Mibi IV Praktikum – Zusammenfassung

Die 5 Aufgaben der biologischen Betriebskontrolle: (1) Überwachung und Aufrechterhaltung eines lebensmittelhygienischen Status des Betriebes (2) und der End- und Zwischenprodukte, sowie der Rohstoffe, (3) Detektion und Bekämfung von Kontaminanten, (4) Sicherung von Starterorganismen (physiol. Zustand), (5) Überwachung und Steuerung mikrobio. Herstellungsprozesse.

Betriebskontrolle in der Brauerei: Bier = relativ stabiles Produkt, da geringe Nährstoffe, niedriger pH, niedriges Redoxpotential (Alkohol, CO2), Hopfenbitterstoffe hemmen gram+ Bak.; Unterscheidung in hefefreier Bereich (Untersuchung auf Bak. und Hefen) und Bereich in dem Hefe eingesetzt wird (Untersuchung auf Betriebshefe und Fremdhefe). Produktionsstufen überwachen, HACCP.

Obligate Bierschädlinge: können sich im Bier vermehren, Bodensatz, Trübung, Stoffwechselprodukte, Geruchs- und Geschmacksveränderung

· Lactobacillus: L. Lindneri, L. casei (homofermentative) und Lactobacillus brevis (heterofermentative Milchsäuregärung), in Fruchtsäften Lactobacillus casei , L. paracasei und L. perolens.

· Pediococcus: Bier-Sarcinen; Arten wie Pediococcus damnosus (oft als P. cerevisiae bezeichnet), P. pentosaceus und P. acidilactici bewirken durch Ausscheidung von Diacetyl  eine Gemacksveränderung.

· Pectinatus cerevisiiphilus: P. cerevisiiphilus and P. frisingensis, two strict anaerobic beer spoilage bacteria

· Megasphaera sp.

· Einige Saccharomyces-Hefen (S. Diastaticus)

Potenzielle Bierschädlinge: können sich im abgefüllten Bier nur unter besondern Umständen vermehren, bei niedrigem Hopfengehalt, hohem Sauerstoffgehalt, erhöhtem pH, führen zu Trübung/ Bodensatz / Geschmacksfehler benötigen längere Adaptionszeit

· Leuconostoc

· Streptococcus

· Essigsäurebakterien

· Kahmhefen

· Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Micrococcus kristinae, Zymomonas mobilis, Saccharomyces pastorianus

Indirekte Bierschädlinge: keine direkte Schädigung, aber unangenehme Vorschädigungen im Herstellungsprozess durch MO, wirkt sich negativ auf das fertige Bier aus. Indirekte Bierschädlinge wachsen nur in Würze und während der Angärphase, führen zur Vorschädigung durch Stoffwechselprodukte(z.B. biogene Amine) oder Fremdgärung 

· Candida kefyr/magnoliae: (Sauergut)

· Hansenula anomala: (Gärung)

· Enterobacter agglomerans/cloacae: (Würze/Angärung)

· Obesumbacterium proteus: (Würze/Angärung)

· Saccharomyces Fremdhefen: (Gärung)

Indikatorkeime: diese MO zeigen an, dass unzureichende Hygiene oder fehlerhafte Reinigung und Desi. Aufgetreten sind. Indikatorkeime wachsen nicht in Bier, sind aber häufig mit Bierschädlingen vergesellschaftet

· Essigsäurebakterien: Acteobacter pasteurianus, Gluconobacter:

· Klebsiella pneumoniae

· Kulturhefe im Filtrat

Harmlose Begleitflora: Organismen, die im Bier vorkommen, aber keine Veränderung hervorrufen. MO können sich im Bier vermehren, sterben aber während der Gärung ab. Stoffwechselprodukte können aber das Endprodukt verändern. Ubiquitäre Organismen,Indikator für mangelnde Hygiene (in Überzahl)

· Mikrokokkus

· Clostridien

· Bazillus

· Enterobacteriaceen

· Escherichia

· Brettanomyces

· Rhodotorula

Fremdhefen: entsprechen nicht dem Kulturstamm, Infektion von Wildhefen, können Alkohol als C-Quelle verwerten und unerwünschte Aromastoffe bilden. Man unterscheidet S.-Fremdhefen (schwierig zu unterscheiden) und Nicht-Saccharomyces-Fremdhefen.

Alkoholfreie Getränke:

Betriebskontrolle in der AfG-Industrie: verschiedenste Produkte, daher differentzierte Betrachtung:

Saft, Nektar, Erfrischungsgetränke = nähr- und wuchsstoffreich, Schutzmechanismus durch hohe Konz. an Fruchtsäuren (Ausnahme Gemüsesaft), pH 2,5 – 4,5, daher nur noch acidophile und acidotolerante MO (Hefen, Essigsäurebak., Milchsäurebak., Schimmelpilze)

Karbonisierte Getränke = durch anaerobes Milieu, weniger anfällig als stille Getränke, nur säuretolerante, anaerobe, fak. anaerobe und mikroaerophile MO; stille Getränke thermisch behandelt, da tiefer pH-Wert ist eine schonende Erhitzung möglich (Hefen/Schipis 78°C, 1 min.), nur thermoresistente MO: Alicylobazillen (A. acidocaldarius, A. acidoterrestris), Clostridien (C. butyricum nur bis pH 4,5), Bacillus coagulans, Byssochlamys fulva, Neosatoria fischeri

Biologische Anfälligkeit von AfG wird in erster Linie durch folgende Faktoren bestimmt:

· Saftgehalt

· Zuckergehalt

· Karbonisierung    

· N-Quellen (Produktabhängig) und C-Quellen (außer Brausen / diätet. AfG über 50 g/l)

Biologische Getränkefehler werden verursacht durch:

· Saccharomyces und Candida (größter Teil)

· Torulopsis, Brettanomyces, Hansenula, Pichia

· Hefen viel säuretoleranter bis 1,5 pH, osmosetolerante Hefen vermehren sich schlecht bei niedrigem pH (Optimum 4-5), hoher osmotischer Druck, niedrige Wasseraktivität = selektive Bedingungen

· Konzentratverderber = S. rouxii (Substrate mit hohem Zuckeranteil durch Säurezugabe hefefrei)

· Schimmelpilze hoher Sauerstoffbedarf, daher kaum Vermehrung; Ausnahme: Byssochlamys, Penecillium roquefortii, Mucor

· Anfälligkeit vieler AfG gegenüber Milchsäurebakterien beruht auf hohem Gehalt an Äpfelsäure, kann zu Milchsäure umgebaut werden: - dies wirkt pH-Wert stabilisierend - Verwertung von Malat bringt keinen Energiegewinn - trotz starkem Wachstum, keine Übersäuerung

· Optische Schädigung - z.B. Ausklarungen von trüben, safthaltigen Zitronengetränken. Pektolytische Enzyme von Hefen und Schimmelpilzen bauen trübungsstabilisierendes Pektingerüst ab. - Schimmelpilze bilden Exoenzyme - Hefen setzen Enzyme durch Autolyse frei - Enzyme sind thermostabil

· geruchliche / geschmackliche Schädigung - z.B. durch Ethanol, Glycerin oder Sesquiterpene - Essigstich (Acetat und Gluconat) - geschmacksintensive Nebenprodukte

· Gasbildung - Bildung von Gasen, z. B. CO2 - Entstehung von Bombagen

Alkaliinseln:

· Können in Produkten mit groben Fruchtteilen, Fruchtzellen oder pH-neutralen grobkörnigen Zusätzen (Ballaststoffe, Müslimischungen) auftreten.

· bieten säureempfindlichen MO Milieu zur Vermehrung

· pathogene Keime können sich in diesen Alkaliinseln vermehren

· Alkaliinseln können Sporen von z. B. Bacillus oder Clostridium vor Pasteurisation von Produkten / Vorprodukten (Milchprodukte) schützen

Probleme: Bodenkontamination der Früchte, Zeitpunkt der Ernte, Alter, Beschaffenheit, Anlagen, Füller

Konservierung nicht gestattet, außer bei Konzentrat durch Kaltsterilisation mit Dimethyldicarbonat (Zerfall in Methanol und CO2), Filtration, Erhitzen, Frieren, Pasteruisation

Hitzeresistent: Ascosporen Bysochlaymes

Untersuchungen bei AfG: membranfiltrieren, Kolonien auszählen, Keimzahlbestimmung, makro- und mikro. Untersuchung, Bak. Standarttests.

