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Einleitung

Der Tierart-Kit SK1-12 enthält die notwendigen Materialien, um verarbeitete Tierar-
ten in gängigen Fleisch- und Milchprodukten, z.B. Wurst oder Käse zu bestimmen. 
Ein Lehrerheft und fünf Schülerhefte, alle durchgehend farbig illustriert, ergänzen 
den Kit. Das Lehrerheft umfasst insgesamt 36 Seiten und gliedert sich in einen 
theoretischen und praktischen Teil. Im theoretischen Teil werden arbeitstechnische 
Grundlagen, Unterrichtsorganisation und didaktische Hinweise aufgeführt. Arbeits-
blätter mit Aufgaben für die Schüler und Antworten für die Lehrkräfte vervollständi-
gen den Theorieteil. Anschließend wird im praktischen Teil die Versuchsdurchführung 
ausführlich dargestellt. Hinweise zur Sicherheit, Entsorgung und dem Umgang mit 
Gefahrstoffen bilden den Abschluss des Lehrerheftes. Das Schülerheft umfasst insge-
samt 8 Seiten. Einleitend werden die fachlichen Grundlagen der Polymeraseketten-
reaktion erläutert. Es folgt wiederum eine ausführliche Versuchsbeschreibung, bevor 
die Sicherheitshinweise den Abschluss des Schülerheftes bilden.

Praktische Grundlage

Grundlage der Untersuchung ist der Nachweis von Tierart-spezifi scher Erbsubstanz 
(DNA). Sowohl Fleisch als auch Milch sowie deren Verarbeitungsprodukte enthalten 
DNA-Anteile der verwendeten Tierarten. Die DNA ist so stabil, dass sie auch noch 
nach umfangreichen Produktionsprozessen in ausreichender Quantität und Qualität 
vorhanden ist, um eindeutige Tierartidentifi zierungen durchführen zu können. Die 
Untersuchung gliedert sich in drei Abschnitte, in denen verschiedene grundlegende 
Techniken der DNAAnalytik angewandt werden:

(1) DNA-Isolation

Im ersten Teil wird aus der zu untersuchenden Probe, z.B. kleine Wurst- oder Käse-
stücke, DNA isoliert. Diese Proben werden zunächst enzymatisch aufgelöst, um die 
DNA-Moleküle aus den Zellen freizusetzen. Im Anschluss wird die DNA von den 
übrigen Bestandteilen abgetrennt und steht dann für die PCR-Analyse zur Verfügung.

(2) PCR

Im zweiten Teil erfolgt eine PCR mit Tierart-spezifi schen PCR-Primern. Diese Pri-
mer sind so konstruiert, dass sie nur mit der DNA einer bestimmten Tierart (Rind, 
Schwein, Huhn oder Pute) PCR-Produkte bilden, sofern sich diese in der Probe 
befi nden. Es spielt keine Rolle, ob weitere Tierarten in den Lebensmitteln verarbeitet 
wurden.

(3) Gel-Elektrophorese

Im dritten Teil wird überprüft, ob Tierart-spezifi sche PCR-Produkte gebildet wurden, 
d.h. ob eine bestimmte Tierart in der untersuchten Probe verarbeitet worden ist. Die 
Prüfung erfolgt mittels Agarose-Gel-Elektrophorese, wonach synthetisierte PCR-
Produkte durch Anfärbung sichtbar gemacht und dokumentiert werden können. Als 
Untersuchungsmaterial eignen sich gängige rohe, gebrühte und gekochte Produkte. 
Bis zu einer Nachweisgrenze von ca. 0,5% lassen sich die 4 Tierarten Rind, Schwein, 
Huhn und Pute in Produkten identifi zieren. Die gesamte Untersuchung kann auf drei 
bis vier verschiedene Unterrichtseinheiten aufgeteilt werden. Sowohl nach der DNA-
Isolation als auch nach der PCR können die Proben beliebig lange eingelagert wer-
den, so dass bei der Durchführung im Unterricht eine große Flexibilität gegeben ist.  

