[bookmark: _GoBack] Les 4 – De bacterie in beeld
Docentenhandleiding
	Doelgroep: Leerlingen middelbare school (leeftijd: 12-17)
	Duur: 2 x 40 minuten

	Fundamentele concepten:
· Optische instrumenten (licht microscoop, Raster Electron of Scanning Electron Microscope (SEM), Atomic Force Microscoop (AFM), etc.) 
· Beeld van een bacterie
· Grootte
· Schaal

	Leerdoelen
· Leerlingen zijn in staat:
· De geschikte condities te noemen waaronder micro-organismen kunnen groeien.
· Te begrijpen de manier waarop een beeld van iets gemaakt wordt afhangt van de grootte van wat er afgebeeld wordt.
· Te identificeren welke soorten instrumenten nodig zijn om hele kleine dingen in beeld te brengen.
· De kenmerken en beperkingen van verschillende beeldvormende technieken te vergelijken en tegenover elkaar te zetten (vergrootglas, licht microscoop, SEM, etc.).

	Benodigdheden / Materiaal:
· Werkblad voor les 4
· Animatie over de werking van SEM (Les_4_APPENDIX-1_Animation1)
             https://www.youtube.com/watch?v=VWxYsZPtTsI
· PowerPoint presentatie die afbeeldingen van bacteriën die met verschillende soorten instrumenten zijn gemaakt laat zien (Les_4_APPENDIX-2_PowerPoint)
· Agarblokjes waarop micro-organismen zijn gegroeid.
Opmerking: De agarblokjes van Les 3 (Grootte-afhankelijke Eigenschappen) kunnen voor deze les gebruikt worden.
· Lichtmicroscoop 
· Stanleymesje
· Een apparaat waarmee een foto gemaakt kan worden van wat te zien is via de microscoop (fototoestel, telefoon, etc.)
Opmerking: Dit is niet verplicht. Als alternatief kan er ook voor gekozen worden om de leerlingen te laten tekenen wat ze zien of op een andere manier het beeld vast te leggen.
· Benodigdheden voor Opdracht 1: Wat zit er aan de onderkant?:
· Een grote schoenendoos met deksel:
· De bodem van de doos moet bedekt worden met kleine objecten (bv. kralen, lego), 
· Aan één kant van de doos moet een gat worden gemaakt met een diameter van ongeveer 2cm.
· Staafjes met verschillende tips om als sonde te gebruiken (Ieder lang en small object, zoals een plat houten stokje, een breinaald een watje, etc.)
· Animatie over hoe AFM werkt (Les_4_APPENDIX-3_Animation2)
             https://www.youtube.com/watch?v=Ha53tFTsmW8
· Animatie over nano-indentatie van virussen met AFM (Les_4_APPENDIX-4_Animation3)
             https://www.youtube.com/watch?v=MZb8C0f7Kdg
· Benodigdheden voor Opdracht 2: Hoe kunnen dingen op nanoschaal in beeld gebracht worden?:
· Een klein kartonnen doosje met een deksel (bv. een paracetamoldoosje) met één klein hard object erin (bv. een busje met reserve-loodjes van een vulpotlood) vastgeplakt aan de binnenkant. 
· Een paknaald of een andere lange naald
· liniaal 10-15 cm
· Edmodo Nanoclub Pagina (Web 2.0 Tool)

	Aanvullende bronnen:
· Hoe de licht microscoop een nanoscoop werd:
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2014/popular-chemistryprize2014.pdf
· Antibacteriële werking van verspreide enkelwandige koolstof nanotubes op
             Escherichia coli en Bacillus subtilis onderzocht met een atoomkrachtmicroscoop (AFM)
http://pubs.rsc.org/en/content/articlepdf/2010/NR/C0NR00441C
· Animatie over atoomkrachtmicroscopie (Atomic Force Microscopy):
https://www.youtube.com/watch?v=ksQT1W0cmHE
· Hoe werkt de Scanning Electron Microscoop (SEM)? Wat doet hij?:
http://www.taek.gov.tr/malzeme-teknolojisi/595-taramali-elektron-mikroskobu-sem-nasil-calisir.html
· De Scanning Electron Microscoop:
       https://www.youtube.com/watch?v=GY9lfO-tVfE
· Microscopen vergelijken
https://www.youtube.com/watch?v=b4WOsYktdn4
· Artikel waar Opdracht 1 en 2 op gebaseerd zijn:
Schwarzer S., Akaygun S., Sagun-Gokoz B., Anderson S., & Blonder B. (2015). Using Atomic Force Microscopy in Out-of-School Settings—Two Case Studies Investigating the Knowledge and Understanding of High School Students. Journal of Nanoeducation, 7, 10-27.
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	Deel 1



Inleiding:
· Verdeel de klas in groepen van 2 of 3 leerlingen. 
· Deel de Werkbladen uit. 

