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Summary

1. Initially the growth of Myrothecium verricaria was found to be inhibited through cyana-
mide. A concentration of 1074 M of cyanamide caused a slight inhibition.

2. The addition of cyanamide to the culture medium brought about an induction of a cyana-
mide hydratase. This enabled the fungi to grow, with cyanamide as the only source of
nitrogen. Urea was formed first, and then decomposed into ammonia and carbon dioxide.

3. Cyanamide hydratase was isolated from the fungi mycelium and concentrated approx-
imately seventy times.

4. The characteristics of cyanamide hydratase were examined, i. e, to show that the reaction
NH = C = NH + H,0 — (NH,),CO could be proved quantitatively, and that there
was an absence of inhibitors in the preparaticns. In addition, it was found that the tem-
perature optimum ranged between 40-55° C, that the pH optimum was pH 7.7 and that
the Km of the reaction was 3,7 + 1078 Mol/l. The cyanamide hydratase seemed to be crucial
for the reaction. The velocity of the reaction was greatly enhanced through additional Mn®".
The enzyme was classified as one of the E. C. group 4.2.1.

5. The question of an active secretion of the enzyme into the culture medium was discussed.

Zusammenfassung

Cyanamid beeinfluflt das Wachstum des Bodenpilzes Myrothecium wverrucaria. Aus Myce-
lien in Reinkultur wird eine spezifisch wirkende Cyanamid-Hydratase isoliert, angereichert@
und charakterisiert. Dieses Enzym ist durch das Substrat induzierbar. Das Cyanamid reagiert
in molekularem Verhiltnis zu Harnstoff. Dabei liegt der optimale Wirkungsbereich bei
40-55° C und einem pH-Wert von 7,7. Mn?* fordert die Umsetzungsgeschwindigkeir. Die
Michaelis-Konstante wird mit 3,7 - 1078 Mol/l bestimmt. Das Enzym ist auch im Nihrmedium
nachzuweisen. Die Frage einer aktiven Exkretion wird diskutiert.

Einleitung

Das Calcium-Cyanamid ist ein wesentlicher Bestandteil des Kalkstickstoffs. Aufer
seiner Verwertung als Stickstoff-Quelle wurden auch die toxischen Wirkungen auf das
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Wachstum parasitirer Pilze untersucht (AMpERGER, 1968). Die Umsetzungsmdglich-
keiten des Cyanamids im Boden wurden von Ratnsack (1955) aufgezeigt. Die Haupt-
reaktionsfolge fiihrt danach vom Calcium-Cyanamid Gber Harnstoff zu Ammoniak.
Diese Reaktionen werden begiinstige durch hohe Wasserstoffionenkonzentration, ge-
wisse Bodenminerale als Katalysatoren, Mikroben oder Fermente (Literatur siche bei
RaTHsACk, 1955). Die Frage, ob die Harnstoffbildung aus Cyanamid im Boden unter
dem alleinigen Einfluf von anorganischen Katalysatoren oder freien Enzymen vor
sich geht, oder ob die Gegenwart lebender Bodenorganismen ndtig ist, konnte von
ErnsT (1967) durch Strahlensterilisierung der Bdden mit 5 Mrad geklirt werden. Er
konnte zeigen, daf anorganische Katalysatoren keine Rolle spielen und daff der we-
sentliche Anteil der Umsetzung von Mikroorganismen geleistet wird.

Erste Hinweise iiber die enzymatische Umsetzung von Cyanamid zu Harnstoff
gaben LamaIre und BRUNEL (1951) durch Untersuchungen an Sterigmatocystis nigra
sowie Hormann und LaTzko (1954), Hormann et al. (1954) und LaTtzko (1955)
durch Arbeiten mit hoheren Pflanzen. Das Ziel dieser Arbeit war, aus im Boden vor-
kommenden Organismen das Enzym zu isolieren und zu charakterisieren, welches
Cyanamid in Harnstoff umwandelt. Als Versuchsobjekt wurde der Cellulose ab-
bauende Pilz Myrothecium verrucaria gewihlt, dessen Wachstumsbedingungen durch
Arbeiten von ManpEeLs und Reese (1956) bekannt waren.

