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s  U M LI A R Y.

T h i s  t h e s i s  s t a r t s  v / i th  a  s y n o p s i s  o f  t h e  l i t e r a t u r e  on 

t h e  m e t a b o l i s m  o f  m a n d e l a t e  and  r e l a t e d  com pounds b y  m i c r o 

o r g a n i s m s ,  P r e s e n t  k n o w le d g e  o f  t h e  c o n t r o l  o f  t h e s e  

p a th w a y s  i s  a l s o  s u m m a r is e d .

The e x p e r i m e n t a l  w ork  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  

p r i m a r i l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  a c t i v i t y  and  c o n t r o l  o f  t h e  

en z y m es  c o n v e r t i n g  L - m a n d e l a t e  an d  b e n z y l  a l c o h o l  t o  c i s , c i s -  

m u c o n a te  i n  b a c t e r i u m  NCIB 8250 w h ic h  i s  a n  A c i n e t o b a c t e r  

s p e c i  e s ,

T e c h n i a u e s  were w o rk e d  o u t  f o r  m u t a g e n e s i s  w i t h  

N - m e t h y l - N - n i t r o s o - N ^ - n i t r o g u a n i d i n e  an d  u l t r a v i o l e t  

i r r a d i a t i o n .  U s i n g  t h e  f o r m e r  t r e a t m e n t ,  " m a n d e l a t e  m u t a n t s " ,  

i , e ,  s t r a i n s  a b l e  t o  g row  on b e n z o a t e  o r  b e n z y l  a l c o h o l  b u t  

n o t  on  L - m a n d e l a t e ,  " b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s " ,  i . e .  s t r a i n s  

a b l e  t o  g row  on b e n z o a t e  o r  L - m a n d e l a t e  b u t  n o t  on b e n z y l  

a l c o h o l ,  an d  " b e n z o a t e  m u t a n t s " ,  i . e ,  s t r a i n s  u n a b l e  t o  grow  

on L - m a n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  o r  b e n z o a t e ,  w e re  i s o l a t e d .

T h re e  c l a s s e s  o f  m a n d e l a t e  m u t a n t s  w e re  o b t a i n e d :  t h o s e

w h ic h  l a c k e d  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ;  t h o s e  w h ic h  l a c k e d  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ;  and  t h o s e  w h ic h  l a c k e d  L -  

m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  and  t h e  

s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .

The t h r e e  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  e x a m in e d  d i d  n o t  p o s s e s s  

a f u n c t i o n a l  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  o r  l a b i l e  

b en z a l d  ehyd  e d ehy  d r o g e n  a s e ,



A l l  t h e  b e n z o a t e  m u t a n t s  s t u d i e d  w e re  a b l e  t o  g row  on

c a t e c h o l  b u t  n o t  on b e n z o a t e  o r  i t s  p r e c u r s o r s ,

M u ta n t s  me s o c  on s t i  t u  t i  v e  f o r  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e

an d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  and h y p e r i n d u c i b l e  f o r  t h e

s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w e re  o b t a i n e d  a s  a r e s u l t  o f

s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  an d  i n c u b a t i o n  w i t h  N - m e th y l - N - n i t r o s o -  
/

N - n i t r o g u a n i d i n e *

An e x a m i n a t i o n  o f  t h e  g ro w th  p a t t e r n s  o f  t h e  b l o c k e d  

m u t a n t s  p r o v i d e d  s u p p o r t i n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  p o s t u l a t e s  o f  

K en n ed y  ( 1 9 6 7 )  an d  K ennedy  & Pewson ( 1 9 6 8 a ,b )  t h a t  t h e  enzym es 

w h ic h  c o n v e r t  L - m a n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  an d  t h e i r  

s u b s t i t u t e d  a n a l o g u e s  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  b e n z o a t e s  a r e  n o n 

s p e c i f i c  i n  t h e i r  a c t i v i t y  and  i n d u c t i o n ;  t h a t  L - m a n d e l a t e  i s  

m e t a b o l i s e d  t o  b e n z o a t e  o n ly  t h r o u g h  b e n z o y l f o r m a t e ;  an d  t h a t  

2 - h y d r o x y b e n z o a t e  i s  o x i d i s e d  d i r e c t l y  t o  c a t e c h o l  and  n o t  

t h r o u g h  b e n z o a t e .

H e a t  d é n a t u r a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  

b l o c k e d  m u t a n t s  an d  t h e  p a t t e r n  o f  m o n o v a le n t  c a t i o n  

a c t i v a t i o n  p r o v i d e d  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a h e a t - s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w i t h  a  h a l f - l i f e  o f  a b o u t  500m in 

a t  3 7 ^ f an d  a  h e a t - l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w i t h  a 

h a l f - l i f e  o f  a b o u t  pOmin a t  3 7 ^ .  A s s a y s  w e re  d e v i s e d  i n  w h ic h  

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  two enzym es c o u ld  b e  d i f f e r e n t i a t e d .

B e n z o a te  o x i d a s e  a c t i v i t y  was o b t a i n e d  i n  a  c e l l - f r e e  

e x t r a c t .  The enzym e r e q u i r e s  PAD, an  NADH g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  

an d  Pe*̂ **'' i o n s  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y .  The p r o p e r t i e s  o f  t h e



enzym e w e re  r e l a t e d  t o  i t s  p o s s i b l e  mode o f  a c t i o n .  The 

a c t i v i t y  o b t a i n e d  was lo w ,  an d  c o n s e q u e n t l y  t h e  enzym e w as 

m e a s u r e d  i n  w h o le  c e l l s  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  on  enzym e i n d u c t i o n ,

A m e th o d  w as w o rk e d  o u t  f o r  m e a s u r i n g  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ,  t h e  s t a b l e  and  

l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  

c a t e c h o l  o x y g e n a s e  and  NADH o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  a  s i n g l e  c e l l -  

e x t r a c t .  I f  t h e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  was v e r y  

h i g h ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l a b i l e  an d  s t a b l e  enzym es h a d  t o  b e  

m e a s u r e d  i n  a  s e p a r a t e  e x t r a c t .

E x p e r i m e n t s  on t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  show ed t h a t :  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  an d  t h e  

s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w e re  c o o r d i n a t e l y  i n d u c e d  

( R e g u lo n  % ) ;  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  and  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  w e re  c o o r d i n a t e l y  i n d u c e d  ( R e g u lo n  R p ) ;  

an d  b e n z o a t e  o x i d a s e  ( R e g u lo n  R-^) an d  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  

( R e g u lo n  R^) w e re  i n d e p e n d e n t l y  r e g u l a t e d .  S u p p o r t i n g  

e v i d e n c e  f o r  t h e s e  c o n c l u s i o n s  came f ro m  a s t u d y  o f  t h e  b l o c k e d  

an d  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  and  from  an e x a m i n a t i o n  o f  t h e  

enzym es g r a t u i t o u s l y  i n d u c e d  by  t h i o p h e n o x y a c e t a t e . The 

i n d u c t i v e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  an d  t h e  

i n d u c t i v e  p a t t e r n  p r o d u c e d  b y  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  i n d i e  ax e d  

t h a t  R e g u lo n  R^ c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  two s u b u n i t s  c o n s i s t i n g  o f  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  an d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  on 

t h e  one h a n d  a n d  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  on t h e  

o t h e r  hand®



( 9 )  From a s t u d y  o f  t h e  m a n d e l a t e  m u t a n t s ,  i t  was c o n c lu d e d

t h a t  b e n z o y l f o r m a t e  i s  t h e  p r i m a r y  i n d u c e r  o f  t h e  R e g u lo n  R̂

e n z y m e s .  I t  w as n o t  p o s s i b l e  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  b e n z y l  

a l c o h o l ,  b e n z a l d e h y d e  o r  b o t h  a r e  i n d u c e r s  o f  t h e  R e g u lo n  R^ 

e n z y m e s .  S e v e r a l  s u g g e s t i o n s  w e re  p u t  f o r w a r d  t o  e x p l a i n  t h e  

i n d u c t i o n  o f  t h e  R e g u lo n  Rp enzym es by b e n z o y l f o r m a t e .

10) I t  was c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p a th w a y  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f

b e n z o a t e  f ro m  L - m a n d e l a t e  and  b e n z o y l f o r m a t e  i s  p h y s i o l o g i c  a l l y  

an d  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  f ro m  t h e  p a th w a y  w h ic h  c o n v e r t s  

b e n z y l  a l c o h o l  a n d  b e n z a l d e h y d e  t o  b e n z o a t e .  The p a th w a y s  

o c c u r r i n g  i n  b a c t e r i u m  NOIB 8250  w e re  c o m p a re d  w i t h  t h o s e  i n  

o t h e r  o r g a n i s m s .



1 .  GENERAL ASPECTS OF DISSIMILATION OF AROMATIC CChrOUNDS

A l l  l i v i n g  o r g a n i s m s  and  e s p e c i a l l y  t h e  p l a n t  w o r ld  

s y n t h e s i s e  a  v a s t  a r r a y  o f  a r o m a t i c  s t r u c t u r e s  r a n g i n g  f ro m  

s i m p l e  p h e n o l s  t o  c o m p le x  p o ly m e r s  s u c h  a s  t a n n i n  and l i g n i n .

I t  i s  now g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  a l l  b i o l o g i c a l l y  s y n t h e s i s e d  

o r g a n i c  m o l e c u l e s  m u s t  b e  d e g r a d e d  b y  some fo rm  o f  l i f e  t o  

m a i n t a i n  t h e  B i o c h e m i c a l  C y c le  o f  N a t u r e ,  I n  t h e  c a s e  o f  

a r o m a t i c  com pounds t h i s  i s  l a r g e l y  a c c o m p l i s h e d  b y  s e v e r a l  

b a c t e r i a l  an d  f u n g a l  s p e c i e s  ( e . g .  A l e x a n d e r ,  1 9 6 1 ;  D a g le y ,  

1 9 6 7 ;  E v a n s ,  1 9 6 8 ) .  T h e s e  m i c r o - o r g a n i s m s  a r e  a b l e  t o  

m e t a b o l i s e  a  l a r g e  v a r i e t y  o f  b e n z e n o i d  s t r u c t u r e s  e i t h e r  a s  

s o u r c e s  o f  o r g a n i c  c a r b o n  f o r  g ro w th  o r  b y  c o - m e t a b o l i s m  w ith  

o t h e r  s u b s t r a t e s  ( e . g .  Raymond, J a m is o n  & H u d s o n ,  1 9 6 7 ;  P ew son , 

K ennedy  & L i v i n g s t o n e ,  1 9 6 8 ) ,  The d i s r u p t i o n  o f  b e n z e n e  r i n g  

com pounds by  m i c r o - o r g a n i s m s  h a s  a t t r a c t e d  m o re  an d  m ore  

a t t e n t i o n  i n  r e c e n t  y e a r s  a s  a  m e a n s  o f  d e s t r o y i n g  t o x i c  

a r o m a t i c  b y - p r o d u c t s  o f  i n d u s t r y  ( e . g .  L u n t  & E v a n s ,  1 9 7 0 )  and  

p e s t i c i d e s ,  w h ic h  a r e  f r e q u e n t l y  s u b s t i t u t e d  a r o m a t i c  

h y d r o c a r b o n s  ( e . g .  K e a rn e y  & K aufm an , 1 9 6 9 )*

The a r o m a t i c  r i n g  h a s  t o  b e  o p e n e d  t o  a l l o w  c o m p l e t e  

m e t a b o l i s m .  R in g  c l e a v a g e  i s  e f f e c t e d  t h r o u g h  e i t h e r  o r t h o -  o r  

p a r a - d i h y d r o x y p h e n o l s  so t h a t  t h e  i n i t i a l  t r a n s f o r m a t i o n s  o f



a r o m a t i c  com pounds a r e  a im e d  a t  p r o d u c i n g  o n e  o f  t h e s e  k e y  

c o m p o u n d s .  P o l y n u c l e a r  com pounds  a r e  d e g r a d e d  hy  a s e r i e s  o f  

s u c c e s s i v e  r i n g  o p e n i n g s  . ( D a g le y ,  1 9 6 7 ) .

T he c l e a v a g e  o f  o r  th.o, -  d i  h y  d r  o xy  ph  eno 1 s c a n  h e  d i v i d e d  

i n t o  tw o d i s t i n c t  t y p e s  ( E v a n s ,  1 9 6 8 ) ;

( 1 )  t h e  o x i d a t i v e  c l e a v a g e  o f  t h e  c a r h o n - c a r h o n  bond  b e tw e e n  

tw o a d j a c e n t  h y d r o x y l a t e d  c a r b o n  a to m s  ( " o r t h o  c l e a v a g e " ) ;  

a n d  ( 2 )  t h e  o x i d a t i v e  c l e a v a g e  o f  t h e  c a r b o n - c a r b o n  b o n d  

b e tw e e n  a  h y d r o x y l a t e d  an d  a  n o n - h y d r o x y l a t e d  c a r b o n  a tom  

( " i m l a  c l e a v a g e " ) .

T h e s e  tw o m e th o d s  o f  b e n z e n o i d  r i n g  c l e a v a g e  p r o d u c e  a  

m u c o n ic  a c i d  an d  a  m u c o n ic  a c i d  s e m i a i d e h y d e  r e s p e c t i v e l y ®

T he m u c o n ic  a c i d  i s  t h e n  m e t a b o l i s e d  t o  ^ - o x o a d i p a t e  w h ic h  i s  

c l e a v e d  to  s u c c i n a t e  a n d  a c e t y l - G o A ,  a n d  t h e  m u c o n ic  a c i d  

s e m i a l d e h y d e  i s  c o n v e r t e d  t o  p y r u v a t e  a n d  a  c a r b o n y l  d e r i v a t i v e  

w h o se  s t r u c t u r e  d e p e n d s  on t h e  s u b s t i t u e n t s  on  t h e  o r i g i n a l  

b e n z e n o i d  n u c l e u s  ( R i b b o n s ,  1 9 6 5 ) .  T h i s  v a r i e t y  o f  r i n g  

o p e n i n g  m e c h a n ism s  l e a d s  t o  t h e  s i t u a t i o n . t h a t  t h e  saJiie 

com pound may b e  d e g r a d e d  i n  d i f f e r e n t  w ays b y  d i f f e r e n t  

o r g a n i s m s ;  e . g .  c a t e c h o l  i s  s u b j e c t e d  t o  o r t ho  c l e a v a g e  b y

D U i lâ a  t o  g i v e  , c l s - m u c o n a t e  ( O r n s t o n  & S t a n i e r ,  

1 9 6 4 )  and  t o  p ie ta  c l e a v a g e  by a p se u d o m o n ad  e x a m in e d  by  D a g le y ,  

E vans  & R ib b o n s  ( I 9 6 0 )  to  g i v e  c < -h y d ro x y m u c o n ic  a c i d  s e m i a l d e 

h y d e .  C o n v e r s e l y  o n e  o r g a n i s m  may p o s s e s s  s e v e r a l  d i f f e r e n t  

en zy m es  f o r  r i n g  c l e a v a g e ;  e . g .  P s eu d o m onas f l u o r e s o e n s  

p o s s e s s e s  two s p e c i f i c  enzym es f o r  t h e  o r t h g  c l e a v a g e  o f



p r o t o c a t e c h u a t e  a n d  c a f f e a t e ,  an d  tw o m o re  en zy m es  f o r  t h e  

m e ta  c l e a v a g e  o f  c a t e c h o l  and h o m o p r o t o c a t e c h u a t e  ( S e id m s n ,

Toms & V/ood, 1 9 6 9 ) .  A n u m b e r  o f  t h e  en zy m es r e s p o n s i b l e  f o r  

o r t ho  and  m e t  a  c l e a v a g e  h a s  b e e n  p u r i f i e d  a n d  e x t e n s i v e l y  

e x a m in e d  ( N o z a k i ,  K o j im a ,  N a k a zaw a , F u j i s a w a ,  Ono, K o t a n i ,

H aya i S h i  & Y am ano, 1 9 6 6 ;  H a y a i s h i  & N o z a k i ,  1 9 6 9 ) .

The c l e a v a g e  o f  d i h y d r o x y  p h e n o l s  i s  a c h i e v e d  by  t h e

r u p t u r e  o f  t h e  b o n d  b e t w e e n  t h e  c a r b o n  a tom  b e a r i n g  a  h y d r o x y l  

g ro u p  an d  a n  a d j a c e n t  c a r b o n  a tom  c a r r y i n g  a h y d r o g e n  o r  

c a r b o x y l  g r o u p ,  o r  a  s i d e - c h a i n .  T hus h o m o g e n t i s a t e  i s  s p l i t  

b y  V i b r i o  01 to  g i v e  m a l e y l a c e t o a c e t a t e  (C hapm an & D a g le y ,  1 9 6 2 )

A l th o u g h  t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  a r o m a t i c  n u c l e u s  i s  g e n e r a l l y  

an  a e r o b i c  p r o c e s s  i n v o l v i n g  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  a t m o s p h e r i c  

o x y g e n ,  IH io d o rse u d o m o n as r a l u s t r i s  p o s s e s s e s  a  r e d u c t i v e  

p a th w a y  f o r  t h e  a n a e r o b i c  m e t a b o l i s m  o f  b e n z o a t e  ( D u t t o n  &

E v a n s ,  1 9 6 9 ;  G u y er  & H egem an, 1 9 6 9 ) .  The i n i t i a l  s t a g e s  o f  

t h i s  p a th w a y  i n v o l v e  t h e  r e d u c t i o n  o f  b e n z o a t e  t o  c y c l o h e x - 1 -  

e n e - l “ C a r b o x y l a t e  a n d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h i s  compound to  

p i m e l a t e .



Si.: OF AND RlilLITED GOUr

M and e l a t e  c a n  b e  u t i l i s e d  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  an d

e n e r g y  by  a  fev/ b a c t e r i a  b e l o n g i n g  to  t h e  g e n u s  P s e u d o n o n a s  

( S t a n i e r ,  P a l l e r o n i  & D o u d o ro f fy  1 9 6 6 )  o r  t o  t h e  g e n u s  

A c i n e t o b a c t e r  (B aw n an n , B o u d o r o f f  & S t a n i e r ,  1 9 6 8 ) « R e c e n t l y  

J a m a l u d d i n ,  Subba Rao & V a id y a n a th a n  ( 1 9 7 0 )  show ed t h a t  t h e  

f u n g u s  y A s a e r g i l l u s  n i g e r , cam a l s o  m e t a b o l i s e  m a n d e l a t e .  I t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  com pound ca n  b e  u s e d  a s  a  g ro w th  .

s u b s t r a t e  by  a n um ber o f  o t h e r  o r g a n i s m s  w h ic h  h a v e  n o t  y e t

b e e n  t e s t e d  f o r  groY/th on i t .  Man d e l a t e  i s  p ro b a b ] .y  n o t  o f t e n  

u s e d  a s  a  p o s s i b l e  g ro w th  s u b s t r a t e ,  and  n e g a t i v e  r e s u l t s  a r e  

u n l i k e l y  t o  b e  p u b l i s h e d .  The one  r e p o r t  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

o f  an  o r g a n i s m  b e i n g  u n a b l e  t o  grow  on  m a n d e l a t e  i s  t h a t  o f  

T a y l o r  & E o a r e  (1 9 6 9 )  who fo u n d  t h a t  T h i o b a c i l l u s  A2 d i d  n o t  

groY/ on t h i s  com pound .

The m e ta b o l i s m  o f  m a n d e l a t e  an d  r e l a t e d  com pounds v / i l l  

b e  d i s c u s s e d  i n  tw o  p a r t s ,  w h ic h  a r e :

( 1 )  t h e  m a n i p u l a t i o n  o f  t h e  s i d e  c h a i n  a n d  r i n g  h y d r o x y l a t i o n  

l e a d i n g  to  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  o r t h o - d i h y d r o x y p h e n o l s . 

c a t e c h o l  and  p r o t o c a t e c h u a t e ;

an d  ( 2 )  t h e  r i n g  c l e a v a g e  o f  c a t e c h o l  an d  p r o t o c a t e c h u a t e ,  and  

t h e  s u b s e q u e n t  m e ta b o l i s m  o f  t h e  a l i p h a t i c  p r o d u c t s  f o r m e d .



rJ

2 . 1 . 1 c  The p a th w a y  o p e r a t i n g  i n  L am x llim o m s s p e c i e s .

S t a n i e r  ( 1 9 4 7  & 1 9 4 8 )  p r o p o s e d  fro m  g ro v / th  an d  

s i m u l t a n e o u s  a d a p t a t i o n  e x p e r i m e n t s  t h a t  i n  L*. n u t i d a  (ATCG 

1 2 6 3 3 ,  t h e n  known a s  ilniZZl&Rcens A .3 .1 2  ( S t a n i e r  e t  n l - > 

1 9 6 6 ) )  I ) ,L ~ m a n d e la t e  w as o x i d i s e d  t o  b e n z o a t e  v i a  

b e n z o y l f o r m a t e  an d  b e n z a l d e h y d e  ( P i g u l ) .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  

s u g g e s t e d  p a th w a y  was p r o v i d e d  by  S t a n i e r ,  G u n s a lu s  & G u n s a lu s  

( G u n s a l u s ,  S t a n i e r  & G u n s a l u s , 1 9 5 3 ;  G u n s a l u s ,  G u n s a lu s  & 

S t a n i e r ,  1 9 5 3 ;  S t a n i e r ,  G u n s a lu s  & G u n s a l u s ,  1 9 5 3 )  who 

s u c c e e d e d  i n  c h e m i c a l l y  i d e n t i f y i n g  t h e  i n t e r m e d i a t e s ,  and  

s e p a r a t i n g  t h e  enzym es v /h ioh  e f f e c t e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

D ,L - m a n d e la t e  t o  b e n z o a t e .  T h e s e  enzym es w e re  m a n d e l a t e  

r a c e m a s e ,  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e ,  an d  an  NAD'^*- a n d  an  N A D P '^ -s p e c i f ic  

b a i z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  The r e a s o n  f o r  t h i s  o r g a n i s m  

h a v i n g  t?m  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  to  c a r r y  o u t  t h e  one 

b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n  i s  s t i l l  n o t  knov/n. T h re e  o f  t h e s e  

e n z y m e s ,  m a n d e l a t e  r a c e m a s e  ( W e i l - M a l h e r b e ,  1 9 6 6 ) ,  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  (S am p so n  & H u n t ,  1 9 6 9 )  and t h e
"i*

NADP - s p e c i f i c  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  ( S ta c h o w ,  S t e v e n s o n  

à D ay , 1 9 6 7 )  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  p u r i f i e d ,  and  t h e i r  

c a t a l y t i c  p r o p e r t i e s  h a v e  b e e n  exam ined*  S t e v e n s o n  & 

M a n d e ls ta m  ( 1 9 6 5 )  h a v e  s u b s e q u e n t l y  o b t a i n e d  i n d i r e c t  evil den  c e  

f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a t h i r d  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e



OXIDATION OF MANDELATE TO CATECHOL IN PSEUDOMONAS PUTIDA
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i n d u c e d  by  g r o \ Y t h  on  b e n z a l d e h y d e .  T h is  enzyme was d e t e c t e d  

i n  w h o le  c e l l s ,  b u t  n o t  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  a s  i t  was 

d e s t r o y e d  i n  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e .

S t a n i e r  ( 1 9 4 8 )  p r o p o s e d  ‘t h a t  b e n z y l  a l c o h o l  w as c o n .v e r t e d  

t o  b e n z o a t e  v i a  b e n z a l d e h y d e  ( P i g . l ) ,  b u t  t h i s  i n i t i a l  i d e a  

b a s e d  on g ro v / th  e x p e r i m a i t s  w as n e v e r  f o l l o w e d  u p .  On t h e  

o t h e r  h a n d ,  C l a u s  & V /a lk e r  ( 1 9 6 4 )  a p p e a r e d  t o  e x c l u d e  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  b e n z y l  a l c o h o l  was o x i d i s e d  t o  b e n z o a t e  i n  a 

s o i l  p se u d o m o n a d  on t h e  b a s i s  o f  s i m u l t a n e o u s  a d a p t a t i o n  

s t u d i e s .

The s i m u l t a n e o u s  a d a p t a t i o n  e x p e r i m e n t s  o f  S l e e p e r  & 

S t a n i e r  ( 1 9 5 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  c a t e c h o l  w as p r o d u c e d  b y  t h e  

o x i d a t i o n  o f  b e n z o a t e .  T h i s  s u b s t a n t i a t e d  t h e  o r i g i n a l  w ork  

o f  EVEms ( 1 9 4 7 )  who h a d  shown t h a t  g ro w th  o f  V i b r i o  01 on  

b e n z o a t e  l e d  t o  t h e  a c c i m u l a t i o n  o f  s m a l l  a m o u n ts  o f  c a t e c h o l  

i n  t h e  m ed ium . S l e e p e r  ( 1 9 5 1 )  v e r i f i e d  t h a t  b e n z o a t e  was

b e n z o a t e  an dr 14c o n v e r t e d  t o  c a t e c h o l  b y  t h e  u s e  o f  [ c a r b o x y -  C 

j ^ l - ^ ^ 'c ] b e n z o a t e .  From t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  l a b e l  i n  t h e  

p r o d u c t s  h e  d e d u c e d  t h a t  o n e  o f  t h e  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  c a t e c h o l  

r e p l a c e d  t h e  c a r b o x y l  g ro u p  o f  b e n z o a t e  a n d  t h a t  t h e  o t h e r  

h y d r o x y l  g r o u p  w as a t t a c h e d  i n  o r t ho  j u x t a p o s i t i o n .  2 -  

H y d r o x y b e n z o a t e ,  3 - h y d r o x y b e n z o a t e , 4 - h y d r o x y b e n z o a t e , 2 , 5 “ 

d i h y d r o x y b e n z o a t e ,  3 , 4 - d i h y d r o x y b e n z o a t e ,  2 - h y d r o x y b e n z a l d e h y d e  

a n d  p h e n o l ,  w h ic h  w e re  t h o u g h t  t o  b e  l i k e l y  i n t e r m e d i a t e s  

b e tw e e n  b e n z o a t e  an d  c a t e c h o l  b y  S l e e p e r  & S t a n i e r  ( 1 9 5 0 ) ,  

w e re  r u l e d  o u t  b y  g ro w th  an d  s i m u l t a n e o u s  a d a p t a t i o n
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e x p e r i m e n t s .  A l th o u g l i  no  i n t e r m  e d i  a t  e s  b e t w e e n  b e n z o a t e  an d  

c a t e c h o l  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  i n  Zjl r u t i d a .  V o e ts  ( 1 9 5 8 )  an d  

W al,ker & H a r r i s  ( 1 9 7 0 )  show ed t h a t  i n  some s p e c i e s  of  

Az o t o b a c t e ro  2 - h y d r o x y b e n z o a t e  i s  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  b e n z o a t e  to  c a t e c h o l .  M a n d e ls ta m  & J a c o b y  ( 1 9 6 5 ) ,  

Kemp & H egem an ( 1 9 6 8 )  an d  Dr G .D . Hegeraan ( D e p a r tm e n t  o f  

B a c t e r i o l o g y  and  Im m u n o lo g y , U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a ,

B e r k e l e y ,  U . S . A . ,  p r i v a t e  c o m m u n ic a t io n )  h a v e  b e e n  u n a b l e  t o  

d e t e c t  b e n z o a t e  o x i d a s e  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  P se u d o m o n a s  

s p e c i e s .

M a n d e l a t e  i s  c o n v e r t e d  t o  b e n z o a t e  b y  an  a n a l o g o u s  p a th w a y  

in  £-aÆM-OJlfln,.as. (ATCO 1 5 6 9 2 )  ( R o s e n b e r g  & Hegeman,

1 9 6 9 ) e x c e p t  t h a t  t h i s  o r g a n i s m  a p p e a r s  t o  h a v e  o n l y  one  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  an d  no m a n d e l a t e  r a c e m a s e  so  t h a t  

i t  c a n  o x i d i s e  o n l y  t h e  L » is o m e r  o f  m a n d e l a t e .

2 . 1 , 2 .  The p a th w a y  o p e r a t i n g  i n  Acl n e t o b a c t e r  s p e c i e s .

A s i m i l a r  p a th w a y  f o r  t h e  o x i d a t i o n  o f  m a n d e l a t e  and  

b e n z y l  a l c o h o l  t o  c a t e c h o l  ( P i g . 2 )  was show n t o  o p e r a t e  i n  

b a c t e r i u m  NCIB 8250  ( a n  A c in e t o b a c t e r  s p , ;  s e e  p . 4 4 )  by  

K e n n e d y  & P ew son  ( 1 9 6 8 a , b ) .  T h is  o r g a n i s m  w as u n a b l e  t o  

m e t a b o l i s e  D - m a n d e l a t e  a n d  c o n t a i n e d  two NAD*̂ ‘-  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e s  r a t h e r  t h a n  b o t h  an  HAD'' -  a n d  an  NADP'^-  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  One o f  t h e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e s  w as f o u n d  t o  b e  h e a t - s t a b l e  an d  t h e  o t h e r  h e a t -  

l a b i l e  . T h e i r  e v i d e n c e  f o r  t h e  p a th w a y  came f ro m  s i m u l t a n e o u s  

a d a p t a t i o n  e x p e r i m e n t s  an d  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  enzym es i n
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c e l l - f r e e  e x t r a c t s .  B e n z o a t e  o x i d a s e  i n  t h i s  o r g a n i s m ,  l i k e  

t h a t  i n  f  s en  do in o n a s  s p e c i e s  c o u l d  n o t  h e  d e t e c t e d  i n  c e l l - f r e e  

e x t r a c t s  ( P e w s o n ,  p r i v a t e  c o m m u n i c a t i o n ) . A l t h o u g h  K ennedy  & 

P ew son  ( 1 9 6 8 a )  p o s t u l a t e d  id i a t  h - m a n d e l a t e  was  m e t a b o l i s e d  v i a  

b e n z o y l f o r m a t e , t h e y  c o u l d  n o t  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  a  

p r o p o r t i o n  o f  t h e  L - m a n d e l a t e  was d e c a r b o x y l a t e d  t o  fo rm  b e n z y l  

a l c o h o l .  S t a n i e r  h a d  a p p a r e n t l y  n o t  c o n s i d e r e d  t h i s  r a t h e r  

u n l i k e l y  p o s s i b i l i t y  i n  h i s  w ork  w i t h  p u t j d g .

2 . 1 , 3 o  The p a t h w a y  o p e r a t i n g  i n  t h e  f u n g u s  A s p e r g i l l p s  n i ^ e r .

T he p a t h w a y  f o r  t h e  o x i d a t i o n  o f  m a n d e l a t e  i n  A s p e r g i l l u s  

( P i g . 3 )  ( J a m a l u d d i n  ^  ? 1 9 7 0 )  show s s e v e r a l

d i f f e r e n c e s  f ro m  t h e  b a c t e r i a l  s y s t e m .  T h e r e  a r e  two s p e c i f i c  

m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e s  w i t h  q u i t e  d i f f e r e n t  p r o p e r t i e s ,  w h ic h  

c o n v e r t  L -  and  D - m a n d e l a t e  d i r e c t l y  t o  b e n z o y l f o x m i a t e .  

B e n z o y l f o r m a t e  i s  t h e n  m e t a b o l i s e d  t o  b e n z o a t e  w h i c h  u n d e r g o e s  

s u c c e s s i v e  - h y d r o x y l a t i o n s  t o  g i v e  4—h y d r o x y b e n z o a t e  and  

p r o  t o e  a t  e c h u a t e .

2 j L 2 _ ^ _ 0 % i d a t A a n _ . Q . f _ s u b s t i t u t M ^

2 . 2 . 1 .  The p a t h w a y  o p e r a t i n g  i n  Es^ i idom gng^  P J l t i d a .

G u n t e r  ( 1 9 5 3 )  show ed  t h a t  d - h y d r o x y - I ) , L - m a n d e l a t e  was 

m e t a b o l i s e d  t o  4 - h y d r 0 x y b e n z o a t e  i n  n u t i d a  by  a  pathvfay  

p a r a l l e l  t o  t h a t  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  D , L - m a n d e l a t e ,  e x c e p t  

t h a t  t h e  D - i s o m e r  o f  4 - h y d r o x y m a n d e l p t e  w as  n o t  o x i d i s e d .  

S t a n i e r  e t  ^ l e  ( 1 9 5 3 )  s u g g e s t e d  t h a t  a  common s e t  o f  enzym es



F i g . 3 , i  1
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^ L -M A N D E L A T E
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dehydrogenase



c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  b o t h  4 - h y d r o x y -  

m a n d e l a t e  and  m a n d e l a t e  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  b e n z o a t e s .  T h i s  

s u g g e s t i o n  was s u b s t a n t i a t e d  b y  S t e v e n s o n  & M a n d e l s t a m  ( 1 9 6 5 )  

who i s o l a t e d  a m u t a n t  o f  t h i s  o r g a n i s m  l a c k i n g  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w h i c h  was u n a b l e  t o  g row  on  e i t h e r  

m a n d e l a t e  o r  4 - h y d r o x y m a n d e l a t e ,

The s i m u l t a n e o u s  a d a p t a t i o n  e x p e r i m e n t s  o f  S l e e p e r  & S t a n i e r

( 1 9 5 0 ) i n d i c a t e d  t h a t  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  was o x i d i s e d  t o  

p r o t o c a t e c h u a t e ,  4 - H y d r o x y b e n z o a t e  h y d r o x y l a s e ,  t h e  enzyme 

w h ic h  c a t a l y s e s  t h i s  r e a c t i o n ,  h a s  b e e n  p u r i f i e d  by  H osokaw a & 

S t a n i e r  ( 1 9 6 6 )  and  i t s  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  h a s  b e e n  s t u d i e d  by  

H e s p ,  G a l v i n  & Hosokavm ( 1 9 6 9 ) ,

2U _2^2.g,,J2h§__B ajhw ;3X -0£eraM M JjL jb!icte^^

K ennedy  & Pewson  ( 1 9 6 8 a , b )  p o s t u l a t e d  f ro m  s i m u l t a n e o u s

a d a p t a t i o n  e x p e r i m e n t s  a n d  f ro m  a n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  k i n e t i c  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  enzym es  i n v o l v e d  t h a t  b a c t e r i u m  NCIB 8250 

o x i d i s e d  L - m a n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  a n d  t h e i r  s u b s t i t u t e d  

a n a l o g u e s ,  w h i c h  i n c l u d e d  t h e  2 - h y d r o x y ,  3 - h y d r o x y ,  4 - h y d r o x y ,

3 , 4 - d i h y d r o x y  and  4 - h y d r o x y - 3 - m e th o x y  d e r i v a t i v e s ,  t o  t h e  

c o r  r e s p o n d i n g  b e n z o a t e s  b y  a  s e r i e s  o f  p a r a l l e l  p a t h w a y s  w hose  

enzym es  w e r e  n o n - s p e c i f i c  i n  t h e i r  a c t i v i t y  a n d  i n d u c t i o n .

M e t a b o l i s m  o f  t h e  b e n z o a t e s  vms b r o u g h t  a b o u t  b y  s p e c i f i c  

enzym es  w h ic h  w e r e  g e n e r a l l y  p r o d u c e d  o n l y  b y  g r o w t h  on  a  

h o m o lo g o u s  s u b s t r a t e ,  and  w h ic h  c o n v e r t e d  t h e  b e n z o a t e s  t o  

e i t h e r  c a t e c h o l  o r  p r o t o c a t e c h u a t e  ( F i . g , 4 ) . The e x c e p t i o n  t o  

t h i s  o b s e r v a t i o n  was t h a t  g r o w t h  on 2 - h y d r o x y b e n z o a t e  i n d u c e d



F i g . 4 .

The m e t a b o l i s m  o f  m a n d e l a t e  an d  r e l a t e d  com pounds by 

b a c t e r i u m  NGIB 82 50 .
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b e n z o a t e  o x i d a s e  a s  w e l l  a s  2 - h y d r o x y b e n z o a t e  h y d r o x y l a s e

( K e n n e d y  & P e w so n ,  1 9 6 8 a ,  t h e i r  T a b l e  3 ) .  C o n s e q u e n t l y  

K e n n e d y  & P ew so n  ( 1 9 6 8 a )  c o u l d  n o t  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  b e n z o a t e  w as  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  2 -  

h y d r o x y b e n z o a t e  t o  c a t e c h o l #

The p a t h w a y  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  4 - h y d r o x y - 3 - m e t h o x y -  

b e n z o a t e  was b a s e d  on  s i m u l t a n e o u s  a d a p t a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  b u t  

t h e  en z y m es  i n v o l v e d  w e r e  n e v e r  e x am in ed *  C a r t w r i g h t  &

B u s w e l l  ( 1 9 6 7 ) ,  h o w e v e r ,  s e p a r a t e d  v a n i l l a t e  0 - d e m e t h y l a s e ,  

t h e  enzyme w h ic h  c o n v e r t s  4 - h y d r o x y - 3 - m e t h o x y b e n z o a t e  t o  

p r o t o c a t e c h u a t e ,  f ro m  p r o t o c a t e c h u a t e  3 , 4 - o x y g é n a s e  i n  

P s e u d o m o n a s  T, an d  w e r e  a b l e  t o  show t h a t  t h e  f i r s t  

i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  d i s s i m i l a t i o n  o f  4 - h y d r o x y - 3 - m e t h o x y b e n z o a t e  

w as  p r o t o c a t e c h u a t e *

3 - H y d r o x y b e n z o a t e  i s  n o t  o x i d i s e d  by b a c t e r i u m  NGIB 8250 

a s  t h e  o r g a n i s m  d o e s  n o t  p o s s e s s  an  enzyme c a p a b l e  o f  i t s  

f u r t h e r  m e t a b o l i s m .  A nu m b er  o f  o t h e r  s u b s t i t u t e d  m a n d e l a t e s  

a n d  b e n z y l  a l c o h o l s ;  e . g .  n i t r o ,  f l u o r o ,  bromo an d  c h l o r o ,  

c a n  a l s o  b e  d e g r a d e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  b e n z o a t e s  by s u i t a b l y  

i n d u c e d  c e l l s  (K e n n e d y  & P ew so n ,  1 9 6 8 a ) * O n ly  i n  t h e  c a s e  o f  

t h e  f l u o r o - s u b s t i t u t e d  com pounds  d o e s  m e t a b o l i s m  p r o c e e d  

b e y o n d  t h e  b e n z o a t e  l e v e l  (K e n n ed y  & Pev/son ,  1 9 6 8 a ;  Pev/son 

e t  . g l * , 1 9 6 8 ) .  None o f  t h e s e  p a r t i a l l y  m e t a b o l i s e d  com pounds  

s u p p o r t s  g r o w t h  by  i t s e l f .



2o3# C o n v e r s i o n  o f  c a t e c h o l  t o  /?“ Oxo^^.dipyl»CoAo

The r e a c t i o n s  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c a t e c h o l  t o  

j^ - o x o a d ip y l - O o A  ( F i g # 5) a r e  i d e n t i c a l  i n  P3ati.dg (ATOG 

1 2 6 3 3 )  a n d  i n  t o b a c t e r  s p e c i e s  ( O ^ o v a s ,  O r n s t o n  &

S t a n i e r ,  1 9 6 7 ) .  I n  b o t h  t y p e s  o f  o r g a n i s m ,  o r t h o  c l e a v a g e  o f  

c a t e c h o l  o c c u r s #  The i n d i v i d u a l  i n t e r m e d i a t e s  and  enzym es  o f  

t h e  p a t h w a y  w e r e  b y  and  l a r g e  i d e n t i f i e d  u s i n g  2^  p u t l d a  a s  

t h e  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l ,  b u t  a l l  t h e  enzym es  o f  t h e  p a th w a y  

h a v e  s i n c e  b e e n  d e t e c t e d  i n  2#  ̂ a e r u g i n o s a  (ATGC 1 5 6 9 2 )  (Kemp & 

H egem an,  1 9 6 8 )  a n d  i n  A G in e t o b p C t e r  c a l c o a c e t i c u s  (ATCO 2 3 3 9 3 )  

( C a n o v a s  & S t a n i e r ,  1 9 6 7 ) ?  w h ic h  i s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  

b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 ,  b u t  w h ic h  c a n n o t  groY/ on  m a n d e l a t e  

(Baum ann g t  g l . , 1 9 6 8 ) .

