FREMM
KONKUR
ish Ind




Kolofon

Forfattere

Lene Christensen, konsulent, Astra

Preben Nielsen, mikrobiolog, ph.d., Novozymes

Gitte Bank, laborant, Novozymes

Helle Houkjcer, lcerer, Krog@rdskolen i Greve

Mari-Ann Skovlund Jensen, konsulent,

Professionshejskolen Absalon / Center for E

Undervisningsmidler (CFU) . \ skabs
W

Redaktion .

Lene Christensen, konsulent, Astra

Susanne Hjortlund, journalist, Astra

Fotos og illustrationer
Reinhard Wilting, fotograf
Sanne Vils, fotograf
Signe Lilja, grafiker

Layout
Astra

Udgiver:

Astra

Dampfeergevej 27-29
2100 Kgbenhavn @

astra*

*natud
vidonskabs,

ostival

E astra@astra.dk
T +45 2427 0024

astra.dk

astra*



\|/

ndh®ld

s. 4
Forord

s.5
Introduktion til drets
eksperiment

s. 8
Materialer

s. 1
Eksperimentdesign

s. 23
Resultater

s. 35
Baggrundsviden

s. 29
Kilder



Masseeksperiment / lcerervejledning 2018

Forord

Tak, fordi | deltager i Astras Masseeksperiment.
Masseeksperimentet er en darligt tilbagevendende
naturvidenskabelig undersegelse, der finder sted i forbindelse
med Naturvidenskabsfestival.

Hvert &r udvikler Astra et Masseeksperiment i

samarbejde med forskere og lcererkonsulenter.

Omkring 35.000 elever deltager sammen med deres

lcerere eller undervisere. Eksperimentet tager altid Lces mere
udgangspunkt i bern og unges hverdagsliv, og for-
mdlet er at give eleverne en oplevelse med ‘rigtig’
forskning og give dem viden om naturfaglige emner
og undersggelsesmetoder. Resultaterne fra Mas- ) .
seeksperimentet skaber ny viden, der kan betyde www.naturvidenskabsfestival.dk
noget for en beeredygtig fremtid, sundhed, fedevare-

produktion eller sygdomsbekaempelse. Resultaterne

og den nye viden ndr ofte bredt ud i pressen og kan

opnd politisk bevégenhed.

Laes mere om Naturvidenskabsfestival pd

En lang reekke dygtige mennesker har lagt arbejde

i at udvikle eksperimentet. Novozymes v/ mikro-

biolog og ph.d. Preben Nielsen og laborant Gitte

Bank har deltaget i udviklingen af eksperimentet,

herunder bdde eksperimentdesign og teoretisk

baggrundsviden. Det er ligeledes Novozymes, der

star for analyse af de indsendte prover, ligesom

Novozymes stdr bag den forskningsmaessige del af N
Masseeksperimentet. Tak tll

| udviklingsfasen har peedagogisk konsulent Et stort tak til Dansk Industri for et flot bidrag til
Mari-Ann Skovlund Jensen (Professionshajskolen Masseeksperiment 2018. Uden deres okonomiske
Absalon / Center for Undervisningsmidler (CFU) og stotte kunne vi ikke udvikle og gennemfore

lcerer Helle Houkjcer (Krogdrdskolen) bidraget med Masseeksperimentet.

den pcedagogiske og didaktiske kvalitetssikring.

De har tilpasset eksperimentet og udviklet valgfrie IN D USTRIENS
aktiviteter, der scetter eksperimentet ind i en storre FON D
undervisningssammenhaeng. The Danish Industry Foundation
Elever fra Krogdrdskolen har sammen med laerer

Helle Houkjcer hjulpet med at teste eksperimentet.

En stor tak til alle for indsatsen og det gode
samarbejde.

En scerlig tak til laerere, undervisere og elever fordi |
deltager. Vi hdber, | far stor glaede af at veere med.

Lene Christensen
Projektleder for Masseeksperimentet
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Masseeksperiment / lcerervejledning 2018 Introduktion

Jagten pa de

gode bakterier

Masseeksperiment 2018 handler om de
gode bakterier. Det er fortcellingen om, at
bakterier ikke kun er ddrlige eller farlige,
men at bakterier i mange sammenhcen-
ge er livsngdvendige og dermed gode
bakterier. Det er ogsé fortcellingen om, at
brugen af gode bakterier kan vaere med

til at lese relevante samfundsudfordringer
som mangel pd fedevarer eller behandling
af sygdomme. Og det er forteellingen om
menneskets mikrobiom. At vi hver iscer er
fedt med vores helt egen ‘pakke’ bakterier,
der er livsngdvendig for vores sundhed og
trivsel.

| Grets Masseeksperiment gdr eleverne pd jagt efter
nogle af disse gode bakterier, helt preecist efter arter
af meelkesyrebakterier, fx raekken Lactobacillus.
Lactobacillus lever pd overfladen af planter, sakald-
te epifytiske bakterier.

Masseeksperimentet er en naturvidenskabelig
undersogelse i sin reneste form. Eleverne bruger
naturvidenskabelige undersggelser og metoder i en
virkelighedsnaer og meget relevant sammenhceng. |
ar arbejder eleverne efter en protokol, de produce-
rer veekstmedier og kontroller, de indsamler plante-
prover i naturen, behandler og analyserer proverne,
registrerer data og indsender proverne til forskerne
pd Novozymes.

Det samlede Masseeksperiment bestdr af en obli-
gatorisk forskningsmaessig del og en raekke valgfrie
aktiviteter knyttet til eksperimentet. Denne vejled-
ning omhandler kun den obligatoriske, forsknings-
meessige del.

De valgfrie aktiviteter kredser alle om mikroorga-
nismer, herunder bakterier. Du kan som underviser/
lcerer selv veelge, hvilke valgfrie aktiviteter du
onsker at inddrage i din undervisning. Aktiviteterne
er malrettet indskolingen, mellemtrinnet og udsko-
lingen, ligesom der er aktiviteter mdlrettet ungdoms-
uddannelserne. De valgfrie aktiviteter er beskrevet
pd naturvidenskabsfestival.dk/masseeksperiment/
ValgfrieAktiviteter.