Material und Methodik

Die verwendeten Pilzkulturen: Fiir die Versuche wurde Myrothecium wverrncaria, Stamm
QM 460 (Dept. of the Army, U.S. Army Natick Laboratories, Natick, Mass.) verwendet.
Dieser Bodenpilz ist nach Giman (1945) in die Fungi imperfecti, Ord. Moniliales, Fam. Tu-
berculariaceae einzuordnen.

Stammbkulturen: Der Organismus wurde in Schrigagar-Rohrchen auf Kartoffelagar bei
20° C kultiviert, bis reichlich Konidien gebildet waren. Dann wurden die Kulturen bei 4° C
im Kiihlschrank aufbewahrt.

Massenkulturen: Das Pilzmycel wurde in 500 ml Nihrlgsung in Penicillin-Schalen bei
25° C steril in Dunkelheit angezogen. Die Kulturen wurden stindig geschiittelt (50 Upm).
Das Nihrmedium ist nach Angaben von ManpeLs und Reese (1956) sowie HaLLiwerr (1962)
zusammengestellt. In 1000 ml 1/15 M Phosphatpuffer nach Serensen werden geldst: 300 mg
MgSO, - 7H,0; 30 mg CaCl,; 1 ppm ZnCly; 1 ppm FeSO, - 7H,0; 0,5 ppm MnSO, - H,O;
0,5 ppm CoCl, - 6H,0; 05 ppm 20MoO, + 2FH,PO, - 48H,0; 0.1 ppm CuSQ, - 5H,0;
3 ppm H,BO,. Als Kohlenstoffquelle wurde 0,5 °/0 Natriumacetat verwendet. Zur Stickstoff-
versorgung diente Cyanamid 2 - 1072 M bzw. KNOy in gleicher Konzentration. Jede P-Schale
wurde mit 10% Konidien von Myrothecium beimpft, welche aus einer Pilzkultur auf Kartoffel-
Agar in Petrischalen durch Abspiilen mit sterilem Aqua dest. gewonnen wurden.

Analysenmethoden:

Bestimmung von Cyanamid: Der qualitative Nachweis von Cyanamid erfolgte mittels
Papierchromatographie auf Papier Nr. 2043 b mgl der Fa. Schleicher und Schiill in einem
Laufmittel von n-Butanol : Eisessig : Wasser im Verhiltnis 4 :1:1., Das Chromatogramm
wurde mit Nitroprussidreagens nach Hormann und Winscr (1958) bespriiht.

Die quantitative Bestimmung wurde nach der von STELLER et al. (1965) verdffentlichten
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Methode mit Trinatriumpentacyanoaminferrat-1I1 ausgefiihrt. In den — durch Athanol von
Protein befreiten — in-vitro-Ansitzen wurde das Cyanamid mit einem Aminosiuren-Analysator
unter folgenden Bedingungen quantitativ bestimmt: Siulenfiillung Aminex A 6, 30 cm hoch;
Temperatur 30° C; Natriumcitratpuffer pH = 3,25; Durchflufligeschwindigkeit des Puffers
80 ml pro Stunde, Das Ninhydrinreagens wurde nach MooRrE (1968) hergestellt. Das Cyanamid
besitzt unter diesen Bedingungen eine Retentionszeit von 37,5 min. Das Extinktionsmaximum
des Farbkomplexes liegt bei 470 nm. Der aus dem Cyanamid gebildete Harnstoff besitzt unter
den gleichen Bedingungen eine Retentionszeit von 34,5 min, wobei das Extinktionsmaximum
bei 540 nm liegt.

Bei der Messung von Cyanamid ist zu beachten, dafl die Substanz nur im neutralen pH-Bereich
hinreichend lange stabil ist. Als Hauptstrungsquelle ist die Umlagerung in Dicyandiamid an-
zusehen. Diese tritt allerdings auch auf, sobald Cyanamid-Konzentrationen von 10 M in
Lésung iiberschritten werden.

