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g lucose  c o n c e n t r a t i o n  0-2 %. S o m e  of t h i s  c u l t u r e  l i qu id  
w a s  a d d e d  to  t h e  a g a r  s l a n t  t u b e s .  T h e  b a c t e r i a l  coa t  
was  f i r s t  l i f ted  off a n d  m i x e d  w i t h  c u l t u r e  l iqu id ,  a n d  
t h e n  t h e  s o l u t i o n  was  p o u r e d  i n t o  a n  E r l e n m e y e r  f lask.  
A f t e r  v i g o r o u s  s h a k i n g  a u n i f o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  
s u s p e n s i o n  is o b t a i n e d .  T h i s  s u s p e n s i o n  is used  to  
i n o c u l a t e  t h e  l i qu id  c u l t u r e  m e d i a  of 125 m l  E r l e n m e y e r  
f lasks  (in e a c h  50 mt  c u l t u r e  l i qu id  + 2 ml  suspens ion ) .  
E v e r y  d a y  t h r e e  of t h e s e  f lasks  a re  a n a l y s e d  for  t o t a l  
n i t r o g e n  b y  t h e  PARNAS-WAGNER m i c r o - K j e l d a h l  
m e t h o d .  T h e  a n a l y s e s  f u r n i s h  t h e  fo l lowing d a t a  in  
r e spec t  to  t h e  n i t r o g e n  f ix ing  capac i t i e s  of t h e  d i f f e r e n t  
s t r a i n s  : 

Table I 

Amount of nitrogen in 100 ml suspension of different strains of 
nitrogen fixing bacteria of cows, sheep, and horses 

Day 
of 

experi- 
ment  

Star t  
1st day 
2nd day 
3rd day 
4th  day 
5th day 
7th day 

10th day 
14th day 
20th day 

nag N in 1O0 ml liquid culture nledium inoculated 
with bacteria of the: 

Horse 

1.1. 

Cow 

V.f. [ 

0.19 
0-27 
0'40 
0-42 
0.45 
0.55 
0.65 
0.95 
1.18 
1.10 

Sheep 

I.e. I I.e. 

0'16 0.16 
0"16 0,19 
0.19 0.23 
0,27 0.30 
0.28 0.32 
0"38 0.38 
0.56 0.67 
0'63 0'71 
1.14 1.13 
1'11 1.22 

I.d. VI. f. 

0.20 0-18 0.17 
0.29 0.25 0,22 
0.38 0-28 0.35 
0.40 0.33 0.54 
0.39 0.35 0.55 
0.38 0.35 0.59 
0-39 0.30 0.77 
0-39 0.55 0'79 
0.37 0.76 0.94 
0.40 0.84 0,75 

T h e  g iven  d a t a  a re  a v e r a g e  v a l u e s  of 3 s amples .  T h e  
d i f f e rences  b e t w e e n  t h e s e  3 v a l u e s  a re  s t a t i s t i c a l l y  
i n s ign i f i c an t .  T h e  inc rease  in  n i t r o g e n  is. m o s t  r e m a r k -  
a b l e ;  t h i s  a g a i n  shows  t h a t  t h r o u g h  t h e s e  b a c t e r i a  
n i t r o g e n  of t h e  a i r  c a n  e n t e r  i n t o  t h e  m e t a b o l i s m  of  o u r  
f a r m  a n i m a l s .  B u t  t h e  d a t a  also show t h a t  t h e r e  a re  
g r e a t  d i f f e rences  in  r e g a r d  t o  n i t r o g e n  f ix ing  a b i l i t y  
b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  s t r a i n s  of b a c t e r i a  e v e n  w i t h i n  t h e  
s a m e  a n i m a l  (for i n s t a n c e  cow I.  d. a n d  cow V. f.). 

W i t h  r e g a r d  to  t h e  n u t r i e n t  so lu t ion ,  t h e  q u e s t i o n  is 
r a i s ed  w h e t h e r  succ in ic  ac id  or  g lucose  or  b o t h  of t h e m  
a re  i n d i s p e n s a b l e  for  n i t r o g e n  f ixa t ion .  E x p e r i m e n t s  in  
t h i s  l ine  show t h a t  e a c h  of t h e s e  s u b s t a n c e s  a l o n e  o r  
b o t h  t o g e t h e r  c an  ef fec t  n i t r o g e n  f ixa t ion .  Glucose  a lone  
is m o r e  e f f ic ien t  t h a n  succ in i c  ac id  a lone .  B u t  n o n e  of 
t h e m  e n a b l e s  such  v i g o r o u s  n i t r o g e n  f i x a t i o n  as do  b o t h  
t o g e t h e r .  

