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I. ~~g~~~~~g================================================== 

Wie in den letzten Jahren gezeigt wurde, können mehrere Bakte­
rien und Hefen auf Methanbl als einziger Kohlenstoff- und Ener­
giequelle wachsen. Da diese Organismen auch biotechnologisch 
Interesse gefunden haben, wurden eine Reihe von stoffwechsel­
physiologischen Untersuchungen ihres C1-Metabolismus durchge­
führt (Ubersichtsartikel: QUAYLE, 1972; REUSS et al., 1974; 
SAHM, 1977; TANI et al., 1978; COLBY et al., 1979). 

Die Methanol-verwertenden Hefen, die den Gattungen Candida, 
Han8enuZa, Piahia und ToruZop8i8 angehören, oxidieren das Metha­
nol mit Hilfe einer Alkoholoxidase zu Formaldehyd und Wasser­
stoffperoxid. Dieses Enzym wurde von TANI et al. (1972 a, 1972 b) 
und KATO et al. (1976) aus KZoeakera 8p., von SAHM und WAGNER 
(1973 a) aus Candida boidinii, von FUJII und TONOMURA (1972) aus 
Candida N-16 und von VAN DIJKEN (1976) und KATO et al. (1976) 
aus Han8enuZa poZymorpha isoliert und charakterisiert. In allen 
Fällen wurden hohe Molekulargewichte (600 000 - 670 000) gefun­
den und FAD als prosthetische Gruppe der Alkoholoxidasen iden­
tifiziert. Ein ähnliches Enzym beschrieben JANSSEN et al. (1965) 
aus PoZyporu8 8p., einem Basidiomyceten. 

Der bei der Methanol-Oxidation entstehende Formaldehyd wird im 
dissimilatorischen Stoffwechsel der Hefen über Formiat zu Koh­
lendioxid oxidiert (Abb.1). Die Formaldehyd Dehydrogenase wurde 
aus verschiedenen Hefen isoliert (SCHUTTE et al., 1976; KATO 
et al., 1972; VAN DIJKEN, 1976). Das Enzym ist von reduzier-
tem Glutathion abhängig und überträgt den Wasserstoff auf NAD. 
Das sich aus Formaldehyd und Glutathion spontan bildende Hemi­
mercaptal ist das eigentliche Substrat der Formaldehyd Dehydro­
gen ase , so daß das Reaktionsprodukt S-Formylglutathion ist, wel­
ches entweder durch das Folgeenzym Formiat Dehydr~ge~ase, oder 
durch eine Hydrolase (SCHUTTE et al., 1976) zu Formiat und 
Glutathion hydrolysiert wird. Wie die Formaldehyd Dehydrogenasen, 
sind auch die Formiat Dehydrogenasen aus Hefen (SCHUTTE et al., 
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Abb. 1: Methanol-Oxidation durch Methanol-verwertende Hefen. 
I:Alkoholoxidase, 11: Katalase, 111: Formaldehyd De­
hydrogenase, IV: Formiat Dehydrogenase. (SAHM, 1977) 

1976; KATO et al., 1974; VAN DIJKEN, 1976) NAD-abhängige Enzyme 
mit untereinander sehr ähnlichen molekularen und kinetischen 
Eigenschaften. 

Das zweite Reaktionsprodukt der Alkoholoxidase-Reaktion, Was­
serstoffperoxid, ist ein Zellgift und kann von der Katalase 
entweder zu Sauerstoff und H20 disproportioniert oder peroxi­
dativ mit Methanol zu Formaldehyd und H20 umgesetzt werden. 
Bei den Methanol-verwertenden Hefen überwiegt die peroxidative 
Reaktion (FUJII und TONOMURA, 1972; ROGGENKAMP et al., 1974; 
VAN DIJKEN, 1976). Die Katalase wird, wie auch die anderen 
Enzyme der Methanol-Oxidation in methylotrophen Hefen, durch 
Methanol induziert (ROGGENKAMP et al., 1974). 

Wasserstoffperoxid-freisetzende Oxidasen und Katalase sind so­
wohl in tierischen als auch pflanzlichen Zellen Häufig in spe­

ziellen Zellkompartimenten, den Microbodies, lokalisiert worden 
(TOLBERT, 1971; DE DUVE und BAUHUIN, 1966). Auch die Alkohol­
oxidase und Katalase der Methanol-verwertenden Hefen konnten 
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in Microbodies nachgewiesen werden, wie elektronenmikroskopische 
Untersuchungen in Verbindung mit cytochemischen Färbetechniken 
(VAN DIJKEN et al. 1975; VEENHUIS et al., 1976; FUKUI et al., 
1975) und die Isolierung und enzymatische Analyse dieser Orga­
nelle (ROGGENKAMP et al., 1975; ~UKUI et al., 1975) ergaben. 
In diesen Microbodies wurden ferner kristalloide Einschlüsse 
beobachtet, die wahrscheinlich von der Alkoholoxidase gebil-
det werden (SAHM et al., 1975). 

Die Assimilation von cl-verbindungen erfolgt in methylotrophen 
Bakterien entweder auf der Oxidationsstufe des KOhlendioxids 
(calvin zyklus) oder des Formaldehyds. Dieser kann mit einem 
C5-zucker kondensieren (Ribulose Monophosphat oder Quayle Zyklus) 
oder mit Glycin reagieren und als Serin in den anabolen Stoff­
wechsel eingeschleust werden. (SAHM, 1977; COLBY et al., 1979). 
Kürzlich wurde für drei Methanol-verwertende Hefen ein vierter 
Assimilationsweg beschrieben, bei dem der CS-zucker Xylulose­
-5-Phosphat das Akzeptormolekül für den Formaldehyd ist (VAN 
DIJKEN et al., 1978; KATO et al., 1979). 

Bisher nur für drei Vertreter~celbildenderPilze, den Ascomy­
ceten Gtioctadium detiquesoens, Paecitomyo6s va~ioti (SAKAGUCHI 
et al., 1975) und T~iohode~ma tigno~um (TYE und WILLETTS, 1973) 
wurde eine Verwertung von Methanol als einziger Kohlenstoff­
und Energiequelle beschrieben. In Paeoitomyoes va~ioti wird 
die Methanol-Oxidation durch eine NAD-abhängige Dehydrogenase 
katalysiert, während für Gtiootadium detiquesoens der enzyma­
tische Mechanismus dieser Reaktion noch ungeklärt ist. Diese 
beiden Organismen assimilieren Cl-Verbindungen wahrscheinlich 
über den Serin-Weg. 

KERWIN und RUELIUS (1969) wiesen in Zellhomogenaten von sechs 
verschiedenen Basidiomyceten z.T. sehr hohe Alkoholoxidase­
Aktivitäten nach; die Basidiomyceten stellen den größten Teil 
der saprophytisch oder parasitisch auf Holz wachsenden Mikro­
organismen, die neben der Cellulose und den Hemicellulosen auch 
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das Lignin angreifen. Lignin ist aus teilweise methoxylierten 
Phenylpropan-Monomeren aufgebaut, die untereinander durch ver­
sChiedenartige Bindungen vernetzt sind (Abb. 2) 

~
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Abb. 2: Schematischer Ausschnitt des Ligninmoleküls. (ANDER 
und ER~KSSON, 1978) 

Die physiologische Unterteilung holz zerstörender Basidiomyceten 
in Erreger der Braunfäule, die die cellulose- und hemicellulo­
seartigen Bestandteile des Holzes zersetzen und in Erreger der 
Weißfäule, die das Lignin angreifen (BAVENDAMM, 1928; DAVIDSON 
et al., 1938), muß nach neueren Untersuchungen (SUNDMAN und 
NÄSE, 1971) dahingehend korrigiert werden, daß viele dieser 
Pilze Lignin und Cellulose gleichzeitig verwerten und insbeson­
dere Braunfäulepilze zur Demethylierung des Lignins befähigt 
sind (Ubersichtsartikel: KIRK, 1971; HIGUCHI, 1971; KIRK, 1975 a; 
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KIRK et al., 1977, Ander und ERIKSSON, 1978, CRAWFORD und CRAW­
FORD, 1980). Diese Feststellung wurde an natürlichen, aus Holz 
extrahierten Ligninen durch chemische Analysen (KIRK und Adler, 
1970, KIRK und Chang, 1974, 1975, KIRK, 1975 b) und auch an syn­
thetischem, radioaktiv markiertem Lignin (DHP), welches durch 
Dehydropolymerisation von Coniferylalkohol mit Peroxidase ge­
wonnen wird, durch die Freisetzung von 14C02 aus markierten 
Methoxylgruppen (HAIDER und TROJANOWSKI, 1975, 1978, KIRK et 
al., 1975) gemacht. Versuche zur AUfklärung enzymatischer Me­
chanismen des Ligninangriffs erwiesen sich dagegen als äußerst 
schwierig, wenn als Substrat natürliches, oder DHP-Lignin ver­
wendet wurde (ERIKSSON, 1979). Daher wurden für die meisten enzy­
matischen Untersuchungen monomere oder dimere Lignin-Modellsub­
stanzen verwendet. Im folgenden sind die bisher bekannten Mecha­
nismen der C1-Abspaltung aus solchen Ligninmonomeren aufgeführt. 

a) Intrazelluläre Mono-Oxygenasen, die methoxylierte Benzoesäu­
ren demethylieren und hydroxylieren, sind hauptsächlich für 
Bakterien, aber auch für einige Pilze beschrieben worden. Diese 
Enzyme benötigen verschiedene Cofaktoren, wie, NAD(P)H und Glu­
tathion und spalten die Methoxylgruppen als Formaldehyd ab. 
Mono-Oxygenasen wurden in vielen Pseudomonaden (CARTWRIGHT und 
BUSWELL, 1967, 1969, RIBBONS, 1970, BUSWELL und MAHMOOD, 1972, 
BERNHARDT et al., 1975, s. auch ANDER und ERIKSSON, 1978) und 
in den Pilzen Xerooomus badius und Chaetomium piiuZiferum 
(PASZCZYNSKI und TROJANOWSKI, 1977), PoZystiotus sanguineus 
(MINAMI et al., 1965) und Poria subaoida (FUKUZUMI et al., 1969) 
nachgewiesen. Die Demethylierung und Hydroxylierung verleiht 
dem aromatischen Ring eine größere Hydrophilie und ermöglicht 
die Ringspaltung durch Dioxygenasen (Abb. 3), die bei Bakterien 
sowohl intradiol (ortho), als auch extradiol (meta) erfolgen 
kann (STANIER und ORNSTON, 1973). 
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Abb. 3: Verschiedene Wege der mikrobiellen Umsetzung von Vera­
trumsäure (I), Isovanillinsäure (lI) und Vanillinsäure 
(IlI); (CRAWFORD und CRAWFORD, 1980) 

b) In Zellextrakten von Pseudomonas putida (SPARNINGS und DAG­
LEY, 1975) und A~th~obaate~ sp. (LEE et al., 1978) wurde eine 
andere Demethylierungssequenz nachgewiesen, bei der eine der 
Methoxylgruppen erst nach einer meta-Ringspaltung als Methanol 
freigesetzt wird (Abb. 4; Abb. 5). Anders als bei ortho-Ring­
spaltungen, die über ß-Ketoadipat zu den Spaltungsprodukten 
Succinat und Acetyl-CoA führen (STANIER und ORNSTON, 1973), 
wird bei der in Abbildung 5 dargestellten Reaktionsfolge der 
aromatische Ring über Methoxymaleinsäure zu Methanol, Pyruvat 
und Oxalessigsäure umgesetzt. 
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Abb. 4: 3-0-Methylgallat-Weg des Abbaus 
von Syringasäure durch Pseudomonas 
putida. Eine Methoxylgruppe er­
scheint nach meta-Spaltung des Rin­
ges als Ester der Oxalessigsäure. 
(SPARNINGS und DAGLEY, 1975) 
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Abb. 5: Abbau von 2,4,5-Trimethoxybenzoesäure (I) durch Avthvo­

baater 8p. ; eine Methoxylgruppe wird nach der Ringspal­
tung aus Methoxymaleinsäure (IV) als Methanol freige­
setzt. (LEE et al., 1978) 
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c) Den extrazellulären Phenoloxidasen Laccase (02: Diphenol 
Oxidoreduktase) und Peroxidase (Donator: H202 Oxidoreduktase) 

wurden viele verschiedene Funktionen beim Ligninabbau zuge­

schrieben, so auch Demethylierungsaktivitäten. Mit Hilfe selek­

tiver Enzyminhibitoren fanden TROJANOWSKI et al. (1966), daß 

die Peroxidase und Laccase des Basidiomyceten Photiota mutabitis 

die Demethylierung von Lignin und Vanillinsäure katalysieren. 

In den Untersuchungen von ISHIHARA und MIYAZAKI (1974) und 

ISHIHARA und ISHIHARA (1975, 1976) wurden kleine Mengen Methanol 
als Produkt der Demethylierung von Lignin und Lignin-Modellsub­

stanzen mit gereinigter Laccase des Basidiomyceten Potyporus 

versiaotor gemessen. Abbildung 6 zeigt die Reaktion dieser Lac­
case mit Syringasäure (3,5-Dimethoxy-4-Hydroxybenzoesäure). Die 

komplexe Reaktionsstöchiometrie, bei der ein Achtel der Methoxyl­
gruppen als Methanol freigesetzt werden, wird von den Autoren 

durch einen freien Radikalmechanismus erklärt. 

Abb. 6: Laccase-katalysierte Umsetzung von Syringasäure. (ISHI 
HARA und ISHIHARA, 1976) 



- 10 -

d) Während bei den vorgenannten Beispielen der primäre Angriff 
auf methoxylierte Benzoesäuren, die, zumindest teilweise De­

methylierung und Hydroxylierung des aromatischen Ringes ist, 
kann auch eine Decarboxylierung die Oxidation dieser Aromaten 
initiieren (Abb.3). Eine nicht-oxidative Decarboxylierung von 
Vanillinsäure (3-Methoxy-4-Hydroxybenzoesäure) zu Guaiacol 
(2-Methoxyphenol) ist von einigen Stämmen von BaaiZZus megate­
pium und von einem Stpeptomyaes sp. bekannt (CRAWFORD und PER­
KINS-OLSON, 1978). Erst kürzlich publizierte Untersuchungen 
weisen darauf hin, daß eine oxidative Decarboxylierungsreaktion 

bei dem Abbau von Benzoesäure-Derivaten durch Pilze von Bedeu­
tung ist, obwohl solche oxidative Decarboxylierungen schon seit 
längerem für Pilze beschrieben wurden (HENDERSON, 1957; FUKUZUMI 
et al., 1964; KIRK und LORENZ, 1973). Die oxidative Decarboxy­
lierung der Vanillinsäure zu Methoxyhydrochinon wurde in Zell­
extrakten und mit angereicherten Enzympräparaten des Weißfäule­
pilzes Sporotriahum puZveruZentum untersucht (BUSWELL et al., 
1979; YAJlMA et al., 1979). BUSWELL und ERIKSSON (1979) beschrie­
ben ebenfalls die Ringspaltung von Hydroxychinol; obwohl der 
Mechanismus der Demethylierung noch nicht geklärt ist, vermutet 
ERIKSSON (1979), daß in vivo die dritte Hydroxylgruppe durch 
Hydroxylierung und nicht durch Demethylierung in den Ring ein­
geführt wird (Abb. 7). Das die Vanillinsäure decarboxylierende 
Enzym ist für para-Hydroxybenzoesäuren spezifisch. Abweichend 
von bisher bekannten, zumeist bakteriellen, ringspaltenden 
Dioxygenasen, sind ortho-Dihydroxybenzoesäuren für PoZyporus 

diahrous (KIRK und LORENZ, 1973) und Sporotriahum puZveruZentum 
(BUSWELL und ERIKSSON, 1979) keine Substrate ringspaltender 

Enzyme; eine dritte Hydroxylgruppe scheint für die Ringspaltung 
durch diese Organismen notwendig zu sein. 
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Abb. 7: Vanillinsäure-Oxidation durch Sporotriahum puZveruZen­
tum. (BUSWELL et al., 1979; BUSWELL und ERIKSSON, 1979) 

Aus einer Reihe von Untersuchungen geht hervor, daß holzzer­
setzende Basidiomyceten bei dem Angriff auf das Lignin redu­
zierte C1-Verbindungen abspalten. Die Fragestellung der vor­
liegenden Arbeit war, ob und in welcher Weise solche Verbindungen 
durch diese höheren Pilze verwertet werden können. 
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1 • Organismen 

Die in dieser Arbeit untersuchten Organismen gehören zu den holz­
zersetzenden höheren Pilzen. Die beiden methanolverwertenden 
Hefestämme wurden für vergleichende enzymatische Untersuchungen 
verwendet (Tab. 1). 