Orangenserum-Agar (pH 5,5): Isolierung, Anzucht und Keimzahlbestimmung säuretoleranter MOs; Inkubation: 2 Tage, 37 °C, mikroaerophil; Auswertung: der niedrige pH-Wert begünstigt das Wachstum von Hefen, Schimmelpilzen, Lactobacillus spp. Und Leuconsotoc spp. Der Agar ist schwach selektiv, daher zur weiteren Identifizierung YEPD für Hefen und Schimmelpilze; MRS für Leuconostoc und Lactobazillus; mikroskopisches Bild

Würze-Agar (+ATB): Hefen und Schimmelpilznachweis, Inkubation: 2 Tage, 28 °C, aerob

MRS: Nachweis von Lactobacillen; nicht seht spezifisch; Leuconostoc und Pediococcus und andere Bakterien können ebenso wachsen; teilweise kann unerwünschte Begleitkeime durch Sorbinsäure-Zusatz in ihrem Wachstum unterdrück werden. Inkubation: 28 °C, 2-5 Tage, mikroaerophil

Hefe-Wasser-Kreide-Agar:  Nachweis säurebildender Hefen und Essigsäurebak.; durch den Hefe-Wasser-Kreide-Agar werden die gebildeten und ausgeschiedenen Säuren abgepuffert (Wachstumshemmung durch starke Säuerung wird verhindert). Inkubation: 28 °C, 2 Tage, aerob; ausgeschiedene Säure lässt trüben Nähragar aufklaren

VRBD-Agar (Kristallviolett-Neutalrot-Galle-Glukose-Agar) zum Nachweis von Enterobacteriaceen aus Lebensmitteln ( nach Mossel): Runde, violette Kolonien s. VRB von einem violetten Hof umgeben = Enterobacteriaceen; Farblose Kolonien = keine Enterobacteriaceen; Die Selektivität ist nur auf frischem Nähragar gewährleistet, nach 24 h verringert sich die Selektivität, vorher unterdrückte MO können dann noch Wachstum zeigen; Inkubation: 37 °C, 24h, aerob

50% Glukoselösung: Nachweis osmosetolerante Hefe; Inkubation: 28 °C, 24h, aerob
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Biofilm:

· Konsortien von MO eingelagert in einer EPS-Matrix (extrazelluläre polymere Substanzen), verhaftet miteinander und / oder an Grenzflächen, EPS= KH, Proteine, Glycoproteine, Glykolipide, extrazelluläre DNA, porige Struktur, im Kern anaerobe Bedingungen

· Außerordentliche Anpassungsfähigkeit und effektive Nährstoffverwertung

· Der Biofilm gewährleistet Schutz vor: äußeren Einflüssen, pH Schankungen, hydraulischem Stress, Bioziden; Lactobazillen finden Schutz vor Iso-α-Säuren

· Indikatorkeim: Essigsäurebak. Acetobacter

· Aufgrund Stoffwechseltätigkeit kann ein anaerobes Milieu entstehen, daher können strikt anaerobe MO wachsen (Pectinatus, Megasphera)

· Streukontamination durch Aerosole, wird ein bestimmter Verkeimungsgrad (Kumulationspunkt) erreicht, ist die Gefahr von Kontaminationen und Reklamationen sehr hoch, Teile des Biofilms können sich ablösen und in weitere Bereiche der Umgebung transportiert werden, bei unzureichender Reinigung können sich persistente Beläge bilden

· Wichtig: Hygienegerechte Gestaltung von Produktionsräumen, Anlagen, Apparaten und Maschinenbauteilen, geeignete, gut zu reinigende, korrosionsbeständige Werkstoffe, glatte, leicht zu reinigende Oberflächen; Vermeidung von Poren, Rissen, Spalten jeglicher Art an Oberflächen, Fügestellen und Lagerungen, Minimierung von sichtbaren Spalten, Vertiefungen oder Vorsprüngen; strömungsgünstige geometrische Gestaltung von Bauelementen, Vermeidung von Toträumen; selbst entleerende bzw. selbsttätig ablaufende Gestaltung relevanter Bereiche; Werkstoffe: 1.4301 besser 1.4404 oder 1.4571, ungünstige Werkstoffkombinationen vermeiden; Fertigungsverfahren: unlößliche Verbindungen herstellen, WIG-, UP- oder Laserstrahlschweißen

Direkte Kontaktstellen: potentielle Schädlinge könne zu obligaten werden; Schleimbildner, areob und können Bier / AfG als Substrat verwerten

· Acetobacter pasteurianus, Gluconobacter frateurii (in der Brauerei)

· Acetobacter liquefaciens, Gluconobacter oxidans (AfG)

Indirekte Kontaktstellen: kein Getränkekontakt, z.B. zwischen Transportbändern, ubiquitäre Schleimbildner: Pesudomonaden, Enterbacteriacee, Hefen (Rhodutorula, Cryptococcus), Schimmelpilze (Auredobasidium pullulans)

Untersuchungen zum Biofilm: Abstrich in physiolgischer Kochsalzlsg. Resuspendieren, Verdünnungen erstellen, Drigaskiausstrich, Auswertung: Kolonienbildung, Keimzahlbestimmung, mikro., makro., Indikatorumschlag, MO Standarttests

Hefe-Wasser-Kreide-Agar: Nachweis von Essigsäurebak., Inkubation: 37 °C, 2 Tage, aerob

ausgeschiedene Säure lässt trüben Nähragar aufklaren

GSP-Agar: (Glutamat-Stärke-Phenolrot) Pesudomonaden Inkubation: 28 °C, 2 Tage, aerob

Glutamat und Stärke können von Begleitkeimen nicht verwertet werden, Aeromonas zeigt unter Säurebildung einen Farbumschlag des Phenolrot nach gelb an, Pseudomonas nicht, Zusatz von Penicillin

VRBD-Agar: (Kristallviolett- Neutralrot-Galle- Glukose-Agar) Enterobacteriaceen, Inkubation: 37 °C, 2 Tage, aerob

Runde, violette Kolonien s. VRB von einem violetten Hof umgeben = Enterobacteriaceen; Farblose Kolonien = keine Enterobacteriaceen

Würze + ATB: Hefen, Inkubation: 28 °C, 2 Tage, aerob

Würze:

· Bakteriosporen können die Kochen überstehen

· Würzebakterien: hohe Toleranz gegen Hopfenbitterstoffe

· Thermobakterien (sind auch Würzebak.), häufig gram-, asporogne kurze Stäbchen, könne sich aufgrund der selektiven Eigenschaften von Bier nicht vermehren, nur bei technologische Fehlern führen sie zu Geschmacksveränderungen (Selleriegeschmack, Kloakengeruch)

· Thermobakterien: Enterobacteriaceen, Pseudomonaden, Sporenbildner (Clostriden, Bazillen)

· Würzebakterien können auch Milchsäurebak. und Mikrokokken sein

· Kontaminationen gelangen über: Würzeflora (Sporenbildner), Würzekühler, Whirlpool / Separatoren, Belüftungseinheiten, Hefedosierung, Kühlschiff in den Gärkeller (poröse Dichtungen, mangelhaft ausgeführte Schweißnähte, allg. Undichtigkeiten, unsaubere und schwer zu reinigende Stellen, Korrosion)

Untersuchungen bei Würze: Verdünnungsreihen mit physio. Kochsalzlsg. (0,85%), 100 μl ausplattieren; Auswertung: Kolonienbildung, Keimzahlbestimmung, mikro., makro., MO Standarttests

Würze + ATB: Gesamtkeimzahlbestimmung von Hefen u. Schimmlepilze, Inkubation: 28 °C, 2 Tage, aerob

ST-I-Agar + Cycloheximid: Gesamtkeimzahlbestimmung von Bak., Inkubation: 37 °C, 24h, aerob

WL-Agar: + Actidion (Wallerstein-Laboratories) Cycloheximid unterdrückt das Wachstum der meisten Hefen, Säurebildner lassen den pH-Indikator Bromkresolgrün nach gelb umschlagen, gelber Hof um die Kolonien, Inkubation: 28 °C, 2-5 Tage, mikroaerophil

VLB-S7-Agar: Nachweis gram+, Katalase -, mikroaerophile St., obligate Bierschädlinge, Trübung und Säuregschmack, Lactos und Pediokokken, Inkubation: 28 °C, 2-3 Tage, anaerob

MRS-Agar: Lactobazillen, Sorbinsäure unterdrückt Begleitflora, Inkubation: 28 °C, 1-2 Tage, mikroaerophil

VRBD-Agar: (Kristallviolett- Neutralrot-Galle- Glukose-Agar) Enterobacteriaceen Inkubation: 37 °C, 24h, aerob

