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Abstract—Thereduction of nitrateand chlorine-36 labelled perchlorate by cellfree extracts
obtained from nitrate-adapted cells of Bacillus cereus is described. The reduction of both
anions is ascribed to the same enzyme because both activities are equally dependent onthe
hydrogen ion concentration, the incubation temperature and several electron donors and
cofactors. There exists parallel inhibition of both activities by cyanide, azide and 2,4-di-
nitrophenol. The reduction of nitrate is inhibited by perchlorate in a competitive manner
and vice versa.

The product of perchlorate reduction is chlorate. Chlorate itself is reduced by the same
cellfree preparation. Inhibition by chlorate of perchlorate reduction seems to be com-
petitive with respect to perchlorate, though deviations from linearity in the Lineweaver—
Burk pilots occur. The possible significance of this effect is discussed.

Nitrite at high concentration is inhibitory to both nitrate and perchlorate reduction

in a non-competitive manner.

EINLEITUNG

IN EINER fritheren Arbeit! wurde gezeigt, daBl intakte Zellen verschiedener hetero-
tropher Mikroorganismen Perchlorat reduzieren kdnnen. Dazu waren nur solche
Keime in der Lage, die eine Nitratreduktase besitzen, Mehrfache Subkultivierung
dieser Keime auf Perchlorat enthaltenden Medien fiihrte zu Varianten, die weder
Nitrat noch Perchlorat reduzierten. SchlieBlich wurde gezeigt, daB die Reduktion
von Nitrat durch Perchlorat gechemmt wird und umgekehrt. Diese Ergebnisse lieBen
vermuten, dall Perchlorat durch bakterielle Nitratreduktasen zu Chlorat reduziert
wird. Andererseits gilt als sicher, daBl Chlorat Substrat dieses Enzyms ist.2=5 Es
handelt sich also um ein Enzym, bei dem das Reaktionsprodukt einer ersten Reaktion
wiederum Substrat ist. Da dieser Fall bei der enzymatischen Umsetzung anorganischer
Verbindungen selten ist. Schien die Klirung von besonderem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wird nachgewiesen, daB3 die Nitratreduktase aus B.
cereus Perchlorat zu Chlorat reduziert und Chlorat selbst Substrat dieses Enzyms ist.

MATERIAL UND METHODEN
Zellfreie Extrakte
Zur Bildung der adaptiven Nitratreduktase wurde B. cereus ATCC 8035 in Trypti-
kase-Soy-Broth (Baltimore Biological Laboratories) zunichst 5 Stunden aerob
* Die Arbeit wurde unterstiitzt durch Mittel der Strebel-Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung.
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kultiviert, dann nach Zugabe von KNOj; (Endkonzentration 10 2 M) weitere 2
Stunden anaerob inkubiert. In dieser anaeroben Induktionsphase vermehrt sich die
Nitrataseaktivitdt der Zellen auf mehr als das 100-fache der Aktivitit aerob gewach-
sener Zellen. Die abzentrifugierten und mit 0-1 M Phosphatpuffer pH 7-0 gewaschenen
Zellen wurden in gefrorenem Zustand {(—257) in einer hydraulischen Presse aufge-
schlossen (X-Press, Fa. Biox Nacka Schweden) und die Nitratreduktase aus dem
Rohextrakt durch zweimalige Ammonsulfatfallung mit 55 bzw. 50°; Sittigung
angereichert. Einzeiheiten des Verfahrens sind an anderer Stelle beschrieben.!

Nitrat- und Perchloratreduktion

Die Aktivitidt der Nitratreduktase wurde in evakuierten und Stickstoff gefiillten
ThunberggefifBen bestimmt. Der Standardansatz enthielt im Hauptraum: 10 uMol
KNOs;, 05 gpMol FMN, 0-1 ml Fermentlosung geeigneter Verdiinnung, 100 xMol
Phosphatpuffer pH 7-0, in der Retorte 1 pMol DPNH, Gesamtvolumen 10 ml.

Die Ansitze wurden 15 min bei 30° inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion mit
Bariumacetat wurde die Aufarbeitung und Nitritbestimmung wie kiirzlich beschrieben®
Phosangeschlossen.

Das Enzympréparat enthiilt die Nitratreduktase mit einer spezifischen Aktivitiit
von 1-0-1-8 uMol NO3-Bildung/15 min/mg Kjeldahl-Stickstoff im DPNH-FMN-
Standardansatz. Es enthdlt keine Nitrit reduzierende Aktivitit.

