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4 Vorbemerkung

Vorbemerkung

Moderner naturwissenschaftlicher Unterricht verfolgt nach dem neuen Lehrplan zusatzlich

zur Vermittlung von Fachinhalten verstarkt auch eine Handlungsdimension. Der Unterricht

bietet Raum flr Aktivitaten, bei denen die Schulerinnen und Schiler auch mit Arbeitsmetho-

den und Denkweisen vertraut werden, wie etwa dem Auswerten von Materialien und Experi-

menten oder dem selbstandigen Planen und Durchfiihren von Experimenten. Handlungsori-

entierte Unterrichtsverfahren leisten so einen Beitrag zum Erwerb von Féhigkeiten und Fer-

tigkeiten, die allen naturwissenschaftlichen Fachern gemeinsam sind. Ebenso wenig wie aus

der Biologie in Forschung und Industrie das Experiment als zentrale Form der Erkenntnisge-

winnung wegzudenken ist, ist dies im Biologieunterricht der Fall.

Dies wird auch in den von der Kultusministerkonferenz festgelegten Bildungsstandards fur

den Mittleren Schulabschluss im Fach Biologie deutlich. Hier wird neben den fachlichen

Kompetenzen dem experimentellen Arbeiten (Kompetenzbereich: Erkenntnisgewinnung)

grofRe Bedeutung fur den Erwerb einer naturwissenschaftlichen Grundbildung eingeraumt.

Typische naturwissenschaftliche Arbeitsweisen im Biologieunterrichts, z. B. Betrachten, Be-

obachten, Untersuchen und Experimentieren, finden sich in den Formulierungen folgender

Standards wieder:

.Die Schilerinnen und Schiiler...

E 1 mikroskopieren Zellen und stellen sie in einer Zeichnung dar, (...)

E 4 ermitteln mithilfe geeigneter Bestimmungsliteratur im Okosystem haufig vorkommende
Arten,

E 5 fuhren Untersuchungen mit geeigneten qualifizierenden oder quantifizierenden Verfah-
ren durch,

E 6 planen einfache Experimente, fliihren die Experimente durch und/oder werten sie aus,

E 7 wenden Schritte aus dem experimentellen Weg der Erkenntnisgewinnung zur Erklarung

an, ..t

Genau hier mochte diese Verdffentlichung anknipfen und auf dem Gebiet der Mikrobiologie
und Genetik eine Auswahl von Untersuchungen und Experimenten zeigen, die an der Schule
mit vertretbarem Aufwand durchfiihrbar sind. Im Fachlehrplan sind nur an einigen Stellen
Arbeitsweisen direkt vorgegeben. Ansonsten bietet er gentugend Freirdume, bestimmte Akti-
vitdten bei unterschiedlichsten Themen aufzugreifen. Diese Veroffentlichung zeigt exempla-
risch, wie diese Freirdume geflillt werden kdnnen. Sie kann somit als Leitfaden fir einen ex-
perimentell ausgerichteten Biologieunterricht dienen und dazu beitragen, dass der experi-
mentelle Charakter der Wissenschaft Biologie an geeigneten Stellen im Unterricht deutlich
hervortritt.

AOR Dr. Franz-Josef Scharfenberg arbeitet seit Jahren am Lehrstuhl fir Didaktik der Biolo-
gie an der Universitat Bayreuth. Alle in der Vertffentlichung aufgenommenen Experimente
wurden von ihm in Zusammenarbeit mit seinen Studentinnen und Studenten erprobt.

! Beschliisse der Kultusministerkonferenz, Bildungsstandards im Fach Biologie fiir den Mittleren Schulab-
schluss, Beschluss vom 16.12.2004
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Aufbau der Veroffentlichung

Die Verdffentlichung gliedert sich in 4 Kapitel:

Kapitel 1 bietet nach Jahrgangsstufen sortiert eine Ubersicht tiber die Experimente und zeigt
die Anknupfungspunkte an die Fachlehrplane fir Natur und Technik, Biologie und das Biolo-
gisch-chemische Praktikum. Die Experimente sind in zwei Kategorien gegliedert. In der lin-
ken Spalte sind die Experimente aufgefuhrt, die nach Mdéglichkeit fester Bestandteil
des Unterrichts sein sollen (“Standardexperimente). Die rechte Spalte enthalt Experimen-
te, deren Durchfiihrung im Unterricht didaktisch winschenswert ist, die aber als Vertie-
fungsmaoglichkeit und nicht als Standard gedacht sind. Zudem enthalt dieses Kapitel eine
Ubersicht zum Biologisch-chemischen Praktikum. In der Online-Fassung der Veroffentli-
chung sind die gelisteten Experimente direkt mit den Beschreibungen in Kapitel 3 verlinkt.
Kapitel 2 enthalt allgemeine Informationen zu grundlegenden Arbeitstechniken.

In Kapitel 3 ist die Durchfihrung der Experimente beschrieben. Bei einigen wenigen wurde
auf die Beschreibung verzichtet, da es im Internet erprobte Beschreibungen gibt. Die jeweili-
gen Internetadressen sind angegeben.

Kapitel 4 enthalt fir einige der in Abschnitt 2 beschriebenen Experimente zuséatzlich kom-
mentierte Versuchsanleitungen und Kopiervorlagen fur den Unterricht.

Kapitel 5 bietet weitere Informationen zu den Sicherheitsrichtlinien und zu Schulerlaboren
sowie eine Zusammenstellung von Definitionen des Begriffs Gentechnik.

Minchen, Mérz 2010

AOR Dr. Franz-Josef Scharfenberg
OStR Jochen Meyer
OStRin Petra Reinold



6 Natur und Technik: Jahrgangsstufe 5

1 Lehrplanbezogener Uberblick zu den vorgeschlagenen Experimenten

Die Auswahl der Experimente erfolgte auf der Grundlage des Lehrplans fur das achtjahrige
Gymnasium. Im Folgenden sind die Themen des jeweiligen Jahrgangsstufenlehrplans ange-
geben, zu denen die vorgeschlagenen Experimente einen unmittelbaren Bezug haben.

1.1 Natur und Technik: Jahrgangsstufe 5

In der Jahrgangsstufe 5 erwerben die Schiler folgendes Grundwissen:

e Sie kennen typische Arbeitsmethoden aus den Naturwissenschaften und der Technik und kénnen
sie in einfachen Fallen anwenden.

e Sie konnen die Ergebnisse ihrer Tatigkeit in einfacher Form dokumentieren und prasentieren.

o Sie verfugen Uber praktische Erfahrungen im Umgang mit Materialien, Werkzeugen sowie Messge-
raten und kennen elementare Sicherheitsregeln.

Arbeitsmethoden
Beobachten, Untersuchen, Messen: z. B. Gerate wie Stoppuhr, Thermometer und Mikroskop ein-
setzen

Themenbereiche und Konzepte

Boden und Gestein
Erfahrungen und Anwendungen zur Auswahl: Mineralien, Fossilien, Bodeneigenschaften, Boden-
lebewesen, Erosion, Landwirtschaft, Dingung und Pflanzenwachstum, Humusbildung, Kristallbil-
dung (Anmerkung: Die grine Schriftfarbe kennzeichnet im Lehrplan nicht verbindliche Addita.)

Umwelt und Leben
Atmung, Nahrstoffe
weitere Erfahrungen und Anwendungen zur Auswahl: Prinzip der Oberflachenvergréf3erung, Le-
bensmittel, Umweltbelastung, Wasserqualitéat, Artenvielfalt, Pflanzenwachstum, Schulgarten, Aqua-
rium, nachwachsende Rohstoffe, Wertstoffrecycling, Temperaturregulation, Larmschutz, Mullent-
sorgung, Landschaftsschutz

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Herstellung von Agarplatten (s. 2.4)

Nachweis von Keimen in Luft, Boden, Heu-
aufguss; Abklatschversuche (s. 3.1.2)

Celluloseabbau in der Petrischale (s. 3.1.3)
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1.2 Biologie: Jahrgangsstufe 8

In der Jahrgangsstufe 8 erwerben die Schiler folgendes Grundwissen:

e Sie kennen die Bedeutung der Bakterien und grundlegende Unterschiede zwischen Pro- und
Eucyte.

e Sie kdnnen einfache Objekte mikroskopisch untersuchen.

B 8.1 Einfache Organisationsstufen von Lebewesen

In einem chronologischen Abriss lernen die Schiler wichtige GroRRgruppen der Lebewesen und ihre
systematische Einordnung kennen. Dabei wird ihnen deutlich, dass der Erfolg und die ¢kologische
Bedeutung der Bakterien auf ihrer Vermehrungsdynamik und ihrer Stoffwechselvielfalt beruhen. Aus-
gehend vom Vergleich von Prokaryoten mit einzelligen Eukaryoten erfahren die Schiler, dass es im
Laufe der Evolution vielfach zur Entwicklung komplexerer Strukturen mit gréRerer Leistungsfahigkeit
gekommen ist.

Bakterien

Bau einer prokaryotischen Zelle: Zellwand, Membran, Organisation der genetischen Information
Vermehrung der Bakterien durch Zweiteilung, Vermehrungsdynamik

Erndhrungsformen und Stoffwechseltypen im evolutionaren und 6kologischen Zusammenhang:
heterotroph, autotroph, anaerob, aerob

Die Entstehung der eukaryotischen Vielfalt
mikroskopische Ubungen: einzellige Organismen; Vergleich von Tier- und Pflanzenzelle

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung
Herstellung von Agarplatten (s. 2.4) spezielle Nahrmedien (s. 3.2.2)

Nachweis von Keimen in der Luft, Boden, Zahl der Bakterien in Umweltproben (z. B.
Heuaufguss; Abklatschversuche (s. 3.1.2)  Wasser, Boden): Keimzahlbestimmung durch
Verdunnungsreihe (s. 3.2.5)

Joghurt-Herstellung (s. 3.2.4) Hefen im Brotteig (s. 3.2.7)

g ibliche Vorschrift alkoholische Garung im Garkolbchen (s. 3.2.8)
urzvariante

mikroskopische Ubungen (s. 3.2.6)

Weitere mégliche Vertiefung:

¢ Internet-Quelle: ,Mikrobiologischer Garten:
http://www.icbm.de/pmbio/mikrobiologischer-garten/de/index.php3, Universitat Oldenburg
(online 05.03.2010).



http://www.icbm.de/pmbio/mikrobiologischer-garten/de/index.php3�
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1.3 Biologie: Jahrgangsstufe 9

In der Jahrgangsstufe 9 erwerben die Schiler folgendes Grundwissen:

e Sie haben eine Vorstellung von Bau und Bedeutung der Proteine sowie von der Realisierung der
Erbinformation.

e Sie kennen die Bedeutung von DNA und Chromosomen als Trager der Erbinformation.

e Sie kennen die Bedeutung von Mitose und Meiose fir Wachstum und sexuelle Fortpflanzung.

e Sie haben einen Einblick in Grundlagen der Gentechnik und die damit verbundenen Chancen und
Risiken.

e Sie kdnnen Anwendungsmaglichkeiten der Biologie aufzeigen.

B 9.3 Grundlagen der Genetik

Ausgehend von beobachtbaren Eigenschaften gewinnen die Schiiler einen Uberblick (iber den Weg
von der genetischen Information zum Merkmal. Sie lernen die DNA als Informationstrager, die Vielfalt
der Proteine als Funktionstrager und modellhaft den Prozess der Proteinbiosynthese kennen. Auf
zellularer Ebene erfassen sie die Chromosomen als Verpackungseinheiten der Erbinformation, die bei
Wachstumsvorgangen und sexueller Fortpflanzung jeweils unterschiedlich weitergegeben werden.

Rolle der Proteine bei der Merkmalsausbildung, z. B. als Enzyme, Baustoffe

DNA als Informationstrager: einfaches DNA-Modell

Karyogramm eines Menschen: Autosomen, Gonosomen, homologe Chromosomen

Wachstum: vereinfachter Ablauf der Mitose, biologische Bedeutung, Zellzyklus, Prinzip der Repli-

kation

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Enzym-Wirkungen (s. 3.3.1)
- Amylase

- Urease

- Katalase

Proteine als Baustoffe (s. 3.3.2)

Isolation von DNA (s. 3.3.3) Eigenschaften der DNA (s. 3.3.4)
A) aus Bananen A) DNA als Saure
B) aus Mundschleimhautzellen B) DNA — ein Makromolekall

C) Absorption im UV-Licht
Mikroskopieren von Mitosestadien der Zwie-
belwurzeln (s. 3.3.5)

Weitere mogliche Vertiefung:

¢ Internet-Quelle: Auswertung von Karyogrammen als interaktiver Online-Selbstlernkurs:
http://www.mallig.eduvinet.de/bio/Repetito/Karyog.html (online 05.03.2010)



http://www.mallig.eduvinet.de/bio/Repetito/Karyog.html�
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B 9.5 Angewandte Biologie

Die Themen dieser Jahrgangsstufe bieten zahlreiche Ansatzpunkte fir wissenschaftlich und gesell-
schaftlich relevante Anwendungsgebiete der Biologie. Die Schiiler erhalten sowohl im Kontext mit den
Inhalten dieser Jahrgangsstufe als auch in Form projektartiger Unterrichtsvorhaben Gelegenheit, ihr
erworbenes Wissen zu vertiefen und anzuwenden. Neben dem Kapitel Grundlagen der Gentechnik
kann ein weiteres Kapitel behandelt werden:

Grundlagen der Gentechnik

gentechnische Veradnderung von Bakterienzellen: Restriktionsenzyme, Vektoren

Seuchen und Infektionskrankheiten
Entstehung und Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Restriktionsanalyse (s. 3.3.6)

A) Blue Genes-System: Versuch 1
B) Elektrophorese-Kit

C) Modellversuch Gelelektrophorese

Nachweis der Antibiotika-Wirkung auf Bakterien
(s.3.3.7)
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1.4 Biologie: Jahrgangsstufe 10

In der Jahrgangsstufe 10 erwerben die Schiler folgendes Grundwissen:

e Sie kennen die Bedeutung der Enzyme beim Abbau der Nahrstoffe.

e Sie haben einen Einblick in die vielfaltigen Wechselbeziehungen zwischen Organismen und ihrer
Umwelt.

¢ Sie kénnen Stoffkreislaufe und den Energiefluss in einem Okosystem darstellen.

B 10.1 Stoffwechsel des Menschen

Durch die Betrachtung grundlegender Vorgange vor allem auf zellularer und molekularer Ebene erwei-
tern und vertiefen die Schiler ihre Kenntnisse tiber den Stoff- und Energieumsatz in Organismen. Sie
erarbeiten sich eine erste Modellvorstellung von der Wirkungsweise der Proteine als Biokatalysatoren
und des Adenosintriphosphats als eines mobilen Energietragers fir zellulare Prozesse. Bei der Be-
handlung von Transportvorgangen und -mechanismen lernen sie eine weitere Funktion von Proteinen
kennen. Mit dem Bau der inneren Organe setzen sie sich in diesem Zusammenhang nur insoweit
auseinander, als es zum Verstandnis der physiologischen Prozesse erforderlich ist.

Ernahrung und Verdauung
Enzyme als Biokatalysatoren mit spezifischer Wirkung

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Enzym-Wirkungen (s. 3.3.1)
- Amylase

- Urease

- Katalase

B 10.3 Grundlegende Wechselbeziehungen zwischen Lebewesen (ca. 26 Std.)

Die Schiiler begreifen Okosysteme als Beziehungsgefiige von Biotop und Biozénose, deren Zusam-
mensetzung als Ergebnis evolutiondrer Prozesse, aber auch menschlicher Eingriffe zu verstehen ist.
Ihnen wird deutlich, dass alle Organismen von abiotischen und biotischen Faktoren beeinflusst wer-
den und in einen durch die Energie des Sonnenlichts angetriebenen Stoffkreislauf eingebunden sind.
Die Jugendlichen sollen die mit menschlichen Eingriffen verbundenen Probleme und Gefahren fir
Okosysteme erkennen und die Bereitschaft entwickeln, durch bewusstes Handeln zur Erhaltung der
Natur beizutragen.

Versuche und Freilandbeobachtungen erleichtern es den Schilern, theoretisch erarbeitete Kenntnisse
und Modellvorstellungen auf ein typisches Okosystem ihrer Heimat anzuwenden.

Beziehungen zwischen Lebewesen

Symbiose: Formen und Anpassungen, z. B. Blutenpflanzen und Blutenbestauber, Korallen, My-
korrhiza, Flechten
Saprophytismus: Bakterien und Pilze

Aufbau und Merkmale eines Okosystems der gemaRigten Breiten an einem konkreten Beispiel

Stoffkreislauf: Produzenten, Konsumenten, Destruenten

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

spezielle Reaktionen von Bakterien Nachweis des Exoenzyms Amylase (s. 3.4.3)
und Pilzen: Celluloseabbau (s. 3.4.2)
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B 10.4 Angewandte Biologie

Aus einem der drei Themenbereiche Biotechnologie, Landwirtschaft und Medizin lernen die Schiiler je
ein Beispiel fir Anwendungen der Biologie kennen. Die Inhalte kénnen in Form projektartiger Unter-
richtsvorhaben, aber auch im Zusammenhang mit den entsprechenden Themen dieser Jahrgangsstu-
fe behandelt werden.