Verwachtingen (10 minuten):
· Laat de leerlingen de organismen zien die op de agarblokjes uit les 3 (Het modelleren van medicijn afgifte of -absorptie) zijn gaan groeien. Laat de leerlingen onderstaande vragen bespreken met hun groepje. Laat hen dan vraag 1 op het Werkblad beantwoorden: 
· Welke veranderingen kun je zien op de agarblokjes?
· Wat kan deze veranderingen volgens jou hebben veroorzaakt?
Opmerking: De leerlingen kunnen een aantal van onderstaande antwoorden geven:
	· Ze zijn stoffig geworden.
· Ze zijn beschimmeld.
· Ze zijn vies geworden.
· Een levend ding, bv. een insect, is erop gevallen.
	· Er zijn ziektekiemen op gaan groeien.
· Er zijn bacteriën op gaan groeien.
· Er zijn micro-organismen op gaan groeien.
· Er zijn virussen op gaan groeien.


· Nadat de leerlingen hun antwoord gegeven hebben, vraag je ze om de volgende vragen met hun groepjes te bespreken en daarna vraag 2 en 3 op het Werkblad te beantwoorden:
· Is het mogelijk om alle veranderingen met het blote oog te zien? Waarom?
[image: Macintosh HD:Users:busraacikel:Desktop:Mold_On_Agar.jpg]
· Hoe kunnen we een plaatje maken van dingen die we niet met het blote oog kunnen zien? 
· Nadat de leerlingen hun antwoord gegeven hebben, vraag je ze om de volgende vraag met hun groepjes te bespreken en daarna vraag 4 op het Werkblad te beantwoorden:
Hoe denk jij dat de veranderingen die je op de agarblokjes hebt gezien kunnen zijn ontstaan? 
Opmerking: Als het nodig is, kun je vertellen dat agar lactose (melksuiker) bevat. 
De leerlingen kunnen een aantal van onderstaande antwoorden geven:
· De micro-organismen hebben de suiker in hun omgeving opgegeten.
· De micro-organismen hebben de suiker in hun omgeving opgegeten en zijn daarna gaan groeien en hebben zich vermeerderd.
· Nadat de leerlingen hun antwoord gegeven hebben, vraag je ze om de volgende vragen met hun groepjes te bespreken en daarna vraag 5 op het Werkblad te beantwoorden:
Als we de organismen die de veranderingen hebben veroorzaakt niet kunnen zien, hoe kunnen we dan toch aantonen dat deze organismen op de agarblokjes bestaan? 
· Nadat de leerlingen hun antwoord gegeven hebben, vraag je ze om de volgende vraag met hun groepjes te bespreken en daarna vraag 5 op het Werkblad te beantwoorden:
Wat is volgens jou het kleinste object dat je met het blote oog kunt zien? 
Opmerking: De leerlingen kunnen een aantal van onderstaande antwoorden geven:
· Stof
· Krijtpoeder
· Een losse haar
· Krasjes op glas, etc.
· Vraag ze ‘Wat is het kleinste formaat dat je met het blote oog kunt zien?’ Vraag ze dan om hun inschatting op te schrijven bij vraag 7 op het Werkblad 
Opmerking: Vertel de leerlingen dat, op basis van de genoemde voorbeelden, we tot ongeveer 0.1 mm kunnen zien met het blote oog. 