C i s t c i  s - m u c o n a t e  # t h e  p r o d u c t  o f  r i n g  o p e n i n g  and  ( + )*- 

i n u c o n o l a c t o n e  Vfere i d e n t i f i e d  a s  i n t e r m e d i a t e s  o f  t h e  p a t h w a y  

by  E v an s  & S m i th  ( 1 9 5 1 )  and  EVans,  S m i t h ,  L i n s t e a d  & E l v i d g e

( 1 9 5 1 )  who shovæd t h a t  f r e e z e - d r i e d  c e l l s  o f  f l u o r e s c e n s  

a n d  V i b r i o  01 g ro^m  on  c a t e c h o l  c o n v e r t e d  t h e s e  com pounds  to  

/ ^ • o x o a d i p a t e .  The n e x t  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  p a t h w a y ,  

o x o a d i p a t e  eno 1 - 1  a c t  o n e ,  v;as i d e n t i f i e d  b y  O r n s t o n  & S t a n i e r  

( 1 9 6 6 ) .  ^ - O x o a d i p a t e  was f i r s t  i m p l i c a t e d  a s  a  p o s s i b l e  

m e t a b o l i t e  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  a r o m a t i c  com p o u n d s  b y  K i l b y  

( 1 9 4 8 )  who i d e n t i f i e d  i t  a s  an  e x c r e t i . o n  p r o d u c t  i n  c u l t u r e s  

o f  V i b r i o  01 grovm on p h e n o l .  S u b s e q u e n t l y  S t a n i e r ,  S l e e p e r ,  

T s u c h i d a  & M cDonald  ( 1 9 5 0 )  i s o l a t e d  and  c h a r a c t e r i s e d / ^ -  

o x o a d i p a t e  a s  t h e  p r o d u c t  o f  c a t e c h o l  m e t a b o l i s m  by  f r e e z e -
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d r i e d  c e l l s  o f  2®. m i t i d a  grow n on  m a n d e l a t e #  The w ork  o f  

O r n s t o n  ( 1 9 6 6 c )  i m p l i c a t e d  ^ - o x o a d i p y l - G o A  a s  t h e  t e r m i n a l  

i n t e r m e d i a t e  o f  t h e  p a th v /a y  a l t h o u g h  i t  h a s  n o t  y e t  b e e n  

c h e m i c a l l y  i d e n t i f i e d #  He f o u n d  t h a t  c e l l s  o f  gerugino_s_a 

(ATCG 1 7 5 0 3 )  a n d  P ^ u d g m g n .g s  m u j t ^ v o . r a n s  (ATCG 1 7 7 5 9 )  g rown on 

a d i p a t e  g r a t u i t o u s l y  s y n t h e s i s e d  t h o s e  en zy m es  o f  t h e  c a t e c h o l  

p a t h w a y  w h ic h  a r e  i n d u c e d  by  ^ o x o a d i p a t e .  From t h i s  

o b s e r v a t i o n  h e  c o n c l u d e d  t h a , t  ^ - o x o a d i p y l - G o A  was an 

i n t e r m e d i a t e  o f  t h e  c a t e c h o l  p a th w a y  a s  i t  was t h e  o n l y  

compound l i k e l y  t o  b e  common t o  b o t h  t h e  c a t e c h o l  and  a d i p a t e  

p a t h v f a y s .

W i th  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  ^ o x o a d i p a t e  s u c c i n y l - C o A  

t r a n s f e r a s e  i n  n u t i d a . a l l  t h e  en zy m es  i n v o l v e d  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  c a t e c h o l  t o  ^ - o x o a d i p y l - C o A  i n  2s> n u t i d a  

( O r n s t o n ,  1 9 6 6 c ) ,  i n  F ^ ] l £ i a o s g  (Kemp & Hegem an,  1 9 6 8 )  a n d  

i n  2s, c g l c qa c e t i cu_s ( C a n o v a s  & S t a n i e r ,  1 9 6 7 )  h a v e  b e e n  

d e t e c t e d  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  a n d  i n  a  n u m b e r  o f  c a s e s  h a v e  

b e e n  e x t e n s i v e l y  p u r i f i e d  ( O r n s t o n ,  1 9 6 6 a , b ) .  I n  b a c t e r i i m  

NCIB 8 2 5 0 ,  a l t h o u g h  n o t  a l l  t h e  enzym es  o f  t h e  c a t e c h o l  p a th w a y  

h a v e  b e e n  m e a s u r e d ,  t h r e e  k e y  e n z y m e s ,  c a t e c h o l  1 , 2 - o x y g e n a s e  

(K e n n e d y  & Pev/son,  1 9 6 8 b )  , m u c o n o l a c t o n e  i s o m e r a s e  ( O r n s t o n  & 

S t a n i e r ,  1 9 6 6 )  a n d  ^ o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  h y d r o l a s e  ( O r n s t o n  

1 9 6 6 c )  h a v e  b e e n  a s s a y e d #  P r e s u m a b l y ,  t h e r e f o r e ,  t h i s  o r g a n i s m  

m e t a b o l i s e s  c a t e c h o l  b y  t h e  p a t h w a y  shown i n  F i g . 5*

A l t h o u g h  t h e  o r g a n i s m s  d i s c u s s e d  i n  t h i s  S e c t i o n  

d i s s i m i l a t e  c a t e c h o l  t h r o u g h  t h e  o r t h o  c l e a v a g e  p a t h w a y ,  t h e r e



a r e  many r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  o r g a n i s m s  e m p l o y i n g  th e '  

m a i a  c l e a v a g e  p a t h w a y ;  e . g .  V i b r i o  01 g r o w i n g  on  n a p h t h a l e n e  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  s y n t h e s i s e  a  c a t e c h o l  2 , 3 - o x y g e n a s e  

( G - r i f f i t h s ,  R o d r i q u . e s ,  D a v i e s ,  & E v a n s ,  I 9 6 4 ) , and  P.,, p_u,ti.d.a 

(NGIB 1 0 1 0 5 ) ( F e i s t  & H egem an ,  1 9 6 9 )  a n d  P ^  ;Q j g o r e s c .ens 

( S e i d m a n ,  Toms & Wood, 1 9 6 9 )  g r o w i n g  on  p h e n o l  i n d u c e  t h e  same 

enzyme# O n ly  t h e  p x l J in  c l e a v a g e  p a t h w a y ,  h o w e v e r ,  h a s  b e e n  

d e a l t  vd-th i n  d e t a i l  a s  o n l y  t h i s  p a th w a y  h a s  so f a r  b e e n  

i m p l i c a t e d  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  m a n d e l a t e  an d  r e l a t e d  co m p o u n d s ,

2_. 4 .  C o n v e r s i o n  o f  p r o t o c a t e c h u a t e  t o  / ^ o x o a d i p y l - G o A .

The b i o c h e m i c a l  p a t h w a y s  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

p r o t o c a t e c h u a t e  to  ^ - o x o a d i p y l - C o A  ( F i g . 6) a r e  c h e m i c a l l y  

a n a l o g o u s  t o  t h o s e  o f  t h e  c a t e c h o l  p a t h w a y ,  a n d  a r e  i d e n t i c a l  

i n  P ^  p n t l d n  (ATCG 1 2 6 3 3 )  an d  i n  Anln^mtobaglea:  s p e c i e s .  I n  

b o t h  t y p e s  o f  o r g a n i s m ,  .Q,:ci:ho. c l e a v a g e  o f  p r o t o c a t e c h u a t e  o c c u r s .  

As Avith t h e  c a t e c h o l  p a t h w a y ,  t h e  i n d i v i d u a l  enzym es  and  

i n t e r m e d i a t e s  o f  t h e  p a t h w a y  w e r e  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  i d e n t i f i e d  

u s i n g  1 2  p u t ! d a  a s  t h e  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l ,  b u t  a s  b e f o r e ,  a l l  

t h e  en zy m es  o f  t h e  p a t h w a y  h o v e  s i n c e  b e e n  d e t e c t e d  i n  ?#.

(ATCG 1 5 6 9 2 ) (Kemp & H egem an,  1 9 6 8 )  and  i n  2&

(ATCG 2 3 3 9 3 )  ( C m o v a s  & S t o n i e r ,  1 9 6 7 ) .

The f i r s t  i n t e r m e d i a t e  o f  t h e  p a t h w a y  t o  b e  i d e n t i f i e d  was 

/ ^ - o x o a d i p a t e  w h i c h  was c h e m i c a l l y  c h a r a c t e r i s e d  by  S t a n i e r ,  

S l e e p e r ,  T s u c h i d a  & M cDonald  ( 1 9 5 0 )  a s  t h e  p r o d u c t  o f  

p r o t o c a t e c h u a t e  m e t a b o l i s m  by  f r e e z e - d r i e d  c e l l s  o f  12  p u t i d a  

t h a t  h a d  b e e n  g row n  on 4 - h y d r o x y b e n z o a t e .  The n e x t  m e t a b o l i t e
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t o  b e  c h a r a c t e r i s e d  was / ^ - c a r b o x y - c , ! s , c i s - m u c o n a t e . t h e  p r o d u c t  

o f  r i n g  c l e a v a g e  (M cD o n a ld ,  S t a n i e r  & I n g r a h a m ,  1 9 5 4 ) .

O r i g i n a l l y  i t  was t h o u g h t  t h a t  t h e  m e t a b o l i s m  o f  ^  

c a r b o x y m n c o n a t e  t o  ^ - o x o a d i p a t e  was d i f f e r e n t  i n  t h e  two 

g e n e r a #  T h i s  v;as b e c a u s e  G a in  ( 1 9 6 1 )  f o u n d  t h a t  ( m ) -  

m u c o n o l a c t o n e  was t h e  p r o d u c t  o f  t h e  m e t a b o l i s m  o f  

c a r b o x y m u c o n a t e  b y  a  h e a t - t r e a t e d  e x t r a c t  o f  b a c t e r i u m  NGIB 

82^0  grown on p r o t o c a t e c h u a t e ,  and  t h a t  t h i s  l a c t o n e  was 

c o n v e r t e d  t o  ^ - o x o a d i p a t e  by  an  u n h e a t e d  e x t r a c t  ; w h e r e a s  i n  

p u t i d a  ( t ) - m u c o n o l a c t o n e  was n o t  a t t a c k e d  b y  t h e  enzyme 

s y s t e m  w h ic h  c o n v e r t e d  y ^ c a r b o x y m u c o n a t e  t o  ^ o x o a d i p a t e .  The 

s u b s e q u e n t  v/ork o f  O r n s t o n  & S t a n i e r  ( 1 9 6 6 )  , h o w e v e r ,  showed 

t h a t  t h e  p a t h w a y s  i n  t h e  two g e n e r a  a r e  i n  f a c t  i d e n t i c a l ,  and  

t h a t  t h e  two i n t e r m e d i a t e s  b e t w e e n  ^ - c a r b o x y m u c o n a t e  an d  

o x o a d i p a t e  a r e  1 - c a r b o x y m u c o n o l a c t o n e  a n d  / ^ o x o a d i p a t e  e n o l -  

l a c t o n e .  T h e s e  w o r k e r s  a t t r i b u t e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  (-!-)“ 

m u c o n o l a c t o n e  i n  b a c t e r i u m  HCIB 8250 t o  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  t o  t h i s  compound by  t h e  b a s a l  a m o u n t s  

o f  m u c o n o l a c t o n e  i s o m e r a s e  p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c t ;  a  phenom enon  

w h i c h  d o e s  n o t  o c c u r  i n  P se u d o m o n as  s p p . *  / - O x o a d i p a t e - e n o l  

l a c t o n e  i s  p r o d u c e d  b y  t h e  s p o n t a n e o u s  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  y -  

c a r b o x y m u c o n o l a c t o n e ,  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  m e t a b o l i s m  o f  p- 

c a r b 0x y m u c o n a te  by  t h e  h e a t - t r e a t e d  e x t r a c t .

W ith  t h e  e x c e p t i o n  o f  o x o a d i p a t e  s u c c i n y l - G o Â  

t r a n s f e r a s e  i n  p u t i d a . a l l  t h e  enzym es  i n v o l v e d ,  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  j3fo(:o.c<xtficWte t o  / - o x o a d i p y l - O o A  i n  J 2  p u t i  d p ( O r n s t o n .
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1 9 6 6 c ) ,  i n  a e r u g i n o s a  (Kemp & H egem an,  1 9 6 8 )  a n d  i n  2s. 

c a l c o a c e t i c u s ( C a n o v a s  & S t a n i e r ,  1 9 6 7 )  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n  

c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  a n d  i n  a  n u m b e r  o f  c a s e s  h a v e  b e e n  

e x t e n s i v e l y  p u r i f i e d  ( O r n s t o n ,  1 9 6 6 a ) # I n  b a c t e r i u m  HCIB 8 2 5 0 ,  

a l l  t h e  en zy m es  o f  t h e  p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y  h a v e  b e e n  

m e a s u r e d  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  / - o x o a d i p a t e  s u c c i n y l - G o A  

t r a n s f e r a s e  ( O r n s t o n ,  1 9 6 6 c ;  K ennedy  & P ew so n ,  1 9 6 8 b ) .

By m eans  o f  r a d i o a c t i v e  t e c h n i q u e s ,  t h e  c h e m i c a l  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  / ^ - c a r b o x y m u c o n o l a c t o n e  and  t h e  i s o l a t i o n  

o f  t h e  en z y m es  i n v o l v e d ,  G r o s s ,  G a f f o r d  & Tatum ( 1 9 5 6 )  showed 

t h a t  ^ ^ c a r b o x y m u c o n o l a c t o n e  was  an i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  p r o t o c a t e c h u a t e  t o  / ^ o x o a d i p a t e  i n  t h e  f u n g u s  

e r a s  sa#  C a i n ,  B i l t o n  & D a r r a h  ( 1 9 6 8 )  c o n f i r m e d  

t h i s  o b s e r v a t i o n ,  a n d  by  s t u d y i n g  t h e  p a t h w a y  i n  s e v e r a l  

f u n g a l  s p e c i e s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y  i n  

f u n g i  p r o c e e d s  v i a  / ^ c a r b 0 xymucono1 a c t o n e  r a t h e r  t h a n  v i a  t h e  

V - i s o m e r  w h i c h  i s  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  p a t h w a y  i n  b a c t e r i a #

The o r g a n i s m s  d i s c u s s e d  i n  t h i s  S e c t i o n  d i s s i m i l a t e  

p r o t o c a t e c h u a t e  t h r o u g h  t h e  o r t h o  c l e a v a g e  p a t h w a y ;  b u t  t h e r e  

a r e  many r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  o r g a n i s m s  e m p l o y i n g  t h e  

Bm ia c l e a v a g e  p a t h w a y ;  e # g .  P s e u d o m o n a s  i e s t g s t e r g n i  g r o w i n g  

on  4 ” h y d r o x y b  en zo  a t e  s y n t h e s i s e s  a  p r o t o c a t e c h u a t e  4 ? 5-" 

o x y g e n a s e  ( W h e e l i s ,  P a l l e r o n i  & S t a n i e r ,  1 9 6 7 ) #  As w i t h  

c a t e c h o l ,  h o w e v e r ,  p r o t o c a t e c h u a t e  h a s  so  f a r  a l w a y s  b e e n  

f o u n d  t o  b e  d e g r a d e d  by a n  o r t h o  c l e a v a g e  pathv/a;^'' when d e r i v e d  

f ro m  s u b s t i t u t e d  m e n d e l a t e s  or  r e l a t e d  compounds#
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p a t h w a y s  i n  tüm àm ojlIX^  an d  A o ^ n e t o M c t c r  s p e c i e s .

A l t h o u g h  t h e  b i o c h e m i c a l  p a t h w a y s  a r e  i d e n t i c a l  i n  t h e  

two g e n e r a ,  t h e r e  a r e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  enzyme c o m p le m e n t s ,  

■A cine tobg c t e r  s p p .  s y n t h e s i s e  two / ^ - o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  

h y d r o l a s e s  a n d  two ^ o x o a d i p a t e  s u c c i n y l - G o A  t r a n s f e r a s e s #

One s e t  o f  t h e s e  enzym es  i s  i n d u c e d  b y  g r o w t h  on  c a t e c h o l ,  and  

t h e  o t h e r  s e t  by  g r o w t h  on  p r o t o c a t e c h u a t e  so t h a t  a l t h o u g h  

o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  r e p r e s e n t s  t h e  c h e m i c a l  p o i n t  o f  

c o n v e r g e n c e  o f  t h e  two p a t h w a y s ,  /^“ O x o a d ip y l -G o A  r e p r e s e n t s  

t h e  en z y m ic  p o i n t  o f  c o n v e r g e n c e #  On t h e  o t h e r  h a n d  i n  

P s eudom onas s p p , ,  / ^ o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  r e p r e s e n t s  b o t h  

t h e  c h e m i c a l  an d  en z y m ic  p o i n t  o f  c o n v e r g e n c e  a s  t h i s  g e n u s  

s y n t h e s i s e s  o n l y  one  ^ o x o a d i p a t e  s u c c i n y l - C o A  t r a n s f e r a s e  

and  o n e  ^ o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  h y d r o l a s e #
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I n  r e c e n t  y e a r s  a  g r e a t  d e a l  o f  i n t e r e s t  h a s  b e e n  shov/n 

i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  m e t a b o l i c  p a t h w a y s ,  an d  t h i s  h a s  b e e n  

r e f l e c t e d  i n  t h e  n u m b e r  o f  r e v i  e.vs w h ic h  h a v e  a p p e a r e d  on t h e  

s u b j e c t ;  e . g .  S t a d t m a n  ( 1 9 6 6 ) ,  B u t t i n  ( 1 9 6 8 ) ,  Cohen ( 1 9 6 8 ) ,  

C l a r k e  & L i l l y  ( 1 9 6 9 ) ,  P a i g e n  & W i l l i a m s  ( 1 9 7 0 )  an d  S an w a l  

( 1 9 7 0 ) #

M e t a b o l i c  p a t h w a y s  i n  m i c r o - o r g a n i s m s  a r e  s u b j e c t  t o  b o t h  

f i n e  a n d  c o a r s e  c o n t r o l s #  The f i n e  c o n t r o l s  c o n s t i t u t e  v e r y  

s e n s i t i v e  an d  r a p i d l y  a d j u s t i n g  c o n t r o l  m e c h a n i s m s  w h ic h  

r e g u l a t e  enzyme a c t i v i t y #  B o th  l i n e a r  a n d  b r a n c h e d  m e t a b o l i c  

p a t h w a y s  a r e  r e g u l a t e d  by  t h i s  m echan ism #  I n  a  l i n e a r  p a th w a y  

t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  p r o d u c t  i s  o f t e n  c o n t r o l l e d  by  f e e d b a c k  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  f i r s t  enzyme o f  t h e  p a t h w a y  by t h e  p r o d u c t  o f  

t h e  f i n a l  enzyme o f  t h e  s e q u e n c e ;  e#g# 5 ™ p h o s p h o r ib o s y l» A T P  

p y r o p h o s p h o r y l a s e  i s  i n h i b i t e d  by h i s t i d i n e  (Am es,  M a r t i n  & 

G a r r y ,  1 9 6 1 )#  I n  a b r a n c h e d  d i v e r g i n g  p a t h w a y  t h e  s i t u a t i o n  

i s  m ore  c o m p le x  a s  t h e  i n h i b i t i o n  o f  an  enzym e common t o  b o t h  

p a t h w a y s  b y  t h e  e n d - p r o d u c t  o f  o n e  p a t h w a y  w o u ld  r e s u l t  i n  t h e  

s y n t h e s i s  o f  a n  i n s u f f i c i e n t  am oun t  o f  t h e  o t h e r  p r o d u c t s  due  

t o  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  common i n t e r m e d i a t e #  

S e v e r a l  m e c h a n i s m s  e x i s t  i n  m i c r o - o r g a n i s m s  t o  o v e rc o m e  t h i s  

p r o b l e m ,  an d  t h e s e  i n c l u d e s

( 1 )  s y n t h e s i s  o f  i s o f u n c t i o n a l  e n z y m e s ,  e a c h  o f  w h ic h  i s  

c o n t r o l l e d  by  a d i f f e r e n t  e n d - p r o d u c t ;  e , g ,  t h e  t h r e e
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a s p a r t o k i n a s e s  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i , o n e  o f  w h i c h  i s  i n h i b i t e d  

b y  l y s i n e ,  t h e  s e c o n d  by  t h r e o n i n e ,  and  t h e  t h i r d  by  h o m o s e r i n e  

( S t a d t m a n ,  C o h en ,  Le ü r a s  & De R o b i c h o n - S z u l m a j s t e r , 1 9 6 1 ) ;

( 2 )  c o n c e r t e d  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n ,  w h ic h  r e q u i r e s  a n  e x c e s s  o f  

two o r  m o re  e n d - p r o d u c t s  t o  a c h i e v e  i n h i b i t i o n ;  e .g #  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  a s p a r t o k i n a s e  o f  R h o d o p s e u d o in o n a s c a n s u l a t u s  

r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  t h r e o n i n e  a n d  l y s i n e  ( D a t t a  &

G e s t ,  1 9 6 4 ) ;

a n d  ( 3 )  c o o p e r a t i v e  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  i n  w h i c h  t h e  i n h i b i t i o n  

o f  t h e  common enzyme i s  g r e a t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  m i x t u r e  o f  

e n d - p r o d u c t s  t h a n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s i n g l e  e n d - p r o d u c t ;  e . g .  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  g l u t a m i n e  p h o s p h o r i b o s y l p y r o p h o s p h a t e  

a m i d o t r a n s f  e r a s e  o f  A e r o b a c t e r  a e r o  g e n e s  b y  Ai/IF a n d  GMP 

( Hi e r l i c h  & M a g a s a n i k , 1 9 6 5 ) .

I n  a  b r a n c h e d  p a t h w a y , i n  a d d i t i o n  t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

t h e  f i r s t  enzyme o f  t h e  p a t h w a y ,  t h e r e  i s  u s u a l l y  a l s o  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  f i r s t  enzyme a f t e r  e a c h  b r a n c h  p o i n t ;  t h e r e b y  

i n c r e a s i n g  t h e  f l e x i b i l i t y  o f  t h e  p a t h w a y  «

Monod, O h an g eu x  & J a c o b  ( 1 9 6 3 )  d e s c r i b e d  i n h i b i t i o n  o f  

t h i s  t y p e  a s  a l l o s t e r i c  i n h i b i t i o n  b r o u g h t  a b o u t  by  t h e  

c o m b i n a t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r  w i t h  t h e  enzyme a t  a  s i t e  o t h e r  

t h a n  t h e  a c t i v e  s i t e ,  and  r e s u l t i n g  i n  an  a l t e r e d  c o n f o r m a t i o n  

o f  t h e  enzym e p r o t e i n #  A l l o s t e r i c  i n h i b i t i o n  h a s  b e e n  f o u n d  t o  

b e  a  v e r y  g e n e r a l  m e c h a n i s m  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  enzyme 

a c t i v i t y ,  a n d  i s  i m p o r t a n t  i n  m a i n t a i n i n g  t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  

a n a b o l i s m  a n d  c a t a b o l i s m ,  d u r i n g  g r o w t h ;  t h e r e b y  e l i m i n a t i n g  an



2 5

u n n e c e s s a r y  e x p e n d i t u r e  o f  e n e r g y  when mi a d e q u a t e  s u p p l y  o f  

e n d - p r o d u c t  i s  a v a i l a b l e .

C o a r s e  c o n t r o l s ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  a r e  r e l a t i v e l y  

i n s e n s i t i v e  and  s lo w  t o  t a k e  e f f e c t  a s  t h e y  r e g u l a t e  t h e  r a t e  

o f  enzym e s y n t h e s i s #  The m a in  a d v a n t a g e  o f  t h i s  c o n t r o l  

m e c h a n i s m  i s  t h a t  i t  a l l o w s  o n l y  enzym es  w h i c h  a r e  r e q u i r e d  

f o r  g r o w t h  i n  a  p a r t i c u l a r  medium t o  b e  s y n t h e s i s e d .

M o s t  o f  t h e  c u r r e n t  i d e a s  on t h e  r e g u l a t i o n  o f  a d a p t i v e  

enzym e s y n t h e s i s  h a v e  d e v e l o p e d  f ro m  t h e  m o d e l  p r o p o s e d  by  

J a c o b  & Monod ( 1 9 6 1 )  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  l a c  s y s t e m  i n  

2.^ n o l i .  I n  t h e i r  c l a s s i c a l  p a p e r  J a c o b  & Monod ( 1 9 6 1 )  

p r o p o s e d  t h a t  t h e  t h r e e  s t r u c t u r a l  g e n e s  o f  t h e  j a c  s y s t e m  a r e  

c o o r d i n a t e ! y c o n t r o l l e d  by  m ean s  o f  a  c y t o p l a s m i c  r e p r e s s o r  

p r o d u c e d  b y  a  r e g u l a t o r  gene#  I n  t h e  a b s e n c e  o f  i n d u c e r  t h e  

r e p r e s s o r  b i n d s  t o  t h e  o p e r a t o r  s i t e  a d j a c e n t  to  t h e  t h r e e  

c l o s e l y  l i n k e d  s t r u c t u r a l  g e n e s ,  w h ic h  fo rm  a  c o n t i g u o u s  

s e c t i o n  o f  DNA known a s  a n  o p e r o n ,  a n d  p r e v e n t s  enzyme 

s y n t h e s i s #  The t h r e e  g e n e s  a r e  r e l e a s e d  f ro m  r e p r e s s i o n  when 

a n  i n d u c e r  c o m b i n e s  w i t h  t h e  r e p r e s s o r  m o l e c u l e  an d  r e m o v e s  i t  

f r o m  t h e  o p e r a t o r  s i t e #  T h i s  h y p o t h e s i s  h a s  b e e n  s t r e n g t h e n e d  

b y  a  g r e a t  d e a l  o f  e x p e r i m e n t a l  w o rk ,  and  e s p e c i a l l y  by  t h e  

i s o l a t i o n  o f  t h e  r e p r e s s o r  ( G i l b e r t  & M u l l e r - H i l l , 1 9 6 6 )#  

S u b s e q u e n t  v/ork h a s  shown t h e  e x i s t e n c e  o f  a  p r o m o t e r  r e g i o n ,  

a d j a c e n t  t o  t h e  o p e r a t o r  b u t  d i s t a l  f ro m  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e s ,  

a n d  t h i s  p r o m o t e r  r e g i o n  i s  p r o b a b l y  t h e  b i n d i n g  s i t e  f o r  Ri'IA 

p o l y m e r a s e  ( I p p e n ,  M i l l e r ,  S c a i f e  & B e c k v / i t h ,  1 9 6 8 ) .
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G l o s e  l i n k a g e  o f  g e n e s  s h a r i n g  a  common r e p r e s s o r  n e e d  n o t  

o c c u r .  The enzym es  o f  t h e  a r g i n i n e  p a th w a y  map a t  d i f f e r e n t  

s i t e s  on t h e  c o i l  ch rom osom e ( G o r i n i , G u n d e r s o n  & B u r g e r ,  

1 9 6 1 ) ,  Maas & C l a r k  ( 1 9 6 4 )  p r o p o s e d  t h e  t e r m  " r e g u l o n "  t o  

d e s c r i b e  s u c h  a  s y s t a n  w h ic h  was d e f i n e d  a s  a  g r o u p  o f  enzyme 

f o r m i n g  u n i t s  w h ic h  r e s p o n d  t o  a  s i n g l e  r e p r e s s o r .  Two t y p e s  

o f  r e g u l o n  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d :  t h o s e  i n  w h ic h  s t r u c t u r a l

g e n e s  f o r  t h e  enzym es  a r e  a d j a c e n t  t o  one  a n o t h e r  ( C . g , l a p ) ; 

and  t h o s e  i n  w h ic h  t h e y  a r e  n o t  ( e , g ,  g r g ) # T h e r e f o r e ,  t h e  t e r m  

r e g u l o n  c a n  b e  u s e d  t o  d e s c r i b e  any  g r o u p  o f  enzym es  w h ic h  fo rm  

a  r e g u l a t o r y  u n i t  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  g e n e t i c  l i n l c a g e .

The en zy m es  o f  t h e  l a p  o p e r o n  a r e  d e f i n e d  a s  i n d u c i b l e  

enzym es  a s  t h e y  a r e  s y n t h e s i s e d  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s p e c i f i c  

c o m p o u n d s .  I n  c o m p a r i s o n ,  t h e  enzym es  o f  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s  

a r e  f r e q u e n t l y  r e p r e s s i b l e  s i n c e  t h e s e  enzjmies a r e  n o t  f o rm e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s p e c i f i c  m e t a b o l i t e s ,  F o r  r e p r e s s i b l e  

s y s t e m s  t h e  c y t o p l a s m i c  r e p r e s s o r  i s  t h o u g h t  t o  b e  p r o d u c e d  i n  

an  i n a c t i v e  f o r m ,  and  c a n  o n l y  b i n d  t o  t h e  o p e r a t o r  r e g i o n  when 

c o m b in e d  w i t h  a  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o r e p r e s s o r  m o l e c u l e  

( J a c o b  & Monod, 1 9 6 1 ) ,  As w i t h  a l l o s t e r i c  i n h i b i t i o n ,  b o t h  

l i n e a r  and  b r a n c h e d  p a t h w a y s  a r e  s u b j e c t  t o  r e p r e s s i o n .  An 

e x a m p le  o f  t h e  f o r m e r  i s  t h e  r e p r e s s i o n  o f  h i s t i d i n e  

b i o s y n t h e s i s  by h i s t i d i n e  (Ames & G a r r y ,  1 9 5 9 ) .  I n  b r a n c h e d  

b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s  t h e  p r o b l e m  o f  an  o v e r - a b u n d a n c e  o f  o n e  

e n d - p r o d u c t  r e p r e s s i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  enzym es  r e q u i r e d  

f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  o t h e r  e n d - p r o d u c t s  i s  s o l v e d  b y  a  s e r i e s
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o f  m e c h a n i s m s  a n a l o g o u s  t o  t h o s e  u s e d  t o  o v e rc o m e  t h e  same 

p r o b l e m  i n  a l l o s t e r i c  i n h i b i t i o n .  T h e s e  i n c l u d e s

( 1 ) i s o f u n c t i o n a l  enzym es  e a c h  o f  w h ic h  i s  r e p r e s s e d  by  a 

d i f f e r e n t  e n d - p r o d u c t ;  e . g .  t h e  t h r e e  a s p a r t o k i n a s e s  o f  

E# c o l l , o n e  o f  w h ic h  i s  r e p r e s s e d  by  t h r e o n i n e  4 i s o l e u c i n e ,  

t h e  s e c o n d  by  m e t h i o n i n e  a n d  t h e  t h i r d  b y  l y s i n e  ( P a t t e ,  Le 

B r a s  & C o h e n ,  1 9 6 7 ) ;

a n d  ( 2 )  c o n c e r t e d  r e p r e s s i o n  w h ic h  r e a u i r e s  an  e x c e s s  o f  two 

o r  m o re  e n d - p r o d u c t s  t o  a c h i e v e  r e p r e s s i o n ;  e . g .  t h e  

r e p r e s s i o n  o f  h o m o s e r i n e  d e h y d r o g e n a s e  I  an d  a s p a r t o k i n a s e  

I  o f  .E®. .ÇLQ22 r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  t h r e o n i n e  an d  

i s o l e u c i n e  ( C o h e n ,  1 9 6 8 ) ,

A l t h o u g h  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  c a s e s ,  t h e  r e g u l a t i o n  o f  

enzym e s y n t h e s i s  i n v o l v e s  a  n e g a t i v e  t y p e  o f  c o n t r o l  s i m i l a r  

t o  t h a t  p o s t u l a t e d  f o r  t h e  l a c  system, by  J a c o b  & Monod ( 1 9 6 1 ) ,  

a  f e w  i n s t a n c e s  o f  p o s i t i v e  c o n t r o l  h a v e  b e e n  r e c o r d e d .  

E n g l e s b e r g ,  I r r ,  P o w e r  & L ee  ( 1 9 6 5 )  showed t h a t  t h e  en zy m es  

r e q u i r e d  f o r  a r a b i n o s e  m e t a b o l i s m  i n  c o l i  w e re  r e g u l a t e d  by 

a  s y s t e m  o f  p o s i t i v e  c o n t r o l #  T h e i r  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  r e g u l a t o r  g e n e  p r o d u c e d  an a c t i v a t o r  w h i c h  i n  c o m b i n a t i o n  

w i t h  a n  i n d u c i n g  m o l e c u l e  was r e q u i r e d  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  

t h e  s t r u c t u r a l  g e n e s .

I n  s e v e r a l  c a s e s ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  i n d u c t i o n  o f  

a n  enzyme s y s t e m  c a n  b e  i n h i b i t e d  by  a  n u m b e r  o f  com pounds  

w h ic h  p r e v e n t  t h e  p e r m e a t i o n  o f  t h e  i n d u c e r  i n t o  t h e  c e l l .  

T h u s ,  a l t h o u g h  t h e  i n d u c e r  o f  t h e  enzyme s y s t e m  i s  p r e s e n t  i n



t h e  g r o w t h  m edium j t h e  enz^-viiies t h e m s e l v e s  a r e  n o t  s y n t h e s i s e d  

a s  t h e  i n d u c e r  d o e s  n o t  g a i n  e n t r y  t o  t h e  c e l l .  An e x a m p le  o f  

t h i s  t y p e  o f  c o n t r o l  m e c h a n i s m  h a s  b e e n  r e p o r t e d  by  Adhya & 

n c h o l s  ( 1 9 6 6 ) who f o u n d  t h a t  t h e  i h d u c t i o n  o f  t h e  g a l a c t o s e  

enzym es  by  g a l a c t o s e  i n  c o l i  was i n h i b i t e d  b y  g l u c o s e  o r  

f  ru.c t o  s e ,

A r e d u c t i o n  i n  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  c e r t a i n  enzym es  

h a s  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  o r  o t h e r  

r e a d i l y  m e t a b o l i s e d  c a r b o n  s o u r c e s .  T h i s  p h en o m en o n  knov/n a s  

c a t a b o l i t e  r e p r e s s i o n  h a s  b e e n  f u l l y  d e s c r i b e d  by h a g a s a n i k  

( 1 9 6 1 )0  i i a g a s a n i k  p r o p o s e d  t h a t  c a t  a b o l i t  e r e p r e s s i o n  v/as 

b r o u g h t  a b o u t  by c a t a b o l i t e s  f o rm e d  f ro m  t h e  m e t a b o l i s m  o f  

g l u c o s e  and  r e l a t e d  com pounds  a c c u m u l a t i n g  i n  t h e  c e l l ,  an d  

r e p r e s s i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  enzym es w hose  a c t i v i t y  w o u ld  

a u g m e n t  t h e  a l r e a d y  l a r g e  i n t r a c e l l u l a r  p o o l  o f  t h e s e  c o m p o u n d s .  

The n a t u r e  o f  t h e  c a t a b o l i t e (  s )  v /h ich  s e r v e s  a s  t h e  

c o r o p r e s s o r  i s  n o t  y e t  known a l t h o u g h  a  c o n s i d e r a b l e  am oun t  o f  

e f f o r t '  h a s  b e e n  e x p e n d e d  i n  t r y i n g  to  i d e n t i f y  i t  (P  a i  g en  & 

\ / i l l i a m s ,  1 9 7 0 ) ,  R e c e n t  w ork  h a s  shown t h a t  c y c l i c  9 % 5 -Alvïp 

o v e r c o m e s  t h e  c a t a b e l i t e  r e p r e s s i o n  p r o d u c e d  by  g l u c o s e  

( P e r l m a n ,  De Groriibrugghe & P a s  t a n ,  1 9 6 9 ) ,

O a t a b e l i t e  r e p r e s s i o n  i s  o n l y  o n e  o f  s e v e r a l  e f f e c t s  on 

enzyme a c t i v i t y  a n d  s y n t h e s i s  t h a t  may b e  e x e r t e d  b y  g l u c o s e .  

O t h e r s  a r e :

( 1 ) t r a n s i e n t  r e p r e s s i o n  -  t h i s  r e p r e s e n t s  a  p e r i o d  o f  i n t e n s e  

r e p r e s s i o n  l a s t i n g  up t o  o n e  g e n e r a t i o n  w h i c h  o c c u r s  

i m m e d i a t e l y  a f t e r  c e l l s  a r e  e x p o s e d  t o  g l u e  o s e  (M o ses  &

P r é v o s t ,  i 9 6 0 )?
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( 2 )  i n t e r f e r e n c e  w i t h  i n d u c e r  t r a n s p o r t  (A d h y a  & E c h o l s ,

19 6 6 )?

and  ( 3 )  c a t a h o l i t e  i n h i b i t i o n  -  t h i s  i s  a  c o n t r o l  e x e r t e d  by  

g l u c o s e  on enzyme a c t i v i t y  r a t h e r  t h a n  enzym e f o r m a t i o n ,  and  

i s  a n a l o g o u s  t o  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  i n  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s  

( M c G in n i s  & P a i g e n ,  1 9 6 9 ) •

T h i s  S e c t i o n  h a s  s u m m a r i s e d  t h e  b a s i c  t y p e s  o f  c o n t r o l  

m e c h a n ism  o p e r a t i n g  i n  m i c r o - o r g a n i s m s . Many v a r i a t i o n s  o f  

t h e s e  h a v e  b e e n  s h o v n  t o  o c c u r ?  b u t  o n l y  o n e ,  t h e  c o n t r o l  o f  

c o n v e r g i n g  p a t h w a y s  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  m a n d e l a t e  and  

r e l a t e d  c o m p o u n d s ,  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  i n  t h e  n e x t  

E e c t i o n o

m e t a b o l i c  .p.nthym.¥.g._- t h e  n e n d e l ? t e
aM. A."hy cjr oxy b e n ^ .R te ._T] a tm:L2Z8_,_.

I n  h i s  h y p o t h e s i s  o f  s e a u e n t i a l  i n d u c t i o n ,  S t a n i e r  ( 1 9 4 7 )

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

o f  t h e  enzyme r e s p o n s i b l e  f o r  i t s  c o n v e r s i o n  t o  t h e  n e x t  

i n t e r m e d i a t e  o f  t h e  m e t a b o l i c  p a t h w a y . At t h a t  t i m e  t h e  

h y p o t h e s i s  o f  s e q u e n t i a l  i n d u c t i o n  was w i d e l y  a c c e p t e d  w i t h o u t  

r i g o r o u s  p r o o f  b e c a u s e  no p l a u s i b l e  a l t e r n a t i v e  was p u t  

f o r w a r d .  H o w ev e r ,  t h e  e n u n c i a t i o n  o f  t h e  o p e r o n  t h e o r y  

( J a c o b  & Monod, 1 9 6 1 )  c o u p l e d  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  g r o u p s  o f  

enzym es  o p e r a t i v e  i n  b o t h  e n e r g y - y i e l d i n g  a n d  b i o s y n t h e t i c  

p a t h w a y s  o f  b a c t e r i a  c a n  b e  s y n t h e s i s e d  c o o r d i n a t e l y , t h r e w  

d o u b t  on t h e  o r i g i n a l  s u g g e s t i o n  o f  c o m p le x  s e q u e n t i a l  

i n d r n t i o n .  T o t a l  c o o r d i n a t e  i n d u c t i o n  c a n  b e  e x c l u d e d  f ro m  a
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c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  s e q u e n t i a l  i n d u c t i o n  e x p e r i m e n t s .  The 

a l t e r n a t i v e s  a r e ,  a c c o r d i n g l y ,  t o t a l  s e q u e n t i a l  i n d u c t i o n  o r  

c o o r d i n a t e  i n d u c t i o n s  o f  b l o c k s  o f  e n z y m e s ,  p h y s i o l o g i c a l l y  

i n t e r c o n n e c t e d  by  s e q u e n t i a l  s t e p S c  I n  p r a c t i c e  i t  was f o u n d  

t h a t  i n d u c t i o n  o f  t h e  r a . a n d e la t e  p a th w a y  was p a r t l y  c o o r d i n a t e  

an d  p a r t l y  s e q u e n t i a l  ( S t a n i e r ,  l iegem an & O r n s t o n ,  1 9 6 5 )*

l iegem an  ( 1 9 6 6 a , b , c )  f o u n d  f ro m  a s t u d y  o f  t h e  w i l d  t y p e ,  

a n d  b l o c k e d  and  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  o f  .pu t j .da  t h a t  t h e  f i r s t

f i v e  en z y m es  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a th w a y  ( F i g o 7 )  w e r e  c o o r d i n a t e l y  

i n d u c e d  b y  D- and  L - m a n d e l a t e  and  b e n z o y l f o r m a t e ,  C h a k r a b a r t y ,  

G u n s a l u s  & G u n s a l u s  ( 1 9 6 8 )  showed b y  m e a n s  o f  i n t e r s t r a i n  g e n e  

t r a n s f e r  t h a t  t h e  g e n e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

m a n d e l a t e  t o  b e n z o a t e  w e r e  c o t r a n s d u c i b l e , S t a n i e r ,  Hegeman & 

O r n s t o n  ( 1 9 6 5 )  show ed  t h a t  b e n z o a t e  o x i d a s e  was r e g u l a t e d  

i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  o t h e r  enzym es  o f  t h e  p a t h w a y ,  a n d  w as  

i n d u c e d  b y  b e n z o a t e *

O r n s t o n  ( 1 9 6 6 c )  s t u d i e d  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  

p r o t o c a t e c h u a t e  an d  c a t e c h o l  p a t h w a y s  i n  n u t i d a  an d  o b s e r v e d  

t h a t  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  fo rm e d  an  i n d e p e n d e n t  r e g u l a t o r y  u n i t  

i n d u c e d  by  c i s y C j s - m u c o n a te *  O r n s t o n  c o u l d  n o t  r u l e  o u t  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  c a t e c h o l  c o u l d  a l s o  i n d u c e  c a t e c h o l  o x y g e n a s e :  

b u t  c o n s i d e r e d  i t  u n l i k e l y  a s  c a t e c h o l  was s t r u c t u r a l l y  

d i s s i m i l a r  f r o m  c j s  , c :( s -muc on a t  e * However^ Kemp & Hegeman ( 1 9 6 8 )  

and  B i r d  & Gain- ( 1 9 6 8 ) ,  b y  g ro v / in g  a e r u a ' i n o s p  (ATGG 156 9 2  

and  8 b 2  r e s p e c t i v e l y )  a n a e r o b i c a l l y  on l a c t a t e  -s* c a t e c h o l  u s i n g  

n i t r a t e  a s  t h e  t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e n t o r  ( i*  e* u s i n g
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O o n d i t i o n s  u n d e r  w h ic h  c a t e c h o l  c o u l d  n o t  h e  c o n v e r t e d  t o  

c 1 s g 0 1,8 -mue on a t  e ) ,  show ed t h a t  c i  s  ̂o i s - m u c o n a t e  h u t  n o t  c a t e c h o l  

i n d u c e d  c a t e c h o l  o x y g e n a s e ,

O r n s t o n  ( 1 9 6 6 c )  a l s o  f o u n d  t h a t r

( 1 )  m u c o n a t e  l a c t o n i s i n g  enzym e an d  r a u c o n o l a c t o n e  i s o m e r a s e  

c o n s t i t u t e d  a  s e c o n d  r e g u l a t o r y  u n i t  i n d u c e d  hy  c i s , Q-is.- 

m u c o n a t e ;

( 2 )  p r o t o c a t e c h u a t e  o x y g e n a s e  fo rm e d  a  t h i r d  r e g u l a t o r y  u n i t  

i n d u c e d  hy p r o t o c a t e c h u a t e ;

a n d  ( 3 )  ^ “ C a r h o x y m u c o n a t e  l a c t o n i s i n g  e n z y m e y VI 

c a r h o x y m u c o n o l a c t o n e  d e c a r b o x y l a s e  an d  ^ - o x o a d i p a t e  e n d -  

l a c t o n e  h y d r o l a s e  f o rm e d  a  f o u r t h  r e g u l a t o r y  u n i t  i n d u c e d  h y  

/ ^ - o x o a d i p a t e  o r  i t s  GoA d e r i v a t i v e ,

O r n s t o n  ( 1 9 6 6 c )  d i d  n o t  s t u d y  t h e  r e g u l a t i o n  o f  y ^ o x o a d i p a t e  

s u c c i n y l - O o A  t r a n s f e r a s e  a n d  4 - h y d r o x y h e n z o a t e  h y d r o x y l a s e ;  

h u t  H osokaw a ( u n p u h l i s h e d  r e s u l t s  i n  Kemp & H egem an ,  1 9 6 8 )  

show ed  t h a t  t h e  f o r m e r  enzyme was s y n t h e s i s e d  c o o r d i n a t e l y  w i t h  

t h e  o t h e r  enzym es  i n d u c e d  hy  ^ - o x o a d i p a t e ,  a n d  t h a t  t h e  l a t t e r  

enzyme w as  r e g u l a t e d  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  o t h e r  enzym es  o f  t h e  

p a t h w a y ,  and  was I n d u c e d  h y  4 - h y d r o x y h e n z o a t e , Hosokav/a a l s o  

c o n f i r m e d  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  O r n s t o n  ( 1 9 6 6 c )  t h a t  

p r o t o c a t e c h u a t e  o x y g e n a s e  was i n d e p e n d e n t l y  r e g u l a t e d ,  h u t  

f o u n d  t h a t  4 - h y d r o x y h e n z o a t e  a s  w e l l  a s  p r o t o c a t e c h u a t e  

s e r v e d  a s  an  i n d u c e r  o f  t h i s  enzym e.