Psst...
Hvad er et ‘Mikrobiom’?

Et mikrobiom’ er alle de mikroorganismer (bak
terier, svampe osv.), der befinder sig i eller p&
et menneskes krop. Alle mennesker fades med
en stor del af deres mikrobiom, og mikrobiomet
har stor betydning for vores sundhed. Man
regner med, at en mennesketarm fra fedslen
rummer mellem 500 og 1.000 forskellige arter
af bakterier, fx vitaminproducerende tarmbak-
terier, men ogs@ bakterier der spiller en rolle i
forhold til, om vi er disponeret for sygdomme
som diabetes og cancer.
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Formalet med
arets masse-
eksperiment

Arets Masseeksperiment har til formdl at
kortleegge gavnlige meelkesyredannende
bakterier i Danmark. Disse bakterier findes
bl.a pd overfladen af planter. Formalet er
desuden oprettelse af en offentlig stamme-
bank - samt mulig opdagelse af nye arter
af maelkesyrebakterier.

Mcelkesyrebakterier kan have stor betydning for
vores sundhed, idet de kan optraede som ‘probioti-
ske bakterier’ - profylaktisk sygdomsbekcempelse.
Endvidere har mcelkesyrebakterier en stor betyd-
ning for fremtidens fedevareproduktion, idet de kan
anvendes til fermentering af fedevarer.

Lces mere om probiotiske bakterier samt fermente-
ring i afsnittet Baggrundsviden.

Kortleegning - hvad findes der
i Danmark?

| Masseeksperimentet skal eleverne indsamle prover
og behandle dem pd en méde, s@ de beriges for
netop de bakterier, vi leder efter. Eleverne tester
proverne for tegn pd, om der er maelkesyrebakterier
til stede i preven. Hvis der er det, indsendes prover-
ne til videre analyse og karakterisering hos Novozy-
mes. Denne analyse bidrager til en kortlaegning af
den geografiske forekomst samt pd hvilke biotoper
(plantearter og plantesegmenter) maelkesyrebakte-
rierne findes. Den geografiske forekomst af mcelke-
syrebakterierne vil blive praesenteret pd et offentligt
tilgeengeligt Danmarkskort, som er det ferste af sin
art i Danmark.

Offentlig stammebank

Efter at elevernes prover er blevet analyseret og
karakteriseret pd Novozymes, rendyrkes bakterie-
stammerne og gemmes i en offentlig tilgeengelig
stammebank. Forskere fra hele verden, der arbej-
der med udvikling af nye fedevareteknologier eller
sygdomsbekcempelse, kan herefter henvende sig
til Novozymes og f@ tilsendt prever af rendyrkede
bakteriestammer til brug for deres forskning. Stam-
mebanken bliver den ferste af sin art i Danmark - og
den bliver en af de sterste maelkesyrebakterie-stam-
mebanke i verden.

Nye arter af bakterier?

Den efterfolgende karakterisering af bakterierne
vil ogsd vise, om der er fundet nye arter af bakte-
rier. Det kan vcere helt nye arter af bakterier (dette
forventes at veere tilfceldet for et meget begreenset
antal), eller nye pé& den made, at de tilherer alle-
rede kendte beskrevne arter, men adskiller sig fra
de kendte arter. Alle disse analyser vil forst blive
foretaget efter, at Masseeksperimentet er afsluttet,
og sdledes vil eksperimentet fortscette med at gene-
rere nye resultater et godt stykke tid, efter at det er
feerdigt.

OBS!

Selve eksperimentet er inspireret af og
benytter samme metodik som beskrevet i en
videnskabelig publikation fra 2007, hvor en
bulgarsk forskergruppe i samarbejde med et
stort japansk mejeri studerede udbredelsen

af bakterier, der kan syrne meelk til yoghurt,
pa planter i Bulgarien. | det bulgarske studie
blev der analyseret 660 prover. | Masseekspe-
rimentet hdber vi at kunne analysere 20.000
prover.

Introduktion




-
]
3
[
=
]
2
o
=




Masseeksperiment / lcerervejledning 2018

| far tilsendt et materialekit, som indeholder

de fleste af de materialer, | skal bruge til den
forskningsmaessige del af Masseeksperimentet.
Enkelte materialer skal | selv skaffe. Materialekittet
bliver udsendt i uge 35 og indeholder udstyr til

24 elever. Har | tilmeldt flere end 24 elever, far |
yderligere materialekit tilsendt. Overskydende
udstyr, | ikke far brugt, er | velkomne til at beholde og
benytte i en anden undervisningssammenhaeng.

Ved modtagelse af forsegskittet skal | tjekke, at
indholdet stemmer overens med listen.

OBS! MRS-bouillon og glycerol skal opbevares i
koleskab, indtil det skal bruges.

OBS: Gem kassen | fik udstyret i. Mdske kan |
bruge den, nér | skal sende de positive praver til
Novozymes.

Kontaktperson

Vi sender materialekittet til den person, der blev
registreret som kontaktperson, da | tilmeldte
eleverne til Masseeksperimentet. Hvis fx én
kontaktperson har tilmeldt flere hold elever, skal
| henvende jer til denne kontaktperson for at fa
udleveret jeres materialekit.

Materiale

Falconror

Falconrer eller falcontubes er de plastikrer med
det bld lag, som er vedlagt i kittet.

Materialer
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Materialer i far tilsendt
med kittet

« Fryseplastposer til indsamling af planteprever

- 50 ml falcon-rer (plastrer med L&g)

» Pipetter til overforsel af vaekstmedier til
prover

. Teskeer til afmdling af plantepreve

+  MRS-boullion i flaske (et veekstmedie)

«  Glycerol, 40%, i flaske

» Labels til markering af ror

. Plastposer med zip-lynlds til opbevaring og
indsendelse af positive prover

« Label med frankering

« Kittet indeholder desuden en ‘protokol’ - en
trin for trin-guide til selve eksperimentdelen
samt en materialeliste.

