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Abstract-Thereductionofnitrateandchlorine-36labelledperchloratebycellfreeextracts 
obtained from nitrate-adapted cells of Bucillm cereus is described. The reduction of both 
anions is ascribed to the same enzyme because bothactivities 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 ofperchlorate 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 frtiheren Arbeitr wurde gezeigt, dalj intakte Zellen verschiedener hetero- 
tropher Mikroorganismen Perchlorat reduzieren konnen. Dazu waren nur solche 
Keime in der Lage, die eine Nitratreduktase besitzen. Mehrfache Subkultivierung 
dieser Keime auf Perchlorat enthaltenden Medien ftihrte zu Varianten, die weder 
Nitrat noch Perchlorat reduzierten. Schlieblich wurde gezeigt, da13 die Reduktion 
von Nitrat durch Perchlorat gehemmt wird und umgekehrt. Diese Ergebnisse liel3en 
vermuten, da13 Perchlorat durch bakterielle Nitratreduktasen zu Chlorat reduziert 

wird. Andererseits gilt als sicher, dal3 Chlorat Substrat dieses Enzyms ist.a-5 Es 
handelt sich also urn 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 Klarung von besonderem Interesse. 

In der vorliegenden Arbeit wird nachgewiesen, daB die Nitratreduktase aus B. 

cereus Perchlorat zu Chlorat reduziert und Chlorat selbst Substrat dieses Enzyms ist. 

Zellfreie Extrakte 

MATERIAL UND METHODEN 

Zur Bildung der adaptiven Nitratreduktase wurde B. cereus ATCC 8035 in Trypti- 
kase-Soy-Broth (Baltimore Biological Laboratories) zunachst 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 KN03 (Endkonzentration 10 “ M) weitere 2 
Stunden anaerob inkubiert. In dieser anaeroben Induktionsphase vermehrt sich die 
Nitrataseaktivitgt der Zellen auf mehr als das IOO-fache der AktivitSt aerob gewach- 
sener Zellen. Die abzentrifugierten und mit 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.0 gewaschenen 
Zelien wurden in gefrorenem Zustand (--- 25 ‘) in einer hydratli~scllen Presse aufge- 
schlossen (X-Press, Fa. Biox Nacka Schweden) und die Nitratredlikt~~se aus dem 
Rohextrakt durch zweimalige A~nmonsulfatf~llung mit 55 bzw. 50 “6 SIttigung 
angereichert. Einzelheiten des Verfahrens sind an anderer Stelle beschrieben.’ 

Nitrat- und Percltloratreduk tion 
Die Aktivitat der Nitratreduktase wurde in evakuierten und Stickstoff gefiillten 

ThunberggefgBen bestimmt. Der Standardansatz enthielt im tiauptraum: 10 ,~cMol 
KN03, 0.5 ~Mol FMN, O-I ml Fermentl~sLlng geeigneter Verd~nIlL~ng, 100 ,*Mol 
Phosphatpuffer pH 7.0, in der Retorte 1 /~Mol DPNH, Gesamtvoiu;nen I.0 ml. 

Die Ansgtze wurden 15 min bei 30” inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion mit 
I3ariumacetat wurde die Aufarbeitung und Nitritbestimmung wie kiirzlich beschrieben” 
Phosangeschlossen. 

Das Enzymprgparat enthglt die Nitratrcduktase mit einer spezifischen Aktivitiit 
von l&1=8 ~Mol NO,-Bildungll5 min/mg KjeldahI-Stickstoff im DPNH-FMN- 
Standardansatz. Es enthgtt keine Nitrit reduzierende Aktivitst. 