Endo-Agar: Enterobacteriaceen, gram+, Katalse+, fak. Anaerobe St., potenieller Bierschädling, E.coli, Hafina, Klebsilla, Obesumbacterium, rötlich = coliforme, metallisch grün = E.coli

DRCM-Bouillon: sulfitreduzierende, sporenbildende Anaerobier; z.B. Clostridien (Toxinbildner) bei 80 °C, 5+5ml Probe, 10min 80 °C, heißem Parafin überschichten; Inkubation: 37 °C, 3-5 Tage, aerob; positive Reaktion: Gasbildung, schwarz (Sulfit zu Sulfat, Bildung von FeS in den Zellen)
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Hefen in der Brauerei

· Betriebshefe muss in einem guten physiologischen Zustand (gärkräftig, geringe Neigung zur Autolyse) sein = gute Vitalität

· Wenig tote Zellen = gute Viabilität

· Hefe muss frei von gärungsstörenden und / oder produktschädlichen MO sein

· Nur der gewünschte Hefestamm mit geünschtem Profil (Aroma, Gärnebenprodukte, schnelle Angärung, pH-Sturz, schnelle O2-Zehrung, stabiles Bier, Schaum), sonst Fremdhefe

· Kontaminaten: Lactobazillen (L. lindneri, L. frigidius (Bier wird viskos, schleimig, übersteht durch Schleimhülle Pasteurisation), L. lactis, L. brevismilis (wächst langsam, Trübung erst nach Wochen), Pediokokken, Fremdhefen

· Pediococcus damnosus: gram+, Katalase-, mikroaerophile Kokken (einzeln, Paare, Tetraeden) , obligater Bierschädling, Biersarchina, bleibt meist im Geläger oder wird durch Filtration entfernt, Diacetylbildner

· Saccharomyces-Fremdhefen: gefährlich, da schwer zu unterscheiden, Fehlgeschmack, Trübung, Filtrationsprobleme, S. ellipsoideus, S. diastaticus (Übervergärer)

· Nicht-Saccharomyces-Fremdhefen: gut zu unterscheiden, gärschwach, Bildung von 4-Vinylguajacol oder Ester

· Kahmhaut: einzelne Zellschichten, gebildet von Pichia, Hansenula, Candida

· Flockulation: Verklumpung einzelner Zellen, genetsich bedingt, reversible Eigenschaft von S.- und Nicht-S.-Hefen

· Übervergärung: S. diastaticus kann Restdextrine vergären, Kulturhefe nicht

Untersuchung der Anstellhefe: Verdünnungsreihe

Thomazählkammer: Keimzahlbestimmung

Lebendkeimzahl: Vitalfärbung mit 0,5ml Methylenblau (30min bei TR inkubieren)  ungefärbte Zellen = lebend

Gäraktivität: Vitalität, Messung des intrazellulären pH-Wertes, Hefe säuert das Medium an; 5ml 5ml zentrifugieren, in 5ml eisgekühltemsterieln dest. H2O geaschen und in 10ml dest. H20 resupendiert, mit 0,1n NaOh oder HCL auf ph 6,3 einstellen, 10min bei 30 C inkubieren, Zugabe von 1ml Glucoselsg. (9mg/ml) und 10min inkubieren und End-pH messen, Differenz der pH-Wert = AP-Wert (acidification power)

Saccharomyces-Fremdhefen: Anreicherung durch Erhitzung auf 50 °C  für 20min, Kulturhefen sterben ab, Bebrütung im Durham-Röhrchen, S. diastaticus mit endvergorenem Bier (oder Dextrin) nach positivem Erhitzungstest, zeigt Trübung und Gasbildung

Test auf überlebende Zellen: 1ml erhitzte Probe  in Regangenzglas mit Durham-Röhrchen mit 10ml steriler Würze für 4-6 Tage bei 28 °C aerob inkubieren, Gasbildung und Trübung = pos. -> mikroskopieren

Test auf Übervergärung:  1ml erhitzte Probe  in Regangenzglas mit Durham-Röhrchen mit endvergorenem Bier (oder YNB + 2% Dextrin) für 4-6 Tage bei 28 °C aerob inkubieren, Gasbildung und Trübung = pos.

Nachweis von Saccharomyces-Fremdhefen: 200 μl erhitzte Probe auf Kristallviolett-Agar (20mg/l) ausstreichen, Inkubation: 2-5 Tage, 28 °C, aerob, Kristallviolett unterdrückt Wachstum von Kultur und Nicht-S.-Hefen, Kolonien mikroskopieren

Nicht-Saccharomyces-Fremdhefen: können Lysin als Stickstoffquelle nutzen, wenn Lysin als einzige Stickstoffquelle angeboten wird. 0,1ml unverdünnte Probe auf Lysin-Agar ausplattieren. Mikroskopieren

Nachweis von Kahmhautbildner: Standprobe im Reagenzglasröhrchen mit 10ml Würze-Bouillon, 7 Tage bei RT

Brauhefe

· Familie: Saccharomycetaceae; Gattung: Saccharomyces; Art: Saccharomyces cerevisiae

· Aufbau und Struktur: rund / oval; 6-14 X 5-12 mm; Zellwand besteht aus β-(1-3) und β−(1-6)-Glucan

· sowie Mannan-Protein-Komplex

· Cytoplasmamembran: (Phospholipide, Proteine, Sterole) verfügt  über verschiedenste Transportsysteme, stellt osmotische Schranke dar und erfüllt alle weiteren Aufgaben einer  biologischen Membran

· Wachstum und Vermehrung: vegetative Vermehrung (Sprossung) sowie geschlechtliche Vermehrung (bei S. carlsbergensis eingeschränkt) möglich multilaterale Sprossung

· fakultativ anaerob

· Atmung mit 38 Mol ATP / Mol Glucose

· Gärung mit 2 Mol ATP / Mol Glucose

· ausreichende Versorgung mit Nährstoffen und Supplinen muss gewährleistet sein, sollte die Zuckerkonzentration im Medium größer 0,1 g/l (Würze!) betragen, kommt es trotz ausreichender Sauerstoffversorgung zur Gärung (Crabtree-Effekt)

Suppline, Wachstumsfaktoren, Bez. für organische Stoffe, die von vielen Mikroorganismen ergänzend zu den Mineralien, den Kohlenstoff- und Energiequellen benötigt werden. Die S. gehören drei Stoffgruppen an: Aminosäuren, Purine und Pyrimidine sowie Vitamine. Die Organismen, die für ihr Wachstum S. benötigen, werden auch als auxotroph bezeichnet. (Auxotrophie)
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Untersuchung von Flaschenbier und gereinigten Flaschen

Flaschenabfüllung: kritische Zone, deshalb fortlaufende Kontrolle von Bauteilen, die nicht direkt mit dem Produkt in Kontakt stehen; regelmäßige Raumluftproben, Proben von Transportbändern, Kettengleitmitteln

Sekundärkontamination: nur obligate Bierschädlinge, da sauerstoffarme Abfüllung mit doppelter Vorevakuierung, Streukontamination bei einzelnen Flaschen möglich, Adaption durch Bierreste oder Bierschaum am Füller und Verschließer

Kontrollen: zulaufendes Produktes über den gesamten Fülltag durch automatische Probenahme. Bei Schwachpunkten, wie Füller, Verschließer müssen Abtupfer- und Wischproben genommen werden. Rückstellproben für die mikrobiologische Situation. Keime sind stark verdünnt deshalb statistisch kaum nachweisbar, zeitlich stark verzögerter Nachweis, besser Schnellmethoden

Flaschenwaschmaschine: verlassende Flaschen müssen vollständig gereinigt sein und dürfen nicht rekontaminiert werden, Einhausung der Transportbändern, Chlordosierung, Einsatz von Desi auf Aldehyd- und Alkoholbasis

Maßnahmen zur Verbesserung der Qualitätssicherung: geführter Luftstrom innerhalb der Abfüllhallen, Überdruck im Flaschenkeller, Luftfilter, strikte Trennung von Leergut und Abfüllhalle, kaltseptische Abfüllung, regelmäßige Heißwasserschwallung der Füllelemente, Bandschmiermittel mit desinfizierenden Additiven, Reinigung der Bänder, des Schallschutzes, der Belüftungseinrichtung usw., Schaumreinigung, Füller: Desi des Bodens, der Füllorgane, der Füllerperepherie, des Verschießers usw. Hygenic Design

Kontaminanten: L. Brevis, Pectinatus, Megasphaera, Essigsäurebak. besitzen hohe Resistenz gegen Austrocknen und Desi aufgrund der Schleimhüllen.  Milchsäurebildung durch mikroaerophile Umgebung. Verkapselung von Schmutzecken und Bildung von Keimnischen. Anreicherung gefährlicher Keime auch im Betrieb. Biofilmbildung: nicht Bierschädlinge können sich an Bier adaptieren. Vergesellschaftung von: Acteobacter, Gluconobacter, Acinetobacter, Pseudomononas

Übertragung: durch Leergut, Luftströmung, Personal

Fassbier: Probleme bei unzureichender Reinigung, beschädigten Fittingen, defekte Wandungen, regelmäßige Kontrollen der Dichtungen, Federn, Steigrohre usw.