- Ekstraudstyr: Petriskdle og podepinde (skal
ikke bruges til selve eksperimentet)

Berigelse af bakterier

| Masseeksperimentet starter eleverne med at
indsamle en planteprove, som indeholder alle de
mikroorganismer, der fra naturens side findes pd
sadan en plante. Hvis preven ikke er rengjort, vil den
indeholde diverse jordbakterier.

Nar plantepreven overfares til henholdsvis falcon-
ror med mcelk og falcon-rer med MRS-bouillon,

vil de tilstedevcerende bakterier gro i det tempo,
som mediet nu tillader. | begge ror vil der veere
gode vcekstbetingelser for meelkesyrebakterier.
Nér vi beder om to dyrkninger, er det fordi MRS-
bouillonmediet er nemmere at arbejde videre med
pd Novozymes. Det skyldes, at mcelkevaekstmediet
danner en gel pd grund af den mdde, mcelken er
varmebehandlet pd. Mcelkeveekstmediet bruger vi
altsd til at konstatere, om der dannes gel/yoghurt,
og at de rigtige bakterier altsd findes i proven.
Bouillonvcekstmediet bruges til at dyrke bakterierne
generelt.

Materialer leerer/underviser
eller elever selv skal skaffe

- Planteprever fra naturen, en have, ncermiljo
eller en lokal producent (indsamles eller
medbringes pd dagen)

+ 2 liter gkologisk minimcelk - til produktion af
veekstmedie

« 1bceger gkologisk yoghurt - til produktion af
kontrolpreve

« Vandbad eller gryde med varmt vand

« Varmeskab, sous vide eller en ovn, der kan
indstilles pd 37 °C. (alternativt rum med
stuetemperatur, som krcever laengere tid).

» Skcerebreetter og redskaber til findeling af
preven (saks/rivejern/morter/kniv/ske/gaffel)

« Glasflaske (laboratoriekolbe, alternativt en
rengjort tom glasflaske)

«  Evt. veegt, der kan méle gram

+ Mobiltelefon eller kameras til
billeddokumentation

« Kasse eller kuvert til at sende proverne ind til
Novozymes

Hvorfor...

... skal meelken og yoghurten veere gkologiske?
Vi onsker de bedste vaekstbetingelser for
bakterierne, og vi vil derfor gerne undgé
penicillinrester i den meelk, der benyttes. Nogle
bakterier dor ved kontakt med penicillin.

‘\ ‘ﬁ.atu@ v
s lidonskabs
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Eksperiment-

design

Selve eksperimentet leber over 2 samme-
hcengende dage, hvor du og dine elever
skal afscette 4 lektioner pr. dag.

Dag 1 (4 lektioner)

Produktion af meelkevaekstmedie og
kontroller

- Indsamling af plantepreve fra naturen

- Rengering af preverne

« Behandling af preverne (mcelkepreove og
bouillonprave)

Dag 2 (4 lektioner)

Produktion af positiv og negativ kontrol

« Analyse af prgverne og evt. tilscetning af
glycerol

» Registrering af data i en formular

« Indsendelse af positive prover til Novozymes

Hvad er en protokol?

En videnskabelig protokol er en ‘tjekliste’

til et eksperiment. Det er vigtigt, at man har
helt styr pd, hvilke materialer der skal indgd

i eksperimentet, hvordan materialerne skal
bruges, og hvorndr hvilke materialer skal
benyttes. En videnskabelig protokol er et vigtigt
element, fx nar der udvikles nye laegemidler.

12

Tip til leerer/underviser

Vi har lavet en kort video, hvor projektlederen
for Masseeksperimentet guider dig gennem eks-
perimentet Sadan ger du - ganske kort.

Leces leerervejledningen igennem, inden

du gdr i gang. Det vigtigste er afsnit 4:
Eksperimentdesign.

Lces protokollen grundigt igennem - den guider
jer gennem selve eksperimentet.

Hav styr pd materialekittet og de materialer, |
selv skal kebe eller skaffe.

Hav styr pd jeres hold-ID (tilsendt p& mail)

Hav styr pd, hvordan du &bner den formular, ele-
verne skal indtaste deres data i (link er tilsendt
pd mail).

Orientér eleverne om, at de pd dag 1skal ud i
naturen og indsamle prover.

For |l gdr i gang

Vis eleverne filmen De sunde bakterier, hvor
forskerne bag eksperimentet, Preben Nielsen og
Mads Bjernvad, fortceller, hvorfor drets Masseeks-
periment er vigtigt. Filmen kan ses flere dage, for
| foretager selve eksperimentet. Find filmen her:
http://tiny.cc/SundeBakterier

Gennemgd eksperimentdesignet, og tag
udgangspunkt i ‘protokollen’. En protokol

til Masseeksperimentet er vedlagt i mate-
rialekittet, ligesom du kan downloade den

her: https://naturvidenskabsfestival.dk/
masseeksperiment/1%C3%A6rervejledning

OBS!

OBS! | kan gennemfere eksperimentet i
perioden mandag i uge 38 til og med fredag

i uge 40. Gennemferelse af eksperimentet
omhandler indsamling af prever, analyse af
prover, indsendelse af prover til Novozymes
og registrering af data via en webformular.
Deadline for gennemferelse af Masseeksperi-
mentet er den 14. oktober 2018. Resultaterne
offentliggeres pd@ masseeksperiment.dk i lebet
af december.

Eksperiment-

design
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Dag 1

Vaekstmedier

Inden hver elev gdr i gang med selve eks-
perimentet, skal klassen/holdet producere
mcelkevaekstmedie. De celdste elever kan
fint selv std for denne del, mens de yngste
skal have hjcelp af underviseren. Eventuelt
er det underviseren sely, der producerer
veekstmedie.