Zur Bestit~m~lng der Perchloratreduktion wurden die gleichen Ansiitze verwendet. 
Nitrat wurde ersetzt durch 16.7 i&M01 Cl~6-Natriumperchlorat, dessen Herstellung aus 
CPG-Chlorid an anderer Stelle beschrieben ist.7 Die Perchloratans%tze wurden mit 
Trichloressigs%ure abgestoppt und gebildetes Chlorat mit einem Uberschul3 Nitrit in 
salpetersaurem Milieu zu Chlorid reduziert. Nach Zugabe von inaktivem Chlorid 
wurde eine Silbernitratf%llung angeschlossen. Zur viilligen Entfernung des radio- 
aktiven Perchlorats wurde die SilberchloridfYlung gewaschen, ammoniakalisch 
gel&t und nach Zusatz von inaktivem Perchlorat 2 mat umgefHllt. In Ab~inder~in~ 

dieses friiher genau beschriebenen Verfahrens, T, s wurde das Chlorid nach der zweiten 
Umfgllung wieder ammoniakalisch gel&t und direkt auf Pr&paratesch&hen gefsllt. 
Durch Zugabe von 1 ml 0.5% Rinderserum vor der Fgllung wurde erreicht, daB die 

getrockneten Niederschlgge einen gleichm8fligen, festen Belag auf dem Sch3lchen 
bildeten. Die Aktivitat des Cl36-Chlorid wurde nun mit einem Endfensterz$hlrohr 
FHZ 15b und dem Z%hlger%t FH 49 (Friesecke & Hoepfner, Erlangen) bestimmt. 

Der Stickstoffgel~alt der Przparate wurde mit einer M~kromethode nach Kjeldahl 
bestimmt. 

Papierchromatographische Auftrennungen wurden auf Whatman No I-Papier mit 
n-Butanol, Pyridin, I.5 tz Ammoniak 2: 1:2 (v/v/v) als Laufmittel aufsteigend durch- 
gefiihrt. Steighiihe ca 20 cm, Laufzeit 10 Stunden. Die getrockneten Papierchromato- 
gramme wurden in einem Radiopapierchromatographen FH 452 (Friesecke & Hoepf- 
ner, Erlangen) auf ihre Aktivit~tsverteilung ausgemessen, anschlieBend Autoradio- 

graphien auf ADOX-R~ntgenfilm-Papier mit einer Belichtungszeit von 25 Tagen 

Foigende Abkiirzungen werden verwendet: DPNH = Diphosphopyridinn~lkleotid, TPNH 
Triphosphopyridinnukleotid, FMN = Flavinadeninmononukleotid, FAD -= Flavinadenindinukleo- 
tid, Vitamin KS = Menadionbisulfit-Na, MV = Methylviologen, BV L Benzylviologen. 
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angefertigt. Die chemische Identifizierung der auf den Chromatogrammen getrennten 
Substanzen wurde friiher beschrieben.7 

Die Messung der DPN~-~xydation wurde in Stickstoff gefiillten Thunberg- 
ki.ivetten mit 1 cm Lichtweg bei 341 rnp im Zeiss-Spektralphotometer PMQ ft durch- 
fiihrt. 

DPNK, TPNH und FMN wurden von Boehringer Ma~nheim, FAD von Ffuka- 
Schweiz, Methyl~~i~logen und Benz~l~i~lo~en 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 Verfiigung. 

ERGEBNISSE 

E~~~~~~~~t~g~~ Z&f und Reakti~~~~~Efchn.i~~~gke~~ 

Das En~nlpr~parat reduziert unter Sta~dardbedingun~en Nitrat und Perchtorat 
mindestens 25 min mit konstanter Geschwindigkeit und proportional der eingesetzten 
Enzymmenge. Dabei war die maximale Enzymmenge etwa 2.5 fach hiiher als die in den 
Standardtesten verwendete Menge. 

Die Ges~hwindigkeiten der Nitrat- und Perchloratreduktion sind in gleicher We&e 
vom pH-Wert abhzngig. ~Abbi~dung 1) 

PW 

AUB. 1. pH-~bh~~i~ke~~ der Nitrat- und P~rchloratreduk~i~~n.‘~S~andarde~~ym~s~tze wurden unter 
Standardbedjn~~e~ inkubiert. Im Bereich von pH 5.4 bis 7% wurde 0.1 M Screen-Phos~ha~- 
puffer, van pH 8-6 bis 11.2 @2 M G~~~j~-Na~H-~fferg ver@endet. *--il, N~tratr~~~jo~ 0-a 
Rer~hforatreduktioR. Die pH-Werte wurden in Vergleichsansltzen vor und nach der Inkubation 

kontralliert. 