D u r i n g  t h e  p e r i o d  of f ixa t ion ,  t h e  PH v a l u e  o f t e n  
d rops ,  s o m e t i m e s  d o w n  t o  PH 4.5. A t  t h i s  degree  of 
a c i d i t y  n o  m o r e  n i t r o g e n  f i x a t i o n  can  t a k e  p lace ,  b u t  if 
t h e  o p t i m u m  v a l u e  (PH 8-0) is e x p e r i m e n t a l l y  r e e s t a b l i s h -  
ed, n i t r o g e n  f i x a t i o n  beg ins  aga in .  T h i s  is t h e  case  w i t h  
s t r a i n  H o r s e  1.1., w h e r e  t h e  PH v a l u e  d r o p p e d  f r o m  8.0 
t o  5-5 w i t h i n  four  days .  R e - e s t a b l i s h m e n t  of t h e  PH 
v a l u e  t o  PH 8.0 t h r o u g h  a d d i t i o n  of NaCO3 causes  
f i x a t i o n  to  b e c o m e  v i g o r o u s  a g a i n  a n d  r e su l t s  in  t h e  
m a x i m u m  a m o u n t  of n i t r o g e n  or 1.8 m g  pe r  100 ml  of 
c u l t u r e  l iquid ,  wh i l e  t h e  u n c h a r g e d  con t ro l s  r e m a i n  a t  
1.0 m g  pe r  100 ml .  

I t  is k n o w n  t h a t  n e w - b o r n  a n i m a l s  do n o t  possess  a n y  
i n t e s t i n a l  m i c r o - o r g a n i s m s .  T h e y  a c q u i r e  t h e m  w i t h  t i le  
f i r s t  l o t  of grass  or  hay ,  soi led b y  e x c r e m e n t ,  I f  t h i s  is 
so, t h e  s a m e  n i t r o g e n  f ix ing  b a c t e r i a  m a y  b e  f o u n d  in 
t h e  fmces too .  I ndeed ,  w i t h  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  above ,  
t h e  c u l t i v a t i o n  of n i t r o g e n  f ix ing  b a c t e r i a  f rom cow 
e x c r e m e n t s  co l l ec ted  a t  t h e  m o m e n t  of d e f e c a t i o n  was  

successful .  T h i s  m a y  b e  a n  e x p l a n a t i o n  for  DARH'S I 
o b s e r v a t i o n ,  t h a t  " t h e  v a l u e  of f a r m y a r d  m a n u r e  (cow 
dung)  is d u e  n o t  o n l y  to  i t s  n i t r o g e n  c o n t e n t ,  b u t  a lso t o  
i t s  p o w e r  to  fix n i t r o g e n  of t h e  a i r " .  

U n t i l  r e c e n t l y  i t  was  c o n s i d e r e d  i m p o s s i b l e  t h a t  t h e  
m o l e c u l a r  n i t r o g e n  of  t h e  a t m o s p h e r e  cou ld  t a k e  a n y  
a c t i v e  p a r t  in  t h e  m e t a b o l i s m  of a n i m a l s .  T6TH, WOLSKY, 
a n d  BkTORI z were  t h e  f i r s t  t o  show t h a t  f i x a t i o n  of 
f r e e  n i t r o g e n  of t h e  a i r  occu r s  in  aph ides .  S ince  t h e n  
n i t r o g e n  f i x a t i o n  h a s  b e e n  f o u n d  in  m a n y  o t h e r  species  
of insec t s  c o n t a i n i n g  s y m b i o t i c  m i c r o - o r g a n i s m s  (T6TH3). 
O u r  e x p e r i m e n t s  show t h a t  t h e  f i x a t i o n  of n i t r o g e n  
b y  m e a n s  of m i c r o o r g a n i s m s  is n o t  l i m i t e d  to  insec t s  
b u t  ex i s t s  a lso in  f a r m  an ima l s .  