Tab. 1: Verwendete Organismen 

Basidiomycetes 
Coniophopa puteana (Nr. 15) 

Lenzites abientina (Nr. 68) 
Lenzites sepiapia (Nr. 885) 
Lenzites tpabea (Nr. 109) 
MepuZius Zacpymans (Nr. 1) 
MepuZius siZvestep (Nr. 213) 
PoZystictus vepsicoZop 
Popia contigua (Nr. 361) 
Popia monticoZa (Nr. 280) 
Popia vapopapia (Nr. 125) 
Bjeskandepa adusta (23585b) 

SchizophyZZum commune 
Agpocybe aegepita (Ac. Ital.) 

PZeupotus ostpeatus (vierea II) 
PoZypopus adustus 
PoZypopus adustus 
(Cellulase-less Mutante) 
PoZypopus obtusus 

Ascomycetes 
Chaetomium piZuZifepum 

Hefen 
Candida boidinii 
HansenuZa poZymoppha 

Fäulnistyp 

Braunfäule 

Braunfäule 
Braunfäule 
Braunfäule 
Braunfäule 
Braunfäule 
Weiß fäule 
Braunfäule 
Braunfäule 
Braunfäule 
nicht bekannt 

Herkunft 

Dr. K. Haider 
FAL Braunschweig 

11 

Prof. F. Oberwink­
ler, Universität 
Tübingen 

Weiß fäule 11 

nicht bekannt Dr. F. Zadra~il 
FAL Braunschweig 

Weißfäule 
Weißfäule 

Weißfäule 

Moderfäule 

11 

ATCC 28 315 
ATCC 28 312 

ATCC 26 733 

Dr. K. Haider 
FAL Braunschweig 

ATCC 32195 
CBS 4732 
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2. Chemikalien 

Außer den hier aufgeführten Substanzen wurden analysen reine 
Chemikalien der Firma Merck, Oarmstadt, verwendet. 

Agarose 

2-Amino-1,2,4-triazol 
2,2'-Azino-di-(3-aethyl­
-benzthiazolin-sulfonat-6) 

Bacto-Agar 
Bathophenanthrolin 
O-Aminosäure Oxidase 

3',3' -Oiaminobenzidin 
3,4-0ihydroxybenzoesäure 
(Protocatechusäure) 

Eichproteine für die Gel­
filtration 
Eichproteine fpr die SDS-Poly­
acrylamidgel Elektrophorese 
Freund's adjuvant 
Hefeextrakt 
Isovanillinsäure 
Methoxyhydrochinon 
4-Nitroblautetrazoliumchlorid 

Pektin 
Peroxidase 
Phenazin-methosulfat 
Sephacryl S-300 

Sephadex G-50 
Ultrafilter UM 10, UM 05 

Vanillinsäure 

Serva Heidelberg 
Serva Heidelberg 
Boehringer Mannheim 

Oifco Laboratories Detroit, USA 
Serva Heidelberg 
Boehringer Mannheim 
Serva Heidelberg 
Roth Karlsruhe 

Pharmacia Uppsala, Schweden 

Boehringer Mannheim 

Calbiochem Gießen 
Oifco Laboratories Detroit, USA 

Serva Heidelberg 
Aldrich-Europe Nettetal 

Serva Heidelberg 
Serva Heidelberg 

Boehringer Mannheim 
Serva Heidelberg 
Pharmacia Uppsala, Schweden 
Pharmacia Uppsala, Schweden 

Amicon Witten 
Serva Heidelberg 

Antiserum gegen die Alkoholoxidase auS Candida boidinii wurde 
freundlicherweise von Or. L. Eggeling (IBT der KFA Jülich) zur 

Verfügung gestellt. 
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3. Nährmedien und Kulturbedingungen 

a) Medien für Basidiomyceten 

Komplettmedium: 
Hefeextrakt 
Malzextrakt 
Glukose 
Aqua deion. 

8emisynthetisches Medium: 

KH2
P04 

K2HP04 
(NH4) 28°4 
NaN03 
KCL 

MgS04 x 7 H20 
Hefeextrakt 
FeC13 x 6 H20 

CaC1
2 

MnS04 x 1 H20 
znS04 x 7 H20 
Ammoniumheptamolybdat 
H

3
B0

3 
cuS04 x 5 H20 

Biotin 
Thiamin 
Riboflavin 

Nicotinsäure 
Glukose 
Aqua deion. 

4 g 

10 g 

4 g 

1000 ml 

g 

g 

2 g 

g 

0.5 g 

0.5 g 

0.5 g 

5 mg 
5 mg 
4 mg 
1 mg 

0.5 mg 
0.5 mg 
0.5 mg 

0.1 mg 
1.0 mg 
1.0 mg 

1.0 mg 
10.0 g 

1000 ml 

der pH wurde auf 
6 eingestellt 

der pH wurde auf 
6 eingestellt 

Derivate der Benzoesäure wurden 0.05 % (g/v) zugegeben. 

b) Medien für Hefen 

Candida boidinii und HanaenuZa poZymoFpha wurden nach der 
Vorschrift von SAHM und WAGNER (1972) kultiviert. 
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Komplettmedium: wie 3.a) jedoch wurde der pH auf 7 eingestellt. 

Minimalmedium: 

NH4N03 2 g 

{NH4)2S04 2 g 

KH2P04 g 
K2HP04 2 g 
Na2HP04 x 2 H20 1 g 
MgS04 x 7 H20 0.2 g 
KCL 0.2 g 
H3B03 0.5 mg der pH wurde auf 
cuS04 X 5 H20 0.04 mg 5 eingestellt 
KJ 0.1 mg 

FeC13 X 6 H20 0.2 mg 
MnS04 x 1 H20 0.4 mg 

znS04 x 7 H20 0.4 mg 

AmmoniUmheptamolybdat 0.2 mg 
Biotin 
Thiamin 
Aqua deion. 
Methanol abs. 

Zur Verfestigung der Medien 
setzt. Die Medien wurden 20 

120 °c autoklaviert. 

0.05 mg 
0.1 mg 

1000 ml 
10 ml 

wurde 2 
Minuten 

(nach dem Autoklavieren) 

% (g/v) Bacto-Agar zuge-
im gespannten Dampf bei 

c) Kulturbedingungen für Basidiomyceten 

Sämtliche Kulturen wurden submers auf einer rotierenden Schüt­
telmaschine gezüchtet. Erlenmeyer Kolben der folgenden Größen 

wurden verwendet: 100 mi-Kolben mit 20 ml Medium, 500 mi-Kolben 

(zwei seitliche Einstiche) mit 100 ml Medium und 2 I-Kolben 

(zwei seitliche Einstiche) mit 500 ml Medium. Die Umdrehungs­
zahl der Schüttelmaschine betrug für 100 ml- und 500 mi-Kolben 
100 U/min und für 2 I-Kolben 90 U/min bei einer Inkubations­
temperatur von 27 °C. Für das Beimpfen der Flüssigmedien wurde 
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entweder eine Mycelsuspension oder ausgestanzte Scheiben (~ 1 cm) 

von der Peripherie bewachsener Agarplatten ver~endet. Zur Her­

stellung von Mycelsuspensionen wurden die Organismen auf ver­

festigtem Komplettmedium in 500 ml-Erlenmeyer Kolben kulti­

viert1 nach zwei Wochen Inkubation wurde das Luftmycel mit 20 ml 

Saline (0.9 % NaCl) abgeschwemmt, durch Schütteln mit Glas­

perlen (~ 0.5 mm) zerkleinert und durch Glaswolle filtriert. 

Ein Milliliter dieser Suspension diente als Inoculum für 100 ml 

Medium. Die Inkubationszeiten betrugen, je nach Stamm, 9 bis 

20 Tage. 

d) Kulturbedingungen für Hefen 

Submerskulturen der Hefen wurden auf einer rotierenden Schüt­
telmaschine (100 U/min) in 500 ml-Erlenmeyer Kolben mit zwei 

seitlichen Einstichten, die je 100 ml Medium enthielten, ange­

zogen. Die Inkubationstemperatur betrug 30 °C. Als Impfmaterial 
für das Minimalmedium diente 1 ml einer zweimal mit 0.9 % NaCl 

gewaschenen Kultur, die 20 Stunden in Komplettmedium gewachsen 

war. Die Inkubationszeit betrug 48 Stunden. 

4. Herstellung von zellfreien Extrakten 

a) Ernte und Zellaufschluß von Basidiomyceten 

Die Kultur wurde mit Hilfe eines Büchner-Trichters abfiltriert 

und mehrere Male mit 0.05 M Kaliumphosphat Puffer pH 7.5 ge­

waschen, bis das Filtrat annähernd farblos war. Zellmaterial, 

welches nicht sofort weiterverarbeitet wurde, wurde in Portio­

nen von 15 - 20 g Naßgewicht in Polyallomer-Röhrchen (~ 2.5 cm) 
bei -20 °c aufbewahrt. 

Zellaufschluß mit der x-Presse: 

Die bei -20 °c gelagerten Mycelien wurden im gefrorenen Zustand 

in eine, bei -20 °c vorgekühlte x-Presse (AB Biox, Nacka, Schwe-
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den) überführt, eine Stunde bei -20 °c belassen, und dann mit 
einer Hydraulik-Presse 3 - 6-mal durch eine öffnung von 0.8 mm 
Durchmesser gedrückt. Der so erhaltene Rohextrakt wurde in einem 
doppelten Volumen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, ph 7.5, unter 
pH-Kontrolle aufgetaut. 

Zellaufschluß mit der French Presse: 
Die aus der Kulturlösung abfiltrierten und gewaschenen Mycelien 
wurden in einem dreifachen Volumen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, 
pH 7.5, aufgenommen und im Eisbad 1 min mit einem Ultra-Turrax 
(Janke und Kunkel, Staufen/Br.) suspendiert. Das Zellmaterial 

wurde dann 3-mal bei 1300 Atm. durch eine French Presse (Ameri­
can Instrument Co., Silver Springs, Md.) gedrückt. 

Zellaufschluß mit Glasperlen: 
Für größere Mengen aufzuschließenden Zellmaterials wurde eine 
Zellmühle (Dyno-Mill, Bachofen AG, Basel) verwendet. Die My­
celien, wie oben beschrieben mit einem Ultra-Turrax vorsuspen­
diert, wurden 10 min bei 7 °c gemahlen. Durch Dekantieren und 
einmaliges Nachspülen wurde der Rohextrakt von den Glasperlen 

(~ 0.5 - 0.75 mm) abgetrennt. 
Die Zelltrümmer der Rohextrakte wurden bei 30 000 oder 48 000 g 
und 4 °c, 30 min abzentrifugiert. Die gewonnenen Uberstände 

dienten als zell freie Extrakte. 

b) Ernte und Zellaufschluß von Hefen 

Die durch Zentrifugation geernteten Zellen (5 min, 4000 g) wur­
den zweimal mit 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5, gewaschen 
und in demselben Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluß er­

fOlgte mit der x-Presse wie 4.a). 
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5. Bestimmungsmethoden enzymatischer Aktivitäten 

Die Aktivität der folgenden Enzyme wurde bei 30 °c bestimmt. 
Zur Messung von Oxidase-Aktivitäten wurden luftgesättigte Lö­
sungen verwendet. Eine Enzymeinheit (U) entsprach einern ~mol um­
gesetzten Substrats, bzw. gebildeten Produkts pro Minute unter 
den angegebenen Bedingungen. Spezifische Aktivitäten sind in 
U/mg Protein ausgedrUckt. 

a) Alkoholoxidase , Messung der Wasserstoffperoxid-Freisetzung 

Wie von SAHM und WAGNER (1973) beschrieben, wurde die Wasser­
stoffperoxid-Bildung kolorimetrisch verfolgt. Einzelheiten der 
Indikatorreaktion sind von WAHLEFELD (1971) untersucht worden. 

Reaktionsansatz (1 ml): 
50 ~mol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5 

100 ~mol Methanol 
2 ~mol ABTS 
3 U Peroxidase 

Enzym 

Die Oxidation des Chromophors ABTS durch H202 wurde bei 420 nm 
registriert ( e = 43.2 cm2/ pmol). Dieser Nachweis der Alkohol­
oxidase-Aktivität war auch qualitativ zur Visualisierung des 
Enzyms in POlyacrylamidgelen anwendbar. 

b) Alkoholoxidase, Messung der Sauerstoffabnahme 

Der Sauerstoffverbrauch der Reaktion wurde polarographisch mit 
einer Clark-Elektrode (Yellow Springs Instrument Co., Inc, USA) 
verfolgt. 

Reaktionsansatz (3 ml): 

150 ~mol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5 
300 ~mol Methanol 

Enzym 
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Für die Berechnung wurde ein Sauerstoffgehalt der luftgesättigten 
Inkubationslösung bei 30 °c von 240 pM vorausgesetzt. (DAWES, 
1972). Diese Aktivitätsmessung, der Alkohol Oxidase war um den 

Faktor 10 unempfindlicher als die kolorimetrische H202-Bestim­
mung, war jedoch wenig störanfällig gegen zusätzlich im Reak­

tionsansatz vorhandene Substanzen (endogene Substrate in zell­
freien Extrakten, Aktivitätsmessungen in Gegenwart von Redoxsub­
stanzen) • 

c) Katalase 

Auf Grund der Absorption von Wasserstoffperoxid im ultraviolet­
ten Licht läßt sich die Katalasereaktion durch die Extinktions­
abnahme bei 240 nm ( E~. 0.040 cm2/pmol) messen (AEBI, 1974). 

Reaktionsansatz (1 ml): 
50 pmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.0 

10 pmol H202 
Enzymlösung (AE < 0.04/min) 

Im Gegensatz zu unter Substratsättigung ablaufenden Reaktionen 
ist die Katalase-Reaktion eine Reaktion erster Ordnung, bei der 

eine direkte Proportionalität zwischen Substratkonzentration 
und Spaltungsgeschwindigkeit besteht. Um den Meßfehler klein 
zu halten, wurden täglich frische H202-verdünnungen verwendet 
und der Reaktionsverlauf während der ersten 30 - 60 sec aus­

gewertet. 

d) Formaldehyd Dehydrogenase 

Die Aktivitätsbestimmung wurde in einem Ansatz nach SCHUTTE 

et al. , (1976) durchgeführt. 
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Reaktionsansatz (3 ml): 
100 ~mol Natriumphosphat Puffer, pH 8.0 

6 ~mol reduziertes Glutathion 
3 ~mol NAD 

3.3 ~mol Formaldehyd 
begrenzende Mengen Enzymlösung 

Die Reduktion des NAD wurde bei 340 nm ( E= 6.22 cm2/~mol) ver­
folgt. Es wurden jeweils drei Ansätze, die mit Glutathion, NAD 
und Formaldehyd gegen entsprechende Blindwerte gestartet wurden, 
gemessen. 

e) Formiat Dehydrogenase 

Die Enyzmaktivität wurde ebenfalls nach SCHUTTE et al., (1976) 
bestimmt. 

Reaktionsansatz (3 ml) : 
150 ~mol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5 

5 ~mol NAD 
500 ~mol Natriumformiat 
begrenzende Mengen Enzymlösung 

Auch hier wurde die Reduktion des NAD bei 340 nm ( E= 6.22 cm2/~mol 
verfolgt. 

f) Vanillinsäure Hydroxylase 

Das Enzym katalysiert eine NADa-abhängige, oxidative Decarboxy­
lierung der Vanillinsäure (BUSWELL et al., 1979; YAJlMA et a~., 
1979). Der Sauerstoffverbrauch der Reaktion wurde in einer 
02-Meßzelle bestimmt (s. 5.b). 