Bestimmung des Harnstoffs: Harnstoff wurde nach BernT und BErRGMEYER (1970) mit
Hilfe von Urease und dem Phenol-Hypochlorit-Reagens colorimetrisch bestimmt. Die Mef3-
ergebnisse dieser Methode werden durch héhere Cyanamidkonzentrationen beeintrichtigt. Des-
halb wurden zur Kontrolle auch Messungen nach Watt und Curise (1954) und die Bestim-
mung im Aminosiuren-Analysator (siche oben bei der Bestimmung des Cyanamids) heran-
gezogen.

Bestimmung des Nitrat-lons: Das Nitrat wurde im anorganischen Nihrmedium mit Phenol-
Disulfonsiure nach SwerL und SweLL (1949) nachgewiesen. Da jedoch diese Methode von
Carbonaten und Chloriden (siehe bei Taras, 1950) und auch von Glucose gestért wird, wurde
das Nitrat-Ion mit der sehr spezifischen Methode nach Barks und Reekers (1960) als Nitro-
xylenol bestimmt, sobald interferierende Substanzen zugegen waren.

Protein-Bestimmung: Die quantitative Bestimmung der l8slichen Proteine wurde nach der
Methode von Lowry et al. (1951) durchgefiihrt.

Bestimmung verschiedener Substrate: Arginin und die iibrigen Guanidin-Derivate wurden
nach RosenserG et al. (1956) colorimetrisch gemessen. Ornithin wurde nach der Methode
von MACHOLAN (1962) bestimmt.

Nachweis der Urease-Aktivitit: Die Ureasewirkung wurde nach der Methode von Kiecz-
kowskr et al. (1966) durch Titration des freigesetzten Ammoniaks mit n/100 HCIl bestimmt.

Standard-Test anf Cyanamidase-Aktivitit: 0,5 ml der zu priifenden L&sung (maximal
0,5 mg Protein) werden mit 100 M Tris-HCl-Puffer auf pH = 7,5 eingestellt, Nach Zugabe
von 1 #M Mn*-Ionen werden 20 1M Cyanamid zugefiigt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes
betrigt 1 ml. Man it 15 min bei 25° C reagieren. Anschlieffend werden die Proben in einem
Kryomaten bei —25° C sofort eingefroren. Unmittelbar vor der Cyanamid-Messung wird auf
10 ml mit Aqua dest. aufgefiillt und eine entsprechendes Aliquot zur Bestimmung verwendet.
Eine Proteinfillung mit Trichlor-Essigsiure ist nicht méglich, da das Cyanamid zerstort
wird. Ebenso ist eine Hitzedenaturierung problematisch.

Die verwendeten Chemikalien der Firmen Merck und Schuchardt hatten den Reinheitsgrad
p.a. Das Cyanamid wurde freundlicherweise von den Siiddeutschen Kalkstickstoffwerken in
reinster Form zur Verfiigung gestellt.

Ergebnisse
1. Einfluf von Cyanamid anf das Mycel-Wachstum

Das Wachstum des Pilzes im Nihrmedium mit Nitrat als Stickstoffquelle wird durch
Cyanamid gehemmt. AMBERGER und WiUNscH (1963) sowie AMBERGER (1968) konnten
nachweisen, dafl bei Pilzen durch Cyanamid die Aktivitit der Endoxidationsenzyme
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Cyanamid-Hydratase aus Myrothecium 77

beeinfluft werden. In der Abbildung 1 ist die Abhingigkeit der Hemmung von der
Cyanamidkonzentration wiedergegeben. Die verwendeten Kulturen wurden aus Ko-
nidien gewonnen, 5 Tage im Vollmedium angezogen und dann mit Cyanamid ver-
setzt. Die Ernte erfolgte nach 20 Stunden.

Mycel-Trockengewicht in °% der Kontrolle (ohne Cyanamid)

o= '—.\
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0,04 o) i 0
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Abb. 1: Der Einfluf verschiedener Cyanamid-Konzentrationen auf das Wachstum von
Myrothecium.

Verfolgt man jedoch das Wachstum von Myrothecium tber lingere Zeit (Abb. 2),
so zeigt es sich, daf der Pilz in Nahrlgsung mit 2 - 107 M Cyanamid als alleiniger
Stickstoffquelle gut wichst. Bei Verwendung von Citrat als Kohlenstoffquelle wird
durch Cyanamid das Wachstum nahezu unterbunden.