Das pH-Optimum liegt bei pH 7.4. Gleichc Aktivittitsverteilung findet sich bei Ver- 
wendung von Acetat-Phosphat-Borat-PufYer (Britton-Robinson-Universalpufferg). 
In Tris-Puffers pH 7.2 bis pH 8.4 war dagegen die Aktivit%t urn etwa 30 76 vermindert. 

In einer friiheren Arbei@ wurde gezeigt, da13 zeltfreie Extrakte aus B. cereus Nitrat 
in Anwesenheit einer Reihe von Elektronendonatoren und Cofermenten mit ver- 
schiedener Ceschwindigkeit 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 erkliirt 
werden, da1 BV in reduzierter Form (nicht in oxydierter) im perchlorathaltigen 

TABELLE 1. ELEKTRONENDONATOR- UND COFERMENTABIL&NGIGKE~T DER NITRA~‘- 

UND PERCHLORATREDUKTION 

Cofaktoren und 
Elektronendonatoren 

-- 
DPNH + FMN 
DPNH 
TPNH 
DPNH + FAD 
TPNH + FAD 
TPNH + FMN 
DPNH -t Vitamin K3 
red. FMN 
red. FAD 
red. MV 
red. BV 

Relative 
Nitratreduktion 

(DPNH + FMN = 100) 

100 
5.7 
1.2 

88.2 
65.0 
70.0 
27.6 

203 
144 
850 
594 

Relative 
Perchloratreduktion 

(DPNH + FMN = 100) 
______ 

100 
4.1 
ii 

89 
63.5 
72.0 
26.6 

226 
147 

1430 
334 

Alle AnsHtze wurden inevakuierten und mit Stickstoff gefiilltenThunberggeflRen 
unter Standardbedingungen inkubiert. Methylviologen, Benzylviologen, FAD 
und FMN wurden durch Zugabe einiger KGrnchen Dithionit (< 1 mg) aus der 
Retorte reduziert und dadurch die Reaktion gestartet. Vitamin KS wurde in 
wasserlaslicher Form als Menadionbisulfit-Natriumsalz verwendet. Konzen- 
trationen: DPNH, TPNH, MV, BV, FAD red., FMN red. und Vitamin K:J 
1.0. lo-” M. FAD und FMN als Cofaktor 0.5 . 10m3 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. Aktivitiit der Standardansgtze mit 
DPNH und FMN: Nitratreduktion I.3 pMol/lSmin/mg Kjeldahl-N, Per- 
chloratreduktion 1.21 pMol/lSmin/mg Kjeldahl-N, Enzymmenge 0.11 mg 
Kjeldahl-N/Ansatz. 

Ansatz przzipitiert. MGglicherweise bildet reduziertes BV mit Perchlorat eine wenig 
wasserl6sliche Komplexverbindung. Die relative Steigerung der Perchloratreduktion 
mit reduziertem MV kann nicht erkltirt werden. Hypoxanthin, Xanthin und Acetalde- 
hyd sind sowohl fir die Nitrat- als such die Perchloratreduktion als Elektronen- 
donatoren unwirksam. 

Inhibitoren 
Die Reduktion von Nitrat und Perchlorat durch das Enzymprgparat wird durch 

verschiedene Konzentrationen von Azid, Cyanid und 2,4_Dinitrophenol in ver- 
gleichbarem MalJe gehemmt (Tabelle 2). 

Da Ansgtze mit reduziertem MV als Elektronendonator durch Azid und Cyanid 
ebenso gehemmt werden, mu13 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. 1O-5 M 0 0 

: : K” 3 iti 35 86 46 94 

NaNa :. ;“,I: M” 5; 30 

5 : 
78 

lO-4 M 87 97 

2,4_Dinitrophenol 1O-5 M 
2: 
78 

DPNH-FMN- Standardansltze unter Standardbedingungen, Die Hemmstoffe 
wurden 15 min vor Start der Reaktion mit dem Ferment inkubiert. Die Reaktions- 
geschwindigkeiten der ungehemmten Reaktionen betragen 197 mpMol NO,-Bildung 
bzw. 177 m ~Mol CIO,-Reduktion/lS min mit 0.15 mg Protein-N. 