Biotechnologie

Herstellung von Lebensmitteln: z. B. Designer-Food, Bedeutung von Mikroorganismen
Konservierungsmethoden: z. B. Trocknung durch osmotischen Wasserentzug, Pasteurisieren
Abwasserklarung

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Joghurt-Herstellung (s. 3.2.4)
Hefen im Brotteig (s. 3.2.7)
Hemmung des Bakterienwachstums: Konser- Hemmung des Bakterienwachstums: Konser-

vierungsmethoden (s. 3.4.6) vierungsmethoden (s. 3.4.6)
A) Trocknen C) Erhitzen
B) Zuckern D) Konservierungsstoffe

antibakterielle Wirkung im Alltag (s. 3.4.7)

Waschmittel-Enzyme (s. 3.4.8)
A) Amylase, Protease, Lipase
B) Cellulase

Vergleich von Lab-Ferment und Chymosin
(s. 3.4.9)
Riboflavin im Puddingpulver (s. 3.4.10)
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1.5 Biologie: Jahrgangsstufe 11

B 11.1 Strukturelle und energetische Grundlagen des Lebens

Die Schiler festigen und vertiefen ihr Verstandnis von der Zelle als grundlegender Bau- und Funkti-
onseinheit aller Lebewesen. Bei der Auseinandersetzung mit elektronenoptisch erkennbaren Zellbe-
standteilen erkennen sie Zusammenhange zwischen Struktur und Funktion. Fir eine Betrach-
tung auch auf molekularer Ebene greifen die Schiiler auf ihre Kenntnisse tber wichtige Biomolekile
zuriick [— Cy1g 10.3, Csg 10.4]. Anhand von Experimentalbefunden wird eine zunehmend differen-
zierte Vorstellung vom Ablauf der Photosynthese entwickelt. Dabei erfassen die Schiler, auf welche
Weise Lichtenergie in chemischen Verbindungen gespeichert wird und lernen die Bedeutung organi-
scher Kohlenstoffverbindungen als Energietrager in Natur und Technik kennen. Die hierbei gewonne-
nen Erkenntnisse bilden auch die Basis fir eine zusammenfassende Betrachtung der Atmungs- und
Garungsprozesse.

Durch die Betrachtung der molekularen Struktur von Enzymen sowie die Untersuchung der Abhangig-
keit der Enzymaktivitat von AuRenfaktoren und von Regulationsprozessen gewinnen die Schiller einen
Einblick in den Ablauf und die Steuerung biochemischer Reaktionen.

Organisation und Funktion der Zelle

Biomolekile und deren Bedeutung
Bedeutung und Regulation enzymatischer Prozesse: experimentelle Untersuchung des Einflusses
von Substratkonzentration, Temperatur, kompetitiver und allosterischer Hemmung

Energiefreisetzung durch Stoffabbau

alkoholische Garung und Milchsauregarung: Glykolyse (nur Bruttogleichung), Bedeutung

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Enzym-Wirkungen (s. 3.3.1)

experimentelle Untersuchung des
Einflusses von Substratkonzentration,
Temperatur und/oder Hemmstoffen
(s.3.5.2)
alkoholische Garung im Garkolbchen (s. 3.2.8)

Géaransatze mit Fruchtsaften (s. 3.5.4)
Hefen im Brotteig (s. 3.2.7)
Joghurt-Herstellung (s. 3.2.4)

B 11.2 Genetik und Gentechnik

Die Schuler lernen die molekularen Grundlagen der Speicherung, Vermehrung, Realisierung und Ver-
anderung der Erbinformation kennen. Das Wissen um die Bedeutung molekularer und zytogenetischer
Vorgange fur die Variabilitdét von Phanotypen ermdoglicht eine Verkniipfung mit der Evolutionstheorie.
Es wird aber auch genutzt, um GesetzméaRigkeiten der klassischen Genetik statistisch, z. B. mithilfe
von Simulationen, zu erklaren. So sind die Schiler schlieRlich in der Lage, ihre Kenntnisse auf aus-
gewahlte Erbgéange des Menschen und auf Fragen der genetischen Familienberatung anzuwenden.
Auf diesen Grundlagen der Molekulargenetik aufbauend, haben die Schiler die Mdglichkeit, elementa-
re Methoden der Gentechnik zu verstehen und Anwendungsbeispiele oder Zukunftsaspekte unter
Einbeziehung aktueller Entwicklungen und Wertvorstellungen zu reflektieren.
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Molekulargenetik

DNA als Speicher der genetischen Information; Vergleich mit einem entsprechenden RNA-Modell
Realisierung der genetischen Information (Proteinbiosynthese) bei Prokaryoten: genetischer Code,
Transkription und deren Regulation, Translation

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Isolation von DNA (s. 3.3.3) Abbau von DNA durch DNase (s. 3.5.8)
A) aus Bananen
B) aus Mundschleimhautzellen

Eigenschaften der DNA (s. 3.3.4) Hydrolyse von DNA und RNA, Nachweis der
A) DNA als Saure unterschiedlichen Zuckerbausteine (s. 3.5.10)
B) DNA — ein Makromolekdil

C) Absorption im UV-Licht

Regulation des Lactose-Abbaus bei E. coli
(s.3.5.11)

Gentechnik

Neukombination von Erbanlagen mit molekulargenetischen Techniken: Einbringen von Fremd-DNA
in Wirtszellen (Viren und Plasmide als Vektoren), Selektion transgener Zellen durch Markergene,
Klonierung

bedeutsame Methoden der Gentechnik: Gensonden, cDNA, PCR

Anwendung der Gentechnik: genetischer Fingerabdruck, Beispiele aus Tier- und Pflanzenzucht,
Lebensmittel- und Medikamentenherstellung, Gendiagnostik und Gentherapie beim Menschen

Standardexperimente Mogliche experimentelle Vertiefung

Transformation mit pUCDlacZ+ (Teilversuch
aus dem Blue Genes-System) (s. 3.5.12)

Selbstklonierung
(Versuch 2 aus dem Blue Genes-System)
(s.3.5.13)

Gentbertragung durch Agrobakterium
(s.3.5.14)

Isolierung von Alginaten und Immobilisierung
von R-Galactosidase (s. 3.5.15)

Nutzung von Enzymen: R-Galactosidase
(s. 3.5.16)
mikrobielle Brennstoffzelle (s. 3.5.17)

Restriktionsanalyse (s. 3.3.6)

Weitere mogliche Vertiefung:

Die Durchfiihrung einer PCR ist als Schulexperiment prinzipiell méglich. Bedingt durch den
grolRen Aufwand und die Kosten ist sie aber nicht unbedingt empfehlenswert. Stattdessen
bietet es sich z. B. an, mit der Klasse/dem Kurs ein Schulerlabor zu besuchen. Trotzdem
sind im Folgenden einige Vorschlage gelistet, die dem Autor bekannt sind. Die Liste erhebt
keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

¢ EYDAM PCR-Kit auf der Basis von Lambda-DNA (Fa. EYDAM, Eichkoppelweg 101,
24119 Kronshagen)
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¢ Heinze R. (0. J.): PCR auf Basis des Blue Genes-Systems (http://www.schule-
bw.de/unterricht/faecher/biologie/material/zelle/dna3/index.html und
http://www.schule-bw.de/unterricht/faecher/biologie/material/zelle/poly/index.html , beide
online 05.03.2010)

e Heinze, Rudolf; Mller, Markus: Die PCR als "einfaches" Schulexperiment. In: Der ma-
thematische und naturwissenschaftliche Unterricht, 62 (2009) 2, S. 98-102

¢ Simulation einer DNA-Profianlyse (Hammelev, D. et al. (1998): EIBE 1998 Unit 2,
http://www.ipn.uni-kiel.de/eibe/UNITO2DE.PDF, online 05.03.2010)

¢ Bioteach Experimentier-Kit des Zentrum fir Molekulare Biologie der Universitat Heidel-
berg (ZMBH): PCR mit Leihgeréat, genetisches System nicht genannt (http://www.schule-
bw.de/unterricht/faecher/biologie/material/zelle/lutz/PCR_Script.pdf, online 05.03.2010)

e Lippert (1999) PCR in der Schule mit dem Clusterin-Gen und den Primern C22 und KB3
mit einem selbst gebauten Thermocycler (http://www.erm.tu-
cottbus.de/~lippein/horizon/science/contents/projects/jufo/pcr-arbeit.htm, online
05.03.2010)

1.6 W-und P-Seminare

Die vorgeschlagenen Experimente konnen auch in entsprechend thematisch orientierten
Seminaren durchgefihrt werden. In Seminaren mit Leitfach Biologie kann mehr noch als im
Fachunterricht der Erwerb von praktischen Arbeitstechniken ermdglicht werden. Gerade fur
das wissenschaftsorientierte Arbeiten im W-Seminar kann diese Veroffentlichung als Orien-
tierung fur die Auswahl von Experimenten dienen:

Die Standardexperimente kénnen im Rahmen des W-Seminars im Kurshalbjahr 11/1 bei der
Einfihrung und Vermittlung von Grundlagen in den Unterricht integriert werden, sofern die
Schilerinnen und Schuler nicht schon aus dem vorangegangenen Fachunterricht mit diesen
vertraut sind. Manche der weiterfihrenden Experimente kénnen aber auch als Anregung fir
das konkrete Arbeiten der Schulerinnen und Schiler im Rahmen der Seminararbeit dienen.
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1.7 Biologisch-chemisches Praktikum: Jahrgangsstufe 11/12

Das Biologisch-chemische Praktikum bietet Schilerinnen und Schilern die Mdglichkeit, sich
handlungsorientiert und vertieft mit Denk- und Arbeitsweisen der Biologie und der Chemie zu
beschaftigen. Dieser zweistindige Kurs kann in der Qualifikationsphase der Oberstufe Uber
ein Jahr im Rahmen des Profilbereichs belegt werden.

Sofern die Schilerinnen und Schiler mit den in dieser Veréffentlichung vorgeschlagenen
Experimenten nicht bereits aus dem Fachunterricht der Unter- und Mittelstufe vertraut sind,
eignen sich die Experimente auch fur dieses Praktikum. Gerade fur die (zeit-)aufwandigeren
Experimente kann das BcP der geeignete Rahmen sein. Die folgende Ubersicht stellt einen
Vorschlag dar, wie die in dieser Veréffentlichung vorgeschlagenen Experimente verschiede-
nen Arbeitsmethoden und Themenbereichen des BcP-Lehrplans zugeordnet werden kénnen.

BcP 11.1 Arbeitsmethoden der Chemie und Biologie

Verfahren zur Isolierung von Stoffen

Elektrophorese

¢ Restriktionsanalyse: C) Modellversuch Gelelektrophorese (s. 3.3.6)

Analyseverfahren

Herstellen von MaRRlésungen und Verdinnungsreihen

e Zahl der Bakterien in Umweltproben (z. B. Wasser, Boden): Keimzahlbestimmung durch
Verdinnungsreihe (s. 3.2.5)

Mikroskopieren

Untersuchung von Zellen und Geweben: z. B. Bewegung bei Einzellern
¢ Nachweis von Keimen im Heuaufguss (s. 3.1.2)
e mikroskopische Ubungen (s. 3.2.6)

Physiologische Untersuchungen

stoffwechselphysiologische Untersuchungen: z. B. Enzymwirkung

e Enzym-Wirkungen (s. 3.3.1)
- Amylase aus dem Speichel
- Urease
- Katalase (z. B. aus Hefe, frischer Kartoffel, Schweineblut)

¢ Nachweis des Exoenzyms Amylase (s. 3.4.3)
e Abbau von DNA durch DNase (s. 3.5.8)

BcP 11.2 Themenbereich

Wasser

Wasserhygiene (mikrobiologische Untersuchungen)
Lebewesen im Gewasser

e Zahl der Bakterien in Umweltproben (z. B. Wasser, Boden): Keimzahlbestimmung durch
Verdunnungsreihe (s. 3.2.5)

e Nachweis von Keimen im Heuaufguss (s. 3.1.2)

Chemie im Haus

Putz- und Waschmittel: Bestandteile, Eigenschaften
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Lebensmittel: z. B. Nachweise fir Nahrstoffe, Aromastoffe, Farbstoffe, Konservierungsstoffe, Vita-
mine
o Waschmittel-Enzyme (s. 3.4.8)

- A) Amylase, Protease, Lipase
- B) Cellulase

¢ Riboflavin im Puddingpulver (s. 3.4.10)

¢ Hemmung des Bakterienwachstums: Konservierungsmethoden (s. 3.4.6)
- A) Trocknen
- B) Zuckern
- C) Erhitzen
- D) Konservierungsstoffe

¢ Isolierung von Alginaten und Immobilisierung von 3-Galactosidase (s. 3.5.15)
¢ Nutzung von Enzymen: R-Galactosidase (s. 3.5.16)

Pharmazie und Biomedizin

physiologische Untersuchungen: z. B. Regulation, Sinnesphysiologie, Enzymreaktionen

¢ Regulation des Lactose-Abbaus bei E. coli (s. 3.5.11)
¢ Hefen im Brotteig (s. 3.2.7)
o Enzym-Wirkungen (s. 3.3.1)
- Amylase aus dem Speichel
- Urease
- Katalase (z. B. aus Hefe, frischer Kartoffel, Schweineblut)

Biotechnologie, Gentechnik

Nukleinsauren: Isolierung, Nachweise
Versuche zur Gentechnik, ggf. Laborbesuch
biotechnologisches Verfahren: z. B. alkoholische Garung, Zitronenséaureherstellung

e [solation von DNA (s. 3.3.3)
- A) aus Bananen
- B) aus Mundschleimhautzellen

e Eigenschaften der DNA (s. 3.3.4)
- A) DNA als Saure
- B) DNA - ein Makromolekdl
- C) Absorption im UV-Licht

¢ Hydrolyse von DNA und RNA, Nachweis der unterschiedlichen Zuckerbausteine
(s.3.5.10)

¢ Restriktionsanalyse (s. 3.3.6)
- A) Blue Genes-System (Versuch 1)
- B) Elektrophorese-Kit
- C) Modellversuch Gelelektrophorese

e Transformation mit pUCDlacZ+ (Teilversuch aus dem Blue Genes-System) (s. 3.5.12)
e Selbstklonierung (Versuch 2 aus dem Blue Genes System) (s. 3.5.13)

e Joghurt-Herstellung (s. 3.2.4)
- A) Ubliche Vorschrift
- B) Kurzvariante

e Genubertragung durch Agrobakterium (s. 3.5.14)
¢ alkoholische Garung im Garkdlbchen (s. 3.2.8)
o Garansatze mit Fruchtsaften(s. 3.5.4)
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2 Arbeitstechniken

2.1 Richtlinien zur Sicherheit im Unterricht

Bei allen Arbeiten sind stets die Richtlinien zur Sicherheit im Unterricht in ihrer jeweils gulti-
gen Fassung zu beachten. Die Lehrkraft tragt dafir Sorge, dass die entsprechenden Vor-
schriften in ihrer aktuellen Version eingehalten werden.

Zum Zeitpunkt der Veréffentlichung dieser Handreichung (Méarz 2010) regeln folgende Verof-

fentlichungen die in der Handreichung beschriebenen Téatigkeiten:

e GUV-SI 8070: Richtlinien zur Sicherheit im Unterricht, Empfehlungen der Kultusminister-
konferenz, Ausgabe Marz 2003
(http://regelwerk.unfallkassen.de/regelwerk/data/regelwerk/s inform/SI_8070.pdf, online
05.03.2010)

¢ GUV-SR 2006: Regeln fur Sicherheit und Gesundheitsschutz bei Tatigkeiten mit biologi-
schen Arbeitsstoffen im Unterricht, Ausgabe Juni 2008
(http://www.guvv-bayern.de/Internet_I-Frame/Files/PDF/GBI/GUV-SR_2006.pdf, online
05.03.2010)

Bevor ein Experiment dieser Handreichung an der Schule durchgefiihrt werden kann, sind
besonders die Regelungen der GUV-SR 2006 durchzusehen. Entsprechend der konkreten
Situation vor Ort missen dann die beschriebenen Ma3nahmen zur Sicherheit getroffen wer-
den. In den GUV-SR 2006 sind die Malinahmen sehr gut verstandlich dargestellt. Sie wur-
den mit dem Ziel herausgegeben, den Schulen Empfehlungen an die Hand zu geben, die der
Schulleitung und den Lehrkraften sowie dem Sachaufwandstrager eine bedarfs- und praxis-
gerechte Umsetzung der Biostoffverordnung, des Gentechnikgesetzes und der Gentechnik-
Sicherheitsverordnung unter besonderer Beriicksichtigung schulischer Belange erméglichen.
Sie enthélt viele praktische Beispiele, darunter einige Experimente dieser Handreichung, die
den Ablauf einer Gefahrdungsbeurteilung verstandlich machen.

Besonders sind folgende MaRnahmen zu beachten:

Inkubation

e Bei der Arbeit mit unbekannten Mischkulturen sind wahrend der Inkubation die Petrischa-
len noch nicht luftdicht zu verschlieRen, da es sonst zur Anreicherung anaerober Mikroor-
ganismen kommen kann.

e Wenn mdglich bei Zimmertemperatur, aber nicht tber 30 °C bebriten, um die Wabhr-
scheinlichkeit der Anzucht humanpathogener Keime gering zu halten.

Umgang mit angezichteten Kulturen

e Bei Anreicherung unbekannter Mischkulturen (z. B. Abklatschversuche, Bodenproben) ist
eine offene Handhabung nach der Inkubation durch Abkleben mittels Klebeband zu ver-
meiden.