The r e g u l a t i o n  o f  t h e  enzym es  w ii ich  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h e  m e t a b o l i s m  o f  D , L - m a n d e l a t e  and  4 - h y d r o x y h e n z o a t e  t o  

o x o a d i p y l - G o A  i n  2^. p u t i d a  i s  shown i n  P i g , 7 ,
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The m a n d e l a t e  p a t h w a y  i n  i s  n o t  o n l y

d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  i n  2j^ n u t  I d a  ( p . G ) ,  b u t  i s  a l s o  c o n t r o l l e d  

q u i t e  d i f f e r e n t l y , I n  t h i s  o r g a n i s m  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

i s  i n d u c e d  by L - m a n d e l a t e ,  B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  an d  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  c o n s t i t u t e  a  s e p a r a t e  r e g u l a t o r y  

u n i t  i n d u c e d  by b e n z o y l f o r m a t e  ( R o s e n b e r g  & H egem an ,  1 9 6 9 ) ,

The g e n e s  w h ic h  c o d e  f o r  t h e  enzym es i n v o l v e d  i n  t h e  

d i s s i m i l a t i o n  o f  L - m e n d e l a t e  a n d  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  h a v e  b e e n  

m apped  i n  2 ^  . a e r u p ù n o s a  (Kemp & H egem an,  1 9 6 8 ;  R o s e n b e r g  & 

H egem an ,  1 9 6 9 )*  T h e s e  w o r k e r s  f o u n d  t h a t  t h e  g e n e s  f o r  enzym es  

w h ic h  s h a r e d  a  common i n d u c e r  w e re  v e r y  c l o s e l y  l i n k e d ,

K em iedy  & P ew son  ( 1 9 6 8 a , b )  h a v e  e x a m in e d  t h e  i n d u c t i o n  o f  

t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  i n  b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 .  Prom a  

c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  enzym es  s y n t h e s i s e d  by  g r o w t h  on v a r i o u s  

co m p o u n d s  ( T a b l e  1 ) ,  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a n d  t h e  s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  fo rm e d  a  r e g u l a t o r y  g r o u n  ( w h i c h  

t h e y  c a l l e d  R u g u l o n  R ^ ) ; t h a t  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  a n d  

t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  c o n s t i t u t e d  a  s e c o n d  

r e g u l a t o r y  g r o u p  ( w h i c h  t h e y  c a l l e d  H e g x lo n  i an d  t h a t  

b e n z o a t e  o x i d a s e  fo rm e d  a  t h i r d  r e g u l a t o r y  g r o u p .  T h e s e  w o r k e r s  

w e r e  u n a b l e  t o  d e d u c e  t h e  p r i m a r y  i n d u c e r s  o f  t h e  r e g u l a t o r y  

u n i t s .  An i n t e r e s t i n g  f e a t u r e  o f  t h e  i n d u c t i v e  p a t t e r n s  

o b s e r v e d  b y  K en n e d y  & Pewson was t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  R e g u lo n  

R2 enz jan e s  d u r i n g  g r o w t h  on  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e .  The 

r e s u l t s  o f  K ennedy  & Pew son ( 1 9 6 8 a , b )  p o i n t e d  t o  f o u r  p o s s i b l e
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T a b l e  1.

The p a t t e r n  o f  t h e  ay i i t hee iR  o f  t h e  m a n d e l a t e  pa thway  enzymea ob se rv ed  

i n  b a c t e r i u m  KGIb 8250 by Kennedy & Pewson ( 1968a ,  T a b l e  3; 1968b,
T a b l e s  1 and 2,  and P i g . 1 ) .

Enzyme
,  nwniiiaiinj,

Growth S u b s t r a t e
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d e h y d r o g e n a s e + 4

"

Benz o y I f 0rm a te
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B e n z o a t e

o x i d a s e 4" 4- 4- + —

C a t e c h o l  1,2™ 

oxygenase, -H 4- 'h + 4-

____________________ _
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e x p l a n a t i o n s  f o r  t h i s  p h enom enon ;

( 1 )  L - m a n d e l a t e  and  b e n z o y l f o r m a t e  w e r e  i n d u c e r s  o f  t h e  

R e g u lo n  R2 e n z y m e s ;

( 2 )  i n d u c t i o n  was b r o u g h t  a b o u t  b y  b e n z a l d e h y d e  fo rm e d  f ro m  

t h e  m e t a b o l i s m  o f  b e n z o y l f o r m a t e ;

( 3 )  R é g u lo n s  R^ a n d  Rg w e r e  g e n e t i c a l l y  l i n k e d ;

an d  ( 4 )  p a r t  o f  t h e  b - m a n d e l a t e  was m e t a b o l i s e d  t o  b e n z o a t e  

v i a  b e n z y l  a l c o h o l ,

O a n o v a s  & S t a n i e r  ( 1 9 6 7 )  s t u d i e d  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  

c a t e c h o l  a n d  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  p a t h w a y s  i n  c a l c o a c e t i c u s  

(ATGC 2 3 3 9 3 ) ?  a n d  f o u n d  t h a t :

( 1 )  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  f o r m e d  a  r e g u l a t o r y  u n i t  i n d u c e d  b y  

0 i  s , c i s  “-mue on  a t  e ;

( 2 )  m u c o n a t e  l a c t o n i s i n g  enzym e,  r a u c o n o l a c t o n e  i so m  e r a s e ,  p -  

o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  h y d r o l a s e  I I  a n d  y ^ o x o a d i p a t e  s u c c i n y l -  

GoA t r a n s f e r a s e  I I  c o n s t i t u t e d  a  s e c o n d  r e g u l a t o r y  u n i t  

i n d u c e d  b y  c i_ s , c i , s - m u c o n a t e ;

( 3 )  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  h y d r o x y l a s e  f o rm e d  a r e g u l a t o r y  u n i t  

i n d u c e d  b y  4 - h y d r o x y b e n z o a t e ;

and  ( 4 )  p r o t o c a t e c h u a t e  o x y g e n a s e ,  ^ - c a r b o x v - c i s . c l s - m u c o n a t e  

l a c t o n i s i n g  en zy m e ,  ^ » c a r b o x y r a u c o n o l a c t o n e  d e c a r b o x y l a s e ,  p -  

o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  h y d r o l a s e  I  and  ^ o x o a d i p a t e  s u c c i n y l -  

GoA t r a n s f e r a s e  I  c o n s t i t u t e d  a  r e g u l a t o r y  u n i t  i n d u c e d  by  

p r o t o c a t e c h u a t e ,

P a r r  & G a in  ( 1 9 6 8 )  showed t h a t  c i s , c i s - m u c o n a t e  a n d  t h e  

s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  co m p o u n d s ,  2 - h y d r o x y m u c o n i e  s e m i a l d e h y d e
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a n d  2 - î i y d r o x y - 5 H n e t h y l i i m c o n i c  s e m i a l d e h y d e ,  i n d u c e d  c a t e c h o l  

o x y g e n a s e  i n  b a c t e r i u m  NOIB 8250* N e i t h e r  P a r r  & G a in  ( 1 9 6 8 )  

n o r  G ab o v a s  & S t a n i e r  ( 1 9 6 7 )  c o u l d  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

c a t e c h o l  c o u l d  a l s o  i n d u c e  c a t e c h o l  o x y g e n a s e ;  b u t  c o n s i d e r e d  

i t  u n l i k e l y  o w in g  t o  t h e  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c a t e c h o l  

an d  c i s , c i . s - m u c o n a t e . N e v e r t h e l e s s  B e v e r i d g e  & T a l l  ( 1 9 6 9 )  

o b s e r v e d  t h a t  2 - f l u o r o p h e n o l , w h ic h  t h e y  f o u n d  n o t  t o  b e  

m e t a b o l i s e d  by  b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 ,  i n d u c e d  c a t e c h o l  o x y g e n a s e .  

T h i s  f i n d i n g  s u g g e s t s  t h a t  a n  a r o m a t i c  com pound may a f t e r  a l l  

b e  a b l e  t o  i n d u c e  t h i s  enzym e.

The r e g u l a t i o n  o f  t h e  enzym es  w h ic h  c o n v e r t  L - m a n d e l a t e  

an d  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  t o  ^ » o x o a d i p y l - G o A  i n  A c i n e t o b g c . t e r  

s p e c i e s  i s  s u m m a r i s e d  i n  P i g . 8 ,

M a n d e l s t a m  S: J a c o b y  ( 1 9 6 5 )  and  S t e v e n s o n  & M a n d e l s t a m  

(1 9 6  5) show ed  t h a t  t h e  m a n d e l a t e  p a th w a y  i n  2^. nu t i d a  was 

s u b j e c t  t o  r e p r e s s i o n ,  Tliey f o u n d  t h a t  t h e  f i r s t  c o o r d i n a t e  

g r o u p  o f  e n z y m e s ,  c o n s i s t i n g  o f  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  an d  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  

w a 8 i n d u c i b l e  by  m a n d e l a t e  an d  r e p r e s s i b l e  b y  b e n z o a t e ,  

c a t e c h o l  o r  s u c c i n a t e .  The p o s s i b i l i t y  t h a t  b e n z o a t e  and  

c a t e c h o l  r e p r e s s e d  enzyme s y n t h e s i s  by  v i r t u e  o f  t h e i r  

m e t a b o l i s m  t o  s u c c i n a t e  was e x c l u d e d  b y  t h e  u s e  o f  m u t a n t s  

u n a b l e  t o  grow  on b e n z o a t e  o r  c a t e c h o l .  T h e s e  v /o r k e r s  a l s o  

show ed  t h a t  a  s e c o n d  r e g u l o n  c o n s i s t i n g  o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  

was r e p r e s s e d  by c a t e c h o l ,  s u c c i n a t e  o r  a c e t a t e ,  and  a  t h i r d  

re^gu lon  c o n s i s t i n g  o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  w as  r e p r e s s e d  by
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REGULATION OF THE MANDELATE AND 4-HYDROXYDENZOATE 
PATHWAYS IN ACINETOBACTER SPECIES

PROBABLE
INDUCERS

ENZYMES PATHWAYS ENZYMES PROBABLE
INDUCERS

NOT
KNOWN

BENZOATE

CIS. CIS- 
MUCONATE

CIS. CIS 
MUCONATE

L-mandelate 
dehydrogenase

benzoylformate
decarboxylase

stable
benzaldehyde
dehydrogenase

benzoate
oxidase

catechol
oxygenase

CIS, c is -m uconate
lactonising
enzyme

muconolactone
isom erase

OH
C-COOH

O
tl
C-COOH

I

0 * “

11

benzyl alcohol 
dehydrogenase

labile benzaldehyde 
'  dehydrogenase

NOT KNOWN

COOH

OH

OH

HOOC

HOOC

OH

I
I^^COOH
l^O O HJ

o
OOH

OH

OH

4 -hydroxybenzoate 
hydroxylase

4 - HYDROXYBENZOATE

protocatechuate

C oxygenase 
COOH

'

I

COOH

carboxymuconate 
lactonising enzyme

\
HOOC

X
=o

COOH

COOH

carboxymuconate
decarboxylase

|3-oxoadipate enol- 
lactone hydrolase II

T *

P-oxoadipate enol- 
lactone hydrolase 1

COOH 
I COOH

^-oxoadipate succinyl- 
CoA transferase II

/3-oxoadipate succinyl-CoA  
transferase I

PROTOCATECHUATE

|9 - 0 X 0  ADI PYL-CoA
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s u c c i n a t e  o r  a c e t a t e .  The  o v e r a l l  e f f e c t  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  

i s  t h a t  t h e  en z ym es  o f  e a c h  r e g u l a t o r y  g r o u p  a r e  r e p r e s s e d  by  

t h e i r  i m m e d i a t e  p r o d u c t s  a n d  a l s o  by t h e  p r o d u c t s  o f  t h e  

s u c c e e d i n g  g r o u p s  o f  e n z y m e s .  T h e s e  w o r k e r s  c a l l e d  t h i s  e f f e c t  

’’m u l t i - s e n s i t i v e  e n d - p r o d u c t  r e p r e s s i o n ” . On t h e  o t h e r  h a n d  

l iegeman ( 1 9 6 6 a )  was  u n a b l e  t o  d e t e c t  e n d - p r o d u c t  r e p r e s s i o n  i n  

t h e  sajme s t r a i n  o f  p u t i d a . The g r o w t h  c o n d i t i o n s  u s e d  b y  

t h e  two g r o u p s  o f  w o r k e r s ,  h o w e v e r ,  w e r e  so  d i f f e r e n t  t h a t  

t h e r e  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  a  c o n t r a d i c t i o n  b e t w e e n  t h e  two s e t s  

o f  o b s e r v a t i o n s ,  Hegeman ( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s  i n  Hegeman ,

1 9 6 6 c )  was  a l s o  u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  o f  

s e v e r a l  en z ym es  o f  t h e  p a t h w a y , ’

3^1^«_G:enerAj_amiec t s_pf_HÜi^  
: r n r a l o c a j t ^ m a t e & .

3 _ ^ l a 2 _ a _ J [ h ( L _ d i f f e r e n ( ^ J j l ^
p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y s  i n  P s e u d c m o n a n  a n d  Ac i n e t o b a c t e r

S t a n i e r ,  Hegeman. & O r n s t o n  ( 1 9 6 5 )  f o u n d  t h a t  s e q u e n t i a l  

i n d u c t i o n  i n  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  o c c u r r e d  a t  s i t e s  w h e r e  

t h e  p a r t i c u l a r  i n t e r m e d i a t e  was a l s o  a  common n a t u r a l l y  

o c c u r r i n g  compound  o r  a t  p o i n t s  o f  c o n v e r g e n c e  o f  two o r  m or e  

m e t a b o l i c  p a t h w a y s .  T h u s ,  s e q u e n t i a l  i n d u c t i o n  u s u a l l y  p e r m i t s  

t h e  u t i l i s a t i o n  o f  a  w i d e  v a r i e t y  o f  c a r b o n  s o u r c e s  w i t h  

m i n i m a l  s y n t h e s i s  o f  n o n f u n c t i o n a , l  e n z y m e s ,  A s e q u e n t i a l  

i n d u c t i v e  s t e p ,  h o w e v e r ,  d o e s  n o t  o c c u r  a t  t h e  s i t e  o f  

c o n v e r g e n c e  o f  t?ae c a t e c h o l  and p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h v / a y s  i n



P s eudomon a s  a n d  A c i n e t o b a c t e r  s p e c i e s ,  O r n s t o n  ( 1 9 6 6 c )  

s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  was  b e c a u s e  ^ o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  d o e s  

n o t  p o s s e s s  a  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  w h i c h  p e r m i t s  i t  t o  f u n c t i o n  

a s  8J1 i n d u c e r .  To c i r c u m v e n t  t h i s  d i f f i c u l t y ,  A c i n e t o b a c t e r
j?s p e c i e s  s y n t h e s i s e  two i s o f u n c t i o n a l  - o x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  

h y d r o l a s e s ,  e a c h  u n d e r  d i f f e r e n t  r e g u l a t o r y  c o n t r o l ,  e a c h  

s y n t h e s i s e d  c o o r d i n a t e l y  Y/ i th  a  b l o c k  o f  e n z y m e s  s p e c i f i c  t o  

on e  o f  t h e  two p a t h w a y s ,  an d  e a c h  i n d u c e d  b y  a  m e t a b o l i c  

p r e c u r s o r  s p e c i f i c  t o  t h e  b r a n c h  i n  q u e s t i o n .  H en c e  i n  

i ' b j c i n e t o b a c t e r  s p e c i e s  t h e  c o n t r o l  m e c h a n i s m s  p e r m i t  s t r i c t  

economy o f  i n d u c e d  enzyme s y n t h e s i s ,  b u t  a t  t h e  p r i c e  o f  

g e n e t i c  r e d u n d a n c y .  I n  c o m p a r i s o n ,  t h e  r e g u l a t o r y  p r o b l e m  i n  

p s e u domonas,  s p e c i e s  i s  s o l v e d  b y  s y n t h e s i s i n g  ^ o x o a d i p a t e  

e n o l - l a c t o n e  h y d r o l a s e  c o o r d i n a t e l y  w i t h  tv/o en z ym es  s p e c i f i c  

t o  t h e  p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y .  S i n c e  j ^ o x o a d i p a t e  o r  i t s  OoA 

d e r i v a t i v e  ( w h i c h  a r e  i n t e r m e d i a t e s  o f  b o t h  p a t h w a y s )  i s  t h e  

i n d u c e r  o f  t h i s  c o o r d i n a t e  b l o c k ,  two en z y m e s  s p e c i f i c  t o  t h e  

p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y  a r e  g r a t u i t o u s l y  s y n t h e s i s e d  when 

c e l l s  a r e  g r o w n  on p r e c u r s o r s  o f  t h e  c a t e c h o l  p a t h w a y .

G r o u p s  o f  b a c t e r i a  a s  d i v e r s e  a s  P s e u d o m o n a s , 

E z d r ^ l g ^ m m o i m â ,  M i H ^ b f . e t e . r ,  . B a n m u e  and r i y o o M f l e z l m  h a v e  

b e e n  f o u n d  t o  p o s s e s s  t h e  ^ o x o a d i p a t e  p a t h w a y  f o r  t h e  

d i s s i m i l a t i o n  o f  c a t e c h o l  and p r o t o e  a t  e c h u a t e . As t h i s  

r e p r e s e n t s  a  w i d e  t a x o n o m i c  d i s t r i b u t i o n  o f  t h i s  p a t h w a y , t h e
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q u e s t i o n  a r i s e s  o f  w h e t h e r  i t  h a d  a  s i n g l e  e v o l u t i o n a r y  

o r i g i n  o r  w h e t h e r  i t  h a d  an  i n d e p e n d e n t  e v o l u t i o n  i n  a  n u m b e r  

o f  g e n e r a .  I n  t h e  c a s e  o f  a t  l e a s t  some .Pseudomonas  and 

A c i n e t o b ' ^ c t e r  s p e c i e s ,  c u r r e n t  e v i d e n c e ,  b a s e d  on  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  t h e  p a t h w a y  a n d  on t h e  i m m u n o l o g i c a l  h o m o l o g y  o f  

t h e  en z ym es  c o n c e r n e d  ( S t a n i e r ,  1 9 6 8 ) ,  p o i n t s  t o  t h e  i n d e p e n d e n t  

o r i g i n  o f  t h e  p a t h w a y  i n  t h e  two g e n e r a .  S t a n i e r  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  

t h a t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  / ^ - o x o a d i p a t e  p a t h v / a y  was s i m i l a r  i n  

a l l  t h e  P s e u d o m o n a s  s p e c i e s  e x a m i n e d ,  a n d  t h a t ,  w i t h  t h e  

e x c e p t i o n  o f  Ejl m u l t i v o r a n s , e x t r a c t s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  g rown 

on  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  c r o s s - r e a c t e d  w i t h  a n t i s e r a  p r e p a r e d  

a g a i n s t  p u r i f i e d  c a r b o x y m u c o n a t e  l a c t o n i s i n g  enzyme and 

c a r h o x y m u c o n o l a c t o n e  d e c a . r b o x y l a s e  o f  IX p u t i d a : w h e r e a s  i n

AjL l l a l^ i l c e ± ic .U » S  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  ps . thway  was e n t i r e l y  

d i f f e r e n t ,  and  no  c r o s s - r e a c t i n g  m a t e r i a l  was  o b t a i n e d .  The 

c o m b i n e d  r e g u l a t o r y  a n d  i m m u n o l o g i c p l  e v i d e n c e  f o r  t h e  s e p a r a t e  

e v o l u t i o n  o f  t h e  p a t h w a y  i n  t h e  two g e n e r a  i s  s u m m a r i s e d  i n '

F i g . 9 .

The c o n t r o l  o f  t h e  c a t e c h o l  and p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y s  

i n  o t h e r  g r o u p s  o f  m i c r o - o r g a n i s m s  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  

o b s e r v e d  i n  A c i n e t o b a c t e r  and  P s e u d omonas  s p e c i e s .  I n  h o j / c a r d i a  

o p a c a  a l l  t h e  e n z y m e s  o f  t h e  p r o t o c a t e c h u a t e  p a t h w a y  a s  w e l l  a s  

m u c o n o l a c t o n e  i s o m e r a s e  a n d  t h e  / ^ o x o a d i p a t e  t r a n s f e r a s e  o f  t h e  

c a t e c h o l  p a t h w a y  were  c o o r d i n a t e l y  i n d u c e d  by ^ o x o a d i p a t e  o r  

i t s  GoA d e r i v a t i v e  ( R a n n  & G a i n ,  1 9 6 9 ) .  The r e m a i n i n g  two 

e n z y m e s ,  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  and  c i s , c i s - m u c o n a t e  l a c t o n i s i n g  

enzyme were n o n - c o o r d i n a t e l y  i n d u c e d  by  c i s , c i s - m u c o n a t e . I n
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Xiie y e a s ô  R n o a o t o r u i a  m-uciiA^jn p s a , which l a c k s  t h e  c a t e c h o l  

pathY/ayp a l l  t h e  enzymes o f  t h e  p r o t o c a t e c h u a t e  pathway were 

in d u c e d  by 4 -hy d ro % y ben zo a te  (GaiUp 1969)»

3 . 3 . 3 .  l\an/?en t i a l  p a t h w a y s  o f  m e t a b o l i s m .

As a  g e n e r a l  r u l e , t h e  p a t h w a y s  f o r  t h e  d i s s i m i l a t i o n  o f  

a r o m a t i c  com po und s  r e p r e s e n t  c o n v e r g i n g  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  i n  

t h a t  t h e r e  i s  o n l y  one  p a t h w a y  f o r  t h e  s u b s e q u e n t  m e t a b o l i s m  of  

t h e  common i n t e r m e d i a t e s .  O c c a s i o n a l l y ^  h o w e v e r ,  a r o m a t i c  

co m pou nds  a r e  m e t a b o l i s e d  by  mean s  o f  t a n g e n t i a l  p a t h w a y s  i n  

w h i c h  t h e  s u b s e q u e n t  m e t a b o l i s m  o f  t h e  common i n t e r m e d i a t e  

d e p e n d s  on t h e  n a t u r e  o f  i t s  p r e c u r s o r .  The m e t a b o l i s m  o f  

b e n z o a t e  a n d  p h e n o l  by  n u t i d a  (NCIB 1 0 1 0 5 )  r e p r e s e n t s  a n  

e x a m p l e  o f  t a n g e n t i a l  p a t h w a y s  a s  t h e  c a t e c h o l  f o r m e d  f r o m  

p h e n o l  i s  o x i d i s e d  v i a  a  m e t p  c l e a v a g e  p a t h w a y  ( c a t e c h o l  2 , 3 -  

o x y g e n a s e ) ,  w h i l s t  t h e  c a t e c h o l  f o r m e d  f r o m  b e n z o a t e  i s  

o x i d i s e d  v i a  an  o r t h o  c l e a v a g e  p a t h w a y  ( c a t e c h o l  1 , 2 - o x y g e n a s e )  

( F e i s t  & Hegeman,  1 9 6 9 )  * A l t h o u ^  c a t e c h o l  i s  a n  i n t e r m e d i a t e  

common t o  b o t h  p a t h w a y s ,  t h e i r  mode o f  r e g u l a t i o n  e n s u r e s  t h e  

m u t u a l l y  e x c l u s i v e  o c c u r r e n c e  o f  t h e  m e t a  o r  o r t h o  p a t h v m y  

en z ym es  i n  c e l l s  g ro w n  on  p h e n o l  o r  b e n z o a t e  r e s p e c t i v e l y .

T h i s  i s  a c h i e v e d  b y  p r o d u c t - i n d u c t i o n  o f  c a t e c h o l  1 , 2 - o x y g e n a s e  

a n d  p r e c u r s o r - i n d u c t i o n  o f  c a t e c h o l  2 , 3 - o x y g e n a s e  so  t h a t  when 

t h e  o r g a n i s m  i s  g r own on b e n z o a t e  o r  c a t e c h o l ,  t h e  i n d u c e r  o f  

t h e  m e t a c l e a v a g e  p a t h w a y  enz ym es  i s  n o t  f o r m e d ;  w h e r e a s  when  

t h e  o r g a n i s m  i s  g rown on p h e n o l ,  t h e  c a t e c h o l  i s  m e t a b o l i s e d  

b e f o r e  i t  c a n  b e  c o n v e r t e d  t o  t h e  i n d u c e r  o f  t h e  o r t h o  

c l e a v a g e  p a t h w a y  e n z y m e s .
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4 .  TAXONÜIAY AND NET ABOLI 3M OF BACTERIUM NCIB 8 2 5 0 ,

H a p p o l d  & Key ( 1 9 3 2 )  i s o l a t e d  an o r g a n i s m  w h i c h  t h e y  

c a l l e d  V i b r i o  01 f r o m  s e w a g e  e f f l u e n t  c o n t a i n i n g  s p e n t  g a s - w o r k  

l i q u o r s .  I t  v/as s t a t e d  t o  b e  a  G- ram. -nega t ive  v i b r i o  w i t h  aJi 

o x i d a s e  s y s t e m ,  w i t h o u t  a c t i o n  on any  o f  t h e  common s u g a r s ,  a n d  

n o t  l i q u i f y i n g  g e l a t i n .  P r e s u m a b l y  t h e  o r g a n i s m  was m o t i l e ,  i n  

v iev /  o f  t h e  d e s i g n a t i o n  " v i b r i o " , mid b e c a u s e  i t  was  s t a t e d  t o  

r e s e m b l e  Vib r i o  t v r o s i n a t i c q  ( H a p p o l d  & Key ,  1 9 3 2 )  and  Vi b r i o 

( E v a n s ,  1 9 4 7 ;  K i l b y ,  1 9 5 1 )  i n  m o r p h o l o g i c a l  

a p p e a r a n c e .

Much o f  t h e  e a r l y  work  on  t h e  m e t a b o l i s m  o f  a r o m a t i c  

com poun ds  v/as done  v / i t h  t h i s  o r g a n i s m  ( e . g .  E v a n s  6c H a p p o l d ,

1 9 3 9 ;  E v a n s ,  1 9 4 7 ;  K i l b y ,  1 9 4 8 ;  E v a n s  & S m i t h ,  1 9 5 1 ;  D a g l e y ,  

P e w s t e r  & H a p p o l d ,  1 9 5 3 ) ?  b u t  t h e  o r i g i n a l  s t r a i n  a p p e a r s  t o  

h a v e  b e e n  l o s t .  M o s t  s u b s e q u e n t  w or k  t h o u g h t  t o  h a v e  b e e n  do ne  

w i t h  V i b r i o  01 h a s ,  i n  f a c t ,  b e e n  c a r r i e d  o u t  v / i t h  b a c t e r i u m  

NCIB 8 2 5 0 .  T h i s  o r g a n i s m  was d e p o s i t e d  a s  V i b r i o  01 i n  t h e  

N a t i o n a l  C o l l e c t i o n  o f  I n d u s t r i a l  B a c t e r i a  b y  P r o f e s s o r  V/.G. 

E v an s  ( D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y  a n d  S o i l  S c i e n c e ,  U n i v e r s i t y  

C o l l e g e  o f  N o r t h  W a l e s ,  B a n g o r . )  a n d  i s  l i s t e d  a s  an 

A c h r o m o b a c t e r  s p e c i e s .  B a c t e r i u m  NCIB 8250 i s  n e i t h e r  l i k e  t h e  

o r i g i n a l  V i b r i o  01 n o r  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  g e n u s  V i b r i o  a s  

i n t e r  a l i a  ; i t  i s  a n o n - m o t i l e ,  o x i d a s e - n e g a t i v e  

c o c c o b a c i l l u s  ( P e w s o n ,  1 9 6 7 b ) .
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B a c t e r i u m  NCIB 8250 h a s  b e e n  p l a c e d  i n  t h e  Mora x e l l a -

A c i n e t o b a c t e r  g r o u p  o f  b a c t e r i a  by  S e b a l d  & V e r o n  ( 1 9 6 3 ) ,  V er o n  

( 1 9 6 6 ) ,  Pewson  ( 1 9 6 7 b )  a nd  Baumann ^ t  n l * ( 1 9 6 8 ) .  E x p e r i m e n t s  

on  DBA h o m o l o g i e s  b y  J o h n s o n ,  A n d e r s o n  & O r d a l  ( 1 9 7 0 )  h a v e  

p r o v i d e d  s u p p o r t i n g  e v i d e n c e  f o r  t h i s  c l a s s i f i c a t i o n  o f  b a c t e r i u m  

NCIB 8 2 5 0 .  A l t h o u g h  t h e r e  now seems t o  b e  g e n e r a l  a g r e e m e n t  on 

t h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h i s  o r g a n i s m ?  t h e  n o m e n c l a t u r e  o f  t h e  

M u n a x L e l l a - A c i n e t o b a c t e r  g r o u p  i s  s t i l l  t h e  s u b j e c t  o f  d e b a t e .

A n u m b e r  o f  g e n e r i c  nom e s  ( e . g .  Mm l u , H e r  e l  l e a . Mo r a x  e l l  a a n d  

A c i n e t o b a c t e r )  a n d  s p e c i f i c  nam es  ( e . g .  I v / o f f i  and 

O ü l o i m ^ e t i c i ^ )  a r e  s t i l l  i n  c i r c u l a t i o n  (Baumann  .et  n l . , 1 9 6 8 ) .  

The o r g a n i s m  i s  t h e r e f o r e  a l w a y s  r e f e r r e d  to  a s  b a c t e r i u m  NCIB 

8 250  i n  t h i s  l a b o r a t o r y o  Members  o f  t h e  Mo r a x  e l l a - Ac i n e t o b a c t e r  

g r o u p  o f  b a c t e r i a  o c c u r  u b i q u i t o u s l y  i n  s o i l  a n d  v / a t e r  

( H e n d e r s o n ,  1 9 6 5 ;  Baumaiui ,  1 9 6 8 )  ? a n d  i n  many c a s e s  r e p r e s e n t  

a  s i z a b l e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  p r e s e n t .  They  a p p e a r  a s  

G r a m - n e g a t i v e  non-mo t i l e  r o d s ,  v /hich c h a r a c t e r i s t i c a l l y  o c c u r  

i n  p a i r s .  The d i m e n s i o n s  o f  g r o v / i n g  c e l l s  r a n g e  f ro m  0 . 9  t o  

1 . 6  by  1 . 5  t o  2 .5 j i»  The o r g a n i s m s  a r e  c a t  a l as  e - p o s i t i v e  and  

o x i d a s e - n e g a t i v e  o b l i g a t e  a e r o b e s  w h i c h  a r e  g e n e r a l l y  u n a b l e  t o  

m e t a b o l i s e  c a r b o h y d r a t e s ,  b u t  w h i c h  c a n  u t i l i s e  a  g r e a t  v a r i e t y  

o r  o r g a n i c  co m p o u n d s  a s  s o l e  s o u r c e s  o f  c a r b  on *

4 . 2 .  M e t a b o l i sm o f  b a c t e r i um NCIB 8 2 5 0 .

The p a t h w a y s  f o r  t h e  d i s s i m i l a t i o n  o f  a r o m a t i c  com pounds  

i n  b a c t e r i u m  NCIB 8250 r e p r e s e n t  c o m p l e x  c o n v e r g i n g  m e t a b o l i c  

p a t h w a y s .  I n  a d d i t i o n  t o  b e n z o a t e  and  2 - h y d r o x y b e n z o a t e
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( P i g . 4 ) ,  a n t h r a n i l a t e  ( F e w s o n ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s )  and  p h e n o l  

( B e v e r i d g e  & T a l l ,  1 9 6 9 )  a r e  a l s o  c o n v e r t e d  t o  c a t e c h o l  by 

b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 .  P r o t o c a t e c h u a t e  r e n r e s e n t s  t h e  p o i n t  o f  

c o n v e r g e n c e  o f  t h e  4 - h y d r o x y b e n z o a t e , 3 , 4 - d i h y d r o x y b e n z a l d e h y d e  

a n d  4 “h y d r o x y - 3  m e t h o x y b e n z o a t e  p a t h w a y s  ( F i g . 4 )*

P r o t o c a t e c h u a t e  and  c a t e c h o l  t h e n  u n d e r g o  r i n g  f i s s i o n ,  a nd  by  

a s e r i e s  o f  a l i p h a t i c  i n t e r c o n v e r s i o n s  g i v e  r i s e  t o  y ^ - o x o a d i p a t e  

e n o l - l a c t o n e ,  t h e  s i t e  o f  c o n v e r g e n c e  o f  t h e  two p a t h w a y s ,  f -  

O x o a d i p a t e  e n o l - l a c t o n e  i s  m e t a b o l i s e d  t o  / - o x o a d l p y l - G o A  w h i c h  

i s  t h e  l a s t  i n t e r m e d i a t e  s p e c i f i c  t o  t h e  m e t a b o l i s m  o f  a r o m a t i c  

co m pound s  a s  i t  i s  c l e a v e d  t o  a c e t y l - G o A  a n d  s u c c i n a t e  ( K i l b y ,  

1 9 5 1 ) ,  The s u c c i n a t e  a n d  a c e t y l - G o A  f o r m e d  a r e  Mien 

d i s s i m i l a t e d  by  m e a n s  o f  t h e  K r e b s  c y c l e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  v /h ich  

i s  v / e l l  e s t a b l i s h e d  i n  t h i s  o r g a n i s m  ( D a g l e y  & V/a lke r ,  1 9 5 6 ) ,

A summary o f  t h e s e  c o n v e r g i n g  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  i s  g i v e n  i n  

F i g , 1 0 ,  and t h e r e  i s  l i t t l e  . d o u b t  t h a t  t h i s  c o u l d  b e  e x t e n d e d  

s i n c e  b a c t e r i u m  NCIB 8250  c a n  m e t a b o l i s e  a  w i d e  r a n g e  o f  

a d d i t i o n a l  co m pounds  (Fe v / so n ,  1 9 6 7 a ) .  The p a t t e r n  o f  c o n t r o l  

o f  t h i s  t y p e  o f  m e t a b o l i c  s i t u a t i o n  i s  c l e a r l y  o f  i n t e r e s t .
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The iua in  a i m s  o f  t h i s  p r o j e c t  w e r e 2

( 1 )  t o  f u l l y  i n v e s t i g a t e  t h e  r e g u l a t o r y  g r o u p i n g s  s u g g e s t e d  

h y  K en nedy  & Pewson  ( 1 9 6 8 a , b )  f o r  t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  h - m a n d e l a t e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  t o  c :l s ^c l s -

m u c o n a t e  i n  b a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0 ;  i . e .  t h e  en z ym es  i n v o l v e d  

i n  t h e  a r o m a t i c  p a r t  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y ;

( 2 )  t o  e s t a b l i s h  t h e i r  p r i m a r y  i n d u c e r s ;

a n d  ( 3 )  to  e x a m i n e  o t h e r  a s p e c t s  o f  t h e i r  r e g u l a t i o n  a n d  a c t i v i t ; ^  

B e f o r e  t h e  work  on enzyme r e g u l a t i o n  c o u l d  b e  u n d e r t a k e n ,  

h o w e v e r ,  a  c e r t a i n  a m o u n t  o f  d e v e l o p m e n t  v/ork h a d  t o  b e  

p e r f o r m e d .  The f i r s t  jo b  was to  d e v e l o p  r a p i d ,  s e n s i t i v e ,  

a c c u r a t e  a n d  r e p r o d u c i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  asscsy s  f o r  t h e  

l a b i l e  a n d  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  and  b e n z o a t e  o x i d a s e  -  t h e  f o u r  en z ym es  w h i c h  h a d  

n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  c o m p l e t e l y  c h a r a c t e r i s e d  ( K e n n e d y  & P ew son ,  

1 9 6 8 b ;  P e w s o n .  p r i v a t e  c o m m u n i c a t i o n ) . In. a d d i t i o n ,  t h e  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  two b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  w e r e  e x a m i n e d  

i n  some d e t a i l  so a s  to  e s t a b l i s h  b e y o n d  d o u b t  t h e  e x i s t e n c e  o f  

two  e n z y m e s .  T h i s  was n e c e s s a r y  a s  b i p h a s i c  h e a t  i n a c t i v a t i o n  

c u r v e s  ( s e e  Ken n e d y  & Pew so n ,  1 9 6 8 b ,  P i g . l )  do n o t  c o n s t i t u t e  

f o o l p r o o f  e v i d e n c e  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  two en z y m e s  s i n c e  

p u r i f i e d  en z ym es  a r e  soB ie t imes  known t o  g i v e  b i p h a s i c  h e a t  

i n a c t i v a t i o n  c u r v e s  ( e . g .  C l i n e  & Hu,  1 9 6 5 ) *  C o n c u r r e n t l y  w i t h  

t h e  w o rk  u n d e r t a k e n  on t h e s e  enzymes  i n  t h i s  p r o j e c t ,  K e n n e d y
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& Zatm an  ( D r  L . J .  Z a tm a n ,  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y ,

U n i v e r s i t y  o f  R e a d i n g ,  p r i v a t e  c o m m u n i c a t i o n )  h a v e  p u r i f i e d  t h e  

two b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s . Once t h e  enzyme a s s a y s  h a d  

b e e n  d e v e l o p e d ,  a l t h o u g h  t h e  wo r k  w i t h  b e n z o a t e  o x i d a s e  was  

o n l y  p a r t i a l l y  s u c c e s s f u l ,  t h e  n e x t  t a s k  was  t o  m e a s u r e  a l l  t h e  

en z y m e s  u n d e r  s t u d y  i n  t h e  o n e  e x t r a c t .  T h i s  was  d e s i r a b l e  a s  

i t  e n o r m o u s l y  r e d u c e s  t h e  e f f o r t ,  t i m e  a nd  c h e m i c a l s  r e q u i r e d .  

The  t h i r d  p i e c e  o f  d e v e l o p m e n t a l  work  was  t h e  i s o l a t i o n  o f  

b l o c k e d  and  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s .  T h e s e  m u t a n t s  w e r e  u s e d  t o  

c h e c k  t h e  p o s t u l a t e d  r e g u l a t o r y  u n i t s ,  a nd  t h e  b l o c k e d  m u t a n t s  

w e r e  a l s o  u s e d  t o  i d e n t i f y  t h e  p r i m a r y  i n d u c e r s  o f  t h e  r é g u l o n s .  

B e f o r e  m u t a n t s  c o u l d  b e  i s o l a t e d ,  c o n d i t i o n s  f o r  m u t a g e n e s i s  

h a d  t o  b e  d e v e l o p e d  s i n c e  t h e r e  a r e  no  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

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

NCIB 8 2 5 0 .  I n d e e d  Dr P . A .  W h i t t a k e r  ( D e p a r t m e n t  o f  B o t a n y ,  

U n i v e r s i t y  o f  H u l l . )  a n d  Dr Li. J o n e s  ( D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y  

and  A g r i c u l t u r a l  B i o c h e m i s t r y ,  U n i v e r s i t y  C o l l e g e  o f  W a l e s ,  

A b e r y s t w y t h , )  ( p r i v a t e  c o m m u n i c a t i o n s )  h a v e  i n d e p e n d e n t l y  

f a i l e d  t o  i s o l a t e  d e s i r e d  m u t a n t s  o f  t h i s  o r g a n i s m .