Reaktionsansatz (3 ml) : 
150 pmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5 

3 pmol NADH 
3 pmol Vanillinsäure 

10 - 15 mg Protein 
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Die untersuchten Enzympräparate wiesen relativ hohe NADH-Oxi­

dase-Aktivitäten auf; diese wurden jeweils von dem Gesamtsauer­
stoffverbrauch (in Gegenwart von NADH und Vanillinsäure) sub­
trahiert. 

Qualitativer Nachweis der Vanillinsäure Hydroxylase in Poly­
acrYlamidgelen 

Tetrazoliumsalze werden, zusammen mit dem Elektronenüberträger 
Phenazinmethosulfat,zum optischen Nachweis von NADH verwendet 
(SKYRING et al., 1970). Da bei der Vanillinsäure Hydroxylase­
Reaktion NADH verbraucht wird, wurde eine Negativfärbung durch­
geführt, die zu Aufhellungszonen im Bereich aktiver Protein­
banden führte. Nach der Elektrophorese wurden die Gele jeweils 
30 Minuten in den folgenden Lösungen inkubiert: 
A. 0.1 M Vanillinsäure, 1.3 mM NAOH, gelöst in 0.05 M Tris-HCl 

Puffer, pH 7.5 
B. 0.3 mM p-Nitro-blautetrazoliumchlorid, 0.065 mM Ph~nazin­

methosulfat, 0.2 mM MnC12 , gelöst in 0.05 M Tris-HCl Puffer, 

pH 7.5. 
Nach der Bandenentwicklung wurden die Gele in 7 %-iger Essig­
säure lichtgeschützt aufbewahrt. 

6. Gelelektrophoretische Trennungen 

Analytische und präparative pOlyacrylamidgel Elektrophoresen 
wurden mit 7 %-igen Flachgelen in einem Plattengel-Elektropho­
resegerät (Hölzel, München) bei 4 °c durchgeführt. 

a) Analytische Polyacrylamidgel Elektrophoresen 

Die Dicke der Flachgele betrug 1.5 mm. Das Trennsystem war eine 

MOdifikation nach MAURER (1971): 
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Lösung Nr. 1: Trenngelpuffer 

3 M Tris-HCl, 0.23 % (V/V) TEMED, pH 8.9 

Lösung Nr. 2: 30.0 9 Acrylamid 

0.8 9 Bis 

mit H20 auf 100 ml aufgefüllt 

Lösung Nr. 3: 0.14 g Ammoniumperox6disulfat / 100 ml H
2

0 

Lösung Nr. 4: Sammelgelpuffer 
0.49 M Tris-HC1, 0.46 % (V/V) TEMED, pH 6.7 

Lösung Nr. 5: 12.0 9 Acrylamid 
0.8 9 Bis 

mit H20 auf 100 ml aufgefüllt 

Lösung Nr. 6: 4.0 mg ~iboflavin / 100 

Mischungsverhältnis für das Trenngel: 
Nr. 1 Teil 

1.9 Teile 
4 Teile 

1.1 Teile 

Mischungsverhältnis für das Sammelgel: 

Nr. 4 Teil 

Elektrodenpuffer: 

2 Teile 

1 Teil 
4 Teile 

ml H
2
0 

0.6 9 Tris, 28.8 g Glycin / 1 1, pH 8.3 

Nach der Elektrophorese (7 mA, 200 V) wurden die Gele über 

Nacht gefärbt (0.05 % Coomassieblau R 250, 25 % Isopropyl-Alko­

hol, 10 % Essigsäure) und danach in 10 % Essigsäure entfärbt. 
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b) Präparative Polyacrylamidgel Elektrophorese 

Das Gelsystem entsprach dem unter 6.a beschriebenen un~ 5 mm 

dicke Gele wurden verwendet. Je nach Trennp~oblem wurden 40 - 90 
mg Protein auf ein Gel aufgetragen. Zur Lokalisierung der Pro­
teinbandennach der Elektrophorese (20 mA, 300 V) diente ein 

Papierabdruck (Whatman Nr. 1) des Gels: das Papier wurde 5 Mi­

nuten auf dem Gel belassen, getrocknet, in eoomassieblau-Lösung 
(so 6.a) gefärbt, in 10 %-iger Essigsäure entfärbt und wieder 
getrocknet. Der Papierabdruck wurde seitenverkehrt im Durch­
licht unter das Gel gelegt und die Enzymbande ausgeschnitten. 

Zur Identifizierung von Enzymbanden in den Gelen erfolgten 

Aktivitätsanfärbungen, die mit den dazugehörigen PapierabdrUcken 
verglichen wurden. Flavoenzyme, wie die Alkoholoxidase, waren 
darUberhinaus als schwach gelbe Banden im Gel sichtbar. 

Die Gelbanden wurden bei -20 oe eingefroren, in der x-Presse 

zerkleinert und in H20 suspendiert. Die Suspensionen wurden über 
Nacht bei 4 oe gerührt und dann in einem Ti 50-Rotor 1 Stunde 

zentrifugiert. Dieser Extraktionsvorgang wurde 1-mal wiederholt, 
die vereinigten Uberstände gegen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, 

pH 7.5 dialysiert und über einem Amicon Ultrafilter eingeengt. 

cl' Polyacrylamidgel Elektrophoresen in Gegenwart von Natrium­

dodecylsulfat (SOS) 

SOS-Gelelektrophoresen wurden mit Gelsystemen nach WEBER und 

OSBORN (1969) und nach NEVILLE (1971) durchgeführt. 

SOS-Elektrophorese nach WEBER und OSBORN: 

Lösung Nr. 1: Gelpuffer 
7.8 g NaH2P04 

25.6 g Na2HP04 
2 g SOS 

in 1000 ml entlüftetem H20 
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Lösung Nr. 2: 22.2 g Acrylamid 
0.6 g Bis 

mit H20 auf 100 ml aufgefüllt 

Lösung Nr. 3: 150 mg Ammoniumperoxsdisulfat / 10 ml H20 

Mischungsverhältnis für ein 10 %-iges Gel: 
Nr. 15 ml 
Nr. 2 13.5 ml 
Nr. 3 

TEMEO 
1.5 ml 
0.045 ml 

Elektrodenpuffer: 
Gelpuffer, 1:2 mit H20 verdünnt 

Probenvorbehandlung: 

2 Stunden Inkubation bei 50 °c in 10 mM Natrium­
phosphat Puffer, pH 7.0, mit 1 % SOS und 1 % (V/V) 
2-Mercaptoäthanol 

SOS-Elektrophorese nach NEVILLE: 

Lösung A: 

Lösung B: 

oberer Elektrodenpuffer 
0.04 M Borsäure 
0.041 M Tris 
0.1 % SOS 
pH 8.64 

unterer Elektrodenpuffer 
0.424 M Tris-HCl 
pH 9.18 

Lösung Nr. 1: 55 g Acrylamid 
mit B auf 100 ml aufgefüllt 
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Lösung Nr. 2: 1 g Bis 

mit B auf 100 ml aufgefüllt 

Lösung Nr. 3: 0.75 ml TEMED / 100 ml B 

Lösung Nr. 4: 0.5 g Ammoniumperoxodisulfat / 100 ml B 

Lösung Nr. 5: Sammelgel Puffer 
0.216 M Tris-H2S04 
0.33 % (V/V) TEMED 
pH 6.1 

Lösung Nr. 6: 12.0 g Acrylamid 
0.8 g Bis 

mit H20 auf 100 ml aufgefüllt 

Lösung Nr. 7: 4 mg Riboflavin / 100 ml H20 

Mischungsverhältnis 

Nr. 1 

Nr. 2 

Nr. 3 

Nr. 4 
B 

für das Trenngel 
2 Teile 

1 Teil 
Teil 

Teil 
5 Teile 

(11 %-ig): 

Mischungsverhältnis für das Sammelgel: 
Nr. 5 Teil 

Probenvorbereitung: 

2 Teile 
1 Teil 
4 Teile 

1 Minute bei 100 oe in 0.216 M Tris-H2S04 Puffer, 

pH 6.1, mit 2 % SDS und 10 % (V/V) 2-Mercapto­

äthanol. 
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SDS-Elektrophoresen zur Bestimmung des Molekulargewichts von 
Enzymuntereinheiten wurden in Gegenwart geeigneter Eichproteine 
durchgeführt. Die Gele wurden nach der Methode von FAIRBANKS 
et al. , (1971) angefärbt. 

7. Saccharose-Gradienten Zentrifugation 

Die Alkoholoxidase aus Popia aontigua konnte durch Saccharose­
Gradienten Zentrifugation nach GOLDTHWAITE und BOGORAD (1971) 
aus vorgereinigten Präparaten isoliert werden. Probenvolumina von 
0.5 ml (4.0 - 4.5 mg Protein) wurden auf lineare, 11 ml Sac­
charose Gradienten geschichtet, die mit einem Dichtegradienten­
former (Beckman Instruments GmbH, München) in SW-41 Zellulose­
Nitrat Zentrifugenröhrchen hergestellt wurden. Die Saccharosekon­
zentration reichte von 0.2 bis 0.7 M (7 - 24 % g/V) und war bei 
pH 7.5 mit 0.02 M Tris-H2S04 gepuffert. Die Gradienten wurden 
17 Stunden in einem SW-41 Rotor bei 28 000 Upm und 4 oe zentri­
fugiert. Die Fraktionierung der Gradienten nach der Zentrifuga­
tion erfolgte mit einem Elutionsgerät (Beckman Instruments) von 
oben, indem 1 M Saccharose (34 g/V) von unten nachgepumpt wurde. 
Während der Elution wurde die Absorption bei 280 nm in einem 
Durchflußphotometer registriert und die entsprechenden Fraktionen 
gesammelt. 

8. Elektronenmikroskopische Methoden 

a) Cytochemische Färbetechniken 

Katalase und Alkoholoxidase von Popia aontigua wurden mittels 
der 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) Reaktion elektronenmikroskopisch 
in Microbodies lokalisiert. Diese Methode wurde von NOVIKOFF 

und GOLDFISCHER (1969) beschrieben, sie basiert auf der enzyma­
tischen Oxidation von DAB durch Wasserstoffperoxid zu einem 
Phenazin-Polymer, welches am Ort der H202-Entstehung mit Osmium­
tetroxid ein unlösliches, amorphes, elektronendichtes Chelat bildet. 
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Die in Kulturmedium suspendierten Mycelien wurden durch tropfen­
weise Zugabe von Glutaraldehyd (2% V/V) fixiert und dann mit 

0.1 M Tris-HCl Puffer, pH 8.5 gewaschen. Die Inkubationslösung 
für die Katalase-Anfärbung (VAN DIJKEN et al., 1975) bestand 

aus: 10 mg DAB und 0.06% H202 in 5 ml 0.1 M Bicarbonat Puffer, 
pH 10.5. Die Proben wurden 2 Stunden bei 37 °c inkubiert. In 
den Kontrollen fehlte entweder DAB oder H202 • Einem zusätzlichen 

Kontrollansatz wurde der Katalase Inhibitor 3-Amino-1,2,4-triazol 
(HEIM et al., 1956; MARGOLIASH et al., 1960) zugesetzt. 

Die Inkubationslösung zur Anfärbung der Alkoholoxidase (VEEN­
HUIS et al., 1976) bestand aus: 10 mg DAB und 50 mM Methanol in 
0.1 M Tris-HCl Puffer, pH 8.5. Die Proben wurden 2 Stunden bei 

37 °c unter Sauerstoff-Begasung inkubiert. Methanol-freie Inkuba­
tionslösungen dienten als Kontrollen. 

Die Mycelien wurden in einer 2% (g/V) Mischung von Os04 und 

K2cr207 16 Stunden bei 4 °c nachfixiert und in SPURR's (1969) 
Epoxyharz eingebettet. Dünnschnitte wurden mit einem LKB Ultro­
tom I11 angefertigt und auf Formvar-beschichtete Kupfernetze 
überführt. Die mit Bleicitrat angefärbten Dünnschnitte (VENABLE 
und COGGESHALL, 1965) wurden in einem Phillips EM 400 Elektro­

nenmikroskop ausgewertet. 

b) Elektronenmikroskopische Analyse der Alkoholoxidase 

Aufgrund des hohen Molekulargewichts der Alkoholoxidase war es 

möglich, das Enzym elektronenoptisch abzubilden. Jeweils ein 
Tropfen Enzymlösung wurde auf Objektträgern (Formvar-beschichtete 
Kupfernetze) aufgezogen und mit 2% Uranylacetat negativ ange­
färbt. Die Präparate wurden in einem Siemens Elmiskop I Elektro­
nenmikroskop ausgewertet und bei einer Primärvergrößerunq von 

80 000:1 photographiert. 
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9. Immunologische Methoden 

a) Präparation des Antiserums 

Gegen die Alkoholoxidase aus Po~ia aontigua gerichtete Anti­
körper wurden durch Injektion des gereinigten Enzyms in Kanin­

chen entwickelt. Dazu wurden 2.3 mg Enzym, gelöst in 1 ml 0.05 
M Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5, zusammen mit 1 ml Freund's 
complete adjuvant und 0.2 ml 9 % NaCI-Lösung, subkutan einem 
Kaninchen ~njiziert. Zwei weitere Injektionen (je 1.9 mg Protein) 
folgten in wöchentlichen Abständen. Das Blut wurde von der Ohr­

vene des Tieres entnommen. Nach Gerinnung des Blutes wurde das 
Serum abpipettiert und be -20 °c aufbewahrt. 

b) Immunodiffusion und Immunoelektrophorese 

Doppel-Immunodiffusionen (OUCHTERLONY, 1958) wurden in 2 %-igen 
Agarose-gelen durchgeführt, die 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5, mit 
0.005 % Merthiolat enthielten. 

Für die Immunoelektrophorese wurden Agarose-Elektrophoreseplat­

ten (Corning ACI, Californien USA) verwendet. Der Elektroden­
puffer war 0.05 M Barbital-HCl, pH 8.6. Bei der Elektrophorese 
(30 min) wurden 15 V/cm angelegt. 

10. Weitere Methoden 

a) Proteinbestimmung 

Für Proben mit Proteingehalten > 0.5 mg/mi wurde die Biuret 
Reaktion (GORNALL et al., 1949) durchgeführt. Das Buiret Reagenz 

bestand aus~ 

9 9 K-Na-Tratrat 

3 9 CUS04 x 5 H
2

0' 

5 9 KJ 

gelöst in 1000 ml 0.2 N NaOH. 
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0.2 ml Probe wurden mit H20 auf 1 ml aufgefüllt und mit 0.2 ml 

3 M Trichloressigsäure ausgefällt. Nach Zentrifugation und Ver­

werfen des Uberstandes wurde das Präzipitat in 0.2 ml H20 aufge­
nommen, mit 1 ml Biuret Reagenz versetzt und nach 30 min bei 

546 nm gemessen. Als Standard diente Rinderserumalbumin. 

Die Proteinbestimmung nach LOWRY et al., (1951) wurde für dia­
lysierte Präparate mit geringen Proteinkonzentrationen angewen­
det. 

b) Proteinaussalzung mit Ammoniumsulfat 

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden alle Fällungen 

bei OOC durchgeführt und zur Gleichgewichtseinstellung mindestens 
2 Stunden gerührt. Ammoniumsulfatkonzentrationen wurden nach der 

folgenden Formal berechnet: 

V 

S bzw. s 

1.77 • V • (S-s) 
3.54 - S 

Volumen der Lösung in ml 
gewünschte bzw. vorliegende Ammoniumsulfat­
sättigung bei OOC in Bruchteilen von 1. 

c) Präparation und Bestimmung von Formaldehyd 

Als Substrat für die Alkoholoxidase diente Formaldehyd, der aus 
Paraformaldehyd gewonnen wurde: 0.5 g Paraformaldehyd / 5 ml H20 

o 
wurden in einer zugeschmolzenden Ampulle 15 Stunden bei 100 C 
gehalten. Da der Depolymerisationsgrad des Produktes nicht leicht 

zu bestimmen ist und Repolymerisation eintreten kann, wurde 
käufliche Formaldähydlösung (Merck, mit 10 % Methanol stabili­
siert) als Standard verwendet. Die Bestimmung von Formaldehyd 

durch die Chromotropsäure-Reaktion wurde von FRISELL und MACKEN­

ZIE (1958) beschrieben; das Reagenz besteht aus: 
0.5 g Chromotropsäure 

gelöst in 50 ml H20 
und 200 ml 12.5 M H2S04• 
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3,2 9.6 12,8 16,0 nmol HCHO/ml 

Abb. 8: Standardkurve zur Formaldehyd-Bestimmung mit der Chro­
motropsäure-Reaktion 

1,0 

0,8 

0,100 0,160 0,200 0,250 flmol HCHO/ml 

Abb. 9: Standardkurve zur Formaldehyd-Bestimmung nach NASH (1953) 
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Die Empfindlichkeit der Reaktion konnte erhöht werden, indern 

nur 1 rnl Chromotropsäure Reagenz zu 1 ml Probe gegeben wurde. 