2.2 Allgemeines

Die Unterrichtsmaterialien ,Mikroorganismen und Molekile. Einheit 1, European Initiative for
Biotechnology Education.” (Lucius, E. R. et al (1998)) enthalten sehr gute, bebilderte Anlei-
tungen, die auch allgemeine Arbeitstechniken der Mikrobiologie und Genetik, z. B. Anzucht
von Kulturen, Ausstreichen auf Agarplatten, beschreiben.
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Es gibt einige Missgeschicke, die beim Erlernen mikrobiologischer Arbeitstechniken immer
wieder auftreten und die Ergebnisse von bis dahin mihevollen und oft zeitaufwandigen Ar-
beitsgangen zunichte machen. Entsprechend sollte durch die Lehrkraft im Vorfeld auf Fol-
gendes hingewiesen werden:

Petrischalen werden auf dem Boden beschriftet, da die Deckel leicht vertauscht werden
kénnen und die Ansétze dann falsch beschriftet sind.

Agarplatten sollten mit dem Deckel nach unten bebritet werden, um die Entstehung von
Kondenswasser zu verhindern.

Lebende Kulturen nicht mit heil3en Geréten (frisch ausgegliihte Impfése!) bertihren, da die
Organismen sonst abgetdtet werden. Die Geréte vorher abkihlen lassen. Die Impfése
kann z. B. zuerst auf einer Stelle des Agars aufgesetzt werden, an der keine Kolonie
wachst.

2.3 Grundsatze des aseptischen Arbeitens?

Mikroorganismen sind in der Umwelt nahezu allgegenwartig. Zum Schutz von Kulturen, steri-
len Lésungen und sterilen Geraten vor Infektionen mit unerwiinschten Fremdkeimen muss
man einige Regeln beachten.

Grundregeln

Fenster und Turen geschlossen halten (Bellftungsanlagen evt. abschalten).

Rasche Bewegungen vermeiden, um keine Keime aufzuwirbeln.

Arbeitsplatz und Umgebung (Tischflachen, Ablagebdden, Bodenflachen) haufig mit Desin-
fektionsldsung abwischen.

Sprechen, Husten und Niesen vermeiden, da dabei winzige Tropfchen mit Mikroorganis-
men Ubertragen werden kdnnen.

R&ander von Glasgefalien, auch wenn sie mit einer Ubergreifenden Kappe geschitzt wa-
ren, vor und nach der Entnahme von Material in der gerade entleuchteten
Bunsenbrennerflamme abflammen. Besonders ist das erforderlich, wenn Watte oder Zell-
stoffstopfen als Verschliisse verwendet werden, weil dann der Gefal3rand ungeschutzt der
Aulenwelt ausgesetzt ist. AuBerdem kénnen kleine Teilchen dieser Verschlisse am Ge-
falrand haften und wéahrend der Handhabung in das Innere gelangen. Durch das Ab-
flammen werden diese Teilchen beseitigt. Zudem werden lose an der Aul3enseite der Ge-
faroffnung anhaftende Keime abgetotet, wodurch verhindert wird, dass lebende Mikroor-
ganismen in das Gefal3 gelangen.

Gefal3e nur so lange 6ffnen, wie es unbedingt erforderlich ist, und dabei méglichst schrag
halten.

Sterile Stopfen nur am oberen, aus dem Gerat ragenden Teil anfassen, wahrend des Ar-
beitens zwischen dem kleinen Finger und Handballen halten, wobei darauf zu achten ist,
dass man nirgends mit dem sterilen Teil des Stopfens ansttf3t. Niemals sterile Stopfen,
die noch weiter verwendet werden sollen, auf die Arbeitsflache ablegen, auch wenn man
diese desinfiziert hat. Sinngemalf gilt das gleiche auch fiir andere sterile Geréte, wie z. B.
Pipetten und Drigalski-Spatel.

2

verdnd. nach Naveke, R. u. Trepper, K.-P. (1979): Einflihrung in die mikrobiologischen Arbeitsmethoden,
Stuttgart — New York, S.4-5/S.9



Arbeitstechniken 19

Hinweise zur Sterilisation von Kulturmedien im Autoklav (in der Schule meist Dampfdruck-

topf

o GeféalRe maximal zur Halfte fullen, mdglichst weniger. Je voller die Gefalie sind, desto
leichter lauft das Medium beim Druckabsenken Uber.

¢ Medium mit festem, fadenformigem Agar vor dem Sterilisieren evtl. aufkochen, um eine
gleichméaRige Verteilung des Agars zu erreichen. Anderenfalls besteht die Mdglichkeit,
dass auf dem Boden der Gefalie durch den dort angesammelten Agar die Viskositat des
Mediums so hoch ist, dass Konvektionsstromungen und damit eine gleichmafige Wéarme-
verteilung verhindert werden. In diesem Bereich wirde das Medium dann nicht ausrei-
chend erhitzt und damit nicht sterilisiert.

e Verschlisse von Kulturmediumflaschen lose auflegen, um ein Verdrangen der Luft durch
Wasserdampf zu ermdglichen und ein Platzen der Flaschen beim Erhitzen oder Abkuhlen
zu verhindern. Wird Sterilisationsgut in mehreren Ebenen eingebracht, Watte- und Zell-
stoffstopfen der unteren Ebene durch Abdecken mit Aluminiumfolie vor herabtropfendem
Kondenswasser schitzen.

e Beschriftung des Sterilisationsgutes in ,autoklavenfester” Form vornehmen, z. B. durch an
den GefalRen angebrachte Papierzettel (viele ,wasserfeste” Tuschen von Faser- und Filz-
schreibern sind nicht ,autoklavenfest*!).

¢ Um sicherzustellen, dass auch das Innere des Sterilisationsgutes wahrend der gesamten
Sterilisationszeit eine Temperatur von 121 °C erreicht, muss der eigentlichen Sterilisati-
onszeit (15 min bei 121 °C, 1,00 bar) eine Aufheizzeit hinzu gerechnet werden.

e Eine Ubersicht tiber die Aufheizzeiten gibt folgende Tabelle:

Einzelvolumina Aufheizzeit von etwa
bis 50 ml 5 min

50 bis 100 ml 8 min

100 bis 500 ml 12 min

500 bis 1000 ml 20 min

e Madglichst nur Volumina gleicher Gréfienordnung in den Autoklaven einbringen. Die Dauer
des Erhitzens richtet sich nach dem jeweils groften Volumen, weil die eigentliche Sterili-
sationszeit erst an dem Zeitpunkt beginnt, an dem alle Teile in dieser Portion die angege-
bene Temperatur erreicht haben. Dadurch werden kleinere Volumina einer unnétigen Hit-
zebelastung ausgesetzt.

e Nach Ablauf der Sterilisationszeit Druck langsam ablassen (Dampfdrucktopf erst bei ab-
gesenktem Druck 6ffnen) und fur ausreichende Abkihlung der Flissigkeit sorgen, sonst
beginnt sie zu sieden, wobei die Verschliisse nass oder gar vom Gefald geschleudert
werden, besonders durch plétzlich einsetzendes Sieden beim Siedeverzug.

Sterilisation von Pipetten, leeren GefaRen u. &. im Autoklav

Pipetten, leere Gefale, Tucher etc. werden wie Kulturmedien (15 min, 121 °C, 1,00 bar) ste-

rilisiert. Nach der Sterilisation kann der Dampf schnell abgelassen werden, weil keine Flus-

sigkeiten heraussieden konnen. Bei grol3en oder kompliziert verschmolzenen GlasgefalRen

muss jedoch langsam abgekiihlt werden, um ein Springen zu vermeiden.

Es empfiehlt sich, die Restfeuchtigkeit durch eine Nachtrocknung zu entfernen. Dies kann

auf zweierlei Weisen geschehen:

(1) In trockener Heil3luft bis etwa 100 °C (z. B. Sterilisationsschrank).

(2) Einige Autoklaven besitzen eine Einrichtung, mit der nach der Sterilisation im Sterilisati-
onsraum ein Vakuum erzeugt werden kann. Darin werden die Feuchtigkeitsreste durch
Verdampfen entfernt.

Eine Alternative stellt die trockene Sterilisation im Heizschrank, 3 Stunden bei 135 °C dar.
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Entsorgung gebrauchter Kulturen

Es ist selbstverstandlich, dass alle Kulturen vor dem Wegwerfen sterilisiert werden (Autoklav
bei 121°C mindestens 20 Minuten, Dampfdrucktopf bei 116°C mindestens 30 Minuten).
Plattenkulturen werden im autoklavierbaren Abfallbeutel gesammelt und darin sterilisiert.
Flassigkulturen werden lose verschlossen und dann sterilisiert.

2.4  Herstellung von Agarplatten

allgemeiner Bakteriennahrboden: Standard-I-Agar (Merck 7881, DSMZ-Medium Nr. 453)2

37 g Standard-I-Agar werden in 11 dest. Wasser im Erlenmeyerkolben (Kulturflasche) ver-
mischt. Mit Alufolie sorgfaltig verschlieBen und unter Erwarmen auf dem Magnetrihrer so-
lange ruhren, bis der Agar vollstandig gelost ist. Die Sterilisation erfolgt im Autoklav 15 Minu-
ten bei ca. 121 °C oder in einem Schnellkochtopf 30 Minuten bei hdchster Stufe.

Né&hrboden fir Milchsdure-Bakterien

Nahrboden wie vorher beschrieben herstellen, zusatzlich 5 g Milchzucker pro 100 ml Stan-
dard-I-Agar zugeben und so viel Calciumcarbonat unter stdndigem Ruhren zugeben, dass
die Nahrlésung milchig trab ist. Anschliel3end den Ansatz autoklavieren.

Plattengie3en
Die sterilen Néhrbodenldsungen bei Zimmertemperatur (oder im Warmeschrank) auf ca.

50 °C abkuhlen. Beim Gief3en der Nahrbdden ist steriles und sauberes Arbeiten Vorausset-
zung. Dabei sind folgende Arbeitsschritte einzuhalten:

¢ Die Arbeitsflache mit Alkohol sterilisieren.

¢ Den Rand des gedffneten Erlenmeyerkolbens kurz Gber dem Bunsenbrenner abflammen.
e Die Nahrbodenldsung nun zugig in die nur leicht getffneten Petrischalen giel3en.

¢ Die Petrischalen sofort schlie3en und

¢ bis zum Erstarren des Agars stehen lassen.

3 http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium453.pdf (online 05.03.2010):
Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.



http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium453.pdf�

Anleitungen zu den Experimenten 21

3 Anleitungen zu den Experimenten
3.1 Jahrgangsstufe 5
3.1.1 Herstellung von Agarplatten (auch Jgst. 8, s. 2.4)

3.1.2 Nachweis von Keimen in der Luft, im Boden, im Heuaufguss; Abklatschversu-
che (auch Jgst. 8)

o Luftbakterien: Standard-I-N&hragarplatten einige Zeit (0,5 bis 2 Stunden, evtl. iber Nacht)
der Luft aussetzen und 1 Woche bei Zimmertemperatur (alternativ 2 bis 3 Tage bei 25-
30 °C im Brutschrank) stehen lassen.

e Bodenbakterien: Ca. 1g Boden in ca.
100 ml dest. Wasser aufschlammen. 20 ml
der Suspension in ein zweites Becherglas
(100 ml) filtrieren. 5 Tropfen des Filtrats
werden mit einer Pipette auf die Standard-
I-Nahragarplatte getropft. Die aufgetropfte
Flissigkeit mit dem  abgeflammten
Drigalski-Spatel auf dem Nahrboden gut 2
verteilen. Die Petrischale wird zwei bis drei  Abb. 1: Wachstum von Bodenbakterien
Tage bei 25-30 °C im Brutschrank bebrtet
oder 1 Woche bei Zimmertemperatur stehen gelassen.

e Heuaufguss: Eine handvoll Gras oder Heu in ein Glas geben und mit Leitungswasser auf-
fullen. Das abgedeckte Glas bei Zimmertemperatur stehen lassen. Nach ca. 1 Woche bil-
den sich auf der Oberflache eine bakterienhaltige Kahmhaut und in der Folgezeit Sukzes-
sionsstadien mit verschiedenen Einzellern. Mit einer Impfdose eine kleine Menge der
Kahmhaut abheben und auf einer Standard-lI-Nahragarplatten ausstreichen. Die Petri-
schale wird 2 bis 3 Tage bei 25-30 °C im Brutschrank bebrutet oder 1 Woche bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen.

e Handabdruck: Ungewaschene Finger, gut gewaschene Finger (Waschbedingungen z. B.
Seifenstick oder Seifenspender, Stoff- oder Papierhandtuch) und desinfizierte Finger
(Hande-Desinfektionsmittel nach Gebrauchsanleitung, Brennspiritus oder 70%iger
Isopropanol) auf je einen sterilen Nahrboden leicht aufdriicken und abrollen.

Feststellen der Keimzahlen nach 1 Woche bei Zimmertemperatur (alternativ 2 bis 3 Tage
bei 25-30°C im Brutschrank).

¢ weitere Abklatschversuche: Tafellappen oder -schwamm, Handtuch etc.

e Zahnbelag: Etwas Zahnbelag mit einem Zahnstocher abkratzen und auf einem Objekttra-
ger mit einem Tropfen dest. Wasser vermischen. Dieses Material mit einer Impfose auf
die Platten mit Standard-I-Nahrboden ausstreichen. Die Petrischale wird 2 bis 3 Tage bei
25-30 °C im Brutschrank bebritet oder 1 Woche bei Zimmertemperatur stehen gelassen.

3.1.3 Celluloseabbau in der Petrischale (auch Jgst. 10)

e Verschiedene Bodenarten in Petrischalen fillen, mit dest. Wasser stark anfeuchten und
glattrandige Cellulosestreifen (z. B. Filterpapier) gut darauf festdrticken. Die Proben in ei-
ne feuchte Kammer stellen (z. B. grof3e Petrischale mit wenig Wasser) und bei Zimmer-
temperatur 3-4 Wochen stehen lassen. Die Proben dirfen nicht austrocknen.

e Ziel: Vergleich des Celluloseabbaus in Abhangigkeit von der Bodenart
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e Erweiterung: andere Ausgangsstoffe, z. B. Kunststoffe (abbaubar oder nicht).
¢ Alternative Variante: Diarahmchen-Versuche (Storrer & Rohrmann (2001))

3.2 Jahrgangsstufe 8
3.2.1 Herstellung von Agarplatten (auch Jgst. 5, s. 2.4)

3.2.2 Spezielle Nahrmedien

e Chinablau-Lactose-Agar (Merck 2348)* fiir Milchséurebakterien: 35,5 g Chinablau-Lacto-
se-Nahragar werden in 11| dest. Wasser gegeben und unter Erwarmen auf dem
Magnetruhrer bis zum volligen Aufldsen gerthrt. Die Sterilisation erfolgt im Autoklav
(15 min bei 121 °C).

e Sabouraud-Maltose-4%-Agar fir Pilze: 65 g Sabouraud-Maltose-Agar werden in 1 1 dest.
Wasser im Erlenmeyerkolben unter Erwarmen auf dem Magnetrihrer bis zum volligen
Auflésen gemischt. Die Sterilisation erfolgt im Autoklav (15 min bei 121 °C).

3.2.3 Nachweis von Keimen in der Luft, im Boden, im Heuaufguss; Abklatschversu-
che (auch Jgst. 5, s. 3.1.2)

3.2.4 Joghurt-Herstellung (auch Jgst. 10 und 11)
A) Ubliche Vorschrift (verand. nach Bayrhuber & Lucius (1992, S. 124 ff))

Materialien: Brutschrank, Magnetriihrer mit Heizplatte, Ruhrfisch, Teeldffel, Becherglas
(250 ml, alternativ Kochtopf), Thermometer, Alufolie

Chemikalien: Vollmilch, Joghurt mit lebenden Kulturen
Durchfuhrung:
¢ 100 ml Milch werden im Becherglas auf der Heizplatte unter Rihren auf 72 °C erhitzt.

e Unter Riuhren lasst man die Milch auf 45 °C abkihlen, gibt dann einen Teel6ffel Joghurt
zu und verrlhrt gut.

e Das Becherglas wird mit Alufolie verschlossen und fiir 3 Stunden bei 42 °C inkubiert.

B) Kurzvariante (verand. nach Scherr & Werel (2005, S. 414))

Materialien: Reagenzglaser, Stopfen, Reagenzglasstander, Spatel,
Becherglaser (50 ml), Filterpapier

Chemikalien: Methylenblau-Lsg. (1 %), H-Milch, Joghurt mit leben-

den Kulturen '
Durchfiihrung:
¢ Es werden zwei Reagenzglaser mit jeweils 15 ml Milch gefulit.

¢ In beide Reagenzglaser werden je 20 Tropfen Methylenblau-Lsg.
gegeben, die Reagenzglaser werden mit einem Stopfen ver-
schlossen und kréftig geschittelt.

¢ In ein Reagenzglas wird zusétzlich ein Spatel Joghurt eingefullt,

das Reagenzglas wird verschlossen und erneut kraftig geschiit-  APb. 2: Joghurtherstellung
telt im Reagenzglas

(li.: Kontrolle,
e Beide Reagenzglaser werden liber Nacht bei 30 °C inkubiert. re.: Joghurt)

Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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AnschlieBend werden die Reagenzglaser geoffnet und der Inhalt vorsichtig in jeweils ein
Becherglas gegossen.

Ein kleiner Teil des gebildeten Joghurts wird auf ein Filterpapier getropft und zum Ver-
gleich etwas Milch daneben getropft.

