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Indledning

Biuret, NH(CONH,),, har leenge veret kendt som
en ret steerk plantegift, der opstar ved kondensa-
tion mellem to molekyler urinstof med udtredelse
af et molekyle ammoniak. Denne proces begynder,
ndr urinstof udsattes for ter opvarmning til 140—
150°C, medens der ved hgjere temperatur dannes
andre kondensationsprodukter, bl.a. cyanursyre.
Det er endvidere velkendt, at biuret er betydelig
mere giftigt ved folizer optagelse end nar det op-
tages gennem rgdderne. Af denne grund skal urea
med mere end 0,6 pct. biuret ved udbud som kval-
stofgadning i Danmark betegnes som uegnet til
udsprgjtning. Urea fremstillet efter moderne in-
dustrielle metoder er som regel serdeles fattig pa
biuret, men desuagtet kommer visse mangder
heraf stadig ud i det biologiske kredsleb, og med
den stigende interesse for urea som kvalstofged-
ning bliver spargsmdlet om biuretets videre skab-
ne ikke uden betydning, iser da man kun kender
relativt lidt til dets forhold overfor jordens mikro-
flora.

De ret fétallige foreliggende unders@gelser over
biuretets forhold i jordbunden tyder ikke pa no-
gen hgj grad af modstandsdygtighed, omend det
er mere bestandigt end det normalt meget let am-
monificerbare urinstof. Dette har givet sig udtryk
i, at man i markforsag (Collins & Aldrich 1956)
har sagt at anvende biuret som et ukrudtsmiddel
med senere virkning som kvalstofgadning — til-
syneladende dog uden sterre held. Et meget ud-
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forligt arbejde skyldes Gadet o.a. (1959). Biure-
tets giftvirkning overfor byg i karforseg begyndte
her at aftage efter 5 uger og forsvandt helt efter 14
uger. Biuretm=zngder pa 125 og 250 p.p.m. be-
gyndte at nitrificeres efter 3 uger ved 28°C, og
efter 11-15 uger var nitrifikationen nasten kvan-
titativ. Biuret hemmede ikke ammoniakdannelsen
af urinstof, men syntes at hydrolyseres ligesom
dette, omend langsommere.

Om sgnderdelingens natur ved man kun meget
lidt. Urease fra bzlgplantefrg kan ifl. Shaw & Ki-
stiakowsky (1950) spalte biuret under ammoniak-
dannelse ligesom urinstof, dog meget langsom-
mere. Ureasen hos en typisk urinstofbakterie
(Bac. pasteurii) er derimod ifl. Larson & Kallio
(1954) aldeles urinstof-specifik og virkningslos
overfor biuret, og det samme gelder om et urease-
preparat isoleret fra jord af Briggs & Segal (1963).
Den forste meddelelse om udnyttelse af biuret
som n&ringsstof skyldes vistnok Czapek (1902),
der fandt det tjenligt som en kun middelmadig
kvelstofkilde for skimmelsvampen Aspergillus
niger. I meget omfattende kvalitative forsgg pavi-
ste den Dooren de Jong (1926), at adskillige bak-
terier, bl.a. sa almindelige former som Aerobacter
wrogenes, Escherichia coli og Mycobacterium phlei
kunne vokse ret godt pa glucose-agar med biuret,
hvorimod det var utjenligt som kulstofkilde. No-
get lignende geelder ifl. Steiner (1959) om visse
garsvampe. Wheldon & MacDonald (1962) viste i



et nyere arbejde, at Pseudomonas aeruginosa kun-
ne udnytte biuret med en noget langsommere
vaeksthastighed end urinstof, og at celleextrakt
fra biuretdyrkede bakterier kunne spalte biuret
med kvantitativ frigarelse af dets kvelstof som
ammoniak; et specifikt enzym »biuretase« mentes
at vare det virksomme agens.

Til nermere oplysning om biuretets biologiske
tilgeengelighed isolerede man i de nervaerende for-
seg et antal bakterier og svampe fra jord og plan-
tedele ved spredning pa selektivt substrat, og de
organismer der her viste kraftig vaekst med biuret
som kvelstofkilde undersggtes nermere i renkul-
tur. Tillige anstilledes forseg over biuretets son-
derdeling i jord under laboratorieforhold.

Metoder
Til dyrkning fra jord og plantemateriale anvend-
tes et agarsubstrat indeholdende 2 pct. glucose
foruden de gengse mineralske neringsstoffer samt
0,02-0,05 biuret, der her som i andre tilfzlde blev
sat til det forud steriliserede grundsubstrat fra en
filtreret stamoplgsning af biuretmonohydrat (Flu-
ka, puriss, p.a.). Fra kolonier af svampe og bak-
terier der her voksede kraftigt i sammenligning
med grundsubstrat uden biuret, fremstilledes ren-
kulturer ved gentagen spredning pa biuret-agar.
Til kvantitative vaekstforsgg med svampene an-
vendtes folgende nzringsoplesning: Glucose 10,0
g, biuret 0,2-0,4 g, Na,HPO,, 2H,0 10 g, Na-
citrat 12 g, K,80, 0,4 g, MgSO,, 7H,;0 0,2 g,
CaCl, (eller Ca-glycerofosfat) 0,1 g, FeCl; 20 mg,
MnSO,, 4H,0 2,0 mg, alt i 1 liter demineraliseret
vand. Glucose og biuret blev sat til det sterile
grundsubstrat efter autoklavering, tillige med
vakststoffer i form af 0,1 p.p.m. biotin samt 1,0
p.p.m. thiamin, Ca-pantothenat og nicotinsyre. —
Til bakterierne anvendtes en lignende neerings-
stofoplesning, dog ofte uden citratstgdpude (der
undertrykte vaeksten af visse bakteriestammer) og
med fosfatindholdet reduceret til 0,06 pct.
Na,HPO,, 2H,0+ 0,04 pct. KH,PO,.
Svampenes vakst i kvantitative forsgg bestem-
tes ved terring og vejning af det frafiltrerede eller
fracentrifugerede mycelium, og eventuelt bestem-
tes kvealstof heri. Bakteriernes vakst maltes ved
dyrkning i flydende substrat under kontinuerlig

rystning og maling af uklarheden (»O.D«-enheder
af optisk taethed) pa et Coleman-Junior spektro-
fotometer ved A = 600 mu. Som mél for kval-
stofassimilationen bestemtes kvealstofindholdet
(mikro-Kjeldahl) i centrifugeret og vasket celle-
materiale.