Untersuchung Flaschenbier

Flaschenhals reinigen, mit Spiritus abflammen, entkohlensäuern, membranfiltrieren, Filter auf:

Würzeagar:  Hefen, 50ml, Inkubation: 28 °C, 2 Tage, aerob

ST-I-Agar + Cycloheximid: Gesamtkeimzahlbestimmung von Bak., 50ml, Inkubation: 37 °C, 24h, aerob

VLB-S7-Agar: Nachweis gram+, Katalase -, mikroaerophile St., obligate Bierschädlinge, Trübung und Säuregschmack, Lactos und Pediokokken, 50ml, Inkubation: 28 °C, 2-3 Tage, anaerob

MRS-Bouilion: Megasphaera, Pectinatus ,Filter in Bügelverschlussflasche, Inkubation: 28 °C, 1-2 Tage, anaerob

Standprobe: 100ml bei RT, wöchentlich auf Bodensatz und Trübung kontrollieren, 4 Wochen, 

Untersuchung von gereinigten Flaschen

mit 300ml sterilem Wasser (0,5% Tween 80-Lösung) auffüllen, steril verschließen, 5min intensiv schütteln, membranfiltrieren und Filter auf:

Würzeagar + Chloramphenicol:  Hefen, 50ml, Inkubation: 28 °C, 2 Tage, aerob

ST-I-Agar + Cycloheximid: Gesamtkeimzahlbestimmung von Bak., 50ml, Inkubation: 37 °C, 24h, aerob

MRS-Agar: Lactos und Pediokokken, 50ml, Inkubation: 28 °C, 2-5 Tage, mikroaerophil

MRS-Bouilion: Megasphaera, Pectinatus ,Filter in Bügelverschlussflasche, Inkubation: 28 °C, 2-5 Tage, anaerob

VRBD- und Endo-Agar: Enterobacteriacaen / E.coli, je 50ml, Inkubation:  30 °C, 24-48h

Beurteilung des Reinigungseffektes bei Flaschen:
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Untersuchung bei Getreide / Malz

Infektionen:

· beim Wachstum entwickelt sich auf der Oberfläche eine epiphytische Mikroflora

· durch Boden oder Luftkeime, vor allem bei der Ernte

· bei Lagerung und Verarbeitung, durch den Mälzungsprozess reduziert sich der Keimgehalt, durch Weichwasser, niedrige Temperaturen und Durchlauf der Wender

· durch tierische Schädlinge und deren Ausscheidungen

· bei feuchter Witterung Befall von Schimmelpilzen und toxischer Substanzen

· Mais als Vorfrucht vermeiden, ist Fusarienüberträger

Kontaminanten: aus fast allen Bereichen, + Hefen und Pilze. Höhere Pilze, wie Basidiomyceten, diese Rost-(Puccinia graminis)  und Brandpilze (Ustilago tritici) können die gesamte Ernte zerstören oder zu Qualitätseinbußen führen. Mykotoxinbildner = Clavicebs purpurea, Aspergillus, Penicillium, Fusarium graminearum und F. colmorum → Gushing durch ZEA, Trichothecene. Mycotoxine: thermostabile, niedermolekulare, aromatische, selten aliphatische Substanzen, akute / chronische Toxidität

Keimbelastung bei Getreide:  

Schimmelpilze


102-104
Hefen



102-104
Aerobe Bak. 


102-106
Colifdorme Bak. 

102-104
E. coli



101-103
Actinomyceten


103-106
Getreide- und Malzuntersuchungen:

Gesamtkeimzahlbestimmung: 10g in100ml 0,1%iger Tween 80-Lösung und 10min schütteln. Verdünnungsreihe 10-1 – 10-6 mit 0,85%iger NaCl-Lösung, 0,1ml auf Würze- und ST-1-Agar ausplattieren. 

Würze-Agar: Inkubation: 37 °C, 2-7 Tage, aerob

ST-1-Agar: Inkubation: 37 °C, 24h, aerob

Nachweis von Pseudomonaden:

0,1ml der Verdünnungsstufen  10-1 – 10-4 auf GSP-Agar ausplattieren, Inkubation: 28 °C, 2-3 Tage, aerob

Nachweis von aeroben Sporenbildnern:

2 x 10ml ST-1-Bouillon + Cycloheximid mit je 1ml beimpfen, ins Wasserbad, Inkubation:

· 10 min bei 80 °C, bei 30 °C für 3 Tage = mesophil

· 20 min bei 100 °C, bei 55 °C für 2 Tage = thermophil

Nachweis von Enterobacteriaceen und coliformen Keimen:

· Quantitavier Nachweis, Ausstrich von 100 μl auf VRBD-Agar (nach Mossel)

· Qualitativer Nachweis, Ausstrich von 100 μl auf Endo-Agar

Inkubation: 37 °C, 1-2 Tage

Nachweis von Schimmelpilzen:

Ausstrich von 100 μl auf KW-Agar (Kartoffelwasser-Glukose-Agar), Inkubation: 

Inkubation: 35-37 °C, 2-5 Tage

PCR - Nachweis von Bakterien:

Vervielfältigung einzelner Bereiche genomischer DNA durch PCR, die anschließend durch Gelelekrophorese nachgewiesen wird. Hierfür werden Primer (kurze synthetische Oligonukleotide) benötigt. Diese binden sich an je einen der beiden DNA-Stränge im Abstand von 100-1000 (bis 10000 möglich) Basenpaaren und dienen als Start- und Endpukte der DNA-Polymerase. Das Produkt ist dann ein Amplifikat, dessen Start- und Endpunkt durch den Primer festgelegt sind. Sequenzinformationen über die DNA müssen vorhanden sein, damit die zwei Primer abgeleitet werden können.

Komponenten eines PCR-Reaktionssatzes:

1. Template / Original-DNA Die Original-DNA, die den zu vervielfältigenden Abschnitt enthält (Template); direkter Nachweis einer Kolonie oder es ist eine Anreicherung nötig. 


        Direkt: Kolonie in 0,2ml Wasser resuspendieren, 10min bei 95 °C, zentrifugieren, Überstand in die      
        PCR-Reaktion


        Voranreicherung: 25 g (ml) der Lebensmittelprobe mit Peptonwasser 1:10 verdünnen, 18h bei 37 

         °C bebrüten


        Selektive Anreicherung: 0,1ml der Voranreicherung werden in 10ml RVS-Bouillion 5-6h bei 42 °C      
        bebrütet


        DNA-Isolierung: entweder konventionell (mit Extraktionssystemen) oder mit thermischen 
   

        Extraktionsverfahren (1ml Anreicherungskultur 10min zentrifugieren, Pellts in 200 µl TE-Puffer, 

        10min zentrifugieren, Pellet erneut in 200 µl TE-Puffer, thermische Lyse 15 min bei 95 °C, Lysat 
   
        abkühlen 1-2 min bei -20 °C, vortexen, zentrifugieren, Überstand 1:10 mit TE-Puffer verdünnen 
  
        und in die PCR-Reaktion einsetzen)

2. Primer, meist zwei Primer, ein forward und ein reversed, um auf den beiden Einzelsträngen der DNA jeweils den Startpunkt der DNA-Synthese festzulegen, wodurch der zu vervielfältigende Bereich von beiden Seiten begrenzt wird. DNA spezifisch.