3.2.5 Zahl der Bakterien in Umweltproben (z. B. Wasser, Boden)
Keimzahlbestimmung durch Verdinnungsreihe (verand. nach Bayrhuber & Lucius (1992,
S. 90))

Gerate: Becherglas, Brenner, Drigalski-Spatel, Erlenmeyerkolben mit Alufolien-Deckel,
Messzylinder (10 ml), Filzschreiber, Reagenzglaser (steril), Glas-Pasteurpipetten (steril),
Gummihdtchen

Chemikalien: Standard-I-Nahragarplatten, Brennspiritus, Wasserprobe, Wasser (steril)
Zeitbedarf: 45 min
Durchfiihrung:

Die Reagenzglaser werden mit 10™ bis 10 und die Unterseiten der Petrischalen mit K, W
und 10 bis 10 beschriftet.

Ein Becherglas wird mit 50 ml Brennspiritus gefillt, der Drigalski-Spatel wird hineinge-
stellt.

In jedes Reagenzglas werden mit einer Pasteurpipette 9 Tropfen steriles Wasser gegeben
(nach jedem Pipettieren die Spitze 1 s durch die Brennerflamme ziehen).

Als Blindprobe wird 1 Tropfen steriles Wasser auf der Agarplatte K ausplattiert.
Nach jedem Ausplattieren wird der Drigalski-Spatel wieder in den Brennspiritus getaucht.
1 Tropfen der Wasserprobe wird auf der Agarplatte W ausplattiert.

In das Reagenzglas 10™ wird ein weiterer Tropfen der Wasserprobe gegeben und durch
Schitteln untergemischt. Ein Tropfen dieser Probe wird auf der Agarplatte 10™ ausplat-
tiert.

Nun wird 1 Tropfen aus dem Glas 10™ in das Reagenzglas 10? gegeben und durch
Schutteln untergemischt. Auch von dieser Probe wird ein Tropfen entnommen und auf der
Agarplatte 10 ausplattiert.

Diese Arbeitsschritte werden fiir Reagenzglas bzw. Agarplatte 10”° analog wiederholt.

Die Platten werden 1 Woche bei Zimmertemperatur (alternativ 2 bis 3 Tage bei 25-30 °C
im Brutschrank) stehen gelassen.

Zur Auswertung wird das Tropfenvolumen bestimmt. Dazu werden 2 ml Wasser tropfen-
weise in den Messzylinder pipettiert und dabei die Anzahl der Tropfen gezahlt:

Tropfenzahl: V. = x Tr. => 1 Tr.= 2ml/x=y, d. h. y ml/Tr.

Es werden die Platten mit 30-100 Kolonien ausgezahlt und unter Bericksichtigung des
Tropfenvolumens und der Verdinnungsstufe die Keimzahl bestimmt. Zuletzt wird ein
Durchschnittswert flr die Wasserprobe berechnet.

3.2.6 Mikroskopische Ubungen

Heuaufguss: Proben eines Heuaufgusses, evtl. aus unterschiedlichen Sukzessionsstadi-
en, mikroskopieren (vgl. 3.1.2).

Hefe: Etwas Backerhefe wird in leicht gesufter, lauwarmer Milch aufgeschlammt und
nach ca. 1 Stunde mikroskopiert (evtl. Sprossung feststellbar).
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e Pinselschimmel:

o Pilze von Schimmelkase (Roquefort, Camembert) auf Sabouraud-Maltose-4%-Agar-
Platten (vgl. 3.2.2) Uberimpfen und bei Zimmertemperatur 1 bis 5 Tage stehen lassen.
Mit der Stereolupe oder dem Binokular betrachten.

o Pilze von faulenden Friichten (Orangen, Apfeln) auf Sabouraud-Maltose-4%-Agar-
Platten (vgl. 3.2.2) Gberimpfen und 1 Woche bei Zimmertemperatur bebriten. Mit der
Stereolupe oder dem Binokular betrachten.

o GielRkannen-/Képfchenschimmel: In eine Petrischale ein Stick Brot legen, mit Wasser gut
durchfeuchten (“feuchte Kammer") und einige Tage geschlossen stehen lassen. Mit der
Stereolupe oder dem Binokular betrachten.

3.2.7 Hefen im Brotteig (auch Jgst. 10 und 11)

(verand. nach Lucius, E. R. et al (1998); http://www.ipn.uni-kiel.de/eibe/UNITO1DE.PDF, on-
line 05.03.2010)

Gerate: Becherglaser (250 ml, 250 ml hoch), Messzylinder (50 ml, 100 ml), Waage,
Glasstab, Spatel, Alufolie

Chemikalien: Trockenhefe, Weizenmehl Typ 405, Vollkornmehl, Ascorbinsaure (Vitamin C)
Durchfiihrung:

e Pro Teigansatz werden in niedrige Becherglaser 2 g Trockenhefe abgewogen und 100 ml
handwarmes Wasser (ca. 30 °C) zugegeben.

¢ Die Gemische werden mit dem Glasstab umgerthrt.

¢ Von jeder Mehlsorte werden 150 g abgewogen.

¢ Das Mehl wird in die Hefesuspension gegeben und gut verknetet.

o Alle Teigansatze werden halbiert. Zu je einer Halfte wird 1 g Ascorbinsaure untergeknetet.

o Alle Teigansatze werden auf der etwas bemehlten Alufolie zu gleich dicken/grof3en Wirs-
ten gerollt und in das hohe Becherglas gegeben. Die Anfangshéhe wird durch einen Strich
am Becherglas markiert.

e Die Teighthe wird eine Stunde lang in 10-Minuten-Abstédnden gemessen, indem jeweils
eine Markierung auf dem Glas angebracht wird.

3.2.8 Alkoholische Garung im Garkélbchen (auch Jgst. 11)

e Garansatz herstellen aus 15%iger Haushaltszuckerldsung und Backerhefe (ca. 20 g auf
200 ml = %2 Hefewdrfel).

e Die Backerhefe in der Zuckerldsung gut verriihren und vollkommen auflésen.
e Danach ca. 1 Stunde mit Garaufsatz garen lassen.

o Mehrere Einhornkdlbchen mit je 15 ml Géaransatz fillen (Kontrolle nur mit Zuckerlésung)
und wahrend 30 min die Garungsaktivitat verfolgen (CO,-Entwicklung).

3.3 Jahrgangsstufe 9

3.3.1 Enzym-Wirkung (auch Jgst. 10 und 11)

Mindestens mit einem der drei Enzyme sollte experimentiert werden. Verwendet werden
kann Amylase (z. B. aus dem Speichel), Katalase (z. B. aus Hefe, frischer Kartoffel, Schwei-
neblut) oder Urease. Anleitungen sind in den meisten Schulblichern zu finden.
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3.3.2 Proteine als Baustoffe

Kollagen als Bestandteil des Knochens: Knochenentkalkung

e Schweine- oder Kalbsrippen sauber auslésen.

¢ Knochen abwiegen und Gewicht festhalten.

¢ Knochen 1 Woche lang in einer feuchten Kammer in 10%iger Salzsaure einlegen.

e Knochen mit Wasser abspiilen, trocknen und erneut wiegen; Gewichtverlust festhalten.

e Entstandene Knorpelmasse 5 min in Wasser kochen. Mit dem entstandenen Knochenleim
eine Klebeprobe mit Papier machen.

3.3.3 Isolation von DNA (auch Jgst. 11)

A) DNA aus Bananen (verdnd. nach Lucius, E. R. et al (1998));
http://www.ipn.uni-kiel.de/eibe/UNITO1DE.PDF, online 05.03.2010)

Gerate: Becherglas (250 ml), Waage, Kiichenmesser, Schneidebrettchen, Morser und Pistill,
Glasstabe, Wasserbad mit Thermometer, Eisbad, Messzylinder (25 ml, 100 ml), Sieb, Trich-
ter, Kaffeefilter, Erlenmeyerkolben (100 ml), Messpipetten (1 ml, 10 ml), Pipettierhilfen, Holz-
stabchen, Kiuhlschrank, Handschuhe

Chemikalien: Wasser, Spulmittel, Kochsalz, Eis, flissiges Feinwaschmittel (alternativ: Lo6-
sung von Waschmittelenzymen, z. B. Biozym SE), Propan-2-ol (Isopropanol)

Pflanzenmaterial: Bananen
Vorbereitung (durch die Lehrkraft):

e Kulhlung von Propan-2-ol, Messzylinder (25 ml), Messpipetten (10 ml) und Glasstaben im
Eisfach

e Vorheizen des Wasserbades auf 65°C
Durchfiihrung:
e 10 ml Spulmittel werden in einem Messzylinder mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

e Die Spulmittelldsung wird in ein Becherglas tberfuhrt und mit 3 g Kochsalz versetzt (Ly-
sis-Puffer).

e Ein Viertel einer Banane wird klein geschnitten und mit 20 ml des Lysis-Puffers fir 1 min
in einem Morser mit dem Pistill zerrieben.

e Die zerquetschte Banane wird dann in das Becherglas mit dem restlichen Puffer zurlick-
gegeben und mit dem Glasstab gut durchgeruhrt.

¢ Das Becherglas mit dem Gemisch wird fiir 5 min in ein 65 °C heiRes Wasserbad gestellt
und anschlie3end fur 5 min in einem Eisbad gekihlt.

¢ Nun wird das Gemisch vorsichtig durch das Kiichensieb in den Trichter mit dem Kaffeefil-
ter abgegossen. Es werden ca. 25 ml in den Erlenmeyerkolben filtriert. Der Filter verstopft
recht schnell; dann Filter wechseln.

e Zum Filtrat werden 3 ml Feinwaschmittel (alternativ. 1 ml Enzymlésung) pipettiert. Das
Gemisch wird dann 3 min lang geschwenkt.

e 10 ml diese Gemisches werden in einen gekihlten Messzylinder abgefullt und mit einer
gekihlten 10 ml-Messpipette mit 10 ml eisgekihltem Propan-2-ol Giberschichtet. Mit einem
gekihlten Glasstab wird vorsichtig an der Grenzschicht geriihrt. Die DNA kann dann lang-
sam auf den Stab aufgewickelt und herausgenommen werden.
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B) DNA: Isolation aus Mundschleimhautzellen (verand. nach Miller & Braun (2008))

Gerate: Becherglas (100 ml), Waage, Alufolie, Glasstabe, Trinkbecher, Wasserbad mit
Thermometer, Messzylinder (25 ml), Messpipetten (2 ml, 10 ml), Pasteurpipetten, Gummi-
hutchen, Pipettierhilfen, Schnappdeckelglaschen, Kuhlschrank, Schutzhandschuhe, Stopp-
uhr

Chemikalien: Wasser, Spulmittel, Kochsalz, Feinwaschmittel (flissig), Propan-2-ol
(Isopropanol)

Vorbereitung (durch die Lehrkraft):

e Kihlung von Propan-2-ol, Messpipetten (10 ml) und Glasstaben im Eisfach
¢ Vorheizen des Wasserbades auf 50 °C

Durchfiihrung:

o 2 ml Spulmittel werden mit Wasser in einem Messzylinder auf 20 ml aufgefillt und in ein
Becherglas Uberfuhrt. Unter Rihren werden 0,6 g Kochsalz darin geldst (Lysis-Puffer).

e Der Mund wird zweimal kurz mit frisch abgekochtem und wieder abgekihltem Wasser
gespult und anschliel3end 2 min lang trocken gekaut.

e Nun wird der Mund mit einem Schluck Wasser 40 s lang intensiv gespilt.
e Das ,Spulwasser” wird dann in ein Schnappdeckelglas tbertragen.

o Mit einer Messpipette werden 2 ml Lysis-Puffer zugegeben. Dann wird das Glaschen ver-
schlossen und vorsichtig funfmal umgekippt.

e Zum Gemisch werden 5 Tropfen Feinwaschmittel zugegeben und das Glaschen einmal
vorsichtig gekippt.

¢ Nun wird das Glaschen fur 10 min in ein 50 °C warmes Wasserbad gestellt.

e Die Flussigkeit im Glas wird mithilfe einer gekuhlten Messpipette mit 5 ml eisgekthltem
Propan-2-ol Gberschichtet und 5 min stehengelassen.

¢ Danach wird das Ganze drei- bis finfmal vorsichtig gekippt und nochmals 5 min lang auf
dem Kopf stehen gelassen.

3.3.4 Eigenschaften der DNA (auch Jgst. 11)
A) DNA als Saure

Nachweis der Saureeigenschaft der DNA

Gerate: Schere, Messer, Becherglaser, Dreifuld, Bunsenbrenner,
Keramiknetz, Trichter, Filterpapier, Reagenzglaser, Stander,
Glasstab, Pasteurpipette

Chemikalien: Wasser, pH-Indikator (z. B. Universalindikator,
Bromthymolblau, mit Vorbereitung: Blaukrautsaft), Essig, Haus-
haltsreiniger, Kochsalz, Backpulver, Geschirrspulmittel, Rohrreini-
ger, Herings-Erbgut (z. B. Sigma D6898)°

Vorbereitung 1: Herstellen des Blaukrautindikators

o Die Blaukrautblatter werden in kleine Stiicke geschnitten, mit
50 ml Wasser versetzt und gekocht, bis eine dunkelviolette L6-
sung entstanden ist. Danach lasst man den Ansatz etwas ab-  app. 3: Indikatorverfarbung

kiihlen und filtriert die Losung ab. durch Essig und He-
ringserbgut

® Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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Vorbereitung 2: Herstellen von ,neutralem” Wasser:

o Aus destilliertem Wasser und Leitungswasser wird ein 1:1-Gemisch hergestellt. (Eine
kleine Menge mit Universalindikator auf Neutralitat testen)

Durchfiihrung:
¢ Die Blaukraut-Indikatorldsung wird auf sechs Reagenzglaser aufgeteilt.

Alternative:
Die sechs Reagenzglaser werden mit je 5 ml des vorbereiteten Wassers und funf Tropfen
eines pH-Universalindikators befillt.

e Zu den Indikator-Losungen jeweils folgende Stoffe: Essig (Y2 Pasteurpipette), Kochsalz
(Spatelspitze), Backpulver (Spatelspitze), Geschirrspulmittel (Spatelspitze), Herings-
Erbgut (Spatelspitze). Ein Reagenzglas dient zum Farbvergleich mit der neutralen L6-
sung.

B) DNA —ein Makromolekdl
Nachweis des Tyndall-Effektes bei DNA-LOsungen

Gerate: Petrischalen, Pipetten, Becherglas, Bunsenbrenner, Reagenzglaser (normal und
grol3), Reagenzglashalter, Messzylinder (25 ml), Reagenzglasstdnder, Glasstab, Kivetten,
Stativ, Klemmen, Muffen, Laserpointer (Lampe)

Chemikalien: Wasser, Siedesteinchen, Starke (loslich), Ei, Herings-Erbgut (z. B. Sigma
D6898)°, Riibenzucker

Vorbereitung:

e 2 Spatelspitzen Starke werden in einem grof3en Reagenzglas mit 25 ml Wasser und drei
Siedesteinchen versetzt. Die Losung wird vorsichtig bis zum Aufkochen erhitzen.

e Eigelb und Eiklar eines Eies werden in zwei Petrischalen getrennt. Mit der Pipette Eiklar
aufsaugen und eine kleine Menge (ca. ¥ Teelo6ffel voll) davon in einem Becherglas mit
25 ml Wasser mischen.

e In einem Reagenzglas 4 Spatelspitzen Heringserbgut, in einem weiteren Reagenzglas 4
Spatelspitzen Ribenzucker in jeweils 25 ml Wasser lésen.

Durchfuhrung:

e Der Laserpointer wird mit einer Klemme am Stativ befestigt. Die vier Lésungen werden
jeweils in eine Kivette geflllt und in den Strahl des Laserpointers (alternativ Lampe) ge-
halten.

e Beobachtungen in eine Tabelle eintragen.

C) DNA im UV-Licht (verand. nach Hampl et al. (2005,
S. 20))

Nachweis der UV-Absorption von DNA-LOsungen

Gerate: Petrischalen (oder Uhrglaser), Becherglas (300
ml), Fon, Pinsel, Filterpapier, Léffelspatel, Pinzette, Rea-
genzglas, Stopfen, Messzylinder, UV-Lampe, Schutzbrille,
Schutzscheibe aus Plexiglas

Chemikalien: Wasser, Waschmittel, Heringserbgut (z. B.  Abb. 4: DNA im UV-Licht
Sigma D6898)’

67 Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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Durchfiihrung:
¢ Ein Spatell6ffel Waschmittel wird in einem Becherglas mit 250 ml Wasser verriihrt.

o Das Filterpapier wird in eine Petrischale gelegt, mit der Waschmittellésung durchtréankt
und anschlie3end trocken gefohnt.

e Ldsung des Heringserbgut:

Eine Spatelspitze Heringserbgut wird in 5 ml Wasser in einem Reagenzglas unter Schit-
teln gelst.

e Mit einem Pinsel wird das trockene Filterpapier mit der DNA-LOsung beschriftet oder be-
malt und erneut trocken gefohnt.

e Das trockene Filterpapier wird unter UV-Licht (A=254 nm, Schutzbrille und Schutzschei-
be!) betrachtet.

3.3.5 Mikroskopieren von Mitosestadien der Zwiebelwurzeln
Anleitung s. z. B. Fuller, 1988, S. 41 f.

3.3.6 Restriktionsanalyse (auch Jgst. 11)

A) Blue Genes-System: Versuch 1 (Roche Diagnostic Boehringer Mannheim GmbH, Mo-
lekular Biochemicals D-68298 Mannheim Tel 0800/759 2226,
(http://www.roche.de/diagnostics/biochemica/bluegenes/index.htm , online 05.03.2010))®

Spaltung des Plasmids pUCD mit dem Restriktionsenzym Ban |l fuhrt zu zwei Produkten;
Kopplung mit einer Agarose-Gelelektrophorese zur Visualisierung notwendig; Agarose-Gel
mit Blue Genes-Kammer.