Folgende Hemmstoffe beeinfluI3en weder die Nitrat-noch die Perchloratreduktion 
in DPNH-FMN-Standardansatzen: Kaliumfluorid, Monojodessigsaure, Thioharn- 
stoff 10e3 M (Endkonzentration), Natriumsalizylat 5 . IO-” M Urethan 5 . 10-s M, 
Diathyldithiocarbamat 5 . 10-s M, 8-Hydroxychinolin und Salizyladoxim 10-a M. 

Temperaturablziingigkeit 
Auf der Abbildung 2 ist die Abhangigkeit der Nitrat- und Perchloratreduktion 

von der Inkubationstemperatur im Bereich von 20”-30” dargestellt. 

ABB. 2. Temperaturabhangigkeit der Nitrat- und Perchloratreduktion. Standardenzymansatze 
wurden unter Standardbedingungen bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Aufgetragen sind 
die Logarithmen der Reaktionsgeschwindigkeiten gegen den Kehrwert der absoluten Temperatur. 
Die Aktivierungswarmen der Reaktionen wurden entsprechend der umgefonnten Arrheniusgleichung”’ 
aus der Steigung berechnet. Jeder Punkt ist der Mittelwert aus 4 Einzelversuchen. 0-0 Nitrat- 
reduktion 0-o Perchloratreduktion. Die Ordinateneinteilung wurde fiir beide Anionen verschieden 

gewlhlt urn die Ergebnisse anschaulicher zu machen. 
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Aus dem Diagramm berechnen sich die Aktivierungswarmen fur die Nitratreduktion 
zu p := - 12500 cal, fur die Perchloratreduktion zu /L -7 12250 cal. Oberhalb 30 
wird der Kurvenverlauf schnell flacher, das Temperaturoptimum fur die Reduktion 

beider Anionen ist schon bei 40 ’ erreicht. 

Gegenseitige Henunw~g 
Bei Identitat des Perchlorat und Nitrat reduzierenden Enzyms ist die gegenaeitige 

kompetitive Hemmung der Reduktion beider Anionen ZLI fordern. Dieser Hem- 
mungstyp ist nach den Abbildungen 3 und 4 vorhanden. Die aus den graphischen 

Darstellungen berechneten Michaeliskonstanten betragen fur Nitrat K,, 5.1 . IO “M 

(Mittelwert aus 10 Versuchen) fur Perchlorat K7,L -y 4.0 . IO-,’ M (Mittelwert ;ILIS 5 

Versuchen). 

Aee. 3. Hemmung der Nitratreduktion durch Perchlorat. Standardenzymans3tzc mit variablcr 

Nitratkonzentration wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Doppclt reziproke Darstellung 

der Ergebnisse nach Lineweaver und Burk.t’ 

_--- -.-~ ._~~~_~___ __ ._~ 1 
0x5 1 

I 
‘mM ClO,- 

ABB. 4. Hemmung der Perchloratreduktion durch Nitrat. Standardenzymansatze mit variabler 

CWPerchloratkonzentration wurden unter Standardbedingungen inkubiert. Doppelt reziproke 
Darstellung der Ergebnisse nach Lineweaver und Burk. 



cm,- 

WI; 

cl- 

R~5~KT~5NS- KON TROLLE 

ANSATZ 

ABB. 5. Autoradiographische Demonstration der Reaktionsprodukte der Perchloratreduktion. 
Papierchromatographische Auftrennung eines Perchloratreduktionsansatzes und nachfolgende 