3. DNA-Polymerase, die bei hohen Temperaturen nicht zerstört wird, um den festgelegten Abschnitt zu replizieren (kopieren) (z.B. Taq-Polymerase, thermostabile Gen Therm DNA-Polymerase von Rapidozym) 

4. dNTPs = Desoxyribonucleosidtriphosphate, die Bausteine für den von der DNA-Polymerase synthetisierten DNA-Strang, A, T, C, G (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

5. Mg2+-Ionen, für die Funktion der Polymerase essentiell, MgCl2

6. Pufferlösungen, die eine für die DNA-Polymerase geeignete chemische Umgebung sicherstellen 

Positiv- und Negativkontrolle und Probenansatz:

generell 3 Reaktionen:

a) Proben-DNA + Mastermix

b) Negativkontrolle: ohne DNA + Mastermix (kann auch positiv sein bei eingeschleppter Fremd-DNA)

c) Positivkontrolle: Kontroll-DNA + Mastermix (ist die Positivkontrolle negativ, so ist PCR-R nicht erfolgreich: Komponenten vergessen, Reaktionsbedingungen für Polymerase stimmen nicht, gewähltes Cyclerprofil nicht geeignet für Polymerase)

Herstellung des Mastermix:

immer n+1 Ansätze wegen Pipettierverlusten

· Volumina für einen Ansatz: (es werden insgeamt 3+1 Ansätze benötigt)

dNTPs:



0,5 µl

Reaktionspuffer B mit MgCl2
2,5 µl


H2O dest.


8,5  µl

Summe



11,5  µl + 1 µl Polymerase

· anschließend Mastermix zentrifugieren

· Pipettierschema für die Eppis:

    11,5 µl Mastermix






+ 12,5 µl TE-Puffer (Primer bzw. Primer und Kontroll-DNA 





    resuspendieren)






+ 1 µl Polymerase (1:5 verdünnt)

· nochmal zentrifugieren

PCR-Zyklus: (im Thermocycler)[image: image12.emf]300 ml 500 ml Bewertung

Bis 120 Keime Bis 200 Keime gut

120-350 Keime200-600 Keimebefriedigend

mehr als 350 mehr als 600 ungenügend


1. Denaturierung der doppelsträngigen DNA-Matrize bei 90-95 °C

2. Annealing der DNA mit den Primern ca. 55 °C

3. Elongation (enzymatische Polymerisation) des neu synthetisierten DNA-Stranges, Taq-Polymerase 70-75°C

Bis zu 40 aufeinander folgende Zyklen, Produkt ist eine doppelsträngige DNA. Meist ist ein Schritt bei 95 °C für 10min vorgschaltet, um unspezifsche Reaktionen / Bindungen zu unterbinden. 

Beispiel: Thermocycler Programm für PCRFast-Sallmonella


95 °C 10min

1. 95 °C 10sec

2. 67 °C 30sec
} 1.-3. für 30 Zyklen

3. 67 °C 30sec

Analyse der PCR-Produkte:

Herstellung des Agarose-Gel: (2% Agarose-Gel mit 1xTAE-Puffer)

· Einwiegen der Agarose für 200 ml und Gesamtgewicht bestimmen

· kurz aufkochen, bis Agarose gelöst ist

· Verdampfungsverluste ausgleichen

· kurz abkühlen auf 60-65 °C

· Gel gießen und Kamm vorsichtig herausziehen

· Gel in der Gelkammer mit 0,5% TEA-Puffer (Tris-Actetat-EDTA-Puffer) überschichten

· Gel mit Proben beladen

· Gelkammer an Spannungsgeber anschließen 80-120 V

· Lauftzeit ca. 30-90 min

· dann Gel mit Ethidiumbromid 10min anfärben

· Auswertung unter UV-Licht

Es existieren unterschiedlichste Varianten der PCR, sowie verschiedene Methoden des DNA Nachweises.

Gelelektophorese oder Einsatz eines Light-Cyclers (Schmelzkurvenanalytik)
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Weitere Schnellverfahren die zur mikrobiologischen Analyse von Lebensmitteln geeignet sind:

BBL Enterotube: Nachweis durch: Farbreaktion, Gasbildung 

API-System: Nachweis durch: Farbreaktion, Gasbildung
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ATP – Biolumineszenz: Nachweis von ATP; Vorhandenes ATP weißt auf verunreinigte Oberflächen hin Nachweis mittels Luciferin / Luciferase- Reaktion; abgestrahlte Lichtmenge ist proportional zum vorhandenen ATP

Material und Methoden:

Hinsichtlich der Ansprüche der Mikroorganismen: Minimal und Vollmedium (Komplettmedium)

Hinsichtlich der Zusammensetzung: Definiertes Medium; Komplexes Medium

Hinsichtlich der Zielsetzung: Differentialmedien, Selektivmedium, Kollektivmedium

NBB-Medien: verschiedene Produkte auf dem Markt: NBB-B, NBB-Agar, NBB-C und NBB-Am. zum Nachweis bierschädlicher Bakterien oder Indikatorkeime in der Hefe, Bier oder Umgebung Wachstum von Hefen und Begleitflora wird gehemmt

VLB-S7 (Agar/Bouillon): zum Nachweis von Pediokokken und Lactos Pektinatus nach längerer Bebrütungszeit

S-Bier (schwach gehopft) 3/4 Vorderwürzebier und ¼ Bier: Nachweis von Lactos, Pedios und übervergärenden Fremdhefen

Alkoholfreies Bier: Nachweis von Pektinatus und Megasphaera 

MIB (Micro Inoculum Broth): Nachweis gram+ Bierverderber und von Pektinatus / Megasphaera es können auch indirekte Bierschädlinge und Indikatorkeime wachsen

Kristallviolettagar: Nachweis von Saccharomyces Fremdhefen; Würzeagar mit in Alkohol gelöstem Kristallviolett

Kupfersulfatagar: Nachweis wilder Hefen Differenzierung zwischen SFH und Nicht-SFH ist nicht so gut

 NH3-Gärprobe: Nachweis von Lactos und Pedios wird in erster Linie zur Hefekontrolle eingesetzt allerdings lange Bebrütungszeit

Lysin-Agar: Nachweis Nicht-Saccharomyces-Fremdhefen

Orangenserum-(Fruchtsaft) (OFS)-Agar: Kultivierung säuretoleranter Verderbniskeime in Fruchtsäften und Fruchtsaftkonzentraten

SSL-Bouillon: Spurennachweis acidophiler / acidotoleranter Keime

ST I / Würze- Agar / Bouillon: Allgemeiner Nachweis von Hefen, Bakterien oder Schimmelpilzen

Elektrophorese Wikipedia

Elektrophorese mit über PCR gewonnenen DNA-Fragmenten, wobei (1) der Vater, (2) das Kind und (3) die Mutter ist

Elektrophorese bezeichnet die Wanderung elektrisch geladener Teilchen durch einen als Trägermaterial dienenden Stoff in einem elektrischen Feld.

Die Wanderungsgeschwindigkeit v ist bei der Elektrophorese proportional der Feldstärke E und der Ionenladung Q, umgekehrt proportional dem Teilchenradius r und der Viskosität η des Stoffes. Bei der Gelelektrophorese spielt auch das Verhältnis zwischen dem Teilchenradius und der Porenweite des als Trägermedium dienenden Gels eine Rolle, weil das Gel als Molekularsieb wirkt, so dass sich ein größerer Teilchenradius stärker hemmend auf die Wanderungsgeschwindigkeit auswirkt, als nur durch die Viskosität allein zu erwarten wäre. Durch die unterschiedliche Ionenladung und den Teilchenradius bewegen sich die einzelnen Stoffe (Moleküle) unterschiedlich schnell durch das Trägermaterial und erreichen eine Auftrennung entsprechend ihrer elektrophoretischen Mobilität. Damit eignet sich die Elektrophorese sehr gut zur Trennung von Stoffgemischen (insbesondere Molekülgemischen). Als Trägermaterial können Flüssigkeiten, Gele (Gelelektrophorese) (vor allem mit Polyacrylamid, Agarose) oder Feststoffe zum Einsatz kommen.

Agarose-Gele kommen vor allem bei der Auftrennung von DNA-Fragmenten zum Einsatz, während Proteine meist in Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt werden. Dieses Verfahren wird als SDS-PAGE (engl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) bezeichnet. Durch Zugabe von SDS werden die Ladungsunterschiede der Proteine weitgehend aufgehoben und die Raumstruktur denaturiert: Sie werden dann nur nach ihrer Molekülmasse aufgetrennt. SDS ist ein negativ geladenes Detergenz und heftet sich mit dem aliphatischen Ende an die Proteinmoleküle, mit der negativ geladenen Seite stößt es sich von in der Nachbarschaft gebundenen ebenfalls negativen SDS-Molekülen ab, was zur völligen Auffaltung (Linearisierung) der Proteinmoleküle führt, sofern das Protein keine Disulfidbrücken aufweist. Je größer ein Proteinmolekül, desto länger die entstehenden mit SDS beladenen Ketten. Da mehrere hundert negativ geladene SDS-Moleküle an die Proteinmoleküle binden, kann die Eigenladung der Proteine im Weiteren vernachlässigt werden. Elektrophoretische Mobilität

Zwei SDS-Gele nach dem Ende des Probenlaufs

Die elektrophoretische Mobilität von zwei zu trennenden Teilchen muss unterschiedlich sein, um eine Trennung mittels Elektrophorese zu erreichen. Die elektrophoretische Mobilität ist die Summe vieler physikalischer Faktoren, die letztendlich die Wanderungsgeschwindigkeit eines Teilchens während der Elektrophorese beeinflussen. Die generell treibende Kraft, die die Bewegung der Teilchen hervorruft, ist die Kraft F, die auf ein Teilchen mit bestimmter Ladung q innerhalb eines elektrischen Feldes mit gegebener Feldstärke E wirkt.

