Carrageen extractie voor eigenhandige bacteriekweek



PRINCIPE EN ACHTERGROND:
Dit onderwerp bevat twee luiken, het (klassieke) kweken van bacteriën op petrischaaltjes, en het zelf extraheren van carrageen. Beiden zijn leerrijk op zichzelf, maar het is net de combinatie die uniek is. Vertrekkend van gewoon zeewier kunnen de leerlingen het hele proces meemaken dat hen in staat stelt zelf bacteriën te kweken. Alle benodigdheden kan je gewoon in je dagelijkse omgeving vinden. Enkel het zeewier (Iers mos; chondrus crispus) moet je uit praktische overwegingen online kopen, maar je zou het ook gewoon aan onze kust kunnen plukken. Er komt geen speciaal ontworpen wetenschappelijk materiaal aan te pas.
Carrageen is een suikerpolymeer dat voorkomt in roodwieren en lijkt sterk op Agar-agar. Het kan veel water vasthouden maar kan niet door bacteriën afgebroken worden. Dat maakt  het heel geschikt  als onderdoel van een voedingsbodem voor bacteriën. Hoewel agar hiervoor nog geschikter is, is carrageen makkelijker om zelf te bekomen. In labo’s wordt echter altijd agar gebruikt. Carrageen komt ook in veel voeding voor als dikmiddel, en staat op de verpakking met de code E407 of E407a. Dit practicum dient dus tegelijk als illustratie voor de ‘natuurlijke’ oorsprong van vele voedingsadditieven, en maakt de leerlingen ervan bewust dat er meer in hun eten zit dan ze denken.
DOELSTELLINGEN EN BEOOGDE VAARDIGHEDEN:
-Kennis van microbiologische technieken.
-Ervaring in nauwkeurig en ‘steriel’ werken.
-Illustratie voor het gebruik van natuurlijke bronnen in wetenschappelijk werk.
-Bewustwording van bacteriën die zich overal bevinden.

Sommige stappen worden met opzet wetenschappelijker uitgevoerd dan nodig (of nuttig). Gezien de omstandigheden is echt steriel bijvoorbeeld werkten niet mogelijk, maar het zet de leerlingen aan tot nauwkeuriger werken, en draagt bij tot een laboratorium gevoel eerder dan gewoon ‘koken en knutselen’. 
TIJDSBESTEK:

De handelingen vereist voor het uitvoeren van dit practicum kunnen in principe vrij snel uitgevoerd worden. De meeste tijd gaat echter naar het afkoelen en steriliseren van de petrischalen. Daarom kan overwogen worden het geheel enkel als demonstratie voor te tonen en/of enkele petrischalen vooraf te bereiden 


Als practicum:		-Eén volledig lesuur voor het maken van de schaaltjes
-15 tot 20min van een ander lesuur voor het  inoculeren  van de schaaltjes
-Sporadische observatie achteraf
			

Het is ook mogelijk enkel het kweken van bacteriën uit te voeren, in welk geval het eenvoudiger is gewoon agar te kopen in de winkel voor de rest onderstaande stappen selectief te volgen.

BENODIGDHEDEN:	

1) +/- 100g Iers mos (chondrus crispus) per 400ml gewenst carrageen
Te koop op http://www.gekruid.be/iers-mos.html
2) 1l water per 100g Iers mos
3) Plastic of glazen petrischaal(*)
4) Rundbouillonblokjes (+/- 6 per liter carrageen)
5) Suiker (+/- 6 theelepels per liter carrageen)
6) Eén diepvrieszakje per petrischaal + enkele voor de wattenstaafjes
7) Eén of twee grote kookpotten
8) Kleine (kook)pot(*)
9) Zeefdoek of fijne theedoek(*)
10) Pollepel
11) Soeplepel en theelepel(*)
12) Touw of fietsrekker(*)
13) Antibacteriële zeep
14) Wattenstaafjes(*) (eventueel steriel verpakt)
15) Weegschaal
16) (Labo handschoenen(*))

Van voorwerpen aangeduid met een * moeten er minstens 1 per leerling of groep van leerlingen voorzien zijn (4 in het geval van wattenstaafjes).