T h r o u g h o u t  t h i s  w o r k ,  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  and  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  h a v e  b e e n  d e s i g n a t e d  a s  t h e  e n z y m e s  o f  R e g n l o n  

R]_, and  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and  t h e  l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a s  t h e  en z ym es  o f  Re^p i lon  R2 a s  

s u g g e s t e d  b y  K e nn e dy  & Pewson  ( 1 9 6 8 b ) .  I n  a d d i t i o n  b e n z o a t e  

o x i d a s e  h a s  b e e n  d e s i g n a t e d  a s  t h e  enzyme o f  R e g u l o n  , a n d  

c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a s  t h e  enzyme o f  R e g u l o n
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M E T H 0 D S

1 .  BACTERIOLOGICAL TEGÏINIPUES,.

I c i ,  Q ra : a n i s m s .

B a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0  was o b t a i n e d  f r o m  t h e  N a t i o n a l  

C o l l e c t i o n  o f  I n d u s t r i a l  B a c t e r i a ,  l o r r y  R e s e a r c h  S t a t i o n ?  

A b e r d e e n ,  w h e r e  i t  i s  m a i n t a i n e d  a s  an Ac h r o m o b a c t e r  s p . •

T h i s  o r g a n i s m  was  t h e  p a r e n t  o f  t h e  v a r i o u s  m u t a n t  s t r a i n s  

i s o l a t e d  i n  t h i s  w o r k ,

Es c h e r i c h i g c o l i  (NCIB 8 5 4 5 ) ,  P s e u d o m o n a s  . p e ru m i n o s a  

(NCIB 8 7 0 4 ) ?  P r o t e u s  v i i l g a r i s  (NCIB 6 7 ) ,  A c h r o m o b a c t e r  s p ,

(NCIB 5178)  a n d  A c i n e t o b a c t e r  I v / o f f l i  (NCIB 58 6 6 )  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  N a t i o n a l  C o l l e c t i o n  o f  I n d u s t r i a l  B a c t e r i a ,

Jhsch e p i c  hip,, c o j .i (ATGC 1 5 2 2 5 )  was o b t a i n e d  f r o m  t h e  A m e r i c a n  

Type C u l t u r e  C o l l e c t i o n ,  R o c k v i l l e ,  M a r y l a n d ,  U . S . A .  S a r c i n a  

l u t e a  was  o b t a i n e d  f r o m  t h e  p r i v a t e  c o l l e c t i o n  o f  P r o f e s s o r  

E . P .  G a l e ,  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y ,  C a m b r i d g e ,

S t a n h V 1 0 c o c c u s  au r e u s  was o b t a i n e d  f r o m  t h e  p r i v a t e  c o l l e c t i o n  

o f  Dr Ko I ras ,

B a c t e r i u x a  NCIB 8250  and  t h e  m u t a n t s  o b t a i n e d  f r o m  i t  w e r e  

c h a r a c t e r i s e d  by  a  numb er  o f  b a c t e r i o l o g i c a l  t e s t s  ( T a b l e  2) 

c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e t a i l e d  by  Cowan &

S t e e l  ( 1 9 6 5 ) »  The a b i l i t y  t o  g row on t h e  com pou nds  l i s t e d  i n  

T a b l e  2 was  a l s o  u s e d  f o r  c h a r a c t e r i s a t i o n  p u r p o s e s  a s  t h e  

r e s u l t s  o f  Pewson  ( 1 9 6 7 a )  an d  Baumann M  a l . ( 1 9 6 8 )  s u g g e s t e d



T a b l e  2 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  b a c  t e r r a i n  NCIB 8 2 5 0 .

B a c t e r i u m  NCIB 8250,  and t h e  m u t a n t s  o b t a i n e d  

f r o m  i t  w e r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  b a c t e r i o l o g i c a l  t e s t s  shovm 

o p p o s i t e ,  w h i c h  a r e  d e s c r i b e d  i n  Cowan & S t e e l  ( 1 9 6 5 ) .  I n  

a d d i t i o n  t h e  o r g a n i s m s  w e r e  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s e d  a s

b a c t e r i u m  NCIB 8250  on t h e  b a s i s  o f  t h e i r  a b i l i t y  t o  u t i l i s e

a  n u m b e r  o f  co m po unds  a s  s o l e  s o u r c e s  o f  c a r b o n  a nd  e n e r g y .

The g r o v / t h  o f  b a c t e r i u m  NCIB 82 5 0  on t h e s e  c a r b o n  a n d  e n e r g y

s o u r c e s  i s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p . 59)»

I L  c o l i  (ATGC 1 5 2 2 3 )  was  u s e d  a s  a n  e x a m p l e  

o f  a  G r a m - n e g a t i v e  o r g a n i s m ,  a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  i n  t h e  

m o t i l i t y ,  u r e a s e  and o x i d a s e  t e s t s , a n d  a s  a p o s i t i v e  c o n t r o l  

i n  t h e  g l u c o s e  f e r m e n t a t i o n ,  n i t r a t e  r e d u c t i o n  a n d  a c i d / g a s  

f r o m  g l u c o s e  t e s t s .  c o l i  (NCIB 85 4 5 )  was  u s e d  a s  a  

p o s i t i v e  c o n t r o l  i n  t h e  t e s t  f o r  m o t i l i t y .  St a u h v l o c o c c u s  

a u r e u s  v/as u s e d  a s  an  example -  o f  a  G r a m - p o s i t i v e  o r g a n i s m  a n d  

a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  i n  t h e  c a t a l a s e  t e s t .  £ l  a e r u g i n o s a , 

a n d  P r o t e u s  v u l g a r i s  w e r e  u s e d  a s  p o s i t i v e  c o n t r o l s  i n  t h e  

o x i d a s e  a n d  u r e a s e  t e s t s  r e s p e c t i v e l y , A c h r o m o b a c t e r  s p .  

was u s e d  a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  i n  t h e  g l u c o s e  o x i d a t i o n  a n d  

f e r m e n t a t i o n  t e s t s .  S a r c i n a  l u t e a  and .A^ I w o f f i i  w e r e  u s e d  

a s  n e g a t i v e  c o n t r o l s  i n  t h e  a c i d / g a s  f rom  g l u c o s e  an d  n i t r a t e  

r e d u c t i o n  t e s t s  r e s p e c t i v e l y .
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T e s t Bacterium NCIB 82'50

Shape s h o r t  r o d s , f r e , . | u o n t l y  i n  p a i r s

Gram s t a i n G r a m - n é g a t i v e

A e r o b ic  g ro w th 1
K o t i l i t y

i

Colony  on n u t r i e n t  a g a r
1

d u l l  w h i t e ,  c i r c u l a r , s l i g h t l y  ' 
r a i  s e d a nd i  n t  ao t

0 X i  d a se  (iC o v a c s ) -

U r e a s e  ( C h r i s t e n s e n ) -

C a t  a 1 a s e -i-

G lu c o se  o x i d a t i o n -

G l u e  ose  f  e rrn e n t  a t  i  on 1

Ac i  d / gas  f rom g l u o o s e -

N i t r a t e  r é d u c t i o n

Growth on 5mT' i-B-m an d e l a t e *1-

Growth on 5r:k- 'bon3yl a l c o h o l 'f*

G r  ou t  h on 2nl'û-h g n s o a t  e •H

Growth on Imii- 2-- hy d r  ox yh e n z o a t  e +

Growth on 2 ; r l i - h i s t a m in e -t"

Growth on 5Mvi-a r g i n i n e



t h a t  v e r y  f e w  o t h e r  known o r g a n i s m s  w o u l d  h a v e  t h i s  g r o v / t h  

p a t t e r n .  Some o f  t h e  m u t a n t s  d i f f e r e d  f r o m  t h i s  p a t t e r n  

s i n c e  t h e y  c o u l d  n o t  g row on L - m a n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  o r  

b e n z o a t e  ( s e e  R e s u l t s ,  S e c t i o n  3 * 2 . ) .

S t o r a g e  o f  organisms„, . .

A l l  o r g a n i s m s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  O x o i d  c o o k e d - m e a t  

medium (CM 8 2 ;  O x o i d  L t d . ?  L on don ,  S . E . l . )  s t o r e d  a t  4 ^ .  

S u b c u l t u r e s  w e r e  made i n t o  Oxo id  n u t r i e n t  b r o t h  (CKi 1 )  a t  

i n t e r v a l s  o f  a p p r o x i m a t e l y  6 - 1 2  m o n t h s .  T h e s e  w e r e  a l s o  k e p t  

a t  4^> and  w e r e  u s e d  t o  p r o v i d e  t h e  s t a r t i n g  i n o c u l a  i n  a l l  

g r o v / t h  e x p e r i m e n t s .

A l l  g l a s s w a r e  u s e d  f o r  g r o w t h  o f  o r g a n i s m s  v/as w a s h e d  by  

b o i l i n g  i n  e i t h e r  l^o ( w / v )  h a e m o s o l  ( M e i n e c k e  & Co.  I n c . ,  

B a l t i m o r e ,  M a r y l a n d ,  U . S . A . )  o r  lO^j ( v / v )  n i t r i c  a c i d ,  f o l l o w e d  

b y  t h o r o u g h  r i n s i n g  i n  t a p  w a t e r  and  t h e n  i n  g l a s s - d i s t i l l e d  

w a t e r .

The  " b a s a l  rnediiun" u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  work  was t a k e n  

f r o m  Pewson  ( 1 9 6 7 a )  and c o n s i s t e d  o f  2g KHpPO^^ + I g  (^^ /̂|_) 

i n  1 1  g l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a d j u s t e d  t o  pH 7 , 0  v / i t h  BN-UaOH. 

" S a l t s  medium"  c o n s i s t e d  o f  b a s a l  medium -f 20m 1 / 1  s t e r i l e  

2 /  ( w / v )  MgSO^.IH^O a d d e d  a s c e p t i c a l l y  a f t e r  s t e r i l i z a t i o n  o f  

t h e  b a s a l  m ed ium .



I n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  grovrbh m e d i a ^  i f  t h e  c a r b o n  s o u r c e  

c o u l d  b e  a n t o c l a v e d ;  t h e  b a s a l  medium -{- c a r b o n  s o u r c e  was 

a d j u s t e d  t o  pH '7.0 a f t e r  a d d i t i o n  o f  c a r b o n  s o u r c e ^  I f  t h e  

c a r b o n  s o u r c e  was h e a t  ] a b i l e , i t s  pH was ,  a d j u s t e d  t o  7 . 0  

b e f o r e  Mi H i  p o r e  f i l t r a t i o n  a n d  a d d i t i o n  t o  s t e r i l e  b a s a l  

medium.

A l l  f l a s k s  w e r e  p l u g g e d  w i t h  n o n - a b s o r b e n t  c o t t o n  w o o l  

w h i c h  was  c o v e r e d  w i t h  a l u m i n i u m  f o i l  p r i o r  t o  a u t o c l a v i n g .

N u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  u s e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  and c l o n i n g  

o f  m u t a n t s ,  an d  f o r  c o l o n y  d e v e l o p m e n t  i n  v i a b l e  c o u n t i n g  w e r e  

made f r o m  Oxoi d  n u t r i e n t  a g a r  (Ci.; 3 ) .  The m o l t e n  medium w a s  

d i s t r i b u t e d  i n t o  P e t r i  d i s h e s  and  d r i e d  by l e a v i n g  i n v e r t e d  

f o r  3 6 h  i n  t h e  3 0 °  h o t  room.

The a g a r  p l a t e s  u s e d  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  b l o c k e d  

m u t a n t s  w e r e  made b y  b o i l i n g  1 .  ( w / v )  J a p a n e s e  a g a r  w i t h

b a s a l  mediujp a n d  c a r b o n  s o u r c e ,  i f  h e a t  s t a b l e ,  f o r  1 3 m i n ,

The m o l t e n  a g a r  medium v/as a u t o c l a v e d  a t  1 0 9 ^ ,  and  s t e r i l e

( w / v )  MgS0 ^ . 7H20 and s t e r i l e  c a r b o n  s o u r c e ,  i f  h e a t  l a b i l e ,  

w e r e  a d d e d .  The c o m p l e t e  medium was d i s t r i b u t e d  i n t o  P e t r i  

d i s h e s ,  and d r i e d  by l e a v i n g  i n v e r t e d  f o r  3 6 h  i n  t h e  30^ 

h o t  r oom.

A l l  m e d i a  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  com pou nds  l i s t e d  

b e l o ’w w e r e  s t e r i l i s e d  by s t e a m  a t  109^  f o r  p e r i o d s  o f  t i n e



v a r i e d  wi  tb. t h e  voi i i r ] e  of  i b e  medi.iim, The e f f i c a c y  o f  

s t e r i l i z a t i o n  was o r i g i n a l l y  d e t e r m i n e d  b y  Pewson  

( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) ,  ^nd  was  a l w a y s  c h e c k e d  by  t h e  c o l o u r  

c h a n g e  o f  Browne *s t u b e s  ( A l b e r t  Browne L t d . ,  L e i c e s t e r . ) .  

The f o l l o w i n g  c o m p o u n d s ,  b e c a u s e  of  t h e i r  p r o b a b l e  h e a t  

l a b i l i t y ,  w e r e  s t e r i l i s e d  by  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  h i l l i p o r e  

f i l t e r s  (G;h / r0 4 7  0 0 , 0 . 22ji )  p r i o r  to t h e i r  a d d i t i o n  to  

s t e r i l e  b a s a l  m e d i a :  b e n z o y l f o r i r n  t e  ; b e n z y l  a l c o h o l ;

2 “h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ;  4 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l  ; 

b e n z a l d e h y d e ; 4 - h y d r o x y - 3 -methoxybeia  z a i d e h y d e ; C a rb o x y  Q; 

c a t  e c h o  1 ; h i  s t  a m i  n  e ; ];> en i  c :L 11 i  n V an d t  h i  oph en ox y  a c e t  ̂  t  e . 

L~iV;a.ndelate was  u i l l i p o r e  f i l t e r e d  when i t  was  u s e d  i n  t h e  

i n d u c t ! o n  e x p e r i m e n t s .

1 .3  . 4 0 S10 r n g 0 o f  rnedip ,

A l l  m e d i a  w i t h  a v o l u m e  l e s s  t h a n  100ml  w e r e  s t o r e d  i n  

t h e  c o l d  room ( n o m i n a l l y  a t  4^ )  u n t i l  r e o u i r e d .  : . . ed ia  w i t h  

a  v o l u m e  g r e a t e r  t h a n  1 0 0 ml w e r e  s t o r e d  in. t h e  h o t  room a t  

30*^ u n t i l  r e q u i r e d .

1 . 4 . h  e a sui '  cm e n t  o f  r r  ow t h .

T u r b i d i t y  o f  c e l l  s u s p e n s i o n s  was m e a s u r e d  a t  bOOnn i n  

a. SP ec t r o n i c  20 c o l o r i m e t  e r  ( Ba u s c h  & Lomb 1 no . , B o c h e s t  e r ,

New Y o r k ,  u . B . A . ) .  S u s p e n s i o n s  w e re  r o u t i n e l y  m e a s u r e d  i n  

o p t i c a l l y  m a t c h e d , 1 1 .  l i r a  l i g h t  p a t l i , 4 x  i n c h  B p o c t r o n i c  

20 t e s t - t u b e s  ( B a u s c h  & Lomb I n c . ,  c a t a l o g u e  n o .  33*“29 ' -27)  »



S a m p l e s  h a v i n g  an g r e a t e r  t h a n  Oc.28 w e r e  d i l u t e d  i n  b a s a l

medium so t h a t  t h e  r e s u l t a n t  was b e t w e e n  0 , 0 5 0  and  0 , 2 0 .

I n  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  m e a s u r e  t h e  k i n e t i c s  o f  

i n d u c t i o n  o f  t h e  man d e l a t e  p a t h w a y  e n z y m e s ,  t h e  t u r b i d i t y  o f  

c e l l  s u s p e n s i o n s  was m e a s u r e d  a t  500nm i n  a Uni  cam al'  . 8 0 0  

U l t r a v i o l e t  B n e o t r o p h o t o m e t e r  ( l y e  Unicam I n s t r u m e n t s  L t d , , 

C a m b r i d g e , )  c o n n e c t e d  t o  a B e r v o s c r i b e  C h a r t  h e c o r d e r  ( K e l v i n  

E l e c t r o n i c s  C o . ,  , / e r ' b l e y , h i  i d l e s  ex - ) i n  o r d e r  t o  e s t i m - ^ t e  

t h 0i r  p r o t e i n  c o n c  en t r a t i  o n .  1cm 1 :i.ahr pa. th g l a . s s  c u v e  u t e s  

w e r e  u s e d  and  t h e  s a m p l e s  w e r e  r e a d  a g a i n s t  a i r .  The v a l u e  

o b t a i n e d  was c o r r e c t e d  by s u b t r a c  u ion  o f  t h e  Ê ^QQ o f  tixe b a s a l

medium.  The p r o t e i n  cone e n t r â t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  was

es t i j : i : ^ t ed  f ro m  t h e  t u r b i d i t y  by  means  o f  a c o n v e r s i o n  c u r v e  

( f i g ,  1 1 ) .

Growth, r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d  by p l o t t i n g  lo g ^ Q  ( E - q q ) 

a g ' ^ i n s t  t i m e :  t h e  s l o p e s  o f  t h e  r e s u l t i n g  s t r a i g h t  l i n e s  g av e

a m e-:̂  s u r e  of  t h e  s p e c i f i c  g r  ow t h  r  a t  e ( Daw e s ,  1 9 6 3 ) .

1 . 5 , G ro ; / t h  o f  b a c t e r i u m  o'GIB 8 2 5 0 .

The m e t h o d s  u s e d  f o r  ,gr ow in g  b a c t e r i u m  LG ID 8250  w e r e  

b a s e d o n  t  Ii o s e us  e d b y E ewson ( ]. 9 6 7 a. ) a n d  K en n e d y  co F ew so n  

( 1 9 6 8 a , b ) .

Inocul.": '  f o r  g r o w t h  o f  b-’c t e r i u m  nClB 8250 i n  d e f i n e d  modi 

w e r e  j)r e p a . r e d  ii;iinedi a t e ly  b e f o r e  1.h c y  w e r e  r e a u J  r e t .  0 .  tp 

i n o c u l a  f ro m  t h e  n u t r i e n t  b r o t h  s t o c : i  c u l t u r e s  w e r e  a d d e d  t o  

lOOm.1 a m o u n t s  o f  n u t r i e n t  b r o t h  c o n t a i n e d  i n  LOÔ riL n r l e n i - e y o r



F i g / i l o ,  T u r b i d i t y  -  p r o t e i n  c o n v e r s i o n  c u r v e  f o r

b a c t e r i u m  NGIB 8250*

B a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0  was g rovm on  lOmM-glutamate*» 

s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s*  The t u r b i d i t y  o f  t h e  

c u l t u r e  was m e a s u r e d  a t  500nm i n  t h e  Unicam SP^BOO 

S p e c t r o p h o t o m e t e r  a n d  i t s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  by  m e an s  o f  

t h e  Lowry m e t h o d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  5 «2* The c u l t u r e  was 

p r o g r e s s i v e l y  d i l u t e d  i n  b a s a l  medium,  a n d  t h e  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  a u d  t u r b i d i t y  w e r e  e s t i m a t e d  a t  e a c h  d i l u t i o n *  

T h i s  p r o c e s s  was  c o n t i n u e d  u n t i l  t h e  t u r b i d i t y  o f  t h e  

d i l u t i o n s  was  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e i r  c e i l  c o n c e n t r a t i o n  

T u r b i d i t i e s  w h i c h  w e r e  n o t  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  c e l l  

c o n c e n t r a t i o n  w e r e  c o r r e c t e d  f o r  n o n - l i n e a r i t y * T h i s  was 

d on e  by  e s t i m a t i n g  w h a t  t h e  t u r b i d i t y  w o u l d  h a v e  b e e n  i f  i t  

was  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  c e l l  c o n c e n t r a t i o n .  The 

r e g r e s s i o n  b e t w e e n  t h e s e  c o r r e c t e d  t u r b i d i t y  v a l u e s  a n d  t h e  

v a l u e s  f o r  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d i l u t i o n s  was  

c a l c u l a t e d *  The c o n v e r s i o n  c u r v e  w h i c h  i s  t h e  g r a p h  o f  

o b s e r v e d  t u r b i d i t y  a g a i n s t  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was  t h e n  

drawn* .
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f l a s k s ,  an d  t h e  c u l t u r e s  v/ere  i n c u b e  t e d  u i  t h o u t  s h a k i n g  f o r  

2 #  a t  3 0 ° .

1,. h / lo  G-ron th  of b-^cterlVui kC lD f o r  u s e  i n  t h e  ^:-xreririen":
con c e rn e d  w i t h  t- e l e v e l  o r n e n t  o f  exn e r inen x^ . l  : :e - fo  : ' .

1 .  5 * 1 , 1  o C e l l s  arovm on ^ul.^-L-rp.er d e l  e t e , d r : . -benz?Al ^ I c o h o l ,
10:':j..-a l u t n n r  t e  a l :n .- th : i  or/iienoxy-^cet ’̂ t e .  I ' ln . 
f i l u t^ n a : ! ê _ o r  _10  ̂ , ,- suc cin.^ t e

i 'or t h e s e  e x n e r i r n e n t s  41 b a s o l  me d i m  c o n t a i n i n g  t h e  

a p p r o p r i a t e  c a r b o n  s o u r c e  was p r e p a r e d  i n  a  101 f l a t -  

h o t t e r . : c d  f l a s k  c o n t a i n i n g  a  45mm p o l y p r o p y l e n e  c o a t e d  s t i r r i n g  

b a r .  g 0ml s t e r i l e  2y ( w / v )  « THgO a n d , a s  i n o c u l u m ,  10: .1

o f  a 24I1 n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  v/ere a d d e d  t o  t h e  f l a s k .  t h e  

c u l t u r e  was  g r ow n  f o r  1 2 - 1 5h a t  30^ u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  

v i g o r o u s  a e r a t i o n  on t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  by  H a r v e y ,  Hewsen 

& Holms ( 1 9 6 8 ) .  I h i s  a n p a r a t u s  c o n s i s t s  o f  m a g n e t  d r i v e  

8 s s e . m b l i es  w h i c h  e f f e c t  t h e  h i g h  s p e e d  r o t a t i o n  o f  m a g n e t i c  

s t i r r i n g  b a r s .  An a d d i t i o n a l  q u a n t i t y  o f  c a r b o n  and  enermy 

s o u r c e  e q u a l  t o  t h e  amount  p r e s e n t  a t  i n o c u l a t i o n  a n d  i n  a 

v o l u m e  n o t  g r e a t e r  t h a n  200ml was t h e n  a d d e d  t o  t h e  o u i  mure .  

T h r e e - q u a r t e r s  o f  a g e n e r a t i o n  t i m e  l a t e r ,  t h e  f l a s k  was 

r e m o v e d  f ro m t h e  grov/ t h  a;, p a r a t u s  , a n d  iJ.nnedia t e l  y s u r r o u n d  e i  

by  i c e .  The c e l l s  Avere h a r v e s t e d  a s  s o o n  a s  p o s s i b l e  by 

b at, ch  c en t r i  f u g a  t i  0  n a t  15 , 50 Og f  0  r  2 Omi n  a t  4 ̂  ( . . .  0. lu. ■ ' :{i  ■ a _ 

S p e e d  18"  H e f r i g e r a t o r  C e n t r i f u g e ,  i... S.  H. , L o n d o n , ) .  Ta:e 

. s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d  a nd  t h e  p e l l e t  was shed 

by  r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w ?^ te r . ..he



c e l l s  w e r e  r e c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0 ^  f o r  2 5min a t  4 ° ,  t h e  

s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d ,  and  t h e  c e l l s  w e r e  w e i g h e d  

and  s t o r e d  a t  “ 60^*

1 . 5 . 1 . 2 .  C e l l s  CTown on  2 n l ' . l - h e n z o a t e .

The p r o c e d u r e  u s e d  t o  g row b a c t e r i u m  NCIB 8250  on 2ml,":- 

b e n z o a t e  was  s i m i l a r  t o  t h a t  u s e d  i n  S e c t i o n  1 ^5* 1 . 1 .  e x c e p t  

t h a t  40ml  o f  a  24h n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  was  u s e d  a s  i n o c u l u m ,  

a n d  t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  when t h e  , a s  m e a s u r e d

i n  t h e  S p e c t r o n i c  2 0 ,  r e a c h e d  0 . 2 ,  Wo a d d i t i o n a l  s u b s t r a t e  

was  a d d e d  i n  t h i s  c a s e .

1 c 5 o 2  ̂ G-rowth o f  b a c t e r i vx\ IÏCIB 8250 f o r  t h e  m e ^ s u r  eme n t  o f  t h e  
k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n o f  t h e  man d e l a t e T)at)a*vav en zym e s „

10ml  o f  a 24h n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  was  a d d e d  t o  41 

g l u t a m a t e » s a l t s  medium i n  a  101 f l a t - b o t t o m e d  f l a s k  

c o n t a i n i n g  a  45mm p o l y p r o p y l e n e  c o a t e d  s t i r r i n g  b a r .  The 

c u l t u r e  \7as g ro w n  f o r  1 2 » 1 5 h  a t  30^  on  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  

 ̂ by  H a r v e y  a j , « . ( 1 9 5 8 ) .  An a d d i t i o n a l  Q u a n t i t y  o f  g l u t a m a t e  

e q u a l  t o  t h e  am o u n t  p r e s e n t  a t  i n o c u l a t i o n ,  and i n  a v o l u m e  

o f  200ml  was  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e .  T h r e e - q u a r t e r s  o f  a  

g e n e r a t i o n  t i m e  l a t e r ,  t h e  f l a s k  wes r e m o v e d  f ro m t h e  g r o w t h  

a p p a r a t u s ,  a n d  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d e d  by  i c e .  The c e l l s  w e r e  

h a r v e s t e d  a s  s o o n  a s  p o s s i b l e  by b a t c h  c e n t r i f u g a t i o n  c t  

1 5 , 500y^ f o r  20min a t  4^® The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n r e d  

a n d  t h e  p e l l e t  was w a s h e d  by r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  b s s a l  

medium.  The c e l l s  w e r e  r e c e n t r i f u g e c l  a t  1 2 , 0 0 0 g  f o r  2 5min a t
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4 ^ ,  t h e  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d ,  and  t h e  c e l l s  v/ere 

w e i g h e d  and  r e s u s p e n d e d  i n  b a s a l  medium a t  30^ to a 

c on c e nt  r  a hi  on o f  7 3m g w e t , w t . /  m l .

35ml  01 t h i s  s u s p e n s i o n  a n d  40ml s t e r i l e  2y ( w / v )  

MgS0^ .7H20 w e r e  a d d e d  t o  1650ml  1 0 , O m l h - g l u t a m a t e - b a s a l  medium,  

w h i c h  g a v e  a l O n L I - g l u t a m a t e - s a l t s  medium when a l l  t h e  

a d d i t i o n s  h a d  b e e n  m a d e ,  i n  a  2 1  f l a s k .  The f l a s k  v/as f i t t e d  

w i t h  a  s i d e  arm t o  f a c i l i t a t e  s a m p l i n g .  The c u l t u r e  was  g rown 

a t  3 0 °  w i t h  r a p i d  s t i r r i n g  and  f o r c e d  a e r a t i o n  ( OOOcm^/hiin) 

i n  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  by H a r v e y  ej: i h L * ( 1 9 6 8 ) .  Growth  was 

f o l l o w e d  by t a k i n g  s a m p l e s  p e r i o d i c a l l y  f o r  t u r b i d i t y  

e s t i m a t i o n  i n  t h e  8 p e c t r o n i c  20 ,  I n  t h e  l a t e r  e x n e r i r n e n t s ,  

a s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  R e s u l t s ,  S e c t i o n  2 , ,  t h e  t u r b i d i t y  

was a l s o  m e a s u r e d  i n  t h e  Unicom S I . 800  S n e c t r o n h o t o m e t e r . At 

t h e  same t i m e  4m 1 s a m p l e s  w e r e  a d d e d  t o  8m 1 IN-h aC l i ,  and  u s e d  

f o r  p r o t e i n  e s t i m a t i o n *  A f t e r  a p p r o x i m a t e l y  a g e n e r a t i o n  t h e  

i n d u c e r  was  a d d e d  i n  a v o lu m e  o f  7 5 m l ,  w h e r e u p o n  s a m n l e s  w e r e  

t a k e n  f o r  t u r b i d i t y  and p r o t e i n  e s t i m a t i o n  e v e r y  5min .  100ml  

s a m p l e s  f o r  enzyme e s t i m a t i o n  w e r e  w i t h d r a v m  f ro m  t h e  g r o w t h  

f l a s k  a t  s u i t a b l e  t i m e  i n t e r v a l s  o n t o  4 0 g  c r u s h e d  d i s t i l l e d  

w a t e r  i c e ,  . The c e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  b y  b a t c h  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 500g  f o r  20min a t  4°  ( m . S . h .  " h i g h  n o e e l  

18"  R e f  r  i  g e r a t o r  O e n t r i f u g e ) . Tbe s u p e r n a t a n t  s o l u  t i o n  w a s 

d e c a n t e d  and  t r i e  p e l l e t  was w as h e d  by r e s u s p e n s i o n  i n  i c e -  

c o l d  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w ' ^ t e r .  The c e l l s  w e r e  r e c e n t r i  fu-:. ed 

a t  1 2 ,  OOOg f o r  2 5min a t  4°  ? t h e  s u p e r n ^ ’. t a n t  s o l u t i o n
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d e c a n t e d ,  a nd  t h e  c e l l s  w e r e  w e i g h e d  a nd  s t o r e d  a t  - 6 0 ° ,

l_fdl , 3 .  (Trowth of b'-'Cteriu: i ..01 ]j 8250 fo r  th e  i  so l u t i o n  of  
n u tan t  s ,

P e r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  50ml b a s a l  medium c o n t a i n i n g  

1 Omih-  su e  c i n  a t  e v/as p r  e d r̂ .r cd i n  2 5 0ml h r  1 enm ey e r  i  l a  s h s  , 1ml 

s t e r i l e  2% ( w / v )  mgbO^.YilpO v/as a d d e d  t o  e a c h  f l ^ s k  p r i o r  xo 

i n o c u l a t i o n .

A 0 .  2>, i n o c u l u r n  fi 'om a, 24h n u t r i e n t  b r o ' t h  cu  1 t u r e  wa s

a d d e d  t o  t h e  10mi , : - succina  t e - s a . l t s  medium,  a n d  t h e  c u l t u i * e  was

grown f o r  1 2 - 1 5 h  a t  3 0°  on a r o t a r y  s h a k e r  ( l .K. V; L . h ,

hn g i  n e e r  i n  g C o . ,  B e l l s  Hi  1 1 ,  B t o k e  i o g e s , Bu c k s . ) ? ■: o v i  n g a, t

a b o u t  180 o s c i ] . l a t i o n s / m i n . A s e c o n d  s u c c i n n a t e  c u l t u r e  w^s

i  no c u l - ' t e d  f ro m  t h i s  c u l t u r e  u s i n g  a 7p i n o c u l u m ,  and  g r o ‘.wn t c

a n  hrr^r  ̂ o f  0 , 4 0  on t h e  o n e c i r o n i c  20 ,  The c e l l s  w e r e  th e n  500
h a r v e s t e d  by b a t c h  c e n t r i f u g a t i o n  i n  s t e r i l e  50ml (Oak Aidge 

Type) p o l y - c a r b o n a t e  b o t t l e s  ( î . h o . h , ;  catalo^gLie no .  59466) a t  

1 2 , OOOf: f o r  1 Omi n a t  4° (I.:. 0 , h . " 13 ‘ ' R e f r i  g e r  a t o r  0 en t r i  f u  g e ) . 

The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d ,  and t h e  n e l l  e t  was 

reSUSPended i n  e i t h e r  10ml s t e r i l e  b a s a l  medium f o r  n u t a t i o n  

by in V. i r r a d i a t i o n  o r  i n  lOnl  s t e r i l e  lOmt.-sodium c i t r a t e  

buf  f  e r  pjÎ 6 . 0  f  o r  jüut a t  i o n  wi ■ Ui u . T . G ,

S u b s e a u e n t  g r o w t h  o f  b a c t e r i u m  ihOlB 82 50  a f t e r  

î n u t a g e n e s i s  i s  d e s c r i b e d  i n  B e c t i o n  2 .

, 5 . 4  . Oro"'tb. o f  b-^c t e r i u m  . Qj. B 825'^ f o r  ' the ch"?""0 -: e r i r -'P:  in
0.1 m u t a n t s ,

F o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  5m 1 s a l t s  medium c o n i u i n i n g  2:.i.- 

h i s t a m i n é ,  l m L i - 2 - h y d r o x y b e n s o a t e , 5’d . . - L - m a n d e l a t e ,  5m--"bensy l
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a l c o h o l ,  2 jn i . i -henzoa tc  o r  a r g i n i n e , 3ml s a l t s  medium

c e n t  a i  n i  n  p: 10 mi-. -  su. c c i  na t  c , and  1 On: 1 o e n t  o n  e w a t e r  n e d i  urn 

(Oxoivi Ch.. 10)  w e r e  a r e c ' ^ r e d  i n  e a r n e d  6 x 5 / 8  i n c h  t e s t - t u b e s  

( O x o i d  a l u n  in tu rn  c a p s ) ,  t h e  p e p t o n e  w a t e r  medium wa s 

i n o c u l a t e d  w i t h  1 d r o p  o f  a  n u t r i e n t  b r o t h  s t o c k  c u l t u r e  f ro m  

a P a s t e u r  p i p e t t e ,  a n d  i n c u b a t e d  w i t h o u t  s h a k i n g  f o r  48h a t  

3 0 ° .  The s a l t s  m e d i a  c o n t a i n i n g ;  t h e  c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e s  

w e r e  t h e n  i n o c u l a t e d  Y/i th  1 d r o p  o f  t h e  p e p t o n e  w a t e r  c u l t u r e  

f ro m  a  P a s t e u r  p i p e t t e ,  a n d  i n c u b a t e d  w i t h o u t  s l a c k i n g  a t  3 0 ° ,

A v i s u a l  e s t i m a t i o n  o f  g r o v / t h  was r e c o r d e d  a s  " g r o ^ - t h "  o r  

"no g; rowth" a t  4 8 h , 72h a n d  96h  a f  1e r  i n o c u l a t i o n .

1 .  5.  5 o 0 r owtiI o f  b c T : e r i . u i  GTB 8 2 50 t o t e s t  t h e  n u i ' r i t ?  o r a l
v e r s r t ili'u:'-; o f  u se  wci tan ts  .

50ml o f  b a s a l  m e d i u i  c o n t a i n i n g :  t h e  a p p r o p r i a t e  c a r b o n  

s o u r c e  a t  1 an d  2riii. w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  4 - h y d r o x y - 0 ,  

L-manide'Lat e  w h i c h  was  a t  2 a n d  4mn was p r e p a r e d  i n  250ml 

h r l e n m e y e r  f l a s k s ,  1ml s t e r i l e  2 f  ( w / v )  LlghO^, 71120 a n d ,  a s  

i n o c u l u m ,  0 . 1 m l  o f  a 24h n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  w e r e  a d d e d  t o  

t h e  f l a s k s .  The c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  30^  on  t h e  r o t a r y  

s h a k e r ,  A v i s u e l  e s t i m a t i o n  o f  g r  o wth AY a s r e c o r d e d  a s  

"groAvth" o r  "no  g r o v / t h "  a t  1 2 h ,  2 4 h,  3 6 h ,  6 0 h ,  8 4 h  a nd  1 0 8 h  

a f  t e r  j. n o c u l  a  t i  o n ,

1 . 5 . 6 .  Growth of th e wild t y p e and c o n s t i t u t i v e  mulmnin- o f  
b-^c t e r i u : :  . G].]; 2 2 5 0 f o r  t h e  r.;c^-suremenw of t h e  n o n -  
i n d u c en l e v e l s  of t he m an d e l a t e p a t h w a y ongywes,

1 . 5 m l  .LgO(/| , 7II2O a n d ,  a s  i n o c u l u m ,  0 , 2 m l  o f  a  24h 

n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  w e r e  a d d e d  t o  80 ml 8ml. ; -  g:lu t  a m a t  e - b  a s a l
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medium i n  a  250ml  L r l e n r a e y e r  f l a s k .  The  c u l t u r e  was  grov/n f o r  

1 5 h a t  3 0 °  on t h e  r o t a r y  s h a k e r .  T h i s  c u l t u r e  and 20ml s t e r i l e  

2 /  ( w / v )  L'igOO^, Tli^O Yieve a d d e d  to 700ml 9 . 1 4mLi -  g l u t  am a t  e -  b a s  a l  

medium,  w h i c h  g a v e  an  S m L - g l u t c a m a . t e - s a l t s  medium when t h e  

a d d i t i o n s  h a d  b e e n  m ad e ,  i n  a  1 1  f l a s k .  The f l a s k  was f i t t e d  

w i t h  a  s i d e  arm t o  f a c i l i t a t e  s a m p l i n g .  The c u l t u r e  was 

g ro w n  a t  30^ i n  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  by  H a r v e y  ^  a%.

( 1 9 6 8 ) .  Growth ivas f o l l o w e d  by t a k i n g  s a m p l e s  a t  i n t e r v a l s  

f o r  t u r b i d i t y  e s t i m a t i o n  i n  t h e  S p e c t r o n i c  2 0 ,

100ml  s a m p l e s  f o r  enzyme e s t i m a t i o n  w e r e  w i t h d r ' ^ w n  o n t o  

4 0 g c r u s h e d  d i s t i l l e d  w a t e r  i c e  a t  t h e  b e g i n n i n g ,  t h e  m i d d l e

a n d  t h e  e n d  o f  t h e  l a s t  g e n e r a t i o n  ( s e e  F i g ,  4 7 ) .  The c e l l s

w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  by  b a t c h  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 , 500g  f o r  

20min  a t  4^ ( m . 8 , H, " H i g h  S pee d  18'* R e f r i g e r a t o r  C e n t r i f u g e ) ,  

The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was dec  .anted a n d  t h e  p e l l e t  was 

w a s h e d  by  r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w ^ t e r .

The c e l l s  w e r e  r e c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  2 5min a t  4°» t h e  

s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was  d e c a n t e d ,  and t h e  c e l l s  w e r e  w e i g h e d  

a n d  s t o r e d  a t  - 6 0 ° .

1 . 5 , 7 ,  Growth of the w i1 d typ e  and mutant s t r a i n s  of
bacterium  r.'Olh 8250 fo r  th e  me a sûrement o f  the
i  11 duced 1 e v e l s  of tlio ■  ̂ j.delr̂  t e  nathw^ ■; en zy'̂ -e s.

10ml hgSO^,  71129 a n d ,  a s  i n o c u l u m ,  5ml o f  a 24h n u t r i e n t

b r o t h  c u l t u r e  w e r e  a d d e d  t o  500ml l O m L - g l u t a m a t e - b a s a l  medium

i n  a 1 1  f l a s k .  The c u l t u r e  was grovui f o r  1 2 - 1 4 h  a t  30^ on

t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e d  by  H a r v e y  e t  n i . ( 1 9 6 8 ) .  20ml o f  t h i s



8 2

c u l t u r e  and 1 , 5ml s t e r i l e  2y ( w / v )  kgSC^.TH^O w e r e  a d d e d  t o  

60ml  1 3 . 5 r : i L - g ] . u t a m a t e - b a s a l  medium c o n t a i n i n g  i n d u c e r  i n  a 

250ml  n r l e n m e j e r  f l a s k .  The c u l t u r e  was  g r o w n  f o r  2dh  a t  3 0 °  

on t h e  r o t a r y  s h a k e r .  The c e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  b y  b a t c h  

Ge n t r i f u g a t i o n  a t  15 ,0 00g ;  f o r  20min a t  4^ ( h . S . h .  " H i g h  S pe ed  

1 8 "  R e f r i g e r a t o r  C e n t r i f u g e ) . The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was 

d e c a n t e d  a n d  t h e  p e l l e t  was  w a s h e d  b y  r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  

s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  The c e l l s  v /e re  r e c e n t r i f u g e d  a t  

1 2 , OOOg f o r  25mi n  a t  4 ° ,  t h e  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was 

d e c a n t e d ,  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  v /e i g h e d  a n d  s t o r e d  a t  - 6 0 ° .

The c u l t u r e s  v/ere  s e r i a l l y  d i l u t e d  1 / 1 0  w i t h  b a s a l  medium,  

0 , 1 m l  p o r t i o n s  o f  t h e  t h r e e  d i l u t i o n s  m o s t  l i k e l y  t o  c o n t a i n  

a p p r o x i m a t e l y  100  v i a b l e  c e l l s  v/ere  p l a c e d  on 3 s e p a r a t e  

n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s ,  a n d  s p r e a d  by  m e a n s  o f  a  g l a s s - s p r e a d e r .  