Nach 30 min Inkubation bei 100 °c wurde die Farbentwicklung bei 
570 nm gemessen (Abb. 7). 

Das Reagenz für die FormaldehYd-Bestimmung nach NASH (1953) be­
stand aus: 

2 mol Arnrnoniumacetat 
0.05 mol Essigsäure 
0.02 mol Acetylaceton 

mit H20 auf 1000 ml aufgefüllt. 

1 ml Reagenz und 1 ml Probe wurden gemischt, 10 min bei 600 C 
inkubiert und bei 412 nm gemessen (Abb. 8). 

d) Metall-Spurenanalysen 

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Nicht-Häm Eisen mit Batho­

phenanthrolin (DOEG und ZIEGLER, 1962) wurde das von SCHERER 
(1978) modifizierte Verfahren angewendet. Die Empfindlichkeit 
dieser Methode ist sehr hoch: Eisenkonzentrationen bis zu 

10 pM können quantifiziert werden. Weitere Spurenanalysen von 
Fe und Zn erfolgten mittels Atomabsorptions- und Atomemissions­
spektral-Messungen. 

e) FAD-Bestimmung 

FAD wurde aus hitzedenaturierten Enzymextrakten (2 min, 100 °C) 
durch Dünnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten identi­
fiziert. Zwei Laufmittel karnen zur Anwendung (PAZUR und KLEPPE, 

1964): 
I. n-Butanol, Methanol, 0.05 % Na2HP04 , 4:1:2 (V/V) 
II. n-Butanol, Aceton, Essigsäure, H20, 5:2:1:3 (V/V). 

Die Quantifizierung des FAD erfolgte, ebenfalls in hitzedena­

turierten Enzymextrakten, nach Zentrifugation (20 min, TI-50 
Rotor, 35 000 Upm) anhand der Absorption des Uberstandes bei 
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450 nm. Für die Berechnung wurde der Extinktionskoeffizient 
E = 11.3 • 10-3 M- 1cm-1 (WHITBY, 1953) zugrundegelegt. 
450 nm 

Eine weitere Möglichkeit zur Ablösung des FAD von Enzymprotein 
bestand in einer 5-minütigen Inkubation des Enzyms in Gegenwart 
von 2 % SDS bei 60 oe. Die FAD-Konzentration wurde ebenfalls 

durch die Absorption bei 450 nm berechnet. 

Die enzymatische FAD-Bestimmung mit der D-Aminosäure Oxidase 
(MASSEY und eURTI, 1966) beruht darauf, daß das Apoenzym der 
D-Aminosäure mit FAD zum aktiven Holoenzym rekombiniert. Akti­
vitätsmessungen der D-Aminosäure Oxidase wurden mit einer 
Sauerstoffelektrode durchgeführt 1 die FAD-Konzentration der 
Proben und der Reaktivierungsgrad der apo-D-Aminosäure Oxidase 

wurden über eine Eichkurve korreliert. 

f) Sulfhydrylgruppen Analyse 

Das Reagenz 5,5'-Dithiobis(2-Nitrobenzoesäure) (DTNB) wurde 
von ELLMAN (1959) zum Nachweis von Thiolgruppen entwickelt. 
Nach der Vorschrift von HABEEB (1972) wurden die Gesamt-Sulf­
hydrylgruppen (nach Denaturierung mit SDS) und die durch das 
Reagenz "erreichbaren".Sulfhydrylgruppen der nativen Alkohol­
oxidase photometrisch bestimmt. 

g) Extraktion und Dünnschichtchromatographie von Aromaten 

Die Extraktion und Konzentrierung aromatischer Verbin~ungen 
folgte der Vorschrift von YAJlMA et al., (1979): 
1 ml wäßriger Lösung (Enzymreaktions-Ansätze, zellfreie Extrakte) 
wurden mit 0.1 ml 20 % (V/V) H2S04 und 25 mg Natriumdithionit 
versetzt und zweimal mit 3 ml Essigsäureäthylester extrahiert. 
Die vereinigten organischen Fraktionen wurden über wasserfreiem 

Na2S04 getrocknet und unter Stickstoffbegasung zur Trockene 
eingedampft. Der Rückstand wurde in 0.1 ml Essigsäureäthylester 
aufgenommen und auf Kieselgel ohromatographiert (Kieselgel 60 
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F254 DC-Fertigplatten mit Konzentrierungzone, Merck). Als Lauf­
mittel wurden verwendet: 

I. Benzol, Dioxan, Essigsäure, 195:25:4 
II. Dibuthyläther, Essigsäure, 10:1. 

h) Aminosäureanalyse 

Für die Aminosäureanalyse wurde das gereinigte Enzymprotein 
20 Stunden bei 110 °c in evakuierten, zugeschmolzenen Ampullen 

hydrolysiert. Das Hydrolat wurde in einem Beckman Multichrom 
Aminosäure-Analysator analysiert. 

i) Analytische Ultrazentrifugation zur MOlekulargewichtsbe­
stimmung 

Sedimentations-Gleichgewichts Ultrazentrifugationen erfolgten 
in einer analytischen Ultrazentrifuge (Beckman, Spinco E), die 
mit einem Monochromator und photoelektrischem Scanner ausge­

rüstet war. Die Alkoholoxidase war in 0.01 M Kaliumphosphat 
Puffer, pH 7.6 gelöst,und Proteinkonzentrationen wurden durch 
die Absorption bei 280 nm gemessen. 
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III. ~~g~gg~gg~================================================ 

1. Vorkommen von C1-oxidierenden Enzymen in einigen holzzer­

setzenden Pilzen 

Die zellfreien Extrakte einiger holzzersetzender Basidiomyceten 

enthielten, neben der Alkoholoxidase, eine Formaldehyd Dehydro­
genase und eine Formiat Dehydrogenase (Tab. 2). Mit Hilfe dieser 
drei Enzyme kann Methanol bis zum CO2 oxidiert werden. Die Ak­
tivitäten der Formaldehyd Dehydrogenasen waren von reduziertem 
Glutathion abhängig; fUr die Formaldehyd Dehydrogenasen Metha­
nol-verwertender Hefen ist Glutathion ebenfalls ein essentieller 
Cofaktor (SAHM, 1977). 

Tab. 2: Intrazelluläres Vorkommen C -oxidierender Enzyme in 
einigen höheren Pilzen, die1auf Komplettmedium kulti­
viert wurden. 

Organismus 

P~eurotus ostreatus 

Poria aontigua 

Lenzites abientina 

Chaetomium pi~u~iferum 
pO~Y8tiatU8 ver8iao~or 

Bje8kandera adu8ta 
Po~yporu8 ObtU8u8 

Po~yporu8 adu8tu8 28312 

Po~yporu8 adu8tu8 28315 

Sahizophy~~um aommune 

Agroaybe aegerita 

Alkohol-
oxidase 

± 
+++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

Fo~aldehyd Formiat 
Dehydrogenase Dehydrogenase 

+ + 
+++ +++ 

++ 

+++ + 
+ + 
+ + 

± ± 
+ ± 
+ + 

Die NährstoffansprUche der verschiedenen Pilz arten sind sehr 

unterschiedlich, was auf ihre parasitische oder saprophytische 
Lebensweise zurUck~eführt werden kann. Diese Organismen sind 

zumeistauxotrophbezüglich einzelner oder mehrerer Vitamine und 
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Aminosäuren; sie können außerdem Spezialisierungen gegenüber 
der Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und in Bezug auf die As­
similierbarkeit von Schwefel ausgebildet haben (MULLER und 

LOEFFLER, 1971; WORGAN, 1968). Für den Weißfäulepilz PoZyporu8 

obtu8U8 und den Braunfäulepilz Poria aontigua wurde versucht, 

mit einem definierten Nährmedium sowohl das Wachstum als auch 
die Produktion der interessierenden Enzyme zu optimieren (Tab. 3). 

Tab. 3: Wachstum (11 - 14 Tage) von Poria aontigua und PoZyporu8 
obtU8U8 auf verschiedenen Substraten. Es wurde das semi­
synthetische Z,1edium (s. II. 3.) unter Zugabe der angege­
benen C- und N-Quellen verwendet. 

PoZyporu8 obtU8u8 

C-Quelle Alkoholoxidase 

( 1 % 

Glukose 2 (NH4)2S04 0.092 9 

+ 1 NaN03 
Glycerin " 0.057 6 

Succinat " kein Wachstum 

Mannit " 0.005 0.5 

Glukose 11 + 0.114 11 

Glycerin 11 + 0.205 20 

Succinat 11 + kein Wachstum 

Mannit 11 + 0.013 1.3 

Glukose 11 

- Hefeextrakt 
Glukose NaN03 

0.240 2.11 0.003 

Glukose 2 (NH4)2 S04 0.137 14 

Glukose 2 NH4N03 
0.101 10 

Glukose 2.3 Asparagin 1.010 100 0.004 

Cellobiose 11 0.330 33 nicht getestet 
-------------- -------------------------------------------------

Komplettmedium 2.3 0.7 

(9 Tage Wachs- (20 Tage Wachs-
tum) turn) 
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In einem semisynthetischen Mineralsalzmedium (+ 0.5 gll Hefe­
extrakt) waren Glukose als Kohlenstoff- und Asparagin als Stick­
stoffquelle die günstigste Kombination der getesteten Substrate. 
Die Zugabe von Methanol führte zu keiner signifikanten Steigerung 

der Alkoholoxidase-Aktivitäten der Kulturen. Das Wachstum und 
die Alkoholoxidase-Aktivitäten waren in allen Ansätzen geringer 
als auf Komplettmedium. Der Weißfäulepilz PoZYPO~U8 ObtUSU8 zeig­

te unter diesen Bedingungen keine oder nur sehr geringe Enzym­
aktivitäten. Keiner der untersuchten Pilz stämme konnte Methanol 
als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle verwerten, obwohl 
bei der Oxidation des Methanols zu CO2 2 NADH gewonnen werden 

können. 

Das Wachstum von Basidiomyceten in Submerskultur erfolgt unter 
Bildung von pellets(METZ und KOSSEN, 1977) verschiedener Größe 
und Anheftung flächiger Mycelien an die Gefäßwandungen. Diese 
uneinheitliche Wachstums form erschwerte eine reproduzierbare 
Kultivierung der Organismen und führte, trotz standardisierter 

Animpfverfahren, zu zeitlichen Verschiebungen des Wachstums und 
der Enzymbildung der Kulturen. Der Wachstumsverlauf des Braun­
fäulepilzes P~~ia aontigua und das Auftreten von C1-oxidierenden 
Enzymaktivitäten ist in Abbildung 10 a dargestellt. Als Wachs­
tumsparameter diente das Myceltrockengewicht jeweils eines 

100 ml-Kulturansatzes; ein paralleler Ansatz wurde zur Bestim­
mung intrazellulärer Enzymaktivitäten geerntet. Das Erscheinen 
der Alkoholoxidase-Aktivität in der stationären Wachstumsphase 
bei pH-Werten >6 ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
von KERWIN und RUELIUS (1969), und bestätigte sich auch für die 

anderen, in dieser Arbeit untersuchten Basidiomyceten. Ein wei­
terer, für alle untersuchten Stämme gültiger Befund war, daß, 
solange Glukose in den Nährmedien vorhanden war, keine Alkohol­
oxidase-Aktivitäten nachgewiesen werden konnten. Eine polyacryl­
amidgel-Elektrophorese der für die Wachstumskurve verwendeten 
zell freien Mycelextrakte (Abb. 10 b) läßt den Schluß zu, daß 
der GLukose-Effekt auf die Alkoholoxidase nicht auf der Ebene 
enzymatischer Inhibition, sondern auf einer Katabolit-Repression 

der Enzymsynthese beruht. Den Einfluß verschiedener Substanzen 
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Abb. 10 a: Wachstum und Enzymproduktion von Po~ia contigua. 
In Abständen von einem Tag wurden in zellfreien 
Extrakten der auf Komplettmedium gewachsenen Myce­
lien die Enzymaktivitäten bestimmt (AOD: Alkoholoxi­
dase, FADH: Formaldehyd Dehydrogenase, FDH: Formiat 
Dehydrogenase)1 jeweils ein paralleler Kulturansatz 
wurde für die Trockengewichtsbestimmung verwendet. 
Die Glukose-Konzentrationen in den Kulturlösungen 
wurden mit einem Glukose-Analysator (Beckman) er­
mittelt. 





- 39 -

Tab. 4: Mycelübertragungsexperimente mit Po~ia aontigua. 4 Tage 
alte, auf Komplettmedium gewachsene Kulturen ohne Alko­
holoxidase-Aktivität wurden auf obige Medien übertragen 
und nach 28 Stunden geerntet. 

Medium . relative Aktivität 
der Alkoholoxidase (%) 

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, %; 
Glukose, 1 % 0 

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, %; 
Cellobiose, 1 % 0 

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, % 0 

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, %; 
Methanol, 0.5 % 2 

0.9 % NaCl-Lösung 17 

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, 1 %; 
Vanillinsäure, 0.05 % 100 

Tab. 5: Enzymaktivitäten der Alkoholoxidase, Formaldehyd Dehy­
drogenase (FADH) und Formiat Dehydrogenase (FDH); Kul­
turdauer: 14 Tage. Abspaltung von Methoxylgruppen aus 
DHP-Lignin in 14 Tagen (HAIDER und TROJANOWSKI, 1978). 

Abspaltung von Alkohol- FADH FDH 
-OCH3-Gruppen oxidase 

(%) (u/mg) (u/mg) (U/mg) 

Me~uUU8 Zaa~yman8 2.3 0.047 0.002 
Me~uZiu8 8iZve8te~ 0.7 0.025 0.004 
Po~ia montiaoZa 1.8 
Po~ia vapo~a~ia 2.3 0.160 0.011 
Por>ia aontigua 12.8 1.32 0.129 0.033 
Lenaite8 tr>abea 24.1 1.20 0.065 0.005 
Lenaite8 8epiaria 2.9 0.02 0.012 0.005 
Lenaite8 abientina 15.9 0.10 0.079 0.008 
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Methoxylgruppen 14C-markierten DHP-Lignins,hemmt. Mit dieser 
Gruppe der von HAIDER und TROJANOWSKI bearbeiteten Pilze wurden 

deshalb die C
1
-oxidierenden Enzyme getestet (Tab. 5). Dabei 

zeigte sich, daß die Stämme, die am besten die Methoxylgruppen 
aus DHP-Lignin abspalten, auch die höchsten Alkoholoxidase-Ak­
tivitäten aufwiesen. Diese Experimente können als ein Hinweis 
auf einen Zusammenhang zwischen der Methoxylgruppen-Abspaltung 

aus Lignin und dem Vorhanden sein von C,-oxidierenden Enzymen 

gewertet werden. 