I am indebted to the Swedish Wenner-Gren Foundation for a 
grant which has fianced this work, g .  TdTH 

Microb io log ica l  I n s t i t u t e ,  U p p s a l a ,  Sweden ,  M a y  14, 
1948. 

Zusammen/assung 
1. Aus  s te r i l  e n t n o m m e n e m  I n h a l t  des  P a n s e n s  v o m  

R i n d ,  d e m  Schafe  u n d  des  Co lcums  des P f e rde s  k o n n -  
t e n  a u f  e i n e m  s t i cks to f f f r e i en  A g a r n ~ h r b o d e n  ve r -  
s c h i e d e n e  S t / i m m e  s t i c k s t o f f b i n d e n d e r  M i k r o o r g a n i s m e n  
g e z t i c h t e t  we rden .  2. I n  s t i cks to f f f r e i e r  N / i h r l 6 s u n g  ver -  
m S g e n  diese R o h k u l t u r e n  L u f t s t i c k s t o f f  in  ve r sch ie -  
d e n  s t a r k e m  MaBe zu b i n d e n .  3. Als  C-Quel le  e rwiesen  
s ich G lukose  u n d  B e r n s t e i n s S u r e  aIs gee ignet .  G lukose  
a l le in  e r g i b t  besse re  R e s u l t a t e  in  de r  S t i ck s to f f an re i -  
c h e r u n g  als B e r n s t e i n s / i u r e  al lein.  N o c h  besse r  a b e r  wir-  
k e n  be ide  S u b s t a n z e n  z u s a m m e n .  4. Bei  S t / i m m e n  m i t  
ausgep r f ig t e r  FAhigkei t ,  S t i c k s t o f f  zu b i n d e n ,  I~ll t  d e r  
P H - W e r t  de r  N / i h r l 6 s u n g  m a n c h m a l  so s t a r k  (bis 4,5), 
d a b  die S t i c k s t o f f b i n d u n g  a u f h 6 r t .  Be i  W i e d e r h e r s t e l -  
l u n g  de r  u r s p r t i n g l i e h e n  PH-VerhXl tn isse  (PH 8,0) s e t z t  
sie w i e d e r  ein.  5. Die  h 6 c h s t e n  W e r t e  de r  S t i c k s t o f f a n -  
r e i c h e r u n g  e r r e i c h t e n  1,8 m g  N p ro  100 ml  N X h r l 6 s u n g  
gegen f ibe r  e i n e m  A u s g a n g s w e r t  y o n  0,18 m g  N p ro  
100 ml.  6. ~ h n l i c h e  s t i c k s t o f f b i n d e n d e  IV[ikroorganismen 
k o n n t e n  eben fa l t s  au s  f r i sch  g e s a m m e l t e n  Fmces  des  
R i n d e s  gez f i ch t e t  werden .  

1 N. R. DARII, Nature 159, 65 (1947). 
L. TSTu, A. WOLSKV, and M. /3~.TORI, Z. vergl. Physiol..30, 67 

(1942). 
a L. TdTn, Monographs Natural Sciences, V, 1 (Budapest 1946). 

Q u e l q u e s  p r o p r i f t f s  b a s i q u e s  d e  l a  s t r e p t o m y c i n e  

A la  su i t e  des  r ~ s n l t a t s  de  S. COHEN 1 e t  des  n 6 t r e s  2 
re la t i f s  k Ia f o r m a t i o n  de  c o m p l e x e s  in so lub le s  e n t r e  la  
s t r e p t o m y c i n e  e t  tes ac ides  nuc l6 iques ,  n o u s  a v o n s  re-  
che r ch6  si ce n ' 6 t a i t  p a s  u n e  p r o p r i 6 t 6  g6n6ra le  de la  
bas i c i t 6  de  la  s t r e p t o m y c i n e  de d o n n e r  des  c o m p l e x e s  
inso lub les  avec  des  s u b s t a n c e s  o r g a n i q u e s  ~ p o i n t  iso61ec- 
t r i q u e  acide.  N o u s  a v o n s  a ins i  o b t e n u  de  ces c o m p l e x e s  
avec  t ' a c ide  t a n n i q u e ,  la  c6pha t ine ,  des  ac ides  gras  
t ongues  cha ines  (ol6ique, pa lmi t ique )3 .  

