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Enzymatic Determination of Primary Aliphatie Alcohols (C6~C10) with an 
N A D ( P ) -Independent Alcohol Dehydrogenase from P seudomonas putida 

A new enzymatic method for microdetermination of longer chain alcohols 
has been established with NAD(P)-independent alcohol dehydrogenase from 
an alkane-oxidizing strain of Pseudomonas putida. The alcohols were estimated 
spectrophotometrieally by measuring the formazan formation from the corre- 
sponding tetrazolium salt. Amounts of longer chain alcohols up to 3 nmol could 
be assayed by reading the endpoint of the reaction, even in presence of a 1000- 
fold exess of ethanol. 

( K eywords : Longer chain alcohols: N A D ( P ) - Independent alcohol dehydro- 
genase ; P seudomonas putida ; T etrazolium salt) 

Einleitung 

Enzyrnatisehe Alkoholbestimmungen, insbesondere Ethanolbestim- 
mungen, sind seit langem bekanntl ,L Zuni~chst wurden hierzu aus- 
schliel31ich die NAD+-abh~ngigen  Alkoholdehydrogenasen aus Here 
bzw. aus Pferdeleber (EC 1.1.1.1.) eingesetzt. Schwierigkeiten ergaben 
sich vor allem aus der ungfinstigen Gleichgewichtslage. So ist ein 
befriedigender Urnsatz nur bei Einsatz hoher N A D + - K o n z e n t r a t i o n e n  
und in Anwesenheit Carbony]gruppen-bindender Reagenzien zu erzielen. 
Allerdings sind Bestimmungen aueh dann nut unter Zuhilfenahme von 
Eichkurven mSglich. Besser sollten sich N A D ( P ) - u n a b h £ n g i g e  Enzyme 
eignen, die eine quantitative Alkoholoxydation bewirken. DiGs wurde 
sowohl ffir pyridinnukleotidunabh£ngige Alkoholdehydrogenasen (EC 
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1.1.99.8) 3-6 ~ls auch ffir Alkoholoxidasen (EC 1.1.3.13) 7 anhand des 
Methanol- bzw. Ethanolumsatzes  nachgewiesen. 

Bisher bestehen prakt isch keine MSglichkeiten zur enzymatisehen 
Bes t immung lgngerkettiger Alkohole. Zwar besitzen alle beschriebenen 
Alkoholdehydrogenasen aueh die F~thigkeit zur 0xyda t ion  solcher 
Alkohole, die Umsatzgeschwindigkeiten liegen aber meistens ext rem 
niedrig, und die Anwesenheit  kleinster Mengen kurzket t iger  Alkohole 
wfirde sich aul~erordentlich st6rend auswirken. Solehe Best immungen 
sollten jedoeh mit einem Enzym mSglich sein, das in einem Stature yon 
Pseudomonas putida bei Wachs tum auf n-Alkanen induktiv gebildet 
wirdS,9. Es katalysier t  ~usschlie[tlieh die Oxydat ion primgrer,  alipha- 
tischer Alkohole, wobei die h5ehsten Geschwindigkeiten beim Umsatz  
yon Hexanol  erzielt werden. Demgegeniiber wird Ethanol  erheblich 
langsamer, Methanol dagegen ~berhaupt  nicht oxydiert  10. Das Enzym,  
dessen prostethisehe Gruppe noch nieht ermit tel t  werden konnte, 
wurde als NAD(P)-unabh~ngige Alkoholdehydrogenase klassifiziert 10. 
Doxlurch sollte es, ghnlich wie entsprechende pyridinnukleot idunab- 
himgige Methanol- bzw. Ethanoldehydrogenasen,  f~ir quantitative~ 
Alkoholbest immungen besonders geeignet sein. 

Material und Methoden 

Chemikalien 

Jodnitrotetrazoliumchlorid, Phenazinmethosulfat (Chemapol ; Brno, ~SSR) ; 
2,6-Dichlorphenolindophenol, Hexanol, Heptunol, Octanol, 2,4-Hex~lien-l-ol 
(Ferak; Berlin-West); Nonanol, Decanol (Fluka AG; Buchs, Schweiz); Ethanol, 
Propanol, Butanol, Pentanol, Gelatine (VEB Laborchemie Apolda, DDR). 

Enzymgewinnung 

Die pyridinnukleotidunabhgngige Alkoholdehydrogenase wurde aus Pseu- 
domona8 putida ATCC 17633s, 11-1a gewonnen. Die Kultivierung der Mikro- 
organismen erfolgte in einem Medium, das pro 1 folgende Bestandteile enthielt : 

K2HP04, 7,46g; NaH2P04, 0,54g; MgSO4-7H20, 20mg; CaCle-2H20, 
20 mg ; Fe(NH4)2S Q - 6 H20, 10 rag. 