Mcelkeveekstmediet er et vaekstmedie, der
bestdr af pasteuriseret meelk, hvor meel-
kesyreproducerende bakterier trives og
vil omdanne mcelken til yoghurt. Bouillon-
veekstmediet trives bakterierne ligeledes
i. Bouillonvaekstmediet far | tilsendt med
kittet.

Hvorfor...

... kan vi ikke bare kebe en pasteuriseret meelk
og bruge den? | fgdevareindustrien pasteurise-
res meelk ved 72 grader celcius i 15 sekunder.

| dette eksperiment skal | pasteurisere ved 90
grader. Den hgje temperatur giver et optimalt
veekstmedie for de maelkesyrebakterier, | mé-
ske finder.

Eksperiment-

design

Hvorfor varmes mcelken
op til 90°C?
For det forste der konkurrerende bakterier ved

90 grader. Desuden sker der en hydrolyse af
mcelkesukkeret.

Hydrolyse er en nedbrydning, hvor di-
saccharidet lactose nedbrydes til de to
mono-saccharider glucose og galactose.
Glucose er et sukkerstof, som langt de fleste
bakterier kan udnytte. Det gcelder ogsa for
mcelkesyrebakterier.

Hvis man smager pad meelken, vil man
bemcerke, at den er blevet sedere efter
varmebehandlingen. Det skyldes, at
hydrolysen af laktose opleves, som om
sukkerindholdet er blevet fordoblet - helt
uden at der er tilfert sukker. Fra vores hverdag
kender vi det fra caffe latte, hvor meelken har
veeret opvarmet og hydrolyseret og derfor
smager ekstra sgdt.

En tredje ting der sker ved opvarmningen er, at
proteinet denaturerer. Fra caffe latten kender
vi dette fra mcelkeskummet. N@r proteinet
denaturerer, skummer det meget mere, end det
ger i sin naturlige form.
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Produktion af
mceelke veekstmedie

Se videoen Sadan producerer du
mceelkevaekstmedie her http://tiny.cc/
maelkevaeksmedie.

Tag en rengjort laboratorieflaske, alternativt
evt. en vinflaske, og heeld 7 dl gkologisk
minimcelk op i flasken.

Opvarm flasken med meelk til 90 °C i 20
minutter (enten i et vandbad en sous vide eller i
en gryde med vand). Mcelken nedkgles til 45 °C
i vandbad (som ovenfor), hvorefter den er klar
til brug.

Mcelkevaekstmediet skal holdes varmt ved 45
°C, indtil det skal bruges.

MRS-bouillonveekstmedie

| det tilsendte kit er der en flaske med MRS-
bouillonvaekstmedie. Bouillonvaekstmediet
stilles pa kel indtil dagen, hvor det skal bruges.
Tag veekstmediet ud i god tid, s@ det har
stuetemperatur, ndr det skal bruges pd dag 1.

14

Produktion af kontroller

Der skal produceres én positiv kontrol og

én negativ kontrol for hvert hold/klasse.
Kontrollerne indsendes sammen med prgverne
til Novozymes.

Positiv kontrol

Scet en label med titlen ‘positiv kontrol’ pd et
tomt falcon-ror. Haeld meelkevaekstmedie (45
°C) i falcon-reret, og tilscet ca. 1 ml gkologisk
yoghurt (meelkesyrebakterier). Stil proven til
inkubation ved 37 °C i 24 timer (stuetemperatur
i 48 timer). Vend roret forsigtigt uden at ryste
det, og kontrollér, at preven er stivnet. Skru
laget helt fast, og laeg reret i konvolutten med
de positive planteprover, der skal indsendes til
Novozymes.

Negativ kontrol

Scet en label med titlen ‘negativ kontrol’

pa et tomt falcon-rer. Heeld udelukkende
mecelkevaekstmedie (45 °C) i falcon-reret. Stil
proven til inkubation ved 37 °C i 24 timer
(stuetemperatur i 48 timer). Vend roret forsigtigt
uden at ryste det, og kontrollér, at preven ikke
er stivnet. Skru laget helt fast, og laeg reret i
konvolutten med de positive plantepraver, der
skal indsendes til Novozymes.
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Alle elever i klassen/p@ holdet skal ind-
samle deres egne planteprover fra lokal-
omrddet, det vil sige i omrédet omkring
skolen, eller hvor eleven bor. Eleverne kan
indsamle planteprgverne i undervisningen
eller de kan medbringe dem hjemmefra.
OBS! Plantepraverne skal veere indsamlet
samme dag, som de skal bruges.

Sddan gor |

Hver elev skal indsamle én type af plantemateriale,
dog skal der i klassen/pd holdet veere diversitet,

s@ klassen/holdet mindst indsamler fem forskellige
typer planteprever. Plantepreverne mé gerne veere
kabt, fx en grentsag, men det er vigtigt, at grent-
sagen er produceret hos en lokal avler, sa den er
‘trukket op af jorden’ i lokalomrddet.

Eleverne skal indsamle plantemateriale nok til, at der

til hver prove er mindst 1 g (eller 2 teskefulde) efter
proveforberedelsen. Et enkelt blad slet ikke nok.

Planteprgverne skal indsamles i fryseplastposer, og
der md kun veere én preve i hver pose.
Eleverne skal tage et billede af stedet/planten, hvor

de indsamler preven. Billederne skal pé dag 2 uploa-

des i den formular, hvor data skal registreres.

OBS!

OBS! Planteprgverne skal veere indsamlet sam-
me dag, som de skal bruges.

15

Planteproverne kan vcere
af folgende typer

- Blade (fra planter, blomster, traeer, buske mm.)
- Blomster (selve blomsten fra fx en plante eller
busk)
Grees (staengler mm.)
- Grene (herunder ogsd bark)
Vilde redder (ogsd fra en plante, fx
mcelkebotte)
Rodfrugter (guleredder, kartofler, redbeder
mm., der er lokalt produceret og gerne
okologiske)
. Andre grentsager (salat, kal mm., der er lokalt
produceret og gerne gkologiske)
« Bcer (fx snebcer, rennebcer)
- Andre frugter (cebler, pcerer mm., der er lokalt
produceret og gerne gkologiske)

.