0 2. Isolierung der Cyanamid-Hydratase

Durch die Wachstumsversuche kann nur festgestellt werden, dafl der Cyanamid-
Gehalt der Nihrlgsung abnimmt. Eine direkte Umwandlung in Harnstoff oder Am-
moniak kann aus derartigen Versuchen nicht abgeleitet werden. Unter den in Material
und Methodik genannten Bedingungen ist keine Harnstoffbildung oder Ammoniak-
produktion nachweisbar, welche in molekularem Verhdltnis zur Cyanamidabnahme
steht. Vielmehr stellt sich in den Kulturgefifen ein sehr niedriger Harnstoffspiegel
ein. Ammoniak kann nur in Spuren nachgewiesen werden.
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Abb. 2: Abhingigkeit des Mycelwachstums von der Kohlenstoff- und Stickstoff-Quelle. Die
Stickstoff-Konzentration betrigt 500 mg N pro Liter Nihrmedium in Form von Nitrat bzw.
Cyanamid. Der Gehalt an der jeweiligen Kohlenstoff-Quelle betrige 0,5 %. Der pH-Wert
wurde auf pH = 6,7 eingestellr.

Zur Klirung des Reaktionsschrittes nach folgender Formel ist eine Isolierung des
betreffenden Enzyms notig.

HoN=C =N
{ 1} }fHDH — c=0
HN=C=NH

Herstellung eines Rohextraktes

Das Pilzmycel aus den Massenkulturen von Myrothecium wird durch ein Nylon-
gaze-Sieb mit 5 ¢ Porenweite vom Nihrmedium abgetrennt, in MclIlvaine-Puffer
pH = 6,0 (STaurr und Jaenickk, 1964) aufsuspendiert und im Messerhomogenisator
(Ultraturrax, Typ TP 18--10) 2 min unter Kiihlung bei 0° C zerkleinert. AnschlieRend
wird das Homogenat 3 min mit Ultraschall behandele (Branson Sonifier Typ B 12;
Energie 100 W). Nach einer Zentrifugation bei 0° C und 50000 g fiir 1 h wird die
klare Losung auf Cyanamidase-Aktivitit getester. Der Test wird wie in Material und
Methodik beschrieben ausgefiihrt.

Anreicherung der Cyanamid-Hydratase

Eine stchiometrische Umlagerung von Cyanamid in Harnstoff kann mit dem Roh-
extrakt nicht erhalten werden, da in der Priparation noch Urease vorhanden ist,
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welche den Harnstoff in Ammoniak zerlegt. Nach Fraktionierung des Rohextraktes
durch steigende Konzentrationen an Ammoniumsulfat wird ecine ureasefreie Enzym-
[6sung bei einer 70-90 %/sigen Sittigung erreicht, in welcher die Cyanamid-Hydratase
gegenliber dem Rohextrakt ca. 66fach angereichert ist (siche Tab. 1).

Tab. 1: Anrcicherung von Cyanamid-Hydratase aus Mycelien von Myrothecium. Reaktions-
bedingungen: Cyanamid 20 uM; Tris-HCl-Puffer pH = 7,0 100 #M; 0,5 ml der jeweiligen
Enzymprotein-Fraktion, welche nach der Fillung mit (NH,),SO, iiber Nacht gegen Tris-HCI-
Puffer dialysiert wurde; Gesamtvolumen 1 ml; Reaktionszeit 10 min bei 25° C.

Schritt Volumen | Protein | Ges. Aktivitdt | Spez. Aktivitat | Ausbeute Anreicherungs-
(ml) (mg) U U/mg Protein *fs faktor
Rohextrakt 10 10,80 1203 m 100 =

Ammoniumsulfat-
Fraktionen bei

Sittigung:
0 - 35% 3 1,19 283 237 235 2,1
35 - 70°% 3 2,51 579 2,31 481 21
70 - 90°% 3 043 3167 73,65 2633 66,4

3. Eigenschaften der Cyanamid-Hydratase

Die folgenden Ergebnisse wurden mit dem angereicherten Enzym (siehe Tab. 1)
erzielt. Durch die Dialyse, welche zur Entfernung des Ammoniumsulfates (Beeintrich-
tigung verschiedener Analysenmethoden) notwendig ist, entsteht im Mittel ein Akti-
vitdtsverlust von 30 9/p gegeniiber der nichtdialysierten Probe.