E n  ce qu i  c o n c e r n e  p lus  s p 6 c i a l e m e n t  les p h o s p h a t i d e s ,  
s i gna lons  t o u t  d ' a b o r d  que  nous  n ' a v o n s  pu  o b t e n i r  de 

1 S. COHEN, J. Biol. Chem. 168, 511 (1947). 
2 F. GRO5, g.  RYBAK, M. MACHEBgEuFet U. RAMBECH, C. R. Acad. 

Sci. 226, 1550 (1948). - F. GRos et/3. RYIIAK, Helv. ehim. acta (sous 
press@ 

a En ajoutant une solution de strcptomycine ~ des 6mulsions en 
eau distill6e ou m6me salve /t 90[oo d'aeide ol6ique ou palmitique 
amendes ~ PH 7,5-8, on constate la formation d'un pr6cipit6 trbs 
abondant qui flocule facilement et adhbre aux parois du tube. Avec 
l'oldate de sodium, la glucosamine-HC1, la trim6thylamine-HC1 ou 
encore CINH 4 donnent une tr~s importante pr6eipitation. 
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complexes entre l 'ovol~cithine ou la l~,cithine du soja et 
la s t reptomycine-H C1 h PH 7 ou 11. Ce fair provient  sans 
doute  de ce que la 16cithine pr~sente des Ionctions acides 
t rop faibles par suite de ta neutralisation interne entre 
les groupements  phosphoriques et la choline 1 contraire- 
ment  ~, la c6phaline qui se comporte comme un acide 
monobasique ~, dans ce dernier cas, on obtient  rapide- 
merit avec la s t reptomycine un pr6cipit6 abondant .  
Le z6phirol (ehlorure de dod6cylbenzyldim6thylammo- 
nium) ct la sapamine (m6thylsulfate d 'oldylamino&hyl-  
di6thylm6thylammonium) donnent  6galement des com- 
plexes insotubles avec ta c6phaline qui se redissolvent 
dans un execs de z~phirot ou de sapamine;  par contre Ies 
complexes c6phaline-streptomycine ne se redissolvent 
p ra t iquement  pas dans un eXcSs de streptomycine.  
Signalons que le chlorhydrate d 'hydroxylamine  donne 
un faible pr6cipit6 avec les c6phalines, par contre la 
d-glucosamine-HC1, le chlorhydrate de t r im6thylamine,  
l 'hydrochlorure de guanidine, le chlorhydrate d'aniline,  
l 'arginine, l 'hexam&hyl~net6t ramine ne donnent  rien 
dans les mSmes conditions. D 'aut re  part,  ni les cdnapses 
lipo-prot~iques du sdrum, ni l 'antig~ne somatique des 
bact~ries Gram moins (Phytomonas  tume/aciens, Eber- 
theUa typhosa 0 901), ni les lipides extractibles du bacille 
de Koch par le m&hyla l  ne donnent de complexes inso- 
lubles avec Ia s t reptomycine;  enfin les acides folique, 
ascorbique, nicotinique et indolac&ique, et le tauro- 
cholate de sodium se sont comport6s ident iquement .  

Le complexe streptomycine-c6phaline est soluble dans 
l '&her,  en milieu alcalin (NaOH, NH,OH,  hydroxyl-  
amine-HCt,  mono&hanolamine,  hexam6thyl~net6tra-  
mine), en pr6sence de sels neutres (Clara, citrate), inso- 
luble dans CI~Ca. I1 se solubilise 6galement par un court  
chauffage mais ne se reforme pas par  refroidissement, 
contra i rement  au complexe s treptomycine-acide nucl6- 
ique. Si apr~s refroidissement on ajoute de la strepto- 
mycine au milieu renfermant  le complexe dissous, on 
ne constate aucune prSeipitation, par contre, l 'addi t ion 
de c6phaline entralne la r6apparition du complexe. De 
plus, si on met  en pr6sence le complexe c6phaline- 
s t reptomycine et de l 'acide ribonucl6ique de levure et 
que l 'on chauffe c e in61ange, le complexe se solubilise et 
il se reforme un nouveau colnplexe par refroidissement 
qui, de route ~vidence,  ne~ peut  &re qu 'un  syst~me 
s t reptomycin e-acide nucl~ique. Ces faits montrent  que 
le complexe streptomycine-c6phaline (et vraisemblable- 
ment  le complexe streptomycine-acide nucl6ique) se 
dissocie par chauffage en milieu neutre, mais, tandis que 
dans le cas acide nucl~ique, celui-¢i ne se modifie pas, la 
c~phaline se d~nature par chauffage en presence de 
s t reptomycine  (ni la s t r e p t o m y c i n e  ni la c6phaline 
chauff6es, ind6pendamment  h PH 7, ne perdent leur pro- 
pri6t6 de combinaison r6ciproque; de plus, chauff6e avec 
de la d-glucosamine-HC1 et  de la guanidine-HC1, la c6- 
phaline ne perd pas sa ¢acult6 de pr6cipiter avec la 
streptomycind).  