Bestandteile des Tierart-Kit 110.3110
(für 3 mal je 4 Gruppen) 

(1) DNA-Isolation
(für 12 Isolationen) 
- Säulen inkl. Auffanggefäße (12 Stück)
- Zusätzliche Auffanggefäße (24 Stück)  

Da die oben angegebenen Binde- und Waschpuffer Detergentien bzw. Guanidin 
enthalten, muss Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe, Schutzbrille) getragen 
werden.
 
(2) PCR-Reaktionen
(für je 3 PCR-Nachweise von Rind-, Schwein, Huhn- und Puten-DNA und 
den zugehörigen Positiv- und Negativ-Kontrollen)
- Kontroll-DNA von Rind, Schwein, Huhn und Pute: je 20 µl
- Reaktionsmix (bestehend aus DNA-Polymerase, MgCl2, Puffer, dNTPs): 1,8 ml
- PCR-Primer von Rind, Schwein, Huhn und Pute: je 50 µl
- H2O (steril): 1 ml
  
(3) Gelelektrophorese
(Auswertung der Untersuchung)
- Gel-Ladepuffer (6fach-konzentriert) für die Gel-Elektrophorese: 120 µl
- DNA-Längenstandard (ausreichend für 12 Agarose-Gele,15 µl DNA-Längenstan-
dard): 200 µl
- DNA-Färbelösung (200fach-konzentriert): 6 ml
- Agarose: 6 g
- TAE-Elektrophoresepuffer (25fach-konzentriert): 5 x 20 ml
  Lagertemperatur beachten!

Wichtig: Säulen, Auffanggefäße und Puffer für die DNA-Isolierung sind 
bei Raumtemperatur, alle anderen Lösungen und Referenzen sind bei 18 
Grad Celsius zu lagern!  
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Stundenorganisation

Das unten stehende Fließdiagramm skizziert einen möglichen Unterrichtsgang. 

Beachten Sie bitte, dass die praktische Durchführung, wenn dies erforderlich ist, an 
verschiedenen Stellen unterbrochen und in späteren Stunden fortgeführt werden 
kann.  

Anmerkung: Unterrichtseinheiten 1 und 2 können auch als eine Unter-
richtseinheit gestaltet werden! 

Lernziele der Schüler

 1. Einen bestätigenden Versuch durchführen, der die Phasen:
 a) Fragestellung / Hypothesenbildung
 b) Planung und Versuchsaufbau
 c) Versuchsdurchführung
 d) Registrieren des beobachtbaren Ergebnisses
 e) Auswertung bzw. Interpretation des Ergebnisses, Möglichkeit des 
     Transfers beinhaltet. 
 2. Die Replikation und die PCR hinsichtlich ihrer Gemeinsamkeiten und Unterschiede
     vergleichen können.
 3. Die korrekte Bezeichnung und die Funktion der Komponenten einer PCR wieder
     geben.
 4. Die korrekte Bezeichnung und die Funktion der einzelnen Schritte eines PCR-
     Zyklus wiedergeben.
 5. Die Visualisierung der DNA in einem Agarose-Gel darstellen.
 6. Den Versuch anhand des Schülerheftes eigenständig unter Berücksichtigung der
     Sicherheitshinweise durchführen.
 7. Bei Versuchsaktivitäten wie Zentrifugation der Proben und PCR-Reaktionen im 
     Thermocycler eine Absprache mit den Mitschülern zur gemeinsame Benutzung der
     Gerätschaften treffen (Kooperation, Teamarbeit).
 8. Eine korrekte Abschätzung der visualisierten DNA-Bandengrößen vornehmen.
  9. Die Wanderungsstrecken der Gelbanden mit Hilfe eines Lineals ausmessen.

10. Ein Diagramm erstellen für den DNA-Längenstandard mit der X-Achse 
     “Wanderungsstrecke [mm]” und der Y-Achse “Basenpaare [bp]”.
11. Eine korrekte DNA-Bandengrößenbestimmung der eigenen PCR-Produkte an
      hand des erstellten Diagramms vornehmen.
12. Ergebnisse objektiv, also wahrheitsgemäß, ermitteln und an die Mitschüler 
      weitergeben.
13. Die Erkenntnis gewinnen, dass die vier Tierarten Rind, Schwein, Huhn und Pute 
      mittels PCR aus verarbeiteten, tierischen Lebensmittel nachzuweisen sind.
14. Nach Ende des Versuchs die Entsorgung der Gebrauchsmaterialien gemäß den
      Angaben durchführen, um die Gefährdung des eigenen Lebens bzw. anderer 
      Menschen zu vermeiden.  