Nachweis des molekularen Umsatzes von Cyanamid in Harnstoff

Aus Abb. 3 ist zu entnehmen, dafl pro 1 Mol Cyanamid 1 Mol Harnstoff gebildet
wird. Die Reaktion verlduft linear iiber einen Zeitraum von 10 min. Spiter ist die
Proportionalitit zwischen Inkubationszeit und gebildeter Harnstoffmenge durch den
Verbrauch des Cyanamids nicht mehr gewahrt.

Abhingigkeit der Reaktion von der Enzymkonzentration

Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt proportional zur eingesetzten Proteinmenge
im untersuchten Bereich von 30 bis 600 ug an (Abb. 4). Die Linearitit zeigt die Ab-
wesenheit hemmender Bestandreile an.

Abhingigkeit der Reaktion vom pH-Wert

Der optimale Wirkungsbereich der Cyanamidase liegt bei pH = 7,7 in Tris-HCI-
Puffer. Sowohl bei hheren als auch bei niedrigeren H*-Tonenkonzentrationen fillt
die Reaktionsgeschwindigkeit sehr rasch ab (siche Abb. 5).
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Abb. 3: Zeitkinetik und molekulares Verhiltnis der enzymatischen Umsetzung von Cyanamid
in Harnstoff. Reaktionsbedingungen: Cyanamid 4 u«M; Citrat-Phosphat-Puffer nach Mcll-

vaine pH = 6,0 60 uM; Protein 0,58 mg; Gesamtvolumen 0,4 ml; Reaktionszeiten wie
angegeben bei 25° C.
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Abb. 4: Abhingigkeit der Harnstoffbildung aus Cyanamid von der Enzymkonzentration.
Bedingungen: Cyanamid 60 uM; Tris-HCI-Puffer pH = 7,0 100 «M; Gesamtvolumen 1 ml;

Reaktionszeit 15 min bei 25° C.
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Abb. 5: Abhingigkeit der Cyanamidase-Aktivitit vom pH-Wert. Bedingungen: Cyanamid
40 1M die angegebenen Puffer je 300 1M; Protein 0,49 mg; Gesamtvolumen 1 ml; Reaktions-
zeit 10 min bei 25° C.

Temperatur-Abhingigkeit der Reaktion

') Der optimale Temperaturbereich liegt bei 40-55° C. Die noch rasche Umsetzung
bei 70° C zeigt, dafl das Enzym eine gute Stabilitit gegeniiber thermischen Einfliissen
besitzt (Abb. 6).

Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration

Aus der Abb. 7 lift sich entnehmen, daff bei zunehmender Cyanamidkonzentration
keine Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit eintritt. Aus dem Diagramm nach
LincweavEr und Burk (1934) wurde ein K,,-Wert von 3,7 - 107 Mol/Liter ermittelt.
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Abb. 6: Temperatur-Abhingigkeit der Cyanamid-Hydratase. Bedingungen: Cyanamid 8 nM;
Citrat-Phosphat-Puffer pH = 6,0 60 uM; Protein 0,58 mg; Gesamtvolumen 0,4 ml; Reaktions-
zeit 15 min bei den angegebenen Temperaturen.

Substratspezifitit der Cyanamid-Hydratase

Von den gewihlten Substraten wurde auler Cyanamid praktisch keine andere Sub-
stanz angegriffen. Die geringfiigige Abnahme bei Guanidino-Harnstoff-Sulfat und bei
Kreatin erfolgte nach einer sehr langen Inkubationszeit von 2 Stunden. Aus den Wer-
ten der Tab. 2 kann somit auf eine gute Substratspezifitit geschlossen werden, welche
die unsubstituierte Atomgruppierung HN = C = NH bzw. H.N — C = N voraus-
setzt.

