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Untersuchungen zum biologischen Abbau des Nitrifikationshemnmstoffes
Dicyandiamid ("Didin")

S. Hallinger, H. Goldbach*, P, Walinsfer** und A, Amberger*

1. Einleitung

Im Zuge der Bestrebungen von Landwirtschaft und Gartenbau
A-Verluste, besonders durch Nitratverlagerung zu  vermindern,
Kommt Nitrifikationshemmstcffen wie Dicyandiamid (DcD) wachsen-
de Bedeutung zu. Die Substanz, deren Wirkung bakteriostatisch
ist, hemmt die Ammoniumoxidation durch Nitrosomonas europaea
{(Zacherl ung Amberger, 1990a}. Andere Bodenmikroorganismen
{"Nicht—Nitrifikanten") werden durch BCD nicht beeintrichtigt
{Hickisch et al., 1987; Zacherl ung Amberger, 1990b) .

Per im Boden beobachtete ancrganisch-chemische Abbau beginnt
mit der Anlagerung von Wasser an die Cvanogruppe der Verbindung
und wird durch Metalloxide, besonders amorphe Eisenoxide kata-
lvsiert. pdie Umsetzung wird geférdert durch hdhere Temperzturen
{(Vilsmeier, 1930) und einen hdéheren Tongehalt (Amberger und

Vilsmeier, is8s8), wohingegen sich mit steigendem‘Wassergehalt
die Bestédndigkeit der Verbindung erhdht {Amberger nug Vilsmei-~
er, 1979}. Dper entstehende Guanylharnstoff wirg uber Guanidin

und vermutlich Harnstoff letztlich 2u Ammonium und CO. abgebaut
{(Amberger 1984) .

Neben der anorganisch*katalytischen Umsetzung besteht die Még-
lichkeit, bDcp durch Mikroorganismen, die aus dem Boden extra-
hierbar sind, 4u metabolisieren. Fur diesen Abbau spieclen in
Vitro Temperatur, Beldftung ung DCD-Konzentration eine wichtige
Rolle {Hauser undg Haselwandter, 1890} .

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den biologischen Abbauy von
DCD mit Hilfe von Reinkulturen von Bodenbakterien naher Zu un-
Lersuchen.

2. Material und Methoden

Alie Versuche mit Bakterienreinkulturen und daraus hergestellten Extrakten

¥urden in vitro unter Zellsuspensionsbedingungen durchgefihrt,

-¥ahrmedium (Versuche zu Abbaugeschwindigkeit, Metabolismug und Wachstum)
Standardmineralmedium, C~Quelle Glukose, ohne Yitaminzusatz, alleinige
N-Quelle DCD how, Guanylharnstoff {200 ng N/ml}
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~-Pufferldsungen (Versuche mit zellfreien Extrakten): pH# 4,3 Acetat-, pH 7,5
Borat-, pH 9,5 Glvcinpuffer jeweils 0,1 molar

~Bedingungen der Zellsuspensionskultur: Schitieln von 10 ml N&hrldsung in
100-ml Erlenmeyerkoiben {(XKapsenbergverschlup) mit &0 Upm und 25¢C
im Dunkeln

-Rakterienstimme und zellfreie Extrakte: Isclat 16.1 (Mycobacterium smegma—
tis) und Isolate 11.1 und 18.1 (Pseudomonas sp.) aus Schnittholzkompost:
zellfreier Extrakt aus Stamm 16.1 durch Ultraschallaufschiup im Phosphat-
puffer (0,1 molar pH 5,8}

-Bestimmungsmethoden:

*DCD~quantitativ: HPLC

*DCD, Guanylharnstoff, Guanidin, Cvanharnstoff, Harnstoff und Metabolite
-qualitativ: DC (Platten Kieselgel 60; mobile Phase: Ethylacetat:Ethanol:
Eigessig:¥asser 75:10:7,5:7,5 v/v; Anfarbung: XJ/Stirke nach Chleorierung)
*¥achstum: Lebendkeimzahl auf Vollndhragar und Bakteriendichte (E 578 nm)

3. Ergebnisse und Diskussion

DCD, als alleinige N-Quelle eingesetzt, RXonnte von Bodenbakte-
rien in Zellsuspensionskuituren vollsténdig abgebaut werden.
Sowohl Stamm 16.1 (Mycobacterium smegmatis} als auch Isolat
11.1 (Pseudomcnas sp.) (nicht abgegildet) setzten DCD (200 pg
N/ml Nahrldsung) innerhalb von 3 Tagen um. Wahrend dieser Zeit
war ein betrdchtlicher Anstieg der Lebendkeimzahl im Vergleich
zu einer Kontrolle ohne N zu beobachten (Abb 1). Ein abioti-
scher Abbau in der Nahrldsung ohne Bakterien fand nicht statt
("Sterilkontrolle™).
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Abbildung 1: Abbau von Dicyandiamid (DCD) und Wachstum von
Stamm 16.1 mit DCD als alleiniger N-Quelle (200 pg/ml Nahrld-
sung) in Abhéngigkeit von der Zeit
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Der mit Hilfe von Dﬁnnschichtchromatogrammen verfolgte Abbauweg
machte Unterschiede im DCD-Metabolismyg zwWwischen den beiden
Kulturen deutlich (Abb.2) . Wurde DCD durch Stamm 16.1 umgesetzt
(Abb.2 / 3-5}, 50 war am 2. Tag dasg Auftreten eines ersten Zwi-
schenproduktes erkennbar: eine Substans, die mit Cyanharnstoff
kochromatographierte und die nach 3 Tagen noch deutlicher nach-
weishar war, Zusdtzlich traten am 3. Tag zwei Weitere Abbaupro-
dukte auf: Harnstoff (durch enzymatische Tegtg bestitigt) und
eine bisher noch niecht identifiziarte Verbindung
Ganz andere ZwWischenprodukta wurden im Verlauf des DCD-Abbaus
mit den Stimmen 11.1 bzw. 18.1 beohachtet . eine Substanz mit
dem REf-Wert von Guanidin und eine weitere noch nicht bekannte
Verbindung {Abb.2 / 6-8).
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Abbildung 2: Dﬂnnschichtchromatogramm Zum Abbau von Dicyandia-
mid durch die Stimme 16.1 {Mycobacterium sSmegmatis)
ungd 11.1 (Pseudomoanas sp.)