Ammoniak og nitrat i jord bestemtes ved ex-
traktion af jorden med 1-n KC1 ved pH 2,0 og
destillation forst med magnesiumoxid alene og
derefter med Devarda-legering. Kulsyreproduk-
tionsforseg i jord udfertes efter Petersen (1926).

Biuretsonderdelende mikroorganismer i renkultur
Svampe. — Et betydeligt antal biuretforbrugende
svampe isoleredes fra jord, mest fra laboratoriets
have og fra Virumgaard, efter forudgiende inku-
bation med tilsztning af biuret og ofte tillige med
glucose eller cellulose. Nogle andre blev isolerede
fra forskellige bladmaterialer (se nedenfor). Der
fandtes reprasentanter for folgende svampeslaeg-
ter og -arter (fra jord hvor ikke andet er nzvnt),
der alle voksede kraftigt pa glucose-biuret-agar i
sammenligning med agar uden tilsat kvalstof:

1) Coniothyrium fuckelii. — 2) Penicillium lilaci-
num. — 3) P. vermiculatum. — 4) P. janthinellum. —
5) P. variabile, fra xbleblade sdvel som jord. — 6)
Alternaria sp. (tenuis?), fra kastanieblade. — 7)
Macrosporium (?) sp., fra ableblade. — 8) Humi-
cola grisea. — 9) Paecilomyces sp. — 10) Myrothe-
cium verrucaria. — 11) Cladosporium herbarum. —
12) Aureobasidium pullulans, fra forskelligt blad-
materiale, og endelig 13) en ikke artsidentificeret
grom penicillium fra ahornblade.

Szrlig hyppigt optradte Coniothyrium fuckelii
samt den lysersde Penicillium lilacinum og den
gule Penicillium vermiculatum, endvidere Aureo-
basidium pullulans, der ikke iagttoges i sprednin-
ger fra jord, men desto hyppigere fra blade.

Flere af isolaterne er velvilligst identificerede af
lektor, cand. mag. M. Skytte Christiansen og
cand. polyt. F. Gilbert Nielsen, Danmarks Tekni-
ske Hgjskole. Ved den endelige identifikation vi-
ste det sig, at et par af svampene i en forelgbig
meddelelse (Jensen & Kumaran 1965) var fejlag-
tigt bestemt som Penicillium luteum for P, vermi-
culatum og Pestalozzia (7) sp. for Myrothecium
verrucaria.
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Ved dyrkning i n®ringsoplgsning med fosfat-
citrat-puffer og bestemmelse af mycelvaegten viste
samtlige isolater sig typisk acidofile, idet alle kun-
ne vokse ved pH 3,0 og adskillige derunder, me-
dens pH 4-5 reprasenterede optimum og flere
stammer kunne ikke vokse ved pH 7 eller derover
(se tabel 1).

Tabel 1. Biuretsgnderdelende svampes vakst ved
forskellig reaktion

Substrat - pH

Svamp mini- opti- maxi-
mum mum mum
Alternaria sp. (tenuis?).. 2,0-3,0 4,0 >9,1
Cladosporium herbarum . 2,0-3,0 5,0 6,0-7,0
Coniothyrium fuckelii... ca. 2,0 5,0 6,0-7,0
Hormodendrum sp. . . . .. <3,0 5,0 6,0-7,0
Macrosporium sp....... 2,0-3,0 4,0 8,0-9,1
Mpyrothecium verrucaria. 3,0-4,0 5,0 >9,1
Paecilomyces sp. ....... <23 5,0 6,0-7,0
Penicillium lilacinum. ... 2,0-3,0 5,0 8,0-9,1
» varjabile (jord) ... 2,0-3,0 40 >86
» »  (=bleblade) 2,0-3,0 4,0-5,0 8,0-9,1
» verniculatum A.... <20 4,0-50 6,0-7,0
» » B.... ca. 25 4,0 7,0-8,0
» sp. (ahornblade).. 2,0-3,0 5,0 7,0-8,0

De kraftigere voksende svampe kunne optage
hovedparten af biuretkvelstoffet, saledes som det
fremgar af nogle forseg gengivet i Tabel 2: dupli-
katkulturer i 50 ml nzringsoplesning af pH 5,0
med 0,02 pct. biuret = 3,47 mg N pr. kultur. Her
genfindes i myceliet indtil 4/5 af det tilsatte kveel-

Tabel 2. Assimilation af biuret-kvalstof i mycelium
af tre svampe

Vekst- Mycel- N imycelium*)
Svampeart tid torstof mg/50 ml pct. af
dage mg/50 ml biuret-N
Penicillium . . .. 5 50 2,66 76
variable. . . .. 8 81 2,59 75
Penicillium . . . . 7 90 2,56 74
vermiculatum 12 207 2,93 84
Penicillium. . .. 7 72 2,55 73
lilacinum(?) . 14 118 2,35 63

*) Med fradrag af kvelstof i mycel fra kontrolkulturer
i substrat uden kvalstoftilsztning: 0,02-0,33 mg/50
ml. - Den tilsatte mengde biuret svarer til 3,47 mg
N/50 ml.
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stof, og lignende tal (60-80 pct. genfundet N)
fandtes i kulturer med den dobbelte biuretdosis;
abenbart assimileres sdavel imidgruppens som de
to amidgruppers kvzlstof.