VERLOOP:	
Deel 1: Maken van de voedingsbodems.
1) Doe het Iers mos in een kookpot, en voeg per 100g mos ongeveer 1l water toe. Het mos hoort net ondergedompeld te zijn. Algemeen geld beter een klein beetje te weinig dan teveel water.
2) Laat het geheel koken tot er volop wit schuim verschijnt. Roer voordurend. Het  zou nu gelachtig moeten beginnen overkomen, een beetje als rabarber confituur.
3) Laat elke leerling/groep een doek over hun pot spannen.
4) Schep het mos op de doeken en laat de leerlingen erin roeren zodat het carrageen in de pot valt.
5) Zodra het meeste carrageen is gefilterd, en het mos er droger begint uit te zien of afkoelt mag het weggegooid worden. Schep dan wat nieuw mos op het doek tot iedereen voldoende carrageen heeft.
6) Schep zo nodig overtollig schuim van het carrageen af.
7) Bereid een mengeling van rundbouillonblokjes en suiker voor. Stamp de bouillonblokjes fijn en meng met de suiker. Eén blokje per theelepel suiker. Los op in zo weinig mogelijk water. Deze mengeling zal dienen als voedingstoffen. Deze stap kan door andere groepsleden al vroeger gedaan worden. Bv. tijdens stap 2-4.
8) Meng de voedingsstoffen onder het carrageen. Ongeveer 2 theelepels per 10cl carrageen. Je kunt dit in de individuele potten van de leerlingen doen, of eerst al het carrageen terug in een grote pot verzamelen.
9) Vul de petrischalen voor de helft met het carrageen. Sluit de schaaltjes en steek ze in een diepvrieszakje.
10) Plaats een voorraad wattenstaafjes in één of meerdere diepvrieszakjes. Uiteraard kunnen in de plaats ook vooraf steriel verpakte staafjes gebruikt worden.
11) Stapel de petrischalen en de zak wattenstaafjes in een grote kookpot met een bodem water. Zo mogelijk plaats je best een warmte bestendig voorwerp op de bodem zodat de zakjes niet rechtstreeks in het water staan. Plaats het deksel op de pot en laat 15-20min koken. Dit simuleert een autoclaaf. 
12) Haal alles uit de autoclaaf en laat afkoelen tot het carrageen opgesteven is. Het autoklaveren en afkoelen neemt veel tijd in beslag, dus deze of de vorige stap zijn ideale momenten om de les voor de leerlingen af te sluiten. Bewaar de schaaltjes op een donkere koele plaats of in de koelkast. Als er meer dan 2 dagen tussen de lessen is kan je de schaaltjes beter extra lang in de autoclaaf laten.

Deel 2: Kweken van de bacteriën.

13) Ontsmet het werkoppervlak en je handen. Draag indien mogelijk handschoenen. Plaats een gesloten petrischaaltje voor je.
14) Strijk met een steriel wattenstaafje over het oppervlak dat je wilt onderzoeken. Bijvoorbeeld: tussen je vingers, je pen, je bank, een deurklink…enz. Als het oppervlak heel droog is, maak het wattenstaafje eerst een klein beetje vochtig met (gedistilleerd?) water. 
[bookmark: _GoBack]15) Strijk met het wattenstaafje heen en weer over de petrischaal. Ga gerust nog een paar keer met het staafje over het te onderzoeken voorwerp en terug in het schaaltje. Doe dit echter steeds in exact dezelfde zone. Hef het deksel steeds zo weinig mogelijk op en plaats het tussendoor steeds terug. Neem vervolgens een nieuw wattenstaafje en strijk deels door de zone die je net bestreek, herhaal tot de volledige plaat bestreken is. (Zie afbeelding!)
16) Steek de petrischaal terug in het diepvrieszakje en stapel ze ondersteboven (zie vragen) op een rustige plaats uit het licht. Als het carrageen niet stevig genoeg is kan gewoon recht ook. Hoe hoger de temperatuur hoe sneller de bacteriën zullen groeien, maar hoe slechter voor het carrageen. Kamertemperatuur is dus goed.
17) Na een 2 tal dagen zal bacteriële groei zichtbaar zijn. Na observatie kunnen de schaaltjes weggeworpen of schoongemaakt worden. Doe voor het wegwerpen wat zeep of alcohol in de schaaltjes om de bacteriën te doden.
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Opmerkingen:	-Het ‘geïmproviseerde’ autoklaveren is niet ideaal. De temperatuur moet eigenlijk hoger zijn, wat niet lukt zonder hogedrukpan. Een gewone pan volstaat echter om deels  te steriliseren de gekweekte bacteriën voldoende voorsprong te geven. Dit wil echter ook zeggen dat de schaaltjes niet onbeperkt bewaard kunnen worden tenzij ze  beter gesteriliseerd werden.
	-Deel 2 kan ook eenvoudiger uitgevoerd worden door gewoon even met de vingers over het carrageen te strijken. Het is een minder wetenschappelijke ervaring, maar illustreert nog steeds het kweken van bacteriën.
	-In plaats van filteren door een gespannen doek kan het mos ook uitgewrongen worden in een doek. Deze methode produceert meer carrageen, maar is moeilijker en trager om uit te voeren. Ook zijn warmte bestendige handschoenen vereist.