Als N-Quelle diente (NH4)eSO 4 (lg/1). Als C-Quelle wurde n-Hexan in 
gasfSrmigem Zustand eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C in einem 
101-Fermentationsgefgl3 bei einem Ffillinhalt yon 71 Flfissigkeit (Fermentor 
Biofer, VR Ungarn). 

Die Kultur wurde mit einem konstanten Luft/Hexan-Gemisch (31 Luft/h, 
0,015~ Hexan enthaltend) bei einer Rtihrgesehwindigkeit yon 800min-1 
versorgt. Nach 20--30 h wurden die Bakterien durch Zentrifugation geerntet. 
Das erhaltene Sediment wurde in 0,05 tool/1 Na-Phosphatpuffer pH7,5 resus- 
pendiert /~lcm~ 20) und ansehliel~end durch Ultraschallbehandlung bei 4°C ~ 6 0 0  
zerstSrt 9. Nach Zentrffugation bei 15 000 × g ffir 30 min befinden sich mindestens 
60~ der Alkoholdehydrogenase-Aktivitgt im zellfreien {Jberstand. Naeh 
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Pr/~zipitation des Enzyms dutch Zusatz yon (NH4)2SO n bis zu einer Kon- 
zentration von 40~o S/~ttigung wurde zentrifugiert und das Sediment 2 × mit 
einer AmmoniumsulfatlSsung gleicher Konzentration gewasehen. Die H a u p t  
menge des Enzyms wurde aus dem verbleibenden Pr/izipitat durch Behandlung 
mit 20~o ges/ittigter (Ntta)2SO4-LSsung herausgelSst. Die Lagerung erfolgte 
nach Dialyse des durch Zentrifugation bei 15000 x g erhaltenen Uberstandes 
gegen eine (NH4)2SQ-L5sung (70~o S/ittigung). Der Proteingehalt einer solchen 
Suspension - - b e s t i m m t  naeh der Methode yon Lowry etal. 14 - -  betr/~gt 
8--10 mg]ml, die spezifisehe Aktivit/~t liegt bei 0,15-4),3 U/mg. 

Enzymtests 
Die Ermittlung der Enzymaktivit/~t erfolgte in einem Standardtest dutch 

Messung der Reduktion yon 2,6-Dichlorphenolindophenol bei 600nm 
[~= 19 (lmmol-J era-l)] und 25°C. Der 2-ml-Testansatz enthielt 0,045mmol/1 2,6- 
Dichlorphenolindophenol, 1,63 mmol/1 Phenazinmethosulfat und 200~mol/1 
Hexanol in 0,05mol/1 Na-Pyrophosphatpuffer pHS,7 und das Enzym. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Hexanols gestartet. Die quantitative Bestim= 
mung l/~ngerkettiger Alkohole (C6--C40) effolgte auf der Basis der Formazanbildung 
aus Jodnitrotetrazoliumchlorid bei 500nm [z = 14,4 (lmrno1-1 cm-1)] und 25 °C. Der 
3-ml-Testansatz enthielt 0,67 retool/1 Jodnitrotetrazoliumchlorid, 1--10 tzmol/1 
des Alkohols und ca. 4~0mU Enzym in 0,05 tool/1 Na-Pyrophosphatpuffer 
pH 8,5 (1 g/l Gelatine enthaltend). Die Reaktion wurde mit Substrat gestartet. 
Die Messungen erfolgten an einem Photometer Chiratie IX  (Chirana, CSSR) 
mit digitaler Mel3wertanzeige. 

Zum Nachweis der St5chiometrie des Umsatzes wurde 2,4-Hexadien-l-ol 
als Substrat verwendet. Gemessen wurde sowohl die Abnahme des Alkohols bei 
228 nm [z = 31 (1 mmo1-1 cm -1)] als auch die Bildung yon 2,4-Hexadien-l-al bei 
278 nm [~ = 29 (1 mmol 1 cm 1)] dutch zeitabh/ingige Aufnahme yon UV-Diffe- 
renzsprektren an einem Spektrometer DK 2A (Beckman Instruments). Die 2- 
ml-Testans/~tze (verwendet wurden Tandemktivetten) enthielten nach Start 
der Reaktion ca. 10tzmol/1 2,4-Hexadien-l-ol und ca. 30mU des Enzyms in 
0,05 tool/1 Na-Pyrophosphatpuffer pH 8,5. 