Eksperiment-

design
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Dag 1
Skema og labels

Se videoen Skema og labels her
http://tiny.cc/skemaoglabels

Overblik over prover

| klassen laves der et overblik over de indsamlede
prover. Et skema med listen over alle typer af

planter skrives pa tavlen, og eleverne krydser af i
skemaet, hvilken type plante de har taget proven

fra. | feellesskab sikres det, at der er indsamlet fra
mindst fem forskellige grupper af planter (at der er en
passende diversitet).

Klasse/hold-ID samt
prevenummer

Du har pd mail faet tilsendt klassens/holdets hold-
ID, som er et unikt nummer. ID-nummeret noteres pd
tavlen, sé alle elever kan se det. Hver prave, der er
noteret pd skemaet, tildeles et fortlebende nummer.
Dette nummer er prevenummeret. Begge numre
(hold-ID og prevenummer) skal noteres pd de labels,
der scettes pd falcon-rgrerne.

Tag et billede af skemaet, hvor der er informationer
om elevernes navne, deres prgvenumre samt
provetyper. Gem billedet til evt. senere brug (hvis
forskerne gerne vil spore en prove).

Ror til prover og maerkning
af disse

Hver elev far udleveret 2 falcon-rer og 2 labels til
disse ror. Pa de to labels skriver eleven holdets ID-
nummer samt sit eget unikke prevenummer. HUSK

at skrive tydeligt. De to identiske labels scettes pd
hver sit ror. Eleven tegner en tuschstreg ved 20
ml-mcerket pd hvert af rgrene. Disse to rer vil i sidste
ende indeholde den samme planteprove, og disse to
ror ‘folges ad’ under resten af eksperimentet.

Husk

Det unikke hold-ID-nummer og prevenummer

sikrer, at forskeren til enhver tid kan spore
proven hele vejen tilbage til, hvor preven blev
taget og af hvem.

16



Masseeksperiment / lacerervejledning 2018

Dag 1

Baggrunds-
viden

Rengoring af

proven

Tip
Book hjemkundskabslokalerne til denne del

af eksperimentet, da adgang til vask, vand og
lange borde er en stor fordel.

Se videoen Sadan ger du - rengering her
http://tiny.cc/rengoering

Start med at klippe den del af planten af, der
skal bruges. Laeg den resterende del tilbage i
fryseplastposen til evt. senere brug.

Herefter vasker alle elever hcender. De bakterier,
eleverne naturligt har pd haenderne, kan ‘forurene’

(kontaminere) preoverne.

Proven renses

Pd overfladen af planterne findes en del
jordbakterier, som ikke m&d komme med i preverne.
Vask derfor preverne med vand, sd der ikke er noget
synligt jord pd@ preverne efter vask.

Proven findeles, hakkes mm.

Vask de redskaber, | skal bruge til findeling af
proverne. Herefter skal plantepreverne findeles.
Eleverne klipper, hakker eller skcerer forst proverne

i fine stykker, hvorefter de moser, maser eller river
proverne, alt efter hvad der er lettest, og hvad | finder
forsvarligt ud fra elevens alder. | kan fx bruge sakse,

Psst...

...Mcelkesyrebakterierne, vi er pd jagt efter
i Masseeksperimentet 2018, lever uden pda

planterne. Sddanne bakterier kaldes epifytiske
bakterier. Bakterier, der lever inden i noget, kaldes
endofytiske bakterier.
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Dag 1

Behanding aof

prover

Se videoen Sadan ger du - behandling her
http://tiny.cc/behandling

Tilscetning af prove

Find forst det 45 °C varme mcelkeveekstmedie* samt
bouillonvaekstmediet**, der har stuetemperatur, frem.

Nu skal plantepreven kommes i de to falcon-rer
med labels. Planteproverne tilscettes de TOMME ror.
Der kommes ca. 1 g planteprgve i hvert af de to ror.
Eleverne kan veje praverne, hvis | har adgang til en
vaegt, der kan veje gram. Har | ikke det, kan | afmdle
cirka 4 teskefulde planteprove (2 teskefulde til hvert
ror), ndr plantepreven er ‘hakket sammen’.

Nar begge rer har féet tilsat 1 gram planteprove,
tilscettes vaekstmedier. | det ene proverer kommes
ca. 20 ml 45 °C meelkevaekstmedie - brug pipette.
Eleverne tilscetter vaeske op til den markering, de har
lavet pd rgret ved 20 ml-mcaerket. Evt. overskydende
veeske kan forsigtigt hceldes bort, og det er ikke
afgerende, at der tilscettes preecis 20 ml meelk.

Derimod er det vigtigt, at mcelken tilscettes relativt
hurtigt, s& temperaturen pd meelken ikke falder
vaesentligt under de 45 °C. N&r meelken er tilsat,
skrues ldget pd falcon-reret.

Derefter tilscettes 10 ml MRS-bouillonvcekstmedie
til det andet provergr. Brug pipette. Husk at skifte
pipette, sa | ikke bruger den samme til de to
vaekstmedier - | md heller ikke l&ne pipetter af
hinanden.

Eleverne kan ave teknikken med pipetter pa forhdand
med vand, ligesom de kan registrere, hvor mange
fyldte pipetter de skal overfere for at nd op til 20 mL.

De fyldte preverer scettes i stativer, sd | er sikre pg,
at de ikke veelter (I kan fint bruge de flamingokasser,
falcon-rgrene blev leveret i).

*Pasteuriseret meelk er et veekstmedie, | selv
producerer. Se laeengere oppe i vejledningen.
**Bouillonvaeske er MRS-bouillon, som er en del af
forsegskittet. Se leengere oppe i vejledningen.
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Hvorfor...

kan | bare bruge teske til vejning af preven?
Vi har vejet de forskellige typer af prever, og
fundet en teske der, nar den er fyldt, cirka vejer
1 gram planteprave. Det er ikke afgerende
for forseget, at preven vejer preecist 1 gram.
Teskeen | kan benytte er vedlagt materialekittet.