2. Isolierung der Alkoholoxidase 

Als Ausgangsmaterial für die Reinigung der Alkoholoxidase aus 
Poria contigua dienten 9 - 10 Tage auf Komplettmedium gewachsene 
Kulturen. Das Alkoholoxidase-Enzymprotein machte ca. 4.5 % deS 
Gesamtproteins von zellfreien Extrakten dieser Mycelien aus. Mit 
Ausnahme der Aussalzungsschritte, die bei 0 oe durchgeführt wur­
den, fanden die Enzymreinigungen bei 4 oe statt. 

a) Aus den braungefärbten zellfreien Extrakten mit Proteinkon­
zentrationen von 5 - 10 mg/ml präzipitierte das Enzym zwischen 
55 - 70 %-iger Ammoniumsulfatsättigung der Lösung. Hierzu wurde 
den zell freien Extrakten langsam und unter RUhren Ammoniumsul­
fat bis zur 55 %-igen Sättigung zugesetzt und das gefällte Pro­
tein durch zentrifugation (20 min, 48 000 g) entfernt. Nach 
weiterer Zugabe von Ammoniumsulfat zum klaren Uberstand bis zur 
70 %-igen Sättigung und zweistündiger Gleichgewichtseinstellung 
wurde das ausgesalzene Protein abzentrifugiert, in einem kleinen 
Volumen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, pR 7.5 aufgenommen und 
16 stunden gegen drei Wechsel des gleichen Puffers dialysiert. 
Während der Fällungen wurde der pR mit einer 10 %-igen Ammoniak­
lösung auf 7.5 gehalten. Die Alkoholoxidase aus Poria contigua 
ließ sich durch diese Methode mit relativ guten Ausbeuten 6 - 8-
fach anreichern (Tab. 6,7). 



Tab. 6: Fraktionierte Aussalzung der Alkoholoxidase aus Poria aontigua mit Ammoniumsulfat 
(n.b. = nicht bestimmt) 

Volumen Protein Gesamt- Spezifische Ausbeute Anreicherung 
aktivität Aktivität 

(rol) (!!!9:) (U} (Ul!!!9:) (%) -fach 

zell freier Extrakt 150 647 602 0.93 100 

(NH4)2S04 Fraktionen 

o - 55 % Sättigung: 

überstand 172 n.b. 514 85.4 

Präzipitat 150 516 83 0.16 13.8 0.2 

55 - 70 % Sättigung: 

überstand 175 n.b. 19 3.2 

Präzipitat 10.8 66.5 492 7.40 81.7 8 
01» 

Tab. 7: Reinigung der Alkoholoxidase aus Poria aontigua 

Reinigungsschritt Volumen Pro tein Gesamt- Spezifische Ausbeute Anreicherung 
aktivität Aktivität 

(rol) (mg) (U) (Ulms} (%2 -fach 

zellfreier Extrakt 250 1554 1476 0.95 100 

(NH4)2S04 Fraktion 

55 - 70 % Sättigung 19 167 1144 6.85 77.5 7.2 

Präp. Polyacrylamid 

Elektrophorese 35 34 702 20.67 47.6 21.8 
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Aktivitätsverlust. Das Temperaturoptimum der Reaktion lag zwi­

schen 30 und 35 oe. 

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

o 5 10 
t Gradientenvolumen (mi) 

oben 

Abb. 13: Elutionsprofil eines Saccharose Gradienten zur Reini­
gung der Alkoholoxidase aus Po~ia aontigua. Das Enzym 
wurde zwischen 5.0 und 8.0 ml des Gradientenvolumens 
eluiert. 

Der Literaturvergleich spezifischer Aktivitäten von Alkoholoxi­
dasen aus verschiedenen Organismen ist schwierig, da gezeigt 
wurde, daß die Aktivität des Enzyms, bedingt durch den hohen 
Km-Wert für Sauerstoff, stark von dem Sauerstoffgehalt der Test­
lösung abhängig ist (VAN DIJKEN et al., 1976) (Abb. 14). Daher 
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0.024 0.072 0.120 
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Abb. 14: Abhängigkeit der Alkoholoxidase aus Po~ia aontigua 
von dem Sauerstoffgehalt der Testlösungen. a) Testlö­
sung LUftsauerstoff-äquilibriert, b) Testlösung mit 
reinem Sauerstoff begast. 

wäre zu einem exakten Vergleich von Alkoholoxidase-Aktivitäten 
die Kenntnis der Testbedingungen notwendig. In dieser Arbeit 
Wurden Aktivitätsmessungen mit luftäquilibrierten Lösungen 
durchgeführt; Bestimmungen spezifischer Aktivitäten waren mit 
einem Fehler von ± 5 % reproduzierbar. In Tabelle 8 sind einige 
Literaturwerte für spezifische Aktivitäten verschiedener Alko­
holoxidasen zusammengefaßt und die Werte, die für die in dieser 
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Arbeit isolierten Enzyme bestimmt wurden. Der Reinheitsgrad der 

Präparationen ist aus Abbildung 12 ersichtlich. 

Tab. 8: Spezifische Aktivitäten verschiedener Alkoholoxidasen 
+Präparat nicht-einheitlich 

Alkoholoxidase U/mg Literatur-
gereinigt aus Protein angabe in 
KZoeake:ra Bp. 11.0 U/mg Protein TANI et al. 1972 a 
Candida boidinii 3.4 U/mg Protein SAHM und WAGNER, 

1973 
Candida sp. 3.5 79.1 pl 02 FUJII und TONOMURA, 

min • mg Prot. 1972 

HanBenuZa poZymo:rpha 57.9 U/mg Protein VAN DIJKEN, 1976 
PoeyporuB Bp. 25.1 157 U/mg N JANSSEN und RUE-

lius, 1968 
Poria aon tigua 20.0 diese Arbeit 
LenziteB t:rabea 22.0 " 
PoZyporus obtuBUB + 5.8 " 
PoZyporuB aduBtUB 10.5 
Candida boidinii 7.4 

Die in dieser Arbeit unter gleichen Bedingungen gemessenen Akti­

vitäten zeigen, daß Alkoholoxidasen aus verschiedenen Organis­
men unterschiedliche Stabilitäten oder Aktivitäten aufweisen. 

Zu Vergleichszwecken wurden Anreicherungsgänge für die Alkohol­
oxidasen eines weiteren Vertreters der Braunfäule-Pilze, Lenzi­
teB t:rabea, der zwei Weiß fäule-Erreger PoZypO:rUB obtUBUB und 
PoZypO:rUB aduBtuB (ATCC 28315) und der Methanol-verwertenden 
Hefe Candida boidinii durchgeführt. 

Die Isolierung der Alkoholoxidase aus Lenzites t:rabea verlief 
analog der aus Po:ria aontiguai Ausgangsmaterial waren 15 Tage 
gewachsene Kulturen. Ebenfalls durch Ammoniumsulfatfällung 

und Elektrophorese wurde das Enzym aus Candi.c1a boic1inii isoliert. 
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Die Fällungsgrenzen lagen hi.er zwischen 30 - 80 %-iger Anunonium­

sulfatsättigung. Die Alkoholoxidase-Aktivitäten der zellfreien 

Extrakte betrugen im Mittel 1.0 U/mg Protein. Zellfreie Extrakte 
von Polypopus adustus hatten nach 14-tägigem Wachstum der Kul­

turen Enzymaktivitäten von 0.5 - 0.8 U/mg Protein. Der Anunonium­
sUlfatfällung (30 - 70 %) und Elektrophorese wurde eine Säulen­
chromatographie an Sephacryl S-300 angeschlossen (Abb. 15). 

Abb. 15: 
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Präparates aus Polypopus. adustus an Sephacryl S-300. _ 
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phat puffer, pH 7.5, mit 0.1 M KCl und 0.01,% NaN3 ; 
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2
0; Durchfluß: 10 ml/h; Frakt~ons-

größe: 1.8 ml 



- 48 -

Potyporu8 obtu8U8 zeigte erst nach einer Kulturdauer von 20 "Ta­
gen Alkoholoxidase-Aktivität in zellfreien Extrakten (0.3 - 0.7 
u/mg Protein). Es wurden die gleichen Anreicherungsschritte wie 
für das Enzym aus PotyporU8 adustu8 durchgeführt, die jedoch ein 
nicht-einheitliches Präparat ergaben (Abb. 16, 12). 
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Abb. 16: Ch~omatographie eines vorgereinigten Alkoholoxidase­
Präparates aus PotyporUB obtueuB an Sephacryl S-300. 
Bedingungen s. Abb. 15 
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3. eharakterisierung der Alkoholoxidase aus Poria aonHgua 

Molekulargewicht und Aufbau der Untereinheiten 

Die zur Reinigung des Enzyms anwendbaren Techniken ließen auf 
ein hohes MOlekularge,·7icht schließen, wie es auch für die Alko­

holoxidasen aus Hefen gefunden wurde (SAHM, 1977). Zur Bestimmung 

des MOlekulargewichtes der Alkoholoxidase aus Poria aontigua 
wurde die Sedimentations gleichgewichts-Methode angewendet. Die 
Zentrifugation erfolgte bei 4000 Upm und 5 oe. Nach SVEDBERG 
und PEDERSEN (1959) wurde das Molekulargewicht aus semilogarith­

mischen Auftragungen der Absorption gegen das Quadrat des Ab­
standes zum Rotationszentrum (ln c = f (r2» und der Annahme 
eines partiellen spezifischen Volumens von 0.75 cm3/g, auf 
610 000 ± 500 berechnet. Der Sedimentationskoeffizient 
sW,20 = 21.5 ± 0.1 wurde durch Sedimentationsanalysen mehrerer 

Enzymkonzentrationen bei 30 000 Upm und 18.7 oe bestimmt. 

In Gegenwart des anionischen Detergenz Natrium-Dodecylsulfat 
sind die elektrophoretischen Beweglichkeiten von Polypeptiden 
dem Logarithmus ihrer MOlekulargewichte proportional (WEBER und 
OSBORN, 1969). Wie aus Abbildung 17 ersichtlich ist, ließ sich 

das Molekulargewicht der in den Gelen als eine Bande wandernden 
Alkoholoxidase-Untereinheiten (Abb. 32) auf 79 000 bestimmen, 

Wenn man sie in die Auftragung: Beweglichkeit = f (log Moleku­
largewicht) einiger Eichproteine einordnete. Innerhalb der Feh·· 
lergrenzen war das ein Achtel des Wertes, der für das Molekular­
gewicht des nativen Enzyms gefunden wurde. Daraus folgt, daß 
die Alkoholoxidase aus Poria aontigua ein oktameres Enzym ist, 
dessenUntereinheiten bezüglich ihres Molekulargewichtes iden­

tisch sind. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestätigten dieses Un­

tereinheitenmodell. Abbildung 18 zeigt die elektronenmikrosko­
Pische Aufnahme eines negativ angefärbten Alkoholoxidase-Prä­

Parats. In Abhängigkeit von ihrer Lage in der Abbildungsebene 
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erschienen die Moleküle zw:e.i- oder viergeteilt, woraus sich 
eine dreidimensionale Struktur zweier, im Viereck angeordneter, 
übereinanderliegender Tetramere ableiten ließ. Dieses Modell 
wurde von KATO et al., (1976) auch für die Alkoholoxidasen der 
Hefen HansenuZa poZymoppha und KZoeckepa sp. beschrieben. 

Absorptionsspektrum und Identifizierung der prosthetischen 
Gruppe 

Abb. 19: 
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Absorptionßspektren der Alkoholoxidase aus Popia 6on­
tigua (---) und Candida boidini~ (---). Die Konzentra­
tionen waren: 2.0 mg(ml des pop~a-Enzyms u~d 1.6 mg/ml 
Candida-Enzyms. Die Alkoholoxidas~n waren 1n 0.1 M Na­
triumphosphat Puffer, pH 7.5, gelost. 
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Die native Alkoholoxidase aus Poria aontigua hatte im sichtbaren 
Spektrum Absorptionsmaxima bei 330 und 455 nm, mi.t einer Schul­
ter bei 380 nm (Abb. 19). Dieses Spektrum unterschied sich deut­

lich von denen der Alkoholaxidasen aus Hefen (SAHM und WAGNER, 
1973aJ TANI et al.,1972 b). Ein Einfluß der Reinigungstechnik 
auf das Absorptionsspektrum der Alkoholoxidase aus Poria aonti­
gua konnte ausgeschlossen werden, da das in dieser Arbeit durch 
die gleiche Methode isolierte Enzym aus Candida boidinii ein Ab­
sorptionsspektrum zeigte, welches den Literaturangaben entsprach. 
Die Maxima lagen bei 370 und 467 nm, mit einer Schulter bei 395 
nm (Abb. 19). Die Spektren der gereinigten Alkoholoxidasen aus 
Lenzites trabea und PoZyporus adustus glichen dem des Poria­
Enzyms. 

Das Differenzspektrum des Poria-Enzyms ~wischen oxidiertem und 
substratreduziertem Zustand war das eines Flavins (Abb. 20). 
Das durch Hitzedenaturierung aus dem Enzym extrahierte Flavin 
konnte dünnschichtchromatographisch als FAD identifiziert wer­
den (Tab. 9). 

Tab. 9: Identifizierung der prostethischen Gruppe der Alkohol­
oxidase aus Poria aontigua 

Substanz ~ in Laufmittel I ~ in Laufmittel II 

Riboflavin 0.58 0.41 
FMN 0.40 0.14 
FAD 0.20 0.11 
Enzymextrakt 0.20 0.11 

Die zur Quantifizierung 'des FAD angewendeten Methoden ergaben 
Werte zwischen 7.3 und 8.0 mol FAD/mol Enzym (Tab. 10, Abb. 21). 
Es kann deshalb angenommen werden, daß jede der acht Enzymun­
tereinheiten ein FAD enthält. 
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Abb. 20: Spektren der Alkoholoxidase aus Poria contigua im 
oxidierten (1) und substratreduzierten (2) Zustand, 
und Differenz dieser Spektren (1)-(2). Absorptions­
spektrum des Enzyms in der Gegenwart von 1.5 mM 
Natriumazid (3). Die Enzymkonzentration war 2.9 mg/ml 
0.1 M Natriumphosphat Puffer, pR 7.5. 
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Abb. 21: Spektrum der Alkoholoxidase aus Povia contigua, aerob 
(1) und nach Inkubation mit 2 % Natrium Dodecylsulfat 
(5 min, 60 Oe) (2). Die Enzymkonzentration war 3.050 
mg/ml Natriumphosphat Puffer, pH 7.5. 

Das Absorptionsspektrum der Alkoholoxidase war den Spektren 
von Ferroflavoproteinen ähnlich (KOMA! et al., 1969) I die Ei­
senbestimmung mit der Bathophenanthrolin Methode verlief je-
doch negativ. Ebenso konnten auch mit der Metallspurenanalyse 
durch Atomabsorptions- und Atomemissionsmessungen nur subst8chio­
metrische Mengen der Metalle Eisen und Zink nachgewiesen werden. 
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Tab. 10: Quantifizierung des ~AD-Gehaltes der Alkoholoxidase 

Methode 

Hitzedenaturierung, E 450 
SOS-Denaturierung, E 450 
Apo-D-Aminosäure Oxidase 

mol FAD 
mol Enzym 

7.3 

7.5 
8.02 

Für die Interpretation des Absorptionsspektrums der Alkoholoxi­
dase aus Po~ia aontigua sind weitere Analysen, bezüglich ande­
rer Metalle, notwendig. 