I en anden forsggsrekke sammenlignedes biu-
retet som kvalstofkilde med ammoniumsulfat
(NH,—N) og urinstof (rent NH,-N) i koncentra-
tioner der repraesenterede xkvivalente mangder
kvealstof: ammoniumsulfat 0,082 pct., urinstof
0,037 pct., biuret 0,05 pct., svarende til 8,66 mg
N/50 ml. Nzringsoplasningen i dette forsgg inde-
holdt intet citrat og kun 0,1 pct. fosfat, og som
vakststofkilde anvendtes jordextrakt (10 vol.-pct.
af naeringsoplesningen). Resultaterne ses i Tabel 3
og viser, at stort set er biuret og urinstof ligevaer-
dige kvalstofkilder, undtagen for P. vermicula-
tum, medens Coniothyrium fuckelii til gengeld sy-
nes at udnytte biuret noget bedre.

En serstilling indtager Aureobasidium (syn. Pul-
lularia) pullulans, der forekommer s@rlig hyppigt

Tabel 3. Vakst af forskellige svampe med xkvivalente
mangder kvalstof (17,3 mg N/100 ml) som ammo-
niumsulfat, urinstof og biuret

Veakst- Myceltorstof mg/40 ml

tid substrat

Svamp dage (NH,),SO; urin- biuret - N
stof

Coniothyrium 3 42 44 74 —
Sfuckelii 5 — —_ — 6
7 110 108 131 —
10 107 88 91 10
15 128 105 153 —
Humicola 5 14 19 11 14
grisea 7 27 41 38 26
15 69 130 113 —
Myrothecium 4 26 21 27 —
verrucaria 7 165 207 183 —
9 — 284 278 —
20 133 180 253 —
Penicillium 4 64 36 42 13
vermiculatum 7 130 171 106 21
9 194 222 99 19
20 248 211 160 23
Penicillium 4 119 88 56 —
lilacinum(?) 7 169 168 165 7
9 184 165 190 8
20 155 198 194 12



pé faldent lov og andre plantedele, hvor den synes
at indlede senderdelingsprocessernes forste fase.
Tillige med forskellige andre samlingskulturer
(omtalt senere) provedes tre stammer af A. pullu-
lans for vaekst pa glucose-biuret-agar hvor der ind-
trédte en langsom men kraftig vakst (se fig. 1).
Disse stammer var isolerede pa et selektivt sub-
strat med sulfaninsyre som kvzlstofkilde (Jensen
1963); 4 ikke-selektivt isolerede stammer viste
derimod ingen tegn pi at udnytte biuret. (Desidste
kulturer var venligst stillet til ridighed af lic. agro.
J. P. Skou, afdelingen for landbrugsforseg ved
AEK, Risg). Til n&rmere oplysning om forholdet
mellem sulfaminat- og biuretudnyttelse isoleredes
der i efterdret 1964 yderligere 7 stammer af 4. pul-
lulans tfra lgv af ahorn, blommetrea, eg, beg, kasta-
nie og ren ved spredning pa glucose-biurct-agar.
Alle stammer viste sig i stand til at vokse lige kraf-

Fig. 1. Aureobasidium pullulans (L. 1) pa glucose-agar
uden kvalstof (t.v.) og 0,1 pct. biuret (t.h.), 15 dage
ved 25° C. Ca. %/, nat. storrelse.

(Fot. Frank Hejndorf, Statens plantepatologiske Forseg).

tigt med biuret og sulfaminsyre som kvalstofkil -
de. Om nogen arsagssammenhang mellem evnerne
til at udnytte disse to ret useedvanlige n®ringsstof-
fer lader der sig forelgbig intet sige.

En nzrmere undersegelse af biuretsgnderdelin-
gens biokemiske mekanisme er ikke forsggt inden-
for det her refererede arbejdes rammer. Dog fore-
toges nogle orienterende forsgg, hvor man lod
biuret-dyrket mycelium af forskellige svampe vir-
ke pa oplesninger af urinstof og biuret og iagttog
den stedfindende ammoniakdannelse. Svampene
dyrkedes i (som regel) 4 x 50 ml oplgsning med
2,0 pct. glucose, 0,04 biuret og citratstedpude ved
pH 5. Kulturerne podedes med en tet suspension
af konidier og inkuberedes under rystning ved
25°C, indtil en kraftig submers vakst af mycelium
var indtrddt, som regel efter 3 til 5 dage. Det di-
sperse mycelium frafiltreredes, vaskedes og re-
suspenderedes i M/15 K,HPO,, og suspensionen
deltes i aliquoter, der tilsattes urinstof og biuret
foruden en kontrolsuspension. Mycelsuspensio-
nerne rystedes mekanisk ved stuctemperatur 4—6
timer, og med mellemrum preovedes vaskefasen
kvalitativt for ammoniak med Nessler’s reagens;
i nogle tilfelde bestemtes NH,~N efter forspgets
afslutning kvantitativt i 0,2 ml suspensionsvadske
efter Conway’s mikrodiffusionsmetode. Resulta-
terne ses i tabel 4.