Zur Bestimmung der Perchloratreduktion wurden die gleichen Ansiitze verwendet.
Nitrat wurde ersetzt durch 16-7 xMol CPB8-Natriumperchiorat, dessen Herstellung aus
CI6-Chlorid an anderer Stelle beschrieben ist.7 Die Perchloratansitze wurden mit
Trichloressigsiure abgestoppt und gebildetes Chlorat mit einem UberschuB Nitrit in
salpetersaurem Milieu zu Chlorid reduziert. Nach Zugabe von inaktivem Chlorid
wurde eine Silbernitratfdllung angeschlossen. Zur volligen Entfernung des radio-
aktiven Perchlorats wurde die Silberchloridfillung gewaschen, ammoniakalisch
geldst und nach Zusatz von inaktivem Perchlorat 2 mal umgefillt. In Abinderung
dieses frither genau beschriebenen Verfahrens,? 8 wurde das Chlorid nach der zweiten
Umfillung wieder ammoniakalisch gelst und direkt auf Priparateschilchen gefallt.
Durch Zugabe von 1 ml 0:5% Rinderserum vor der Fillung wurde erreicht, dal3 die
getrockneten Niederschlige einen gleichmiBigen, festen Belag auf dem Schilchen
bildeten. Die Aktivitit des CI36-Chlorid wurde nun mit einem Endfensterzihlrohr
FHZ 15b und dem Zihlgerit FH 49 (Friesecke & Hoepfner, Erlangen) bestimmt.

Andere Methoden

Der Stickstoffgehalt der Préparate wurde mit einer Mikromethode nach Kjeldahl
bestimmt.

Papierchromatographische Auftrennungen wurden auf Whatman No 1—Papier mit
n-Butanol, Pyridin, 1:5 n Ammoniak 2:1:2 (v/v/v) als Laufmittel aufsteigend durch-
gefiihrt. Steighdhe ca 20 cm, Laufzeit 10 Stunden. Die getrockneten Papierchromato-
gramme wurden in einem Radiopapierchromatographen FH 452 (Friesecke & Hoepf-
ner, Erlangen) auf ihre Aktivitdtsverteilung ausgemessen, anschlieBend Autoradio-
graphien auf ADOX-Rontgenfilm-Papier mit einer Belichtungszeit von 25 Tagen

Folgende Abkiirzungen werden verwendet: DPNH = Diphosphopyridinnukleotid, TPNH

Triphosphopyridinnukleotid, FMN = Flavinadeninmononukleotid, FAD = Flavinadenindinukleo-
tid, Vitamin K3 = Menadionbisulfit-Na, MV = Methylviologen, BV == Benzylviologen.
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angefertigt. Die chemische Identifizierung der auf den Chromatogrammen getrennten
Substanzen wurde frither beschrieben.?

Die Messung der DPNH-Oxydation wurde in Stickstoff gefiillten Thunberg-
kiivetten mit 1 em Lichiweg bei 341 mp im Zeiss-Spektralphotometer PMQ II durch-
fithrt,

Verwendete Substanzen

DPNH, TPNH und FMN wurden von Boehringer Mannheim, FAD von Fluka-
Schweiz, Methylviologen und Benzylviologen von Serva Heidelberg bezogen. Dr.
J. W. Lightbown (Nat. Inst. for Med. Res., Mill Hill, London) stellte freundlicher-
weise eine reichliche Menge von 2-Heptyl-4-Hydroxychinolin-N-Oxyd zur Verfligung.

ERGEBNISSE
Enzymmenge, Zeit und Reaktionsgeschwindigkeit
Das Enzympriiparat reduziert unter Standardbedingungen Nitrat und Perchlorat
mindestens 25 min mit konstanter Geschwindigkeit und proportional der eingesetzten
Enzymmenge. Dabei war die maximale Enzymmenge etwa 2-5 fach hoher als die in den
Standardtesten verwendete Menge.

pH-Abhdngigkeit
Die Geschwindigkeiten der Nitrat- und Perchloratreduktion sind in gleicher Weise
vom pH-Wert abhiingig. (Abbildung 1}
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Aps. 1. pH-Abhéingigkeit der Nitrat- und Perchloratreduktion. Standardenzymansitze wurden unter
Standardbedingungen inkubiert. Im Bereich von pH 54 bis 795 wwrde 0-1 M S&rensen-Phosphat-
puffer, von pH 86 bis 11-2 (-2 M Glycin-NaOH-Puffer? verwendet. ®—® Nitratreduktion {3—]
Perchloratreduktion. Die pH-Werte wurden in Vergleichsansiitzen vor und nach der Inkubation
kontrotliert.