Eksperiment-

design
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Inkubering

Efter at falcon-rgrene er gjort klar med planteprever
og veekstmedier, skal begge proverer dyrkes
(bakterierne skal vokse, og mcelkesyrebakterierne
skal syrne maelken). Rerene skal sté i varme
omgivelser, s@ bakterierne har de bedste
veekstforhold. Optimal temperatur for disse
bakteriers trivsel er 37 °C. Proverne skal inkuberes

i et varmeskab, i et vandbad, i en sous vide eller
alternativt i en ovn i 24 timer.

Hvis det ikke er muligt at finde en lesning, der kan
holde prevernes temperatur pd 37 °C, stilles preverne
ved stuetemperatur - i sa fald skal preverne std i 48
timer.

Lad prevererene std i stativ eller anden holder under
hele processen, sd de ikke veelter.

OBS!

Det er vigtigt, at temperaturen pd intet tidspunkt
overstiger 50 °C, da det vil have en vcesentlig
negativ betydning for overlevelsen af de
bakterier, vi leder efter.

Psst...

Inkubering er, nGr man scetter en kultur af fx
bakterier ind i et temperaturreguleret miljg, fx

et varmeskab (en inkubator). Det betyder, at
proven udvikler sig under kontrolleret varme, en
optimal veeksttemperatur for netop den art af
bakterie.

Eksperiment-
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Dag 2

Eksperiment-

design

Analyse af

prover

Se videoen Sadan ger du - analyse her
http://tiny.cc/analyseafproever

Efter at proverne er blevet inkuberet, er det meget
vigtigt, at eleverne ikke @bner provererene.

Eleverne md ikke komme i kontakt med de bakterier,
der eventuelt har udviklet sig i preverarene, s@
inspiceringen skal derfor udelukkende foregd, ved at
eleverne kigger pd proverne gennem glasrerene.

Start med at lade eleverne se pd den positive
kontrolpreve, hvor mcelkesyrebakterierne har syrnet
mcelken til yoghurt. Vend forsigtigt reret frem og
tilbage uden at ryste roret, og konstatér, om der er
dannet en gelagtig masse, der ligner yoghurt. Det er
en prove som denne, der ledes efter.

Den negative kontrolprove ligner den meelk,

der oprindeligt kom i rgret. Hvis den negative
kontrolpreve er skilt, kan det indikere, at meelken har
veeret forurenet med ugnskede bakterier.

Derefter inspicerer eleverne deres provergr med
mcelkeveekstmedie. Disse tjekkes for, om de har
dannet yoghurt. Metoden er den samme som den
positive kontrol, altsé ved forsigtigt at vende roret,
s@ man kan se, om mcelken er blevet til en ‘gel’ og
har den karakteristiske yoghurt-konsistens. Safremt
preven har fdet den yoghurtagtige konsistens, har
proven indeholdt meelkesyrebakterier, og preven er
positiv. Safremt preven ikke er en gel, eller vaesken

er skilt, er prgven negativ.
Vigtigt! Proverne ma kun vendes forsigtigt, de ma
pd ingen mdde rystes eller behandles voldsomt.

Eleverne tager billeder af begge deres
proverar. Disse uploades senere pd dagen til
registreringsformularen.

Alle positive prover gemmes sammen med deres
tilherende ‘bouillonrer’. De to rer anbringes i samme
zip-plastpose, og hold-ID-nummer noteres med
tusch uden pd posen. De positive prever opbevares i
koleskab, indtil de kan sendes til Novozymes.

OBS!

Tjek, at ldgene pda de positive prover er skruet
helt fast, inden de bliver sendt. Og ldgene skal
forblive pd alle rer i hele perioden. De negative
mcelkeprever samt dertil hgrende boullionpreover
skal destrueres i beholdere til farligt affald, fx i
fysiklokalet.
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design

Dag 2
Registerin
af data

Du har fdet tilsendt et link til den formular, klassen/
holdet skal registrere deres data i. Alle elever skal
have adgang til en computer, hvor de kan registrere

Folgende data skal

deres data. registreres i formularen
Alle prover skal registreres, b&de de positive og de Prevenummer
negative prover. Preveindsamling (dato, postnummer,
. tilladelse, billeder)
Det er dog kun de positive meelkeprover med Prevemateriale (type af materiale, hvordan
tilherende bouillonprever, der skal sendes til er proven forberedt)
Novozymes. Forsegsdata (hvor blev preven inkuberet,
. . . hvor leenge blev preven inkuberet)
Inden eleverne gar i gang med registrering af Resultater (positiv/negativ, udseende, farve,

deres data, er det en god idé, at de noterer dato, )
postnummer og deres prevenummer, s@ de har
det klart inden registrering. Klassens/holdets
unikke hold-ID fremgdr automatisk af formularen.
| formularen er det angivet, hvilke data det er
obligatorisk at udfylde, og hvilke der er frivillige.
Der er uddybende forklaringer til punkterne.

Proveudfald Indsendelse Indsendelse
Registrering af data
Positiv meelkeprove B&de maelkepreve og tilherende Data for begge prover registreres

bouillonpreve sendes i samme
zip-plastpose

Negativ meelkeprove Ingen prover indsendes Data for begge prover registreres
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design

Indsendelse af
positive prover

Positive mcelkeprover, de rer der
indeholder meelkesyrebakterier og syrnet
mcelken til yoghurt, skal indsendes til
Novozymes i samme zip-plastpose som det
tilhgrende bouillonror.

OBS: Der skal indsendes mindst 5 prover til
Novozymes. Sdfremt der ikke er 5 positive
prover i klassen/pd holdet, udveelger
Icereren nogle negative prever, sd antallet
af indsendte prever kommer op pd 5i alt -
positive samt eventuelle negative prover.