Beeinflussung der Reaktion durch Cofaktoren

Die Enzymaktivitit wird durch Mn** gefordert; jedoch tritt bei einer Konzentra-
tion von 1072 M wieder eine deutliche Hemmung ein, Mg*', Fe*', Cu** und Co*" hem-
men die Reaktion in den angegebenen Konzentrationen. Siche dazu Abb. 8.
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Abb. 7: Abhiingigkeir der enzymarischen Harnstoffbildung von der Konzentration des Cyana-
mids. Bedingungen: Cyanamid 0,05 bis 50 uM; Tris-HCI-Puffer pH == 7,0 100 #M; Protein
0,49 mg; Gesamevolmen 1 mi; Reakeionszeir 5 min bel 25° C.

Die Mn*"-Abhingigkeir steht in Einklang mit Untersuchungen von Rapariir und
Bruno {19693, welche die Cyanamid-Umsetzungen in einer Reihe von Bdden getester
haben,

Eine Abhingigkeit ven Sulthydryl-Reagentien (2. B. Mercaptodthanol, Cystein)
kornte nicht beobachtet werden, Auch erfolgte withrend der Aufarbeitung keine mefl-
bare Inaktivierung des Enzyms durch die T#rigkeit von Phenoloxidasen, welche im
Rohextrakt zugegen sind.

4. Induktion und Lokalisierung der Cyanamid-Hydratase

Aus der Hemmung des Pilzwachstums (Abb. 1) kann bereits ersehen werden, daft
die Cyanamid-Hydratase kein konstitutives Enzym ist; denn bel der raschen Um-
etzung des Cyanamids durch das Enzym wiire ein derartiger Wachstumsstop nicht
denkbar. Se kann auch bei Anzuchr der Pilze mit Nigrar als Stickstoffquelle keinerlei
Cyanamidase-Aktivizit nachgewiesen werden. Die Zugabe von Cyanamid induziert
jedoch die Bildung des Enzyms, so daff nach 48 Stunden die volle Akuvitit im in-vitro-
Ansatz nachzaweisen ist,

Die Versuchsansitze waren folgende: In P-Schalen wurden aus Konidien von Myrothecinm
Mycelien herangezogen, wobei das in ciner Konzentration von 5 - 1070 M zugeserzre Nitrat
nach 7 Tagen villig verbraucht war. Nun wurde zu einem Teil der Kulturen 107 M Nitrar
zugefiigr, zum anderen Teil jedoch Cyanamid in gleicher Konzentration. Nach 48 Stunden
ergaben die Cyanamidase-Aktivitiis-Teste (siche Material und Methodik) in den Nitrat-

7. Pllanzenphysiol, Bd. 70, §, 74-87. 1973.
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Tab. 2: Die Substratspezifitit der Cyanamid-Hydratase. Bedingungen: Substrat je 12 uM;
Tris-HCl-Puffer pH = 7,0 60 «M; Protein 0,52 mg; Reaktionszeit 2 Stunden bei 25° C. Zur
quantitativen Bestimmung der verschiedenen Substrate siche im Abschnitt Material und
Methode.

Substrat Abnahme in pM | rel. Aktivitdt in
Cyanamid 12 100
Arginin 0,420 35
Ornithin 0,0 0
Harnstoft 0,0 0
Guanidin 0,181 1,5
Guanidino -Harnstoff 0,652 5,4
Kreatin 1,260 10,5
Kreatinin 0,140 1,2
Guanidino -Essigsdure 0,0 0
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Abb. 8: Beeinflussung der Enzymaktivitit durch Metall-Tonen. Bedingungen siche Tabelle 1.

kulturen kein positives Ergebnis. In den Cyanamidkulturen wurden dagegen bis zu 45 Enzym-
einheiten (U) gemessen.