Omend disse resultater er meget fatallige og
forelgbige, giver de en klar antydning af, at svam-
pene assimilerer biuret uden forudgiende omdan-
nelse til ammoniak, ligesom tilfzldet er med urin-
stof hos visse gersvampe (Steiner & Kating 1957)
og med biuret hos een af disse (Torulopsis utilis
ifl. Steiner 1959). Derimod spalter de alle urin-
stof under ammoniakdannelse og indeholder altsa
en urease, men denne synes hverken at vare et
konstitutivt enzym eller et der induceres af biuret,
da ammoniakreaktionen i urinstofoplasning hos
alle svampene forst blev tydelig efter 2-3 timers
forlgb; dette kunne tyde pd, at ureasen ikke tager
del i biuretnedbrydningen (sml. Wheldon & Mac-
Donald 1962). Det mi her erindres, at vort kend-
skab til de lavere svampes urease kun er meget
ufuldkomment. I forsaget med Alternaria sp. er
det vaerd at legge merke til, at ammoniakdannel-
sen er sterkere i alkalisk end i sur fosfat-oples-
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Tabel 4. Ammoniakdannelse fra urinstof og biuret af biuret-dyrket svampemycelium

Forsggstid, Substrat Kvalita- NH,-N  pct. af
Svamp timer tivt ug/ml  subtrat-N
Penicillium 3 Biuret 0,2 pct. —
variabile » 0,1 » —
N-fri kontrol —
Penicillium 7,5 Urinstof 0,2 pct. +++ 330 35
lilacinum Biuret 0,2 pct. (+) 8 —
N-fri kontrol (+) 6 —
Penicillium 7,5 Urinstof 0,2 pct. +-++ 556 60
sp. fra ®bleblade Biuret 0,2 pet. (+) 7 —
N-fri kontrol (+) 5 —
Alternaria 8 Urinstof 0,2 pct. +-++ 385 42
(tenuis 7 Biuret 0,2 pct. (+) (X)) —
KH,PO,-opl. N-fri kontrol (+) 2 —
Samme i 8 Urinstof 0,2 pct. 4+ +-+ 530 58
K;HPO,-0opl. Biuret 0,2 pct. (+) 20 —
N-fri kontrol (+) 12 —
Macrosporium 6 Urinstof 0,2 pct. + +
(7 sp. fra Biuret 0,2 pct. —_
xbleblade N-fri kontrol —

*) Tal i parentes: darligt overensstemmende duplikatforseg.

ning, hvilket kunne tyde pa, at svampens urease
ligesom bakteriernes er virksomst ved neutral eller
svagt alkalisk reaktion.

Bakterier. - Fra jord og plantemateriale isolere-
des to grupper af biuretforbrugende bakterier.
Den forste omfattede 5 stammer af bevagelige,
ikke-sporedannende, gramnegative stave, der vok-
sede kraftigt pd de gengse bakteriologiske sub-
strater og dannede ot lyst okkergult, uoplaseligt
pigment. To stammer, St og V.a, isoleredes fra
jord fra henholdsvis Studsgaard og Lyngby for-
sggsstationer, de andre tre fra ahorn-, ege- og
abletreblade sammen med de ovenfor omtalte
stammer af Aureobasidium pullulans; i det hele ta-
get forekom bakterier af denne type ofte i spred-
ninger af jord pa biuret-agar. Stammerne lod sig
identificere som Pseudomonas trifolii (Bergey
1957)%).

I glucose-biuret (0,04 pct.)-oplgsning med ci-
tratstedpude ved pH 7,8 voksede 4 stammer kraf-
tigt under kontinuerlig rystning (tabel 5). Maxi-
mal teethed naedes allerede efter to degn, og i va-
sket cellesediment kunne mere end 4/5 af biuret-

*) Ikke at forveksle med klgverslegtens knoldbakterier,
Rhizobium trifolii.
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kvealstoffet genfindes, dvs. alle tre kvalstofatomer
kan assimileres. I andre forsgg fandtes 90-92 pct.
biuretkvalstof assimileret, og biuret-reaktionen i
cellen®ringsoplgsningen blev negativ allerede ef-
ter 36 timer.

Et andet forsgg udfertes i det samme substrat
men med begyndelses-pH varierende mellem 4,0
og 8,0-9,5. Som det fremgér af tabel 6, vokser alle
stammer over et ganske bredt pH-interval, idet en
af dem kan indlede vekst ved pH 4,0, to ved pH
9,5, og alle kan vokse ved pH 5,0 og ca. 8; gen-
nemgaende synes vaeksten bedst mellem pH 5,0 og
6,0. — I fosfat-stedpude af pH 7,0 viste en suspen-
sion af vaskede celler dyrkede i biuret-substrat ef-
ter 2—4 timer kun svag ammoniakdannelse fra biu-
ret, men betydelig hurtigere og kraftigere fra urin-
stof.

En anden type af bakterier kom ligeledes hyp-
pigt frem i spredninger pd glucose-biuret-agar,
hvor de viste sig som runde, ophgjede, glatte,
hvidlige og slimede kolonier. Der isoleredes 2
stammer fra sur Virumgaard-jord efter ophobning
i glucosebiuret-oplasning, 4 fra svagt sur jord i et
sgnderdelingsforsgg med biuret (se tabel 9), 2 fra
jord med cellulose og biuret (se tabel 10), og ende-



Tabel 5. Vekst af 4 stammer af Pseudomonas trifolii
med biuret som kvalstof kilde

Dyrkningstid  Optisk tethed Biuret-N fundet

timer (0.D) i celler, pct.
24 0,06-0,18 —
42 0,66-0,78 81-85
48 0,64-0,79 —_—
54 0,72-0,83 81-82

0.D. i substrat uden biuret 72 timer: < 0,01

lig 6 fra sand med unge redklgverplanter i rea-
gensglasforsgg podet med to jordprever fra Sta-
tens plantepatologiske Forsgg. Samtlige stammer
var ikke-sporedannende, bevaegelige, gramnega-
tive stavbakterier, der voksede sparsomt og uka-
rakteristisk pd almindelig kadpepton-agar, -bouil-
lon og -gelatine, men hurtigt og kraftigt pa »nitra-
gin-agar« (med glucose, asparagin og lucernekim-
planteextrakt), hvor deres viekst ganske lignede
hurtigtvoksende rodknoldbakteriers, iser klgver-,
®rte- og bennebakterierne, og 1 malk dannede de
tillige den for mange knoldbakterier karakteristi-
ske klare overfladezone. Dog kunne de ikke med
sikkerhed henfares til knoldbakterierne (Rhizo-

bium), bl.a. fordi ingen af isolaterne fra redkla-
ver-rhizosferen dannede rodknolde pa klgver-
kimplanter. P4 den anden side adskilte de sig pa
flere vaesentlige punkter fra Agrobacterium radio-
bacter, der star knoldbakterierne meget nzr (Pe-
tersen 1940). Indtil videre kan man maske bedst
betegne dem »kvasi-rhizobier«.