Observatie (15 minuten):
· Stel de leerlingen de volgende vraag:
Hoe kunnen we een plaatje maken van dingen die we niet met het blote oog kunnen zien? 
Opmerking: De leerlingen kunnen een aantal van onderstaande antwoorden geven:
· Vergrootglas
· Microscoop
· Elektronenmicroscoop
· Vertel de leerlingen dat je organismen op de agarblokjes kunt bekijken met een microscoop. Bekijk dan samen met de leerlingen een doorsnede van een agarblokje.
Opmerking: Afhankelijk van het aantal groepjes en de faciliteiten in het laboratorium (aantal microscopen, etc.), kun je elk groepje deze opdracht laten uitvoeren. 
· Vraag de leerlingen om het plaatje dat ze onder de microscoop zien te tekenen of er een foto van te nemen. Laat hen dan vraag 8 op het Werkblad beantwoorden, inclusief de bijpassende schaal van hun tekeningen of foto's:
Teken het plaatje dat je onder de microscoop ziet (of neem daar een foto van) en neem de juiste schaal op in jouw tekening of foto. 
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1. Vraag de leerlingen om hun foto's te uploaden naar de bijbehorende  opdrachtsectie op de Edmodo Nanoclub Pagina. Toon dan een aantal van de foto's op het grote scherm.
Opmerking: Voordat je de leerlingen vraag hun foto's te uploaden, maak je een Opdracht aan op de  Edmodo Nanoclub Pagina.

Discussie (5 minuten)
· Laat de leerlingen de volgende vragen met hun groepjes bespreken en daarna vraag 9 en 10 op het Werkblad beantwoorden:
· Voor welk formaat objecten kan volgens jou de lichtmicroscoop worden gebruikt?
· Wat zijn de beperkingen van de lichtmicroscoop?
· Geef ze hierna de volgende informatie over de beperkingen van de licht microscoop:
[image: ]Lichtmicroscopen zijn een type microscoop waarin glazen lenzen gebruikt worden om zaken uit te vergroten met behulp van zonlicht of de zichtbaar licht-golflengtes van een lamp (400-700 nm). In 1873 publiceerde Ernst Abbe een stelling waaruit bleek dat de resolutie van de microscoop onder meer beperkt wordt door de golflengte van licht. Daarom geloofden wetenschappers nog tot ver in de 20ste eeuw dat dingen kleiner dan de helft van de golflengte van licht (0.2 m) niet zichtbaar gemaakt konden worden onder een microscoop. 
“De Resolutie van de Microscoop is de kortste afstand tussen twee losse punten in het zichtveld van een microscoop die nog onderscheiden kunnen worden als afzonderlijke zaken.", Microscope Resolution. (n.d.).

Opmerking: Deze vergelijking is geschikt voor leerlingen in de bovenbouw van de middelbare school.
					[image: d = \frac{\lambda}{2 NA}]
(: golflengte d: resolutie, NA: n•sin(θ), n: brekingsindex van het milieu, θ: invalshoek van het licht angle)
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Verwachtingen (2 minuten):
· Vraag de leerlingen welke apparaten er gebruikt worden in plaats van de licht microscoop voor het in beeld brengen van kleinere zaken. Laat hen dan vraag 11 op het Werkblad beantwoorden: 
Welk instrument kan/welke instrumenten kunnen gebruikt worden om een beeld te maken van hele kleine objecten (bijvoorbeeld objecten op nanoschaal) die niet gezien kunnen worden onder een lichtmicroscoop? Wat voor bron kan voor zulke instrumenten in plaats van licht gebruikt worden?
Opmerking: De leerlingen zullen waarschijnlijk 'de elektronenmicroscoop' noemen:
[image: ]
Observatie (3 minuten):
· Leg uit dat de Scanning Electron Microscope (SEM) een voorbeeld is van zo'n instrument om zaken op nanoschaal in beeld te brengen. Laat ze de animatie zien via onderstaande link. (Zie Les_4_APPENDIX-1_Animation1)
https://www.youtube.com/watch?v=VWxYsZPtTsI
[image: Macintosh HD:Users:busraacikel:Desktop:Screen Shot 2015-07-09 at 00.17.38.png]