[image: image4]     

Dem entgegen wirkt zunächst eine Kraft, die sich durch die Viskosität η und die Größe des Teilchens (idealisiert für sphärische Teilchen: [image: image5]    ) ergibt, und nach dem Gesetz von Stokes berechnet werden kann.

[image: image6]     

Aus diesen beiden Gleichungen ergibt sich die theoretische elektrophoretische Mobilität [image: image7]    . Theoretisch aus dem Grund, da diese beiden Gleichungen nur für einen idealisierten, trägerfreien Zustand mit unendlich verdünntem (praktisch salzfreien, was jedoch dem Prinzip der Elektrophorese widerspricht, da Salzionen als bewegliche Ladungsträger benötigt werden) Elektrolyten gelten.

[image: image8]     

In realen Systemen kommen weitere Faktoren wie die Hydrathülle, die Ionenatmosphäre, der Dissoziationsgrad des Elektrolyten und Effekte durch das Trägermaterial (Molekularsieb-, Elektroosmose- und Adsorptionseffekte) zum Tragen.

Während traditionelle Theorien davon ausgehen, dass elektrophoretische Aktivität eines Teilchens eine Nettoladung des Teilchens voraussetzt, legen neue Ergebnisse aus Molekulardynamiksimulationen nahe, dass aufgrund der molekularen Struktur des Wassers an der Oberfläche auch ungeladene Teilchen elektrophoretische Aktivität zeigen können.

Arten

· Diskontinuierliche Elektrophorese 

· Gelelektrophorese 

· Kapillarelektrophorese 

· Gradientenelektrophorese 

· Pulsed-Field Elektrophorese 

· Dichtegradientenelektrophorese (trägerfreie Elektrophorese) 

· Elektrofokussierung 

· Lipidelektrophorese 

· Serumelektrophorese 

· zweidimensionale Elektrophorese 

· Free-Flow-Elektrophorese 

· Elektroosmose tritt bei elektrophoretischen Prozessen auf 

· Isoelektrische Fokussierung 

· SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

Anwendung

Angewandt wird die Elektrophorese vor allem als Analyseverfahren in der Biologie und Medizin. Zu den wichtigsten Anwendungen gehören DNA-Analyse in Form von Fragmenten und DNA-Sequenzierung. Hierbei wird die Möglichkeit genutzt, Moleküle unterschiedlicher Länge voneinander zu trennen. Zur Bestimmung der Messwerte eines Geles wie z. B. Laufweiten, Molmassen, Quantifizierungen oder Normalisierung wird eine spezialisierte Auswertesoftware genutzt. Auch zur Trennung von Proteinen und für die hochtechnologischen Verfahren der Proteomforschung bildet die Elektrophorese die Grundlage. Die graphische Darstellung der Ergebnisse ist ein Elektropherogramm. Neben den analytischen Verfahren werden zur Gewinnung von Milligramm-Mengen gereinigter Proteine auch präparative Elektrophoreseverfahren eingesetzt (u.a. free-flow-Elektrophorese).

Weitere, technische Anwendungen:

· Elektronisches Papier 

· Kathodische Tauchlackierung 

· Elektrofiltration 

Polymerase-Kettenreaktion Wikipedia

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode, um die Erbsubstanz DNA in vitro zu vervielfältigen. Dazu wird ein Enzym verwendet, die DNA-Polymerase. Der Begriff „Kettenreaktion” beschreibt in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass die Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangsstoffe für den nächsten Zyklus dienen und somit eine exponentielle Vervielfältigung ermöglichen. Die PCR wird in biologischen und medizinischen Laboratorien für eine Vielzahl verschiedener Aufgaben verwendet, zum Beispiel für die Erkennung von Erbkrankheiten und Virusinfektionen, für das Erstellen und Überprüfen genetischer Fingerabdrücke, für das Klonieren von Genen und für Abstammungsgutachten. Die PCR zählt zu den wichtigsten Methoden der modernen Molekularbiologie und viele wissenschaftliche Fortschritte auf diesem Gebiet (z. B. im Rahmen des Humangenomprojekts) wären ohne diese Methode nicht denkbar gewesen.

Geschichte

Anfang der 1970er Jahre kam der norwegische Postdoc Kjell Kleppe im Labor von Nobelpreisträger Har Gobind Khorana auf den Gedanken, DNA durch zwei flankierende Primer zu vervielfältigen, jedoch geriet die Idee in Vergessenheit.[1] Die Polymerase-Kettenreaktion selbst wurde 1985 von Kary Mullis erneut erfunden. Seine Absicht war es, ein neuartiges DNA-Syntheseverfahren zu entwickeln, das DNA durch wiederholte Verdopplung in mehreren Zyklen mit Hilfe eines Enzyms namens DNA-Polymerase künstlich vervielfältigt. Sieben Jahre, nachdem er seine Idee veröffentlicht hatte, wurde Mullis hierfür 1993 der Nobelpreis für Chemie verliehen.

DNA-Polymerase kommt in allen Lebewesen vor und verdoppelt während der Replikation die DNA vor der Zellteilung. Dazu bindet sie sich an einen einzelnen DNA-Strang und synthetisiert mit Hilfe eines kurzen komplementären Oligonukleotids (Primer) einen dazu komplementären Strang. Bereits in Mullis' ursprünglichem PCR-Versuch wurde das Enzym in vitro verwendet. Die doppelsträngige DNA wurde zunächst durch Erhitzen auf 96 ° C in zwei Einzelstränge getrennt. Bei dieser Temperatur wurde die dabei zunächst verwendete DNA-Polymerase I von E. coli zerstört und musste daher nach jedem Erhitzen erneut zugegeben werden. Diese Folge von Arbeitsschritten musste mehrere dutzendmal in Folge wiederholt werden, um eine ausreichende Amplifikation zu erreichen. Mullis’ ursprüngliches Verfahren war daher sehr ineffizient, da es viel Zeit, große Mengen DNA-Polymerase und ständige Aufmerksamkeit erforderte.

Eine entscheidende Verbesserung der PCR-Technologie brachte die Verwendung von thermostabilen DNA-Polymerasen, d. h. Enzymen, die auch bei Temperaturen von annähernd 100 °C ihre Polymerase-Aktivität behalten. Eine der ersten thermostabilen DNA-Polymerasen wurde aus dem in heißen Quellen lebenden thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnen und Taq-Polymerase genannt. Durch die Verwendung thermostabiler DNA-Polymerasen bestand keine Notwendigkeit mehr, ständig neue Polymerase zuzugegeben, und der ganze PCR-Prozess konnte erheblich vereinfacht und automatisiert werden.

Mullis arbeitete zu dieser Zeit für die kalifornische Biotech-Firma Cetus und wurde mit einer Prämie von 10.000 US-Dollar abgefunden. Jahre später verkaufte Cetus dann die Rechte an der PCR-Methode mitsamt dem Patent für die von ihm verwendete DNA-Polymerase Taq an die Firma Roche für 300 Millionen Dollar. Das Enzym Taq wurde bereits 1980 von dem russischen Forscher Kaledin beschrieben. Aus diesem Grund wurde nach jahrelangem Rechtsstreit der Firma Roche das Patent für Taq inzwischen entzogen. Die US-Patente für die PCR-Technologie selbst liefen im März 2005 aus.

Die Taq-Polymerase erfährt nach wie vor breite Anwendung. Ihr Nachteil liegt darin, dass sie manchmal Fehler beim Kopieren der DNA produziert, was zu Mutationen in der DNA-Sequenz führt. Polymerasen wie Pwo und Pfu, die aus Archaea gewonnen werden, haben einen Korrektur-Mechanismus, der die Anzahl der Mutationen in der kopierten DNA erheblich senkt.