Disse bakteriers pafaldende lighed med de au-
tentiske rodknoldbakterier gav anledning til at
prove et antal af laboratoriets righoldige samling
af Rhizobium-stammer overfor biuret og urinstof
som kvalstofkilder (Jensen & Schroder 1965).
Urinstof viste sig som en god kvalstofkilde for
samtlige 120 undersggte stammer. Derimod viste
32 lucernebakteriestammer sig alle ude af stand
til at udnytte biuret, ligesi 10 stammer af Agro-
bacterium radiobacter, der undersogtes til sam-
menligning. Det store flertal af andre stammer ud-
nyttede derimod biuret, omend veksten var lang-
sommere og i regelen noget svagere end med urin-
stof. Fig. 2 giver et indtryk af kulturernes udseen-
de, hvorved er at bemzrke, at kallingetandstam-
men undtagelsesvis ikke udnytter biuret, og at
denne og lucerne-stammen her ser ud som pé kon-
trolsubstrat uden tilsat kvalstofkilde.

Tabel 6. Vakst af 4 stammer af Psedomonas trifolii i glucose-biuret-oplgsning ved forskellig
pH (4,0-9,5). — Stamme 1 fra Studsgaard-jord. — II, fra ahornblade. — 111, fra egeblade.
1V, fra @bleblade

Stamme 1
pH ved O.D. efter pH efter
start 24 h 42 h veekst
4,0 0,04 0,95 5,1
5,0 0,06 0,95 6,4
6,0 0,06 0,79 6,6
7,0 0,08 0,84 8,2
7,8 0,07 0,34 8,5
8,2 0,05 0,86 8,5
Stamme 111
pH ved 0.D. efter pH efter
start 24 h 44 h vaekst
3,8 0 0 4,0
5,0 0,16 0,95 6,5
59 0,16 0,90 6,6
6,8 0,18 0,83 7,0
7,8 0,15 0,84 7,6
8,5 0,01 0,02 8,4

|

Stamme 11
pH ved 0.D. efter pH efter
start 24 h 44 h vekst
4,0 0 0 4,1
5,0 0,08 0,90 6,6
6,0 0,08 0,61 6,6
7,0 0,10 0,61 6,6
8,0 0,14 0,76 7,8
9,5 0,09 0,81 7,8
Stamme IV
pH ved O.D. efter pH efter
start 24 h 42 h vaekst
4,0 0 0,01 3,8
50 0,73 0,98 6,6
6,0 0,49 0,96 7,2
7,0 0,27 0,83 7,9
8,0 0,21 0,75 8,2
9,5 0,03 0,82 8,1
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Fig. 2. Vakst af 4 knoldbakteriestammer pa glucose-
biuret-agar, 6 dage ved 25°C. Fra oven i urviserens

retning: 1) Rhizobium trifolii (redklover). - 2. Rh.
leguminosarum (®rt). - 3) Rh. meliloti (lucerne). - 4.
Rhizobium fra alm. kellingetand (en af de fa ikke-
biuret-udnyttende stamnier fra denne vartplante).
Vaksten af de to sidste stammer er ikke synligt for-
skellig fra den svage vaekst pd glucose-agar uden til-
sat kvalstofnaring. Ca. /; nat. stgrrelse.

(Fot. A. Munch, Landbrugets Informationskontor).

Fors@g med en kraftigt biuretvoksende stamme
af Rh. leguminosarum (fra lathyrus) viste sterk am-
moniakdannelse fra urinstof allerede efter 15 mi-
nutter i suspensioner af vaskede celler, uanset den
kvalstofkilde {nitrat, ammoniak, asparagin, urin-

Tabel 7. Vakst af 4 stammer af »kvasi-rhizobier«
med urinstof og biuret

Optisk tzthed (O.D.) eft. dage

Stamme N-kilde 1 2 3 4
Vir. B.a Urinstof 0,55 0,63 0,45 0,45
Biuret 0,22 1,19 1,24 1,04
- N — —_ —_ 0,07
Vir. B.b Urinstof 0,33 0,74 0,60 0,54
Biuret 0,16 1,45 1,35 1,35
- N — — —_— 0,07
KL 2b Urinstof 0,23 0,97 1,50 1,42
Biuret 0,17 0,59 1,42 1,30
- N — — — 0,11
KL 3¢ Urinstof 0,27 1,35 1,50 1,35
Biuret 0,11 0,38 0,44 0,40
- N — — — 0,09
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stof eller biuret) hvormed de var producerede,
men kun biuretdyrkede celler gav tydelig ammo-
niakdannelse fra biuret indenfor 2 til 3 timer. Rod-
knoldbakteriernes urease synes sledes at vare et
konstitutivt enzym, medens det biuretspaltende
enzym er typisk inducerbart eller »adaptivt«.

1 tabel 7 ses resultaterne af et vackstforsgg med
4 stammer af »kvasi-rhizobier«, to fra Virum-
gaard-jord og to fra klever-rhizosfaren, i glucose-
oplesning med de ngdvendige vakststoffer samt
urinstof og biuret reprasenterende a@kvivalente
meangder kvalstof (0,023 og 0,041 pct.). Det er
pafaldende, at de to forste stammer vokser meget
kraftigere med biuret end med urinstof (hvor vak-
sten endda gar tilbage efter den 2. dag), mens
stammen 2b forholder sig som de fleste »rigtige«
rhizobier, og 3¢ viser en ret svag omend fuldtud
signifikant vekst med biuret.