Das pH-Optimum liegt bei pH 7-4. Gleiche Aktivititsverteilung findet sich bei Ver-
wendung von Acetat-Phosphat-Borat-Puffer (Britton-Robinson-Universalpuffer?).
In Tris-Puffer® pH 7-2 bis pH 8-4 war dagegen die Aktivitit um etwa 30% vermindert.

Elek tronendonatoren und Cofermente

In einer fritheren Arbeit® wurde gezeigt, daBl zelifreie Extrakte aus B. cereus Nitrat
in Anwesenheit einer Reihe von Elektronendonatoren und Cofermenten mit ver-
schiedener Geschwindigkeit reduzieren. In der vorliegenden Arbeit wurden unter den
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gleichen Bedingungen die Geschwindigkeiten der Perchloratreduktion bestimmt. Die
Ergebnisse sind auf der Tabelle 1 verglichen.

Die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten der Reduktion beider Anionen stimmen
in fast allen Elektronendonator- und Cofermentkombinationen iiberein. Eine Ab-
weichung findet sich bei den reduzierten Farbstoffen MV und BV. Die relative
Verminderung der Perchloratreduktion mit reduziertem BV kann dadurch erklirt
werden, dafl BV in reduzierter Form (nicht in oxydierter) im perchlorathaltigen

TABELLE |. ELEKTRONENDONATOR- UND COFERMENTABHANGIGKEIT DER NITRAT-
UND PERCHLORATREDUKTION

Cofaktoren und Relative Relative
Elektronendonatoren Nitratreduktion Perchloratreduktion
(DPNH + FMN = 100) (DPNH + FMN = 100)

DPNH + FMN 100 100
DPNH 57 4-1
TPNH 1-2 2-:0
DPNH + FAD 882 89
TPNH + FAD 650 63-5
TPNH + FMN 70-0 720
DPNH -+ Vitamin K3 27-6 266
red. FMN 203 226
red. FAD 144 147
red. MV 850 1430
red. BV 594 334

Alle Ansitze wurden in evakuierten und mit Stickstoff gefiillten ThunberggefiBen
unter Standardbedingungen inkubiert. Methylviologen, Benzylviologen, FAD
und FMN wurden durch Zugabe einiger Kérnchen Dithionit (<1 mg) aus der
Retorte reduziert und dadurch die Reaktion gestartet. Vitamin Kz wurde in
wasserloslicher Form als Menadionbisulfit-Natriumsalz verwendet. Konzen-
trationen: DPNH, TPNH, MV, BV, FAD red., FMN red. und Vitamin Ky
1-0.10-3 M. FAD und FMN als Cofaktor 0-5.10-3 M.

Ohne Anwesenheit von MV, BV oder Flavin wurde durch Dithionit weder
Nitrat noch Perchlorat reduziert. Unter den Versuchsbedingungen wurde durch
Dithionit Nitrit nicht weiter reduziert. Aktivitit der Standardansitze mit
DPNH und FMN: Nitratreduktion -3 gMol/15min/mg Kjeldahl-N, Per-
chloratreduktion 1-21 pMol/15min/mg Kjeldahl-N, Enzymmenge 0-11 mg
Kjeldahl-N/Ansatz.

Ansatz prizipitiert. Moglicherweise bildet reduziertes BV mit Perchlorat eine wenig
wasserlosliche Komplexverbindung. Die relative Steigerung der Perchloratreduktion
mit reduziertem MV kann nicht erkkirt werden. Hypoxanthin, Xanthin und Acetalde-
hyd sind sowohl fiir die Nitrat- als auch die Perchloratreduktion als Elektronen-
donatoren unwirksam.

Inhibitoren

Die Reduktion von Nitrat und Perchlorat durch das Enzympriparat wird durch
verschiedene Konzentrationen von Azid, Cyanid und 2,4-Dinitrophenol in ver-
gleichbarem MafBe gehemmt (Tabelle 2).