The p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 0 °  f o r  2 4 h ,  The p l a t e s  o f  t h e  

d i l u t i o n  v /h ich  g s v e  t h e  n e a r e s t  n u m b e r  o f  c o l o n i e s  t o  a  

h u n d r e d  v/ere  c o u n t e d  a nd  a v e r a g e d .
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2^ I.vOLM'IOH 0 ?  î.lU'i'Ai'iïS

2,01 ,  Lur b a y e n i c  t r e ^ i m e n t s  a n d  t h e  s e l e c t i o n  o f  mut  an  t  s

m i n . . . . . U l t r - » y i o . l e i :  i r r ' d i ' ^ . t i o T i . folJ_o\v6 4  /3.7 n e n i c i l l l n  t r e a t n e n t  
ançL_t)iG . r e n l i c o ,  p l a t i n g  s é l e c t i o n  t e c h n . i n u e  ( ï n . l i l e  2 0 ;  A)

M u t a g e n e s i s  by  UoV, i r r a d i a t i o n  v/as a d a p t e d  f r o m  t h e

m e t h o d  o f  Demerec & L a t a r j e t  ( 1 9 4 6 ) ,

9ml  o f  t h e  s u s p e n s i o n  o f  c e l l s  i n  b a s a l  medium p r e p a r e d  a s

d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  1 , 5 . 3 ®  was i r r a d i a t e d  f o r  1 4 0 s  w i t h  a n

u n f i l t e r e d  u . v ,  l a m p  ( H a n o v i a  B a c t e r i c i d a l  B o u i p m e n t  Mode l  1 3 ;

E n g e l h a r d  H a n o v i a  Lamps ,  S l o u g h ,  B u c k s , )  a t  a d i s t a n c e  o f  84cm

f r o m  t h e  l a m p .  D u r i n g  m u t a g e n e s i s  t h e  s u s p e n s i o n  was g e n t l y

s t i r r e d  v / i t h  a  m a g n e t  i n  a  s t e r i l e  g l a s s  P e t r i  d i s h ,  9 cm i n

d i a m e t e r .  As wi 11 b e  d i s c u s s e d  i n  R e s u l t s ,  S e c t i o n  3 . 1 . 1 . 1 . ,

t h i s  t r e a t m e n t  g a v e  a p p r o x i m a t e l y  a 9 9 . 9 5  k i l l .  I n  e a c h

e x p e r i m e n t  a  v i a b l e  c o u n t  was  made on t h e  s u s p e n s i o n  b e f o r e  a n d

a f t e r  i r r a d i a t i o n  to  c h e c k  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  t r e a t m e n t .

2 , 5 m l  o f  t h e  i r r a d i a t e d  c e l l s  was a d d e d  t o  50ml l O m M - s u c c i n a t e -

s a l t s  medium i n  a  250ml  E r l e n m e y e r  f l a s k ,  and  t h e  c u l t u r e  v/as

g r o w n  o v e r n i g h t  a t  30*^ on a  r o t a r y  s h a k e r  (MK.V? L .H ,

E n g i n e e r i n g  C o . )  m o v i n g  a t  a b o u t  180 o s c i l l a t i o n s / m i n .  T h e s e

m a n i p u l a t i o n s  w er e  c o n d u c t e d  i n  dim l i g h t  u s i n g  a s o d i u m  la m p

( 4 0  w a t t  D.G,  SOX la m p  ; P h i l i p s  E l e c t r i c a l  L t d . ,  L o n d o n . )  t o

p r e v e n t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  p h o t o  r e a c t i v a t i o n . ,

T h i s  c u l t u r e  was h a r v e s t e d  by b a t c h  c e n t r i f u g a t i o n  i n

s t e r i l e  50ml p o l y - c a r b o n a t e  b o t t l e s  ( M . S . E . ^  c a t a l o g u e  no«
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59 46 6)  a t  1 2 , 0 0 0 g  f o r  lO m in  a t  4° ( ü . S . n ,  " 1 3 "  R e f r i g e r a t o r  

C e n t r i f u g e )  t o  r e m o v e  any  r e s i d u a l  c a r b o n  and  e n e r g y  s o u r c e .

The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d ,  and t h e  p e l l e t  was 

w a s h e d  t w i c e  by r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  b a s a l  medium and  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , OOOg f o r  10min  a t  4 ^ .  The c e l l s  w e r e  t h e n  

r e s u s p e n d e d  i n  10ml  b a s a l  medium a t  3 0 ° ,  a n d  2 . 5 m l  o f  t h i s  

s u s p e n s i o n  was a d d e d  t o  50:al 2 m m - b e n z o a t e  - , b m h - L - m e n d e l a t e -  

o r  5 m h - b e n z y l  a l c o h o l - s a l t s  medi  u n . The b e n z o a t e  and  b e n z y l  

a l c o h o l  c u l t u r e s  w e r e  g rown f o r  2h a t  3 0 °  on  t h e  r o t a r y  s h a k e r ,  

a t  w h i c h  t i m e  p e n i c i l l i n  V ( a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  I m g / m l )  

was  a d d e d ,  a n d  t h e  c u l t u r e s  w e r e  g r o \ m  f o r  a  f u r t h e r  l -^h.  The 

L - m u i d e l a t e  c u l t u r e  b e c a u s e  o f  t h e  l o n g e r  mean  g e n e r a t i o n  t i m e  

was g r o v u  f o r  2-ih b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  p e n i c i l l i n  V, and  f o r  

2h a f t e r  i t .  The  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  w a s h e d  a s  a b o v e  t o  

re m o v e  p e n i c i l l i n  V, and  r e s u s p e n d e d  i n  10ml  b a s a l  medium,

0 . 1 m l  p o r t i o n s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  100  v i a b l e  c e l l s  w e r e  

p l a c e d  on a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g ;  l O m i . i - s u c c i n a t e  a s  s o l e  s o u r c e  

o f  c a r b o n  and  e n e r g y ,  and s n r e a d  by  m eans  o f  a  g l a s s - s r , r e a d e r .

The c o l o n i e s  on t h e  s u c c i n a t e  a g a r  p l a t e s  w e r e  g ro wn  f o r  

3 6 - 4 0 h  a t  3 0 °  a t  w h i c h  t i m e  t h e y  w e r e  a b o u t  2mm i n  d i a m e t e r .  The 

c o l o n i e s  w e r e  t h e n  r e p l i c a t e d  by  t h e  m e t h o d  o f  L e d e r b e r g  & 

L e d e r b e r g  ( 1 9 5 2 )  o n t o  ag^^r p l a t e s  c o n t a i n i n g ,  i n  o r d e r  o f  

r e p l i c a t i o n ,  5mih -L -m and e l  a t  e , 5 m h - b e n z y l  a l c o h o l  o r  2 n m - b e n z o a t e , 

A f i n a l  r e p l i c a t i o n  o n t o  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  was made t o  t e s t  

t h e  s u c c e s s  o f  r e p l i c a t i o n ,  S t r a i n s  Avhich f a i l e d  t o  g ro w  on 

e i t h e r  L - m a . n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  o r  b e n z o a t e  w e r e  c l o n e d  on 

n u t r i e n t  a g a r .



6 5

2 . 1 . 2 .  î.hit^genesivS by t r e a t m e n t  v/j.th r .'i y;-. f o l lo w e d  by t h e  
r e r l i c a  p i a t i n m  s e l e c t i o n  t e chn i q u e  C fa b le  20; B ) .

M u t a g e n e s i s  by  i n c u b a t i o n  v / i t h  f  , T . G .  v/as a d a p t e d  f r o m  

t h e  m e t h o d  o f  A d e l b e r g ,  H a n d e l  & Chen ( 1 9 6 5 ) ,

9m], o f  t h e  s u s p e n s i o n  o f  c e l l s  i n  s t e r i l e  lOmLI-sodium 

c i t r a t e  b u f f e r  pH 6 . 0  p r e p - ^ r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  1 . 5 , 3 .  

v/as a d d e d  t o  1ml I m g / m l  b f l . G .  ( d i s s o l v e d  i n  t h e  same b u f f e r ) .

The r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n  v/as p l a c e d  i n  a s t e r i l e  50ml h r l e n m e y e r  

f l a s k  P l u g g e d  v / i t h  c o t t o n  v / o o l ,  and  i n c u b a t e d  f o r  30rain  a t  30°  

i n  a s h a k i n g  w a t e r  b a t h . As w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  R e s u l t s ,

L e c t i o n  3 . 1 , 1 . 2 , ,  t h i  s t r e a t m  en  t  g a v e  a < ̂ proxim a t  e l y a 9 9 . 9 5  

k i l l .  I n  e a c h  e x p e r i m e n t  a  v i a b l e  c o u n t  v/as made on t h e  

s u s p e n s i o n  b e f o r e  a n d  a f t e r  i n c u b a t i o n  t o  c h e c k  t h e  e f f i c i e n c y  

o f  t h e  t r e a t m e n t .

A f t e r  i n c u b a t i o n  t h e  s u s p e n s i o n  was s e r i a l l y  d i l u t e d  l / l O  

w i t h  b a s a l  m e d i u m , 0 . 1 m l  p o r t i o n s  c o n t a i n i n g  a / p r o x i m - t e l y  100

v i a b l e  c e l l s  v /e re  p l -^ced  on ' a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  l O m f - s u c c i n a t e  

a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a nd  e n e r g y ,  a nd  s p r e a d  by  mean s  o f  a  

g l a s s - r o d .  The c o l o n i e s  on t h e  sue  c i  nr» t e  a g a r  p l ' ^ t e s  w e r e  

groAUi f o r  36-4011 a t  3 0^  a t  w h i c h  t i m e  theoy v/ere a b o u t  2mn i n  

d i a m e t e r .  The c o l o n i e s  v/ere  t h e n  r e p l i c a t e d  by  t h e  m e t h o d  o f  

L e d e r b e r g  & L e J æ r b e r g  ( 1 9 5 2 )  o n t o  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g ,  i n  

o r d e r  o f  r e p l i c a t i o n ,  5mli™L-mandela te ,  5 m m - b e n z y l  a l c o h o l  o r

2ii.,.“ b e n z o a t e .  A f i n a l  r e r l i c  a t i o n  o n t o  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  

was made t o  t e s t  t h e  s u c c e s s  o f  r e p l i c a t i o n .  S t r a i n s  v /h i ch  

f a i l e d  t o  g row on e i t h e r  L - m a n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  o r  b e n z o a t e  

w e r e  c l o n e d  on n u . t r l e n t  a g a r .
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2 . 1 . 3 .  i. en e s i  s 'by t r e  r--̂. t  me n t  v/i t h 1,. T , (h f  o 1.1 o v: e ci h y t h  e
l i r i t i n r :  n n t r i  etn, s c J_ e c t:’ .on tech. n i n i :i o { T p 1 ) ;i e 2 i

9n i  o f  t h e  su sp e r t s io n  o f  c e l l s  i n  s t e r i l e  lO i’l  - sod ium

c i t r a t e  b u f f e r  pH 6 , 0  p r e p a r e d  as d e s c r i b e d  i n  L e c t i o n  1 . 5 , 3 ,

was added to 1ml Img/ml umr.h .  ( d i s s o l v e d  i n  t h e  same bui ’f e r ) .

The r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n  was p l a c e d  i n  a. s t e r i l e  50ml

E r lenm eyer  f l a s k  p lu g g e d  w i t h  c o t t o n  w o o l , and i n c u b a t e d  f o r

30min a t  30° i n  a s h a k i n g  w a t e r  b a t h .  As w i l l  be  d i s c u s s e d  i n

R e s u l t s ,  L e c t i o n  3 , 1 , 1 , 2 . ,  t h i s  t r e a t m e n t  gave  a p p r o x i m a t e l y  a

9 9 . 9 5  k i l l , I n  e a c h  e x p e r i m e n t  a v i a b l e  c o u n t  was  made on t h e

su sp e n s io n  b e fo r e  and a f t e r  in c u b a t io n  to check th e  e f f i c i e n c y

o f  t h  i s  t r e a t m  en t ,

Aft er incub t  ion  th e , 1,  0. wa s r emovo d b y c e n tr i  fug a t io n

a t  1 2 ,0 0 0 a: f o r  lOmin a t  4° (m .L .E .  "13" R e f r i g e r a t o r  C e n b r i f u g e )

i n  s t e r i l e  50ml p o l y - c a r b o n a t e  b o t t l e s  U - . L.n . ;  c a t a l o g u e  no .

5 9 4 6 6 ) .  I'he s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d  and t h e  p e l l e t

was washed t w i c e  by r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  b a s a l  medium and

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , 0 0 Og f o r  10min a t  4 ° .  The c e l l s  were

t h e n  r e  SUS]) ended i n  10ml b a s a l  mediuia a t  3 0 ° ,

2m 1 o f  k i i  s s u s p e n s i o n  was aJded  t o  50ml l O m k - s u o c i n a t e -

o r  2 mil “ b en z o a t e - s a  ]. t  s m e d i  um ( d e p en a i  n. g o n wh e t  h e r  g l u  t  am a t  e

or  b e n z o a t e  resoect j .ve 'J .y was t h e  l i m i t i n g  n u t r i e n t  i n  t h e

s e r e c t i o n  p r o c e d u r e ) ,  and t h e  c u l t u r e  was grown o v e r n i g h t  a t

30° on t h e  r o t a r y  s h a k e r .  ' 3ml o f  f h e  b e n z o a t e  o r  s u c c i n a t e

c u l t u r e  was i n o c u l a t e d  i n t o  homologous medium and grov/n a t  30°

on t h e  r o t a r y  s h a k e r  f o r  t h e  t im e  i n t e r v a l  which r e p r e s e n t e d  
two g e n e r a t i o n s .
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The c u l t u r e  was t h e n  s e r i a l l y  d i l u t e d  l / l O  w i t h  b a s a l  

r iediuia. Ü «1ml p o r t i o n s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  100 v i a b l e  

c e l l s  were p l a c e d  on a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  BmM-L-xaaiidelate *h 

0 • 2mi.. -b on z o a t  e o r  2mLi -b  e n z o a t e  -h 0.  3mL -  g l u t  am a t e  a s  s o l e  s o u r c e  

o f  c a rb o n  and e n e rg y ,  and s p r e a d  by means o f  a g l a s s - r o d .  The 

c o l o n i e s  were grown f o r  36-4-Oh a t  3 0 ° .  The s m a l l e r  c o l o n i e s  

(1mm i n  d i a m e t e r )  were t h e n  p i c k e d  from among; t h e  more numerous 

l a r g e r  ones  ( 2mm i n  d i a m e t e r ) ,  and s t r e a k e d  on a g a r  p l a t e s  

c o n t a i n i n g -  5mLi-L-mandelate,  2ml,I-benzoate or lO m ia -su cc in a te  as  

s o l e  s o u r c e  of c a r b o n .  S t r a i n s  which f a i l e d  to  grow on e i t h e r  

L - m a n d e la t e  or  b e n z o a t e  Avere c l o n e d  on n u t r i e n t  a g a r .

2 . 1 . 4.  Muta.a:cnesi  s by t r e atme n t  w i t h  h . T .G-. f o l i o  we d lyy; Garb ox y 
k, . t r en im ea t  and t o e  l i m i t i n g  n u t r i e n t  s e l e c t i o n

9m 1 o f  the  s u s p e n s i o n  o f  c e l l s  i n  s t e r i l e  lOmi.:-sodium 

c i t r a t e  b u f f e r  pH 6 . 0  p r e p a r e d  as  d e s c r i b e d  i n  L e c t i o n  1 , 5 , 3 .  

v/as added to 1ml Ijng/ml r .T . 'G ,  ( d i s s o l v e d  i n  t h e  same b u f f e r )  . 

The r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n  was p l a c e d  i n  a s t e r i l e  50ml 

u r l e n m e y e r  f l a s k  p lu g g ed  w i th  c o t t o n  w o o l , and i n c u b a t e d  f o r  

30min a t  30° i n  a s h a k i n g  Avater b a t h .  As w i l l  be  d i s c u s s e d  i n  

R e s u l t s ,  L e c t i o n  3 . 1 . 1 « 2 , ,  t h i s  t r e a t m e n t  gave  a p p r o x i m a t e l y  a 

9 9 . 9h k i l l ,  A v i a b l e  cou n t  was made on t h e  s u s p e n s i o n  b e f o r e  

and a f t e r  i n c u b " ' t i  on t o  check t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  -" ' reatment.

A f t e r  i n c u b a t i o n  th e  b . T . G .  was reiiioved by c e n t r i f u g a t i o n  

a t  1 2 ,0 0 0 g  f o r  lOrnin a t  4° (M .3 .E .  "13" R e f r i g e r a t o r  C e n t r i f u g e )  

i n  s t e r i l e  50ml p o l y - c a r b o n a t e  b o t t l e s .  The s u p e r n a t a n t  

s o l u t i o n  v/as d e c a n t e d  and t h e  p e l l e t  was washed t w i c e  by
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r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  b a s a l  nodium and c e n t r i f u g a t i o n  a t

1 2 , OOOg f o r  10min a t  4 ° .  The c e l l s  were t h e n  r e s u s p e n d e d  i n

lO n l  b a s a l  medium a t  30° .  2m 1 o f  t h i s  s u s p e n s i o n  v/as added to

30ml lOmil-suGcinate - s a l t s  medium, and t h e  c u l t u r e  v/as grown

o v e r n i g h t  a t  30° on t h e  r o t a r y  s h a k e r .

The c u l t u r e  was h a r v e s t e d  by b a t c h  c e n t r i f u g a t i o n  a t

1 2 , OOOg f o r  10min a t  4° (M.L.E.  "13" R e f r i g e r a t o r  C e n t r i f u g e )

to  remove any r e s i d u a l  c a r b o n  and ene rgy  s o u r c e .  The

s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d  and t h e  p e l . l e t  was v/ashed

t w i c e  by r e s u s p e n s i o n  i n  i c e - c o l d  b a s a l  medium and

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 2 , OOOg f o r  lOmin a t  4 ° .  The c e l l s  were

t h e n  reSUSPended i n  10ml b a s a l  medium a t  3 0 ° ,  and 2 ,5ml  o f  t h i s

s u s p e n s i o n  was added to  50ml 5mM*-L-m an d e l  a t e - s a l t s  medium. The

c u l t u r e  was grown f o r  3h a t  30^ on t h e  r o t a r y  s h a k e r ,  a t  which

t im e  Gar boxy Q ( a t  a f i n a l  c o n c e n t r â t !  on o f  90julO was added ,

and t h e  c u l t u r e  was grown f o r  a f u r t h e r  2h.  The c e l l s  were

h a r v e s t e d  and washed as  above t o  remove t h e  Carboxy Q, and

r e s u s p e n d e d  i n  10ml b a s a l  meditun a t  30^ ,  3ml o f  t h e  s u s p e n s i o n

v/as added to  50ml l O m l . i - s u e c i n a t e - s a l t s  medium, and t h e  c u l t u r e

was grown to a t u r b i d i t y  o f  0 .0 9  on t h e  L p e c t r o n i c  20,

The c u l t u r e  was t h e n  s e r i a l l y  d i l u t e d  l / l O  w i t h  b a s a l

medium, 0 ,1ml p o r t i o n s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  100 v i a b l e

c e l l s  were p l a c e d  on a g a r  p'Vntes c o n t a i n i n g  2m h -b en zo a te  m

0 ,  3ml.x-glutamate as  s o l e  s o u r c e  of  c a rb o n  and e n e rg y ,  and

s p r e a d  by ineans o f  a g l a s s - r o d .  The c o l o n i e s  were grown f o r  
o3o-40h  a t  30 . The s m a l l e r  c o l o n i e s  ( 1mm i n  d i a j a e t e r )  v/ere
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t h e n  p i c k e d  from among t h e  more numerous  l a r g e r  ones  (2mm i n  

d i a m e t e r )  , and s t r e a k e d  on a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  5m]i-L- 

n a n d e l a t e ,  2 :ml-henzoate  o r  1 O r i l i - s u c c in i t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  

c a r b o n  and e n e r g y .  S t r a i n s  which f a i l e d  t o  grov/ on e i t h e r  

L - m a n d e la t e  or  b e n z o a t e  were c l o n e d  on n u t r i e n t  a g a r .

2 , 1 . 5 .  I s o l a t i o n  o f  s n o n t a n e o u s  and mutagen i n d u e e d
c o n s t i ' b u f i v e  n u t a n t s  ( i a b l e  21 ; A and jj) .

The c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  were e n r i c h e d  by t h e  a l t e r n a t e  

c u l t u r e  t e c h n i q u e  and s e l e c t e d  by means of  t h e  L - m a n d e la t e  

d e h y d r o g e n a s e  whole ce  12 a s s a y .  The a l t e r n a t e  c u l t u r e  t e c h n i q u e  

v/as ada.pted from t h e  method o f  C o h e n -B a z i r e  & J o l i t  ( 1 9 5 3 ) .

The L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  whole c e l l  a s s a y  was ada.pted 

f  r  om t h  e ra e t.h o d o f  hegeman ( 1 9 6 6 c ) ,  T h i  s a s s  ay g iv  es  a imp 1 e 

q u a l i t a t i v e  t e s t  t o  s c r e e n  o rg a n i s m s  f o r  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a . c t i v i t y  as  t h e  enzyme can be d e t e c t e d  v i s u a l l y  

by t h e  c o u p l e d  r e d u c t i o n  o f  t h e  dye ,  2 , 6 - d i c h l o r o u h e n o l -  

indophe.nol  , to  i t s  1 e u e o form.

For t h e  i s o l a t i o n  o f  s p o n t a n e o u s  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  

t h e  s t a r t i n g  inocu lum f o r  t h e  a l t e r n a t e  c u l t u r e  e n r i c h m e n t  

p r o c e d u r e  was 2ml o f  t h e  u n h a r v e s t e d  s u c c i n a t e  c u l t u r e  

d e s c r i b e d  on p . 59. For  t h e  i s o l a t i o n  o f  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  

i n d u c e d  by i n c u b a t i o n  v/ i th  x^.T.G.,  t h e  s t a r t i n g  inocu lum v/as 

p r e p a r e d  as  f o l l o w s .  9ml o f  t h e  su su en s i  on o f  c e l l s  i n  s t e r i l e  

lOmM-sodium c i t r a t e  b u f f e r  pH 6 . 0  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

L e c t i o n  1 . 5 , 3 .  was added t o  1ml Img/nil  b . T . G .  ( d i s s o l v e d  i n  

t h e  same b u f f e r ) .  The r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n  was p l a c e d  i n  a
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s t e r i l e  50ml E r l enmeyer f l a s k  p lu g ged  w i t h  c o t t o n  wool and 

i n c u b a t e d  f o r  50min a t  30°  i n  a s h a k i n g  w a t e r  b a t h .  As w i l l  be 

d i s c u s s e d  i n  R e s u l t s ,  L e c t i o n  3 . 1 , 1 . 2 , ,  t h i s  t r e a t m e n t  gave 

a p p r o x i m a t e l y  a 9 9 .95  k i l l ,  A v i a b l e  c o u n t  w s  made on t h e  

s u s p e n s i o n  b e f o r e  and  a f t e r  i n c u b a t i o n  to  check  t h e  e f f i c i e n c y  

0 f  th o t r  eatm en t . Af t e r  incub  a , t ion  the  n . 1’. 0. wa s removed by
0c e n t r i f u g a t i o î i  a t  1 2 ,0 0 0 g  f o r  lOmin a t  ( i . i .L.u,  "13" 

R e f r i g e r a t o r  C e n t r i f u g e ) ,  The s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n ’was 

d e c a n t e d  and t h e  p e l l e t  was washed t w i c e  by r e s u s  p e n s i o n  i n  i c e -  

c o l d  b a s a l  medium and c e n t r i f u g a t i o n  a t  12,000a;  f o r  lOmin a t  4 ° .  

The c e l l s  x iere  t h e n  r e  susp ended  i n  lOxul b a s a l  medium a t  30° and 

2 ml o f  t h i s  s u s p e n s i o n  was u s e d  as  t h e  s t a r t i n g  in ocu lum  - i n  t h e  

a l t e r n a t e  c u l t u r e  e n r i c h m e n t  p r o c e d u r e .

The s t a r t i n g  i n o c u l a  d e s c r i b e d  above were grown i n  30ml 

l O i l i - g l u t a r a a t e - s a l t s  medium i n  250ml E r l  enmeyer f l a s k s  f o r  16h 

a t  30^ on t h e  r o t a r y  s h a k e r .  5ml o f  t h e s e  c u l t u r e s  was added to. 

50ml , ^ m i . l - L - m a n d e la t e - s a l t s  medium i n  250ml E r l  enm ey er  f l a s k s ,  

and t h e  c u l t u r e s  were grovm f o r  8h a t  30° on t h e  r o t a r y  s h a k e r .

0 .5 m l  o f  t h e s e  L - m a n d e la t e  c u l t u r e s  v/as added t o  50ml lOmM- 

g l u  t  am a t  e - s a l t  s medium i n  250ml Er l enmeyer  f l a s k s , and t h e  

c u l t u r e s  were grown f o r  16h a t  30° on t h e  r o t a r y  s h a k e r .  This  

p r o c e d u r e  f o r  g rowing  a l t e r n a t e l y  on g l u t a m a t e -  and L - m a n d e l a t e -  

s a l t s  med ia  was r e p e a t e d  a f u r t h e r  9 t i m e s .

The c u l t u r e s  were t h e n  s e r i a l l y  d i l u t e d  l / l O  w i t h  b a s a l  

medium. 0 .1 ml  p o r t i o n s  c o n t a i n i n g  a n p r o x i m a t e l y  100 v i a b l e  

c e l l s  were  p l a c e d  on n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s ,  and s p r e a d  by means
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o f  p. g l a s s - r o d .  The c o l o n i e s  were grown f o r  24h p t  3 0 ° .  One 

h - l f  o f  pn i n d i v i d u a l  co lo n y  on a n u t r i e n t  a g a r  p l a t e  was 

s p r e a d  on a n o t h e r  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e ,  and t h e  o t h e r  h a l f  was 

added to 3ml 5mM“g l u t amp t e - s a l t s  medium i n  a c apped  6 x 3 /8  

i n c h  t e s t - t u b e  (Oxoid  a luminium c a p s ) .  The c u l t u r e s  i n  t h e  

t e s t - t u b e s  were grov/n f o r  48h w i t h o u t  s h a k i n g .

The c e l l s  grown on 5ml,i-glutamate v/ere c e n t r i f u g e d  f o r  

1 3min a t  4 , 0 0 0 g  a t  room t e m p e r a t u r e  ( I l .L .E ,  "S upe r  L.edium" 

C e n t r i f u g e )  to  remove any r e s i d u a l  c a r b o n  s o u r c e .  The 

s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d  and t h e  p e l l e t  was 

r e s u s p e n d e d  i n  3ml b a s a l  medium. The p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r s  o f  

khe c e l l s  were  d e s t r o y e d  by m ix in g  t h e  c e l l s  f o r  8 - 1 Os on a 

' , / h i r l im ix  m ix e r  ( F i s o n o  L c i e n t i f i c  A p p a r a t u s  L t d . ,  Loughborough,  

L e i c e s t e r s h i r e )  w i t h  0.5x-il 2g ( v / v )  t o l u e n e  i n  e t h a n o l  added 

from a Z i p p e t t e  d i s p e n s e r  (2ml c a p a c i t y  Z i p p e t t e ;  J e n c o n s  L t d . , 

kernel Hempstead ,  H e r t s , ) ,  and l e t t i n g  t h e  r e s u l t i n g  s u s p e n s i o n  

s t a n d  f o r  8 -20m in .  2 , 6 - L i c h l o r o p h e n o l - i n d o p h e n o l  a t  a f i n a l

cone en t r  a t i o n  of  67)iid and L-::ian d e l a t e  a t  p. f i n a l  cone e n t r a t i o n  

o f  500^1.. wore t h e n  added by means of lOOjil L pp en d o r f  p i n e t t e s  

(L p n e n d o r f  marburg  Hie r o r i p e t t e ; Lppendor f  G e r a t e b a u ,  Haribur g,  

, /es t  Germ any . ) ,  D e c o l o u r i s a t i o n  was fo l l o v / ed  v i s u a l l y .  The 

o t h e r  h a l f  of t h o s e  c o l o n i e s  which gave r i s e  to co ] . l s  t h a t  

d e c o l o u r i s e d  t h e  dye v/ere c l o n e d  on n u t r i e n t  a g a r .
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 L t o r a g e L m t a n ; b s _ , . .

A f t e r  c l o n i n g ,  t h e  m u t a n t  s t r e i n s  were i n o c u l a t e d  i n t o  

10]al  n u t r i e n t  b r o t h  medium i n  a McCar tney b o t t l e .  The c u l t u r e  

was grovm f o r  24h a t  30° w i t h o u t  s h a k i n g ,  0.1]nl  o f  t h i s  

c u l t u r e  was t h e n  u s e d  to i n o c u l a t e  10ml co o k ed -m ea t  mediua i n  

a McCar tney b o t t l e .  T h i s  c u l t u r e  was grown f o r  48h a t  30° 

w i t h o u t  s h a k i n g ,  and t h e n  s t o r e d  a t  4 ° .  L u b c u l t u r e s  were made 

i n t o  n u t r i e n t  b r o t h  a t  i n t e r v o l s  o f  a p p r o x i m a t e l y  6-12 months ,  

and t h e s e  v/ere a l s o  k e p t  a t  4 ° ,  These n u t r i e n t  b r o t h  s t o c k  

c u l t u r e s  were u s e d  t o  p r e p a r e  i n o c u l a  f o r  growth  of b a c t e r i u m  

hCIB 8250 i n  d e f i n e d  m ed ia .
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3,  CELL EXTuVCTIOiM

The enzymes were e x t r a c t e d  by m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  method 

o f  Kennedy & Fe\/son (1968b) i n v o l v i n g  u l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n  

w i t h  t h e  13mm p r o b e  o f  t h e  Dowe "L o n ip ro b e"  (Dawe 

I n s t r u m e n t s  L t d . ,  London; Type 1130A),

3 ML. U11 ra  son j  c d i  s rup  t i o  n o f  c e l l s  u s e d i n  t h  e i  n i  t i  1
exporim e u t s  o f  lîe s u i t s , Lee t i  on 1 .2^

C e l l s  were r e s u s p e n d e d  t o  40 o r  30mg wet  w t , / m l  i n  0 . 04ia- 

o r  0.0811 “ T r i s -KG 1 b u f f e r  pH 8 . 3 ,  and a 12ml amount  was 

p i p e t t e d  i n t o  an 8 dram T r i d e n t  c o n t a i n e r  ( J o h n s e n  &

J o r g e n s e n  Ltd.  , i . o n d o n . ) .  The T r i d e n t  c o n t a i n e r  was t h e n ,  

p l a c e d  i n  an i c e - w a t e r  s l u r r y ,  and the  Hawe L o n ip ro b e  was 

l o w e r e d  7mm i n t o  t h e  s u s p e n s i o n .  The t o t a l  t ime  o f  s o n i c a t i o n  

was 13mill a t  a c u r r e n t  o f  3A, b u t  t h e  c u r r e n t  was s i / i t c h e d  o f f  

d u r i n g  ev e ry  a l t e r n a t e  m i n u te  to  a i d  c o o l i n g ,  t h u s  g i v i n g  

8min a c t u a l  d i s r u p t i o n *  The e x t r a c t  was c e n t r i f u g e d  a t  1 2 ,0 0 0 £  

f o r  25min a t  4" (K .L .L .  R e f r i g e r a t e d  "13" C e n t r i f u g e )  t o  remove

whole  c e l l s  and d e b r i s ,  and t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  w-'S u s e d  to

m easu re  enzyme a c t i v i t y  and p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,

3 *2, U l t r a s o n i c  d i  s r u n i; i o n  of  non- i n due ed ce3.1s wdioa e ext r^^ots  
v/ere ur:od to cn l u t e  e x r r ^ c t s c o n t - i m j  na  i lnJucec l e v e l s  of
t h e  m-'pu e l^  t e  p ^ r  iV-ay enzyme

C e l l s  were r e s u s p e n d e d  to  3Cmg wet  w t , / m l  i n  GoORK-Tris- 

HCl b u f f e r  pH 8*3.  A 20-23ml amount was p i p e t t e d  i n t o  a 

" r o s e t t e "  which i s  a c o n e - s h a p e d  g l a s s  v e s s e l  e q u ip p e d  w i t h  4
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C o o l i n g  v a n e s  a s  d e s c r i b e d  by K en ne dy  ( 1 9 6 7 ) .  The r o s e t t e  

was p l a c e d  i n  an  i c e - w - ^ t e r  s l u r r y ,  and t h e  Dane L o n i p r o b e  was 

l o w e r e d  Imn i n t o  t h e  s u s p e n s i o n .  The t o t a l  t i m e  o i  sor.ilc a t i o n  

was 7m in  a t  a  c u r  r e n t  o f  3 A, b u t  t h e  c u r r e n t  was  s w i t c h e d  o f f  

d u r i n g  e v e r y  a l t e r n a t e  m i n u t e  t o  a i d  c o o l i n g ,  t h u s  g i v i n g  

i n i n  a c t u a l  d i s r u p t i o n .  The e x t r a c t  was c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 Og 

f o r  23min a t  4°  ( I l . L . n ,  R e f r i g e r a t e d  " 1 3 "  C e n t r i f u g e )  to rem ove  

w h o l e  c e l l s  and d e b r i s ,  and  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  was u s e d  t o  

m e a s u r e  enzyme a c t i v i t y  and p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,

3 . 3 . U ] . t r r i s o n i c  d i s r u p t i o n  o f  c e l l s  c on t a i n i n g  t h e  c o u p l i n g  
en z y ri e i  o !■ t  f' e b en 2:0 v 1. :d 0 r  n a t e  d e c a.r b o x v 1  ̂s e a s s a y ,

C e l l s  g rown  on b e n z y l  a l c o h o l  w e r e  r e s u s p e n d e d  t o  30mg

w e t  w t , / m l  i n  0 , 0 8 L - T r i c i n e  b u f f e r  pH 9 . 3 ,  an d  a 2 0 - 2 3 m l

am o u n t  was P i p e t t e d  i n t o  t h e  r o s e t t e .  The r o s e t t e  was  p l a c e d

i n  a n  i c e - w a t e r  s l u r r y , a n d  t h e  Dawe L o n i p r o b e  was l o w e r e d

7mm i n t o  t h e  s u s p e n s i o n .  The t o t a l  t i m e  o f  s o n i c a t i o n  was

7min a t  a  c u r r e n t  o f  3A, bn.t  t h e  c u r r e n t  was  s w i t c h e d  o f f

d u r i n g  e v e r y  a l t e r n a t e  m i n u t e  'bo a i d  c o o l i n g ,  t h u s  g i v i n g  4min

a c t u a l  d i s r u p t i o n  t i m e .  The e x t r a c t  was  c e n t r i f u g e d  a t

1 2 ,  OOOg f o r  23min  a t  4°  ( L . x h n .  R e f r i g e r a t e d  "13"  C e n t r i f u g e )

t o  r em ov e  w h o l e  c e l l s  an.i d e b r i s ,  and t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d

17a s  u s e d  t o  c o u p l e  t h e  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  r e a c t i o n .

3 „ 4 , U1 1 r  r- s o n i  c d  i s r u p  t i on o f  c e l l  s u s e d  i  n t h e  b e n z o a t e  
0 }fLdase a s s a y .

C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  t o  100m a; w e t  wt  . / m l  i n  0 ,05M"

T r i s -HCl b u f f e r  pH 7 * 3 ,  a n d  a 4 - 6 m l  am oun t  was  p i p e t t e d  i n t o
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a  1 dram T r i d e n t  c o n t a i n e r .  The c o n t a i n e r  was  t h e n  p l a c e d  i n  

a c h i l l e d  b r a s s  h o l d e r  ( P i g .  1 2 ) ,  w h ic h  i s  s i m i l a r  t o  t h e  

B r a n s o n  s e a l e d  a t m o s p h e r e  t r e a t m e n t  c h a m b e r  (Dawe I n s t r u m e n t s  

L t d . ,  c a t a l o g u e  n o ,  7 5 3 0 / 5 ) ?  and  was d e s i g n e d  by  Dr b' .H, Hol ms ,  

I t  was s p e c i a l l y  b u i l t  t o  t a k e  a 1 dram T r i d e n t  c o n t a i n e r  so 

t h a t  t h e r e  A?as v e r y  l i t t l e  movement  o f  t h e  c o n t a i n e r  i n s i d e  

t h e  h o l d e r .

The b r a s s  h o l d e r  was  s c r e w e d  o n t o  t h e  h o r n  o f  t h e  

L o n i p r o b e ,  a n d  was l o w e r e d  i n t o  an  i c  e - w a t e r  s l u r r y .  The c e l l s  

w e r e  s o n i c a t e d  f o r  -^min a t  a  c u r r e n t  o f  2 , 5 - 3 * OA. The e x t r a c t  

was  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  25miii  a t  4°  ( M . L . L .  R e f r i g e r a t e d  

" 1 3 "  C e n t r i f u g e )  to  r em ov e  w h o l e  c e l l s  and  d e b r i s ,  and  t h e  

s u p e r n a t a n t  f l u i d  was u s e d  t o  m e a s u r e  enzyme a c t i v i t y  and  

p r o t e j . n  c o n c e n t r a t i o n ,

3 . 5 .  U l t r a s o n i c  d i s r u n t i o n  o f  c e l l s  u s e d f o r  a l l  o t h e r  p u r p o s e s

C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d - t o  50mg w e t  w t , / r a l  i n  0 . 0 4 M - T r i s -  

HCl b u f f e r  pH 8 , 5 ?  and a  5ml a m o u n t  was p i p e t t e d  i n t o  a 1 dram 

T r i d e n t  c o n t a i n e r .  The b r a s s  h o l d e r  was s c r e w e d  o n t o  t h e  h o r n  

o f  t h e  L o n i p r o b e ,  a n d  was l o w e r e d  i n t o  an  i c e - w a t e r  s l u r r y .

The t o t a l  t i m e  o f  s o n i c a t i o n  was G-g-min a t  a  c u r r e n t  o f  2 , 5 A ,  

b u t  t h e  c u r r e n t  was  s w i t c h e d  o f f  d u r i n g  e v e r y  a l t e r n a t e  h a l f -  . 

m i n u t e  to  a i d  c o o l i n g ,  t h u s  g i v i n g  3 i m i n  a c t u a l  d i s r u p t i o n .

The  e x t r a c t  v/as c e n t r i f u g e d  a t  12 , 0 0 0 g  f o r  2 5min a t  4°  ( l . L . L ,  

R e f r i g e r a t e d  "1 3 "  C e n t r i f u g e )  t o  r em ove  w h o l e  c e l l s  and  d e b r i s ,  

a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  was  u s e d  t o  m e a s u r e  enzyme a c t i v i t y  

a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .
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3^ Tûrn-5//Ack(as Lota- op j o r o b e ) .
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P a r t  o f  t h e  e x t r a c t  vms t i t r a t e d  v / i t h  t h e  a i i o u n t  o f  0 , 2 h -  

NaOH r e a u i r e d  t o  r a i s e  t h e  pH o f  a  0 *0 4 L . - T r i s - H G l  b u f f e r  

c o n t a i n i n g  no p r o t e i n  f ro m  8 , 5  t o  10 . ,3 .  The t r e a t e d  e x t r a c t  

was  u s e d  to  a s s a y  b e n s  a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  \dien b en z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  ?/as t h e  o n l y  enzyme to  b e  a s s a y e d ,  t h e  e x t r a c t i o n  

was p e r f o r m e d  i n  0 , 0 4 L - T r i s - H G 1  b u f f e r  pH 1 0 , 3 .  V/'h.en t h e  t o t a l  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  e x c e e d e d  80 u n i t s / n g  

p r o t e i n ,  a  s e c o n d  e x t r a c t  was p r e p a r e d  i n  0 . 0 8 L - s o d i u m  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9 , 5 ,  end was u s e d  t o  a s s a y  b e i z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i r t y *
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1 u n i t  o f  enzyme a c t i v i t y  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  

d i s a p p e a r a n c e  o f  I n m o l  s u b s t r a t e / m i n .  S p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  

d e f i n e d  a s  u n i t s / m g  p r o t e i n .

A l l  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y s  w e r e  c o n d u c t e d  i n  1cm 

p a t h - l e n g t h  s i l i c a  c u v e t t e s  c o n t a i n i n g  a t o t a l  v o l u m e  o f  

3 , 0 m l ,  m e a s u r e m e n t s  o f  e x t i n c t i o n  w e r e  made w i t h  a  Unicam 

S P , 8 0 0  U l t r a v i o l e t  S p e c t r o p h o t o m e t e r  ( P y e  Unicam I n s t r u m e n t s  

L t d , ) c o n n e c t e d  t o  a  S e r v o s c r i b e  C h a r t  R e c o r d e r  ( K e l v i n  

E l e c t r o n i c s  C o , ) ,  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e ,  t h e  i n i t i a l  l i n e a r  p e r i o d  o f  t h e  t i m e  c o u r s e  

was t a k e n  a s  a m e a s u r e  o f  enzyme a c t i v i t y .  The i n i t i a l  r a t e  

was  l i n e a r  f o r  t h e  f o u r  m i n u t e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x u e r i m e n t , a n d  

t h e  a s s a y s  w e r e  p e r f o r r a e d  f o u r  a t  a  t i m e  u s i n g  t h e  a u t o m a t i c  

S a m p l e  c h a n g e r  on t h e  Unicajia S P , 8 0 0 ,  I n  t h e  c a s e  o f  L- m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e , t h e  n o n  l i n e a r  r a t e  o v e r  t h e  f i r s t  4 5 s  was 

i g n o r e d  when e s t i m a t i n g  enzyme a c t i v i t y .  O c c a s i o n a l l y ,  h o w e v e r , 

when v e r y  h i g h  enzyme a c t i v i t y  was  p r e s e n t ,  t h e  i n i t i a l  r a t e  

was l i n e a r  f o r  a  s h o r t e r  p e r i o d  o f  t i m e ,  V/hen t h i s  o c c u r r e d ,  

t h e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  s i n g l y ,  and  c h a n g e s  i n  e x t i n c t i o n  

w e r e  m e a s u r e d  c o n t i n u o u s l y

A l l  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  2 7 “̂ .  No r e f e r e n c e  

c u v e t t e s  w e r e  u s e d  a s  t h e  e x t i n c t i o n s  v æ r e  r e a d  a g a i n s t  a i r .
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A l l  a d d i t i o n s  i n  a v o l u m e  o f  1ml o r  l e s s  w e r e  ruade by m e a n s  

o f  E p p e n d o r f  n i p e t t e s  ( Hop en d o r  f  H a r b u i ' g  i . i c r o p i p e t t e ) , The 

r e a g e n t s  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w e r e  m i x e d  w i t h  p l u m p e r s  

( G a l b i o c h e m ,  h o c  A n g e l e s ,  C a l i f o r n i a ,  U . G,A. ; c a t a l o r ç u e  n o ,  

8 5 0 1 9 ) .  The a s s a y s  p e r f o r m e d  i n  R e s u l t s , S e c t i o n s  2 and  3

v/ere c a r r i e d  o u t  i n  d u p l i c a t e .