Det var faktisk iagttagelsen af de fleste rhizo-
biers evne til at vokse med biuret som kvalstof-
kilde, der farte til isolationen af de to stammer 2b
og 3¢ fra klgver-rhizosfzren i et forsgg pa ad den-
ne vej at isolere knoldbakterier direkte fra jorden,
hvilket ellers er en nesten hablgs opgave.

Bortset fra rodknoldbakterierne og et par stam-
mer af Aureobasidium pullulans (ses. 163) viste en
rekke andre samlingskulturer af bakterier, svam-
pe og actinomyceter i kvalitative forsgg ingen
tegn pd at kunne udnytte biuret, med undtagelse
af en stamme af Arthrobacter globiformis (R.3),
der tidligere havde vist sig at kunne udnytte
ukrudtsmidlet endothal; vaksten med biuret var
dog kun langsom og svag (O.D. efter 12 dage 0,31
og 0,07 henholdsvis med og uden biuret).

Omsatningsforseg med biuret i jord.
Til oplysning om biuretets tjenlighed som kval-
stofkilde for den totale jordbundsmikroflora ud-
fortes et par forsgg hvor kuldioxidproduktionen
maltes i jord med kvalstoffattigt resp. praktisk
talt kvelstoffrit organisk stof med og uden sup-
plerende tilsetning af biuret, begge ved ca. 2/3
vandkapacitet og 25°C med 4 til 6 parallelkolber.
I det forste forsag (tabel 8) anvendtes en sterkt
sur lerjord (pH 4,2) tilsat 2,0 pct. finmalet hvede-
halm 4100 p.p.m. biuret. Kuldioxidproduktio-
nen med tilsat halm ses at stige allerede fra den



farste dag, og fra den 3.-5, dag begynder der at
vise sig en beskeden men umiskendelig fremmen-
de virkning af biurettilsztningen. Forggelsen er
sterkest efter 10-12 dage, og henimod forsagets
afslutning er den daglige CO,-udskillelse omtrent
ens med og uden biuret. I jorden med biuret alene
er der i sammenligning med kontroljorden et ringe
CO,-overskud, hvis drsag er uklar ; muligvis stam-
mer det tildels fra selve biuretet, hvis fuldstendige
hydrolyse til ammoniak og kulsyre ville resultere
i 3,6 mg CO; pr. 50 g jord. Forggelsen i CO,-pro-
duktion over jord+halm alene (nir hensyn tages
til den lidt sterkere produktion i jord -+ biuret) er
ganske vist kun ringe (43 mg CQO,), men nappe
mindre end der kunne ventes at svare til fuldsten-
dig assimilation af de 1,73 mg kvalstof pr. 50 g
jord med 100 p.p.m. biuret. Hvis denne mangde
kvelstof anvendes til synthese af mikrobetarstof
med 10 pct. kvaelstof og 50 pet. kulstof, vil der for-
bruges 8,7 mg kulstof/50 g jord, medens de ud-
skilte 43 mg CO, svarer til 11,6 mg kulstof. Dette
giver en samlet omsa&tning af 8,74+11,6 = 20,3
mg C, hvoraf 43 pct. er brugt til cellesynthese og
57 pet. til respiration — et forhold der synes gan-
ske normalt for en ekonomisk arbejdende popu-
lation af aerobe mikroorganismer.

I det andet forsgg anvendtes en neutral have-

Tabel 8. CO,-produktion i sur lerjord + 2,0 pct.
hvedehalm og 100 p.p.m. biuret

CO, mg/50 g tor jord

Forsegstid, Uden til- Halm Halm 4+ Biuret
dage s®tning  alene biuret alene
1 5 28 29 5
3 11 93 98 11
5 14 137 148 15
7 16 163 181 18
10 20 196 222 23
12 22 214 249 27
14 24 235 275 30
16 27 252 295 33
18 28 265 312 34
21 30 288 338 37

‘CO,-forpgelse for halm alene: 288—30=258 mg/50 g
» » » halm + biuret: 338—37 =301 mg/50

» halm +-biuret:338—37 =301 mg/50g

» biuretnetto:301—258 =43 mg/50 g

» »
» »

Tabel 9. CO,-produktion i neutral havejord med 0,5
pet. cellulose og 200 p.p.m. biuret

CO, mg/50 g tor jord

Forsegstod, Uden til- cellulose cellulose
dage setning + biuret
1 12 11 11
3 23 28 24
5 26 40 33
7 29 56 56
8 32 69 88
9 33 81 113
10 34 92 134
14 — 100 150
16 36 108 162

CO,-forggelse for cellulose alene: 108—36=72 mg
»  » » cellulose + biuret: 162—36=126 mg
» » » biuret netto: 126-—72 =54 mg

jord med tilsztning af 0,5 pct. cellulose i form af
meget findelt filtrerpapir suppleret med 200 p.p.m.
biuret. Som det fremgir af tallene i tabel 9 er
virkningen af biuretkvelstoffet her ikke sa lidt ty-
deligere. I den forste uges tid er der n®ermest tale
om en vis hemning, der aflgses af stimulering efter
8--9 dage. Den langsommere virkning af biuretet i
sammenligning med det forrige forsgg skyldes
muligvis, at der her ma opbygges en population
af mikroorganismer, der kombinerer evnen til biu-
retassimilation og cellulosesgnderdeling. Ved for-
spgets afslutning er biuretets fremmende virkning
endnu kendelig, og sandsynligvis er alt biuretkvel-
stof (her 3,47 mg N/50 g jord) endnu ikke assimi-
leret. Fuldstendig assimilation under de samme
betingelser som ovenfor beregnet ville medfere
assimilation af 17,3 mg kulstof, medens der kun
svarer 14,7 mg kulstof til de 54 mg CQO,, der er
dannet som overskud for biuret i sammenligning
med cellulose alene. Teoretisk ville man fa en to-
tal-omsatning af 17,3+14,7 = 32,0 mg kulstof,
hvoraf 54 pct. til cellesynthese og 46 pct. til respi-
ration. (Det siger sig selv at disse beregninger ikke
kan gore krav pa nogen ngjagtighed, bl.a. fordi
man ikke kan afgere om jordens egne kvalstoffor-
bindelser udnyttes i lige grad med og uden biuret-
tilseetning. Dog giver tallene en forestilling om
storrelsesordenen af de stofmengder, hvorom der
kan vere tale).
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Fra jorden med cellulose og biuret foretoges
nogle spredninger pa et tilsvarende agarsubstrat
med biuret og findelt cellulose. Foruden forskel-
lige svampe fremkom der her talrige sma, hvide,
kompakte kolonier af en actinomycet, tilsynela-
dende en Micromonospora-art, omgivne af tyde-
lige klare zoner hvor cellulosen var oplaest. Dette
var det eneste tilfelde, hvor der sis sikre tegn pa
udnyttelse af biuret hos en actinomycet.