Da Ansiitze mit reduziertem MV als Elektronendonator durch Azid und Cyanid
ebenso gehemmt werden, mul3 der Angriffspunkt die Nitratreduktase selbst sein.
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TABELLE 2. EINFLUB VERSCHIEDENER HEMMSTOFFE AUF DIE NITRAT- UND

PERCHLORATREDUKTION
% Hemmung
Hemmstoff Endkonzentration Nitratreduktion Perchloratreduktion

KCN 5.10-5M 0 0
5.104M 35 46

5.103M 86 94

NaN3 5.10%M 9 30
5.10°M 52 78

5.104M 87 97

2,4-Dinitrophenol 105 M 0 0
104 M 20 18

10-3 M 78 82

DPNH-FMN- Standardansitze unter Standardbedingungen, Die Hemmstoffe
wurden 15 min vor Start der Reaktion mit dem Ferment inkubiert. Die Reaktions-
geschwindigkeiten der ungehemmten Reaktionen betragen 197 muMol NO,-Bildung
bzw. 177 m uMol ClO;-Reduktion/15 min mit 0-15 mg Protein-N.

Folgende Hemmstoffe beeinfluBen weder die Nitrat-noch die Perchloratreduktion
in DPNH-FMN-Standardansitzen: Kaliumfluorid, Monojodessigsiure, Thioharn-
stoff 103 M (Endkonzentration), Natriumsalizylat 5. 10~4 M Urethan 5. 10-3 M,
Didthyldithiocarbamat 5. 10-3 M, 8-Hydroxychinolin und Salizyladoxim 10-3 M.

Temperaturabhdngigkeit
Auf der Abbildung 2 ist die Abhingigkeit der Nitrat- und Perchloratreduktion
von der Inkubationstemperatur im Bereich von 20°-30° dargestellt.
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ABB. 2. Temperaturabhingigkeit der Nitrat- und Perchloratreduktion. Standardenzymansiitze

wurden unter Standardbedingungen bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Aufgetragen sind

die Logarithmen der Reaktionsgeschwindigkeiten gegen den Kehrwert der absoluten Temperatur.

Die Aktivierungswirmen der Reaktionen wurden entsprechend der umgeformten Arrheniusgleichung!?

aus der Steigung berechnet. Jeder Punkt ist der Mittelwert aus 4 Einzelversuchen. @ —@ Nitrat-

reduktion (]—[J Perchloratreduktion. Die Ordinateneinteilung wurde fiir beide Anionen verschieden
gewithlt um die Ergebnisse anschaulicher zu machen.
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Aus dem Diagramm berechnen sich die Aktivierungswirmen fiir die Nitratreduktion
zu p == — 12500 cal, fiir die Perchloratreduktion zu p <= --12250 cal. Oberhalb 30
wird der Kurvenverlauf schnell flacher, das Temperaturoptimum fiir die Reduktion
beider Anionen ist schon bei 40° erreicht.

Gegenseitige Hemumung

Bei Identitdt des Perchlorat und Nitrat reduzierenden Enzyms ist die gegenseitige
kompetitive Hemmung der Reduktion beider Anionen zu fordern. Dieser Hem-
mungstyp ist nach den Abbildungen 3 und 4 vorhanden. Die aus den graphischen
Darstellungen berechneten Michaeliskonstanten betragen fiir Nitrat Ky, - 5-1.10 M
(Mittelwert aus 10 Versuchen) fiir Perchlorat Ky, -= 4:0 . 10~ M (Mittelwert aus 5
Versuchen).

; B
40
o a
107M clo;
30
L o 3x1073M cio;
o o %
2 20 /
s )
E o
q =a
N
10 n/ /a
o— ¢

2 4 6 & 10
1
“mM KNO;

AsB. 3. Hemmung der Nitratreduktion durch Perchlorat. Standardenzymansiitze mit variabler
Nitratkonzentration wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Doppelt reziproke Darstellung
der Ergebnisse nach Lineweaver und Burk.!
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ABB. 4. Hemmung der Perchloratreduktion durch Nitrat. Standardenzymansitze mit variabler
CI38-Perchloratkonzentration wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Doppelt reziproke
Darstellung der Ergebnisse nach Lineweaver und Burk.
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ABB. 5. Autoradiographische Demonstration der Reaktionsprodukte der Perchloratreduktion.
Papierchromatographische Auftrennung eines Perchloratreduktionsansatzes und mnachfolgende
Autoradiographie. Experimentelle Details sind in der Methodik und im Text beschrieben.
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Reaktionsprodukt der Perchloratreduktion