B) Elektrophorese Kit (z. B. Schliiter Nr. 111)°

C) Modellversuch Gelelektrophorese (verand. nach Tan et al. (2007))

Material: Erlenmeyerkolben (150 ml), Spatel, Messzylinder (10 ml), Messpipetten (5 ml),
Waage, Alufolie (alternativ Wagepapier), Gelelektrophorese-Kammer(n), Spannungsquelle,
Heizer

Chemikalien: Farbstoffe (Xylencyanol, Methylrot, Methylorange, Kresolrot (Natrium-Salz),
Bromphenolblau , Orange G (Natrium-Salz), Ponceau S), dest. Wasser, Glycerin, 10x-TBE-
Puffer (0,89 M Tris (10,8 g / 100 ml), 0,89 M Borsaure (5,5 g/ 100 ml), 0,02 M EDTA (0,74 g
/ 100 ml, pH = 8,1) oder Natriumhydrogencarbonat-Lsg. (¢ = 10 mmol/l; 0,84 g/l) als Elektro-
Iyt-Lsg., Agarose
Vorbereitung:
¢ Herstellen der Farbstofflosungen (durch Lehrkraft):

0 50 mg Methylrot mit 5 ml einer Natronlauge der Konzentration 1 mol/l versetzen und

mit Wasser auf 50 ml auffillen (Endkonz. Methylrot 1 mg/ml; Natronlauge 0,1 mol/l)

o0 Von den anderen Farbstoffen jeweils 50 mg mit 10 ml Glycerin mischen und mit Was-
ser auf 50 ml auffillen.

e Herstellen des Puffers (s. Chemikalien)

® Der Blue Genes-Koffer wurde speziell fiir Schulen entwickelt.
° Es ist das Produkt angegeben, das getestet wurde. Die Verwendung von Alternativ-Produkten ist denkbar,
aber nicht erprobt.


http://www.roche.de/diagnostics/biochemica/bluegenes/index.htm�

Anleitungen zu den Experimenten 29

e Herstellen eines Elektrophorese-Gels:

o Falls TBE-Puffer: 100 ml des 10xTBE-Puffers werden mit Wasser auf das Volumen von
1 | aufgefullt: 1xTBE-Puffer.

o In einem Erlenmeyerkolben werden 0,5 g Agarose in 50 ml 1xTBE-Puffer suspendiert
und aufgekocht. AnschlieRend ldasst man das Gemisch auf 50 °C abkihlen.

o Das Gel wird in die aufgebaute Gelkammer gegossen und der Probenkamm einge-
steckt. Nun lasst man das Gel ca. 30 min erstarren.

Durchfiihrung:

o Jeweils 10 pl der Farbstofflosung werden in die Probenkammern gefullt.

e Das Gel bei 100 V 45 min laufen lassen.

e AnschlieRend die Laufstrecke von der Startlinie bis zur Bande messen und notieren.

3.3.7 Nachweis der Antibiotika-Wirkung auf Bakterien

Anleitung s. z. B. Bayrhuber & Lucius (1992, S. 102) oder Lucius, E. R. et al (1998),
http://www.ipn.uni-kiel.de/eibe/UNITO1DE.PDF, online 05.03.2010

3.4 Jahrgangsstufe 10
3.4.1 Enzym-Wirkung (auch Jgst. 9und 11, s. 3.3.1)

3.4.2 Spezielle Reaktionen von Bakterien und Pilzen: Cellulaseabbau (auch Jgst. 5,
s. 3.1.3)

3.4.3 Nachweis des Exoenzyms Amylase

Anleitung s. Kapitel 4 oder Scharfenberg, F.-J. (2006): http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm, online 05.03.2010

3.4.4 Joghurt-Herstellung (auch Jgst. 8 und 11, s. 3.2.4)
3.4.5 Hefen im Brotteig (auch Jgst. 8und 11, s. 3.2.7)

3.4.6 Hemmung des Bakterienwachstums: Konservierungsmethoden
A) Trocknen (verand. nach Bunk, B. & Tausch, J. (1973, S. 211))
Materialien: Brutschrank

Chemikalien: Agarplatten mit Standard-1-Agar

Durchfuhrung: Zwei Agarplatten werden fir mind. 30 min lang offen aufgestellt (bis Uber
Nacht mdglich). Dann werden sie flr 3 Tage bei 25-30 °C im Brutschrank inkubiert, dabei
wird eine Platte getffnet.

B) Zuckern (verand. nach Hubner & Bogner (0. J.))

150 ml Apfelsaft oder anderer Fruchtsaft (wichtig: ohne Zusatz chemischer Konservierungs-
stoffe; pH = 3,5) mit 3 g Agar-Agar aufkochen und auf drei Becherglaser verteilen.

Folgende Bedingungen wahlen:
a) Mit dem ersten Becherglas sofort Platten gief3en.

b) Zu dem zweiten Becherglas 25 g Zucker hinzufiigen, unter Rihren I6sen (Saft : Zucker =
2 : 1), Platten giel3en.
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¢) Zum dritten Becherglas 50 g Zucker zufligen, unter Rihren l6sen (Saft : Zucker = 1: 1),
Platten giel3en.

Alle Platten mindestens 2 Stunden, besser Uber Nacht, offen der Luft aussetzen (exponieren)
und danach 1 Woche bei Raumtemperatur (alternativ 3 Tage 25-30 °C im Brutschrank) ge-
schlossen stehen lassen.

C) Erhitzen (verand. nach Bogner & Hibner (0. J.))

Auf je eine Agarplatte (Chinablau-Lactose-Agar, s. 3.2.2) werden unter sterilen Bedingungen
mit der sterilen Pasteurpipette vereinzelt sehr kleine Tropfen der zu untersuchenden Milch-
sorten

a) Rohmilch,

b) pasteurisierte Vollmilch und

c) sterilisierte ultrahocherhitzte Vollmilch

aufgebracht und bei Zimmertemperatur fir 1 Woche stehen gelassen.

Kurzvariante (Scharfenberg):

Auf eine Agarplatte (Chinablau-Lactose-Agar, s. 3.2.2) werden unter sterilen Bedingungen
mit der sterilen Ose jeweils Joghurt mit lebenden Kulturen bzw. warmebehandelter Joghurt
ausgestrichen. Die Platten werden fir 1 Woche bei Raumtemperatur inkubiert.

D) Konservierungsstoffe (verand. nach Bogner & Hubner (0. J.))

e 150 ml Apfelsaft (oder andere Safte; wichtig: ohne Zusatz chemischer Konservierungs-
stoffe), mit 3 g Agar-Agar vermischen, kurz aufkochen, 6 Platten giel3en und Nahrboden
erkalten lassen.

e 2 Platten unbehandelt als Kontrolle nehmen, auf 2 Platten je 0,2 ml Benzoesaure-Lsg.,
auf die weiteren 2 Platten je 0,2 ml Ameisensaure-Lsg. auf der Oberflache ausplattieren.

- Benzoesaure-Lsg.: 10 g Natriumbenzoat in 20 ml sterilisiertem Wasser losen.

- Ameisensaure-Lsg.: 0,1 ml konzentrierte Ameisensaure in 0,1 ml sterilisiertem Wasser
|6sen.

¢ Alle Platten mindestens 2 Stunden, besser Uber Nacht, offen der Luft aussetzen und da-
nach geschlossen 1 Woche bei Raumtemperatur stehen lassen. AnschlieRend wird die
Koloniezahl auf den Platten verglichen.

3.4.7 Antibakterielle Wirkung im Alltag (verand. nach Freytag (1973, S. 42, Versuch 29))
Material: Agarplatten mit Standardnahrmedium, Impfdse, Zahnpasta, Peeling-Creme, Flis-
sig-Seife

Bakterien: Micrococcus luteus (DSM 20030)

Durchfiihrung:

o Auf 4 Agarplatten werden Bakterien ausgestrichen. Auf 3 Platten wird jeweils in der Mitte
ein Streifen Zahnpasta, Peeling-Creme bzw. Seife aufgetragen.

¢ Die Platten werden bei 25-30 °C fir 2 bis 3 Tage inkubiert.

e Alternativ: Ubernachtkultur in 5 ml Nahrbouillon bei 25-30 °C; Ausplattieren von 100 ml
auf Standard-I-Nahragarplatten und Zugabe der Streifen.
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Abb. 5: Versuchsansatz: Ausstreichen der Abb. 6: Versuchsergebnis: Um die Zahnpas-
Bakterien, Auftragen der Zahnpasta ta hat sich ein Hemmhof gebildet.

3.4.8 Waschmittel-Enzyme
A) Amylase, Protease, Lipase

Anleitung s. Kapitel 4 oder Scharfenberg, F.-J. (2006): http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm, online 05.03.2010

Abb. 7: Ergebnisse der Fleckenbehandlung (unbehandelt,
Wasser, Protease)

B) Cellulase

(verand. nach Keusch (2003), http://www.uni-
regensburg.de/Fakultaeten/nat Fak 1V/Organische Chemie/Didaktik/Keusch/D-cellulase-
d.htm, online 05.03.2010)

Material: Reagenzglaser (grol3), Reagenzglasstander, Messzylinder (50 ml), Waage, Spatel,
Glasstab, Stopfen, Pinzetten, saugféhiges Papier, Stoppuhr

Chemikalien: violette Zwiebelschalen (trockene AuRenschalen), Wasser, Waschmittel mit
Cellulase (Feinwaschmittel), Cellulase-Lsg. (aus Trichoderma reesei, C2730-50mL Sigma)®,
Waschmittel ohne Cellulase (Wollwaschmittel)

Durchfuhrung:

4 Reagenzglaser werden mit 50 ml Leitungswasser gefullt.

In 1 Reagenzglas werden 3 g Feinwaschpulver zugegeben, in ein zweites 3 g Woll-
waschmittel; dann Glaser gut schiitteln.

In das dritte Reagenzglas wird 1 ml Cellulase-Lsg. zugetropft.

AnschlieBend werden in die vier Flissigkeiten mithilfe des Glasstabs violette Zwiebel-
schalen eingetaucht.

o Die Glaser werden verschlossen und fir 90 min stehen gelassen.

=
o

Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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o Farbe der Flussigkeiten notieren und dann die FlUssigkeiten abgieRen. Die Zwiebelscha-
len werden jeweils mit einer Pinzette herausgenommen, abgewaschen und auf saugfahi-
gem Papier angetrocknet. Farbe der Zwiebelschalen notieren.

3.4.9 Vergleich von Lab-Ferment und Chymosin

Anleitung s. Kapitel 4 oder Scharfenberg, F.-J. (2006):
http://www.uni-bayreuth.de/departments/didaktik-
bio/genlabor/materialien.htm, online 05.03.2010

3.4.10 Riboflavin im Puddingpulver Abb. 8: Labféllung
(verand. nach http://www.experimente.axel-schunk.de/edm0108.html, online 05.03.2010)

Material: Waage, Becherglas (250 ml), Messzylinder (250 ml), Magnetrihrer, Rihrfisch,
Stoppuhr, Filterpapier, Trichter, Spatel, Reagenzglas, Reagenzglasstander, Spatel, UV-
Lampe (254 nm), Schutzbrillen, Schutzscheibe aus Plexiglas

Chemikalien: Puddingpulver (Vanille), Riboflavin (E 101), Wasser
Durchfiihrung:

e 8 g Puddingpulver werden mit 200 ml Wasser versetzt und 5 min auf dem Magnetrihrer
gerlhrt.

¢ Dann wird das Becherglas fir 5 min ruhig stehen gelassen.
¢ Filterpapier in den Trichter geben und mit etwas Wasser anfeuchten.

e Der Trichter wird in ein Reagenzglas im Stander gestellt. Das Reagenzglas wird halb voll
mit Flissigkeit aus dem Becherglas gefiillt (vorsichtig Dekantieren).

¢ In einem zweiten Reagenzglas wird eine kleine Spatelspitze Riboflavin in 5 ml Wasser
aufgeldst.

¢ Die Reagenzglaser werden unter die UV-Lampe gehalten (Schutzbrille und Schutzschei-
be!).

3.5 Jahrgangsstufe 11
3.5.1 Enzym-Wirkung (auch Jgst. 9 und 10, s. 3.3.1)

3.5.2 Experimentelle Untersuchung des Einflusses von Substratkonzentration, Tem-
peratur und Hemmstoffen

Beispielsweise an der Urease, Katalase etc.; Anleitungen sind in den meisten Schulbtichern
zu finden.

3.5.3 Alkoholische Garung im Garkoélbchen (auch Jgst. 8, s. 3.2.8)
e Erweiterung: Vergleich unterschiedlicher Kohlenhydrate (z. B. Maltose, Glucose)

3.5.4 Garansatze mit Fruchtséaften

Anleitungen zur Obstwein-Herstellung findet man in Kochbiichern. Spezielle Weinhefen gibt
es im Handel.
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3.5.5 Hefen im Brotteig (auch Jgst. 8 und 10, s. 3.2.7)
3.5.6 Joghurt-Herstellung (auch Jgst. 8 und 10, s. 3.2.4)
3.5.7 Isolation von DNA (auch Jgst. 9, s. 3.3.3)

3.5.8 Abbau von DNA durch DNase (verand. nach Jaenicke (2000, S. 321))

Der Nachweis der DNase-Wirkung ist Uber die Viskositatsabnahme der Losung messbar
(kUrzere Ausflusszeiten aus einer Messpipette).

Voraussetzung fur dieses Experiment ist die Verwendung gentiigend hochmolekularer DNA.
Darauf muss beim Einsatz kauflicher DNA-Proben geachtet werden (z. B. hochmolekulare
DNA aus Lachshoden, Sigma D1626-1G)™; nicht geeignet sind niedermolekulare DNA-
Isolate wie bei Versuch 3.3.3). Bei selbst gewonnenen DNA-Proben muss eine sichtbar er-
hohte Viskositat vorliegen und die DNA-Lsg. erkennbar dickflussig sein.

Ein sinnvolles Volumenverhéltnis von DNA-Lsg. zu DNase-Lsg. muss in eigenen Vorversu-
chen festgestellt werden. Dadurch erfordert das Experiment einen relativ hohen Vorberei-
tungsaufwand. Ein sinnvolles Anfangsvolumen bei gekaufter, hochmolekularer DNA sind
10 ml DNA-Lsg. (c = 1,5 mg/ml).

Gerate: Pipettierhilfe, Messpipetten (1 ml, 0,1 ml), Becherglas 50 ml, Stoppuhr
Chemikalien: DNA, 0,25 molare Magnesiumchlorid-Lsg., DNase | (z. B. Fluka 31135)"
Durchfiihrung:

o Herstellung der DNAase-Lsg. (c = 1 mg/ml): DNAse wird in 0,25 molarer Magnesiumchlo-
rid-Lsg. gelost.

e 1 ml DNA-Lsg. wird in eine 1 ml-Messpipette gesaugt.
¢ Dann lasst man 0,5 ml in ein Becherglas auslaufen und stoppt die notwendige Zeit.
e Zur verbliebenen DNA-L6sung werden 0,01 ml DNase-Lsg. zugegeben.

e Jeweils nach 30 s wird eine Probe von 1 ml entnommen und die Ausflusszeit wie oben
bestimmt.

3.5.9 Eigenschaften der DNA (auch Jgst. 9, s. 3.3.4)

3.5.10 Hydrolyse von DNA und RNA, Nachweis der unterschiedlichen Zuckerbausteine

Anleitung s. Kapitel 4 oder Scharfenberg, F.-J. (2006): http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm, online 05.03.2010

3.5.11 Regulation des Lactose-Abbaus bei E. coli
Anleitung s. Bayrhuber & Lucius (1997, S. 127 ff.)

Sehr aufwandiges Experiment mit den Stammen E. coli K12 (DSM
6255, induzierbar lac*), K12 L17 (DSM 6254, lacl’Z', Sm') und K12
CSH36 (DSM 6235, konstitutiv lac’). Nachweis der R-
Galactosidase uber den Indikator ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-
galactopyranosid), der gelb gefarbtes Nitrophenolat freisetzt.

Abb. 9: lac” (li), lac’(re)

1 Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.

12 Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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3.5.12 Transformation mit pUCDIlacZ+

Teilversuch aus dem Blue Genes-System
(http://www.roche.de/diagnostics/biochemica/bluegenes/index.htm, online 05.03.2010)

3.5.13 Selbstklonierung

Versuch 2 aus dem Blue Genes-System
(http://www.roche.de/diagnostics/biochemica/bluegenes/index.htm, online 05.03.2010)

3.5.14 Genubertragung durch Agrobakterium
Anleitung s. Ludemann et al (1997, S. 16 ff.)

3.5.15 Isolierung von Alginaten und Immobilisierung von 3-Galactosidase

Anleitung s. Kapitel 4 oder Scharfenberg, F.-J. (2006): http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm, online 05.03.2010

3.5.16 Nutzung von Enzymen: 3-Galactosidase

Anleitung s. Kapitel 4 oder Scharfenberg, F.-J. (2006): http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm, online 05.03.2010

3.5.17 Mikrobielle Brennstoffzelle

Anleitung nach Bennetto (1990), vgl.
www.ncbe.reading.ac.uk/NCBE/PROTOCOLS/PRACBIOTECH/bugpower.html, online
05.03.2010

3.5.18 Restriktionsanalyse (auch Jgst. 9, s. 3.3.6)
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4 Kommentierte Versuchsanleitungen und Kopiervorlagen
Experimentelle Mikrobiologie und Genetik
3.4.3 | L
Nachweis des Exoenzyms Amylase

Vorbereitung:

Giel3en von Starke-Agarplatten

Zeitbedarf: 45 min
Ziel: Vorbereitung der Agarplatten
Material: sterile Petrischalen (@ 6 cm), Erlenmeyerkolben (500 ml), Autoklav (al-

ternativ Dampfdrucktopf), Spatel, Waage

Chemikalien:

Standard-N&hragar, l6sliche Starke, dest. Wasser

Durchfuhrung:

e 3,7 g Nahragar und 0,2 g l6sliche Starke (0,2 % w/v) werden mit
100 ml dest. Wasser im Erlenmeyerkolben vermischt.