Endelig udfortes der i en svagt sur lerjord fra
Virumgaard (pH 6,3) et sgnderdelingsforseg med
biuret alene i mangder pd 50 — 100 — 200 p.p.m.
Jordprgverne med og uden biurettilsetning opbe-
varedes (duplikatflasker) under samme betingel-
ser som i CO;-forsggene: moderat fugtig jord,
temperatur 25° C. Med mellemrum bestemtes am-
moniak- og nitratkvalstof som mal for biuret-
omsztningen. Resultaterne (tabel 10) viser i over-
ensstemmelse med angivelser af Gadet o.a. (1959)
at biuretkveelstof begynder at nitrificeres i lgbet af
et par uger, og processen er omtrent fuldstendig
efter to maneder, cmend billedet pd dette tids-
punkt tilslgres noget af de svingende nitratmang-

der, der henimod forsggets afslutning kunne tyde
pa delvis tab af kvelstof. Spiringsforsgg med byg
viste, at biuretets hemmende virkning udtrykt ved
spirernes vagt var meget betydelig ved forsagets
indledning, men var helt forsvundet efter 45 og
80 dage; spiringsprocenten pavirkedes derimod
ikke vesentligt.

Oversigt

Selv om evnen til at oms®tte og udnytte biuret
abenbart ikke er serlig almindelig blandt mikro-
organismerne, findes denne egenskab hos adskil-
lige grupper af svampe og bakterier, sisom Peni-
cillium spp., Coniothyrium, Myrothecium, Alter-
naria, Macrosporium og Aureobasidium pullulans,
Pseudomonas trifolii foruden de markelige »kvasi-
rhizobier« og selve rodknoldbakterierne. Alle dis-
se organismer forekommer vidt udbredte i jord og
pa planter, og en videregdende undersagelse ville
sikkert afslgre biuretudnyttelse i mange andre or-
ganismer. Kombinationen af svampe med optimal
reaktion ved pH 4 — 5 og bakterier som Ps. tri-
folii med et vakstinterval der straekker sig til pH

Tabel 10. Mineralisering af biuret i svagt sur lerjord

Biuret tilsat

p.p.m. 0
0 NH,-N 1
NO,-N 6
Talt 7
50 NH,-N 1
= 17,4 NO,-N 7
p.p.m. N Ialt
Over 0
pct. biuret-N mineraliseret
100 NH,-N 1
= 34,7 NO,-N 7
p.p.m. N Ialt
Over 0
pct. biuret-N mineraliseret
200 NH,-N 1
= 69,4 NO-;-N
pp.m. N Ialt
Over 0

pct. biuret-N mineraliseret
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Mineral-N p.p.m. efter dage
15 30 45 60 80

0 0 4 10 4
13 24 46 41 38

13 24 50 51 42

0 0 2 9 4
26 28 62 59 57

26 28 64 68 61

13 4 14 17 19

75 (23) 80 99  (109)
0 0 5 8 4

28 35 73 66 68
28 35 78 74 72

15 11 28 23 30
43 32 81 63 86

0 13 5 8 4
42 44 117 100 83
42 57 122 108 87
29 33 72 55 4s
42 48 (04 82 79



over 8 giver mulighed for omsaetning af biuret ved
ethvert reaktionstalsniveau, der kan traffes i dyr-
kede jorder, og hertil kommer, at visse bakterier
{Ps. trifolil) kan opna maximal vekst med biuret
som kvelstofkilde i labet af mindre end to degn.
Biuretet ma saledes karakteriseres som et under
gunstige omstendighedsr s@rdeles let metaboli-
szrbart stof.

Selve den biokemiske mekanisme ved biuretets
udnyttelse er ikke kendt i enkeltheder. Det synes
dog sikkert, at mikroorganismers og hgjere plan-
ters urcase ikke spiller nogen rolle i denne proces
— eller i alt fald ikke nogen primzer rolle i betragt-
ning af, at mange sterkt ureaseaktive bakterier
ganske mangler evne til at omsatte biuret.

Endvidere ser man, at den samlede jordbunds-
flora hurtigt indstiller sig pd udnyttelse af biuret i
nervarelse af kvalstoffattigt stof, sdledes som det
fremgar af kulsyreproduktionsforsggene 1 tabel
8-9, og at ogsa uden extra organisk stof kan biu-
retmangder si store som 200 p.p.m. (= 500 kg/
ha) mineraliseres i lgbet af 2 til 3 maneder (tabel
10). Nar hertil kommer, at biuret ikke fastholdes
absorbtivt af jorden (ifl. Gader o.a. 1959), synes
det klart, at der ikke kan vare nogen fare for
kumulativ virkning af de sma mengder biuret,
der kan tilfores jorden med eventuelt biuret-holdig
urea.