Peu soluble dans le taurocholate  de sodium, le sel 
streptomycine-c6phaline est insoluble dans l 'alanine, le 
glycoeotle, ta cr6atine, l 'acide glutamique,  le chlorure de 
guanidine, l'ur6e. 

Signalons enfin que la t rypaf lavine donne 6galement 
des complexes insolublcs avec la c6phaline et l 'acide 
ribonucldique. Ces complexes, du type de ceux obtenus 
par CHARGAFF et Zl rv  ~, sont cependant insolubles 
chaud contrairement  aux complexes c6phaline ou acide 

1 T. H. JUKES, J. Biol. Chem. 107, 781 (1934). 
a H. RUDY et I. H. PAGE, Z. Physiol. Chem. 193, 251 (1930). 
a E. CHARGAFr et M. Z1vv, J. Biol. Chem. 1:31, 25 (1939). 

nucl6ique-strcptomycine.  Ils se dissolvent ~ froid dans 
la solution de BANGA-SzENT-GYORGYI 1 en  donnant  
une coloration orang~e et dans la solution d'EDSALL- 
]3ANGA-SZENT-GYORGYI 1 en donnant  une l iqueur jaune 

fluorescence verte.  
De ces faits ressortent plusieurs conclusions ou sp6- 

culations : 
10 On notera le parall61isme qui existe entre les sels 

c6phaline-streptomycine et  les sels c6phaline-sahnine 
(protamine) obtenus par  CHARGAFF', 3. Ceci nous conduit  

consid6rer que, au cours du remaniement  incessant 
dont  sont l 'obje t  les mol&utes d 'une cellule vivante,  la 
s t reptomycine pourrai t  se substi tuer aux prot6ines 
basiques-supports des ribo- ou d6soxyribonucl6oprot6- 
ines et  ainsi inhiber le m&abolisme des nucl6oprot6ines. 
Le fair que l 'acide nucl6ique d&oxifie la cellule into- 
xiqu6e par les acridines 4 - et vra isemblablement  par la 
s t reptomycine - justifierait  cette hypoth~se. 

20 La raise en 6vidence de ces nouveaux complexes 
confirme pleinement notre point  de rue  quant  ~ l a  
formation de v6ritables sels entre la s t reptomycine et 
les acides nucl6iques 5 contrairement  h la conception de 
complexes ~lectro-ads0rptifs d6fendue par MASSART et 
ses collaborateurs% 

30 L 'act ivi t6  ant i -s t reptomycine du lipositol d6cou- 
ver te  par RHYMER et ses collaborateurs 7 nous paral t  
relever, pour une grande pattie,  ~ la pr6sence dans ce 
m61ange complexe d 'une impor tan te  proportion d 'acide 
oldique s. 

4 ° En  poursuivant  l 'analogie entre les prot6ines ba- 
siques e t  la streptomycine,  on se souviendra que d'apr~s 
K o s s ~ r  ~ ce serait les groupements guanidiques des pro- 
t6ines basiques qui seraient responsables de teur toxicit6, 
o r :  

a) La s treptomycine poss~de par  sa fraction strepti-  
dine des groupements  guanidiques et, 

b) M~LLI~R et  cotlaborateurs sur E.  coli ~° EULER et 
JAAR~IA sur Proteus vulgaris ~ ont montr6 que les pro- 
tamines et les histones avaient  des propri6t6s statiques. 
Sans insister au t rement  sur le mode d 'act ion sur lequel 
nous aurons l 'occasion de revenir prochainement,  nous 
indiquerons ici les crit~res de toxicit6 de la strepto- 
mycine. A notre sens, la toxicit6 re l ive  au moins de dcux 
m6eanismes : 

1 ° un v6ritable choc neuroclasique lib A la formation 
de complexes insolubles avec les c6phalines et amenant  
les troubles connus dans l 'audition, la v is ion. . .  