SUbstratspezifität 

Die Alkoholoxidase katalysiert die Oxidation verschiedener kurz­
kettiger, primärer aliphatischer Alkohole. Die apparenten Michae­
liskonstanten und Maximalgeschwindigkeiten (Tab. 11) zeigten, 

daß die Affinität zu Methanol am größten war und mit zunehmen­
der ~ettenlänge der Substrate abnahm. Die Oxidation von Form­
aldehyd durch das Enzym beruht darauf, daß Formaldehyd in wäß­
rigen Lösungen zu 99 % hydratisiert vorliegt und so ein dem 
Methanol ähnliches Molekül darstellt (BIEBER und TRUMPLER, 1947). 
Geringe Aktivität zeigte das Enzym mit den Substraten Isopropyl 
Alkohol, Benzyl Alkohol und 2-Mercaptoäthanol, während 2-Propin­
-1-01 relativ gut umgesetzt wurde. Wegen der erwähnten Sauer­
stofflimitierung der Alkoholoxidase-Testsysteme muß betont wer­
den, daß die in Tabelle 11 angegebenen Werte nur für die hier 
benutzten Testbedingungen gültig sind und hauptsächlich dem 
Vergleich von Substrataffinitäten dienten. Sowohl die Michaelis­
konstanten als auch die Maximalgeschwindigkeiten sind von der 
SauerstOffkonzentration abhängig; in Sauerstoff-begasten Lösun­
gen war die Affinität zu Methanol schlechter und der vmax-Wert 
höher. Dieser Effekt wurde von VAN DIJKEN et al., (1976) mit 

der Alkoholoxidase aus Han8ßnuta potymo~pha genauer untersucht. 
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Tab. 11: Substr.atspezifität der Alkoholoxidase aus Po:t'ia oonti­
gua. nie Oxidation von 2-Mercaptoäthanol wurde mit der 
Sauerstoffelektrode gemessen; für alle anderen Substrate 
wurde die Freisetzung von Wasserstoffperoxid gemessen • 

. Die apparenten K und V -Werte wurden nach der m max 
Gleichung von LINEWEAVER und BURK (1934) bestimmt und 
die Koordinatenschnittpunkte durch lineare Regression 
ermittelt. (n.b. = nicht bestimmt) 

Substrat Apparenter Wert von 

Methanol 
Äthanol 
1-l?ropanol 
1-Butanol 
Isopropyl Alkohol 
2-l?ropin-1-ol 
Formaldehyd 
2-Mercaptoäthanol 

Km 

(mM) 

0.2 
1.0 
8.3 

21.3 
25.0 

3.2 
6.1 

27.2 

Vmax 
(pmol H202 'min-1) 
{nmol Protein)-1 

12.8 
12.0 

9.4 
n.b. 

n.b. 

7.5 
1.9 
n.b. 

Die Stöchiometrie der durch das Enzym katalysierten Methanol­
oxidation wurde durch Messung der Wasserstoffperoxid- und Form­

aldehyd-Freisetzung und des Sauerstoffverbrauchs ermittelt. Da­
bei wurde der Substratumsatz möglichst klein gehalten, um die 
Linearität der Reaktion in allen Bestimmungsansätzen zu gewähr­
leisten (Tab. 12). 

Tab. 12: Stöchiometrie der Methanoloxidation. 
Das Volumen aller Ansätze betrug 3 ml. Je 20pl Alkohol­
oxidase-Lösung (0.052 mg Protein/ml) wurden nach 40-
und 200-facher Verdünnung für die Bestimmunqen einge­
setzt. 

eingesetztes 
Methanol 

(pmol) 
300 
300 

Sauerstoff­
verbrauch 

(nmol) 

3.6 
18.0 

Wasserstoffperoxid­
freisetzung 

(nmol) 

3.9 
20.7 

Jrormaldehyd­
freisetzung 

(nmol) 
3.3 

17.9 
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Die erhaltenen Werte weisen auf eine einfache Reaktionsstöchio­
metrie nach der Gleichung 

+ --_. HCHO + 

hin und sind in Ubereinstimmung mit den Reaktionsgleichungen, 

die für Alkoholoxidasen aus Hefen beschrieben wurden (SAHM und 
WAGNER, 1973 a; TANI et al., 1972 a). 

Inhibitoren 

Die SulfhYdrylgruppen~alyse nach ELLMAN (1959) ergab 3.9 mol 

-SH/mol Enzym "erreichbare" Sulfhydrylgruppen und 16.1 mol 

-SH/mol Enzym nach SOS-Denaturierung. Die 100%-ige Inhibition 
der Alkoholoxidase durch das Sulfhydryl-Reagenz p-Chlormercuri­
benzoat (1 mM) zeigte, daß Cysteinreste für die Katalyse oder 
Strukturerhaltung des Enzyms essentiell sind. Natrium Cyanit 

(1 mM) wirkte auch bei niedrigen Methanol-Konzentrationen nicht 
inhibierend auf die Enzymaktivität. Aktivitätsmessungen in Gegen­
wart Von p-Chlormercuribenzoat und Natrium Cyanit wurden mit 

der Sauerstoffelektrode durchgeführt, da die kolorimetrische 
H202-Bestimmung durch diese Substanzen gestört wurde. 

Natriumazid hemmt die Alkoholoxidase kompetitiv mit Methanol. 
Der Ki-Wert wurde nach DIXON (1953) auf 0.02 mM bestimmt (Abb. 
22). In Abwesenheit von Methanol bewirkte die Zugabe von Azid 
(1.5 mM) eine Farbänderung der Enzymlösung von gelb nach rot 
(Abb. 20). Die Verdrängung des Azids vom Enzym durch einen Uber­
schuß an Methanol zeigte sich auch am Spektrum, welches in die­
selbe substratreduzierte Form überging, wie in Abwesenheit von 
Azid (Abb. 20). 

VAN DIJKEN (1976) isolierte eine rote und gelbe Alkoholoxidase 

aus der Hefe Hansenuta potymorpha in Abhängigkeit von den Wachs­
tumsbedingungen des Organismus; trotz ihrer unterschiedlichen 
Absorptionsspektren waren die kinetischen Eigenschaften der bei­

den Enzympräparationen sehr ähnlich. 
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Abb. 22: DIXON -Auftragung für die Alkoholoxidase aus po~ia 
oontigua, mit l"'ethanol als Substrat und Natriumazid 
als kompetitiven Inhibitor mit einem Ki-Wert von 
0.02 mM. Die Enzymaktivität wurde durch Bestimmung 
der Wasserstoffperoxid-Freisetzung unter Standardbe­
dingungen gemessen. 

Aminosäureanalyse 

Die AminoSäure-Zusammensetzung der Alkoholoxidase aus Po~ia 
oontigua und die zweier Alkoholoxidasen aus Hefen sind in Ta­
belle 13 zusammengestellt. 
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Tab. 13: Vergleich der Aminosäure-Zusammensetzung der Alkohol­
oxidasen aus Poria contigua und aus den Methanol-ver­
~ertenden Hefen Han8enu~a po~ymorpha und KZoeckera ap. 

Kato et al., (1976). (n.b. = nicht bestimmt) 

Aminosäure Poria HanaenuZa + KZoeckera + ap. 
contigua poZymorpha 

RestL79000 g RestL83000 9: 
Lysin 39 39 44 
Histidin 22 21 19 
Arginin 33 39 38 

Asparaginsäure 74 106 94 

Theronin 43 50 43 

Serin 29 56 53 

Glutaminsäure 46 64 73 

Prolin 43 50 47 

Glycin 82 64 66 

Alanin 51 41 48 

Valin 45 35 29 

Methionin 11 12 13 

Isoleucin 28 29 24 

Leucin 48 52 48 

Tyrosin 22 31 38 

Phenylalanin 17 36 32 

Halb-Cystin n.b. 15 13 

Tryptophan n.b. 11 17 

Die Alkoholoxidase aus Poria aontigua enthält einen deutlich 
geringeren Anteil der sauren Aminosäuren Glutamin- und Aspara­
ginsäure, dagegen mehr Glycin als die Hefe-Enzyme. Das kann eine 
Erklärung dafür sein, daß trotz sehr ähnlicher Molekulargewichte 
das Poria-Enzym eine geringere elektrophoretische Beweglichkeit 
hatte, als die Alkoholoxidasen aus Hefen (Abb. 12,31). Weitere 
Unterschiede ergaben sich in den Anteilen von Serin und Phenyl­
alanin, während die übrigen AminoSäure-Zusammensetzung der drei 

Enzyme sehr ähnlich war. 
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4. Elektronenmikroskopische Lokalisierung der Katalase und Alko­
holoxidase in Popia oontigua 

Der Begriff Microbody wird zur morphologischen Bezeichnung von 
zellorganellen verwendet, die von einer einzelnen Membran umge­
ben sind und eine Mittelsteilung zwischen dem Sedimentationsver­
halten der Mitochondrien und der mikrosomalen Fraktion einneh­
men (DE DUVE und BAUDHUIN, 1966). Der Durchmesser von Microbo­
dies beträgt 0.2 - 1.5 pm. Als Peroxisomen sind solche Micro­
bodies definiert, die a) Oxidasen enthalten, welche molekularen 
Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid reduzieren und dabei ein Sub­
strat RH2 oxidieren und b) Katalase enthalten, die das Zellgift 
H202 zu H20 umsetzt (DE DUVE und BAUDHUIN, 19661 DE DUVE, 19691 
TOLBERT, 1971). Peroxisomen sind sowohl in Tier- und Pflanzen­
zellen (MASTERS und HOLMES, 1977) als auch bei Mikroorganismen 
(SAHM, 19771 MAXWELL, 1977) weit verbreitet. Daher wurde unter­
sucht, ob die Alkoholoxidase, als H202-produzierendes Enzym, 
auch bei Basidiomyceten,zusammen mit der Katalase, in Peroxiso­
men lokalisiert ist. 

Mit Kulturen von Popia oontigua wurde ein zeitlich paralleles 

Ansteigen intrazellulärer Alkoholoxidase- und Katalase-Aktivi­
täten gemessen. Zellfreie Extrakte 10 - 12 Tage gewachsener 
Mycelien enthielten hohe Aktivitäten beider Enzyme (Tab. 14). 

Tab. 14: Alkoholoxidase- und Katalase-Aktivitäten in zellfreien 
Extrakten von Popia aontigua 

Kultivierung Alkoholoxidase Katalase 
(Taqe) (U/mg) (ku/mg) 

3 0.00 0.000 
6 0.00 0.006 

10 1.37 1.754 
12 2.87 2.977 
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In Kontrollexperimenten wurden Alkoholoxidase- und Katalase­
aktive Zellen in Abwesenheit von Substrat (H202 oder Methanol) 
mit DAB inkubiert. Die entsprechenden elektronenmikroskopischen 

Bilder waren insgesamt etwas kontrastreicher (Abb. 25 a) als 
die von DAB-unbehandelten, mit Glutaraldehyd fixierten Zellen 
(Abb. 25 b); im Vergleich zu den in Gegenwart von Substrat in­

kubierten Proben, war die Matrix dieser Microbodies jedoch deut­
lich heller. Die Inhibition der Katalase stellte eine weitere 
Kontrollmöglichkeit der enzymatischen Oxidation des DAB dar. 
Um sicherzustellen, daß die Katalase aus Popia aontigua durch 
den von HEIM et al., (1956) beschriebenen Inhibitor 3-Amino­
-1,2,4-Triazol hemrnbar ist, wurden Aktivitätsmessungen mit zell­
freien Extrakten in Gegenwart des Inhibitors (50 mM) bei ver­

schiedenen H202-Konzentrationen (1, 10 mM) in einer 02-Meßzelle 
durchgeführt. Die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion wurden 

durch Aminotriazol nur zu 60 % gehemmt; eine 100 %-ige Inhibi­
tion der Katalase setzte erst nach 3 - 5 Minuten ein (Abb. 28). 
Die Microbodies von Zellen, die mit DAB und H202 in Gegenwart 
von Aminotriazol inkubiert wurden, zeigten daher eine kontrast­
reichere Matrix als die oben beschriebenen DAB-Kontrollen. 

In Zell-Dünnschnitten von Popia aontigua erschienen die äußeren 
Umrisse der Microbodies überwiegend als entweder nierenförmig 
(Abb. 23) oder rund (Abb. 25, 26), was auf eine nierenartige 

dreidimensionale Form schließen läßt. Beide Umrisse können aus 
derselben Organelle abgeleitet werden, wenn die Schnittebens 
entweder senkrecht oder parallel zur Achse der Microbodies ge­
legt wird. 

Als strukturelle Besonderheiten wurden mit den Microbodies ver­
gesellschaftete Membransysteme beobachtet (Abb. 23, 27). Eine 
direkte Verbindung zwischen diesen Membranen und der Microbody­

-Membran konnte jedoch auch anhand von Seriendünnschnitten nicht 

nachgewiesen werden (Abb. 27). Eine Verbindung der Microbody.­
-Membran mit dem Endoplasmatischen Retikulum, wie von MAXWELL 
et al., (1975) für Neupoepopa opaosa beschrieben, wurde ebenfalls 
nicht beobachtet. 
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Abb. 28: Hemmung der Katalase in zellfreien Extrakten von 
Popia aontigua durch 3-Arnino-1,2,4-Triazol. Testansatz 
(Messung mit einer Sauerstoffelektrode): 150 pmol Tris 
-Hel Puffer, pH 7.0, 30 pmol H202 in 3 ml; die Reaktion 

w.urde durch Zugabe von 20 pl Enzymlösung gestartet 
(Pfeil). a) In Abwesenheit, b) in Gegenwart von 
150 pmol Arninotriazol. 

5. Immunologische Untersuchungen 

Mit jeweils monospezifischen Antikörpern gegen die Alkoholoxi­
dase aus Poria aontigua und Candida boidinii wurde die serolo­
giSche Verwandtschaft von Alkoholoxidasen aus verschiedenen 
Organismen durch Diffusionstechniken untersucht. Diese Experi­
mente sollten Auskunft darüber geben, ob sich die Basidiomyceten­
Und Hefeenzyme einerseits, und die der Weiß- und Braunfäule­
pilze andererseits, serologisch unterscheiden lassen. In Anbe­
tracht der nur wenig genau definierten Parameter für die Zuord­
nung holzzersetzender Pilze in die Gruppen der Weiß- und Braun­

fäulepilze erschien letzterer Aspekt interessant. 
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Die Immunodiffusion der Alkoholoxidasen aus den Pilzen Popia 

aontigua und Lenzites tpabea und der Enzyme der Hefen Candida 

boidinii und HansenuZa poZymoppha gegen beide Antiseren (Abb. 
30) zeigt, daß nebeneinander aufgetragene Proben (a) bei sero­

logischer Identität eine durchgehende Präzipitationslinie bil­
deten (Proben 1 und 2), (b) bei partieller Identität eine Sporn­

bildung in Richtung des schlechter reagierenden Antigens eintrat 
(Proben 3 und 4). und (c) sich kreuzende Präzipitationslinien 
bei serologischer Ungleichheit auftraten (Proben 2 und 3, 

1 und 4, 1 und 3). 

Die Elektrophorese auf einem Agaroseträger (Abb. 31 a) verdeut­
lichte die verschiedenen elektrophoretischen Beweglichkeiten 

der Hefe- und Basidiomyceten-Alkoholoxidasen und ließ auch 

einen kleineren Unterschied zwischen den Mobilitäten der Hefe­
enzyme erkennen. Die einer solchen Elektrophorese folgende 

Immunodiffusion (Abb. 31 b) bestätigte die oben beschriebenen, 
mit der OUCHTERLONY (1958) Methode erhaltenen Ergebnisse. 
Elektrophoresen der hier untersuchten Proben in Gegenwart von 

Natrium Dodecylsulfat (Abb. 32) erlaubten den Schluß, daß diese 
Alkoholoxidasen alle oktamere, hochmolekulare Enzyme waren; so­

weit untersucht, wiesen sie auch vergleichbare kinetische Eigen­
schaften auf. Es ist daher wahrscheinlich, daß die deutlichen 
serologischen Unterschiede zwischen den Alkoholoxidasen aus 
Hefen und Basidiomyceten auf der verschiedenen Aminosäurezu­
sammensetzung der Enzyme beruht. 
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methoxylierte Lignin-Modellsubstanz durch den Braunfäule-Erre­

ger Poria aontigua zu untersuchen, um Aufschluß über den Abbau­
weg und die Art der C1-Abspaltung zu erhalten. Da die Vanillin­

säure (3-Methoxy-4-Hydroxybenzoesäure) als eines der häufigsten 
metabolischen Produkte des mikrobiellen Ligninabbaus anzusehen 
ist (KIRK et al., 1977), wurde sie als Substrat verwendet. 