Autoradiographie. Experimentelle Details sind in der Methodik und im Text beschrieben. 
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~eakti~ns~rodukf der ~erchl~r~tredukt~o~ 
Bei der Perchloratredukt~on intakter Zellen gefang es nicht, Chlorat als Zwischen 

produkt nachzuweisen. Bei zellfreien Extrakten war jedoch der direkte chemische 
Nachweis miiglich. Dazu wurden folgende Ansgtze benutzt : Thunberggefgfie enthiel- 
ten : 100 ~Mol NaCl04,0*4 ml Ferment (~3 mg N), 2 ~Mol FMN, 20 ~Mol DPNH, 
67 ~Mol Phosphatpuffer pH 6.8, Gesamtvolumen 1.0 ml. Unter anaeroben Bedin- 
gungen inkubierte Ans&tze wurden 20, 40, 60 min nach Start der Reaktion mit einer 
Tiipfelreaktion (Benzidinacetat-HzSO4) auf Chlorat gepriift. Nach 20 min war die 
Farbreaktion gering, nach 40 und 60 min schon stark positiv. Der Chloratgehalt war 

nach Vergleich mit Chloratl~sLlngen bekannter Konzentration griiaer ats 50 pg/ml. 
Dieses Ergebnis konnte in Wiederholungen des Versuches mit Zugabe von radio- 

aktivem Perchlorat gesichert werden: In oben beschriebenen An&Zen oder solchen 

mit 5 cl.Mol reduziertem Methylviologen als Elektronendonator wurde das inaktive 
Perchlorat durch 167pMol CP6-Perchlornt ersetzt. Nach einer lnkubation von 60 min 
bei 30” wurden je 50 ~1 des Reaktionsansatzes papierchromatographisch aufgetrennt. 
Eine reprssentative Autoradiographie eines solchen Papierchromatogramms ist in 
der Abbildung 5 dargestelit. Die Orte der Aktivit~tsmaxima konnten durch Anf~irbung 
chemisch als Perchlorat, Chlorat und Chlorid ident~fiziert werden. Die Radio- 

chromatographische Ausmessung ergab eine Aktivitgtsverteilung von Perchlorat : 
Chlorat : Chlorid wie ca 100 : 10 : 1. 

Die Ergebnisse zeigen, da13 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 
Enzymprgparat seincrseits reduziert, wie im folgenden Abschnitt gezeigt wird. 

Die Red~iktion FOG Chlorat. 
Auf der Abbildung 6 ist die enzymatische DPNH-Oxydation unter LuftabschuB 

in Anwesenheit von Nitrat, Perchlorat oder Chlorat dargestellt. In einer ersten 
schnellen Reaktion, die auf der Abbildung nicht dargestellt ist, wird das vorhandene 
FMN vollst%ndig reduziert. Eine weitere DPNH-Oxydation kann nur stattfinden, 
wenn durch Reduktion eines Acceptors wieder oxydiertes FMN als Elektronen- 
acceptor zur Ver~~ung steht. Deshalb kommt die Reaktion in dem Ansatz ohne 
Elektronenacceptor praktisch zum Stillstand, wghrend in Anwesenheit von Nitrat, 
Chlorat oder Perchlorat die DPNH-Oxydation mit konstanter Geschwindigkeit 

weiterlsuft. Die Abbildung 6 zeigt, da0 Nitrat und Perchlorat mit gleicher Geschwin- 
digkeit, Chlorat dagegen etwa doppelt so schnell reduziert wird. 

Hemmung der Perchioratreduktion durclz Chlorat 
Wie die Abbildung 6 demonstriert wird Chlorat durch zellfreie Extrakte aus 

B. cereus reduziert. Es gilt afs sicher, da13 Chlorat Substrat bakterieller Nitratreduk- 
tasen ist.“-5 Entsprechend ist eine kompetitive Hemmung der Reduktion anderer 
Substrate zu erwarten. In einer friiheren Arbeit6 wurde dieser Hemmungstyp bei der 
Reduktion von Nitrat durch die B. cereus-Nitratreduktase beschrieben. Den EinfluB 
von Chlorat auf die Perchloratreduktion zeigt die Abbildung 7. 