Arbeitsblatt 1 (Musterlösungen für Lehrkraft)

DNA-Isolation
1) Nennen Sie die Bausteine eines DNA-Nukleotids.
Ein DNA-Nukleotid besteht aus einem Phosphatrest, einer Desoxyribose und einer 
Base (Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin).
2) Nennen Sie die Bausteine eines DNA-Makromoleküls und erläutern Sie dessen 
Zusammenhalt.
Ein DNA-Makromolekül besteht aus zwei Polynukleotidsträngen, die über die Was-
serstoffbrücken der sich gegenüberliegenden Basen zusammengehalten werden.
3) Erläutern Sie begründet, warum Sie Ihre mitgebrachte Probe nicht direkt in die 
PCR einsetzen.
Die Probe enthält Proteine und Fette, die eine PCR stören und die DNA liegt nicht 
frei in der Probe vor, sondern muss erst aus den Zellen isoliert werden.   

PCR
1) Begründen Sie den Einsatz der PCR.
Da die DNA in geringer Menge vorliegt, muss sie in großer Menge vermehrt werden, 
um sie mittels Gel-Elektrophorese mit anschließender Färbung nachweisen zu kön-
nen.
2) Nennen Sie die Komponenten, die in der PCR benötigt werden. Es werden ein 
Template (eine Vorlagen-DNA), eine hitzestabile DNA-Polymerase (Enzym), (desoxy-
ribo-) Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP, Vorwärts- und Rückwärts-Primer und 
eine Pufferlösung benötigt.
3) Nennen Sie die Schritte in einem PCR-Zyklus und erläutern Sie deren Funktion.

Ein PCR-Zyklus besteht aus 3 Schritten:
 Im 1. Schritt werden die Wasserstoffbrücken der sich gegenüberliegen
 den Basen bei 94 Grad Celsius aufgebrochen und es entstehen komple
 mentäre Einzelstränge der DNA = Denaturierung.
 Im 2. Schritt binden die beiden Primer bei Temperaturen zwischen 40 bis 
 60 Grad Celsius an den jeweiligen komplementären Einzelstrang der 
 DNA = Annealing.
 Im 3. Schritt synthetisiert die DNA-Polymerase bei 72 Grad Celsius von 
 den 3‘--Enden der Primer ausgehend Template-abhängige neue DNA-
 Stränge (Ziel-DNA = Target-DNA) = Elongation.   

Gelelektrophorese
1) Begründen Sie die elektrische Ladung eines DNA-Makromoleküls in einer alkali-
schen Pufferlösung und erläutern Sie die Wanderungsrichtung des DNA-Makromole-
küls im elektrischen Feld.
Ein DNA-Makromolekül ist negativ geladen aufgrund der freien negativen Ladungen 
der Phosphatreste und wandert daher zum Pluspol (Anode).

2) Nachdem die PCR-Produkte in die Geltaschen pipettiert werden, wandern sie 
durch die Gelmatrix. Begründen Sie die Wanderungsgeschwindigkeiten von großen 
und kleinen Produkten und leiten daraus ab, an welcher Stelle die jeweiligen Produk-
te auf dem Agarose-Gel zu fi nden sind.
Die kleineren Produkte wandern am schnellsten und befi nden sich am Ende des Gels, 
da sie bei ihrer Wanderung durch die Gelmatrix den geringsten Widerstand erfahren. 
Die größeren Produkte wandern langsamer wegen des größeren Widerstandes und 
befi nden sich am oberen Ende des Gels.

3) Beschreiben Sie die Visualisierung der DNA im Agarose-Gel.
Nach der Gel-Elektrophorese wird ein Farbstoff, z.B. Methylenblau, auf das Gel gege-
ben, der sich an die DNA bindet und dadurch die Banden sichtbar macht.  
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