4 . 1 . 1 .  L -L:an de l a  t e d e h v d r o p:en a s e ,

h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  was m e a s u r e d  b y  a  m o d i f i c a / b i o n  

o f  t h e  m e t h o d  o f  Regem an ( 1 9 6 6 a ) ,  The a s s a y  d e p e n d s  on t h e  

r e d u c t i o n  o f  2 , 6 < ~ d i c h l o r o p h e n o l - i n d o p h e n o l  to  t h e  1 e u e o f o rm  

c o n c o m i t a n t  wi t h  t h e  o x i d a t i o n  o f  L-m and e l a  t  e to  

b e n z o y  1 f o r m r » t e , The r e a c t i o n  was m e a s u r e d  a t  GOOnra, n e a r  t h e  

Tuaxiirial e x t i n c t i o n  o f  t h e  o x i d i s e d  f o rm  o f  t h e  dye..  I n

a d d i t i o n  to  enzyme t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d s

200 umo l  o f  p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h s t e - d i p o t a s s i u m  
h y d r o g e n  p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 . 0 ,

200 nmo l  o f  2 , 6 - d i c h l o r o P h e n o l - i n d o p h e n o l .

1 . 5juTao 1 o f  L - m a n d e l i c  a c i d ,

The r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  L - m a n d e l a t e ,

The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  dye  a t  600nm a n d  pH 7 . 0  i s  
6 o2 0 , 6  X 10 cm""/mol , a n d  t h e r e f o r e  a d e c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  o f  

6 , 8 7  u n i t s  c o r r e s p o n d s  to  t h e  o x i d a t i o n  o f  I j imol  o f  

L - m c n d e l o t e  t o  b e n z o y l f o r m a t e .
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4 , 1 , 2 .  B enz  o v l f o r m  a t  e cl ec r b  o x v l a  s e .

B e n z o y l f o r m a t e  d e c s r b o x y l c s e  was m e a s u r e d  by  a d i r e c t  

a s s a y  an d  a c o u p l e d  a s s a y .  The d i r e c t  a s s a y  was a  

m o d i f i e  aid-on o f  t h e  m e t h o d  o f  Hegeman ( 1 9 6 6  a ) ,  The  a s s a y  

m a k es  u s e  o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s u b s t r a t e ,  b e n z o y l f o r m a t e , 

h a s  a n  e x t i n c ' U .  on c o e f f i c i e n t  o f  8 . 1  x 10^‘c m ^ / n o l  a t  334n.ni 

a nd  pH 6 , 0 ,  w h i l s t  b e n z a l d e h y d e  and s u b s e n u e n t  p r o d u c t s  h^^ve 

n e g l i g i b l e  e x t i n c t i o n  a t  t h i s  v r n v e l e n g t h .  Thus  a d e c r e a s e  i n  

e x t i n c t i o n  o f  0 , 0 2 7 2  u n i t s  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  

o f  I j imol  o f  b e n z o y l f o r m a  t e .  I n  a d d i t i o n  t o  enzyme t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d ;

l O O u n o l  o f  p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  n h o s p h a t e - d i n o t a s s i u m  
/  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 6 , 0 .

1 0 Oua  o f  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  c h l o r i d e  ( d i s s o l v e d  i n  
0 , 0 3m- phos p h a t  e b u f f e r  pH 6 . 0 ) .

2 ,5 j i m o l  o f  b e n z o y l f o r m i c  a c i d .

The r e a c ü  on  was i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  b e n z o y l -  

f o r m a t e ,

The c o u p l e d  a s s a y  v/as a  jn od i f  i c a t i  on  o f  t h e  m e th o d  o f  

K ennedy  & Pewson  ( 1 9 6 8 b ) ,  The a s s a y  i n v o l v e s  c o u p l i n g  t h e  

f o r m a t i o n  o f  b enz  a l d e h y d e  t o  t h e  r e d u c t i o n  o f  w i t h  an

e xc  e s s  o f  . b e n z a l d e h y d  e d e h y d r o g o n a s e , The app  e a r a n c  e o f  

HADH was m e a s u r e d  a t  340nm', S i n c e  NADH o x i d a s e  i n t e r f e r e d  

w i t h  t h e  r e d u c t i o n  o f  HAD a t  l o w  l e v e l s  o f  b e n z o y l f o m i a t e  

d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y ,  t h e  e x t r a c t  i n  w h i c h  b e n z o y l f o r m a t e
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d e c a r b o x y l a s e  was  t o  b e  a s s a y e d  was  h e a t e d  a t  57 ^  f o r  6 Oraln 

t o  re raove  any  NADH o x i d a s e  a c t i v i t y  e x c e p t  f o r  t h e  

e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  R e s u l t s ,  S e c t i o n  1 , 1 , 2 , 2 ,  I n  

a d d i t i o n  t o  enzyme t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d ;

200j imol  o f  T r i s » H C l  b u f f e r  pH 9 , 0 ,

lOOug o f  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  c h l o r i d e  ( d i s s o l v e d  i n  
0 o 0 3 m - ï r i s - H G l  b u f f e r  pH 9 . 0 ) ,

3jirnol o f  NAD  ̂ ,

6 0 0 u g  p r o t e i n  o f  an e x t r a c t  p r e p a r e d  f ro m  c e l l s  grovrn
on b e n z y l  a l c o h o l  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  3 , 3 ,

2 , 3ymol  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  b e n z o y l f o r m i c  a c i d .

The r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f

b e n z o y l f o r m a t e .  The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  NiDH a t  340nm 
5 2

i s  6 , 2 2  X 10 cm / m o l  ; an d  t h e r e f o r e  an  i n c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  

o f  2 , 0 7  u n i t s  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  l ^ n o l  o f  

b e n z o y l f o r m a t e .  U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  a s s a y ,  t h e  

e x t i n c t i o n  c h a n g e  d u e  t o  d i s a p p e a r a n c e  o f  b e n z o y l f o r m a t e  was  

i n s i g n i f i c a n t  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  d u e  

1 0 N BDH f o r m a t i o n ,

The c o u p l e d  a s s a y  v/as u s e d  t o  m e a s u r e  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  e x c e p t  when t h e  u s e  o f  t h e  d i r e c t  a s s a y  

i s  s p e c i f i c a l l y  s t a t e d  i n  t h e  T e x t .

4 . 1 . 3 , L a b i l e  a n d  s t a b l e b e n z a l d e h v d e  d e h v d r o a e n a s e ,

The two en z y m es  w e r e  m e a s u r e d  by a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  

m e t h o d  o f  G u n s a l u s  e t  a l * ( 1 9 5 3 ) .  The a s s a y s  m e a s u r e  t h e

b e n z a l d e h y d e - d e p e n d e n t  r e d u c t i o n  o f  NAD^ a t  340nm,  The  

e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  NADH a t  340nm i s  6 , 2 2  x lO^cra / m o l ;
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a n d  t h e r e f o r e  an  i n c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  o f  2 , 0 7  u n i t s  

c o r  r e  s pon d s t ’o t h  e o x i  d a t i  on  o f  ].jimol o f  h en s n i  cl eh,yd e , Th e 

a c t i v i t y  o f  t h e  two enzymes  was m e a s u r e d  i n  T r i s  b u f f e r  i f  

t h e  enz ymes  w o r e  e x t r a c t e d  i n  T r i s  b u f f e r ,  a n d  i n  t h e  

m a j o r i t y  o f  c a s e s  t h i s  o c c u r r e d  vdien t h e  t o t a l  b en z  a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  was l e s s  t h a n  80 u n i t s / m g  p r o t e i n .

The two enzymes  w e r e  a s s a y e d  i n  so d iu m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  

i f  t h e  en zy mes  w e r e  e x t r a c t e d  i n  so d iu m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r ,  

and  t h i s  u s u a l l y  o c c u r r e d  whon t h e  t o t a l  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  was g r e a t e r  t h a n  80 u n i t s / m g  p r o t e i n ,

( 1 )  T r i s  b u f f e r  a s s a y  ( t o t a l  a c t i v i t y  l e s s  t h a n  80 u n i t s / m g
p r o t e i n ) ,

The a c t i v i t y  o f  b enz  a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was  m e a s u r e d  

b e f o r e  a n d  a f t e r  h e  a t i  ng  f o r  2h a t  37*^- The h e a t  i n a c t i v a t i o n  

was  c a r r i e d  o u t  i n  a  s t o p p e r e d  3 dram T r i d e n t  c o n t a i n e r  

( J o h n s e n  & J o r g e n s e n  L t d . ,  L o n d o n , ) .  The a c t i v i t y  a f t e r  2h 

h e  at i .  n g  was t a k e n  a s  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  s t a b l e  b enz  a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e , and  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h i s  a c t i v i t y  and  

t h e  a c t i v i t y  b e f o r e  h e a t i n g  a s  t h e  l a b i l e  b c n z a l . d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .  I n  a d d i t i o n  t o  enzyme t h e  r e a c t i o n  

m i  x t u r e  c on t  a i  ne  d ;

2 0 Oj-imo 1 0 f  Î r i  s - h C l  bu -f"' f  e r  plî 9 , 5 .

1 5 0 p n o l  o f  KgHfO^.

1 .  5jimol o f  h .

3 0 0 n n o l  o f  b e n z a l d e h y d e .
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The r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e .

( 1 1 )  S o d i n n  p y r o P h o s p h a t e  a s s a y  ( t o t a l  a c t i v i t y  g r e a t e r  t h a n  
80 u j c i t  s / i  !p: p r  o t e  i n ) .

The h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was 

f o l l o w e d  k i n e t i c a l l y  a t  37^ by w i t h d r a w i n g  s a m p l e s  f ro m  a 

6 X 5 / 8  i n c h  s t o p p e r e d  t e s t - t u b e  a t  i n t e : e v a l s  f o r  enzyme a s s a y .  

The g r a p h  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  a g a i n s t  t i m e  

o f  h e a t i n g  was d r a w n ,  and  a s  e x p l a i n e d  i n  R e s u l t s ,  S e c t i o n  

1 . 1 * 1 . 3 . ,  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  l a b i l e  a n d  s t a b l e  en z ym es  was 

e t i m ^ t e  d f r o  m i t .  I  n  a. d d i  t l  on t o  enz  yv.\ e t h e  r e a c  t  i o n  

n i x t u r e  c o n t a i n e d ;

20 0 j in01 o f  sodiurn p y r o p h o  s n h a t e  b u f f e r  pH 9 . 0 .

150^,inol o f  KpHFO^, 

l , 5 ] i m o l  o f  NAD’̂  .

3 0 0 n m o l  o f  b e n z a l d e h y d e .

The r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e .

4 .  . 4-. B en z v l   ̂1 c oho. 1 d eh v d r  o g en a, s e .

B e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  was m e a s u r e d  by  a 

m 0 d i  f  i c a t i o n  o f  t h  e m e t h  od o f  K enn  e dy j: Pew s o n  ( 19 a 8b ) . The 

a s s a y  m e a s u r e s  t h e  b e n z y l  a l c o h o l - d e n e n d e n t  r e d u c t i o n  o f  

è a t  340nm. The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  liABH a t  340nxi 

i s  6 . 2 2  X l O ^ c m ^ / m o l ; and  t h e r e f o r e  an  i n c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  

o f  2 . 0 7  u n i  t s  c o r r e s n o n  d s t o  t h  e o x i  d a t i o n  o f  1^:  t o1 o f  

b e ; i z y l  a l c o h o l .  I n  a d d i t i o n  t o  enzyme t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

c o n t a i n e d :
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200jLiniol o f  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9 . 0

l . ^ n m o l  o f  K a U .

300nm ol  o f  b e n z y l  a l c o h o l .

The r e a c t i o n  vxas i n i t i a t e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  b e n z y l  a l c o h o l .

C a t e c h o l  1 , 2 - o x y g e n a s e  Avns m e a s u r e d  by t h e  m e t h o d  o f  

l iegeman ( 1 9 6 6 a ) .  The a s s a y  m e a s u r e s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  

0 i s , c j. s -muc ona  t  e i n  t h e  p r e s e n c e  o f  HD TA w h i c h  i n h i b i t s  t h e  

s u b s e q u e n t  enzyme i n  t h e  p a t h w a y .  The r e a c t i o n  i s  m e a s u r e d  

a t  260nm a t  w h i c h  w a v e l e n g t h  c a t e c h o l  a b s o r b s  w e a k l y  a n d  

. a x s , . o J , ^ -m u c o n a t e  s t r o n g l y . The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  

; c j ^ a - m u c o n a t e  a t  260nm i s  1 6 . 8  x l O ^ c m ^ / m o l , .and 

t h e r e f o r e  an  i n c r e a s e  i n  e x t i n c t i o n  o f  5 . 6 0  u n i t s  c o r r e s p o n d s  

t o  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  I j imol  o f  c i s , c i  s -muc  on a t e .  I n  

a d d i t i o n  t o  enzyme t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d ;

2 0 0 u n o l  o f  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e - d i p o t a s s i u m  h y d r o g e n  
' p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 . 0 .

4jimol o f  EDTA,

3 0 0 n m o l  o f  c a t e c h o l .

The r e a c t i o n  v/as i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  c a t e c h o l ,

NADH o x i d a s e  was  m e a s u r e d  by a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  

m e t h o d  o f  K e n n e d y  & Pewson ( 1 9 6 8 b ) ,  The a s s a y  m e a s u r e s  t h e  

o x i d a t i o n  o f  NADH a t  340nm,  The e x t i n c t i o n  o f  NADH a t
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34-Orim i s  6 , 2 2  x lO^crn^ /mol  ; and t h e r e f o r e  a d e c r e a s e  i n  

e x t i n c t i o n  o f  2 . 0 7  u n i t s  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  o x i d a t i o n  o f  

IjLimol o f  liADli, I n  a d d i t i o n  t o  enzyme t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

c o n t a i n e d  :

200uji iol  o f  p o t a s s i u m  d i  h y d r o  ge n  p h o s p h a t e - d i p o t a s s i u m  
h y d r o g e n  p h o s p h ' ^ t e  b u f f e r  pH 7 . 0 .

200j ig  o f  NADH ( d i s s o l v e d  i n  0 . 2 H - p h o s p h a t e  b u f f e r ) .

The r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  NADH.

B e n z o a t e  o x i d a s e  was  m e a s u r e d  m ^ n o m e t r i c a l l y  i n  c e l l - f r e e  

e x t r a c t s  b y  f o l l o w i n g  o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  V/arburg a p p a r a t u s  

(Bo B r a u n ,  A p p a r a t e b a u ,  L i e l s u n g e n ,  West  Germany ; h o d e l  V L 8 5 ) .

Each 15ml  s i n g l e  s i d e - a r m e d  Warburg  v e s s e l  was s e t  up a s  

f o l l o w s :

B i d e  a rm:  2^imol o f  b e n z o a t e  o r  w a t e r .

L a i n  c o m p a r t m e n t :  200jrmol o f  T r i s - H C l  b u f f e r  pH 7 . 5 .

I j imol  o f  He6 0 ^ ,

1 0 Ojimo 1 o f  e t h a n o  1 ,

Ijm ol o f  NAD*̂  . 

lO nmol  o f  PAD.

4U o f  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .

4*-5mg o f  p r o t e i n .

The c o n t e n t s  o f  t h e  s i d e - a r m  a n d  m a i n  c o m p a r t m e n t  w e r e  

c o n t a i n e d  i n  a  v o l u m e  o f  2ml ,
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U e n t r e  w e l l  : 0 . 2 m l  20y KCH a nd  p l e a t e d  f i l t e r  p a p e r  ( ' . / hatman
n o .  5 2 ) ,

)
A t n 0 s p h e r e ;  A i r .

T emp e r a t n r  e ;  2 7 ^ .

The r e  a g e n t  s w e r e  a d d e d  i n  t h e  o r d e r  shovm a b o v e .  The 

c o n t e n t s  o f  t h e  'Warburg v e s s e l s  v /e re  e o u i l i b r a t e d  f o r  5min  i n  

27^ w a t e r  b a t h s ,  t h e  m a n o m e t e r s  w e r e  s e a l e d ,  and  t h e  a i r 

t i g h t  n e s s  o f  t h e  j o i n t s  c h e c k e d  5min  l a t e r .  The  r e a c t i o n  was

s t a r t e d  by  t i p p i n g  t h e  b e n z o a t e  o r  v / n t e r  f r o m  t h e  s i d e  arm 

i n t o  t h e  m a i n  c o m p a r t m e n t ,

4 . 3 ,  wh o l . e  c e l l  ^ s s a v  o f  b e n z o a t e  o x i d a t i o n .

B e n z o a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  i n  w h o l e  c e l l s  

by  m e a s u r i n g  t h e  d i s a p p e a r a n c  e o f  b e n z o a t e .  T h i s  a s s a y  was 

d e v e L o p e d  b y  P , J ,  Roach  (}?ev/son, L i v i n g s t o n e  & R o a c h ,  1 9 7 0 ) ,

The a s s a y  was  c o n d u c t e d  i n  a 50ml L r l e n m e y e r  f l a s k  i n  a

s h a k i n g  w a t e r  b .a th  a t  3 0 ^ ,  'The  c o m p o n e n t s  o f  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  w e r e  c o n t a i n e d  i n  a v o l u m e  o f  1 5 m l ,  an d  c o n s i s t e d  o f ;

2 0 0 nmol  o f  T r i s - H G l  b u f f e r  pH 7 , 5 ,

7 ,  5j-im01 o f  b e n z o i c  a c i d ,

1 4 - 2 0 m g  w e t  w t ,  o f  c e l l s  s u s p e n d e d  i n  0 . 0 5 L - T r i s - H C l
b u f f e r  pH 7 , 5 ,

The r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  c e l ] ,  

s u s p e n s i o n  a f t e r  a ] . l  t h e  o t h e r  c o m p o n e n t s  h a d  b e e n  u r e i n c u b a t e d  

f o r  lO m in  a t  3 0 ° .  2 n d - s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a f t e r  1 0 ,  2 0 ,  40 a n d

8 0 m i n ,  a d d e d  to 3ml c h i l l e d  16 ,7 / .  (v ; /v )  p e r c h l o r i c  a c i d ,  m i x e d
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a n d  s t o o d  i n  an  i c e - v a a t e r  s l u r r y  f o r  a t  l e a s t  1 5 m i n ,  15ml

O . lN -H G l  v/as a d d e d  and t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  t e s t - t u b  e s  v /ere  

m i x e d .  The s a m p l e s  v/ere t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  4 , 0 0  Og f o r  20 in i n  

a t  room t e m p e r a t u r e  ( i . B . E . " S u p e r m e d i u m ” C e n t r i f u g e ) .  The 

s u p e r  n a t e s  v /ere  d e c a n t e d ,  and t h e i r  s p e c t r a  v /e re  r e c o r d e d  

a g a i n s t  a w a t e r  b l a n k  f ro m  200 t o  350nm. The  e x t i n c t i o n s  a t  

230njii v /e re  r e a d ,  and t h e  a m o u n t s  o f  b e n z o a t e  w h i c h  h a d  

d i s a n p e a r e d  v/ere  c a l c u l a t e d  f ro m  a s t a n d a r d  c u r v e  o f  

a g a i n s  t  b e n z o a t e  c ono  e n t r a t i  o n , The r a t e  o f  b e n z o a t e  

d i s a p p e a r a n c e  v/as c a l c u l ^ t e d  f ro m  t h e  g r a p h  o f  t h e  a m o u n t  of  

b e n z o a t e  v /h ich  h a d  d i s a p p e a r e d  a g a i n s t  t i m e  o f  i n c u b a t i o n .
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5.  ABALYTIGAL LETHODB

5 . 1 . P ro  t e l  n e s t i  n t i  o n ., i  n  c e l l - f r e  e ex t  r  o t  s .

T o t a l  p r o t e i n  i n  c e l l - f r e c  e x t r a c t s  was  e s t i m a t e d  i n  t h e  

u n i e  am B P . 800 B p e c t r o p h o t o r a e t e r  by  m e a s u r i n g  t h e  ^280 

s a m p l e s  w h i c h  lia.d b e e n  d i l u t e d  i n  w a t e r  t o  g i v e  an  a p p r o x i m a t e  

Epso o f  1 ,  C a l c u l a t i o n s  o f  t o t a l  p r o t e i n  ( m g/ r a l )  w e r e  made by 

d i v i d i n g  t h e  v a l u e s  of  Ly 4 . 9 *  Pew so n  ( u n p u b l i s h e d

r e s u l t s )  h a d  p r e v i o u s l y  e s t a b l i s h e d  t h i s  r e l a t i o n s h i p  f o r  c e l l -  

f r e e  e x t r a c t s  o f  b a c t e r i u m  NGIB 8250 a s  a r e s u l t  o f  e x p e r i m e n t s  

i n  w h i c h  p r o t e i n  c o n t e n t  was d e t e r m i n e d  by  kpBO ^ ^ o a s u r e m e n ts  

a n d  by m ea r  s o f  t h e  F o l i n - C i o c a l t e a u  r e a g e n t  ( L o w r y ,  Bos e b r o u g h ,  

P a r r  & B a n d o . l l ,  1 9 5 1 )  u s i n r c  b o v i n e  p l a s m a  a l b u m i n  (Armour  

t h a r m a c  e u t i c  a l  Go. L t d . ,  L a s t b o u r n e , S u s s e x . )  a s  t h e  s t a n d  a r d *

5 . 2 , P r o t e i n  es  t i n  a t i on o f  v.hol e c e l l  s .

The w h o l e  c e l l s  w e r e  s o l u b i l i z e d  by s t a n d i n g  f o r  24h a t  

50^ i n  0♦ 66i\-Nr-GH. P r o t e i n  was t h e n  e s t i m a t e d  by t ) i e  L.e thod o f  

Lowry ^  p , l . ( 1 9 5 1 )  a s  a d o p t e d  f o r  t h e  T e c h n i c  on Auto  A n a l y s e r  

( o h e e t  5 / 6 1  I c ;  T e c h n i c o n  I n s t r u m e n t s  L t d , , G h e r t s e y ,  S u r r e y , ) »
P r o t s - i A -  €5 6 t nrvÆ (-1 orvS  W  C rC  f i r  . 6 1 a c l ? < ^ .

5 * 5 ,  Bo t h e r o  t e s  t ,

I g  s o l i d  ( IH^)pSO^ was a d d e d  t o  a 2ml a m o u n t  o f  t h e  s a m p l e  

t o  b e  t e s t e d ,  and  was d i s s o l v e d  by  m i x i n g .  0 , 1 m l  5 /  ( w/v)  

s o d iu m  n i t r o p r u s s i d e  was a d d e d  cud m i x e d .  F i n a l l y  0«4ml  

a r m o n i a  ( s p .  g r . 0 , 8 8 )  was  a d d e d  a nd  m i x e d .  I n  t h e  n r e s e n c e  

o f  a " p - o x o a c i d  t h e  s o l u t i o n  t u r n e d  p u r p l e .



5 . 4 ^  S t  a t i s t i  c a l  met h o ds*.

A n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  was  d e t e r m i n e d  w i t h  t h e  a i d  o f  

•programme ST1002 o f  t h e  P ro gr amm a 101 d e s k  c o m p u t e r  ( B r i t i s h  

O l i ' v e t t i  L t d , ,  London  V / , l o ) ,  The c o e f f i c i e n t s  o f  l i n e a r  

r e g r e s s i o n  and  c o r r e l a t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  t h e  a i d  o f  

P ro gr am m e 132 o f  t h e  P ro g ra m m a  101 d e s k  c o m p u t e r ,

5_*di^_.K.en s n r  e m e n t . o f  pH <,

The pK v a l u e s  o f  s o l u t i o n s  h a v i n g  a  v o l u m e  l e s s  t h a n  25ml 

w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  a  m i c r o  s a m p l i n g  e l e c t r o d e ,  Type SilS 23 

( E l e c t r o n i c  I n s t r u m e n t s  L t d , , R i ch m ond ,  S u r r e y , )  a t t a c h e d  t o  a 

Py e  Dynacap  pll m e t e r  ( uhO, Pye  & Go, L t d , , C a m b r i d g e ,  ) ,  The 

pH v a l u e s  o f  s o l u t i o n s  h a v i n g  a vo lume g r e a t e r  t h a n  25ml w e r e  

d e t e r m i n e d  by  m eans  o f  a n  L , I . L , d i r e c t  r e a d i n g  pH m e t e r  

( E l e c t r o n i c  I n s t r u m e n t s  L t d . ; Mode l  2 3 A ) , B o t h  pH m e t e r s  

w e r e  c a l i b r a t e d  d a i l y  v / i t h  s t a n d a r d  pH b u f f e r  t a b l e t s  

(B u r r o u g h s ®  Wel lc om e & Go, L o n d o n , ) ,
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6„ ...ATLRIALS

A i l  r e a g e n t s  w e r e  t h e  b e s t  g; rade w h i c h  c o u l d  b e  o b t a i n e d

c o m m e r c i a l l y ,  V/i th t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  c h e m i c a l s  l i s t e d  b e l o w ,  

a l l  co m pound s  w e r e  s u p p l i e d  by  B r i t i s h  Drug  H o u s e s  L t d . ,  P o o l e ,

D o r s e t ,

Bo eh r i n g e r  C o r p o r a t i o n  ( L o n d o n )  L t d , , Lon d o n  V/,5«

G a l b i o c h e m ,  Los A n g e l e s ,  C a l i f o r n i a ,  U . S . A ,

2 - A m in o -4-- h y d r o x y - 6 , 7 - d i m e t h y l - 5  , 6 , 7 , 8 -

t  e t r a h y c l r o p t e r i n e  , Cl  e l  end® s R e a g e n t ,  Hep es  and  T r i c i n e  ,

F l u k a  A . G . , B u c h s , o w i t z e r l a n d ,

B e n z o y l f o r m i c  a c i d ,  4 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ,  4-- h y d r o x y -  

D , L - m a n d e l i c  a c i d  and L - r u n d e l i c  a c i d .

K A K L a b o r a t o r i e s  I n c . ,  PI a i n s  v i e w ,  Hew Y o r k ,  U . S . A .

T h i o g l y c e r o l , r i b o f l a v i n  a n d  t h i o p h e n o x y a c e t i c  a c i d .

K o c h - L i g h t  L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  G o l n b r o o k ,  B u c k s ,

1.1 e r e  ap t o  e t h a n o l  a n d  B . T . G .

L a nn  xie s e a r  ch Lab or  a t  or i e  s , N ev/ l o  r]c, U . S . A .

T r i s  and T r i s -HOI

T . J ,  Sas  & Son L t d . ,  Lond on  . A G. 1 .  

A r g i n i n e ,  c y s t e i n e  a n d  g l u t a m i c  a c i d - i l G l .
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s  G r  a V a c La b or  a  t o r  i e  s h t  d., , L a i  cl e nb e a d , Le r  k s ,

C y t o c h r o m e  c .

SigiTia Lon don  C h e m i c a l  Go. L t d . ,  Lond on .

1) -  a l  an  i  n  e , D-am i  n o a c i  d ox i  a  g e , A T L,  G o A , FA D, i-'î ;h ,

D -  g l n c  o s e  ox i  d a s e , g].uc o g e -  G -  v; h o s plia ii e d ehy d r  o g ena s e , G SK , 

l i p o i c  a c i d ,  ..AJJ’ , LADIi, t e t r a h y d r o f o l i o  a c i d  a n d  t h i a i a i n e  

py r o p h o  s plia t  e c h l o  r i d  e .

Ca r  b o x y  Q a n d  p e n i c i l l i n  V - p o t  a s  s ium s^^lt  v /e re  p e r s o n a l  

g i f t s  t o  Dr ‘./LIA h o l m s  f ro m  l . G . I .  ( i d i a r m a c e u t i c a l  D i v i s i o n )  

L t d . ,  A i d e r l e y  m a r k ,  C h e s h i r e .

Al 1 b a c t  e r i o  ]. o gic a l  m edi  a wi t  h t  h e exc e m l  on o f  S e l l e r ’ s 

Dif  f e r  e n t i a l  Aga r  M edium ( Dif c o L abor a to  n ie  s , D e t r o i t  1 ,  

l .klchigan,  U1 h , A. ) v/ere s u p p l i e d  by Oxoid L t d . ,  London G . L . l ,

B en z a l  d eh y d e wa s r e d  i  s ‘b i  11 e d und e r  n i  'i ro g en  i. m. l e d i a t e l y  

b e f o r e  u s e  i n  t h e  e x u e r i m e n t s  o f  L e c t i o n  2 ,  and  b e n z y l  a l c o h o l  

was r e d i s t i l l e d  b e f o r e  u s e  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  L e c t i o n  2 and  

3*

A l l  s o l u t i o n s  v/ere  made up i n  g l a s s » d i s t i l l e d  w a t e r .
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i E L U L T S .

1 . DnVrhOA u u l  OF .■.iXi A l l mu.TAL ! i l - O D E .

l . I .  xi'izvvG a s s a.ys,

1.. 1 . 1 . B e •' 1 z  ̂1. d eh y d o de hv  d r o  y e n -use ,

li 0 a t  i n  n c t  i  v a ci on exp e r i  m e n t  s h y K enn  e d y & Few so n  ( 1 9  5 8b ) 

i n d i c a t e d  t h a t  c e l l s  g ro wn on L - r a a n d e l a t e  c o n t a i n e d  a h e a t -  

s t a b l e  a n d  a h e a t - l a b i l e  benz- ' ^ ldehyd e  d e h y d r o g e n a s e , w h e r e a s  

c e l l s  g rown on  b e n z y l  a l c o h o l  c o n t a i n e d  o n l y  t h e  h e a t - l a b i l e  

enzyme.  The  f i r s t  o b j e c t  o f  t h e  p r e s e n t  \ / o r k  was t o  c o n f i r m  

t h i s  o b s e r v a t i o n .  The' n e x t  s t a g e  was t o  ex.-^raine some o f  t h e  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  two e n z y m e s ,  and  t h e  t h i r d  s t a g e  was  t o  d e v i s e  

an  a s s a y  s y s t e m  f o r  t h e i r  m e a s u r e m e n t .  As e x p l a i n e d  i n  t h e  

I n t r o d u c t i o n ,  i t  was d e s i r a b l e  t o  b e  a b l e  t o  m e a s u r e  t h e  a m o u n t s  

o f  t h e  two enzymes  i n  t h e  same e x t r a c t .

A l t h o u g h  t h e r e  v/ere  some Q u a n t i t a t i v e  v a r i a t i o n s  d e p e n d i n g  

on t h e  c o n d i t i o n s  o f  d é n a t u r a t i o n ,  e a r l y  e x p e r i m e n t s  shov/ed 

t h a t  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  K e n n e d y  & Fewson ( 19 68b  ; t h e i r  F i g . 1 )  

w e r e  r e a d i l y  r e o e a t a b l e  ( e . g , F i g . 1 5 ) .

I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  two e n z y m e s ,  i t  

was d e s i r a b l e  t o  h a v e  c e l l s  c o n t a i n i n g  e a c h  enzyme i n  t h e  

a b s e n c e  o f  t h e  o t h e r .  T h i s  h a d  n o t  b e e n  a c h i e v e d  by  K e n n e d y  h 

Few so n  v/ho o b t a i n e d  t h e  s t a b l e  enzyme o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e  l a b i l e  enzyme a f t e r  g r o w t h  on L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e .  

U s i n g  t h e  g r a t u i t o u s  i n d u c e r  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  ( s e e  T a b l e  5 3 ) ,
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h o w e v e r , c e l ] ,  s w e r e  oh t a  i n  eel w h i c h  c o n t a i n e d  j u s t  t h e  s t a b l e  

enzyme .  C e l l s  g rown on ben z y l  a l c o h o l ,  a s  o b s e r v e d  by  K en ne dy  

Û Fewson ,  c o n t a i n e d  o n l y  t h e  l a b i l e  enz ym e,  i ' he  e a r l y  

e x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  wj. th t h e s e  two s y s t e m s ,

B e n z a l d e h y de  d e h y d r o g e n a s e  e x t r a c t e d  i n  i r i s - h C l  b u f f e r  

was  a s s a y e d  i n  i r i s - 1 1  Cl  b u f f e r  pli 9 * 5 ,  w h i l s t  t h e  same enzyme 

e x t r a c t e d  i n  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  was  a s s a y e d  i n  s o d i u m  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pK 9 . 0  a s  maximum enzyme a c t i v i t y  was 

o b t a i n e d  u s i n g  t h e s e  b u f f e r s .

1., 1.. 1 . 1 .  n f  f  e c 'b o f  c a t i o n s  on th  e a c t !  v l  t  y o f  b on z a ]. d eh y d e 
dciiy d r  o aeup s e .

The e f f e c t  o f  p o t a s s i u m  i o n s  on t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

b enz a l d e h y d e  de l iy d ro genases  found i n  c e l l s  grown on g l u t a m a t e  

a t h i o p h e n o x y a c e t a t e  or b e n z y l  a l c o h o l  i s  shown i n  F i g , 13 .

S i n c e  t h e  s o d iu m  p y r o p h o  s p h a t e  b u f f e r  u s e d  i n  t h e  e x t r a c t i o n  

u r o c e d u r e  i s  mor e  c o n c e n t r a t e d  t h a n  t h e  T r i s  b u f f e r  u s e d  (O.OBi-. 

c o m p a r e d  to  0,041.1),  t h e  T r i ' s  b u f f e r  i s  a t  a  h i g h e r  pii t h a n  t h e  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 1 0 , 3  c o m p a r e d  t o  pH 9 . 5 )  so  thm.t t h e  

a c t u a  1 pH o f  t h e  e x t r n e t  i s  t h e  s a me (pH 9 . 2 4  -  0 . 0 1 ) ,  T h i s  

was  p r e s u m a b l y  n e c e s s a r y  b e c a u s e  o f  t r ie  b u f f e r i n g  ei l iTcct o f  

t h e  e x t r a c t .  I n  b o t h  c^se-s  e x t r a c t s  p r e p a r e d  i n  T r i s  b u f f e r  

shov/ l e s s  a c t i v i t y  t h a n  e x t r a c t s  p r e p a r e d  i n  p y r o p h o s  p h a t e  

b u f f e r .  The b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i n d u c e d  by  

t h i o p h e n o x y a c e t a t e  i s  a c t i v a t e d  s e v e r a l  f o l d  by  p o t a s s i u m  i o n s  

when t h e  c e l l s  a r e  e x t r a c t e d  i n  T r i s  o r  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r .  

On t h e  o t h e r  ha.nd t h e  enzyme i n d u c e d  by  b e n z y l  a l c o h o l  i s  n o t



F i g ,  13* The e f f e c t  o f  p o t a s s i u m  i o n s  on t h e  a c t i v i t y

o f  h e n z a l d  ehy de  d ehy  d r o  gen a  s e ,

B a c t e r i u m  NCIB 8230  was g rown on pmM-hen.zyl 

a l c o h o l  o r  3m h - g l u t a m a t e  -f I m l v l - t h i o p h e n o x y a c e t a t e  a s  s o l e  

s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  a nd  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  ÏI e t h  od s , C e l l s  wer  e r e  s u s  p end ed i n  0 , 04L -  T r i  s -HG1 b u f  f  e r  

pii 1 0 . 3  o r  0 , 0 8 L - s o d i u m  p y r o p h o s  p h a t e  b u f f e r  pli 9 . 3  and  

sonic'■-'ued i n  3nil a m o u n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  l i e t h o d s  ( p . 73 ) ,

The 6): t r a c t s  w e r e  a s s a y e  d i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  p o t a s s i u m  

i o n  c o n c e n t r a t i o n s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p , 8 1 )  e x c e p t  t h a t  

t h e  enzyme was n o t  h e a t e d ,

Ô — E x t r a c t  f ro m c e l l s  g rown on g l u t ^ . m a t e  -i-

t h i o x - h e n o x y a c e t a t e  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  so d iu m  

p y r o  phos  p h a t  e b u f f e r ,

0 ”  E x t r a c t  f rom c e l l s  g rown on b e n z y l  a l c o h o l ,

a n d  reSUSP ended  i n  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  

b u f f e r  e

— E x t r c o t  f ro m  c e l l s  g rown on g l u t a m a t e  a 

t h  i  o T)h ono xy a c e t  a t  e , an  d r  e s u s pe nd ed i n  

T r i s - H C l  b u f  f e r ,

Âx, ~~ E x t r a c t  f r o m  c e l l s  g rown on  b e n z y l  a l c o h o l ,

an d r  e su  sp en d ed i n  T r i  s -HCl  b u f f e r ,



)'o o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  ob se r v e d  i n  c e l l s  

e x t r a c t e d  i n  sodium p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r *
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a c t i v a t e d  by  p o t a s s i u m  i o n s  v/ben e x t r a c t e d  i n  p y r o p h o s  p h a t e  

b u f f e r ,  and  t h e  s l i g h t  a c t i v a t i o n  a f t e r  e x t r a c t i o n  i n  i r i s  

b u f f e r  b r i n g s  t h e  a c t i v i t y  un o n l y  t o  t h e  va] . i ie  o b t a i n e d  a f t e r  

e x t r a c t i o n  i n  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r .

t h e  same t y p e  o f  e z n c r i r a c n t  u a s  r e p e a t e d  u s i n g  o t h e r  

m o n o v a l e n t  c a t i o n s ,  a n d  t h e  maximum a c t i v i t y  o b t a i n e d  v / i t h  them 

i s  shown i n  t a b l e  5* t h e  t^ ,b le  a l s o  shows t h e  i o n  co n e  en t r a t i o n  

a t  v /h ich  maximum a c t i v a t i o n  o c c u r s  ( w h e r e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

enzyme i s  n o t  i n c r e a s e d  by any  cone  e n t r a t i o n  o f  t h e  i o n ,  a z e r o  

v a l u e  i s  g i v e n  f o r  t h e  i o n  c o n c e n t r a t i o n )  . t h e  b en I d  ehy de 

d e h y d r o g e n a s e  i n d u c e d  by  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  i s  a c t i v a t e d  by  a l l  

t h e  i o n s  t e s t e d  > K*®'>  Kb‘̂ '>  Gs'^'>  ) when e x t r a c t e d  i n

n y r o p h o s n h a  t e  b u f f e r ,  w h e r e a s  wh en i t  i s  e x h r  a c t e d  i n  r r i s  

b u f f e r ,  Cs^ and  h a ’̂ ' i o n s  do n o t  a c t i v a t e ,  t h e  enzyme

i n d u c e d  by  b e i z y l  a l c o h o l ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  n o t  a c t i v a t e d  

by  an y  o f  t h e s e  i o n s  wh en e x t r a c t e d  i n  u y r o u h o s p h a t e  b u f f e r , 

and t h e  a c t i v a t e ,  on  wh on e x t r a c t e d  i n  i r i s  b u f f e r  b r in ig s  t h e  

a c t i v i t y  up o n l y  to  t h e  v a l u e  o b t a i ; i e d  by  e x t r a c t i o n  i n  

p y r 0 0h o s p h a . t e  b u f f e r ,

A l t h o u g h  a  n u m b er  of  o t h e r  c a t i o n s ,  i n c l u d i n g  , Al*̂ *'***,
> - T l 4 - ^ -  +  +  -i- 4 --H  . 4 - 4 -  4 -4 "  -, , .  + 4 -  -, .G a , mil , f e  , f e  , Go , ui , Gu a n d  hn , e a c h  a t  

f i n a l  c o n e e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f rom  t o  3 3 m l .w a s  t e s t e d ,  n o n e

w a8 f 0und to  a c t i v a t e  e i t h e r  o f  t h e  e n z ym e s ,

1 ■> 1 . 1  o2 «_ m f f e c t  o f  t h i . o l  s on t .he a c t i v i t y  o f  b e n s 1 dehyde,  _

d in e  e d t a c h o w ,  S t e v e n s o n  cc Day (1967)  a s s a y e d  t h e  hADl'*- 
l u e c i f i c  b e n z a l d e h y d e  d o h y d r n g e n a s e  o f  uu t i d a . i n  t h e  p r e s e n c e



I’a b l e  3* The e f f e c t  o f  c a t i o n s  on t h e  a c t i v i t y  o f

h e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e *

B a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0  v/as g rown on  5m M -benzy l  

a l c o h o l  o r  lO m lvI-g lu ta inate  4- Iml/Î-t h i o p h e n o x y a c  e t  a t e  a s  s o l e  

s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  M e th o d s  a C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 04M -T r is -H G 1  b u f f e r  

pH 1 0 . 3  o r  0 . OBM-sodiumi p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9*5? a n d  

s o n i c a t e d  i n  5ml a m o u n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 75 )*

The e x t r a c t s  w e r e  a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  ammonium, 

s o d iu m ,  caesiunij^ r u b i d i u m , o r  p o t a s s i u m  i o n  c o n c e n t r a t i o n s  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p , 8 1 )  e x c e p t  t h a t  t h e  enzyme was n o t  

h e a t e d *  The i o n  c o n c e n t r a t i o n  g i v e n  r e f e r s  t o  t h e  c o n 

c e n t r a t i o n  a t  w h ic h  maximum a c t i v i t y  o c c u r r e d ,

i"' The a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  a s  a  ÿ: o f  t h e

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  c e l l s  e x t r a c t e d  

i n  so d iu m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r .