Bei der Perchloratreduktion intakter Zellen gelang es nicht, Chlorat als Zwischen
produkt nachzuweisen. Bei zellfreien Extrakten war jedoch der direkte chemische
Nachweis moglich. Dazu wurden folgende Ansitze benutzt: Thunberggefifie enthiel-
ten: 100 pMol NaClQy, 0-4 ml Ferment (~3 mg N), 2 uMol FMN, 20 uMol DPNH,
67 uMol Phosphatpuffer pH 6-8, Gesamtvolumen 1-0 ml. Unter anaeroben Bedin-
gungen inkubierte Ansdtze wurden 20, 40, 60 min nach Start der Reaktion mit einer
Tiipfelreaktion (Benzidinacetat-HsSO4) auf Chlorat gepriift. Nach 20 min war die
Farbreaktion gering, nach 40 und 60 min schon stark positiv. Der Chloratgehalt war
nach Vergleich mit Chloratlésungen bekannter Konzentration groBer als 50 pg/mi.

Dieses Ergebnis konnte in Wiederholungen des Versuches mit Zugabe von radio-
aktivem Perchlorat gesichert werden: In oben beschriebenen Ansitzen oder solchen
mit 5 uMol reduziertem Methylviologen als Elektronendonator wurde das inaktive
Perchlorat durch 167 uMol CI38-Perchlorat ersetzt. Nach einer [nkubation von 60 min
bei 30° wurden je 50 ul des Reaktionsansatzes papierchromatographisch aufgetrennt.
Eine reprisentative Autoradiographie eines solchen Papierchromatogramms ist in
der Abbildung 5 dargestellt. Die Orte der Aktivitdtsmaxima konnten durch Anfirbung
chemisch als Perchlorat, Chlorat und Chlorid identifiziert werden. Die Radio-
chromatographische Ausmessung ergab eine Aktivititsverteilung von Perchlorat :
Chlorat : Chlorid wie ca 100 : 10 : 1.

Die Ergebnisse zeigen, daB Perchlorat zu Chlorat reduziert wird. Der geringe
Anteil radioaktiven Chlorids kann einerseits durch nichtenzymatische Reduktion des
Chlorat bei der Aufarbeitung entstanden sein. Andererseits wird Chlorat durch das
Enzympriparat seinerseits reduziert, wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird.

Die Reduktion von Chlorat.

Auf der Abbildung 6 ist die enzymatische DPNH-Oxydation unter Luftabschuly
in Anwesenheit von Nitrat, Perchlorat oder Chlorat dargestellt. In einer ersten
schnellen Reaktion, die auf der Abbildung nicht dargestellt ist, wird das vorhandene
FMN volistindig reduziert. Eine weitere DPNH-Oxydation kann nur stattfinden,
wenn durch Reduktion eines Acceptors wieder oxydiertes FMN als Elektronen-
acceptor zur Verfiigung steht. Deshalb kommt die Reaktion in dem Ansatz ohne
Elektronenacceptor praktisch zum Stillstand, wiithrend in Anwesenheit von Nitrat,
Chlorat oder Perchlorat die DPNH-Oxydation mit konstanter Geschwindigkeit
weiterlauft. Die Abbildung 6 zeigt, dafl Nitrat und Perchlorat mit gleicher Geschwin-
digkeit, Chlorat dagegen etwa doppelt so schnell reduziert wird.

Hemmung der Perchloratreduktion durch Chlorat

Wie die Abbildung 6 demonstriert wird Chlorat durch zelifreie Extrakte aus
B. cereus reduziert. Es gilt als sicher, da3 Chlorat Substrat bakterieller Nitratreduk-
tasen ist.2~5 Entsprechend ist eine kompetitive Hemmung der Reduktion anderer
Substrate zu erwarten. In einer fritheren Arbeit® wurde dieser Hemmungstyp bei der
Reduktion von Nitrat durch die B. cereus-Nitratreduktase beschrieben. Den Einfluly
von Chlorat auf die Perchloratreduktion zeigt die Abbildung 7.

In der Darstellung nach Lineweaver-Burk treffen sich die Kurven fiir die geghemmten
und ungehemmten Reaktionen auf der 1/v-Achse, was auf einen kompetitiven Hem-
mungsmechanismus hinweist. Die gchemmten Reaktionen zeigen jedoch bei kleineren
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Perchloratkonzentrationen Abweichungen von der Linearitit, die Reaktions-
geschwindigkeiten sind geringer als erwartet.