Find glycerol frem, det skal have
stuetemperatur. Find de positive

prover frem. Tilscet 10 ml glycerol til de
bouillonpreverer, der hgrer til de positive
mcelkergr. Altsd til de bouillonrar, der skal
indsendes til Novozymes. Glycerolen
‘stivner’ bouillonvaesken en smule, s@ det
ikke har nemt ved at lebe ud af falcon-
roret.

De to sammenhgrende proverer, anbragt
i zip-plastposer, laegges i en kuvert eller
kasse, den frnakrede label scettes pd, og
det sendes med almindelig post. Husk at
skrive adressen pd kuverten/kassen.

Adressen er folgende:

Novozymes A/S

Att: Masseeksperimentet
Krogshejvej 36

2880 Bagsveerd

OBS!

Sdéfremt preverne ikke kan blive afsendt samme
dag, som de er blevet analyseret, skal preverne
opbevares pa kal, indtil de kan blive sendt.
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Resultater

Resultater

Resultaterne fra drets Masseeksperiment
vil komme i flere tempi. Klassen/holdet

far deres umiddelbare resultater oplyst
med det samme. Efter et par méneder

vil der udkomme en resultatrapport,

og i de efterfelgende ar vil forskerne

pd Novozymes arbejde videre med de
indsendte prover og indrapporterede data i
deres jagt pd nye bakterier til produktion af
fodevarer og til sygdomsbekcempelse.

Klassens/holdets umiddelbare
resultater

Straks efter at | har indsendt jeres prover og indtastet
data, fér du tilsendt et link til klassens/holdets egen
resultatside. Her vil | kunne se, hvor mange positive
prover klassen/holdet har indsendt, og disse vil veere
preesenteret pd et Danmarkskort, hvor det samlede
landsresultat ligeledes vil vaere praesenteret. OBS:
P& dette Danmarkskort vil | udelukkende kunne se,
hvor mange positive prever der er indsendt. Hvilke
arter af meelkesyrebakterier der er fundet hvor vil
blive praesenteret i resultatrapporten i december
maned.

Pd klassens/holdets resultatside vil der ligeledes
veere diagrammer med fordeling pa fx klassens/
holdets materialetyper matchet op mod det samlede
landsresultat.

Et udvalg af de billeder, eleverne har uploadet via
formularen, vil blive delt pd #masseeksperiment.

Resultatrapport i december

Hovedindholdet i rapporten vil vaere baseret pd

de prover, eleverne har indsendt, og de data, de
har indtastet digitalt. Det drejer sig iscer om, hvilke
planter og hvilke plantedele der er indsamlet og
analyseret, samt indrapportering af eksperimentets
udfald. Hos Novozymes analyseres de indsamlede
prover for produktion af organiske syrer (mcelkesyre,
eddikesyre, smoersyre og propionsyre). Desuden
laves der en DNA-sekventering af preverne for

at give et billede af bakteriesammenscetningen.
Endvidere vil der blive isoleret bakteriestammer fra
proverne.

Resultaterne offentliggeres i en resultatrapport i
december 2018. Alle deltagende klasser/hold far
automatisk resultatrapporten tilsendt pd mail, nar
den er offentliggjort.
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Hvad er '
stammesamling?

Som ordet antyder, er en stammesamling

en samling af bakteriestammer. Nar man Info

har brggt tid og kreefter pa at rendyrke Der findes ingen starre offentlige
bakteriestammer, kan man gemme dem. stammesamlinger med mecelkesyrebakterier i
Der findes forskellige md&der at opbevare Danmark. Det kan | veere med til at rette op pd
bakteriestammer pd, alt efter hvilke typer ved at deltage i Masseeksperimentet. | dag er
det er, hvad man vil bruge dem til, og hvor findes de ncermeste offentlige stammesamlinger

i Goteborg i Sverige (ccug.se) og i Braunschweig

mange ressourcer man har til at gemme ks (s )

dem.

De tre mest benyttede er:

1. Dybfrysning, typisk ved -80 °C. Fordelen er,
at det er relativt let at lave praeserveringen,
typisk gor man det ved at tage en flydende
bakteriekultur og tilscette glycerol til den.
Glycerolen beskytter under frysningen og ger
det nemmere efterfolgende at stikke en podendl
ned i den frosne kultur, da den har en bledere
konsistens. En fryser med -80 °C er relativt dyr
i energiforbrug, men kraever ikke pasning, sa
leenge den fungerer.

2. Frysning i flydende nitrogen. | flydende
nitrogen opndr man en vaesentligt lavere
temperatur end i -80 °C-fryseren. Ellers er
princippet med frysning det samme. Flydende
kvecelstof har den ulempe, at det fordamper, sd
det er vigtigt lebende at efterfylde det. Derfor er
det mere besvcerligt og endnu dyrere i drift end
-80 °C-fryseren.

3. Frysetorring. Nar man frysetaerrer, er det relativt
omstaendeligt at lave praeserveringen, desuden
krcever det fryseterringsudstyr. Til gengceld
er opbevaringen mere simpel, og man kan
efterfelgende opbevare de fryseterrede stammer
enten i keleskab eller sdgar ved stuetemperatur.
Sterre offentlige stammesamlinger benytter ofte
fryseterring, da det gor det nemmere at sende
bakteriestammerne ud til deres kunder.
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Probiotiske
bakterier

Ifolge WHO er probiotiske bakterier “live
microorganisms which, when administered in
adequate amounts, confer a health benefit on the
host” (FAO/WHO, 2002), eller pé& dansk “bakterier
der ndr de indtages | passende maengder giver en
sundhedsfremmende effekt hos veertsorganismen”
(altsd mennesket eller dyret). Der er flere eksempler
pd veldokumenterede effekter af probiotiske
bakterier, fx til forebyggelse af rejsediarré eller
antibiotika-forarsaget diarré. Men der spekuleres

i langt mere vidtgdende effekter af probiotiske
bakterier, fx til behandling af diabetes, fedme,
psykiske lidelser som depression og autisme samt til
behandling af cancer.