¢ Die Suspension wird fuir 20 min autoklaviert.

¢ Nach dem Abkihlen auf ca. 50 C° werden die Agarplatten gegossen
(ergibt ca. 10 Platten).

e Nach dem Erstarren Uber Nacht werden die Platten bei 4 °C aufbe-
wahrt.

Versuch:

Nachweis der Amylaseproduktion

Zeitbedarf:

ca. 10 min, dann Inkubation fur 2 Tage bei 25-30 °C oder 1 Woche bei
Raumtemperatur (RT), dann zur Auswertung ca. 10 min

Ziel:

Erkennen, dass Bakterien Amylasen als Exoenzyme ausscheiden kon-
nen

Material:

Starke-Agarplatten, Impfosen, Brenner, Pasteur-Pipetten, Gummihitchen

Bakterien:

Bacillus subtilis (DSM 402), Escherichia coli K 12 HB 101 (DSM 1607)
Als Vorbereitung muissen die Bakterien auf Standard-Agarplatten heran-
gezuichtet werden (= Stammplatten).

Chemikalien:

lod-Kalium-lodid-Lsg. (Lugolsche Lsg.)

Durchfihrung 1:

Jede Bakterienart wird auf einer Starke-Agarplatte ausgestrichen:
e Dazu wird die Impfése in der Flamme ausgegliht.

e Eine Bakterien-Kolonie wird mit der abgekiihlten (!) Ose von der
Stammplatte abgestreift und auf der Starke-Agarplatte dreimal ausge-
strichen (jeweils wiederholtes Ausgliihen). Bei kleinen Platten (6 cm @)
ist jeweils ein Strich ausreichend.

¢ Die umgedrehten, beimpften Agarplatten werden fiir 2 Tage bei 25-
30° C oder fur 1 Woche bei RT inkubiert.

Beobachtung 1:

Auf beiden Agarplatten sind Bakterien gewachsen.

Durchfuihrung 2:

Die Agarplatten werden vorsichtig mit der lod-Kalium-lodid-Lsg. Uber-
schichtet (ca. 1 mm hoch).

Beobachtung 2:

Bakterienart Escherichia coli Bacillus subtilis

Farbe des Agars blauschwarz gelblich
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Deutung:

B. subtilis-Bakterien scheiden Amylase-Molekiile aus. Diese haben die
Hydrolyse von Stérke katalysiert. Daher ist in diesen Agarbereichen kei-
ne lod-Starke-Reaktion mehr maglich.

E. coli-Bakterien scheiden keine Enzyme aus. Daher tritt die lod-Starke-
Reaktion auf. Dabei lagern sich lod-Molekile in die Starke-Molekiile ein
und ergeben einen blauschwarz gefarbten Komplex.

Erklarung:

In wasseriger Losung bildet Starke mit lod einen intensiv farbigen Kom-
plex. Lésliche Starke besteht aus Amylose. Die unverzweigte Amylose,
eine Kette von Glucosemolekilen, ist in Form einer Helix gewunden. Die
lod-Teilchen lagern sich in den zentralen Hohlraum der Amylose-Helix
ein. (Das verzweigte Polysaccharid Amylopectin reagiert mit lod unter
Rotbraunfarbung, da die unverzweigten Helixabschnitte fuir einen blauge-
farbten Charge-Transfer-Komplex zu kurz sind.)

Entsorgung:

Agarplatten vor der Entsorgung autoklavieren, dann als Restmidill entsor-
gen.

Quelle:

verand. nach EIBE (1998): Einheit 1, S. 14 f. http://www.ipn.uni-
kiel.de/eibe/UNITO1DE.PDF, online 05.03.2010

Hintergrund:

ausfuhrliche Hintergrundinformation: http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm (V 3.1)

Industrielle Anwendungen von Amylasen (Auswabhl):
o Starkebeschichtung von Papier

o Starkeverflissigung“ zur Herstellung von ,Sprit“-Alkohol und Lebens-
mitteln sowie beim Brauen

e Forderung der Krustenbildung und des Teigvolumens in der Backin-
dustrie

e Waschmittel-Enzyme

Hinweise:

Bestellung von Bakterienstammen:

DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH)

Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Telefon: 0531-2616-0, Tele-
fax: 0531-2616-418, E-Mail: contact@dsmz.de

Homepage: http://www.dsmz.de (Achtung: Schul-Preise)

In Deutschland ist dieser Versuch nur mit einem definierten
Reinstamm erlaubt, da zum Nachweis die Agarplatte nach der Be-
britung getffnet werden muss. Damit ist die Verwendung von Bo-
denproben nicht méglich (im Gegensatz zur Vorschrift in der Quelle,
EIBE unit 1).
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3.4.3

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

Nachweis des Exoenzyms Amylase

Vorbereitung:

Giel3en von Starke-Agarplatten

Material: sterile Petrischalen (& 6 cm), Erlenmeyerkolben (500 ml), Autoklav (al-
ternativ Dampfdrucktopf), Spatel, Waage
Chemikalien: Standard-Nahragar, l6sliche Starke, dest. Wasser
Durchfiihrung: |e 3,7 g Nahragar und 0,2 g I6sliche Starke (0,2 % w/v) werden mit
100 ml dest. Wasser im Erlenmeyerkolben vermischt.
¢ Die Suspension wird fur 20 min autoklaviert.
e Nach dem Abkihlen auf ca. 50 C° werden die Agarplatten gegossen
(ergibt ca. 10 Platten).
e Nach dem Erstarren Giber Nacht werden die Platten bei 4 °C aufbe-
wahrt.
Versuch: Nachweis der Amylaseproduktion
Material: Starke-Agarplatten, Impfosen, Brenner, Pasteur-Pipetten, Gummihiitchen
Bakterien: Bacillus subtilis (DSM 402), Escherichia coli K 12 HB 101 (DSM 1607)

Chemikalien:

lod-Kalium-lodid-Lsg. (Lugolsche Lsg.)

Durchfuhrung 1:

Jede Bakterienart wird auf einer Starke-Agarplatte ausgestrichen:
e Dazu wird die Impfése in der Flamme ausgegliiht.

¢ Eine Bakterien-Kolonie wird mit der abgekiihlten () Ose von der
Stammplatte abgestreift und auf der Starke-Agarplatte dreimal ausge-
strichen (jeweils wiederholtes Ausglihen). Bei kleinen Platten (6 cm @)
ist jeweils ein Strich ausreichend.

e Die umgedrehten, beimpften Agarplatten werden fiir 2 Tage bei 30° C
oder fur 1 Woche bei RT inkubiert.

Beobachtung 1:

Durchfiihrung 2:

Die Agarplatten werden vorsichtig mit der lod-Kalium-lodid-Lsg. Uber-
schichtet (ca. 1 mm hoch).

Beobachtung 2:

Bakterienart Escherichia coli Bacillus subtilis

Farbe des Agars

Deutung:

Erklarung:
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Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

3.4.8 Waschmittel-Enzyme: Amylase, Protease, L
Lipase
Vorbereitung: Herstellen der , Fleckentiicher”
Zeitbedarf: 15 min
Ziel: Herstellung der bendtigten fleckenhaltigen Ticher
Material: Baumwolltuch, Schere, Gabel, Waage, Spatel, Pinsel, F6n, Becherglaser
(150 ml), wasserfester Stift
Chemikalien: Ei
Durchfihrung: |e Aus dem Tuch werden fiinf ca. 5 x 5 cm groRe
Stlicke geschnitten und mit wasserfesten Stif-
ten markiert: u = unbehandelt, W = Wasser, P u
= Protease, A = Amylase, L = Lipase.
¢ Ein Ei wird in einem Becherglas mit einer Ga- O
bel verquirlt.
e Vom verquirlten Ei werden mit Pinseln jeweils Fleckentuch u“
Flecken (ca. 1,5 cm @) auf die fiinf Baumwoll- | (npehandelte Kontrolle)
stiicke aufgetragen.
¢ Die Tucher werden mit dem Fon angetrocknet
und evtl. Gber Nacht bei RT aufbewahrt.
Versuch: Nachweis der Enzymwirkung
Zeitbedarf: ca. 5 min, dann 30 min Inkubation, dann ca. 10 min zur Auswertung
Ziel: Erkennen, dass Waschmittelenzyme spezifisch wirken
Material: Becherglaser (400 ml), Messzylinder (250 ml), Magnetrihrer mit Heiz-

platte, Ruhrfisch, Thermometer, Pinzetten, Messpipetten (1 ml), Waage,
Spatel, saugfahiges Papier, Fon, Pasteur-Pipette

Chemikalien:

Lipase, Protease, Amylase (z. B. Lipolase, Savinase, Termamyl, alle
Novozymes)*®, Wasser

Durchfihrung:

¢ Ein Becherglas (400 ml) wird mit 200 ml Wasser, die anderen werden
jeweils mit 200 ml 0,2%iger Enzym-Ldsung gefiillt.

¢ In jedes Glas wird ein Fleckentuch eingetaucht, das funfte wird als un-
behandelte Kontrolle aufgehoben.

¢ Die Ansatze werden auf den Magnet-Heizrihrern auf ca. 35 °C er-
warmt und 15 min lang schwach geruhrt (Temperaturkontrolle mit ei-
nem Thermometer).

¢ Die Tlcher werden mit der Pinzette entnommen und zum Antrocknen
auf eine Lage saugfahiges Papier gelegt. Dann werden sie mit dem
Fon getrocknet.

¢ Die einzelnen Flecken werden miteinander verglichen.

3 Es sind die Produkte angegeben, mit denen die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von
Alternativ-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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Beobachtung: |Behandlung|unbehandelt| Wasser | Proteae | Amylase Lipase
Ei-Fleck |deutlich gelb| schwach |Flecken frei| schwach | schwach
gelb gelb gelb
Behandlung unbehandelt Wasser Protease
Ei-Fleck
Behandlung Amylase Lipase
Ei-Fleck -
Deutung: Nur die Protease katalysiert die Hydrolyse von Eiweil3en, die beiden an-
deren Enzyme nicht.
Erklarung: Die Peptidbindung der Eiweil3e wird unter Wasseranlagerung gespalten.

Hintergrund:

ausfuhrliche Hintergrundinformation: http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm (V 4.3.1)

Industriell genutzte Enzyme werden haufig mithilfe von genetisch veran-
derten Organismen (GVO) hergestellt.

Allgemeine Vorteile von genetisch veranderten Organismen fir die Pro-
duktion von Enzymen:

e hohere Spezifitdt und Reinheit

¢ Herstellung von Enzymen, die ohne GVO aufgrund wirtschaftlicher,
gesundheitlicher und/oder 6kologischer Grinde nicht produziert wer-
den konnten.

o Aufgrund der héheren Effizienz bei der Produktivitat ergeben sich ein
geringerer Energieverbrauch und weniger Abfélle als bei herkémmli-
cher Produktion.

e Speziell in der Nahrungsmittelindustrie ergeben sich eine bessere
Ausnutzung von Rohstoffen (Saftindustrie), bessere Qualitat im End-
produkt bei weniger Abfall (Backindustrie) und ein geringerer Chemika-
lienverbrauch in der Herstellung (Starkeindustrie).

¢ In der Futtermittelindustrie ergibt sich eine Reduktion des Diingeeffekts
fur die Umwelt.

Die Produktion durch GVO-Mikroorganismen geschieht in geschlossenen
Kreislaufen. Nach der Fermentation wird das Enzym vom Produktions-
stamm abgetrennt, gereinigt und zur Stabilisation mit inerten FlUssig-
keiten vermischt. Das fertige Enzym enthalt keine GVO-Mikroorganismen
mehr.

beispielhafte Ubersicht:
Novozymes: http://www.novozymes.com/en/MainStructure/Productfinder
(online 05.03.2010).

Ziele im Waschmittelbereich:
Senkung der Waschtemperatur von 40 auf 30 °C als Regelfall, d. h. ca.
30 % geringerer Energieverbrauch, gekoppelt mit kiirzeren Waschzeiten

Quelle:

verand. nach Gruber & Klautke (1990): Reine Wéasche durch Bakterien.
UB 14 (1), S. 26-30
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3.4.8 Waschmittel-Enzyme: Amylase, Protease, S
Lipase
Vorbereitung: Herstellen der , Fleckentiicher”
Material: Baumwolltuch, Schere, Gabel, Waage, Spatel, Pinsel, F6n, Becherglaser
(150 ml), wasserfester Stift
Chemikalien: Ei
Durchfuhrung: |e Aus dem Tuch werden fiinf ca. 5 x 5 cm groRe
Stlicke geschnitten und mit wasserfesten Stif-
ten markiert: u = unbehandelt, W = Wasser, P u
= Protease, A = Amylase, L = Lipase.
e Ein Ei wird in einem Becherglas mit einer Ga- O
bel verquirlt.

e Vom verquirlten Ei werden mit Pinseln jeweils
Flecken (ca. 1,5 cm @) auf die funf Baumwoll-
stiicke aufgetragen.

LFleckentuch u“
(unbehandelte Kontrolle)

¢ Die Tucher werden mit dem Fon angetrocknet
und evtl. Uber Nacht bei RT aufbewahrt.

Versuch: Nachweis der Enzymwirkung

Material: Becherglaser (400 ml), Messzylinder (250 ml), Magnetrihrer mit Heiz-
platte, Ruhrfisch, Thermometer, Pinzetten, Messpipetten (1 ml), Waage,
Spatel, saugfahiges Papier, Fon, Pasteur-Pipette

Chemikalien: Lipase, Protease, Amylase, Wasser

Durchfihrung: |e Ein Becherglas (400 ml) wird mit 200 ml Wasser, die anderen werden
jeweils mit 200 ml 0,2%iger Enzym-L6sung gefillt.

¢ In jedes Glas wird ein Fleckentuch eingetaucht, das flinfte wird als un-
behandelte Kontrolle aufgehoben.

¢ Die Ansatze werden auf den Magnet-Heizriihrern auf ca. 35 °C er-
warmt und 15 min lang schwach gertuhrt (Temperaturkontrolle mit ei-
nem Thermometer).

¢ Die Tucher werden mit der Pinzette entnommen und zum Antrocknen
auf eine Lage saugfahiges Papier gelegt. Dann werden sie mit dem
Fon getrocknet.

¢ Die einzelnen Flecken werden miteinander verglichen.

Beobachtung: |Behandlung|unbehandelt| Wasser | Protease | Amylase Lipase

Ei-Fleck

Deutung:

Erklarung:
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3.4.9

Vergleich von Lab-Ferment und Chymosin

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik .

Versuch:

Vergleich von tierischem Lab-Ferment und gentechnisch hergestell-
tem Chymosin

Zeitbedarf:

ca. 25 min

Ziel:

e Erkennen, dass Lab-Proteasen Milch dicklegen

e Erkennen, dass sich natirliches und gentechnisch hergestelltes Enzym
nicht unterscheiden

Material:

Messzylinder (250 ml), Becherglaser (150 ml), Magnetrihrer mit Heiz-
platte, Rihrfisch, Thermometer, Spatel, Glasstab, Messpipetten (5 ml),
Pipettierhilfe

Chemikalien:

Frischmilch (3,5 %), Chymosin-L6sung (z. B. Chymax-Plus, Chr. Hansen
GmbH), Lab-Ferment (z. B. Carl Roth, Nr. 8178.1)*

Durchfihrung:

e 200 ml Milch werden mit einem Messzylinder abgemessen, in ein Be-
cherglas mit einem Rihrfisch gegeben und unter Rithren und Tempe-
ratur-Kontrolle auf 42 °C erwarmt.

¢ Die erwarmte Milch wird auf zwei Becherglaser verteilt.

e Becherglas 1:
Eine Spatelspitze Lab-Ferment zugeben, mit dem Glasstab umriihren
und 5 min stehen lassen.

¢ Becherglas 2:
Mit der Messpipette 3 ml Chymosin-Lésung aufnehmen und in die
warme Milch pipettieren. Die Milch dann noch 2 min weiterrihren.

Beobachtung:

In beiden Becherglasern bilden sich in der Milch Flocken, die sich abset
zen. Die Milch gerinnt.

Deutung:

Grundlage fur die Gerinnung der Milch ist die Hydrolyse des Milcheiwei-
Bes Casein, die von den Proteasen katalysiert wird.

Erklarung:

Die Peptidbindung wird unter Wasseranlagerung gespalten.

Hintergrund:

ausfuhrliche Hintergrundinformation: http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm (V 4.3.3)

Hinweise:

Bestellungen:

Chymosin-Losung: Chymax-Plus (1 I): Chr. Hansen GmbH, Gr.
Drakenburger StralRe 93-97, 31582 Nienburg, Telefon: 05021 963 0, Fax:
05021 963 109, http://www.chr-hansen.de (online 05.03.2010).