In der Darstellung nach Lineweaver-Burk treffen sich die Kurven fiirdiegehemmten 
und ungehemmten Reaktionen auf der l/v-Achse, was auf einen kompetitiven Hem- 
m~lngsmechanismus hinweist. Die gehemmten Reaktionen zeigen jedoch bei kleineren 
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Perchloratkonzentrationen Abweichungen von der LinearitSt, die Keaktions- 
geschwindigkeiten sind geringer als erwartet. 

Urn dimes Ergebnis enzymk~netis~h disklltieren zu kiinnen, miissen andere Deutun- 
gen ausgeschlossen werden : 

1 Da Chlorat bei etwa gleicher Aflinitat zur Nitratreduktase (Ki ~: 0.13 . IO :I M) 

ipip --- 2, -- 
C 8 12 16 20 min 

ABB. 6. Spektrophotometrische Bestimmung der Reduktion von Nitrat, Chlorat und Perchlorat. 
Die Geschwindigkeit der DPNH-Oxydation wurde in evakuierten und mit Stickstoff gefiilltcn 
Thunberg-Kiivetten bei 341 rnp gemessen. Die Anstitze enthielten: 2.0 ~Mol DPNH, 0.5 ~Mol 
FMN, 20 ~Mol des Anions, 0.1s ml FermentlGsung (1.1 mg Kjeldahl-N) und 250 ~Mol Phosphat- 
puffer pH 7.0. Gesamtvolumen 2.5 ml. Die Reaktion wurde durch Zugabe VW DPNH aus cter 

Retorte gestartet. Die abgebildeten Extinkti~~~sdifferen~n sind nach Ablauf der ersten schnellen 
Reaktion, in der FMN vollstlndig reduziert wird gemessen. Das Ferment war mit 2-Heptyl-4- 

Hydroxychinolin-N-Oxyd vorbehandelt, wie in der Legende zu Tabelle 3 beschriebcn ist. 

200 

.~~ 

150 

a 100 

ABB. 7. Hemmung der Perchloratreduktion durch Chlorat. Standardcnzymansatze mit variabler 
C13B-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 fiihrt Diesem Einwand wird dadurch 
begegnet, dalj such mit der 21 fachen DPNH-Konzentration des Standardansatzes 

der gleiche Hemmungstyp resultiert. 
2. Als Reaktionsprodukt der Chloratreduktion ist Hypochlorit zu erwarten, welches 

durch nicht enzymatischeOxydationen zu irreversibler Hemmunginsbesondere des em- 
pfindlichen Cytochromsystems fiihren kann. 5, ~15 Da bei kleiner Perchloratkonzentra- 

tionderAntei1 derChloratreduktion hoch ist, kann hierdieserMechanismuszurWirkung 
kommen und wiirde zu verminderter Perchloratreduktion fiihren. Diese Miiglichkeit 
l;iDt sich durch folgender iiberlegungen ausschliefien. Der Effekt sollte sich bei der 
Hemmung der Nitratreduktion durch Chlorat in gleicher Weise zeigen, was nicht 
der Fall ist.G Die Reduktion von Chlorat miil3te nach demselben Prinzip mit zuneh- 
mender Reaktionszeit durch sich selbst gehemmt werden. Die Abbildung 6 zeigt, dafi 
die Chloratreduktion fiir mindestens 20 min mit gleichbleibender Geschwindigkeit 
ablguft. Schliefllich ergibt sich bei der Umgehung des Cytochromsystems bei Elek- 
tronentransport von DPNH zum Nitrat mit FMN als Elektronentr$ger der selbe 
Hemmungstyp wie bei Beteiligung des Cytochromsystems mit Vitamin KS als Elektron- 
entrgger. Diese Ergebnisse und Betrachtungen machen es wahrscheinlich, dalj der 

beobachtete Effekt enzymkinetisch zu deuten ist. Einige Aspekte sollen in der Dis- 
kussion besprochen werden. 