Mycelien von Poria aontigua wurden auf Komplettmedium mit 0.05 % 

Vanillinsäure angezogen. Nach 4 - 5 Tagen konnte eine Vanillin­
säure-Oxidation mit zell freien Extrakten gemessen werden. Ge­
ringere Aktivitäten wurden auch gefunden, wenn die Kulturen ohne 
Vanillinsäure gewachsen waren. Abbildung 34 zeigt den Verlauf 
einer AktiVitätsbestimmung in einer 02-Meßzelle. Die nach Zugabe 

von NADH einsetzende Sauerstoffabnahme wurde jeweils von dem 
Gesamtsauerstoffverbrauch (mit NADH und Vanillinsäure) abgezogen. 
Die NADH-oxidierende Aktivität konnte nur teilweise durch Gel­
filtration der zellfreien Extrakte mit Sephadex G-50 beseitigt 
werden und als noch ineffektiver zur Verminderung dieser Neben­
aktivität erwies sich das Dialysieren zellfreier Extrakte. In 
Abwesenheit von NADH erfolgte keine Oxidation der Vanillinsäure. 

Die anfänglich den Kulturmedien zugegebene Vanillinsäure wurde 
im Verlauf von 5 - 6 Tagen von den Mycelien aufgenommen (Abb. 33), 
und die Enzymaktivität konnte durch weitere Zugabe von Vanillin­
säure zu den wachsenden ~ulturen erhöht werden. 
Diese Messungen der Vanillinsäure Oxidation gaben noch keinen 
Aufschluß über die Art der Reaktion. Enzymatische Umsetzungen 
methoxylierter Benzoesäuren wurden mehrfach in der Literatur 
beschreiben (Beispiele s. Tab. 15). Angriffspunkt der Oxidation 
konnte also sowohl die Methoxylgruppe als auch die Carboxylgrup­
pe der Vanillinsäure sein. Im Gegensatz zu der von PASZeZY~SKI 
und TROJANOWSKI (1977) gereinigten Veratrat O-Demethylase aus 

XeroaomU8 badiu8 und Chaetomium piZuZiferum war das Enzym aus 

Poria nicht Sauerstoff-labil und behielt seine Aktivität nach 
dem Einfrieren bei -20 oe. Die von CARTWRIGHT und BUSWELL (1967) 
angewendete Ultrazentrifugation zur Anreicherung einer Vanillat 
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Abb. 33: Vanillinsäure-oxidierende (1) und Alkoholoxidase (2)­
Aktivitäten in zellfreien Extrakten verschieden alter 
Kulturen von Po~ia aontigua. Abnahme der Vanillinsäure­
Konzentration in den Kulturmedien (3). Pfeile bezeich­
nen die Zeitpunkte erneuter Vanillinsäure-zugaben 
(jeweils 0.025 %) 

O-Demethylase aus zell freien Extrakten von Pseudomonas f~uo~es­
zens erwies sich zur Anreicherung des Enzyms aus Po~ia als un­
geeignet. Da als Abspaltungsprodukt der Demethylierungen häufig 
Formaldehyd gefunden wurde (RIBBONS, 1970; BUSWELL und MAHMOOD, 
j972; CARTWRIGHT und SMITH, 1967; BERNHARDT et al., 1975) wurde 
mit Reaktionsansätzen nach 30-minütiger Inkubation die Formalde-
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Abb. 34: Messung der Vanillinsäure-Oxidation mit dem zellfreien 
Extrakt einer 6-Tage Kultur von Popia contigua. 

Tab. 15: Beispiele enzymatischer Umsetzungen von methoxylierten 
Benzoesäuren 
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Vanillat O-Demethylase 
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Veratrat O-Demethylase 
PASZCY~SKI und TROJA­
NOWSKI, 1977 

Vanillat Hydroxylase 

YAJIMA et al., 1979 
BUSWELL et al., 1979 
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hydbestimmung nach NASH (1953) durchgeführt. Diese Bestimmungen 
wurden aber, vermutlich durch die hohen Proteinkonzentrationen 
der Proben (10 - 15 mg!3 m1 Reaktionsansatz) und enzymatische 
Fo1ge- bezw. Nebenreaktionen, gestört und ergaben keine eindeu­

tigen Aussagen. 
Durch Ammoniumsulfatfällung zwischen 45 und 55%-iger Sätti­
gung mit nachfolgender Dialyse, konnte das Enzym konzentriert 
und ca. 3-fach aus zell freien Extrakten angereichert werden. 
Eine solche Präparation wurde zur Untersuchung der Substrat­
spezifität des Enzyms eingesetzt (Tab. 16). Die erhaltenen 

Werte gaben eindeutig zu erkennen, daß der Angriffspunkt der 
enzymatischen Oxidation die Carboxylgruppe dieser Benzoesäure­
Derivate war. Eine solche Vanillinsäure Decarboxy1ase bzw. 

-Hydroxylase wurde von BUSWELL et a1., (1979) und von YAJlMA 
et a1., (1979) aus Sporotriahum putverutentum angereichert 
(Tab. 15). Die erstaunlich hohe Aktivität des Poria-Enzyms mit 
2,4-Dihydroxybenzoesäure könnte darauf beruhen, daß gleichzei­
tig die von BUSWELL und ERIKSSON (1979) beschriebene Reaktion 

Hydroxychinol h, OH 

Y 
OH 

QCOCOJiOH 
Maleylacelal 

als Folgereaktion der oxidativen Decarboxylierung der 1,4-Di­
hydroxybenzoesäure ablief. Substrate mit einer Hydroxylgruppe 
in p-Position zur Carboxylgruppe wurden relativ gut umgesetzt, 
während eine p-Methoxy1gruppe die Decarboxylierung behinderte. 
Veratrumsäure war ein schlechtes Substrat der Decarboxy1ase, 
induzierte jedoch das Enzym, wenn sie 0.05%-ig dem Kulturmedium 
zugesetzt wurde. 

Die Co faktoren-Abhängigkeit des Enzyms aus Poria aontigua (Tab. 
17) unterschied sich von der der in der Literatur besohriebenen 
Vanillinsäure Decarboxy1asen. Diese sind beide von NADPH ab­

hängig und YAJlMA et a1. (1979) fanden einen steigernden Effekt 
von MgC12 auf die Enzymaktivität. Die Aktivität der von YAJlMA 
et a1. (1979) angereicherten Decarboxy1ase (40 - 60% Ammonium­
sulfat-Fällung) betrug 3 nmo1 Vanillinsäure • mg Protein-1 
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Tab. 16: Substratspezifität der Vanillinsäure Hydroxylase. Die 
Konzentration der Substrate war 1 ruM. 

Enz~aktivität Aktivit1it 
runo1 02 x mg % 

Protein-1x min-1 

eOOH 

OOH 2,4-Dihydroxybenzoat 25.31 100 
:,..' - NADH 0 0 

OH 

eOOH 

0- Protokatechusäure 8.35 33 
:,.. OH - NADH 0 0 

OH 

~r r, 4-Hydroxybenzoat 4.51 18 
:,.. - NADH 0 0 

H 

eooH 

Q Vanillinsäure 4.38 17 

~ OCH" 
- NADH 0 0 

~H r, Syringasäure 2.72 11 
eHlO ~ HOCH, 

COOH 

6- 3-Methoxybenzoat 2.59 10 

~ OCH" 

6
H r, 4-Methoxybenzoat 2.23 8.8 

:,.. 

OCH, 

QH r, Isovanillinsäure 1.12 4.4 
:,.. OH 

CH, 

6
H r, Veratrumsäure 0.80 3.2 

:::-... OCHl 

OCH3 

6 r, vanillin 0 0 

:::..... OCH" 
OH 

60H 

Benzylalkohol 0 0 
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min-1 und das von BUSWELL et al., l1979} durch 60 %-ige 
Ammoniumsulfat-Fällung und präparativer Flachgel-Elektrofokus-

. -1 
sierung erhaltene Präparat setzte 68.1 nmol O2 • mg prote~n • 
min-1 um. Auch in der vorliegenden Arbeit ~rurde versucht, das 
Enzym weiter anzureichern, da mit zellfreien Extrakten und den 
Präparaten nach der Ammoniumsulfat-Fällung keine quantitativen 
Analysen der Substratabnahme und Produktfreisetzung möglich war. 

Tab. 17: Abhängigkeit der Vanillinsäure Hydroxylase von einigen 
Cofaktoren 

Enzymaktivität Aktivität 

(mg 
nmol O2 

• min) (%) Protein 

Standard-Testsystem 4.91 100 

- NADH 0 0 

- NADH, + NADPH (1 mM) 2.23 45 

+ MgC1 2 (5 mM) 4.20 86 
+ EDTA (5 mM) 5.13 104 
+ NaN3 (5 mM) 5.00 102 

Die Produkte der Ammoniumsulfat-Fällung (45 -55 %) mit Protein­
konzentrationen zwischen 25 - 30 mg/mi wurden auf Polyacrylamid­
Flachgele aufgetragen, mit denen nach der Elektrophorese, Co­
omassieblau- oder Aktivitätsanfärbungen (s. II.5.f) durchge~ 
wurden (Abb. 35). Aktivitätsanfärbungen, für die die Gele mit 
NADH und Vanillinsäure vorinkubiert wurden, zeigten mehrere, 
als Aufhellungszonen sichtbare Banden. Durch Vorinkubation der 
Gele nur mit N~DH und nachfolgender Tetrazoliumblau-Anfärbung 
konnten einige: Banden als "NADH Oxidasen" außer Betracht gelas­
sen werden. Dann wurden aus einem präparati ven Gel die noch 
nicht identifizierten Banden ausgeschnitten, eluiert und mi.t 
den dialysierten Eluaten Aktivitätsbestimmungen Clurchgeführt. 
Bei den folgenClen Isolierungen mit präparativen pOlyacrylamid­
Gelen konnte der Bereich der Vanillinsäure HyClroxylase-protein-
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IV. Diskussion 
=========================================================== 

Bei einem Sreening auf antitumoraktive Substanzen isolierten 

JANSSEN et al. (1965) einen Stamm von PoZypo~us sp., der ein bis 
dahin unbekanntes, Methanol-oxidierendes Enzym enthielt. Dieses 
Enzym wurde teilweise charakterisiert (JANSSEN et al., 1965; 
JANSSEN und RUELIUS, 1968), und als Alkoholoxidase bezeichnet, 
da es auch die Oxidation kurzkettiger, primärer Alkohole zu den 

entsprechenden Aldehyden katalysierte. Bei weiteren Untersuchungen 
konnte diese Arbeitsgruppe (KERWIN und RUELIUS, 1969) Alkoholoxi­
dase-Aktivitäten in sechs weiteren Basidiomyceten nachweisen. 
Hierbei wurden die verschiedenen Species auf unterschiedlichen, 
komplexen Nährmedien kultiviert und Potypopus obtusud als bester 
Alkoholoxidase-Produzent ermittelt. 

Während KERWIN und RUELIUS (1969) die höchsten Alkoholoxidase­

Aktivitäten in Weißfäulepilzen fanden, konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, daß auch Braunfäulepilze dieses Enzym in großen 
Mengen produzieren. Ferner enthielten diese Organismen eine Form­
aldehyd- und eine Formiat Dehydrogenase. Wie bei KZoeoke~a sp. 
(KATO et al., 1972), Candida boidinii (SCHUTTE et al., 1976) und 
HansenuZa poZymo~pha (VAN DIJKEN, 1976) waren die Formaldehyd 
Dehydrogenase-Aktivitäten von reduziertem Glutathion abhängig. 
Alkoholoxidase, Formaldehyd- und Formiat Dehydrogenase konnten 
erst nach dem Verbrauch der Glukose in den Kulturmedien nachge­
wiesen werden und scheinen demnach, wie bei Methanol-verwertenden 
Hefen (SAHM und WAGNER, 1973 a, 1973 b), einer Katabolit-Repres­

sion zu unterliegen. Die Alkoholoxidase-Aktivitäten der Mycelien 
blieben nur kurzzeitig auf ihrem maximalen Wert und nahmen dann 
rasch wieder ab. Dieser zeitliche Verlauf des Erscheinens von 
Alkoholoxidase-Aktivitäten in der Form eines relativ scharfen 
Optimums, der auch von KERWIN und RUELIUS (1969) beobachtet wurde, 

erschwerte den quantitativen vergleich von Alkoholoxidase-Akti­

vitäten verschiedener Pilz stämme, da die optimalen Zeitpunkte für 
die Zellernten nicht leicht abzuschätzen waren. Es ist nicht be­

kannt, ob diese rasche Abnahme der Enzymaktivität auf einer Pro-
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teolyse beruht, wie sie für die He;!;en Candi.da boidinii (BORMANN 
und SAHM, 1978) und Hansenut.a pot.ymorpha (VEENRUrS et al., 1978) 
diskutiert wird, oder ob eine partielle Autolyse der Mycelien 
für diesen Effekt verantwortlich ist (KERWrN und RUELIUS, 1969). 
Durch zellautolyse wÜrde das Enzym in das Kulturmedium entlassen; 
extrazelluläre Alkoholoxidase-Aktivitäten wurden jedoch weder 
von KERWIN und RUELIUS (1969), noch in dieser Arbeit gefunden. 

Obwohl in diesen Pilzen die Enzyme zur Oxidation des Methanols 
zu CO2 vorhanden sind, können sie, im Gegensatz zu den Hefen, 
nicht auf Methanol wachsen, da ihnen wahrscheinlich die zur Assi­
milation von C1-Verbindungen notwendigen Enzyme fehlen. In Me­
thanol-verwertenden Hefen ist die Schlüsselreaktion für die C1-
Assimilation die Pentosephosphat-abhängige Fixierung von Form­
aldehyd (SAHM, 1977; VAN DIJKEN et al., 1978; KATO et al., 1979). 

Unter den mycelbildenden, höheren Pilzen ist ein Wachstum auf 
Methanol als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle bisher nur 
für drei Ascomyceten bekannt (TYE und WILLETTS, 1973; 1977; SA­
KAGUCHI et al., 1975). Einer dieser Organismen, Paeaitomyces va­
rioti, besitzt eine NAD-abhängige Methanol Dehydrogenase (SAKA­
GUCHI et al., 1975). Auch in methylotrophen Bakterien wird die 
Oxidation des Methanols durch eine Dehydrogenase katalysiert, 
die jedoch in vitro nicht von NAD, sondern von Phenazin-metho­
sulfat als primärem Wasserstoffakzeptor und von Ammoniumionen 
oder Methylamin als Aktivatoren abhängig ist (ANTHONY und ZAT­
MAN, 1964; BAMFORTH und QUAYLE, 1978; WOLF und HANSON, 1978; 
QUAYLE, 1972). Während die Untersuchungen von SAKAGUCHI et al., 
(1975) mit Gtioctadium detiqueaaena und Paeaitomyaea varioti da­
rauf hinweisen, daß die Assimilation des Methanols in diesen 
Organismen über den Serin-Weg erfolgt, fanden TYE und WILLETTS 
(1973) in Tri,ah.odeX'ma HgnoX'um eine Pentosephoaphat-abhlingige 
Fixierung von C1-Verbindungen. Im Gegensatz zu diesen drei AscO­
myceten und den methylotrophen Bakterien, haben die Methanol­
verwertenden Hefen eine Alkoholoxidase, die als prosthetische 
Gruppe FAD enthält (SAHM,1977). 
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Viele Eigenschaften der gereinigten Alkoholoxidase aus dem Basi­
diomyceten PQ~ia aontigua sind denen der Alkoholoxidasen aus 

Hefen ähnlich. (Tab. 18). (a) Das Enzym hat ein Molekulargewicht 
Von 610 000 und ist aus acht, vermutlich identischen Untereinhei­
ten, mit einem Molekulargewicht von 79 000 aufgebaut. (b) Die 
Alkoholoxidase aus Po~ia aontigua ist ein Flavoprotein; es ent­
hält acht mol FAD/mol Enzym. (c) Das Enzym ist nicht nur für Me­
thanol spezifisch, sondern katalysiert auch die Oxidation kurz­
kettiger, primärer, aliphatischer Alkohole und von Formaldehyd. 
Die Oxidation von Formaldehyd durch die Alkoholoxidase beruht 
auf der starken Hydratisierung des Formaldehyds in wäßriger Lö­
sung (BIEBER und TRUMPLER, 1947) zu einem dem Methanol ähnlichen 
Molekül. Diese Aktivität wurde auch mit den Enzymen aus Hefen ge­
funden, sie hat jedoch in vivo, wie SAHM (1975) mit einer Mutante 
der Hefe Candida boidinii, die keine Alkoholoxidase enthielt, zei­
gen konnte, keine Bedeutung bei der Oxidation von Formaldehyd. 