Um dieses Ergebnis enzymkinetisch diskutieren zu kénnen, missen andere Deutun-
gen ausgeschlossen werden:

1 Da Chlorat bei etwa gleicher Affinitit zur Nitratreduktase (K; == 0:13 .10 3 M)

o

N
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Ags. 6. Spektrophotometrische Bestimmung der Reduktion von Nitrat, Chlorat und Perchlorat.
Die Geschwindigkeit der DPNH-Oxydation wurde in evakuierten und mit Stickstoff gefillten
Thunberg-Kiivetten bei 341 mp gemessen. Die Ansiitze enthielten: 2:0 uMol DPNH, 05 uMol
FMN, 20 uMol des Anions, 0-15 m! Fermentldsung (1-1 mg Kjeldahl-N) und 250 Mol Phosphat-
puffer pH 7-0. Gesamtvolumen 2-5 ml. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DPNH aus der
Retorte gestartet. Die abgebildeten Extinktionsdifferenzen sind nach Ablauf der ersten schnellen
Reaktion, in der FMN vollstindig reduziert wird gemessen. Das Ferment war mit 2-Heptyl-4-
Hydroxychinolin-N-Oxyd vorbehandelt, wie in der Legende zu Tabelle 3 beschrieben ist.
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ABB. 7. Hemmung der Perchloratreduktion durch Chlorat. Standardenzymansitze mit variabler

Cl38-Perchloratkonzentration wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Nicht markiertes

Chlorat wurde wie in der Abbildung angegeben zugesetzt. Doppelt reziproke Darstellung der Ergeb-
nisse nach Lineweaver und Burk.
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doppelt so schnell wie Perchlorat reduziert wird, ist bei kleinen Perchloratkonzentra-
tionen mit einem schnellen Absinken der DPNH-Konzentration zu rechnem was
zu verminderter Reaktionsgeschwindigkeit fihrt Diesem Einwand wird dadurch
begegnet, daB auch mit der 2} fachen DPNH-Konzentration des Standardansatzes
der gleiche Hemmungstyp resultiert.

2. Als Reaktionsprodukt der Chloratreduktion ist Hypochlorit zu erwarten, welches
durch nicht enzymatische Oxydationen zu irreversibler Hemmunginsbesondere des em-
pfindlichen Cytochromsystems fithren kann.3: 12-15 Da bei kleiner Perchloratkonzentra-
tionder Anteil der Chloratreduktion hoch ist, kann hierdieser Mechanismuszur Wirkung
kommen und wiirde zu verminderter Perchloratreduktion fiihren. Diese Moglichkeit
1Bt sich durch folgender Uberlegungen ausschlieBen. Der Effekt sollte sich bei der
Hemmung der Nitratreduktion durch Chlorat in gleicher Weise zeigen, was nicht
der Fall ist.% Die Reduktion von Chlorat miiite nach demselben Prinzip mit zuneh-
mender Reaktionszeit durch sich selbst gchemmt werden. Die Abbildung 6 zeigt, dafl
die Chloratreduktion fiir mindestens 20 min mit gleichbleibender Geschwindigkeit
ablduft. SchlieBlich ergibt sich bei der Umgehung des Cytochromsystems bei Elek-
tronentransport von DPNH zum Nitrat mit FMN als Elektronentrdger der selbe
Hemmungstyp wie bei Beteiligung des Cytochromsystems mit Vitamin K3 als Elektron-
entriger. Diese Ergebnisse und Betrachtungen machen es wahrscheinlich, daf} der
beobachtete Effekt enzymkinetisch zu deuten ist. Einige Aspekte sollen in der Dis-
kussion besprochen werden.

Hemmung der Nitratreduktase durch Nitrit

Intakte Zellen von B. cereus konnen in Anwesenheit mehrerer Intermedidrprodukte
des Kohlenhydratstoffwechsels als Elektronendonatoren Nitrit reduzieren.l® Die
Geschwindigkeit der Nitritreduktion ist immer sehr viel geringer als die Nitrat-
reduktion, sodal es bei der Reduktion von Nitrat zur Ansammlung von Nitrit
kommt. Da Nitrit in hoheren Konzentrationen fiir die Zellen toxisch ist,}7~19 wiire
fir die Zellen ein Mechanismus giinstig, der bei hoheren Nitritkonzentrationen die
weitere Nitratreduktion hemmt. Ein solcher Mechanismus wurde bei in takten Zellen
bei E. coli beschrieben, wo Nitrit die adaptive Synthese der Nitratreduktase hemmt.18
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Ans. 8. Hemmung der Perchloratreduktion durch Nitrit. Standardenzymansitze mit variabler
Cl38-Perchloratkonzentration wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Doppelt reziproke
Darstellung der Ergebnisse nach Lineweaver und Burk.
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An zellfreien Extrakten von B. cereus wurde untersucht, ob Nitrit einen Einflufl
auch auf die Aktivitit der Nitratreduktase hat. Dazu wurde die Reduktion von Per-
chlorat benutzt, weil dabei das anwesende Nitrit die Messung der Reaktion nicht
stort. Der Einflul von Nitrit auf die Perchloratreduktion ist in der Abbildung 8
dargestellt. Sie zeigt den Typ einer nicht kompetitiven Hemmung. Hydroxylamin und
Ammoniak haben in Konzentrationen von 5. 103 M keinen Einflul auf die Per-
chloratreduktion. Hinweise auf den Angriffsort der Nitrithemmung sind in der
Tabelle 3 enthalten.