Hemnzung der Nitratreduktase (lurch Nitrii 

lntakte Zellen von B. cereus kiinnen in Anwesenheit mehrerer Intermediiirprodukte 
des Kohlenhydratstoffwechsels als Elektronendonatoren Nitrit reduzieren.le Die 
Geschwindigkeit der Nitritreduktion ist immer sehr vie1 geringer als die Nitrat- 
reduktion, sodaI es bei der Reduktion von Nitrat zur Ansammlung von Nitrit 
kommt. Da Nitrit in hijheren Konzentrationen fiir die Zellen toxisch ist,17-19 wgre 
fir die Zellen ein Mechanismus giinstig, der bei hiiheren Nitritkonzentrationen die 
weitere Nitratreduktion hemmt. Ein solcher Mechanismus wurde bei in takten Zellen 
bei E. co/i beschrieben, wo Nitrit die adaptive Synthese der Nitratreduktase hemmt.18 

ABE. 8. Hemmung der Perchloratreduktion durch Nitrit. Standardenzymansltze mit variabler 

CWPerchloratkonzent~ation 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 EinfluB 
such auf die Aktivitgt der Nitratreduktase hat. Dazu wurde die Reduktion von Per- 
chlorat benutzt, weil dabei das anwesende Nitrit die Messung der Reaktion nicht 
stijrt. Der Einflul3 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 . 10 -3 M keinen EinAul3 auf die Per- 
chloratreduktion. Hinweise auf den Angriffsort der Nitrithemmung sind in der 
Tabelle 3 enthalten. 

TABELLE 3. E~NFLU~ VON NATRUJMNITRIT AUF DIE NITRATREDUKTIO~ 

A B 

Nitrit dE/min “/g Hemmung Nitrit 5, Elmin “//, Hemmung 
___~ 

0.120 0.046 
10m2 M 0.096 20 5. IO-” M 0.035 24 

10 “M 0.029 37 

A. Messung der Oxydatic nsgeschwindigkeit des DPNH mit FMN als Acceptor in Nitrat- 

abwesenheit (DPNH-dehydrogenaseaktivitht) Am&e: 1 ~Mol DPNH, 0.5 ,~Mol FMN, 

0.1 ml Fermentlasung (0.12 mg Kjeldahlstick\toff), 250 ~Mol Phosphatpuffer pH 7.0, 

Gesamtvc lumen 2.5 ml. 

B. Messung der DPNH-Oxydation mit FMN als ElektronentrSger und Nitrdt als Acceptor. 

(Nitratreduktaseaktivitgt) Ansltze 2.0 ~Mol DPNH, 0.5 ~Mol FMN, 0.2 ml Ferment- 

liisung (I ,2 mg Kjeldahlstockstoff), 10 ~Mol KNOS, 250 ~Mol PhosphatpulTer pH 7.0, 

Gesamtvolumen 2.5 ml. Die Reaktion wurde in Thunbergkiivetten unter LuftabschlulJ 

bei 341 ~I+L gemcssen. 
Die Extinkti,,nsdifferenzen der B-Ansitze wurden nach Ablauf der ersten schnellen 

Reaktion gemessen, in der das FMN vollst%ndig reduziert wird. (Siehe such Abbildung 

6.) In Abwesenheit von FMN ist mit DPNH allein eine geringe Nitratreduktion miiglich 

(siehe Tabelle 1). Dieser Anteil wurde in den Versuchen der Tab&e 3 durch Zusatz vvn 

5.0 pg/ml 2-Heptyl-4-Hydroxychinolin-N-Oxyd zum Ferment vbllig gehemmt. 

Die Werte zeigen, da8 sowohl die Reduktion von FMN durch DPNH in Nitratab- 
wesenheit, als such der Elektronentransport von reduziertem FMN auf Nitrat durch 
Nitrit gehemmt wird. Es ist allerdings fraglich, ob die beschriebene Hemmung eine 
physiologische Bedeutung hat, da die zur Hemmung notwendigen Nitritkonzentra- 
tionen sehr hoch sind. 