Ergebnisse und Diskussion 

Zielstellung der Un te r suchungen  war  es, eine M5glichkeit zur 
quan t i t a t iven  Bes t immung  l~ngerket t iger  Alkohole naeh  der End-  
wer tmethode  zu finden. Die N u t z u n g  des zur Aktivi t /~tsbest immung 
verwendeten  S tandard tes t s  auf  der Basis yon  Phenaz inmethosu l fa t  
und 2,6-Diehlorphenolindophenol  ist wegen der leiehten Reoxydier-  
barke i t  des reduzier ten Farbs toffs  hierffir ungeeignet .  Besser sollte sieh 
daher  der Einsatz  eines Tetrazol iumsalzes  eignen, wie kS zur Siehtbar-  
maehung  der E n z y m b a n d e n  in der Polyaery lamidgel -Elekt rophorese  
verwendet  wird. Allerdings mut~ die sehr geringe Wasserl6slichkeit  des 
gebildeten gef/~rbten Formazans  berfieksichtigt  werden. Durch  Zusatz 
eines fa rbs tof fb indenden  Proteins zum Testansatz  kann  diese Sehwierig- 
keit jedoeh leieht umgangen  werden. 
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Abb. 1. Nachweis der enzymatischen Hexanoloxydation auf Basis der Formazan- 
bildung bei pH 8,5 und 25 °C in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen an 
Phenazinmethosulfat (PMS). Zugabe yon 0,67mmo]/1 Jodnitrotetrazolium- 
chlorid (A), 40 mU Enzym (B), 0,23 mmol/] Hexanol (C); 1,08 retool/1PMS (0)~ 

ohne PMS (0) 

Abb. 1 zeigt, daft der Nachweis der enzymatischen Alkoholoxydation 
auf diese Weise mSglieh ist. Ungfinstig, insbesondere fiir Endwert- 
bestimmungen, ist jedoch das betr&ehtliche Ausmaft der Farbstoff- 
bildung, die dutch Phenazinmethosulfat  allein verursaeht wird. Die 
Tatsache, da6 nach Enzymzugabe die Situation fiberrasehenderweise 
g~instiger wird, ist wahrscheinlieh auf die Anwesenheit yon Super- 
oxiddismutase im Pr£para t  zuriickzuffihren, die die Bildung redu- 
zierend wirkender Q-Radika le  verhindert.  Aus der Abb. 1 geht hervor, 
daft eine Formazanbildung auch ohne Zusatz yon Phenazinmethosulfat  
nachweisbar ist. Obwohl die Geschwindigkeit des enzymatischen- 
Umsatzes erheblieh niedriger ist, eignet sieh ein soleher Ansatz ffir 
quanti tat ive Bestimmungen besser, da bier die Reaktion in Abwesen- 
heit des Substrates kaum eine Bedeutung besitzt. Wir haben daher 
zun~chs~ versueht, auf dieser Basis aus der gebildeten Formazanmenge 
die eingesetzte Alkoholmenge zu bestimmen. Am Beispiel der Oxy- 
dation des 2,4-Hexadien-l-ol 1/~ftt sieh zeigen, da6 zwischen der Menge 
an umgesetztem Alkohol und gebildetem Aldehyd bzw. Formazan eine 
exakte StSehiometrie besteht (Tab. l). 
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Tabelle 1. St6chiometrie des Umsatzes von 2,4-Hexadien-l-ol durch Allcohol- 
dehydroffenase au.s Ps. putida bei 25 °C. Die Bestimmung von Alkohol- bzw. 
Aldehydkonzentration erfolgte dutch Aufnahme yon UV-Differenzspektren 
(230--300nm) in Tandemkfivetten. Nach Mischen Mler Bestandteile enthielt 
der 2-ml-Testansatz 8nmol 2,4-Hexadien-l-ol und 30 mU Enzym in 0,05 mol/1 
Na-Pyrophosphatpuffer p H  8,5. Im Referenzstrahlengang verblieben Substrat 
und Enzym fiber die gesamte MeBzeit (35 min) in getrennten Kammern. Unter 
sonst gleiehen Bedingungen wurde der Versuch in Anwesenheit yon 2 ~amol 

Jodnitrotetrazoliumehlorid unter Zusatz yon Gelatine (1 g/l) durehgeffihrt 

2,4-Hexadien- 1 - o l  2,4-Hexadien-l-al Formazan 
verbraueht gebildet gebildet 

(AE22snm) (AE27snm) (AE500nm) 

7,8 nmol 7,6 nmol 7,8 nmol 

Die Reaktion ist unter den angegebenen Bedingungen naeh maximal 
25min beendet.  BemerkGnswert ist, dab sieh auch bei weiterer In-  
kubationszeit  fiber einGn Zei t raum yon 3 h die Ext inkt ion  bei 278 nm 
nieht £ndert. Da sieh das Absorpt ionsmaximum der korrespondierenden 
S/ture bei 253 nm befindet,  kann eine Weiterreaktion des gebildeten 
Aldehyds ausgesehlossen werden. Dies ist insofern yon besonderer 
Bedeutung, als die Versuehe mit einem nur grob gereinigten Enzym-  
pr£para t  durehgeffihrt  wurden. 