TABELLE 3., EINFLUB VON NATRIUMNITRIT AUF DIE NITRATREDUKTION

A B
Nitrit AE/min % Hemmung Nitrit ' AE/min A % Hen;mung
— . 0120 - 70-0;6 -
102 M 0-096 20 5.10* M 0-035 24
102 M 0-029 37

A. Messung der Oxydatic nsgeschwindigkeit des DPNH mit FMN als Acceptor in Nitrat-
abwesenheit (DPNH-dehydrogenaseaktivitiat) Ansitze: 1 uMol DPNH, 0-5 uMol FMN,
0-1 ml Fermentldsung (0-12 mg Kjeldahlstickstoff), 250 uMol Phosphatpuffer pH 7-0,
Gesamtvelumen 2-5 ml.

B. Messung der DPNH-Oxydation mit FMN als Elektronentriger und Nitrat als Acceptor.
(Nitratreduktaseaktivitit) Ansitze 2-0 xMol DPNH, 0-5 uMol FMN, 0:2 ml Ferment-
1osung (1:2 mg KjeldahlstockstofT), 10 uMol KNO3, 250 puMol Phosphatpuffer pH 7-0,
Gesamtvolumen 25 ml. Die Reaktion wurde in Thunbergkiivetten unter Luftabschiul3
bei 341 mu gemessen.

Dic Extinkticnsdifferenzen der B-Ansiitze wurden nach Ablauf der ersten schnellen
Reaktion gemessen, in der das FMN vollstiandig reduziert wird. (Siehe auch Abbildung
6.) In Abwesenheit von FMN ist mit DPNH allein eine geringe Nitratreduktion moglich
(sieche Tabelle 1). Dieser Anteil wurde in den Versuchen der Tabelle 3 durch Zusatz von
5-0 pg/ml! 2-Heptyl-4-Hydroxychinolin-N-Oxyd zum Ferment vollig gehemmt.

Die Werte zeigen, daB sowohl die Reduktion von FMN durch DPNH in Nitratab-
wesenheit, als auch der Elektronentransport von reduziertem FMN auf Nitrat durch
Nitrit gchemmt wird. Es ist allerdings fraglich, ob die beschriecbene Hemmung eine
physiologische Bedeutung hat, da die zur Hemmung notwendigen Nitritkonzentra-
tionen sehr hoch sind.

DISKUSSION

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dal3 Perchlorat und Nitrat durch zellfreie
Extrakte aus Nitrat-adaptierten Zellen von B. cereus mit etwa gleicher Geschwindigkeit
reduziert werden. Beide Aktivititen sind in gleicher Weise von der Wasserstoffionen-
konzentration, der Inkubationstemperatur sowie von verschiedenen Elektronen-
donatoren und Cofaktoren abhiingig und werden durch Azid, Cyanid und 2.4-
Dinitrophenol in gleichem MaBe gehemmt. Die Reduktion eines Anions wird durch
das andere kompetitiv gehemmt. Die aus den Neigungen der Geraden im Lineweaver-
Burk-Diagramm direkt berechneten K,,-Werte stimmen mit den K;-Werten. berechnet
aus der Hemmung des anderen Anions gut iiberein. Diese Ergebnisse lassen keinen
Zweifel daran, daB Nitratreduktase und Perchlorat-reduzierendes Enzym identisch
sind.
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Andere Substrate der Nitratreduktase sind Chlorat und Bromat.2=5 Jodat ist zwar
kompetitiver Hemmer der Nitratreduktase aus E. coli, wird aber selbst nicht reduziert.?
Taniguchi? nimmt an, daB der gréssere Atomabstand Halogen-Sauerstoff im Jodat
gegeniiber Chlorat und Bromat die Reduktion verhindert.