f
Bei den Wachstumsversuchen wurde festgestellt, dal nach Abzentrifugation oder

Abfiltration der Pilze im Nihrmedium freie Cyanamid-Hydratase vorhanden ist. Der
Gehalt an diesem Enzym im Nihrmedium steige mit zunehmender Kulturdauer an
(Tab. 3). Ob es sich jedoch um eine aktive Exkretion des Enzyms handelr, oder ob die
Cyanamidase nur durch Zell-Lyse in das Medium gelangt, konnte nicht eindeutig ent-
schieden werden. Fiir die Interpretation als Exoenzym spricht aber die Tatsache, dafl
bereits in der frithen log. Wachstumsphase (3. Tag) Enzym im Medium nachweisbar
ist und daR die Gesamtaktivitit bei stagnierendem Wachstum (34. Tag) im Medium
grifler ist als im Mycel.
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Tab. 3: Verteilung der Gesameakeivitit (in interzat. Enzymeinheiten} einer Pilzkulrur nach 3,
21 und 34 Tagen Kulturdauer. Bedingungen des Aktivivits-Testes siche Tabelle 1.

Kulturdauer in Tagen 3 2t 34
Gesamtaktivitit im Pilzmycel 1203 | 29§ 015
Gesamtaktivitdt im Nahrmedium 208 5)2 1353

Diskussion der Ergebnisse

Dic Hinweise bei Lamaire und Bruner (1951) auf ein adaptives Enzym, welches
Cyanamid in Harnstoff umsetzt, konnten durch diese Arbeit bestitigt werden. Aus
den Ergebnissen liber die molekulare Umsetzung von Cyanamid mit Wasser zu Harn-
stoff geht jedach hervor, daR es sich nicht um cine Hydrolase {E.C.-Gruppe 3.5.) han-
deln kann wie bei der Zerlegung des gebildeten Marnstoffs durch die Urease (E.C.
3.5.1.5.). Die Cyanamidase ist vielhmehr ein Tnzym der E.C.-Gruppe 4.2.1., eine Fy-
¥ Qratase. Zum Erreichen der halbmaximalen Geschwindigheit ist aur ¢ine geringe Sub-

stratkonzentration von 3,7 - 10" Mol/! erforderlich.

Interessant ist die Substratspezifitit des Enzyms, welches prakiisch nur Cyanamid
umsetzt. Guanidine reagieren nicht, cbwohl sie Wasser nach folgender Gleichung an-
lagern kénnen. Diese Reaktion wurde von Rocus und LacoMer {1952) als erster
Schritt fir die Arginin-Desiminase aus Bicker-Hefe beschrieber.

HiNy NH2 Ny N
. VHOH —
NH-R HO” NNH-R

Unter den in Tab. 1 genannten Bedingungen errechnet sich cine katalytische Akt
vitit von 17,1 Mol Cyanamid-Umsatz pro Minute and 100 g Enzymprotemn.

Derartige Umsitze wurden in den Arbeiten von Hormann et al. (1954) und Latzko
(1955) bei Extrakten aus hoheren Pélanzen bei weitem nicht erreicht. In diesen Unter-
suchungen wurden mic Priparaten aus 20 g Sojamehl und einer Inkubationszeir von
144 Srunden maximal 2,5 mM Cyanamid umgeserzt.

Aus diesen geringen Werten kann gefolgert werden, dafl bei hoheren Pflanzen das
Cyanamid nur zu einem geringen Teil durch eine Hydratase verwertet wird.

Figene Versuche mit hiheren Pflanzen (Bldcter und Wurzeln von Maispflinzchen
md Weizenkeimlingen) ergaben, dafl bei identischen Aufarbeitungs-Bedingungen im
Vergleich zu Myrothecimm maximal 1,8 % Cyanamidase-Alitivitit festgestell werden
tann. Bei dicsen Versuchen konnte jedoch keine volistindige Sterilitic erreicht werden,
so daft der positive Cyanamidase-Test durchaus als «Rest-Aktivitits von in der Rhizo-
sphire verbliebenen Mikroorganismen zu erkliren ist. Die hoheren Pflanzen kinnen

dagegen '*C-markiertes Cyanamid aufnehmen, wie es Isotopenversuche von Horann
und Latzko (1954) sowie Wiinscn und AMBERGER (1968) nachgewiesen haben. Uber
Zerlegung bzw, Binbau des Cyanamids in der Pflanze licgen bisher noch keine weiteren
Arbeiten vor.
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