2 o un choc pharmacodynamique,  propri6t5 gen6rale 
des groupements  guanidiques (contraction musculaire, 

1 I. BANGA et A. SZENT-GY6RGYI) Enzymologia 9, 97 (1940). 
2 E. CHARGAFF, J. Biol. Chem, 126, 661 (1938). 
a Certaincs diff6rences sont h remarquer, par  exemple: a) la pos- 

sibilit6 d 'obtenir  des sels A fH 10-11 entre la 16cithinc et ta salmine 
(CnAROAVF) et l ' impossibilit6 d'cn obtenir dans les m4mes conditions 
avec la 16eithine et  la s t reptomyeine;  b) Ie fait quc l 'histone extrai te  
du thymus pr6cipite avee le tauroeholate de sodium tandis quc la 
streptomycine, m~me h 100000 unit6s/ml, nc pr4cipite pas. 

4 H. MCILWAIN, Biochem. J. 35, 1311 (1941). 
5 F. GROS et  B. RV~AK, Helv. chim. acta (sous prcssc). 
n L. MASSART, G. PEETERS, J. DE LEY, R. VERCAUTEREN et A, 

VAU HOUCKE, Exper. 3, 288 (1947); L. ~ASSART, G. PEETERS et A, 
VAU HOUCKE, Exper. 3, 289 (1947). 

7 I. RHYMER, G. I. WALLACE, L. W. BYERS et H. E. CARTER, J. 
Biol. Chem. 169, 457 (1947). 

s D. "W. WOOLLEY, J. Biol. Chem. 147, 581 (1943). 
a A. KOSSEL, Protamine und Histone. Einzeldarstellungcn aus 

dem Gesamtgebict dcr Biochemie (Leipzig-Wien 1929). 
l0 B. F. MILLER, R. ABRAMS, A. DORFMANN et M. KLEIN, Science 

96, 428 (1942). 
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p a r a l y s i e  c e n t r a l e  e t  p 6 r i p h 6 r i q u e . . . ) .  Ce choc,  q u e  l ' o n  
r e t r o u v e  d a n s  l ' i n t o x i c a t i o n  p a r  CC1, p a r  e x e m p l e  0,2 il 
c o r r e s p o n d  k u n e  a c c u m u l a t i o n  de g u a n i d i n e L  p e u t  ~ t re  
c o m b a t t u  p a r  l ' a d m i n i s t r a t i o n  de  coca ine  ou  de  n o v o -  
ca ine  ~ e t  p e u t - ~ t r e  de  glucose  qu i  e s t  u n  a n t i e o n v u l s i f  
d a n s  les chocs  g u a n i d i q u e s  d ' a p r ~ s  ELLIS 3. 

t3. RYBAK e t  F.  GROS 

I n s t i t u t  P a s t e u r ,  Par i s ,  le 24 m a t  1948. 

Summary 

S t r e p t o m y c i n  fo rms  a n  inso lub le  c o m p l e x  w i t h  
o r g a n i c  s u b s t a n c e s  of w h i c h  t h e  i soe lec t r ic  p o i n t  is s i t u a t -  
ed  in  t h e  ac id  r a n g e  s u c h  as  cepha l in ,  oleic, pa lmi t i c ,  
a n d  t a n n i c  acid .  

1 j .  W. TOMB et M. M. HELMY, J. Trop. Med. Hyg. 36, 265 (1933). 
2 E. FRANK et R. STERN, Arch. exp. Path. Pharm. 90, 168 (192t). 
3 M~ M. ELLIS, Bioehem. J. 22, 941 (1928). 