DaB Perchlorat ebenfalls durch Nitratreduktase reduziert werden kann, ist aus
zwei Griinden von Interesse: Erstens ist das Perchloration in seiner tetraedrischen
Struktur von den anderen Substrat-Anionen prinzipiell unterschieden, zudem ist es
chemisch sehr viel stabiler als Chlorat und Bromat.

Zweitens entsteht dadurch die bemerkenswerte Situation, daB3 zwei aufeinander-
folgende enzymatische Zwei-Elektronentransferschritte (die Reduktion von Per-
chlorat zu Chlorat und die weitere Reduktion von Chlorat) durch ein Enzym kata-
lysiert werden. Dies ist bei der enzymatischen Reduktion anorganischer Verbin-
dungen bisher nur in einem Fall beobachtet worden, ndmlich bei der Reduktion von
Nitrit zu Ammoniak durch zellfreie Extrakte aus Nitratassimilierenden Zellen von
E. coli (Lazzarini und Atkinson2?).

Die Autoren nehmen an, daB ein einzelnes Enzym drei aufeinander folgende
Reduktionsschritte katalysiert, in denen Nitrit (Oxydationsstufe des Stickstoffs -+3)
tiber Intermediate mit den Oxydationsstufen 1 (unbekannt) und —1 (Hydroxylamin)
zu NHj (- 3) reduziert wird. Die Beweisfithrung stiitzt sich darauf, dafl die Nitrat-
reduzierende- und Hydroxylaminreduzierende Aktivitit wihrend der Fermentreini-
gung in gleichem Verhiltnis angereichert wird und beide Aktivititen gleiche Hitze-
bzw. UV-Inaktivierung zeigen.

Es besteht jedoch ein prinzipieller Unterschied zu den Verhiltnissen bei der Per-
chloratreduktion. Denn bei der beschriebenen Nitritreduktion ist kein freies
Hydroxylamin als Zwischenprodukt nachzuweisen und Versuche mit Ns-markiertem
Nitrit zeigten, dal wihrend der Reduktion zu NHjs keine Equilibrierung mit zugesetz-
tem nicht markiertem Hydroxylamin auftrat. Die Autoren schlieBen daraus, dal} die
mehrstufige Reduktion von Nitrit zu NH3z ohne Abdissoziation von Intermediaten
stattfindet. Bei der Perchloratreduktion durch B. cereus-Nitratase entsteht dagegen
zunichst freies Chlorat (Abbildung 5), das entsprechend seiner Konzentration und
Affinitiit seinerseits reduziert werden kann.

Danach ist zu fordern, daB zugesetztes nicht markiertes Chlorat mit Clgg-Chlorat aus
der Perchloratreduktion equilibriert.

Die Abweichungen vom Typ der kompetitiven Hemmung der Perchloratreduktion
durch Chlorat (Abbildung 7) lassen allerdings vermuten, daB die Equilibrierung nicht
vollstiindig ist. Die bisherigen Ergebnisse lassen keine zwingende Analyse des Effektes
zu. Eine Erkldrungsmdglichkeit besteht jedoch darin, daB die Nitratreduktase die Dis-
proportionierung von Chlorat zu Chlorid und Perchlorat katalysiert, wobei allerdings
das aus der Perchloratreduktion entstehende Chlorat bevorzugt sein miiite. Eine
Kldrung dieses Problems soll in einer spiiteren Arbeit unternommen werden.

ZUSAMMENFASSUNG

Aus Nitrat-adaptierten Zellen von B. cereus gewonnene zellfreie Extrakte kata-
lysieren die Reduktion von Nitrat und Perchlorat mit etwa gleicher Geschwindigkeit.
Die Reduktionsgeschwindigkeiten beider Anionen sind in gleicher Weise von der
Wasserstoffionenkonzentration, der Inkubationstemperatur und verschiedenen Elek-
tronendonatoren und Cofaktoren abhiingig. Azid, Cyanid und 2,4-Dinitrophenol
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hemmen beide Aktivititen in gleichem MaBe. Die Reduktion eines Anions wird durch
das andere Anion im Sinne einer kompetitiven Hemmung beeinflufit. Diese Ergebnisse
werden als beweisend dafiir angesehen, dafl Nitratreduktase und Perchlorat redu-
zierendes Enzym identisch sind.

di
N
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Das Produkt der Perchloratreduktion ist Chlorat. Chlorat wird seinerseits durch
e Nitratreduktase reduziert. In héherer Konzentration hemmt Nitrit sowohl die
itrat- als auch die Perchloratreduktion.
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