Verwachtingen 2 (15 minuten):
Nadat ze het filmpje bekeken hebben, vraag je de leerlingen om in te schatten wat voor plaatje ze zouden zien als ze bacterie-monsters die ze net bekeken hebben onder de lichtmicroscoop nu zouden onderzoeken met een rasterelektronenmicroscoop (SEM). Laat hen dit bespreken met hun groepje en dan hun inschatting op te schrijven bij vraag 12 op het Werkblad.
Wat voor plaatje verwacht je als het monster van de bacteriën onderzocht wordt met een rasterelektronenmicroscoop (SEM) in plaats van een lichtmicroscoop?
· Schrijf de antwoorden op het bord en bespreek ze klassikaal. De leerlingen kunnen een aantal van onderstaande antwoorden geven:
· Een gedetailleerder beeld
· Een groter beeld
· Vervolgens vertel je de leerlingen dat ze geen SEM kunnen gebruiken in klas, en dat ze nu daarom naar eerder opgenomen SEM-afbeeldingen van bacteriën gaan kijken. Laat ze de afbeeldingen hieronder zien (Muskin et al., 2008) via een PowerPoint presentatie (Zie Les_4_APPENDIX-2_PowerPoint). 

[image: Screen Shot 2015-06-24 at 09.11.04.png][image: Screen Shot 2015-06-24 at 09.11.21.png]
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· Na de presentatie, vraag je de leerlingen om de volgende vraag met hun groepje te bespreken en daarna vraag 13 op het Werkblad te beantwoorden:
Vergelijk de lichtmicroscoop en de elektronenmicroscoop voor wat betreft hun lichtbron, hun resolutie en hun maximale vergroting. 
· Laat de woordvoeders van de groepjes de antwoorden geven en maak een tabel die lijkt op de onderstaande. Laat de leerlingen daarna de volledige tabel hieronder zien.
[image: ]
	
	Lichtmicroscoop
	Electronenmicroscoop

	Lichtbron
	Zichtbaar licht (=400-700 nm)
	Electronenstraal (=0.005 nm)

	Resolutie
	0.25 m
	0.05 nm

	Maximale Vergroting
	1400x
	1.000.000x



[image: ]

· Vertel de leerlingen dat ze 2 opdrachten gaan uitvoeren om te begrijpen hoe de Atomic Force Microscoop werkt, nog een apparaat om dingen op nanoschaal te meten.
[image: ]
Opdracht 1: Wat zit er op de onderkant?: (15 minuten)

Opmerking: Om de doos voor deze opdracht voor te bereiden, plak je kleine harde objecten (bv. kralen of lego) naast elkaar om de bodem van de schoenendoos te bedekken. In één kant van de doos moet een gat worden gemaakt met een diameter van ongeveer 2cm. Bedek het gat dan met een stuk papier, zodat je de binnenkant van de doos niet meer kunt zien. 
· Geef de leerlingen de benodigdheden voor Opdracht 1, en vraag hem om die opdracht uit te voeren door het opvolgen van de instructies op het Werkblad. Laat de leerlingen dan de vragen met hun groepjes bespreken en de antwoorden opschrijven De foto's hieronder laten zien hoe deze opdracht werkt (Schwarzer et al., 2015). Zie voor meer informatie het originele artikel door Schwarzer et al. (2015).
[image: ] [image: ] [image: ]
· Aan het einde van de opdracht laat je de woordvoerders van de groepjes de antwoorden opnoemen van de leerlingen op vraag 1 en 2 op het Werkblad (zie hieronder). Noteer ze op het bord.
· Welk staafje was behulpzaam bij het gedetailleerder onderzoeken van de bodem van de doos? Waarom?
· Wat zou er zijn gebeurd als je meer kracht had gezet terwijl je het object op de bodem onderzocht met het staafje?
Opmerking: De leerlingen kunnen een aantal van onderstaande antwoorden geven: 
· Het was het makkelijkst om het onderzoek uit te voeren met het staafje met het dunste uiteinde.
· Als we meer kracht hadden gezet met het staafje, zou de bodem beschadigd zijn en/of het uiteinde van het staafje zou zijn afgebroken.
· [image: ]Toon de twee animaties via onderstaande link en laat de leerlingen vragen 3 en 4 van Opdracht 1 op het Werkblad beantwoorden.
· Animatie over atoomkrachtmicroscopie (Atomic Force Microscopy): (Zie Les_4_APPENDIX-3_Animation2)
https://www.youtube.com/watch?v=Ha53tFTsmW8