I n  t h e  a s s a y  o f  an  e x t r a c t  made i n  s o d iu m  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r , t h e r e  i s ,  i n  a d d i t i o n  

t o  t h e  q u o t e d  i o n  c o n c e n t r a t i o n ,  a  so d iu m  i o n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  267mg i o n / 1  a s  a  r e s u l t  o f  

t h e  u s e  o f  so d iu m  p y r o p h o s p h a t e  a s  t h e  

a s s a y  b u f f e r ,  

n . a .  -  n o t  a p p l i c a b l e .
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o f  Cio I n n  cl ' s K eo .gen t ,  i t  v/as d e c i d e d  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  

t h i o l s  on  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  two h e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  

o f  h a c t e r i u r n  i.Czh 8 2 5 0 .  01 e l  and* s R e a r : e n t , i i e r c a n t o  e t h a n o l ,

t . i i o g l y c  e r o l , Ooli a n d  c y s t e i n e ,  e a c h  a t  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  

r a n g i n g  f ro m  5jr.i t o  33mli, d i d  n o t  a c t i v a t e  e i t h e r  o f  t h e  e n z y m e s .

1 . 1 . 1 . 3  . II ea t. i n a  c t i  v a t  i  on o f  h on z a i d  eh yd e d ehy d r  on en  ̂s e .

The h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  h e n z a l d e h y de d e h y d r o g e n a s e  i n  

c e l l s  i n d u e  ed h y  b e n z y l  a l c o h o l  o r  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  i s  shown 

i n  R i g .  1 4 .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  h a l f - l i v e s  o f  t h e  s t a b l e  

enzyme i n d u c e d  by  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  and  o f  t h e  l a b i l e  enzyme 

i n d u c e d  by  b e n z y l  a . l c o h o l  a r e  520 and  30m in  r e s p e c t i v e l y ,  A 

s l i g h t  c o m p l i c a t i o n  i s  c a u s e d  by  t h e  f a c t  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h e  s t a b l e  enzyme r i s e s  by a b o u t  3 5 f  (2 3  u n i t s / m g  p r o t e i n  t o  

32 u n i t s / m g  n r o t e i n )  d u i h n g  t h e  f i r s t  lO m in  i n a c t i v a t i o n  a t  3 7 ^ ,  

a n d  t h e n  f a l l s  e x p o n e n t i a l l y , T h is  e c t i v a t i o n  i s  i n d e p e n d e n t  

o f  t h e  p r e s e n c e  of  p o t a s s i u m  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  s i n c e  t h e  

s a n e  p e r c e n t a g e  a c t i v a t i o n  o c c u r s  a f t e r  h e a t i n g  f o r  10m in  i n  

t h e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  p o t a s s i u m  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e .  I n  

t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  was 0 . 0 4 ' U - ï r i s - h C l  

pii 1 0 . 3 ,  »ïhen 0 . 0 8 1 - so d iu m  p y r o p h o s p h a t e  pH 9 , 5  was u s e d  a s  

t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r ,  s i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  e x c e p t  

t h a t  t h e r e  was no a c t i v a t i o n  o f  t h e  s t a b l e  enzyme d u r i n g  t h e  

f i i"  s t  f ew  i / i i n u t e s  o f  h e a t i n g  a t  3 7 ^ ,  and  t h e  a c t i v i t y  d e c l i n e d  

e x p o n e n t i a l l y  a l l  t h e  t i m e ,

K en n ed y  à Rev/son - (1 9 6 8 b )  h a v e  shov/n t h a t  c e l l s  g rown on

L - m a n d e l a t e  c o n t a i n  b o t h  t h e  he a t - s t a b l e  and  h e a t - l a b i l e



F i g , 14•  K i n e t i c s  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f

h e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  o f  h a c t e r i u m  

NGIB 8250  i n d u c e d  w i t h  BmM-henzyl a l c o h o l  

o r  lOmlvI-glu tarn a t e  -i- l i n lv ï - th io p h e n o x y -  

a c e t a t e .

B a c t e r i u m  14GIB 8250  was g r o m i  on 5 # ! - b e n z y l  

a l c o h o l  o r  lO m lvI-g lu tam ate  -h Irnlvi - 1 h  i  o p h en  o x y ac  e t  a  t  e , 

h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  an d  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,

C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 , 0 4 M - T r i s -H 0 1  b u f f e r  pH 1 0 , 3 ,  

an d  s o n i c a t e d  i n  5ml a m o u n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p , 7 5 ) .  

The e x t r a c t s  w e r e  h e a t e d  a t  37^ an d  s a m p l e s  w e re  w i t h d r a w n  a t  

i n t e r v a l s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y 0

O -  B e n z y l  a l c o h o l  c e l l s ,

A -  G l u t a m a t e  h- t h i o p h e n o x y a c e t a t e  c e l l s .
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e n z y m e s , a n d  t h i s  o b s e r v a t i o n  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  a s  s h o r n  i n  

F i g * 1 5 9 h x t r a r e l a t i o n  o f  t h e  p a r t  o f  t h e  g r a p h  w h ic h  h a s  a 

s lo w  d e c a y  shows t h a t  t h e r e  w e re  80 u n i t s / m g  p r o t e i n  o f  t h e  

s t a b l e  enzym e b e f o r e  t h e  h e a t  t r e a t m e n t  s t a r t e d .  By 

e x t r a p o l a t i n g  t h e  i n i t i a l  p a r t  o f  t h e  c u r v e  to  t h e  a x i s , i t  c a n  

b e  s e e n  t h a t  t h e r e  v /e re  o r i g i n a l l y  200 u n i t s / m g  p r o t e i n  o f  

t o t a l  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y ,  Bo by  s u b t r a c t i o n  

( 2 0 0 - 8 0 )  t h e r e  m u s t  h a v e  b e e n  120 u n i t s / m g  p r o t e i n  -of t h e  

l a b i l e  enzym e .  C a l c u l a t i o n s  w e re  t h e n  n-'^de a s s u m i n g  t h a t  t h e  

o r i g i n a l  e x t r a c t  c o n t a i n e d  two enzym es  h a v i n g  h ^ * l f - l i v e s  o f  

30 and  500m in  a,nd s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  120  and  80 u n i t  s/mg 

p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y ,  and  t h a t  t h e  s t a b l e  enzyme vais a c t i v a t e d  

by  3 5 /  o v e r  t h e  f i r s t  lO m in  o f  h e a t i n g ,  ( t h e  two h - I f - l i v e s  

w e r e ,  o f  c o u r s e ,  c h o s e n  t o  g i v e  t h e  b e  s i  f i t ;  a s  v / i l l  b e  

e x p l a i n e d  l a t e r ,  t h e  h a l f - l i v e s  d i d  i n  f a c t  v a r y  s l i g h t l y  f rom  

e x p e r i m e n t  t o  e x p e r i m e n t  d e p e n d i n g  on t h e  p r e c i s e  pH o f  t h e  

e x t r a c t ) ,  t h e  t h e o r e t i c a l  d é n a t u r a t i o n  c u r v e  f o r  t h i s  

h y p o t h e t i c a l  m i x t u r e  w*as d r a w n ,  t h e  s i m u l a t e d  c u r v e  ( F i g ,  15)  

a g r e e s  w e l l  v / i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  cuT ve  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  

t h e  h e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e  f o r  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

f ro m  c e l l s  g rown on L - m e n d e l a t e  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

p r e s e n c e  o f  tv^o e n z y m e s ,

A l t h o u g h  t h e  h e a t  i n a c  ui v a t  i o n  c u r v e  i n  F i g .  15 i s  d u e  t o  

t h e  p r e s e n c e  o f  two enzym es  h a v i n g  h a l f - l i v e s  o f  30 a n d  

5 0 0 m in ,  t h e  a . p a r e n t  h a l f - l i f e  o f  t h e  l a b i l e  enzym e,  a s  

c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  i n i t i a l  p a r t  o f  t h e  g r a p h ,  i s  59m in .  T h i s



F i g , 1 5 .  K i n e t i c s  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e

d e h y d r o g e n a s e  o f  b a c t e r i u m  NGIB 8250 g row n  on  

5m Id-L -m ande la t e - s a l t s  medium an d  o f  a  

m i x t u r e  o f  two s i m u l a t e d  e n z y m e s .

B a c t e r i u m  NGIB 8250 was grovni on 5mM-L- 

m a n d e l a t e - s a l t s  m ed ium , h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and  s t o r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 .O dM -ïr is -» .  

HCl b u f f e r  pH 1 0 . 3 ?  a n d  s o n i c a t e d  i n  5ml a m o u n t s  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 75)*  The e x t r a c t  was h e a t e d  a t  3 7 °  

a n d  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  a t  i n t e r v a l s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  

o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y , The g r a p h  o f  

s p e d f i c  a c t i v i t y  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a g a i n s t  

t i m e  was d rav /n ,  and  by e x t r a p o l a t i o n  f ro m  t h e  g r a p h  a s  

d e s c r i b e d  on  p . 99 i t  was c a l c u l a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  120  

u n i t s / m g  p r o t e i n  o f  t h e  l a b i l e  enzym e,  a n d  80 u n i t s / m g  

p r o t e i n  o f  t h e  s t a b l e  enzyme p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c t *  The 

t h e o r e t i c a l  c u r v e  f o r  t h e  k i n e t i c s  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f

two enzym es  h a v i n g  h a l f - l i v e s  o f  30m in  a n d  5 0 0 m in ,  an d

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  120  u n i t s / m g  p r o t e i n  a n d  80 u n i t s / m g  

p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y  was t h e n  dravm*

O -  h - M a n d e l a t e  grovm c e l l s .

#  -  T h e o r e t i c a l  c u r v e .

The d o t t e d  l i n e  on  t h e  g r a p h  r e p r e s e n t s  t h e  

e x t r a p o l a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  s t a b l e  enzyme 

t o  z e r o  t i m e .
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1 0  1

a p p a r e n ü  i n c r e a s e  i n  t h e  h a l f - l i f e  o f  t h e  l a b i l e  enzyme i s  due  

t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o b s e r v e d  d e c a y  r a t e  i s  t h e  v e c t o r  svn  o f  

two i n d e p e n d e n t  a n d  s i n u l t a n e o i i s  d e c a y  r a t e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  

t h e  d e c a y  o f  t h e  h e a t ™ s t a b l e  and  h e a t - l a b i l e  e n z y m e s .

F i g , 16 show s t h e  r e s u l t s  o f  a m ore  r i g o r o u s  e x p e r i m e n t  i n  

t h a t  t h e  h e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e  f o r  two s i m u l a t e d  e n z y m e s ,  

h a v i n g  ha I f - l i v e s  o f  25 an d  500 m in ,  a n d  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  

300 and  30 u n i t s / m g  p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y ,  was  d raw n  t a k i n g  i n t o  

a c c o u n t  a 3 3 /  a c t i v a t i o n  o f  t h e  s t a b l e  enzym e o v e r  t h e  f i r s t  

10m in  o f  h e a t i n g ,  (As a b o v e ,  t h e  h a l f - l i v e s  w e r e  c h o s e n  t o  

g i v e  t h e  b e s t  f i t ) , An e x t r a c t  was t h e n  made f ro m  a  m i x t u r e  o f  

c e l l s  g row n on g l u t a m a t e  + t h i o p h e n o x y a c e t a t e  o r  b e n z y l  a l c o h o l  

so t h a t  i t  c o n t a i n e d  300 and  30 u n i t s / m g  n r o t e i n  o f  t h e  l a b i l e  

and  s t a b l e  enzym es  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  e x t r a c t  v/as d e n a t u r e d  a t  

3 7 ^ ,  an d  t h e  h e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e  o b t a i n e d  i s  a l m o s t  

i d e n t i c a l  t o  t h e  c u r v e  f o r  t h e  two s i m u l a t e d  e n z y m e s .  T h i s  

i n d i c a t e s  t h a t  t h e  h e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e  f o r  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  f ro m  a  m i x t u r e  o f  c e l l s  f o l l o w s  i t s  t h e o r e t i c a l  

p a t t e r n ,

l o l , l , 4 - >  b e v e lo n m e n t  o f  an  a s s ^y f o r  t h e  two e n z y m e s .

S i n c e  t h e  h a l f - l i f e  o f  t h e  h e a t - l ^ ^ b i l e  enzyme i s  f a r  l e s s  

t h a n  t h a t  o f  t h e  h e a t - s t a b l e  enzym e,  i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  t o  

d e v i s e  a s s a y s  i n  w h ic h  t h e  i n d i v i d u a l  a c t i v i t i e s  o f  t h e  two 

c n z y.raes  cn.n b e  d i f f e r e n t i a t e d <, I n  p r i n c i p l e , t h i s  i n v o  1 v e s

d e s t r o y i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l a b i l e  enzym e b y  h e a t i n g  i t  a t  

37°.



F i g , 16* K i n e t i c s  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  f ro m  a  

m i x t u r e  o f  c e l l s  g rown on  3mlvl-benzyl 

a l c o h o l  o r  lOmJvî-g l u t a m a t e  + ImM- 

t h i o p h e n o x y a c e t a t e , a s  s o l e  s o u r c e  o f  

c a r b o n ,  and  o f  a  m i x t u r e  o f  tv/o 

s i m u l a t  ed en zym e s ,

The t h e o r e t i c a l  c u r v e  f o r  t h e  k i n e t i c s  o f  

h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  tv/o e n z y m e s ,  h a v i n g  h a l f - l i v e s  o f  

23m in  and  3 0 0 m i n , an d  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  300  u n i t s / m g  

p r o t e i n  and  30 u n i t  s/mg: p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y ,  was d r a w n .  

B a c t e r i u m  hCIB 8250  v/as grov/n on  3m i l - b e n z y l  a l c o h o l  o r  

lO m l / i - g lu ta m a te  4- I m M - t h i o p h e n o x y a c e t a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  

c a r b o n , h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  a n d  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s . A m i x t u r e  o f  c e l l s  o f  b o t h  t y p e s  was r e s u s p e n d e d  

i n  0 . 04m- T r i s -HOI b u f f e r  pH 1 0 . 3 ?  a n d  s o n i c a t e d  i n  5ml 

am o u n ts  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 73) so  t h a t  t h e  f i n a l  

e x t r a c t  c o n t a i n e d  300  u n i t s / m g  p r o t e i n  a n d  30 u n i t s / m g  

p r o t e i n  o f  t h e  l a b i l e  a n d  s t a b l e  enzym es  r e s u e c t i v e l y .

The e x t r a c t  was h e a t e d  a t  37*  ̂ a n d  s a m p l e s  v /e re  w i t h d r a w n  a t  

i n t e r v a l s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y ,

O ~ M i x t u r e  o f  b e n z y l  a l c o h o l  and  g l u t a m a t e  + 

t h i o p h e n o x y a c e t a t e  c e l l s .

0  -  T h e o r e t i c a l  c u r v e .
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The r é s i d u e l  a c t i v i t y  i s  t n k e n  a s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s t a b l e  

enzyme* The d i f f e r e n c e  b e t v /e e n  t h i s  a c t i v i t y  an d  t h e  t o t a l  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i s  a  m e a s u r e  o f  t h e  l a b i l e  

enzym e.

As t h e s e  a s s a y s  d e p e n d  on t h e  s e l e c t i v e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  

h e a t - l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e , t h e  e f f e c t  o f  c h a n g i n g  

t h e  b u f f e r  a n d  pH o f  e x t r a c t i o n  on  t h e  r a t e  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  

o f  t h i s  enzyme v/as d e t e r m i n e d .  T h i s  v/as n e c e s s a r y  b e c a u s e  

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a d  shovm t h a t  q u i t e  d i f f e r e n t  h a l f -  

l i v e s  w e r e  o b t a i n e d  i f  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  b u f f e r s  w e r e  u s e d .  

T y p i c a l  r e s u l t s  a r e  shown i n  T a b l e  4* The d a t a  i l l u s t r a t e  t h a t  

t h e  h a l f - l i f e  o f  t h e  l a b i l e  enzyme i s  l e s s  i n  so d iu m  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  t h a n  i n  T r i s  b u f f e r ;  and  a s  t h e  a c t u a l  pH 

o f  t h e  enzyme e x t r a c t  i n  T r i s  b u f f e r  i n c r e a s e s , t h e  h a l f - l i f e  o f  

t h e  enzyme d e c r e a s e s *  I n  p r a c t i c e  i t  was  f o u n d  t h a t  t h e  a c t u a l  

pH o f  t h e  e x t r a c t  d e p e n d e d  on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c e l l  

s u s p e n s i o n  a n d  t h e  e f f i c i e n c y  o f  e x t r a c t i o n ;  and  t h a t  t h e  

h i g h e r  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t , t h e  l o w e r  t h e  

pH, As a  r e s u l t  t h e  a c t u a l  h a l f - l i f e  o f  t h e  l a b i l e  enzyme 

e x t r a c t e d  f ro m  c e l l s  g row n  on  b e n z y l  a l c o h o l  ( w h i c h  c o n t a i n s  

o n l y  t h e  h e a t - l a b i l e  enzym e)  v a r i e d  b e t v / e e n  23 and 33m in  when 

t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  was 0 .04M - T r i s  pH 1 0 . 3 .  On t h e  o t h e r  

h a n d  t h e  r a t e  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  h e a . t - s t a b l e  enzyme 

do t .s  n o t  v a r y  g r e a t l y  w i t h  t h e  b u f f e r  and  pH o f  e x t r a c t i o n ,  and  

t h i s  i s  shov/n i n  T a b l e  5 .  '

U s i n g  a l l  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h i s  S e c t i o n ,  i t  was 

p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  t h e  a c t i v i t i e s  o f  b o t h  b e n z a l d e h y d e

d e h y d r o g e n a s e s  i n  e x t r a c t s  w h ic h  c o n t a i n e d  any  r e l . a t i v e  o r



T a b l e  4 .  The e f f e c t  o f  t h e  b u f f e r  o f  e x t r a c t i o n ,

and t h e  pH o f  t h e  e x t r a c t  on t h e  r a t e  o f  

i n a c t i v a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

o f  b a c t e r i u m  bCIH 8250  g r o \ m  on  b e n z y l  

a l c o h o l  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n .

B a c t e r i u m  HO IB 3250  v/as g row n  on 5mM~b e n z y l  

a l c o h o l  a s  s o l e  s oui*ce o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  v /a s l ied ,  a n d  

s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  l i e t h o d s .  The c e l l s  w e re  r e s u s p e n d e d  

i n  0 . 04 ih-Tris™ n01 b u f f e r  pH 8 . 5 ;  pH 9 . 5 ?  o r  pH 1 0 . 3 ?  o r  

0 . OBlu-sodium p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9 .  5? and s o n i c a t e d  i n  

5m 1 araount s a s  d e s  c r i b  ed i n  1Û e th  o ds ( p . 75 ) . S in e  e t h  e 

b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  v/as n o t  s u f ü . c i e n t  

to  m a i n t a i n  t h e  pH o f  t h e  e x t r a c t  a t  t h e  pH o f  t h e  b i i f f e r ,  t h e  

a c t u a l  pH o f  t h e  e x t r a c t  was d e t e r r a i n  ed by  means o f  a  i r d c r o -  

e l e c t r o d e .  The e x t r a c t s  w e re  h e a t e d  a t  37^ and s a m p l e s  v /e re  

w i t h d r a w n  a t  i n t e r v a l s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  

d eh y d ro  g e m  s e  ac  t i v i t y  . The g r a p h  o f  sp e c i  f i c  ac  t i  vL ty  o f  

b o n z a l c l e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a g a i n s t  t i m e  v/as d r a w n ,  and t h e  

h a l f - l i f 3 of b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was c a l c u l a t e d  f ro m  i t .

The pH 8 , 5  e x t r a c t  was  t i t r a t e d  v / i t h  t h e  

am oun t  o f  0,2i\‘-Hr?0H r e q u i r e d  to  a l t e r  t h e  nil o f  a  0 , 04j-i“ T r i s «  

HOI b u f f e r  pH 8 , 5  c o n t a i n i n g  no  p r o t e i n  to  pH 9 . 5 .



1 0  4

B u f f e r  o f  

e x t r a c t i o n

B e n z a l d e h y d e  

d ehy d ro  g e n a s e

l i f e  (m in )

A c t u a l  pH 

o f  t h e  

enzym e 

e x t r a c t

0 .0 4 ïu - ï r i s ™ H C l  

b u f f e r  pK 8 . 5
113 8 . 8 8

0 .0 4 L i - T r i8 - I I 0 1

b u f f e r  pH 9 . 5
60 8 . 9 5

0 . 0 4 L I - ï r i s » H G l  

b u f f e r  pli 1 0 . 3
33 9 . 1 8

0 , 0 8 H -s o d iu m

p y r o p h o  s p l i a t e 19 9 . 1 6

b u f f e r  pH 9 . 5
>



T a b l e  5 . The e f f e c t  o f  t h e  b u f f e r  o f  e x t r a c t i o n ,

a n d  t h e  pH o f  t h e  e x t r a c t  on  t h e  r a t e  o f  

i n a c t i v a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

o f  b a c t e r i u m  MO IB 8250 grov/n on m a n d e l a t e ,  

a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n .

B a c t e r i u m  MOIB 8250  was g row n  on  5mlH-L“ 

m a n d e l a t e ,  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  v /a sh e d ,  and  

s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s .  The c e l l s  w e re  r e s u s p e n d e d  

i n  0 . 04Lh-T r i s -HOI b u f f e r  pH 9 . 5 ?  pH 9 . 9 ?  o r  pH 1 0 . 3 ,  o r  

O.OBIa-sodium p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9 . 5 ?  a n d  s o n i c a t e d  i n  

5m1 a m o u n ts  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 7 5 ) .  S i n c e  t h e  

b u f f e i i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  v/as n o t  s u f f i c i e n t  

t o  m a i n t a i n  t h e  pH o f  t h e  e x t r a c t  a t  t h e  pH o f  t h e  b u f f e r ,  

t h e  a c t u a l  pH o f  t h e  e x t r a c t  v/as d e t e r m i n e d  by m eans  o f  a  

m i c r o  e l  ec t r o d  e . The e x t r a c t s  w e r e  h e a t e d  a t  37^ and s a m p l e s  

w ere  w i t h d r a w n  a t  i n t e r v a l s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .  The g r a p h  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  

b e i z a l  d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a g a i n s t  t i m e  v/as d r a w n ,  and t h e  

h a l f - l i v e s  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was c a l c u l a t e d  f ro m  

i t .
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B u f f e r  o f  

e x t r a c t i o n

B e n z n ld e l iy d e  

d e h y d r o g e n a s e  

zr l i f e  ( n i n )

A c t u a l  pH 

cf t h e  

011 zym e 

e x t r a c t
1 s t 2nd

0 ,0 4 -L : -T r is -H G l
56 504 9 . 0 7

b u f f e r  pll 9 . 5

0 , 0  4M -  Ï  r  i  s -H C1
4 3 . 5 492 9 . 2 1

b u f f e r  pK 9 . 9

0 ,0 4 M - T r i s -H G 1
44 540 9 . 2 5

b u f f e r  pH 1 0 , 3

0 . 0 8 i l - s o d iu m

p y r  0 pll 0 s pb a t  e 31 541 9 . 2 3

b u f f e r  pH 9 . 5
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a b s o l u t e  o iaount  o f  each*  Two a p p r o a c h e s  w e r e  u s e d  d e p e n d i n g  

o n  t h e  t o t a l  b e n z a l d d i y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .

( I )  V/lien t h e  t o t a l  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  was 

b e l o w  80 u n i t s / m g  p r o t e i n ,  t h e  enzym es  v /e re  e x t r a c t e d  i n  0 .0 4 M - 

T r i s  b u f f e r  pH 1 0 . 3 ?  a n d  i n a c t i v a t e d  a t  37^ f o r  12 0 ra in .  The 

r e s i d u a l  a c t i v i t y  v/as t a k e n  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  s i n c e  t h e  am ount  o f  t h e  

s t a b l e  enzyme d e n a t u r e d  i n  1 2 0m in  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l s  t h e  

i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  c a u s e d  b y  t h e  i n i t i a l  a c t i v a t i o n  ( F i g . 1 4 ) ?  

and  s i n c e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l a b i l e  enzyme i s  r e d u c e d  t o  

n e g l i g i b l e  a m o u n t s  on h e a t i n g  f o r  1 2 0 m in .  The d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h i s  a c t i v i t y  and  t h e  t o t a l  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y  b e f o r e  d é n a t u r a t i o n  was t a k e n  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .

( I I )  V'/lien t h e  t o t a l  enzyme a c t i v i t y  v/as o v e r  80 u n i t s / m g  

p r o t e i n ,  t h e r e  may h a v e  b e e n  d e t e c t a b l e  a m o u n t s  o f  t h e  l a b i l e  

enzyme l e f t  a f t e r  120  m in  d é n a t u r a t i o n ,  a n d  t h u s  any  r e s i d u a l  

a c t i v i t y  c o u l d  b e  d u e  t o  e i t h e r  t h e  s t a b l e  o r  l a b i l e  enzym e.  

T h e r e f o r e ,  i f  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  show ed  t h a t  c e l l s  

c o n t a i n e d  m o re  t h a n  80 u n i t s / m g  p r o t e i n  o f  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y ,  t h e  i n a c t i v a t i o n  was  f o l l o w e d  k i n e t i c  a l l y  

i n  0 .0 8 M -so d iu m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9 . 5  ( i n  v /h ich  b u f f e r  t h e  

h a l f - l i f e  o f  t h e  l a b i l e  enzyme i s  s h o r t e r  ( T a b l e  4 ) ) .  The 

a c t i v i t i e s  o f  t h e  two enzym es  w e re  c a l c u l a t e d  by  e x t r a p o l a t i o n

o f  t h e  h e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e ;  an  ex am p le  o f  t h i s  i s  g i v e n  

i n  F i g . 1 5 ,
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ï i i l l  d e t a i l s  o f  t h e  f i n a l  a s s a y  p r o c e d u r e s  d e v e l o p e d  

a l o n g  t h e  l i n e s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  S e c t i o n ,  and  u s e d  i n  

s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ,  a r e  g i v e n  i n  M e t h o d s .

The two m e t h o d s  q u o t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  m e a s u r i n g  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  a r e  t h o s e  o f  l iegeman 

( 1 9 6 6 a )  and  K en n ed y  & Fewson ( 1 9 6 8 b ) .  H egeraan ’ s a s s a y  m e a s u r e s  

t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  b e n z o y l f o r m a t e ,  w h ic h  h a s  an  e x t i n c t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  8 , 1  x  lO^'cm'^/mol a t  334nm. T h a t  o f  K en n ed y  & 

Fewson i n v o l v e s  c o u p l i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  t o  t h e  

r e d u c t i o n  o f  NAD', w h ic h  h a s  an  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  

6 . 2 2  X 10 cm ‘" /m ol  a t  340nm, w i t h  an  e x c e s s  o f  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e .  H egem an*s  a s s a y  i s  t o o  i n s e n s i t i v e  f o r  r o u t i n e  

u s e  s i n c e  i t  r e q u i r e s  t h e  a d d i t i o n  o f  t o o  much p r o t e i n  t o  

o b s e r v e  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  lo w  enzyme 

s p e c i f i c  a c t i v i t y .  I t  was t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  u s e  t h e  

c o u p l e d  a s s a y  o f  Keimedj & Fewson a s  i t  i s  75 t i m e s  m ore  

s e n s i t i v e  t h a n  H eg em an ’ s a s s a y .  Fewson ( p e r s o n a l  c o m m u n ic a t io n ) , ,  

h o w e v e r ,  s t a t e d  t h a t  K en n ed y  and  h e  h a d  n o t  d e v e l o p e d  o p t i m a l  

c o n d i t i o n s  f o r  m e a s u r i n g  t h i s  enzym e i n  b a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0 ,  

a n d  c o n s e q u e n t l y  t h i s  h a d  t o  b e  do n e  b e f o r e  t h e  a s s a y  c o u l d  b e  

u s e d  r o u t i n e l y ,

as.aû3L».

I t  was d e c i d e d  t o  f i n d  t h e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  

m e a s u r i n g  t h e  enzyme b y  t h e  d i r e c t  a s s a y  i n  b a c t e r i u m
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NGIB 8250  b e f o r e  d e v e l o p i n g  a n  a s s a y  f o r  t h e  m ore  c o m p le x  

c o u p l e d  r e a c t i o n  so  t h a t  i n f o r m a t i o n ,  u n c o m p l i c a t e d  b y  e f f e c t s  

on  t h e  c o u p l i n g  enzym e,  c o u l d  b e  o b t a i n e d  a b o u t  t h e  enzyme 

i t s e l f .

U s i n g  t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  o f  K en n ed y  & Few son ( 1 9 6 8 b )  

e x c e p t  t h a t  t h e  c o n e e n t r a t i o n  o f  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  was 

f o u r  t i m e s  h i g h e r ,  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  pH an d  b u f f e r  o f  

e x t r a c t i o n  was d e t e r m i n e d .  T a b l e  6 shows t h a t  o p t i m a l  a c t i v i t y  

(3 1 7  u n i t s / m g  p r o t e i n )  i s  o b t a i n e d  u s i n g  0 . 08M-K2HP0 ^-KH2F0 ^ 

b u f f e r  pH 8 . 0  a s  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  

showed t h a t  b e n z o y l f o r m a t e  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  p r o d u c e d  a  

p r e c i p i t a t e  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ;  b u t  t h i s  was o v e rc o m e  by 

l o w e r i n g  t h e  b e n z o y l f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  f ro m  8.3mM t o  830jJiI* 

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  

c o n c e n t r a t i o n  on  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  

i n d i c a t e d  t h a t  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f  3 3 . 3j i g / m l  g a v e  o p t i m a l  enzyme a c t i v i t y ;  t h i s  was t v / i c e  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  u s e d  by  K en n ed y  & Fewson ( 1 9 6 8 b ) .  The a c t i v i t y  

o f  t h e  enzyme v/as o p t i m a l  b e t w e e n  pH 5 . 9  and  6 , 1  w i t h  t h e  

a c t i v i t y  a t  pH 5 . 0  a n d  8 , 0  b e i n g  70 an d  6 5)j r e s p e c t i v e l y  o f  

t h e  o p t i m a l  v a l u e .

The c o u p l e d  a s s a y  d e p e n d s  on  t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  b e i n g  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e .  K en n e d y  ( 1 9 6 7 )  showed t h a t  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  p o s s e s s e d  l i t t l e  a c t i v i t y  a t  pH 6 . 0 ,  t h e  pH a t



T a b l e  6 .  E f f e c t  o f  b u f f e r  and  pH o f  e x t r a c t i o n  on t h e

a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  i n  

t h e  d i r e c t  a s s a y .

B a c t e r i u m  HCIB 8250 was grov/n on 5mH-L- 

m a n d e l a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and  

s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s ,  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  

t h e  v a r i o u s  b u f f e r s  t o  40mg w e t  w t o / m l  and s o n i c a t e d  i n  12ml 

a m o u n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p , 7 3 ) *  The e x t r a c t s  w e re  

c e n t r i  f u g e d  a t  1 2 ,  OOOg f o r  25 m in  a t  4^ and b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  was a s s a y e d  by  t h e  d i r e c t  a s s a y  a s  d e s c r i b e d  

i n  M e th o d s  ( p , 8 0 )  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  am oun t  o f  

b e n z o y l f o r m a t e  (2 5  j im ol)  a n d  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  (2 0 0  j ig )  

u s e d .  V a lu e  s f o r  t h e  s u e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme a r e  

e x p r e s s e d  a s  nm o l  s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e i n .
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B u f f e r  pjiCL pH o f  e x t r a c t i o n Enzyme s p e c i f i c  a c t i v i t y

0 . 08I.i-K^Hl-'U pli 6*0 p r e c i p i t a t e

0 . OBIu-KgHPO^-KHgBO, pH 7 . 0 261

0 . 08M-KgHBU^"-KHgB0, pH 8 . 0 317

0 .0  8l;i -  So d i  uja py r  o pho sp h a  t  e pH 6 .0 221

0 , 08M -Sodium ] ^ y ro n h o s p l in te  pH 7 , 0 177

0 , 0 8 i l -S o d iu m  p y r o p h o s p h a t e  pH 8 . 0 94

0 . 0 8ih-Hep es  pH 6 . 0 p r e c i p i  t u b e

0 .  08i,;-H epe s pH 7 . 0 p r e c i p i t a t e

0 .,08H~Hepes pH 3 , 0 312



1 1-0

w h ic h  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  i s  m e a s u r e d  i n  t h e  d i r e c t  

a s s a y .  C o n s e q u e n t l y  t h e  b u f f e r s  u s e d  i n  t h e  c o u p l e d  a s s a y  w e re  

a t  pK 8 , 0  o r  9 . 0 ,  pHs a t  w h ic h  t h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y .

U s i n g  t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  d e v e l o p e d  f o r  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  i n  t h e  p r e v i o u s  S e c t i o n  e x c e p t  f o r  t h e  u s e  o f  

T r i c i n e  pH 8 . 0  a s  t h e  a s s a y  b u f f e r ,  t h e  e f f e c t  o f  c o u p l i n g  t h e  

d e c a r b o x y l a t i o n  r e a c t i o n  t o  t h e  r e d u c t i o n  o f  i n  t h e

p r e s e n c e  o f  an  e x c e s s  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was 

d e t e r m i n e d .  B e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was  c o n t a i n e d  i n  c r u d e  

e x t r a c t s  p r e p a r e d  f ro m  c e l l s  grov/n on b e n z y l  a l c o h o l  a n d  

e x t r a c t e d  i n  0 . 08M -sod ium  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 , 0  o r  9 , 5  or 

0 . 0 8 L I - T r i c i n e  b u f f e r  pH 7 , 0  o r  9 . 5 ,  T h e s e  " c o u p l i n g  enzyme" 

e x t r a c t s  w e r e  u s e d  t o  c o u p l e  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  r e a c t i o n  t o  

t h e  r e d u c t i o n  o f  The r e s u l t s  shov/ed t h a t  o n l y  t h e  t i m e -

c o u r s G o f  t h e  r e a c t i o n s  i n  w h ic h  a  pH 9*5 e x t r a c t  was u s e d  h a d  

an  a p p r e c i a b l e  l i n e a r  p o r t i o n .

O nce  t h e  c h o i c e  o f  a  pH 9*5 b u f f e r  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  h a d  b e e n  d e c i d e d ,  t h e  e f f e c t  o f  

v a r y i n g  t h e  b u f f e r  a n d  pH o f  a s s a y  was  d e t e r m i n e d *  T a b l e  7 

shows t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  s o d iu m  p y r o P h o s p h a t e  b u f f e r  i n  t h e  

a s s a y  r e d u c e s  t h e  a c t i v a . t y  o f  t h e  enzyme by  a t  l e a s t  50^j* 

Maximum enzym e a c t i v i t y  v/as o b t a i n e d  u s i n g  T r i c i n e  pH 9 . 0  a s  

t h e  a s s a y  b u f f e r  a n d  T r i c i n e  pH 9 . 5  a s  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  

o f  t h e  c o u p l i n g  enzym e.

O nce t h e  c h o i c e  o f  a s s a y  a n d  e x t r a c t i o n  b u f f e r  h a d  b e e n  

d e c i d e d ,  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  c o u p l i n g  enzyme



T a b l e  7* The e f f e c t  o f  b u f f e r  and pH o f  a s s a y ,  and

b u f f e r  o f  e x t r a c t i o n  o f  t h e  c o u p l i n g  enzyme 

on  t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

i n  t h e  c o u p l e d  a s s a y .

B a c t e r i u m  MCIB 8250 _ was grov/n on  5mM-L- 

m a n d e l a t e  o r  5mM -benzyl  a l c o h o l  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  

h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  

B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  v/as e x t r a c t e d  by r e  s u s  p e n d i n g  

c e l l s  grov/n on man d e l s  t e  i n  0 * 08M“K2HP0^“KIi2P0^ b u f f e r  pH 8 . 0  

t o  40mg w e t  w t . / m l ,  a n d  s o n i c a t i n g  12ml o f  t h i s  s u s p e n s i o n  a s  

d e s c  r i b  ed i n  M e t h o d s  ( p . 73 )*  The c o u p l i n g  e n zym e, 

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  was e x t r a c t e d  by r e s u s p e n d i n g  

c e l l s  g rown on b e n z y l  a l c o h o l  i n  t h e  v a r i o u s  b u f f e r s  t o  50mg 

v/et w t . / m l , and  s o n i c a t i n g  12m l o f  t h i s  s u s p e n s i o n  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 7 3 ) .  A l l  t h e  e x t r a c t s  w e r e  c e n t r i f u g e d  

a t  1 2 , OOOg f o r  2 5min a t  4 °  ? a n d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

was a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 8 0 )  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  

o f  t h e  a s s a y  b u f f e r ,  and t h e  am o u n t  o f  c o u p l i n g  p r o t e i n  

( 2 7 0 - 3 1 0 j i g )  a n d  NAB ( 1 . 5 / m o l )  u s e d .  V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  ox t h e  enzyme a r e  e x p r e s s e d  a s  nmol s u b s t r a t e  

c o n v e r t e d / n i n / m g  p r o t e i n .
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c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e  v/as d e t e r m i n e d *  P i g ,  17  

shows t h a t  o v e r  a  v / ide  r a n g e  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

a c t i v i t y  a  s a t u r a t i n g  am oun t  o f  c o u p l i n g  enzyme i s  p r e s e n t  

e x c e p t  when t h e  l o v / e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o u p l i n g  enzyme (52 j ig  

p r o t e i n / m l )  i s  u s e d  a t  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e *  I t  was o b s e r v e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  i n i t i a l  

l i n e a r  p o r t i o n  o f  t h e  t i m e - c o u r s e  o f  t h e  r e a c t i o n  v/as l o n g e r  

v/hen t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o u p l i n g  enzyme w e r e  u s e d ,

A s i m i l a r  e f f e c t  was o b s e r v e d  v/hen t h e  NAD"  ̂ c o n c e n t r a * fc io n  was 

i n c r e a s e d *  I n  p r a c t i c e  a  MAD”̂  c o n c e n t r a t i o n  o f  ImM and  a  

c o u p l i n g  enzym e c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0 0 / g  p r o t e i n / m l  v /e re  

s u f f i c i e n t  t o  m a i n t a i n  a  l i n e a r  r e a c t i o n  f o r  t h e  f o u r  m i n u t e  

du  r a t i  on o f  t h  e e x p e r i m e n t ,

I t  v/as f o u n d  t h a t  s t o r a g e  o f  t h e  c o u p l i n g  enzyme e x t r a c t  

a t  - 6 0 °  g a v e  t h e  same r e a c t i o n  p r o f i l e  a s  t h e  u n f r o z e n  e x t r a c t .  

T he c o u p l i n g  p r o t e i n  e x t r a c t  was t h e r e f o r e  r o u t i n e l y  p r e p a r e d  

i n  l a r g e  q u a n t i t i e s  and  s t o r e d  a t  - 6 0 °  u n t i l  r e q u i r e d ,

1 ^ 2 ..a .iA .^ X £ ec t_ o f_ j)ro ie in _ frp aa_ n ^
jm tiv i:b y _ ^ _ M h z o y lf j^ ^

I t  was p o s s i b l e  t h a t  p r o t e i n  f ro m  n o n - i n d u c e d  c e l l s  o f  

b a c t e r i u m  NGIB 8250  c o u l d  i n t e r f e r e  v / i t h  t h e  a s s a y  o f  lo w  

l e v e l s  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  r e s u l t i n g  i n  

t h e  i n a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  lo w  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  

en zy m e .  The e f f e c t  o f  d i l u t i n g  e x t r a c t s  c o n t a i n i n g  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  w i t h  e x t r a c t s  o f  n o n - i n d u c e d  c e l l s  

was t h e r e f o r e  d e t e r m i n e d .  T a b l e  8 shov/s t h e  r e s u l t s  o f  t h e



P i g o1 7 .  The e f f e c t  o f  c o n e e n t r a t i o n  o f  c o u p l i n g  enzyme

on t h e  a c t i v i t y  o f  h e n s o y l f o r m a t e  d e c a r h o x y l ^ e e  

i n  t h e  c o u p l e d  a s s a y .

