at male, om der er kommet nogle ugnskede mikroorganismer i gllet.
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Afsluttende opgave til undervisningsforlebet om @lbrygning

Du har i undervisningsforlgbet arbejdet med en rekke forskellige faglige begreber, opgaver,
eksperimenter, brygget din egen @l og vere pa virksomhedsbesgg pa et bryggeri.

Den viden, som du har tilegnet dig under forlgbet, skal du nu formidle for en mindre gruppe af
tilhgrere. Du og din gruppe skal lave en elektronisk poster, som I preesenterer til et posterarran-
gement.

Den viden, du og din gruppe skal formidle, ligger inden for fglgende omrader:

* Processerne i forbindelse med glproduktion.

» Forlgbets eksperimentelle arbejde, som ikke er din egen glproduktion. Her skal I dokumen-
tere jeres eksperimentelle arbejde ved figurer og med udgangspunkt i en enkelt figur fgre
tilhgreren igennem det pageldende eksperiment.

* Visualisering af carbohydraternes opbygning med hensyn til isomeri, og hvorledes enzym-
substratinteraktion foregar.

» Egen glproduktion — I skal formidle efterbehandlingen til glbrygningen, gerne under inddra-
gelse af billeder fra arbejdet.

* Qlproduktion pa et bryggeri — herunder viden om, hvordan et bryggeri kan sgrge for, at en
gl er ens hver gang den laves, og hvordan man sikrer sig en god kvalitet af gllet — hver gang.

*  FN’s verdensmal #12 og glproduktion pa bryggerier — Perspektivere til udvikling af beere-
dygtig glproduktion — her kan I f. eks inddrage det bryggeri, som I har besggt, men I kan
ogsa sgge ny viden ved at kigge lidt neermere pa DTU Bryghus: https://bryghus.dtu.dk/

Alle omrader skal medtages pa jeres poster. I skal selv finde frem til, hvordan I vil bygge poste-
ren op. Husk pa, at der skal veere en tydelig sammenheng mellem punkterne, og at posteren skal
afspejle denne sammenheng.
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