Biuretets relativt lette omszttelighed bidrager
tillige til at forklare, at dets giftighed er sterst ved
folizr optagelse efter udsprgjtning og mindre ved
tilfersel til jorden, hvor det bliver udsat for jor-
dens mikroorganismer inden det kommer til op-
tagelse i redderne. Tkke mindst i reddernes umid-
delbare omgivelser, rhizosferen, kan man vente,
at biuretet vil angribes af den sterkt aktive bak-
terieflora, der regelmessigt findes her — og som
hos balgplanterne indbefatter de ofte biuretmeta-
boliserende rodknoldbakterier.,

Summary

Transformation of biuret by microorganisms

Various fungi and bacteria capable of using biuret as
nitrogen source were isolated from soil and leaf ma-
terial in selective media. Prominent among the fungi
were Coniosporium fuckelii, Penicillium spp. (particul-
arly P. vermiculatum and P. lilacinumy), and Aureobasi-

dium pullulans, further Myrothecium verrucaria, Humi-
cola grisea, Alternaria sp. and Macrosporium (?7) sp.
All grew over a wide pH-range with typical optima at
pH 4,0-5,0. Approximately 60 to 85 pct. of the biuret-
nitrogen could be recovered in the mycelium. Biuret-
grown and washed mycelia produced ammonia from
urea although the urease did not appear to be a con-
stitutive enzyme; ammonia formation from biuret
could not be detected with certainty.

The most frequently encountered group of biuret-
utilizing bacteria were strains of Pseudomonas trifolii.
Pure cultures could under favourable conditions at-
tain maximum growth in glucose-biuret medium
within less than 48 hours when 80-85 pct. of the biuret
nitrogen was assimilated in the cell material. Growth
could be initiated from pH approx. 4 to above 8, with
apparent optimum at pH 5 to 6. Washed biuret-grown
cells produced ammonia more rapidly from urea than
from biuret.

Another group was represented by bacteria that
culturally resembled the rapidly growing type of
legume root nodule bacteria (RAizobium) but were not
definitely identifiable as such and were also different
from Agrobacterium radiobacter. Two strains of these
»quasi-rhizobia« grew even better with biuret than
with urea as nitrogen source. Another series of experi-
ments showed that many strains of genuine rhizobia
were capable of utilizing biuret although this nitrogen
source was mostly inferior to urea.

Except for the rhizobia and certain strains of Jureo-
basidium pullulans, stock cultures of several fungi,
actinomycetes and bacteria showed very little or no
evidence of metabolizing biuret.

Experiments in soil showed that the total soil micro-
flora was able to utilize biuret for the decomposition
of straw and pure cellulose, as evidenced by the pro-
duction of carbon dioxide, and that nitrogen in biuret
added in doses of 50-100-200 p.p.m. not accompained
by other organic substances was nitrified to the extent
of 80-100 pct. in the course of two to three months.

The results as a whole show that there can be no
risk of the biuret from synthetic urea fertilizer accum-
ulating in the soil. At the same time they seem to offer
some explanation for the well-known fact that the
phytotoxice effect of biuret is considerably greater by
foliar application than by uptake through the root.

Litteraturhenvisninger

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. (7th
ed.) Williams & Wilkins Co., Baltimore.

169



Briggs, M. H., & Segal, Leah, 1963. Preparation and
properties of a free soil enzyme. Life Sc. v. 2: 69-72.

Collins, H. A., & Aldrich, R. J., 1956. A preliminary
study of 2,3,6-trichlorobenzoic acid and biuret for
weed control in field corn. N. E. Weed Control
Congr. Proc. v. 10: 1-5.

Czapek, F., 1902. Untersuchungen iiber die Stick-
stoffgewinnung und Eiweissbildung der Pflanzen.
Beitr. Chem. Physiol. u. Path. v. 1: 538-560.

Den Doorende Jong, L. E., 1926. Bijdrage tot de ken-
nis van het mineralisatieproces. (Thesis, Delft).
Nijgh & van Ditmar’s Uitgevers Mij., Rotterdam.

Gadet, R., Soubies, L., & Fourcassie, F., 1959. Re-
cherches sur les effects toxiques du biuret et sur
Iévolution de ce composé dans les sols. Ann.
Agronomiques v. 6: 609-660.

Jensen, H. L., 1963. Sulphamic acid as a nitrogen
source for microorganisms. J. Appl. Bact. v. 20:
253-261.

Jensen, H. L., & Kumaran, K., 1965. Transformation
microbiologique du biuret. Ann. Inst. Pasteur v.
109: 184-190.

Jensen, H. L., & Schroder, Minna, 1965. Urea and
biuret as nitrogen sources for RAizobium spp. Ann.
Appl. Bact. v. 28: 473-478.

170

Larson, A. D., & Kallio, R. E., 1954. Purification and
properties of bacterial urease. J. Bact. v. 68: 67-73.

Petersen, E. J., 1926. Undecrsogelser over Jordens
Kulsyreproduktion, kemiske Tilstandsform og mi-
krobiologiske Aktivitet. Tidsskr. f. Planteavl v. 32:
625-671.

Petersen, E. J., 1940.
over Lucernebakterier.
504-553.

Shaw, W. H. L., & Kistiakowsky, G. B., 1950. Speci-
ficity of urease activity. J. Amer. Chem. Soc.v.72:
634-635.

Steiner, M., & Kating, H., 1957. Harnstoffassimila-
tion mit und ohne Ureasewirkung bei Mikroorga-
nismen. Arch. Mikrobiol, v, 28: 173-190.

Steiner, M., 1959, The utilization of amine and amide
nitrogen by Endomycopsis vernalis and other yeasts.
Symp. Soc. Exp. Biol. XII: Utilization of Nitro-
gen and its Compounds by Plants, pp. 171-192.
Cambridge University Press.

Wheldon, G. H., & MacDonald, R. E., 1962,
tion of biuret by Pseudomonas aeruginosa.
(London) v. 196: 596-597.

Diagnostiske Undersggelser
Tidsskr. f. Planteavl v. 44:

Utiliza-
Nature