Das gereinigte Enzym aus Po~ia aontigua unterscheidet sich jedoch 
von den anderen, in Tabelle 18 aufgeführten Alkoholoxidasen, durch 
das Absorptionsspektrum des enzymgebundenen Chromophors, dessen 
Verlauf dem von Ferroflavoproteinen ähnlich ist (KOMAI et al., 
1969) und die Anwesenheit eines Metalls im Enzymprotein vermuten 

läßt (HEMMERICH, pers. Mitteilung). Die in dieser Arbeit durchge­
führten Analysen zeigten aber, daß das Enzym kein Eisen und Zink 
enthält. Da die Alkoholoxidasen aus zwei weiteren Basidiomyceten, 
LenziteB t~aboa und PQ~yporuB aduBtuB, sehr ähnliche Absorptions­
spektren wie das Enzym aus Po~ia contigua hatten, wäre es inte­
ressant zu klären, ob die Alkoholoxidasen aus Basidiomyceten, im 
Gegensatz zu denen auS Hefen, tatsächlich ein Metall enthalten. 

Untersohiedlich ist auch das serologische Verhalten der AlkQhol­

oxidasen aus den Methanol-verwertenden Hefen Candida boidinii und 

HansonuZa poZumo~pha und den Basidiomyceten Poria contiguaJ Len­
zitOB t~abeaJ PoZypo~us aduatuB und Po~yporus obtusus. Mit dem 
gegen die gereinigte Alkoholoxidase auS Poria contigua gerichteten 

Antiserum präzipitierte keines der beiden Hefeenzyme, und Anti-



Tab. 18 Vergleich der Eigenschaften gereinigter Alkoholoxidasen aus Hefen und Basidio-
myceten 

Molekular- Molekularge- K für .il. max Prosthe- Substrat-
gewicht m tische spezifität wicht der eH OH 

Untereinheiten 3 Gruppe 

(mM) (nm) 

1. Hefen 

HansenuZa poZymoppha 616 00 77 000 1.3 380 FAD 
(VAN DIJKEN, 1976, 395 
VAN DIJKEN et al., 450 
1976) kurzkettige 

HansenuZa poZymoppha 669 000 83 000 0.23 n.b. FAD Alkohole 0> 

"'" (KATO et al., 1976) 
und 

XZoeckepa sp. 673 000 83 000 0.44 373 FAD 
(KATO et al., 1976 392 Formalde-
TANI et al., 1972 a b) 461 

hyd 
Candida boidinii 600 000 74 000 2.0 372 FAD 
(SAHM und WAGNER, 1973) 460 

2. Basidiomyceten 

PoZypopus sp. >300 000 85 000 1.52 n.b. FAD 
(JANSSEN und RUELIUS, 
1968; JANSSEN et al., 
1965) 

Popia contigua 610 000 79 000 0.2 330 FAD 
380 
455 
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körper gegen das gereinigte Enzym aus Candida boidinii ergaben 
keine Immunreaktion mit den Alkoholoxidasen aus den Basidiomy­
ceten. Die Alkoholoxidasen der Braunfäulepilze Po~ia aontigua 

und Lenzites trabea verhielten sich immunologisch identisch, 
während die der Weißfäulepilze serologisch partiell identisch 

(Po~yporus adustus), bzw. gar nicht (Po~yporus obtusus) mit dem 
Antiserum gegen das Po~ia-Enzym reagierten. Dieses Ergebnis war 
nicht zu erwarten, denn die Braun- und Weißfäulepilze gehören 
nicht taxonomisch unterschiedlichen Gruppen der Basidiomyceten 
an, sondern sind nahe verwandt und können sogar derselben Gat­
tung angehören; außerdem gibt es Beispiele für Ubergangsformen 
zwischen diesen beiden physiologischen Gruppen (HAIDER und TRO­
JANOWSKI, 1978). Die serologische Ungleichheit der Alkoholoxi­

dasen aus Hefen und Basidiomyceten ist wahrscheinlich auf die 
unterschiedliche Aminosäure-Zusammensetzung der Enzyme zurück­
zufUhren; dagegen scheint der Aufbau aus acht Untereinheiten 
gleichen MOlekulargewichts zu einem hochmolekularen Enzym, eine 
gemeinsame Eigenschaft aller bisher isolierten Alkoholoxidasen 

zu sein (Tab. 18, Abb. 32). 

Parallel zu der Alkoholoxidase bildet Po~ia aontigua das Enzym 
Katalase. Wie eine Reihe von Untersuchungen gezeigt haben, sind 
diese beiden Enzyme in den Methanol-verwertenden Hefen in Micro­

bodies lokalisiert (SAHM et al., 1975: ROGGENKAMP et al., 1975: 
VAN DIJKEN et al., 1975; FUKUI et al., 1975; VEENHUIS et al., 
1976). Die Zellen von Poria aontigua enthalten ebenfalls Micro­
bOdies, in denen die Katalase nach einer cytochemischen Anfär­

bung mit Diaminobenzidin (DAB) (NOVIKOFF und GOLDFISCHER, 1969) 
elektronenmikroskopisch'nachgewiesen werden konnte. Wenn DAB­

Aktivitätsanfärbungen nicht mit dem Katalase-Substrat H202 , son­
dern mit Methanol durchgefUhrt wurden, bildete sich in den Micro­
bodies ebenfalls das elektronendichte DAB-Reaktionsprodukt: das 

durch die Alkoholoxidase-Reaktion freigesetzte H202 diente also 
der Katalase zur peroxidativen Umsetzung des Diaminobenzidins. 

Diese Experimente beweisen jedoch noch nicht eindeutig, daß auch 

die Alkoholoxidase sich innerhalb dieser Organellen befindet, 
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denn sie schließen die Möglichkeit nicht aus, daß die Methanol­

Oxidation außerhalb der Microbodies stattfindet, und das gebil­
dete Wasserstoffperoxid in sie eindiffundiert. Analog zu der Si­
tuation in tierischen, pflanzlichen (MASTERS und HOLMES, 1977) 

und in Microbodies von Methanol-verwertenden Hefen (SAHM, 1977) 
ist es aber wahrscheinlich, daß beide Enzyme, Alkoholoxidase 

und Katalase, in den Microbodies von Poria aontigua lokalisiert 
sind. Kristalloide Strukturen, wie in den Microbodies von Can­
dida boidinii (SAHM et al., 1975) und Hansenu~a po~ymorpha 
(VEENHUIS et al., 1976) waren hier allerdings nicht zu erkennen. 

Da die Alkoholoxidase 4 - 5% des Gesamtproteins von Mycelien 
der Braunfäulepilze Poria aontigua und Lenzites trabea ausmacht, 
stellt sich die Frage nach der Funktion des Enzyms im Stoffwech­

sel dieser holzzersetzenden Organismen. Zwei Bestandteile des 
Holzes können als potentielle Quellen für Methanol gelten: die 
Methoxylgruppen des Lignins und die Methylester des Pektins. Bei 
einigen Monitinia species, die die Braunfäule von Steinfrüchten 
verursachen, wurden pektinolytische Enzyme nachgewiesen (WILLETTS 
et al., 1977). Da Poria aontigua kein Wachstum auf Pektin zei­

gte, und Pektinmethylesterase-Aktivität weder in Kulturfiltra­
ten, noch in Mycelextrakten nachgewiesen werden konnte, ist das 
Lignin der wahrscheinliche Donator des Substrats der Alkoholoxi­
dase. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zum enzyma­
tischen Angriff auf die methoxylierte Lignin-Modellsubstanz 
Vanillinsäure (3-Methoxy-4-Hydroxybenzoesäure) durch Poria oon­

tigua zeigten, daß diese Substanz in den Zellen zunächst zu 
einem wahrscheinlich ebenfalls aromatischen Produkt umgewandelt 
wird. Da diese Ergebnisse qualitativer Art sind, erlauben sie 
keine Aussage darüber, ob diese unidentifizierte Verbindung in 
einer langsameren, enzymatischen Folgereaktion weiter metüboli­
siert wird. Zellfreie Extrakte von Popia aontigua enthalten ein 
Enzym, welches die oxidative Decarboxylierung von Vanillinsäure 

zu Methoxyhydrochinon katalysiert,eine Reaktion,die auch für Po~y­
porus diahpoU8 (KIRK und LORENZ, 1973) und Sporotpiahum pu~veru-
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tentum (BUSWELL et al., 1979; YAJlMA et al., 1979) kürzlich be­
schrieben wurde.Methoxyhydrochinon wird offensichtlich in den 
Zellen von Popia aontigua rasch weiter umgesetzt, denn es war 
in Extrakten von verschieden alten, auf Vanillinsäure-haltigen 
Medien kultivierten Mycelien nicht nachweisbar. Die Frage, ob 
Braunfäulepilze neben der Demethylierung auch die Ringe aroma­
tischer Lignin-Modellsubstanzen spalten (KIRK, 1975 a), kann 
hier nicht beantwortet werden; die oxidative Decarboxylierungs­
reaktion weist aber darauf hin, daß in diesem Braunfäulepilz 
ein ähnlicher Abbauweg existiert, wie er für den Weißfäulepilz 
spopotpichum putvepuZentum (BUSWELL und ERIKSSON, 1979; ERIKS­
SON, 1979) vorgeschlagen wurde. 

Obwohl die Frage nach der Art der Demethylierung noch offen­
bleibt, gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dieser 
Reaktion und dem Auftreten von Alkoholoxidase-Aktivitäten. (al 
In Abwesenheit einer Kohlenstoffquelle wie Glukose oder Cello­
biose, hatte Vanillinsäure einen deutlich steigernden Einfluß 
auf die Alkoholoxidase-Aktivitäten der Kulturen. (b) Die Bil­
dung der Alkoholoxidase ist in Gegenwart von Glukose reprimiert; 
HAIDER und TROJANOWSKI (1978) beobachteten eine Hinderung der 
Freisetzung von 14C021 besonders aus den Methoxylgruppen von 
DHP-Lignin, durch die Anwesenheit von Glukose, Cellobiose,oder 
Xylose. Die Autoren diskutierten eine Katabolit-Repression von 
Enzymen des Ligninabbaus durch diese Zucker, oder deren inter­
mediäre Abbauprodukte. {cl Mit einer Gruppe der von HAIDER und 
TROJANOWSKI (1978) bearbeiteten Pilze wurde gezeigt, daß die 
Stämme, die am besten die Methoxylgruppen auS DHP-Lignin abspal­
ten, auch die höchsten Alkoholoxidase-Aktivitäten aufwiesen. 

Bei Verwendung von methoxylierten Benzoesäure-Derivaten als Lig­
nin-Modellsubstanzen muß in Betracht gezogen werden, daß diese, 

im Gegensatz zu dem wasserunlöslichen, polymeren Lignin, in die 

Zelle aufgenommen werden können. Für den Abbau des intakten 
Lignocellulose-Polymers müssen also extrazelluläre , oder an der 
Zellwand lokalisierte Enzyme postuliert werden (CRAWFORD und 
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CRAWFORD, 1980). Bei Organismen, die als Ligninzersetzer bekannt 
sind, kann jedoch angenommen werden, daß die Abbaureaktionen für 
monomere Ligninbestandteile und für Lignin miteinander korreliert 
sind. Das Arbeiten mit monomeren Verbindungen zum Verständnis 

enzymatischer Mechanismen, um darauf aufbauend komplexere Lignin­
modelle und schließlich Lignin als Substrate einzusetzen ist, 
trotz der erwähnten Einschränkung, ein allgemein akzeptiertes 

Vorgehen (ERIKSSON, 1979; CRAWFORD und CRAWFORD, 1980). 

Es ist bisher noch unklar, wie Enzyme von Braunfäulepilzen nach 
außen abgegeben werden. Da auch bei wachsenden Kulturen höherer 
Pilze Autolyseprozesse eine Rolle spielen (RIEMAY und TRÖGER, 

1978 a, 1978 b), und bei holzzersetzenden Basidiomyceten zur 
Wiedergewinnung von Stickstoff auf extrem stickstoffarmen Stand­

orten, wie Holz, solche Vorgänge diskutiert wurden (COWLING und 
MERRILL, 1966), ist es denkbar, daß bei Braunfäulepilzen die 
Zellautolyse eines Teils der Kulturen auch der Mechanismus zur 
Ausscheidung von Enzymen ist (ANDER und ERIKSSON, 1978). 
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V. ~~~gmm~~~g~~~~g============================================= 

Uber das Vorkommen und die Bedeutung C1-oxidierender Enzyme in 
holzzersetzenden höheren Pilzen ist, im Gegensatz zu den Methanol 
-verwertenden Hefen, noch wenig bekannt. Da bei dem mikrobiellen 
Abbau von Lignin sehr wahrscheinlich reduzierte C1-Verbindungen 
freigesetzt werden, stellte sich die Frage, ob in holz zersetzen­
den Basidiomyceten C1-oxidierende Enzyme existieren und in einern 
Zusammenhang mit dem Abbau von monomeren Lignin-Modellsubstanzen 
stehen. 

1. In zellfreien Extrakten mehrerer, submers kultivierter Braun­
und Weißfäulepilze wurden Alkoholoxidase (EC 1.1.3.13), Formalde­

hyd Dehydrogenase (EC 1.2.1.1) und Formiat Dehydrogenase (EC 1.2. 
1.2) nachgewiesen. Keiner der untersuchten Stämme konnte jedoch 

auf Methanol wachsen. 

2. Die Alkoholoxidase aus dem Braunfäulepilz Poria contigua, in 
welchem dieses Enzym bis zu 4.5% des Gesamtproteins zell freier 
Extrakte ausmachte, wurde gereinigt. Das Enzym hatte ein Moleku­

largewicht von 610 000 ± 5000 und enthielt acht mol FAD/moL als 
prosthetische Gruppe. Aus dem Molekulargewicht der Untereinhei­

ten (79 000) und elektronenmikroskopischen Analysen ließ sich 
folgern, daß das Enzym aus acht, wahrscheinlich identischen Unter­

einheiten aufgebaut ist. 

3. Die Alkoholoxidase aus Poria contigua war nicht spezifisch 

für Methanol, sondern oxidierte auch kurzkettige, primäre Alko­

hole (e
1 

- C
4

) und Formaldehyd. Der apparente Km-Wert für 
Methanol war 0.2 mM, und der für Formaldehyd 6.1 mM. Natrium­

azid inhibierte das Enzym kompetitiv mit Methanol. 

4. Zwischen den Alkoholoxidasen aus zwei Methanol-verwertenden 

Hefen und den Alkoholoxidasen aus vier Basidiomyceten erfolgte 
keine immunologische Kreuzreaktion. Die Absorptionsspektren der 

Alkoholoxidasen aus Poria aontigua und aus zwei anderen Basidio-
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myceten waren deutlich unterschiedlich von denen der Alkoholoxi­

dasen aus Methanol-verwertenden Hefen. 

5. Wie durch elektronenmikroskopische Untersuchungen in Verbin­
dung mit einer cytochemischen Färbetechnik gezeigt werden konnte, 
ist Katalase (Ee 1.11.1.6), und sehr wahrscheinlich auch die 
Alkoholoxidase in den Zellen von Popia aontigua in Microbodies 

lokalisiert. 

6. Während die Alkoholoxidase durch Glukose reprimiert wurde, 
wirkte die Lignin-Modellsubstanz Vanillinsäure (3-Methoxy-4-
-Hydroxybenzoesäure) steigernd auf die Alkoholoxidase-Aktivi­

tät in Popia aontigua. Mit einer Gruppe holzzersetzender Basi­

diomyceten konnte eine Parallelität von Demethylierungs-Akti­
vitäten aus DHP-Lignin und dem Auftreten der Alkoholoxidase 

festgestellt werden. Wie enzymatische Untersuchungen zeigten, 
wird der Abbau von Vanillinsäure in Popia aontigua durch eine 
oxidative Decarboxylierung zu Methoxyhydrochinon initiiert. 
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