DISKCJSSION 

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 AktivitHten sind in gleicher Weise von der Wasserstofionen- 
konzentration, der Inkubationstemperatur sowie von verschiedenen Elektronen- 
donatoren und Cofaktoren abhKngig 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 I?‘,,,- Werte stimmen mit den Kf-Werten. berechnet 

aus der Hemmung des anderen Anions gut iiberein. Diese Ergebnisse lassen keinen 
Zweifel daran, da6 Nitratreduktase und Perchlorat-reduzierendes Enzym identisch 
sind. 
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Andere Substrate der Nitratreduktase sind Chlorat und Bromat.“p5 Jodat ist zwar 
kompetitiver Hemmer der Nitratreduktase aus E. co/i, wird aber selbst nicht reduziert.” 
Taniguch? nimmt an, dal3 der griissere Atomabstand Halogen-Sauerstoff im Jodat 
gegeniiber Chlorat und Bromat die Reduktion verhindert. 

Da0 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 vie1 stabiler als Chlorat und Bromat. 
Zweitens entsteht dadurch die bemerkenswerte Situation, da13 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, ngmlich bei der Reduktion von 
Nitrit zu Ammoniak durch zellfreie Extrakte aus Nitratassimilierenden Zellen von 
E. coli (Lazzarini und Atkinson’O). 

Die Autoren nehmen an, dalJ ein einzelnes Enzym drei aufeinander folgende 
Reduktionsschritte katalysiert, in denen Nitrit (Oxydationsstufe des Stickstoffs $3) 
iiber Intermediate mit den Oxydationsstufen +1 (unbekannt) und - 1 (Hydroxylamin) 
zu NH3 (-@3) reduziert wird. Die Beweisfiihrung stiitzt sich darauf, daB die Nitrat- 
reduzierende- und Hydroxylaminreduzierende Aktivitat wghrend der Fermentreini- 
gung in gleichem Verhsltnis angereichert wird und beide Aktivitgten gleiche Hitze- 

bzw. UV-Inaktivierung zeigen. 
Es besteht jedoch ein prinzipieller Unterschied zu den Verhgltnissen bei der Per- 

chloratreduktion. Denn bei der beschriebenen Nitritreduktion ist kein freies 
Hydroxylamin als Zwischenprodukt nachzuweisen und Versuche mit Nls-markiertem 
Nitrit zeigten, dalj wHhrend der Reduktion zu NH3 keine Equilibrierung mit zugesetz- 
tem nicht markiertem Hydroxylamin auftrat. Die Autoren schliel3en daraus, da13 die 
mehrstufige Reduktion von Nitrit zu NH3 ohne Abdissoziation von Intermediaten 
stattfindet. Bei der Perchloratreduktion durch B. ceveus-Nitratase entsteht dagegen 
zunschst freies Chlorat (Abbildung 5), das entsprechend seiner Konzentration und 
Affinitgt seinerseits reduziert werden kann. 

Danach ist ZLI fordern, dafi zugesetztes nicht markiertes Chlorat mit Clsc-Chlorat aus 
der Perchloratreduktion equilibriert. 

Die Abweichungen vom Typ der kompetitiven Hemmung der Perchloratreduktion 
durch Chlorat (Abbildung 7) lassen allerdings vermuten, da13 die Equilibrierung nicht 
vollstsndig ist. Die bisherigen Ergebnisse lassen keine zwingende Analyse des Effektes 
ZU. Eine ErklzrungsmGglichkeit besteht jedoch darin, da13 die Nitratreduktase die Dis- 
proportionierung von Chlorat zu Chlorid und Perchlorat katalysiert, wobei allerdings 
das aus der Perchloratreduktion entstehende Chlorat bevorzugt sein miil3te. Eine 
KlHrung dieses Problems sol1 in einer spgteren 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 abhtingig. Azid, Cyanid und 2,CDinitrophenol 
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hemmen beide Aktivitaten in gleichem MaDe. Die Reduktion eines Anions wird durch 
das andere Anion im Sinne einer kompetitiven Hemmung beeinflufit. Diese Ergebnisse 
werden als beweisend dafiir angesehen, dal3 Nitratreduktase und Perchlorat redu- 
zierendes Enzym identisch sind. 

Das Produkt der Perchloratreduktion ist Chlorat. Chlorat wird seinerseits durch 

die Nitratreduktase reduziert. In hijherer Konzentration hemmt Nitrit sowohl die 
Nitrat- als such die Perchloratreduktion. 
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