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B Indirekter Nachweis der Alkoholdehydrogenase (ADH)

Hefen sind einzellige Pilze. Sie gehdren zu den Eukaryoten. Viele ihrer Enzyme wie z. B. ADH sind identisch mit
denen in tierischen Zellen. Das Enzym ADH mit seinem Coenym NAD* katalysiert u. a. die Reaktion von Ethanol
zu Azetaldehyd, NADH* und Wasserstoffionen (Protonen, H*). Hefen spielen eine wichtige Rolle als
Modellorganismen b@ider Effrschung von Stoffivechselvorgangen. Sie lassen fichdeicht im Labor kultivieren, da
sie sich rasch und pr| k'emlfs durch Teilgngyer ehrsmmDieritigilmHeformindmic @ zwigend auf Sauerstoff fur
ihren Stoffwechsel al ge wi¢ s 1. lare | nelgingev, nri ngalerl uft jJodlach [ %S0 ue st ff € faialter als ohne.

Methylenblau ist eir-Faiusto., acwiii'dermdGturisissengCha.ien ZnBOflr dad Fa delworZiistrukturen oder DN«
verwendet wird. Schon geringste Mengen Methylenblau rufen in Wasser gel6st eine intensive Blaufarbuny herve

Methylenblau ist ein guter Wasserstoffionen-Akzeptor. Die bei der Verstoffwechselung von Ethanol freigesc zten
Wasserstoffionen konnen von Methylenblau gebunden werden. Durch die Aufnahme von H* entfarbt sichstie bic e
Methylenblau-Lésung. Es entsteht das farblose Leuko-Methylenblau. Diese Entfarbung kann durch £ chuiiin ar
der Luft riickgéngig gemacht werden. Der Luftsauerstoff reagiert mit den an Methylenblau gebunde. \n Protc hen
zu Wasser. Die Abgabe der Protonen wandelt die farblose Leukoform in die blaue Form des Met{ ylent yus um.

Alkoholabbau in Hefezellen

Beachten Sie bei der Durchfiihrung des Experimentes alle geltenden Sicherheitsvorschrit cn!

Material

Schutzhandschuhe Frischhefe

Schutzbrille 20 ml Methyle' blay’Z6aung (0,5%ig)

4 Reagenzglaser mit Kappe 10 ml Brennsy._si*tis (Ef anolldésung)
Reagenzglastander deat. Wasser

2 Pipetten, 5 ml (fir dest. Wasser bzw. Ethanol) ggf- 9 ml Methanol bzw. 10 ml Ethylenglykol

2 Messzylinder, 10 ml (fir Hefesuspension bzw. Methylenblau)
Pipettierhilfen

kleiner Loffel

Glasstab

Wasserbad, 37 °C

wasserfester Stift

Kurzzeitwecker

Durchfiihrung

- Nummerieren Sie die vier Reagenzglaser.

- Verrihren Sie sorgfaltig einen halben Loéffel Frichhhefe in 20 ml dest. Wasser.
- Stellen Sie die folgenden Versuchi ynséatze her:

Reagenzglas Nt 2 3 4
Hefesuspension 5mi 5mi 5mi 0mi
dest. Wasser o 3ml 5ml 0oml 5ml
Methylenblau /4 5ml oml 5ml 5ml
Ethanol X 0 ml 3ml 3ml 3ml
Farbe nad/iersi 'yl des
Ansatzg

| Zeit fir ¢ 5 Reak' on (s. u.)
Faoehacriilienthalt im

' lasserc d
ri. sh dem Schiitteln

S nitCin € ie die Proben gut durch und stellen Sie sie in das Wasserbad.
- ¢, St ven $ 2 die Zeit, die firr die Entfarbung der fiinf Proben benétigt wird. Die Beobachtungszeit wird auf 10
linu.c " ueschrankt. Notieren Sie Ihre Beobachtungen.
-~ Su)iitteln Sie die Proben in den Reagenzglasern. Notieren Sie lhre Beobachtungen.

Aufs aben
1. Stellen Sie die im Informationstext ,Methylenblau’ angegebenen Reaktionen (3) schematisch dar!
2. Fihren Sie das Experiment durch und ergénzen Sie die Angaben in der Tabelle!
3. Deuten Sie die Ergebnisse der flinf Versuchsansatze! Nutzen Sie flr die Interpretation der Ergebnisse
die Informationen zu Hefen und Methylenblau! Veranschaulichen Sie Ihre Deutung mithilfe der
Modellvorstellung zur Enzymwirkung!

Fir Interessierte: Uberpriifen Sie, ob dieser Versuch auch mit Methanol und Ethylenglykol funktioniert!
Verlangern Sie die Beobachtungszeit.
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