Cyanase, a new Enzyme Catalysing 
the Hydrolysis of Cyanate 

I t  was  r e c e n t l y  f o u n d  t h a t  s o m e  pharmacological 
p r o p e r t i e s  of c y a n a t e ,  e. g. t h e  d i u r e t i c  a c t i o n  in  r a t s L  
was  los t  on  i n c u b a t i o n  of c y a n a t e  w i t h  s e r u m  a n d  o r g a n  
e x t r a c t s  ~. Th i s  was  p a r t l y  due  to  b i n d i n g  of c y a n a t e  b y  
c e r t a i n  p r o t e i n s  3, b u t  t h e  p o s s i b i l i t y  r e m a i n e d  t h a t  a n  
e n z y m i c  d e s t r u c t i o n  m i g h t  h a v e  t a k e n  p lace  as well. A 
f u r t h e r  i n d i c a t i o n  for  t h e  p r o b a b l e  e x i s t e n c e  of a 
m e c h a n i s m  d e s t r o y i n g  c y a n a t e  in  l i ve r  w as  o b t a i n e d  
in  r e c e n t  e x p e r i m e n t s  b y  DIRNHUBER a n d  SCHOTZ*, 
w h e n  s m a l l  b u t  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  of c y a n i c  ac id  were  
l i b e r a t e d  a n d  d is t i l l ed  f r o m  b r a i n  a n d  o t h e r  t issues,  b u t  
n o  t r a c e  was  r e c o v e r e d  f rom e i t h e r  f resh  l ive r  t i s sue  or 
a f t e r  i t  was  i n c u b a t e d  u n d e r  phys io log ica l  cond i t i ons .  
A n  i n v e s t i g a t i o n  was  t h e r e f o r e  u n d e r t a k e n  to  see 
w h e t h e r  a n  e n z y m e  cou ld  b e  f o u n d  in  t i s sues  w h i c h  
was  c a p a b l e  of d e s t r o y i n g  c y a n a t e .  

A n  e n z y m e  was  f o u n d  in l iver ,  k i d n e y  a n d  e r y t h r o c y t e s ,  
c a p a b l e  of c a t a l y s i n g  t h e  h y d r o l y s i s  of c y a n i c  ac id  i n t o  
a m m o n i a  a n d  c a r b o n  d ioxide ,  t h u s :  

H C N O + H 2 0  = N H a + C O ~  

A q u e o u s  e x t r a c t s  were  m a d e  of o r g a n s  f rom f r e sh ly  
k i l l ed  r a t s  or  g u i n e a  pigs  b y  g r i n d i n g  t h e  o r g a n s  w i t h  
m o i s t e n e d  s a n d  a n d  e x t r a c t i n g  t h e  m a t e r i a l  w i t h  wa te r .  
0"4 M-phosphate buffer solution (PH 6-3) was added 
t o  t h e  c e n t r i f u g e d  e x t r a c t  (1 :5 ,  v . / v . ) ;  0 - 2 - 0 . 3  m t  of 
t h i s  m i x t u r e  was  p l a c e d  i n t o  one  s ide a r m  of  a ~Varburg  
vessel .  0 .2  m l  of a f r e sh ly  m a d e  0.1 M a q u e o u s  so lu t ion  
of s o d i u m  c y a n a t e  was  p l a c e d  in  t h e  o t h e r  s ide a rm .  
P u r e  s o d i u m  c y a n a t e  was  m a d e  f rom u r e a  a c c o r d i n g  to  
][3ADER, DUPR~, a n d  SeHOTZ 5. 2.8--3-0 m l  0 . 4  M - p h o s -  
p h a t e  b u f f e r  (PrI 6"3) were  p l a c e d  in  t h e  m a i n  c o m p a r t -  
m e n t .  I t  c a n  b e  seen  in  Fig.  1 t h a t  b o t h  l i v e r  a n d  
k i d n e y  e x t r a c t s  were  a c t i v e  in  a c c e l e r a t i n g  t h e  h y d r o -  
lys is  of c y a n a t e  a t  PH 6"3. Se rum,  or  s im i l a r l y  I l l a d e  
e x t r a c t s  of b r a i n  or  m u s c l e  s h o w e d  no  a c t i v i t y  a t  t h i s  
PH- N o  i n d i c a t i o n  was  y e t  f o u n d  for  t h e  e x t r a c t s  

x F. Scri0TZ, J. Physiol. lO5, 17, P (1946). - K. M. BIRCH and 
F. SCHI3TZ, Brit. J .  I?harmacoI. 1, 186 (1946). 

