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Quantitativer Test auf Ethanol mit Alkoholdehydrogenase aus Hefe (ADHH, EC 1.1.1.1)

aus Bergmeyer,  Methoden der enzymat. Analyse

Reaktion:   
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Methode:Während NAD+ nur bei um 260 nm (Maximum) absorbiert entsteht bei NADH ein Maximum bei ca. 340 nm, was auf die Ausbildung des Dihydronicotinamid-Rings zurückzuführen ist. Diese Absorptionsänderung wird zur Messung verwendet.
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Lösungen: 75 mM Pyrophosphatpuffer, pH 8,7; 75 mM Semicarbazid; 21 mM Glycin

10 g Na2P2O7 ( 10 H2O  +  2,5 g  Semicabazid ( HCl + 0,5 g Glycin in 250 mL A. dem. lösen und mit ca. 5 mL 4 N Natronlauge auf pH 8,7 einstellen.

Vorsicht, Semicarbazid ist sehr toxisch!

24 mM NAD+

50 mg NAD+ in 3 mL A. dem. lösen

ADH (30 mg/ml)

50 mg Lyophylisat in 1 ml lösen

Pipettierschema:
Probe
Eichkurve   340 nm

	Puffer
	1,92 mL
	1,94 mL

	NAD+
	0,05 mL
	0,05 mL

	Probe
	0,02 mL
	2, 3, 4, 5 µL Ethanol 1:500 verdünnt

	Enzym
	0,01 mL
	0,01 mL


Eichung durch Zugabe von 2, 3, 4,  5, µl 95% Ethanol 1: 500 verdünnt. Dies entspricht ca. 3,04 µg; 4,56 µg; 6,08 µg; 7,6 µg; 95 % Ethanol. Lehrwert nur mit Puffer!

Die Probe wird 25 min bei 37°C gehalten und dann gemessen. 

Erstellen Sie eine Eichkurve.

Wir müssen die Probe aus der Gärung bzw. Apfelwein 1: 100 verdünnen!

( = 6,22 cm2/µM

D. h., wenn wir eine Extinktion von 1 messen, entspricht dies mit c =
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= 0,16 µM /mL = 7,35 µg/mL

Chemische Synthese von NADH:

15 mg NAD+ und 15 mg Na2S2O4 und 36 mg NaHCO3werden in 2,5 ml Wasser gelöst und 90 s in einem siedenden Wasserbad geschüttelt. Dann wir durch diese Lösung 30 min Luft gesaugt. Die Reinigung erfolgt durch Gelchromatografie an Sephadex G10 durch Elution mit 0,05 M Gly/NaOH Puffer pH 9,5. NADH zersetzt sich in wenigen Stunden.

Fragen: 

Beschreiben sie die Grundlagen der enzymatischen Ethanolanalyse.

Warum wird im alkalischen Bereich gemessen?  

Finde die Struktur von „Semicarbazidhydrochlorid“!

Wozu dient das „Semicarbazid“? Formulieren Sie eine mögliche Reaktion!

Zur Eichkurve:

Mit obigen Werten erhält man theoretisch folgende Extinktionen:

Es werden 3,04 – 7,6 µg Ethanol zugegeben, d. h. 0,066 – 0,165 µM. Das  Messvolumen beträgt 2 ml. Extinktion berechnet nach E = ( c d, wobei ( = 6,22 cm2/µM

	Konzentration µM/ml
	E

	0,033
	0,205

	0,044
	0,274

	0,066
	0,41

	0,088
	0,548
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