VRAGEN:
Logische vragen die door de leerlingen gesteld kunnen worden. Als ze dat niet doen kan het interessant zijn hen zelf de vraag te stellen en even tijd te geven om een verklaring te bedenken.

Q: 	Wat is precies de bedoeling van de autoclaaf, en kan je nog andere methodes bedenken die hiervoor geschikt zijn?
A: 	De temperatuur loopt zo hoog op dat bacteriën niet kunnen overleven, zo krijgen enkel bacteriën die je achteraf introduceert een kans. Andere goede mogelijkheden zijn: In een droge oven plaatsen, maar dan moet de temperatuur wat hoger zijn, wat niet ideaal is voor glazen petrischaaltjes. Ontsmetten van de petrischaaltjes met: zeep, medisch ontsmettingsmiddel, alcohol, bleekwater, enz… kan ook, maar dan kan het soms moeilijk zijn het ontsmettingsmiddel te verwijderen zonder de platen opnieuw te contamineren. Uiteraard kunnen ook steriele schaaltjes aangekocht worden. Merk op dat professionele autoclaven onder druk staan, waardoor de temperatuur nog hoger oploopt (+/- 120°C). 100°C is eigenlijk onvoldoende om volledig te steriliseren, maar volstaat voor dit experiment.

Q: 	Wat is de functie van het carrageen eigenlijk? Kunnen de bacteriën niet gewoon op een suiker-bouillon mengsel gekweekt worden?
A: 	Bacteriën kunnen inderdaad ook gekweekt worden zonder het carrageen. Vroeger werden ze bijvoorbeeld op schijfjes aardappel gekweekt. Het voordeel is echter dan carrageen zelf niet door de bacteriën verteerd kan worden. Op die manier vormen zich duidelijkere kolonies aangezien de structuur van de bodem niet ‘aangevreten’ word. Agar, een stof die ook uit roodwieren komt en heel gelijkaardig is aan carrageen wordt meestal gebruikt in professionele petrischaaltjes, en geeft betere resultaten maar is moeilijker om zelf te extraheren.

Q:	Waarom moeten de schaaltjes ontsmet worden voor ze weg te werpen? Zijn deze bacteriën dan gevaarlijk?
A: 	In principe bestaat de kans altijd dat er zich gevaarlijke bacteriën op een petrischaal bevinden. Als de schaal echter besmet is door iets afkomstig uit je dagelijkse leefomgeving is de kans echter klein. Zolang je je handen voldoende wast kan er eigenlijk niets mis gaan. In afval groeien altijd bacteriën, zeker als het vochtig is. Echter, bacteriën groeien exponentieel, en je hebt net een groep bacteriën ideale omstandigheden en een stevige voorsprong gegeven. Voorzichtigheid is geboden, al is het maar om geurhinder te vermijden.

Q:  	Waarom worden de petrischaaltjes ondersteboven bewaard? 
A: 	Om te vermijden dat uit de lucht in het schaaltje zelf en gecondenseerde waterdruppels op de voedingsbodem vallen. In professionele omstandigheden kan dit belangrijk zijn, voor dit experiment valt dat mee. Als je niet zeker bent of je carrageen stevig genoeg is kan je ze ook gewoon plaatsen.
	
Q: 	Waarom wordt er met meerdere wattenstaafjes verschillende keren over het carrageen gestreken?
A:	Dit heet een uitdunningstrijk. Er worden slechts één keer bacteriën op de plaat aangebracht(of toch maar in één zone). Elk van de volgende bewegingen neemt een klein deel van de bacteriën mee naar een nog vrije plaats. Op die manier wordt de dichtheid van de bacteriën steeds kleiner, en is er altijd wel ergens op het plaatje een dichtheid die ideaal is voor te bestuderen.	
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