Thermocycler
Zwei Thermocycler mit einem gemeinsamen Bedienelement

geöffneter Thermocycler, Heizblock mit 8 PCR-Reaktionsgefäßen

PCR in der Praxis

PCR wird eingesetzt, um einen kurzen, genau definierten Teil eines DNA-Strangs zu vervielfältigen. Dabei kann es sich um ein Gen oder auch nur um einen Teil eines Gens handeln oder auch um nicht-kodierende DNA-Sequenzen. Im Gegensatz zu lebenden Organismen kann der PCR-Prozess nur relativ kurze DNA-Abschnitte kopieren. Bei einer Standard-PCR können dies bis zu etwa 3.000 Basenpaare (3 kbp) lange DNA-Fragmente sein. Mit Hilfe bestimmter Polymerasen-Gemische, weiterer Additive in der PCR und optimalen Bedingungen können sogar Fragmente mit einer Länge von über 20–40 kbp vervielfältigt werden, was immer noch sehr viel kürzer ist als die chromosomale DNA einer eukaryotischen Zelle. Eine menschliche Zelle enthält beispielsweise etwa drei Milliarden Basenpaare pro haploidem Genom.

Die Polymerase-Kettenreaktion findet in einem sogenannten Thermocycler statt. Diese Maschine erhitzt und kühlt die in ihr befindlichen Reaktionsgefäße präzise auf die Temperatur, die für den jeweiligen Schritt benötigt wird. Um Verdunstung zu verhindern, wird ein dicht schließendes Reaktionsgefäß oder eine Ölschicht auf dem Reaktionsgemisch verwendet. Etwaige Kondensatbildung im Deckel des Gefäßes wird durch einen beheizbaren Gerätedeckel (über 100 °C) verhindert.

Soll die PCR vor allem als quantitativer Nachweis dienen, empfiehlt sich die sog. Real Time PCR.

Die Verwendung einer Pyrophosphatase kann unter Umständen die Effektivität der PCR steigern. Das Enzym katalysiert die Hydrolyse des von den Nukleotidtriphosphaten abgespaltenen Pyrophosphats zu Orthophosphat. Pyrophosphat kann als Inhibitor bei der PCR wirken.

PCR-Reaktionsgefäße.

PCR-Platte für 96 Ansätze mit Gummiabdeckung

Beispiel

Als allgemeines Beispiel sei hier die „Rezeptur“ für eine PCR-Reaktion wiedergegeben (viele Beispiele für die verschiedensten Reaktionen finden sich ansonsten in der wissenschaftlichen Literatur in allen möglichen Variationen):

	1,0 µl DNA-Lösung (100 ng/µl)

	2,0 µl pro Primer (i.d.R. zwei) (10 µM)

	1,0 µl Pfu-, Taq- oder andere thermostabile Polymerase (1–5 U/µl)

	1,0 µl 10 mM Desoxy-Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), „dNTP“

	5,0 µl 10-fach konzentrierte Polymerase-Pufferlösung

	38,0  µl H2O

	

	50,0 µl Gesamtvolumen


Ein 200-µl-Reaktionsgefäß mit den 50 µl Gemisch wird in den Thermocycler gestellt. Als Reaktionsgefäß können neben einzelnen 200-µl-Reaktionsgefäßen auch acht zusammenhängende 200-µl-Reaktionsgefäße oder PCR-Platten für bis zu 96 Ansätze verwendet werden. Die Platten werden entweder mit einer Gummiabdeckung oder einer selbstklebenden Klarsichtfolie verschlossen.

Theoretischer Ablauf

Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 12–50 Zyklen, die in einem Thermocycler durchgeführt werden. Die folgenden Angaben sind als Richtwerte gedacht. Meist muss eine PCR auf die spezifische Reaktion hin optimiert werden. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten (siehe Abbildung unterhalb):

1. Denaturierung (Melting, Schmelzen): Zunächst wird die doppelsträngige DNA auf 94–96 °C erhitzt, um die Stränge zu trennen. Die Wasserstoffbrückenbindungen, die die beiden DNA-Stränge zusammenhalten, werden aufgebrochen. Im ersten Zyklus wird die DNA oft für längere Zeit erhitzt (Initialisierung), um sicherzustellen, dass sich sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer vollständig voneinander getrennt haben und nur noch Einzelstränge vorliegen. Manche (so genannte hot start-) Polymerasen müssen durch eine noch längere anfängliche Erhitzungs-Phase (bis zu 15 Minuten) aktiviert werden. 

2. Primerhybridisierung (primer annealing): Die Temperatur wird ca. 30 Sekunden lang auf einer Temperatur gehalten, die eine spezifische Anlagerung der Primer an die DNA erlaubt. Die genaue Temperatur wird hierbei durch die Länge und die Sequenz der Primer bestimmt (bzw. der passenden Nukleotide im Primer, wenn durch diesen Mutationen eingeführt werden sollen = site-directed Mutagenesis). Wird die Temperatur zu niedrig gewählt, können sich die Primer unter Umständen auch an nicht-100-%-komplementären Sequenzen anlagern und so zu unspezifischen Produkten („Geisterbanden“) führen. Wird die Temperatur zu hoch gewählt, ist die thermische Bewegung der Primer u. U. so groß, dass sie sich nicht richtig anheften können, so dass es zu gar keiner oder nur ineffizienter Produktbildung kommt. Die Temperatur, welche die beiden oben genannten Effekte weitgehend ausschließt, liegt normalerweise 5-10 °C unter dem Schmelzpunkt der Primersequenzen; dies entspricht meist einer Temperatur von 55–65 °C. 

3. Elongation (Extending, Polymerisation, Verlängerung, Amplifikation): Schließlich füllt die DNA-Polymerase die fehlenden Stränge mit freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3'-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang. Der Primer wird nicht wieder abgelöst, er bildet den Anfang des neuen Einzelstrangs. Die Temperatur hängt vom Arbeitsoptimum der verwendeten DNA-Polymerase ab (68–72 °C). Dieser Schritt dauert etwa 30 Sekunden je 500 Basenpaare, variiert aber in Abhängigkeit von der verwendeten DNA-Polymerase. Übliche Thermocycler kühlen die Reaktionsansätze nach Vollendung aller Zyklen auf 4–8 °C, so dass eine PCR am Abend angesetzt werden kann und die Proben am Morgen darauf weiter verarbeitet werden können. 

Schematische Darstellung des PCR-Zyklus.
(1) Schmelzen (Denaturierung) bei ca. 96 °C.
(2) Anlagerung (Primerhybridisierung) bei ca. 68 °C.
(3) Verlängerung (Elongation) bei ca. 72 °C (P=Polymerase).
Exponentielles Anwachsen des Kurzen Produktes (von Primern eingeschlossener Bereich).

Das PCR-Produkt in niedriger (Bande 2) und hoher (Bande 3) Konzentration im Vergleich mit der DNA-Leiter (Bande 1) in Agarose-Gel.

Im ersten Zyklus entstehen pro DNA-Ausgangsdoppelstrang 2 DNA-Stränge, welche im Bereich der Zielsequenz doppelsträngig sind. Nach dem Schmelzen am Anfang des zweiten Zyklus stehen dadurch die beiden ursprünglichen DNA-Einzelstränge und zwei am 3’-Ende überlange Einzelstränge zur Verfügung. Dies ist damit zu erklären, dass lediglich ein Startpunkt (Primer), nicht aber ein Endpunkt exakt festgelegt ist. Der Abbruch der Strangsynthese erfolgt dabei spätestens durch die Strangtrennung im folgenden Denaturierungsschritt. Im zweiten Zyklus stehen die eingesetzte DNA sowie die gerade gebildeten DNA-Stränge zur Verfügung. An Ersterer erfolgt derselbe Prozess wie im ersten Zyklus. An die neu gebildeten DNA-Einzelstränge, welche an 3’ bereits dort enden wo sie sollen, lagern sich nun wieder Primer in der 3’-Region an. Die nun gebildeten Stränge haben auch keinen 3’-Überhang, da das Template am 5' Ende bereits richtig endet (durch erste Syntheserunde und ersten Primer). Am Ende des zweiten Zyklus stehen damit erstmals unmittelbar Produkte der gewünschten Länge zur Verfügung. In den folgenden Zyklen vermehren sich die gewünschten Produkte exponentiell (da sie selbst als Matrize für weitere Strangsynthesen dienen), während die ungewünschten langen Produkte (siehe Produkte des ersten Zyklus) nur linear ansteigen (nur eingesetzte DNA dient als Matrize). Dies ist der theoretische Idealfall, in der Praxis fallen zudem in geringem Maße auch kürzere Fragmente als die gewünschte Ziel-DNA an. Diese kurzen Fragmente häufen sich vor allem in den späten Zyklen an, wodurch meist nur etwa 30 Zyklen durchlaufen werden, um insgesamt vorwiegend DNA der gewünschten Länge und Sequenz zu erhalten.