Lab-Ferment: Carl Roth GmbH, Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe,
Telefon 0721/5606-0, Telefax: 0721/5606-149, www.carlroth.de (online
05.03.2010)

4 Es sind die Produkte angegeben, mit denen die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von
Alternativ-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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3.4.9 _ _ S
Vergleich von Lab-Ferment und Chymosin
Versuch: Vergleich von tierischem Lab-Ferment und gentechnisch hergestell-
tem Chymosin
Material: Messzylinder (250 ml), Becherglaser (150 ml), Magnetrihrer mit Heiz-

platte, Ruhrfisch, Thermometer, Spatel, Glasstab, Messpipetten (5 ml),
Pipettierhilfe

Chemikalien: Frischmilch (3,5 %), Chymosin-Lésung, Lab-Ferment

Durchfuhrung: |e 200 ml Milch werden mit einem Messzylinder abgemessen, in ein Be-
cherglas mit einem Rihrfisch gegeben und unter Rihren und Tempe-
ratur-Kontrolle auf 42 °C erwarmt.

¢ Die erwarmte Milch wird auf zwei Becherglaser verteilt.

e Becherglas 1:
Eine Spatelspitze Lab-Ferment zugeben, mit dem Glasstab umriihren
und 5 min stehen lassen.

¢ Becherglas 2:
Mit der Messpipette 3 ml Chymosin-Ldsung aufnehmen und in die
warme Milch pipettieren. Die Milch dann noch 2 min weiterrihren.

Beobachtung:

Deutung:

Erklarung:
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3.5.10

Hydrolyse von DNA und RNA, Nachweis der

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

unterschiedlichen Zuckerbausteine

Vorbereitung:

Hydrolyse der Nukleinsauren

Zeitbedarf: 15 min
Ziel: Vorbereitung der Nachweisreaktionen
Material: Waage, Spatel, Reagenzglaser, Reagenzglasstander, Becherglas
(250 ml, hohe Form), Messpipetten (10 ml), Pipettierhilfen, Stoppuhr
Chemikalien: DNA (aus Lachssperma), RNA (aus Torilis spec.), Schwefelsaure
(c =1 molll)
Durchfiuhrung: o Jeweils 3 mg DNA bzw. RNA werden mit 10 ml Schwefelséure ver-
setzt.
¢ Die Losungen werden fur 10 min in ein siedendes Wasserbad (Be-
cherglas auf der Heizplatte) gestellit.
¢ Die Hydrolysate werden fir die Folgeversuche bei 4 °C aufbewahrt.
Versuch: Nachweis der unterschiedlichen Zuckerbausteine
Zeitbedarf: ca. 45 min (mit Vorbereitung)
Ziel: Erkennen, dass DNA und RNA sich in ihren Zuckerbausteinen unter-
scheiden
Material: Waage, Spatel, Reagenzglaser, Reagenzglasstander, Messkolben

(100 ml), Messpipetten (0,1 ml, 1 ml, 5 ml), Magnetrtihrer mit Heizplatte,
Pipettierhilfen, Stoppuhr

Chemikalien:

Diphenylamin, konz. Schwefelsaure, Essigsaure, Orcin (1,3-Dihydroxy-5-
methylbenzol), Eisen(lll)-chlorid, konz. Salzsaure, DNA-Hydrolysat, RNA-
Hydrolysat, Ribose-Lsg. (30 mg/100 ml), Desoxyribose (30 mg/100 ml),
dest. Wasser

Vorbereitung
(durch die Lehr-
kraft):

¢ Herstellung des Dische-Reagenz zum Nachweis der Desoxyribose
(Achtung: Schutzbrille, Arbeit unter dem Abzug):
1 g Diphenylamin wird in 2,5 ml konz. Schwefelsaure gel6st und mit
Essigsaure auf 100 ml aufgeftllt (im Dunkeln 1 Woche haltbar).

o Herstellung des Orcin-Reagenz zum Nachweis der Ribose (Achtung:
Schutzbrille, Arbeit unter dem Abzug):
0,2 g Orcin und 0,1 g Eisen(lll)-chlorid werden in 100 ml konz. Salz-
saure gelost (im Dunkeln 1 Woche haltbar).

Durchfihrung:

¢ Desoxyribose-Nachweis:
Jeweils 1 ml DNA- bzw. RNA-Hydrolysat, Ribose-, Desoxyribose-Lsg.
und Wasser werden mit 2 ml Dische-Reagenz versetzt und 5 min im
siedenden Wasserbad erhitzt.

¢ Ribose-Nachweis:
Jeweils 0,1 ml DNA- bzw. RNA-Hydrolysat, Ribose-, Desoxyribose-
Lsg. und Wasser werden mit 1 ml Orcin-Reagenz versetzt und 2 min
im siedenden Wasserbad erhitzt.
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Beobachtung: Farbe der Losungen:
Edukt DNA- RNA- Desoxy- Ribose Wasser
Hydrolysat |Hydrolysat |ribose
Dische-R. |blau farblos dunkelblau | farblos farblos
Orcin-R. gelb grian gelb grian gelb
Deutung: Das DNA-Hydrolysat enthalt den DNA-Baustein Desoxyribose, das RNA-

Hydrolysat den RNA-Baustein Ribose.

Hintergrund:

o Desoxyribose-Nachweis:
Durch Saureeinwirkung entsteht aus Desoxyribose in nicht exakt ge-
klartem Mechanismus unter Wasserabspaltung w-Hydroxylavulin-
aldehyd (4-Keto-5-hydroxypentanal). Der Aldehyd reagiert mit
Diphenylamin zu sechs chromatographisch trennbaren Produkten, von
denen eines im sauren Milieu blau gefarbt ist.

¢ Ribose-Nachweis:
Ribose bildet im Sauren unter Wasserabspaltung Furfural (Furan-2-
aldehyd), das mit Orcin unter der Bildung eines griinen Farbstoffs rea-
giert.

Entsorgung: als organische Abfalle

Quelle: verand. nach Wenck & Kruska (1988): Experimentelle Chemie der Nukle-
insauren. Aulis Verlag Deubner & Co, Kéln

Hinweise: Die Orcin-Reaktion ist eigentlich nicht spezifisch fir Ribose. Auch Deso-

xyribose ergibt einen griinen Farbstoff, allerdings nur mit 20 % der
Extinktion bei gleicher Konzentration wie Ribose. Fiur qualitative Bestim-
mungen ist die Reaktion trotzdem einsetzbar, da nach 10 min DNA-
Hydrolyse bzw. bei so kurzer Reaktionszeit (2 min) keine sichtbare Ver-
anderung auftritt.
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3.5.10

Hydrolyse von DNA und RNA, Nachweis der

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

unterschiedlichen Zuckerbausteine

Vorbereitung:

Hydrolyse der Nukleinsauren

Material:

Waage, Spatel, Reagenzglaser, Reagenzglasstander, Becherglas
(250 ml, hohe Form), Messpipetten (10 ml), Pipettierhilfen, Stoppuhr

Chemikalien:

DNA (aus Lachssperma), RNA (aus Torilis spec.), Schwefelsaure
(c =1 molll)

Durchfihrung:

e Jeweils 3 mg DNA bzw. RNA werden mit 10 ml Schwefelsaure ver-
setzt.

¢ Die Losungen werden fur 10 min in ein siedendes Wasserbad (Be-
cherglas auf der Heizplatte) gestellt.

¢ Die Hydrolysate werden fiir die Folgeversuche bei 4 °C aufbewahrt.

Versuch:

Nachweis der unterschiedlichen Zuckerbausteine

Material:

Waage, Spatel, Reagenzglaser, Reagenzglasstander, Messkolben
(200 ml), Messpipetten (0,1 ml, 1 ml, 5 ml), Magnetriihrer mit Heizplatte,
Pipettierhilfen, Stoppuhr

Chemikalien:

Diphenylamin, konz. Schwefelsaure, Essigsaure, Orcin (1,3-Dihydroxy-5-
methylbenzol), Eisen(lll)-chlorid, konz. Salzs&ure, DNA-Hydrolysat, RNA-
Hydrolysat, Ribose-Lsg. (30 mg/100 ml), Desoxyribose (30 mg/100 ml),
dest. Wasser

Vorbereitung
(durch die Lehr-
kraft):

¢ Herstellung des Dische-Reagenz zum Nachweis der Desoxyribose
(Achtung: Schutzbrille, Arbeit unter dem Abzug):
1 g Diphenylamin wird in 2,5 ml konz. Schwefelsaure geldst und mit
Essigsaure auf 100 ml aufgeftllt (im Dunkeln 1 Woche haltbar).

¢ Herstellung des Orcin-Reagenz zum Nachweis der Ribose (Achtung:
Schutzbrille, Arbeit unter dem Abzug):
0,2 g Orcin und 0,1 g Fe(lll)-chlorid werden in 100 ml konz. Salzséure
geldst (im Dunkeln 1 Woche haltbar).

Durchfihrung:

e Desoxyribose-Nachweis:
Jeweils 1 ml DNA- bzw. RNA-Hydrolysat, Ribose-, Desoxyribose-Lsg.
und Wasser werden mit 2 ml Dische-Reagenz versetzt und 5 min im
siedenden Wasserbad erhitzt.

¢ Ribose-Nachweis:
Jeweils 0,1 ml DNA- bzw. RNA-Hydrolysat, Ribose-, Desoxyribose-
Lsg. und Wasser werden mit 1 ml Orcin-Reagenz versetzt und 2 min
im siedenden Wasserbad erhitzt.

Beobachtung:

Farbe der Lésungen:

Edukt DNA- RNA- Desoxy- Ribose Wasser
Hydrolysat |Hydrolysat |ribose

Dische-R.

Orcin-R.

Deutung:




46

Kommentierte Versuchsanleitungen und Kopiervorlagen

3.5.15

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

Isolierung von Alginaten und Immobilisie- L
rung von R-Galactosidase

Zeitbedarf:

ca. 30 min Vorbereitung, dann Abkihlung des Alginat-Sols auf RT, ei-
gentliche Durchfihrung 20 min

Ziel:

Erkennen, dass sich Stoffe spezifisch in Gelkugeln immobilisieren lassen

Vorbereitung:

Herstellung eines Natriumalginat-Sols

Material:

Becherglas (250 ml), Messzylinder (100 ml), Glasstab, Magnetrihrer mit
Heizplatte, Rihrfisch, Thermometer, Haushaltssieb, Waage, Spatel, evtl.
Schutzhandschuh

Chemikalien:

Natriumalginat (z. B. Danisco: Grindsted Alginate FD 120)*°, dest. Was-
ser

Durchfihrung:

o Fir die Herstellung von 100 ml 2%ige Natriumalginat-Losung werden
im 250 ml-Becherglas zunachst 90 ml Wasser unter Rihren mittels
Magnetrthrer und Ruhrfisch auf 70 °C erwarmt.

¢ Nach dem Abstellen des Heizers wird die Ruhrgeschwindigkeit so stark
erhoht, dass sich um den Ruhrfisch ein Wirbel bildet. Mithilfe des
Haushaltssiebs siebt man nun portionsweise 2 g Natriumalginat auf die
Wirbeloberflache und rihrt so lange weiter, bis sich das Algenpolysac-
charid vollstandig geldst hat.

¢ Die Beseitigung kleinerer Alginat-Klumpen, deren Bildung kaum ver-
meidbar ist, lasst sich durch Einsatz eines Glasstabes beschleunigen.

e Nachdem das homogenisierte Sol auf Raumtemperatur abgekiihlt ist,
entfernt man den Rihrfisch und den benutzten Glasstab (Absptlen!),
fullt bis zur 100 ml-Marke mit Wasser auf und durchmischt nochmals
mit einem sauberen Glasstab.

¢ Die so hergestellte Natriumalginat-Lésung wird im eigentlichen Ver-
such eingesetzt.

Beobachtung:

Es bildet sich eine gelbliche, viskose Flussigkeit.

Deutung:

Aufgrund ihrer Lange bilden die Alginat-Ketten in der Warme eine kolloi-
dale Lésung.

Versuch:

Immobilisierung von Stoffen in Calciumalginat-Kugeln

Material:

Spritzen (10 ml), Becherglaser (50 ml, 100 ml), Glasstab, Haushaltssieb,
saugfahiges Papier (z. B. Kiichenrolle)

Chemikalien:

Natriumalginat-Losung, Lebensmittelfarbstoffe (z. B. von Hedinger),
Galactosidase-Kapseln (z. B. ,Enzym Lactase fir eine gesunde Ernah-
rung”, Firma Pro Natura (Bezug: Apotheke, Drogerie)), Calciumchlorid-
Lésung (c = 0,2 mol/l), dest. Wasser*’

5 Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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Durchfihrung:

¢ Die Natriumalginat-Lésung wird bis zur 10 ml-Markierung in die not-
wendige Anzahl von 50 ml-Becherglasern eingefiillt.

Versuchsvarianten:

a) Lebensmittelfarbstoffe:
In die Losung wird bis zur gewiinschten Farbung Lebensmittelfarbstoff

eingetropft.

b) B-Galactosidase:

Die L6sung wird mit dem Inhalt einer gedffneten 3-Galactosidase-
Kapsel versetzt. Dazu zieht man die Kapselhalften mit den Fingern
auseinander, tUberfuhrt den pulverférmigen Inhalt méglichst vollstéandig
in das Becherglas und verrihrt sorgfaltig mit dem Glasstab, bis eine
gleichméRige Suspension entstanden ist.

¢ In beiden Fallen werden die Alginat-Mischungen anschliel3end tber
dem mit 40 ml Calciumchlorid-Lésung gefullten 100 ml-Becherglas in
eine Spitze gegossen und so in diese Losung eingetropft. Da die
Tropfgeschwindigkeit der in der Spritze befindlichen Mischung mit sin-
kendem Flussigkeitsstand abnimmt, ist es ratsam, das Austreten der
letzten Tropfen durch den Einsatz des Kolbens zu beschleunigen.

Beobachtung:

Beim Eintropfen bilden sich Kugeln, die sich nach kurzer Zeit am Boden
absetzen.

Fortfuhrung:

¢ Nach 10 min werden die Kugeln unter Einsatz eines Haushaltsiebes
von den Gelierbadern getrennt.
¢ Die im Sieb befindlichen Kugeln spiilt man grindlich mit entionisiertem

Wasser aus der Spritzflasche ab und tupft sie vorsichtig mit einem un-
ter das Sieb gehaltenen Stiick Kiichenrolle trocken.

Beobachtung:

Alginat- Farbe 1 Farbe 2 Farbe 3 Enzym

Mischung

Aussehen der
Kugeln

> |

Bsp. :L "i”‘

Deutung:

In den Kugeln sind Farbstoffe bzw. das Enzym verkapselt und damit im-
mobilisiert worden.

Entsorgung:

in den Ausguss geben

Quelle:

selbst entwickelt bzw. verand. nach Dissertation Marburger:
http://archiv.ub.uni-marburg.de/diss/z2004/0110/pdf/dam.pdf (online

05.03.2010)

Hintergrund:

Anwendungen von Alginaten:

¢ Natrium- und Kalium-Alginate: Lebensmittelindustrie zum Backen, fur
fettarme Brotaufstriche, Fruchtfullungen und Saucen;

e Calcium-Alginate: Tablettenherstellung, Medikamente zum Wundver-
schluss (Immobilisierung von Enzymen und anderen Wirkstoffen).

Hinweise:

Nicht alle Lebensmittelfarbstoffe lassen sich in Calcium-Alginaten immo-
bilisieren.
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3.5.15 Isolierung von Alginaten und Immobilisie- S
rung von R-Galactosidase
Vorbereitung: Herstellung eines Natriumalginat-Sols
Material: Becherglas (250 ml), Messzylinder (100 ml), Glasstab, Magnetrihrer mit
Heizplatte, Rihrfisch, Thermometer, Haushaltssieb, Waage, Spatel, evtl.
Schutzhandschuh
Chemikalien: Natriumalginat, dest. Wasser

Durchfuhrung: |e Fir die Herstellung von 100 ml 2%ige Natriumalginat-Losung werden
im 250 ml-Becherglas zunéchst 90 ml Wasser unter Rihren mittels
Magnetrthrer und Ruhrfisch auf 70 °C erwarmt.

e Nach dem Abstellen des Heizers wird die Riuhrgeschwindigkeit so stark
erhoht, dass sich um den Ruhrfisch ein Wirbel bildet. Mithilfe des
Haushaltssiebs siebt man nun portionsweise 2 g Natriumalginat auf die
Wirbeloberflache und rihrt so lange weiter, bis sich das Algenpolysac-
charid vollstandig geldst hat.

¢ Die Beseitigung kleinerer Alginat-Klumpen, deren Bildung kaum ver-
meidbar ist, lasst sich durch Einsatz eines Glasstabes beschleunigen.

¢ Nachdem das homogenisierte Sol auf Raumtemperatur abgekuhlt ist,
entfernt man den Rihrfisch und den benutzten Glasstab (Absptlen!),
fullt bis zur 100 ml-Marke mit Wasser auf und durchmischt nochmals
mit einem sauberen Glasstab.

¢ Die so hergestellte Natriumalginat-Losung wird im eigentlichen Ver-
such eingesetzt.

Beobachtung:

Deutung:

Versuch: Immobilisierung von Stoffen in Calciumalginat-Kugeln

Material: Spritzen (10 ml), Becherglaser (50 ml, 100 ml), Glasstab, Haushaltssieb,
saugfahiges Papier (z. B. Kiichenrolle)

Chemikalien: Natriumalginat-Lésung, Lebensmittelfarbstoffe, Galactosidase-Kapseln,

Calciumchlorid-Lésung (c = 0,2 mol/l), dest. Wasser

Durchfihrung: |e Die Natriumalginat-Losung wird bis zur 10 ml-Markierung in die not-
wendige Anzahl von 50 ml-Becherglasern eingefillt.