2 M. MILLINGTON and F. SCUOTZ, in preparation. 
3 S. B. HOLTHAM and F. Scrt~TZ, Biochim. Biophys. Aeta (1948), 

in the press. 
i p. DJRNHUB~R and F. Scrti)Tz, Biochem. J. gl, liv (1947); 

Bioehim. Biophys. Aeta, in the press, (1948a); Biochim. Biophys. 
Acta,.in the press, (1948b). 

ti R. BADER, D. J. DUPRI~., and F. SCIIOTZ, in the press. 
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Fig. 1. - Hydrolysis of 1.3 mg sodium eyanate at PH 6-3 (phosphate 
buffer, 0.4 M), in the presence of liver extract (A), and kidney 

extract (B). C = spontaneous hydrolysis. 

h a v i n g  a n y  c a t a l y t i c  a c t i o n  in  t h e  oppos i t e  d i r ec t ion .  
T h e  PH o p t i m u m  of t h e  e n z y m e  o b t a i n e d  f rom l ive r  

was  f o u n d  to  lie in  t h e  r eg ion  of 6 . 2 - 6 . 3 .  A t  PH 5.5  t h e  
e n z y m e  was  i n a c t i v e  a n d  a t  6 .8  i t s  a c t i v i t y  was  r e d u c e d  
t o  less t h a n  4 0 %  of t h a t  s h o w n  a t  6 .3 .  T h e  e n z y m e  
o b t a i n e d  f r o m  l i v e r  a n d  k i d n e y  was  c l ea r ly  t h e r m o l a b i l e .  
L i v e r  e x t r a c t  i n c u b a t e d  for  15 ra in .  a t  65 ° was  inac t ive ,  

T h e  p r o p e r t i e s  of t h i s  e n z y m e  are  b e i n g  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t e d .  W e  p r o p o s e  for  t h i s  new  e n z y m e  t h e  n a m e  
of  " c y a n a s e " .  

A n  a l t e r n a t i v e  w a y  to  s h o w  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  
e n z y m e ,  was  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  dec rea se  of  c y a n a t e  
p r e s e n t  in  t h e  so lu t ion ,  on  i n c u b a t i o n  of t h e  l a t t e r  w i t h  
t h e  enzyme .  U s i n g  t h e  r e c e n t l y  d e v e l o p e d  m a n o m e t r i c  
t e c h n i q u e  for  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of c y a n a t e L  3 M -  
a c e t a t e  bu f f e r  (PH 5) is a d d e d  f r o m  one  s ide  b u l b  of a 
W a r b u r g  vesse l  to  t h e  e n z y m e  s u b s t r a t e  m i x t u r e  
c o n t a i n e d  in  t h e  m a i n  c o m p a r t m e n t .  B y  t h i s  a d d i t i o n  
a n y  c a r b o n a t e  a n d  b i c a r b o n a t e  p r e s e n t  is decomposed ,  
w i t h  t h e  c o n s e q u e n t  e v o l u t i o n  of COz. W h e n  w o r k i n g  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  e q u i l i b r i u m  is a t t a i n e d  a g a i n  
w i t h i n  I0 to  12 ra in .  D u r i n g  t h i s  t i m e  o n l y  neg l ig ib le  
a m o u n t s  of  c y a n a t e  a r e  d e s t r o y e d .  W h e n ,  a f t e r  equ i -  
l i b r a t i o n ,  t 0  % HzSO * is a d d e d  f r o m  t h e  o t h e r  s ide  b u l b ,  
t h e  f u r t h e r  e v o l u t i o n  of CO, t h e n  o c c u r r i n g  is due  to  
t h e  h y d r o l y s i s  of c y a n a t e  a t  t h i s  low Pi t .  F r o m  t h e  
e v o l v e d  COs t h e  a m o u n t s  of c y a n a t e  c an  b e  ca lcu la ted ,  
s ince  c a r b o n a t e  a n d  b i c a r b o n a t e  were  d e c o m p o s e d  
before .  

1 p. DIRNHUBFR and F. ScHOa~Z, Biochem. J. 42, 628 {1948). 