[image: ][image: Macintosh HD:Users:busraacikel:Desktop:Screen Shot 2015-07-05 at 15.55.04.png]
· Animatie over nano-indentatie van virussen met AFM (Les_APPENDIX-4_Animation3)
https://www.youtube.com/watch?v=MZb8C0f7Kdg
[image: Macintosh HD:Users:busraacikel:Desktop:Screen Shot 2015-07-05 at 15.57.24.png]
· Wat moeten de materialen die je bij deze opdracht hebt gebruikt volgens jou voorstellen?
· Wat is de conclusie van jouw groepje op basis van deze opdracht?
Opmerking: De leerlingen kunnen antwoorden dat het staafje het uiteinde van de microscoop voorstelt en de dingen op de bodem stellen een oppervlak voor. Het resultaat kan zijn dat de lichtmicroscoop geen beelden kon tonen, dat de verschillende apparaten gebruikt worden voor zeer kleine (nanoschaal) zaken, en dat deze instrumenten afbeeldingen maken door het oppervlak af te tasten met een scherpe punt. 
[image: ]
Opdracht 2: Hoe kunnen objecten op nanoschaal in beeld worden gebracht? (15 minuten) 
Opmerking: Om het doosje voor deze opdracht voor te bereiden, plak je een klein hard object (bv. een busje met reserve-loodjes van een vulpotlood) vast aan de bodem van het doosje. Verzeker je ervan dat het object goed vast zit, niet kan bewegen en niet breekbaar is. Gebruik dus niet dingen zoals een gum of een suikerklontje. 
· Geef de leerlingen de benodigdheden en vraag hen om opdracht 2 uit te voeren door het opvolgen van de instructies op pagina 5 van het Werkblad.
· De foto's hieronder laten zien hoe deze opdracht werkt (Schwarzer et al., 2015).

[image: ] [image: ] [image: ]

· Laat de leerlingen de volgende vragen met hun groepjes bespreken (zie opdracht 2 op het Werkblad) en daarna hun antwoorden invullen op het Werkblad:
· Wat is de vorm van het object in het doosje?
· Wat is de grootte van het object in het doosje?
· Wat is de positie van het object in het doosje? Leg uit en teken.
· Wat is de conclusie van jouw groepje op basis van deze opdracht?
· Na de bespreking, laat je de woordvoerders van de groepjes de bevindingen van de leerlingen opnoemen over de vorm, grootte en positie van de objecten in het doosje. Noteer ze op het bord.
· Laat ze de afbeeldingen zien van Escherichia coli en Bacillus subtilis onderzocht met een atoomkrachtmicroscoop (AFM) Laat ze deze afbeeldingen vergelijken met de beelden van de lichtmicroscoop en laat ze dan vraag 5 van Opdracht 2 beantwoorden op het Werkblad. 
· Vergelijk de lichtmicroscopische beelden met de AFM beelden van de bacterie.
[image: ][image: Macintosh HD:Users:busraacikel:Desktop:Screen Shot 2015-07-09 at 00.08.57.png]
                      		    (i)                                                                                   (ii)
Opmerking: Afbeelding (i) is het lichtmicroscopische beeld van E. Coli bacteriën, (ii) zijn de AFM beelden van (A-C) E. Coli en (B-D) B. Subtilis bacteriën, gemaakt met gebruik van diverse uiteindes van verschillende gevoeligheden. (C) in Afbeelding (ii) zijn de afbeeldingen van E. Coli te zien, (D) ) zijn de afbeeldingen van B. Subtilis bacteriën met het AFM uiteinde van 2nm, 200 keer geprikt op verschillende delen van de bacteriën. De kleine plaatjes rechts zijn de uitvergrote beelden van de secties die geprikt zijn met AFM. D AFM tip deviatie set points zijn 10, 100, 1000 en 2000 nN (nanoNewton). De schaal van afbeeldingen (A), (B), (C), (D) images is 1 µm.


[image: ]Evaluatie:
1. Tot slot, vraag de leerlingen om hun individuele reflecties op wat ze geleerd hebben tijdens deze les te uploaden naar de betreffende Opdrachtsectie op de Edmodo Nano Club Pagina.
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Fig. 1 AFM amplitude images of (A) E. coli and (B) B. subtilis. (C) and (D) are, respectively,
E. coli and B. subtilis after piercing by a 2 nm AFM tip for 200 times at different locations.

Small images on the extreme right are enlarged images of areas punctured by the tip. The
deflection set points of the AFM tip are 10, 100, 1000, and 2000 nN. All scale bars are 1 pm.
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