Versuchsvarianten:

a) Lebensmittelfarbstoffe:
In die Losung wird bis zur gewtinschten Farbung Lebensmittelfarbstoff
eingetropft.

b) R-Galactosidase:
Die Losung wird mit dem Inhalt einer gedffneten [3-Galactosidase-
Kapsel versetzt. Dazu zieht man die Kapselhalften mit den Fingern
auseinander, Gberfuhrt den pulverférmigen Inhalt méglichst vollstéandig
in das Becherglas und verriihrt sorgfaltig mit dem Glasstab, bis eine
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gleichmalige Suspension entstanden ist.

In beiden Fallen werden die Alginat-Mischungen anschlieRend Uber
dem mit 40 ml Calciumchlorid-Lésung gefillten 100 ml-Becherglas in
eine Spitze gegossen und so in diese Losung eingetropft. Da die
Tropfgeschwindigkeit der in der Spritze befindlichen Mischung mit sin-
kendem Flussigkeitsstand abnimmt, ist es ratsam, das Austreten der
letzten Tropfen durch den Einsatz des Kolbens zu beschleunigen.

Beobachtung:

Fortfihrung: ¢ Nach 10 min werden die Kugeln unter Einsatz eines Haushaltsiebes
von den Gelierbadern getrennt.

¢ Die im Sieb befindlichen Kugeln spiilt man griindlich mit entionisiertem

Wasser aus der Spritzflasche ab und tupft sie vorsichtig mit einem un-
ter das Sieb gehaltenen Stiick Kiichenrolle trocken.

Beobachtung: Alginat- Farbe 1 Farbe 2 Farbe 3 Enzym
Mischung

Aussehen der

Kugeln

Deutung:
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3.5.16

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

Nutzung von Enzymen: 3-Galactosidase

Zeitbedarf:

Vorbereitung: Versuch Immobilisierung von 3-Galactosidase;
die eigentliche Durchfiihrung ca. 45 Minuten, Teilversuche méglich

Ziel:

Erkennen, dass bei der Spaltung des Disaccharids Lactose durch das
Enzym 3-Galactosidase Glucose gebildet wird

Material:

Becherglaser (50 ml, 100 ml), Messzylinder (10 ml), Glasstab, Stoppuhr

Chemikalien:

Immobilisat und Gelierbad von 3-Galactosidase in Calciumalginat aus
Versuch ,Immobilisierung von 3-Galactosidase”, 3-Galactosidase-
Kapseln (,Enzym Lactase fur eine gesunde Ernahrung*, z. B. Firma Pro
Natura, Apotheke), Lactose-Monohydrat-Lésung (p* = 52,6 g/l), Glucose-
Teststabchen fiir halbquantitative Nachweise (Apotheke)*

Durchfiuhrung:

1:

¢ 3 50-ml-Becherglaser werden mit 10 ml Lactose-Lsg. gefullt.

¢ In die drei Lésungen wird jeweils ein Glucose-Teststabchen getaucht,
die Glucose-Konzentration festgestellt und in die Beobachtungstabelle
eingetragen (t = 0).

e Das erste Becherglas wird unverandert gelassen (negative Kontrolle).

¢ Im zweiten Becherglas wird die enzymatische Aktivitét von freier
(= nicht immobilisierter) 3-Galactosidase untersucht (positive Kontrol-
le):
In das zweite Becherglas wird mdglichst quantitativ der Inhalt einer 3-
Galactosidase-Kapsel gegeben, die Stoppuhr wird in Gang gesetzt und
die Mischung grtindlich mit einem Glasstab verrtihrt, bis die 3-
Galactosidase-Partikel gleichmaRig verteilt sind.

e Nach 5 und 10 Minuten wird der Glucose-Gehalt der beiden Becher-
glaser jeweils mit einem Teststdbchen untersucht und entsprechend
der Gebrauchsanweisung durch Farbvergleich mit der Skala auf dem
Teststreifen-Behalter ausgewertet.

¢ Im dritten Becherglas wird die enzymatische Aktivitat von immobilisier-
ter R-Galactosidase untersucht (Testansatz):
Dazu werden die Calcium-Alginat-Immobilisat-Kugeln aus dem Immo-
bilisierungsversuch zu dem dritten Becherglas gegeben.

o Wieder wird jeweils nach Reaktionszeiten von 5 und 10 Minuten auf
die oben beschriebene Weise der Glucose-Gehalt des Gemisches mit
einem Teststabchen Uberpruft.

16 Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.




Kommentierte Versuchsanleitungen und Kopiervorlagen

51

Beobachtung: |beispielhafte Ergebnisse:
p*(Glucose)
(mg/100 ml)
Lactose-Lsg
t (min) ohne Enzym mit freiem mit immobil.
Enzym Enzym
0 0 0 0
5 0 1000 <300
10 n.b. n.b. < 300
n.b.: e M
nicht bestimmt ———
Deutung: Unabhangig von der Art der Enzymzugabe lasst sich die Bildung von
Glucose in der Lactose-Ldsung nachweisen.
Erklarung: Das Disaccharid Lactose (4-(B-D-Galactopyranosyl)-D-
glucopyranose) wird durch Hydrolyse katalytisch in die Monosaccharide
Galactose und Glucose gespalten. Die Glucose wird durch einen Gluco-
se-Oxidase-Test nachgewiesen.
Entsorgung: in den Ausguss geben
Quelle: selbst entwickelt bzw. verand. nach Dissertation Marburger
http://archiv.ub.uni-marburg.de/diss/z2004/0110/pdf/dam.pdf (online
05.03.2010)
Hinweis: Als Ergénzung koénnen das Gelierbad des Immobilisierungsversuches,

aber auch Milch und/oder Milchprodukte getestet werden, z. B. Frisch-
milch oder Molke.

Hintergrund:

ausfihrliche Hintergrundinformation: http://www.uni-
bayreuth.de/departments/didaktik-bio/genlabor/materialien.htm (V 4.3.4)

WWW:

Biochemistry online:
http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/cho/monosacch
arides.htm, online 05.03.2010

3-Galactosidase: http://www.expasy.ch/enzyme/3.2.1.23, online
05.03.2010
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3.5.16

Experimentelle Mikrobiologie und Genetik

Nutzung von Enzymen: 3-Galactosidase

Material:

Becherglaser (50 ml, 100 ml), Messzylinder (10 ml), Glasstab, Stoppuhr

Chemikalien:

Immobilisat und Gelierbad von R-Galactosidase in Calciumalginat aus
Versuch ,Immobilisierung von R-Galactosidase®, 3-Galactosidase-
Kapseln (,Enzym Lactase fir eine gesunde Erndhrung*, z. B. Firma Pro
Natura, Apotheke), Lactose-Monohydrat-Lésung (p* = 52,6 g/l), Glucose-
Teststabchen fiir halbquantitative Nachweise (Apotheke)*’

Durchfihrung

1:

¢ 3 50-ml-Becherglaser werden mit 10 ml Lactose-Lsg. gefullt.

¢ In die drei Lésungen wird jeweils ein Glucose-Teststabchen getaucht,
die Glucose-Konzentration festgestellt und in die Beobachtungstabelle
eingetragen (t=0).

e Das erste Becherglas wird unverandert gelassen (negative Kontrolle).

¢ Im zweiten Becherglas wird die enzymatische Aktivitat von freier (=
nicht immobilisierter) 3-Galactosidase untersucht (positive Kontrolle):
In das zweite Becherglas wird mdglichst quantitativ der Inhalt einer 3-
Galactosidase-Kapsel gegeben, die Stoppuhr wird in Gang gesetzt,
und die Mischung grundlich mit einem Glasstab verrihrt, bis die 13-
Galactosidase-Partikel gleichmaRig verteilt sind.

e Nach 5 und 10 Minuten wird der Glucose-Gehalt der beiden Becher-
glaser jeweils mit einem Teststdbchen untersucht und entsprechend
der Gebrauchsanweisung durch Farbvergleich mit der Skala auf dem
Teststreifen-Behalter ausgewertet.

¢ Im dritten Becherglas wird die enzymatische Aktivitat von immobilisier-
ter B-Galactosidase untersucht (Testansatz):
Dazu werden die Calcium-Alginat-Immobilisat-Kugeln aus dem Immo-
bilisierungsversuch zu dem dritten Becherglas gegeben.

e Wieder wird jeweils nach Reaktionszeiten von 5 und 10 Minuten auf
die oben beschriebene Weise der Glucose-Gehalt des Gemisches mit
einem Teststabchen Uberpruft.

Beobachtung:

beispielhafte Ergebnisse:

p*(Glucose)
(mg/100 ml)

Lactose-Lsg

t (min) ohne Enzym mit freiem Enzym |mit immobil. Enzym

10

Deutung:

Erklarung:

7 Es ist das Produkt angegeben, mit dem die Experimente durchgefiihrt wurden. Die Verwendung von Alterna-
tiv-Produkten ist denkbar, aber nicht erprobt.
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5 Zuséatzliche Informationen

5.1 Schilerlabore

Uber die in der Schule realisierbaren Beobachtungen, Untersuchungen und Experimente
hinaus gibt es zahlreiche Tatigkeiten, die in der Schule nicht durchfihrbar sind, die aber als
Ergédnzung zum Biologieunterricht duf3erst wertvoll sind. Viele Forschungsinstitute und Uni-
versitaten in Bayern bieten in daflr geeigneten Laborraumen Experimente fur Schulklassen
aller Jahrgangsstufen an, die in den Schulen in dieser Form nicht méglich sind. Den beteilig-
ten Institutionen ist es ein besonderes Anliegen, Kinder und Jugendliche fur naturwissen-
schaftliche Themen zu interessieren und Uber eigene praktische Erfahrungen daftr zu be-
geistern. Zudem bieten manche der Einrichtungen mobile Labor-Systeme auf Ausleihbasis
an.

Fur Bayern bietet die Homepage von SchulLaborBayern (http://www.slb.bayern.de, online
05.03.2010) einen Uberblick tiber das Angebot bayerischer Schiilerlabore. Daneben werden
auch Veranstaltungen der beteiligten Institutionen in einem fortlaufend aktualisierten Kalen-
der zusammengefasst.

Ubersicht fiir angrenzende Bundeslander und deutschlandweite Initiativen zum Thema Schii-
lerlabore (alle online 05.03.2010).

e Dresden: Glasernes Labor im Deutschen Hygienemuseum
e Dresden: BIO-TE[A]CH im Biolnnovations-Zentrum Dresden
e Frankfurt: Genomix, das Biotechnologie-Praktikum von sanofi-aventis

e Ulm: NUGI, das Netzwerk Universitadt - Gymnasien — Industrie

e Genlabor und Schule (http://www.genlabor-schule.de/cgi-bin/s_357.cqgi?V_ac=I05)
e LelLA: Lernort Labor (http://www.lernort-labor.de/AllLabs.php?fl=5&tI=2 )

e Mobiles Labor: BIOTechnikum on tour

52 Definitionen Gentechnik

e Schmid, R.D. (2002): Taschenatlas der Biotechnologie und Gentechnik. Weinheim,
S. 215:

,Die verschiedenen Anwendungen der Gentechnik setzen die Beherrschung verschiede-
ner Techniken voraus. Dazu gehodren insbesondere: 1. die Isolierung, Vervielfaltigung, en-
zymatische Modifikation, Charakterisierung, Sequenzierung und chemische Synthese von
DNA, und 2. die Klonierung und Expression von DNA in pro- und eukaryotischen Zellen.”

e Caesar, P. (1990): Gentechnologie — Herausforderung fir Ethik und Recht. Heidelberg,
S. 15:
.Gentechnik beschreibt die Gesamtheit der Verfahren zur Charakterisierung, Isolierung
und Neukombination von Erbinformation sowie zur Vermehrung des neukombinierten Ma-
terials und seine Ubertragung auf andere Organismen. Dabei kdnnen Artgrenzen tiber-
schritten werden.”

¢ Hampl et al. (2001): Biologie. z.e.u.S. Materialien. Kéln, Band 5:
S. 176 f.; ,Analyse und Neukombination der DNA"

S. 200 f.: ,Neukombination von Nukleinsauren, Proteinherstellung, transgene Tiere, trans-
gene Pflanzen, Gendiagnostik, somatische Gentherapie*
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o Gesetz zur Regelung der Gentechnik (Gentechnikgesetz - GenTG) (vom 16. Dezember
1993, zuletzt gedndert am 21. Dezember 2004 BGBI | S. 186):

,8 3 Begriffshestimmungen

Im Sinne dieses Gesetzes sind

1. Organismus
jede biologische Einheit, die fahig ist, sich zu vermehren oder genetisches Material zu
Ubertragen, einschliel3lich Mikroorganismen,

la. Mikroorganismen
Viren, Viroide, Bakterien, Pilze, mikroskopisch-kleine ein- oder mehrzellige Algen,
Flechten, andere eukaryotische Einzeller oder mikroskopisch-kleine tierische Mehr-
zeller sowie tierische und pflanzliche Zellkulturen,

2. gentechnische Arbeiten
a) die Erzeugung gentechnisch veranderter Organismen,

b) die Vermehrung, Lagerung, Zerstérung oder Entsorgung sowie der innerbetriebli-
che Transport gentechnisch veranderter Organismen sowie deren Verwendung in
anderer Weise, soweit noch keine Genehmigung fuir die Freisetzung oder das
Inverkehrbringen zum Zweck des spateren Ausbringens in die Umwelt erteilt wur-
de,

3. gentechnisch veranderter Organismus
genetisches Material in einer Weise veréandert worden ist, wie sie unter nattrlichen
Bedingungen durch Kreuzen oder natirliche Rekombination nicht vorkommt; ein gen-
technisch veranderter Organismus ist auch ein Organismus, der durch Kreuzung oder
naturliche Rekombination zwischen gentechnisch verénderten Organismen oder mit
einem oder mehreren gentechnisch veranderten Organismen oder durch andere Ar-
ten der Vermehrung eines gentechnisch veranderten Organismus entstanden ist, so-
fern das genetische Material des Organismus Eigenschaften aufweist, die auf gen-
technische Arbeiten zuriickzufuhren sind,

3a. Verfahren der Veranderung genetischen Materials in diesem Sinne sind insbesondere

a) Nukleinsdure-Rekombinationstechniken, bei denen durch die Einbringung von
Nukleinsduremolekilen, die auRerhalb eines Organismus erzeugt wurden, in Vi-
ren, Viroide, bakterielle Plasmide oder andere Vektorsysteme neue Kombinationen
von genetischem Material gebildet werden und diese in einen Wirtsorganismus
eingebracht werden, in dem sie unter natdrlichen Bedingungen nicht vorkommen,

b) Verfahren, bei denen in einen Organismus direkt Erbgut eingebracht wird, welches
auf3erhalb des Organismus hergestellt wurde und nattrlicherweise nicht darin vor-
kommit, einschlief3lich Mikroinjektion, Makroinjektion und Mikroverkapselung,

c) Zellfusionen oder Hybridisierungsverfahren, bei denen lebende Zellen mit neuen
Kombinationen von genetischem Material, das unter natlirlichen Bedingungen
nicht darin vorkommt, durch die Verschmelzung zweier oder mehrerer Zellen mit
Hilfe von Methoden gebildet werden, die unter nattrlichen Bedingungen nicht vor-
kommen,

3b. nicht als Verfahren der Ver&nderung genetischen Materials gelten
a) In-vitro-Befruchtung,
b) natirliche Prozesse wie Konjugation, Transduktion, Transformation,
c) Polyploidie-Induktion,
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3c.

es sei denn, es werden gentechnisch veranderte Organismen verwendet oder re-
kombinante Nukleinsduremolekiile, die im Sinne von den Nummern 3 und 3a herge-
stellt wurden, eingesetzt.

Weiterhin gelten nicht als Verfahren der Veranderung genetischen Materials
a) Mutagenese und

b) Zellfusion (einschlie3lich Protoplastenfusion) von Pflanzenzellen von Organismen,
die mittels herkdmmlicher Zichtungstechniken genetisches Material austauschen
konnen,
es sei denn, es werden gentechnisch veranderte Organismen als Spender oder
Empféanger verwendet,

sofern es sich nicht um ein Vorhaben der Freisetzung oder des Inverkehrbringens
handelt und sofern keine gentechnisch veranderten Organismen als Spender oder
Empféanger verwendet werden, gelten dartiber hinaus nicht als Verfahren der Veran-
derung genetischen Materials

a) Zellfusion (einschlief3lich Protoplastenfusion) prokaryotischer Arten, die geneti-
sches Material Giber bekannte physiologische Prozesse austauschen,

b) Zellfusion (einschlie3lich Protoplastenfusion) von Zellen eukaryotischer Arten, ein-
schlie3lich der Erzeugung von Hybridomen und der Fusion von Pflanzenzellen,

c) Selbstklonierung nicht pathogener, natirlich vorkommender Organismen, beste-
hend aus

aa) der Entnahme von Nukleinsduresequenzen aus Zellen eines Organismus,

bb) der Wiedereinflihrung der gesamten oder eines Teils der
Nukleinsauresequenz (oder eines synthetischen Aquivalents) in Zellen dersel-
ben Art oder in Zellen phylogenetisch eng verwandter Arten, die genetisches
Material durch natirliche physiologische Prozesse austauschen kénnen, und

cc) einer eventuell vorausgehenden enzymatischen oder mechanischen Behand-
lung.
Zur Selbstklonierung kann auch die Anwendung von rekombinanten Vektoren
zahlen, wenn sie Uber lange Zeit sicher in diesem Organismus angewandt
wurden, [...]* (http://bundesrecht.juris.de/gentg/ _3.html, online 05.03.2010)
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