Xhnlieh wie in diesem Fall l&13t sieh aueh am BGispiel der Hexanoloxy- 
dation naehweisen, dag innerhalb yon 20 rain genau die Menge Formazan 
entsteht,  die sieh bei quant i ta t ivem Umsatz  des eingesetzten Alkohols 
bilden dfirfte (Abb. 2). Dies gilt aueh damn, wenn man mehrfaeh 
Hexanol  in den gleiehen Testansatz gibt. I m  untersuehten Konzent ra-  
tionsbereieh verh&lt sieh die gebildete Farbstoffmenge zur eingesetzten 
Hexanolmenge eindeutig proportional.  

In  Abb. 3 ist ausgewiesen, dal3 unter  den oben gew~hlten Test- 
bedingungen die Reakt ion optimal  abl&uft (pH 8,5; ca. 0,67 mmol/1 
Jodnitrotetrazoliumehlorid;  ca. 40 mU Enzym).  Ein Zusatz yon N H  4- 
Ionen bewirkt  - -  im Gegensatz zur N A D ( P ) - u n a b h g n g i g e n  Methanol- 
dehydrogenase - -  keinerlei AktivitS.tssteigerung. In  /~hnlieher Weise 
wig Hexanol  wurden im Konzentrat ionsbereieh yon 1--10 txmol/1 aueh 
Heptanol ,  Oetanol, Nonanol und Deeanol innerhalb yon 20 min quanti- 
ta t iv  umgesetzt ,  wobei mit  Kettenverl~ngGrung des Substrates eine 
Erh6hung der Reaktionsgesehwindigkeit  festzustellen ist. Untersueht  
man dagegen die Reakt ion kurzkett iger  Alkohole (Ce--Cs) , finder man  
im Konzentrat ionsbereieh 10~mol/1 bei gleieher Mel3zeit keinerlei 
Formazanbildung.  Ers t  bei Einsatz sehr viel hSherer Alkoholkonzen- 
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Abb. 2. Qu~ntit~tiver Umsatz von Hexanol dureh pyridinnukleotid unab- 
h~ngige Alkoholdehydrogenase (40mU) aus Pseudomonas putida bei pH8,5  
und 25°C in Anwesenheit yon 0,67 mmol/1 Jodnitrotetrazoliumchlorid. Die 
Reaktion wurde mit Hexanol gestartet,  d~s in Konzentrationen yon 1,2, 3 und 
4Fmol/1 naehein~nder in den gleiehen Testansatz gegeben wurde. In einem 
getrennten Testansatz wurde die lgeaktion in Anwesenheit yon 10~mol/1 
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Abb. 3. Abh/~ngigkeit des enzymatischen Hex~nolumsatzes yon der Enzym- 
menge (a), der Konzentration an Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT) (b) und 
dem pH-Wer t  (c). Die 3-ml-Testans~tze enthielten jeweils 10 ~mol/1 Hexanol 
sowie 0,67 retool/1 INT (a, c) bzw. 40 mU Enzym (b, e) in Na-Pyrophosphat-  
puffer 0,05mol/1 pHS,5 (a, b). Bei Variation des pH~Wertes wurden Na- 
Pyrophosphat-  (O), Na-Phosphat- ( • ) ,  und Na-Glyeinat- ((l)) puffer, jeweils in 
einer Konzentration yon 0,05 tool/1 verwendet. Die Reaktionszeit betrug 20 rain 
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Tabelle 2. Umsatz der primdiren, aliphatischen Alkohole (C2~10) durch Alkohol- 
dehydrogenase aus Ps. putida bei 25 °C (Testansatz siehe Material und Methoden) 

Alkohol ~mol/3 ml Testansatz Umsatz nach 
20 rain in (~o) 

Ethanol 30 --300 0,02 
1-Butanol 0,1 - -  1 5 
1-Pentanol 3,6--45 0,1 
1-Hexanol 0,003--0,03 100 
1-Heptanol 0,003--0,03 100 
1-Octanol 0,003--0,03 100 
1-Decanol 0,003--0,03 100 

t ra t ionen liigt sieh ein geringer Umsa tz  naehweisen (Tab. 2). Es ist 
daher  ohne weiteres m6glich, kleinste Mengen langket t iger  Alkohole bei 
gleichzeitiger Anwesenhei t  eines 100--1000-fachen (Jberschusses von  
E thano l  enzymat i sch  zu best immen.  Der MeBfehler der Methode liegt 
- -  abh/£ngig von  der eingesetzten Alkoholmenge - -  zwischen 5--10~o. 
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