Weitere Hinweise auf unterschiedliche Abbauwege bestitigten
sich  durch das Verhalten der verschiedenen Stamme gedenliber
Guanylharnstoff {Produkt des anorganisch-katalytischen Abbaus
ven  DCD} (Abb.1) . Isclat 18.1 {Psendomonas sp.) erreichte mit
Guanylharnstoff, angeboten 3lg alleinige N-Quelle, sogar ein
Noch  besseres Wachstum a1g mit DCD. Im Gegensatz dazy wies
Stamm 16.1 {Myecobacterium smegmatis) mit Guanylharnstoff eine
"eitaus geringere Bakteriendichte auf, als im gleichen Becbach-
tungszeitraum mit DCD ermdglicht wurde.
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Die dﬁnnschichtchromatograpbische Auswertung zum Abbau verdeut-
iichte diese Unterschiede: wihrend Stamm 18.1 Guanylharnstoff
innerhalb von 4 Tagen metabolisiert hatte {(Abb.4. / 5-6), war
durch Stamm 16.1 selbst nach 7 Tagen noch keine Umsetzung
feststellbar (Abb.4 / 9-10).

Zine weitere Auffilligkeit zelgte der Vergleich des Abbaus zwi-
schen DCD und Guanylharnstoff: durch diesen Stamm der Gattung
Pseudomonas wurden aus den beiden Verbindungen offenbar diesel-~
ben Zwischenprodukte gebildet (Abb.d / 3-6). Diese traten in
Kulturen mit Mycobacterium smegmatis nicht auf (Abb.4 / 7-10).
In Kontrollen ohne Bakterien wurde keine
abgebaut (Abb.4 / 2).

Die Vermutung, daf zumindest die beiden St&mme 11.1 und 18.1
der Gattunyg Pseudomonas einen Abbauweg lber Guanylharnstoff
durchfiihren, konnte bisher nicht durch das Auffinden dieses Me-

taboliten im Verlauf der DCD-Umsetzung bestitigt werden.
Annnahme,

der beiden Substanzen

Die
dap fir die Bildung veon Guanidin aus Guanylharnstoff
mikrobielle Prozesse eine Rolle spielen (Vilsmeier,1980)
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Abbildung 5: Dﬁnnschichtchromatogramm zum Abbauverhalten des
zellfreien Extraktes (ZFE) aus Stamm 16.1
(Mycobacterium smegmatig)

Untersuchungen zum Prinzip des DCD-Abbaus, die mit Hilfe wvon
zellfreien Extrakten aus Stamm 16.1 (Mycobacterium smegmatig)
durchgefihrt wurden, zeigten, daf DCD, das diesen Extrakten
iwiederholt) zugesetzt wurde, erneut zu einer Substanz mit dem
Rf~-Wert von Cyanharnstoff metabolisiert werden Konnte;

diese
Eigenschaft war hitzelabil {Abb.5 / 3-4).

Die Umsetzung war vom

PH-%Wert abhingiqg: ausgehend von einem pH-Wert von 4.3 (kein Ab-
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pau) verbesserten sich die Bedingungen mit stelgendem pH-Wert
bis ©pH 9,5 ({vollstindiger Abbau) (Abb.5 / B5-10) im Vergleich
zur Kontrolle ohne Extrakt. Wurde der zellfreie Extrakt 7 Tagen
lang mit Pronase E inkubiert. $o konnte das System des DCD-
Abbauve offenbar geschadigt werden; die Bildung von Cyanharn-
stoff wurde gehemmt (Abb.5 / 11-13}.

4. Schlupfolgerung und Zusammenfassung

Dicyandiamid {200 pg N/ml) Rennte von Bakterienreinkulturen
{isoliert aus Komposten) innerhalb von 3 Tagen abgebaut werden.

Untersuchungen 2um Metabolismus wiesen auf 2 unterschiedliche

Abbauwege hin, von denen zumindest ein Weg gewisse Parallelen

zu der im Boden beobachteten Umsetzung zeigte (Guanylharnstoff-

abbau) . Das Abbauprinzip., das mit Hilfe eines zellfreien Ex-

traktes niher untersucht wurde, wies folgende Charakeristika

auf:

-hohe Bestandigkeit der Abbaufihigkeit aber Hitzelabilitéat

~hohes pH-Optimum der Umsetzungsreaktion

-hohe Bestindigkeit gegenitber Proteasen und gute Wasserlos-
lichkeit
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