Fermen

Baggrunds-
viden

De to vaesentligste méder, vi indtager probiotiske
bakterier pd, er i dag fermenterede mejeriprodukter,
fx yoghurt, og piller. | de fermenterede
mejeriprodukter kan den probiotiske bakterie veere
den veesentligste bakterie brugt i syrningen, fx i A38,
der er syrnet med lactobacillus acidophilus, eller den
probiotiske bakterie kan indgéd i syrningen sammen
med andre bakterier, fx Cultura, hvor lactobacillus
acidophilus er vaesentlig for syrningen, men hvor
der desuden er tilsat to andre probiotiske bakterier:
bifidobacterium animalis og lactobacillus casei.

tering

af fodevarer
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| slutningen af 1800-tallet opstod
videnskaben mikrobiologi, som vi kender
den i dag. En vigtig erkendelse her var, at
bakterier og mikroorganismer findes stort
set alle steder omkring os. Derfor var det
et vigtigt skridt mod at studere og ‘tcemme’
bakterierne, at man fjernede alle de
ugnskede bakterier.

Louis Pasteur fandt ud af, at man ved en
varmebehandling kan drcebe bakterier. Siden da
har man kaldt processen, hvor man forleenger
holdbarheden af fx ferske mejeriprodukter, for
pasteurisering.

Med adgang til bakteriefrie medier blev det
muligt at lave rene bakteriekulturer. En ren
bakteriekultur bestdr af genetisk helt ens
bakterier. Bakterier formerer sig ukgnnet
ved, at en moderbakterie deler sig og bliver
til to ens datterbakterier, en proces der i
princippet kan fortscette i det uendelige.

Dyrkning i flydende kultur -
turbiditet og OD-madling

Der er groft sagt to mader, man kan kultivere
bakterier pd. Den ene er i flydende kultur. | flydende
kultur svemmer bakterierne rundt enkeltvis. Hvis
man dyrker en flydende kultur i et klart medium,

vil man under kultiveringen se, at opl@sningen
bliver mere og mere mcelket - i fagsprog siger vi,

at turbiditeten stiger. Det skyldes, at bakterierne er
sma partikler, som typisk er fra 0,5-10 um. Bakterier
kan have forskellige former (morfologier). De kan
veere kugleformede, ovale, stavformede og ogsd
filamentose (altsd vokse som lange trade, ligesom
svampenes mycelium). Fcelles for dem alle er, at
de er omgivet af en cellemembran og en cellevaeg,
der omslutter deres indre. Det er netop denne
struktur, der gor, at bakteriekulturen ser meelket ud.
Den virker som en faseovergang, der bryder lyset.
Brydningen af lyset stiger med antallet af bakterier.
Derfor kan vi bruge maling af lysbrydning (det kalder
vi optisk densitet, forkortet OD-mdling) som et mal
for, hvor mange bakterier der er i en kultur.
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Inden for mikrobiologien er det normalt at bruge en
mere drastisk varmebehandling, hvor man under
tryk opvarmer substraterne til 121 °C. Denne proces
kaldes autoklavering. Fordelen ved autoklavering
er, at den ogsé draeber bakteriesporer. Ulempen
er, at den hgjere temperatur cendrer den kemiske
sammenscetning i produkterne, fx maelkeprodukter,
hvilket kan pévirke farve og smag. | laboratoriet
kan man i et vist omfang undgd dette ved at holde
stoffer, som vil reagere kemisk, adskilt under
autoklaveringen. Det er fx vigtigt i videst muligt
omfang at holde protein og kulhydrat adskilt, da
disse kan for@rsage en kemisk kondensering, en
sdakaldt Maillard-reaktion. Fra vores hjem kender

vi Maillard-reaktionen fra den sprede overflade pd
vores bred, ndr vi bager, eller fra stegeskorpen pd
vores kad, ndr vi steger.

Dyrkning péa agarplader -
bakteriekoloni

Den anden mdde, bakterier kan dyrkes pd, er pd
agarplader. Hvis man tager en flydende kultur og
kommer den p& en agarplade med et substrat,
bakterien kan lide at gro p4, vil hver eneste levende
bakterie i kulturen straks begynde at dele sig. P&
agarpladen kan bakterien ikke bevaege sig. Derfor vil
alle datterbakterierne ligge oven i moderbakterien.
Pd et tidspunkt vil der veere sG@ mange bakterier, at
man kan se dem med det blotte gje. Det kalder vi en
bakteriekoloni.

Fortyndingsrcekker

Nd@r man har dyrket sin kultur i et flydende medium,
vil man nogle gange gerne vide, hvor mange
bakterier man har. En flydende kultur kan indeholde
op til mange milliarder bakterier pr. mL, s@ hvis man
blot overfgrte 0,1 ml til en agarplade, ville man fa

s@ mange bakterier, at de enkelte kolonier ikke
kunne skilles fra hinanden. Derfor laver man typisk
en fortyndingsraekke, hvor man trinvis fortynder sin
prove enten 10 eller 100 gange. Det kan man gere
et passende antal gange, og derefter overfere 0,1 mlL
af de forskellige fortyndinger til hver sin agarplade.
Hvis man serger for at fordele vaesken jeevnt pd
pladerne, og herefter dyrker bakterierne frem, vil én
eller flere plader typisk have et antal kolonier, man
kan teelle. Herefter kan man korrigere tallet for den
fortynding, man har foretaget, og derved kan man
regne ud, hvor mange bakterier man havde i sin
oprindelige kultur.

Baggrunds-

viden
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Kilder

Bakterierne i dit liv
bakterieliv.ku.dk/

De gode, de onde og de grusomme bakterier
www2.dmu.dk/1_viden/2_Publikationer/3_temarapporter/rapporter/Temarap_33.pdf

Sund med dine gode bakterier, en introduktion til probiotisk livsstil
Bog af Jimmie Kent og Lisbeth Rose
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