Das PCR-Produkt kann durch Agarose-Gelelektrophorese anhand seiner Größe identifiziert werden. (Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, bei der DNA in ein Agarose-Gel eingebracht wird und anschließend eine Spannung angelegt wird. Dann bewegen sich die kürzeren DNA-Stränge schneller als die längeren auf den Pluspol zu.) Die Länge des PCR-Produkts kann durch einen Vergleich mit einer DNA-Leiter, die DNA-Fragmente bekannter Größe enthält und parallel zur Probe im Gel mitläuft, bestimmt werden.

PCR-Anwendungsgebiete

Die PCR kann für eine Vielzahl von Experimenten und Analysen eingesetzt werden, einige Beispiele (Analyse alter (fossiler) DNA) werden weiter unten vorgestellt.

Genetischer Fingerabdruck

Der genetische Fingerabdruck wird in der Gerichtsmedizin zur Identifizierung einer Person eingesetzt, indem ihre DNA mit einer vorhandenen Probe verglichen wird. Beispielsweise kann eine Blutprobe von einem Tatort mit dem Blut eines Verdächtigen verglichen werden. Die Probe kann minimal sein, das heißt, eine einzige Zelle (nur weiße Blutzellen kommen in Frage, da in roten kein Kern ist) genügt. An Tatorten findet man meistens Blut, Sperma, Speichel, Haut, Haare oder ähnliche Zellen (Speichel und Haare enthalten zwar keine Zellkerne, jedoch sind im Speichel meist Zellreste zu finden, an Haaren oft die Haarwurzeln). Theoretisch genügt ein einziger Strang. Zuerst spaltet man die DNA-Probe in Fragmente auf, die dann mittels PCR vervielfältigt werden. Die vervielfältigten Fragmente werden anschließend durch Gelelektrophorese getrennt. Die so gewonnene Anordnung der DNA-Fragmente nennt man DNA-Fingerabdruck. Diese Fragmente enthalten jedoch größtenteils polymorphe Bereiche. Das sind sich wiederholende DNA-Abschnitte im nicht kodierenden Bereich der DNA (junk DNA), sogenannte repetetive Sequenzen. Diese Sequenzen liegen zwischen den Genen. Deshalb lässt sich anhand des genetischen Fingerabdrucks keine Disposition feststellen.

Vaterschaftstest

Elektrophorese von PCR vervielfältigter DNA-Fragmente. (1) Vater. (2) Kind. (3) Mutter. Das Kind hat Teile der Fingerabdrücke der beiden Elternteile geerbt wodurch es über einen eigenen, einzigartigen Fingerabdruck verfügt.

Obwohl diese erzeugten „Fingerabdrücke“ einzigartig sind (bei eineiigen Zwillingen sind sie nahezu identisch; Unterschiede können hier nur mit zusätzlichem Aufwand nachgewiesen werden), können genetische Beziehungen, zum Beispiel zwischen Eltern und Kindern oder zwischen Geschwistern, durch zwei oder mehr genetische Fingerabdrücke bestimmt werden, was bei Vaterschaftstests zum Einsatz kommt (siehe Abbildung). Eine Abwandlung dieser Technik wird auch zur Bestimmung evolutionärer Beziehungen zwischen Organismen angewandt.

Erkennung von Krankheiten

Die Erkennung von Erbkrankheiten in einem vorliegenden Genom ist ein langwieriger und komplizierter Vorgang, der durch den Einsatz von PCR bedeutend verkürzt werden kann. Jedes Gen, das in Frage kommt, kann durch PCR mit den entsprechenden Primern amplifiziert (= vervielfältigt) und anschließend sequenziert werden (DNA sequenzieren heißt, die Sequenz der Nukleotide (oder Basen) der DNA zu bestimmen), um Mutationen aufzuspüren.

Virale Erkrankungen können ebenfalls durch PCR erkannt werden, indem man die Virus-DNA vervielfältigt bzw. bei RNA-Viren diese RNA erst in DNA umschreibt und dann mittels PCR vervielfältigt (die RT-PCR). Diese Analyse kann sofort nach der Infektion erfolgen, oft Tage oder Wochen vor dem Auftreten der Symptome. Erfolgt die Diagnose so früh, erleichtert das den Medizinern die Behandlung erheblich.

Die PCR kann auch zu Reihenuntersuchungen eingesetzt werden. So wird sie z. B. von Blutspendediensten zur Routineuntersuchung von Blutkonserven eingesetzt. Durch die frühestmögliche Entdeckung einer gefährlichen Infektionskrankheit beim Spender (z. B. HIV, Hepatitis B) kann das sog. diagnostische Fenster nahezu geschlossen werden. Durch die Empfindlichkeit der PCR-Tests ist es möglich, Proben in sog. Pools (z. B. 96 Einzelproben) zusammenzufassen. Wird ein Pool positiv getestet, wird seine Größe solange verkleinert (meistens halbiert), bis die verursachende Probe gefunden ist.

Klonierung von Genen

Das Klonieren eines Gens – nicht zu verwechseln mit dem Klonen eines ganzen Organismus – ist ein Vorgang, bei dem ein Gen aus einem Organismus isoliert und anschließend in einen anderen eingepflanzt wird. PCR wird oft benutzt, um das Gen zu vervielfältigen, das dann in einen Vektor (ein Vektor ist ein Mittel, mit dem ein Gen in einen Organismus verpflanzt werden kann), beispielsweise ein Plasmid (ein ringförmiges DNA-Molekül), eingefügt wird (Abb. 4). Die DNA kann anschließend in einen anderen Organismus eingesetzt werden, in dem das Gen oder sein Produkt besser untersucht werden kann. Das Exprimieren eines klonierten Gens kann auch zur massenhaften Herstellung nutzbarer Proteine wie z. B. Arzneimittel dienen.


     

Klonierung eines Gens mit Hilfe eines Plasmids:
(1) Chromosomale DNA von Organismus A.
(2) PCR.
(3) Mehrere Kopien eines einzelnen Gens von Organismus A.
(4) Einfügen des Gens in ein Plasmid.
(5) Plasmid mit dem Gen aus Organismus A.
(6) Einfügen des Plasmids in Organismus B.
(7) Vervielfältigung oder Expression des Gens, das aus Organismus A stammt, im Organismus B.

Mutagenese

Mutagenese ist eine Möglichkeit, die Sequenz der Nukleotide (Basen) der DNA zu verändern. Es gibt Situationen, in denen man mutierte (veränderte) Kopien eines bestimmten DNA-Strangs benötigt, um die Funktion eines Gens zu bestimmen. Mutationen können in kopierte DNA-Sequenzen auf zwei grundsätzlich verschiedene Arten während des PCR-Prozesses eingefügt werden.

Gezielte Mutagenese (z.B.: “site-directed mutagenesis”) erlaubt es dem Forscher, an spezifischen Stellen auf dem DNA-Strang Mutationen zu erzeugen. Meist wird dafür die gewünschte Mutation in die Primer integriert, die für die PCR verwendet werden. Bei der gezielten bzw. stellenspezifischen Mutagenese ist mindestens einer der Primer nicht 100prozentig identisch mit der DNA, an die er sich anlagert. Während der Amplifikation wird so eine Mutation in das DNA-Fragment eingeführt.

Zufällige Mutagenese (“random mutagenesis”) beruht hingegen auf der Verwendung von fehlerträchtigen Polymerasen (bzw. Polymerasen ohne Mechanismus zur Fehlerkorrektur) während des PCR-Prozess. Bei der zufälligen Mutagenese können Ort und Art der Mutationen nicht beeinflusst werden und müssen erst durch eine Sequenzierung identifiziert werden.

Eine Anwendung der zufälligen oder gezielten Mutagenese ist die Analyse der Struktur-Funktions-Beziehungen eines Proteins. Nach der Veränderung der DNA-Sequenz kann man das entstandene Protein mit dem Original vergleichen und die Funktion aller Teile des Proteins bestimmen. Weiterhin können damit auch Funktionen der Nukleinsäure selbst (mRNA-Transport, mRNA-Lokalisation, etc.) untersucht werden.
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