B a c t e r i u m  NGIB 8250  v/as grov/n on 5rnK“ L -  

m a n d e l a t e  o r  5 / i h ' h e n z y l  a l c o h o l  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  

h a r v œ s t e d , w a s h e d ,  and  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s .  B e n z o y l 

f o r m a t e  d e c a r b o x y l - s e  v/as e x t r a c t e d  by  r e  su s  p e n d i n g  c e l l s  grov/n 

on  man d e l  a t e  i n  0 .OcLi-K^HÏ-G^-KH^lO^ b u f fe r  pH 8 . 0  t o  40mg v/et 

v / t . / j ! i l ,  a n d  so n i  c a t !  n g  1 2m 1 o f  t h i  s s u s p e n s i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  

hi e t h  od B ( p . 7 5 ) .  The c o u p l i n g  enzyme , b en z a l d  eh y d e d ehy  d r  og ena s e , 

v/a s e x t r a  c t  ed by r e  su s  p en d i n g  c e l  1 s g rown on b en z y l  a l  co h o i  i n  

0 . 08]a“ 'T r i c i n e  b u f f e r  pH 9*5 t o  50mg v/et w t . / m l ,  a n d  s o n i c a t i n g  

18/nl o f  t h i s  s u s p e n s i o n  i n  t h e  50ml r o s e t t e  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e th o d s  ( p . 7 4 ) .  B o th  e x t r a c t s  w e re  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0 g  f o r  

25 m in  a t  4°* D i f f e r e n t  a m o u n ts  o f  t h e  e x t r a c t  c o n t a i n i n g  

ben z o . y l f o r n a t e  d e c a r b o x y l a s e  w e re  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  

and t h e  a c t i v n . t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  v/as m e a s u r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  ] . e t h o d s  ( p . 80 )  u s i n g  50 j i l  ( O ) ,  100j.il ( © ) ?

2 0 0 j i l  ( A ) ,  o r  5 0 0 j i l  ( A )  c o u p l i n g  enzym e,  w h ic h  c o r r e s p o n d s  

t o  a f i n a l  c one e n t r a t i  on o f  52y^g/ml, 1 0 5 j ig / m l ,  2 0 9 j ig /m l  o r  

525j i ; : /m l  r e s  ' ec t i  v e l y  o f  c o u p l i n g  enzyme i n  t h e  r e a c b i  on m i x t u r e
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T a b l e  0 .  The e f f e c t  o f  d i l u t i o n  w i t h  e x t r a c t s  made

f ro m  c e l l s  grov/n on s u c c i n a t e  on  t h e  a c t i v i t y  

o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e *

B a c t e r i u m  NCIB 8250  v/as g rown on f o u r  d i f f e r e n t  

o c c a s i o n s  on 5itvI-~L-m and e l a t e  o r  l O m i u - s u c c i n a t e  a s  s o l e  s o u r c e  

o f  c a rb o n j ,  h a r v e s t e d ,  w a sh e d  a n d  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s ,  B o th  t y p e s  o f  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 , 0 4 M - T r i s -  

HGl b u f f e r  pH 8 , 5 .  The c e l l s  g row n o n  m a n d e l a t e  w e r e  

s o n i c a t e d  i n  5ml a m o a n t s ,  and  c e l l s  g row n  on  s u c c i n a t e  i n  

25ml am o u n ts  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p o 7 3 ) .  A f t e r  b o t h  

t y p e s  o f  e x t r a c t  h a d  b e e n  c e n t r i f u g e d ,  t h e  s u c c i n a t e  e x t r a c t  

was u s e d  t o  d i l u t e  t h e  m a n d e l a t e  e x t r a c t  l / l O  o r  1 / 1 0 0 ,  

B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l e s e  was a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e th o d s  ( p . 8 0 ) ,  e x c e p t  t h a t  t h e  e x t r a c t  was n o t  h e a t e d ,  and 

NADH o x i d a s e  v/as a s s a y e d  u s i n g  200j.unol T r i s -HOI b u f f e r  

pll 9cO, an d  NADH d i s s o l v e d  i n  0 , 2 M -T r i s -H 0 1  b u f f e r  pH 9 . 0 ,  

V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  HADE o x i d a s e  a r e  e x p r e s s e d  

a s  nm ol s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e i n .  V a l u e s  f o r  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a r e  

e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  s n e c i f i c  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l 

f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  i n  t h e  u n d i l u t e d  e x t r a c t s  made f ro m  

c e l l s  g rown on m u n d e l e t e , The b e n z o y l f o r m a t e  was s t o r e d  a t  

- 1 0 ^  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  t h e  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

a s s a y  0



B e n z o y l f o r  r;i n 1 0 dec a rb  o xy 1 a s e

S u c c i n a t e  oxi.r^^ct Age of  t h e spec . i f i c  a c t i v i t y

o x i  S a a r  

s p e c i f i c  n t ' l i v i t y

b en z 0 y 1 f  o rnc t  e 

( d a y s )
Li 0

d i l u t i o n

1 / 1 0

d i l u t i o n

1 / 1 0 0  

d i l u t i o n

6 , 0 0 100 9 . 7 0 . 8 0

19 oO 1 100 8*2
no t  

t e s t e d

1 4 . 1 16 100 6 , 8 0

n o t  t e s  Leal 31 100 6*7 0



f i r s t  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  a l o n g  t h e s e  l i n e s  « F o r t u n a t e l y  

t h e  FADE o x i d a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  n o n - i n d u o e d  e x t r a c t  v/as a l s o  

m e a s u r e d 0 C l e a r l y j ,  d i l u t i o n  o f  t h e  enzyme l e a d s  t o  l o s s  o f  

a c t i v i t y I t  i s ,  h o w e v e r ,  i m p o s s i b l e  to  d e c i d e  f ro m  t h e s e  d a t a  

v / h e t h e r  t h e  e f f e c t  i s  d u e  t o  t h e  a g e  o f  t h e  b e n z o y l  f o r m a t e  o r  

t h e  a c t i v i t y  o f  FADE o x i d a s e *  (NADH o x i d a s e  c o u l d  i n t e r f e r e  by  

o x i d i s i n g  t h e  HADE f o r m e d  i n  t h e  c o u p l e d  s y s t e m ) *  E x p e r i m e n t s  

w e r e  u n d e r t a k e n  t o  s e p a r a t e  t h e s e  two e f f e c t s *  T a b l e  9 shows 

t h a t  s t o r a g e  o f  t h e  b e n z o y l f o r m a t e  d e c r e a s e s  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h e  d i l u t e d  e x t r a c t s  ; b u t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  d i l u t e d  e x t r a c t s  

i n  w h i c h  f r e s h  b e n z o y l f o r m a t e  i s  u s e d  i s  s t i l l  r e l a t i v e l y  

l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  u n d i l u t e d  e x t r a c t s *

T a b l e  10 shows t b n t  m o s t  o f  t h e  NADH o x i d a s e  a c t i v i t y  i s  

l o s t  on h e a t i n g  f o r  6 0 m in  a t  57^* F u r t h e r m o r e  i f  t h e  e x t r a c t s  

a r e  h e a t e d  f o r  60min  a t  3 7 ° ?  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  d i l u t e d  e x t r a c t  i s  a p p r o x i m a t e l y  e q u i v a l e n t  t o  

t h a t  i n  t h e  c o n c e n t r a t e d  e x t r a c t *  Removal  o f  FADE o x i d a s e  

a c t i v i t y  f r o m  t h e  c o u p l i n g  p r o t e i n  e x t r a c t  b y  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( h e a t i n g  t h e  e x t r a c t  a t  3 7 °  d e s t r o y s  t h e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y )  h a d  no  e f f e c t  on  t h e  

a c t i v i t y  o f  l o w  l e v e l s  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e .

B o t h  s t o r a g e  o f  t h e  b e n z o y l f o r m a t e  a n d  t h e  KAI)E o x i d a s e  

a c t i v i t y  o f  n o n - i n d u c e d  e x t r a c t s  r e d u c e d  t h e  a c t i v i t y  o f  low 

l e v e l s  o f  t h e  enzyme* C o n s e q u e n t l y  i n  s u b s e q u e n t  a s s a y s ,  

e x t r a c t s  i n  w h i c h  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  was 

t o  b e  e s t i m a t e d  w e r e  h e a t e d  f o r  60 m in  a t  3 7 ° ,  and f r e s h



T a b l e  9 .  The e f f e c t  o f  s t o r a g e  o f  b e n z o y l f o r m a t e  on

t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e *

B a c t e r i u m  NGIB 8250  was g rown on 5mM™I/™ 

m a n d e l a t e  o r  1 0 ] # l - s u c c i n a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  

h a r v e s t e d ,  w a s h e d  a nd  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s*  B o t h  

t y p e s  o f  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 * O i M - T r i s - H G l  b u f f e r  

pH 8 * 5 .  The c e l l s  g rown on m a n d e l a t e  w e r e  s o n i c a t e d  i n  5ml 

a m o u n t s , a n d  t h e  c e l l s  g rown  on  s u c c i n a t e  i n  25ml a m o u n t s  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p * 7 3 ) e  A f t e r  b o t h  t y p e s  o f  e x t r a c t  h a d  

b e e n  c e n t r i f u g e d ,  t h e  s u c c i n a t e  e x t r a c t  was  u s e d  t o  d i l u t e  

t h e  m a n d e l a t e  e x t r a c t  1 / 1 0 ,  1 / 2 0  o r  1 / 1 0 0 *  B e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  was  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  (p  * 8 0 ) ,  

u s i n g  f r e s h l y  p r e p a r e d  b e n z o y l f o r m a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  w h i c h  

h a d  b e e n  s t o r e d  a t  - 1 0 ° ,  e x c e p t  t h a t  t h e  e x t r a c t  was  n o t  

h e a t e d .  V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  a r e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  i n  t h e  u n d i l u t e d  

e x t r a c t s  made f r o m  m a n d e l a t e  g rown  c e l l s .
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T a b l e  1 0 .  The e f f e c t  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  on  t h e  a c t i v i t y

o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ,

B a c t e r i u T i  NGIB 8250  was g rown on 5mI4-L- 

m a n d e l a t e  o r  1 Or# - g l u t  a m a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  

w a s h e d ,  a n d  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  B o t h  t y p e s  o f  

c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  O . O i M - T r i s - H G l  b u f f e r  pH 8 . 5 ,  and  

s o n i c a t e d  i n  5ml a m o u n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p . 7 5 ) o  

A f t e r  b o t h  t y p e s  o f  e x t r a c t  h a d  b e e n  c e n t r i f u g e d ,  t h e  g l u t a m a t e  

e x t r a c t  was  u s e d  t o  d i l u t e  t h e  m a n d e l a t e  e x t r a c t  1 / 4 0  ̂ or \ j io ,  

t h e  e x t r a c t s  w e r e  i n a c t i v a t e d  a t  3 7 °  f o r  6 0 m i n ,

B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a nd  HABH o x i d a s e  w e r e  a s s a y e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  Me th ods *  V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  

enzymes  a r e  e x p r e s s e d  a s  nm ol  s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / r a g  

p r o t e i n .
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i l s

b e n z o y l f o r m a . t e  was  u s e d  i n  t h e  enzyme a s s a y *  The c o m p l e t e  

a s s a y  p r o c e d u r e  f o r  m e a s u r i n g  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

a c t i v i t y ,  b a s e d  on t h e  r e s u l t s  d e s c r i b e d  in. t h e  p r e c e d i n g  

S e c t i o n s ,  i s  g i v e n  i n  M e t h o d s .



:  :  9

1 « 1 Ci «L_ B e n z o a t e  g x i  cl a B e *

Of  t h e  enzyme s o f  t h e  m a j i d e l a t e  p a t h w a y  i n  ' b a c t e r i u m  

NOIB 8250  o n l y  b e n z o a t e  o x i d a s e  h a d  n o t  y e t  b e e n  d e t e c t e d  i n  

c e l l - f r e e  e x t r a c t s .  The o n l y  knovm c e l l - f r e e  a s s a y  f o r  t h i s  

enzyme v/as d e v i s e d  by  I c h i h a r a ,  A d a c h i ,  Hosokawa  & T a k e d a  

( 1 9 6 2 ) .  T h e s e  w o r k e r s  a s s a y e d  t h e  enzyme f r o m  P ,  f lu .  o r e  sc  en s 

1.03-15, P.3. a e r u y i n o s a  B-25  a n d  M i c r o c o c c u s  i i r e a e  E t  by 

m e a s u r i n g  o x y g e n  u u t a k e  i n  t h e  l / a r b u r g  a p p a r a t u s .  S i n c e  t h e  

m a n o m e t r i c  a s s a y  was  t h e  o n l y  known a s s a y  f o r  t h i s  enzyme,  i t  

v/as d e c i d e d  t o  d e v e l o p  a s i m i l a r  a s s a y  f o r  t h e  b e n z o a t e  

o x i d a s e  o f  b a c t e r i u m  NOIB 8 2 5 0 ;  a n d  t h e n ,  i f  p o s s i b l e ,  

a d a p t  t h i s  a s s a y  so  t h a t  t h e  enzyme c o u l d  b e  m e a s u r e d  

s u e c t r o p h o t o m e t r i o a l l y *

l o i  , 3 * 1 .  The a s  s a y _ o f  b en z o a t e  o x i  d a s  u  s i n y  t h  e m e t h  o d o f  
c M l i a r y  _n:L n l ,  ( 1962

The a s s a y  o f  I c h i h a r a  e t  a J ,  ( 1 9 6 2 )  i n v o l v e s  me r-su  r i n g  t h e  

o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  b e n z o - ^ t c ,  and  

t a k i n g  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  tvra v a l u e s  a s  t h e  b e n z o a t e  

o x i d a s e  a . c t i v i t y *  T h i s  p r o c e d u r e  i s  n e c e s s a r y  a s  t h e r e  i s  a  

h i g h  e n d o g e n o u s  u p t a k e  o f  o x y g e n .  I n  t h e i r  a s s a y  ati KABPH 

g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  v /h ich  c o n s i s t e d  o f  NADP'^, g l u e  o s e - 6 -  

p h o s p h a t e ,  a n d  g l u e o s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e m s e , o r  an  NABH 

g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  w h i c h  c o n s i s t e d  o f  PAD'*', e t h a n o l  a n d  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e ,  Pe'^ i o n s  a nd  ChSH w e r e  r e a u i r e d  i n  a d d i t i o n  t o

b e n z o a t e  f o r  enzyme a c t i v i t y .

U s i n g  t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  o f  I c h i h a r a  e t  a l .  ( 1 9 6 2 )  w i t h



1 ^ 0

a c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  ‘b a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0  p r e p a r e d  by  

u l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n ,  v e r y  l o w  a c t i v i t y  ( 0 . 5 - 2 . 5  u n i t  s / m g  

p r o t e i n )  was o b t a i n e d  u s i n g  t h e  NABH g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  a n d  no 

a c t i v i t y  was  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  NABFH g e n e r ' ^ . t i n g  s y s t e m .  T h i s  

a c t i v i t y  u s i n g  t h e  NABH g e n e r a t i n g  s y s t e m  was a b o l i s h e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  i o n s  o r  e t h m o l ; b u t  was  n o t  a l t e r e d  by

c h a n g i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  G-SH o r  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  

i o n s ,  G-SH o r  e t h a n o l  d u r i n g  t h e  u l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n  o f  t h e  

c e l l s *  U l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n  i m d e r  n i t r o g e n  d i d  n o t  g i v e  a n y  

a c t i v i t y .

lA l.^ 2 .^ J ilffe c t„ .o f_ â le c ti^
benELor:he_i]%idan_e^^

A l t h o u g h  b e n z o a t e  o x i d a s e  i s  a  d i o x y g e n a s e ,  i t  r e n u i r e s  

NABH f o r  a c t i v i t y  a s  do s e v e r a l  m o n o o x y g e n a s e s . 

l ' . î onooxygenases  commonly r e  n u i  r e  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f l a v i n  

n u c l e o t i d e  c o f a c t o r  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y ,  a n d  so  i t  was  

d e c i d e d  t o  s e e  v / h e t h e r  t h e  enzyme a c t i v i t y  c o u l d  b e  i n c r e a s e d  

b y  t h e  p r e s e n c e  o f  FAD. F i g y l B  shows t h a t  t h e  a c t i ^ / i t y  o f  t h e  

enzyme i s  t h r e e  f o l d  h i g h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o p t i m a l  a m o u n t s  

o f  FAD ( 5 m ) .

Once i t  h a d  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  FAD was  r e a u i r e d  f o r

enzyme a c t i v i t y ,  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  enzyme a s s a y  w e r e

d e v e l o p e d *  By s u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n s  i t  was  f o u n d  t h a t

o p t i m a l  a c t i v i t y  was  o b t a i n e d  u n d e r  t h e  f o l l o v / i . n g  c o n d i t i o n s .

The c e l l s  grov/n on b e n z o a t e  w e r e  r e  s u s p e n d e d  t o  100m g  w e t  

w t . / m l  i n  0 o 0 5 h - T r i s - H G l  b u f f e r  pH 7«5> and  a 4 - 6 m l  a m o u n t  was



PI  g  *18, The e f f e c t  o f  PAD on  t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z o a t e

o x i d a s e *

B a c t e r i u m  NGIB 8250 was g ro w n  on 2 : r l i » b e n z o a t e  

a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d , s t o r e d ,  a n d  

s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s *  B e n z o a t e  o x i d a s e  was  

m e a s u r e d  m a n o m e t r i c a l l y  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p . 8 5 )  

e x c e p t  t h a t  t h e  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  Tris--KG1 b u f f e r  pH 7» 5 

( 200j.imol)j PedO^ ( I j i m o l ) ,  e t h a n o l  ( 5 0 j i m o l ) ,  G3H ( l O i m o l )  ,

NAD ( 5OO21R0I ) ,  a l c o h o l  d e h y d r o  g en  a s  e ( l ô U ) ,  e x t r a c t  (lOrng 

DTo t e± n ) ,  and e i  t h e r  b e n z o a t e  ( 2 juno 1 ) o r  d i s  t i l l e d  w a t e r .



B e n z o a te  o x i d a e e  e i ^ e c i f i c  a c t i v i t y  

(nmol oxygen consum ed/m in /m g p r o t e i n ) ,

w
o
op:
o0Î3ct-H
toC-l*H*

03

O'

toO



:  3 ^

p i p e t t e d  i n t o  a  1 dram T r i d e n t  c o n t a i n e r , The c o n t a i n e r  was 

t h e n  p l a c e d  i n  a  c h i l l e d  h r a s s  h o l d e r ,  and t h e  b r a s s  h o l d e r  

was s c r e w e d  o n t o  t h e  h o r n  o f  t h e  S o n i p r o b e  a n d  l o w e r e d  i n t o  an  

i c e - v / a t e r  s l u r r y .  The c e l l s  w e r e  s o n i c a t e d  f o r  f-min a t  a 

c u r r e n t  o f  2 . 5 - 3 , 0A« The e x t r a c t  was c e n t r i f u g e d  a t  4^ f o r  

25min  a t  1 2 , 0 0 0 £ ,  a n d  t h e  s u n e r n a t e  was a s s a y e d  f o r  b e n z o a t e  

o x i d a s e  a c t i v i t y .  The r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  i n  a d d i t i o n  

t o  enz ym e,  T r i s - h C l  b u f f e r  pH 7 , 5  ( 2 0 0 jiino 1 ) , } ? e S O ( lyimo 1 ) , 

e t h a n o l  ( lO O j im o l ) ,  HAD"* ( I j i m o l ) ,  FAD ( l O n m o l )  , a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  (4U)  and  e i t h e r  b e n z o a t e  (2 j imol )  o r  d i s t i l l e d  

w a t e r .

F i g , 19 shows t h e  t i m e - c o u r s e  o f  o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  

b e n z o a t e  o x i d a s e  a s s a y  u n d e r  o p t i m a l  c o n d i t i o n s .  The d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h e  o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  p r e s e n c e  an d  a b s e n c e  o f  

b e n z o a t e  i s  t a k e n  a s  a m e a s u r e  o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y ,  

w h i c h  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  c o r r e s p o n d s  t o  a  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  

18 u n i t s / m g  p r o t e i n .  T a b l e  11 shows t h a t  t h e r e  i s  an  a b s o l u t e  

r e a u i r e m e n t  f o r  Fe"*"  ̂ i o n s  a n d  e t h a n o l  f o r  enzyme a c t i v i t y ,  an d  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  NAD‘ , FAD o r  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  t h e  enzyme 

a c t i v i t y  i s  r e d u c e d  by  a t  l e a s t  GoH i s  n o t  r e q u i r e d  f o r

enzyme a c t i v i t y ,

kv e n  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  h o w e v e r ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

enzyme i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  i s  o n l y  5 - 1 5 k  o f  t h a t  i n  v.diole 

c e l l s .  I t  was t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  s e e  v / h e t h e r  t h e  a c t i v i t y  

o f  t h e  enzyme c o u l d  b e  i n c r e a s e d  by t h e  u s e  o f  o t h e r  e l e c t r o n  

a c c e p t o r s ,  V/lien t h e  f o l l o v / i n g  compounds  a t  a  f i n a l



F i g e  19* T i m e - c o u r s e  o f  o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  b e n z o a t e

o x i d a s e  a s s a y .

B a c t e r i u m  KGIB 8250  was  g rown o n  2 m M - b e n z o a t e  

a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  and  . 

s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  B e n z o a t e  o x i d a s e  was  

m e a s u r e d  m e m o m e t r i e  a l l y  by  s u b t r a c t i n g  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  

o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  b e n z o a t e  ( #  ) f ro m  t h e  r a t e  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b e n z o a t e  ( O ) ^  Eac h  W a rb u r g  f l a s k  

c o n t a i n e d ,  i n  a  v o l u m e  o f  2ral ,  T r i s - H G l  b u f f e r  pH 7^5 

( 2 0 0 j i m o l ) ,  PeSO^ ( I j i m o l ) , e t h a n o l  ( l O O j im o l ) ,  NAD' ( I j i m o l ) ,

FAD ( l O n m o l ) ,  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  ( 4 Ü ) ,  e x t r a c t  ( 4-5mg 

p r o t e i n ) ,  a n d  e i t h e r  b e n z o a t e  ( 2j .mol)  o r  d i s t i l l e d  w a t e r .

The r e a c t i o n  was s t a r t e d  by t i p p i n g  t h e  b e n z o a t e  o r  d i s t i l l e d  

w a t e r  i n t o  t h e  m a i n  c o m p a r t m e n t  f r o m  t h e  s i d e  a rm.
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T a b l e  11,, The e f f e c t  o f  o m i t t i n g  r e a g e n t s  f ro m  t h e

" b e n z o a t e  o x i d a s e  a s s a y  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h e  enzyme*

B a c t e r i u m  NGIB 8250  v/as grovm on 2mivi-b e n z o a t e  

a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ^  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  a n d  

s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s *  B e n z o a t e  o x i d a s e  was  

m e a s u r e d  m o n o m e t r i c a l l y  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p * 8 5 )  e x c e p t  

t h a t  t h e  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  T r i s - d i C l  b u f f e r  pH 7» 5 ( 2 0 0 j i m o l ) ,  

FeSÔ j  ̂ ( I j i n i o l ) ,  e t h a n o l  ( 5 0 j i m o l ) ,  G OH ( l O p . m o l ) , f  (BOOnmol) 

FAD ( l O n m o l ) ,  a l c o h o l  d e h y d r o g e n ' ^ s e  ( 1 6 I J ) ,  e x t r a c t  ( lOmg 

p r o t e i n )  an d  e i t h e r  b e n z o a t e  ( 2 p m o l ) o r  d i s t i l l e d  w a t e r *

V a l u e s  f o r  t h e  s n e c i f i c  a c t i v i t y  o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  a r e  

e x D r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  s n e c i f i c  a c t i v i t y  o b t a i n e d  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  a l l  bhe r e a c t i o n  c o m p o n e n t s  *
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R e a c t i o n  c o m p o n e n t  

o m i t t e d

B e n z o a t e  o x i d a s e  

r  e l  a t i v  e 

s p e c  i  f i c  a c t i v i t y

None 100

G-SH 107

i'l AD 59

H t h a n o l 0

FAD 39

I i' “i*He i o n s 0

A l e o l i o l  d e h y d r o g e n a s e 50



o
c o n c e n t r a t i o n  o f  5p-ïvl o r  500yiL: w e r e  s u b s t i t u t e d  f o r  FAD i n  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e ,  t h e r e  was no o r  n e g l i g i b l e  b e n z o a t e  o x i d a s e  

a c t i v i t y 5 a s c o r b a t e ;  c y t o c h r o m e  c ;  2 , 6 - d i c h l o r o n h e n o l -  

i n d o p h e n o l ;  6 , T - d i m e t h y l - G ? 6 , 7 , 8 “ t e t r n h y d r o p t e r i n e ;  Fi l l  ; 

m e t h y l e n e  b l u e  ; n o t a s s lum f e r r i c y a n i d e  ; r i b o f l a v i n  o r  

t e t r a h y d r o f o l i c  a c i d .  The a d d i t i o n  o f  a s c o r b a t e  o r  c y t o c h r o m e  

c ,  a t  t h e  a b o v e  c o n c e n t r a t i o n s ,  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

c o n t a i n i n g  FAD d i d  n o t  i n c r e a s e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme,

1 , 1 * 3 ,3* Ef f e c t  o f  m e t a l  i o n s  on t h e  a c t i v i t y o f  b e n z o a t e
o x i d f ^ . .

The e f f e c t s  o f  Fe*̂ *̂ '*’", , Hg*’’*, Gu"^  ̂ , Zn’̂ ^ o r  Ni ' ^  i o n s ,

a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  50jfM, 300pM o r  5mii, on t h e  a c t i v i t y  

o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  w e r e  t e s t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  

Fe '  i o n s .  O nl y  Fe i o n s  g a v e  any  a c t i v i t y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

F e ‘ *̂ i o n s ,  an d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Fe ’̂'*̂  i o n s ,  no i o n  g a v e  a n  

i n c r e a s e  i n  enzyme a c t i v i t y *

3. FJ., 3 * 4 , A f f e c t  o f  o t h e n  e nzyme c o f n c t o r s  on t h e  g c t i v j . t y  o f  
b e n z o a t e  o x i d a s e .

B e n z o a t e  o x i d a s e  c a t a l y s e s  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  b e n z o a t e

so t h e r e  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  enzyme r e q u i r e s  t h e

p r e s e n c e  o f  c o f a c t o r s  w h i c h  a r e  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h

d e c a r b o x y l a s e s .  C o n s e q u e n t l y  t h e  e f f e c t  o f  l i p o a t e  ( 5piM) ,

GoA (5plvl)? ATP (500j.tvi),  t h i a m i i n e  p y r o p h o s p l i a t e  (5)D-0?

A.ÏP -h Mg^ i o n s  (hOOjild), GoA -i- ATP, GoA 4- Mg^*  ̂ i o n s ,  GoA *i-

ATP 4. i o n s ,  Mg' i o n s  4- A33? + GoA + t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e ,

l i p o a t e  'Î- GoA -f- i o n s  4- ATP o r  l i p o a t e  1 Co A. 1 Mg*̂ * i o n s

ATP a  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  on t h e  enzyme a s s a y  was t e s t e d .

I n  no c a s e  was t h e r e  a n  i n c r e a s e  i n  enzyme a c t i v i t y  o b s e r v e d .
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I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  e n d o g e n o u s  NADII o x i d a s e  a c t i v i t y  

d i v e r t s  e l e c t r o n s ,  w h i c h  w oul d  n o r m a l l y  h a v e  g o n e  f ro m  GADH 

t o  t h e  b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m ,  t o  t h e  NADH o x i d a s e  s y s t e m .  

A t t e m p t s  w e r e  t h e r e f o r e  made t o  b y - p a s s  o r  p r e f e r e n t i a l l y  

i n h i b i t  t h e  NADH o x i d a s e  s y s t e m ,  Many d i f f e r e n t  a p p r o a c h e s  

w e r e  t r i e d ;  b u t  i n  no c a s e  was  an  i n c r e a s e  i n  b e n z o a t e  

o x i d a s e  a c t i v i t y  o b s e r v e d ,  and i n  many c a s e s  t h e  enzyme was i n  

f a c t  i n a c t i v a t e d .  T h e s e  i n c l u d e d :  e x t r a c t i o n  a n d / o r

c e n t r i f u g a t i o n  a t  27^? t h e  d i r e c t  f o r m a t i o n  o f  FADE2 n s i n g  

D - a l a n i n e  and  D-amino  a c i d  o x i d a s e ,  o r  g l u c o s e  and  g l u c o s e  

o x i d a s e ;  d e l a y e d  a d d i t i o n  o f  b e n z o a t e ;  a n d  t h e  a d d i t i o n  o f  

c u p f e r r o n  ( lOjf . l ,  lOOpJvï o r  300j. iU), s a l i c y l a l d é h y d e  o x i m e  (lOjfvi 

o r  300yM) , s o d i u m  d i e t h y l d i t h i o  ca rbarn  a t e  (lyilVi o r  30jf.1) o r  

2 p 2 ~ b i p y r i d y l  (5jiîi, lOOjf l  o r  IrnM) *

j [ o r _ j d ^

E v i d e n c e  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  o x y g e n  u p t a k e  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  b e n z o a t e  i s  due  t o  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  b e n z o a t e ,  

a n d  n o t  t o  a  n o n - s p e c i f i c  s t i m u l a t i o n  o f  NADH o x i d a s e ,  i s :

( 1 )  t h e  v e s s e l s  v/hicl i  c o n t a i n e d  b e n z o a t e  g a v e  a  p o s i t i v e  

R o t h  e r a  t e s t  f o r  k e t o n e s  ( p r e s u m a b l y  ^ o x o a d i p a t e )  ; a n d

( 2 )  e x t r a c t i o n  and m e a s u r e m e n t  o f  t h e  b e n z o a t e  f r o m  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  a f t e r  45min  i n c u b a t i o n  show ed  t h a t  o v e r  h a l f  

t h e  b e n z o a t e  h a d  d i s a p p e a r e d .



^  Mu, 0

A l t h o u g h  i t  i s  p o s s i b l e  t o  me a. s u r e  b e n z o a t e  o x i d a s e  

a c t i v i t y  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  t h e  a s s a y  d e v e l o p e d  i s  

u n s u i t a b l e  f o r  r o u t i n e  m e a s u r e m e n t  o f  enzyme a c t i v i t y *  T h i s  

i s  m a i n l y  b e c a u s e  a  l a r g e  am ou n t  o f  p r o t e j . n  l8mg)  i s  r e a u i r e d  

t o  m e a s u r e  i n d u c e d  l e v e l s  o f  t h e  enzyme,  a nd  c o n s e q u e n t l y  t h e  

m e a s u r e m e n t  o f  t h e  k i n e t i c s  o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  i n d u c t i o n  

w o u l d  r e q u i r e  a n  e x o r b i t a n t  a m o u n t  o f  p r o t e i n  a s  t h e  o r i g i n a l  

un  i n d u c e d  enzyme l e v e l s  a r e  l e s s  t h a n  l y  o f  t h e  i n d u c e d  l e v e l . .  

As a r e s u l t  i t  was  d e c i d e d  t o  s t o p  w o r k i n g  on  t h i s  enzyme 

a l t h o u g h  a  s p e c t r o p h o t o r n e t r i c  a s s a y  h a d  n o t  b e e n  d e v e l o p e d *  

f * J o  Roach  ( Pew s o n  e„t ^1* , 1 9 7 0 ) ,  h o w e v e r , d e v e l o p e d  a w h o l e  

c e l l  a s s a y  f o r  t h e  enzyme w h i c h  m e a s u r e d  b e n z o a t e  

d i s a p p e a r a n c e ,  a n d  t h i s  a s s a y  was u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  on 

t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u e t i o n «
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T h e s e  enzymes  w e r e  e x t r a c t e d  an d  a s s a y e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  

m e t h o d s  o f  K e n n e d y  & Pewson  ( 1 9 6 8 b ) ,  S a t i s f a c t o r y  r e a c t i o n  

r a t e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  e a c h  enzyme a n d  a s  a  r e s u l t  no 

a l t e r a t i o n s  w e r e  made i n  t h e s e  enzyme a s s a y s  a t  t h i s  s t a g e  o f  

t h e  p r o j e c t .  K x c e p t  f o r  L-m o n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e , t h e  i n i t i a l  

t i m e - c o u r s e  o f  t h e  r e a c t i o n s  was l i n e a r o  I n  t h e  c a s e  o f  t h i s  

en z y m e ,  a  v a r y i n g  r a t e  was  o b t a i n e d  o v e r  t h e  i n i t i a l  p e r i o d  o f  

t h e  r e a c t i o n  ow in g  t o  t h e  e n d o g e n o u s  r e d u c t i o n  o f  t h e  dy e  by 

t h e  enzyme e x t r a c t *  T h i s  s i t u a t i o n  l a s t e d  f o r  up t o  4 5 s ,  

v /h e re u p o n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  b e c a m e  l i n e a r .  C o n s e q u e n t l y  t h e  

r a t e  o v e r  t h e  f i r s t  4 5 s  was  i g n o r e d  when t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  

enzyme was  m e a s u r e d .
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J l m s i i r e n e n t  o f  t h e  ac/ .klyi ty_ o f  t h e  m a n d e l a t e  pa th vfa y
e n z y m es  i n  t h e  o n e  e x t r a c t *

As d e s c r i b e d  i n  t h e  I n t r o d u c t i o n ,  i t  i s  a d v a n . t a g e o u s  t o  

b e  a b l e  t o  m e a s u r e  a l l  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  en zy mes  i n  t h e  

on e  e x t r a c t *  T h u s ,  h a v i n g  w o r k e d  o u t  s a t i s f a c t o r y  m e t h o d s  

f o r  a s s a y i n g  a l l  t h e  enzymes  ( e x c e p t  b e n z o a t e  o x i d a s e ) ,  t h e  

n e x t  p r i o r i t y  was  t o  m e a s u r e  them i n  t h e  o n e  e x t r a c t ,

l i u 2 j L l _ ^ 0 h a i O € L _ ^ f J m . f ^ ^  assay * .

E x p e r i m e n t s  o f  Ke nne dy  ( 1 9 6 7 )  showed  t h a t  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  c o u l d  o n l y  b e  m e a s u r e d  i n  e x t r a c t s  

p r e p a r e d  i n  pH 8*5 b u f f e r .  Sodium p y r o p h o s p h a t e  c o u l d  n o t  b e  

u s e d  a s  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  s i n c e  T a b l e s  6 a n d  7 show t h a t  

t h i s  b u f f e r  i n h i b i t s  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e *  The 

e x t r a c t i o n  b u f f e r ,  T r i s -HO I ,  was t h e r e f o r e  c h o s e n  b e c a u s e  i t  

b u f f e r e d  w e l l  i n  t h e  r a n g e  pH 8*0  t o  9 . 0  (pKa  = 8 , 5 ) ,

The e x t r a c t i o n  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzymes  i n  0 ,0 8 M -  

T r i s - H G l  b u f f e r  pH 8 * 0 ,  8 , 5  o r  9 , 0  i s  shovm i n  T a b l e  1 2 ,  I n  

t h i s  e x p e r i m e n t  T r i s - H O l  b u f f e r  v/as u s e d  t o  a s s a y  t h e  tv/o 

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s , b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  and  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  r a t h e r  t h a n  t h e  b u f f e r s  u s e d  by 

K e n n e d y  & Pewson  ( 1 9 6 8 b )  so  a s  t o  m a i n t a i n  t h e  h o m o l o g y  

b e t w e e n  t h e  a s s a y  and  e x t r a c t i o n  b u f f e r .  P h o s p h a t e  b u f f e r  

pH 7*0 was u s e d  t o  a s s a y  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  c a t e c h o l  

o x y g je n as e  a n d  NADH o x i d a s e  a s  Ken nedy  ( 1 9 6 7 )  a n d  Pev/son 

( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s )  h a d  o b t a i n e d  o p t i m a l  a c t i v i t y  o f  t h e s e  

en z ym es  a t  pH 7 * 0 ,  a  pH a t  w h i c h  T r i s -HOI d o e s  n o t  b u f f e r  w e l l ,



l e  12* The e f f e c t  o f  pH o f  e x t r a c t i o n  on t h e  a c t i v i t y

o f  t h e  enzymes  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y .

Bacterium iiCIB 8250 v/as grown on 5mK-L- 

in and e l a t e  as s o l e  source  o f  carbon, h a r v e s t e d ,  washed, and 

s to r e d  as d escr ib ed  in  M ethods, C e l l s  were resuspended in  

0 , 08k'i-Tris-nCl b u f f e r  pH 8*5,  pH 9 . 0  or pH 9 . 5  to 50mg wet 

wt , / m l , and s o n ic a te d  in  12m]. amounts a s des c r i b e d  in  

Methods ( p c 7 3 ) .  The e x t r a c t s  were c e n t r i f u g e d  a t  1 2 ,0 0 0 g  

for 25 mill a t  4' ?̂ and the su n crn ates  were a ssayed  as  

d e s c r ib e d  in  Methods with  the  e x c e p t io n  of th e  assay  b u f f e r  

used  whi ch i s  in d i c a t e d  in  the Table ,  A f te r  the r e a c t i o n  was 

com plete  the a c t u a l  pH o f  the r e a c t i o n  m ixture  was determined  

by means o f  iiic r o e l o c t r o d e s , Y^ .̂lues for the s p e c i f i c  a c t i v i t y  

of the  enzyme s are exp ressed  as nmol s u b s t r a t e  c o n v e r te d /m in /  

mg p r o t e in .
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1 c  1

The l e v e l s  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e j  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e 9 c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a n d  NADH o x i d a s e  p r e s e n t  i n  

t h e  t h r e e  e x t r a c t s  a r e  c o n i n a r a b l e  w i t h  t h e  l e v e l s  o b t a i n e d  by 

K ennedy  & Pewson  ( 1 9 6 8 b ) ,  a n d  r e p r e s e n t  a  s a t i s f a c t o r y  am ou n t  

o f  enzyme e x t r a c t e d  f ro m  t h e  c e l l s , The a c t i v i t y  o f  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  h o w e v e r ,  i s  e x t r e m e l y  l o w  ( a p p r o x i m a t e l y  

1 / 5  o f  t h e  a m o u n t  f o u n d  b y  Kenn ed y  & Pev/son)  , a n d  d e c r e a s e s  

w i t h  i n c r e a s i n g  pH o f  e x t r a c t i o n »  The  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i s  a l s o  v e r y  lo w  e s p e c i a l l y  a t  t h e  

l o w e r  pHs o f  e x t r a c t i o n .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  h a l f “ l i f e  o f  

t h e  l a b i l e  enzyme i s  t o o  h i g h  f o r  i t s  c o m p l e t e  h e a t  

i n a c t i v a t i o n  i n  2h a t  37^ ( T a b l e  4 ) ,  an d  t h u s  some o f  t h e  

m e a s u r e d  a c t i v i t y  o f  t h e  s t a b l e  enzyme i s  r e a l l y  t h a t  o f  t h e  

l a b i l e  enzyme*

S i n c e  t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  was 

l o w  when i t  was  e x t r a c t e d  and  a s s a y e d  i n  T r i s  b u f f e r ,  a 

c o m p a r i s o n  o f  i t s  a c t i v i t y  v;hen e x t r a c t e d  and a s s a y e d  i n  

d i f f e r e n t  b u f f e r s  was m ad e ,  and t h i s  i s  shown i n  T a b l e  1 3 o The 

a c t i v i t y  o f  b a i z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  i s  h i g h e r  when t h e  

enzyme i s  e x t r a c t e d  i n  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  r a t h e r  t h a n  T r i s -  

HCl bnjT f  e r  ; b u t  t h e  u s e  o f  T r i s - H G l  b u f f e r  pH 8 , 5  a s  t h e  

e x t r a c t i o n  b u f f e r  a n d  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9 . 0  a s  

t h e  a s s a y  b u f f e r  p r o d u c e s  an  a c c e p t a b l e  l e v e l  o f  enzyme 

a c t i v i t y *

I n  t h i s  S e c t i o n  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was  e x t r a c t e d  

i n  T r i s - H C l  b u f f e r  a s  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a d  shown t h a t



T a b l e  1 3 .  The e f f e c t  o f  pH a n d  b u f f e r  o f  e x t r a c t i o n  and

a s s a y  on  t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a nd  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e *

B a c t e r i u m  NGIB 8250 was g rown on Smli-L- 

m a n d e l a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  a n d  

s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th od s*  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  

0*08M“ T r i S “ HGl b u f f e r  pH 8 , 5  o r  pH 9 . 5 ?  o r  0 , 08M«sodium 

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 8 , 5  t o  50mg w e t  w t * / m l , a n d  s o n i c a t e d  

i n  12ml  a m o u n t s  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( p , 7 3 ) o The e x t r a c t s  

w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  25min  a t  4-*̂ , a n d  t h e  s u p e r n a t e s  

v æ r e  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  

a s s a y  b u f f e r  u s e d  whi  ch i s  i n d i c a t e d  i n  t h e  T a b l e ,  A f t e r  t h e  

r e s e t  i o n  \ /as  c o m p l e t e  t h e  a c t u ’'hi uH o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

v;9s d e t e r m i n e d  by mean s  o f  m i c r o e l e c t r o d e s , V a l u e s  f o r  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  en z y m es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nm ol  s u b s t r a t e  

c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e j . n .

A f t e r  e x t r a c u i o n  t h e  pH 8 , 5  e x t r a c t  was  t i t r a t e d  

w i t h  t h e  am ou n t  o f  0 . 2H-NaOH r e q u i r e d  t o  a l t e r  t h e  pH o f  a 

0 . 0 8 i i - T r i S “HGl b u f f e r  c o n t a i n i n g  no p r o t e i n  f r o m  8*5 t o  9 . 5  

a s  d e s c r i b e d  i n  T e x t  p , 1 3 3 .
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a l t h o u g l i  t h e  t o t a l  h e n z a l d  e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  v/as 

g r e a t e r  t h a n  80 u n i t  s / m g  n r o t e i n ,  t h a t  o f  t h e  l a b i l e  

b en % a i d  e h y d e  d e h y d r o g e n a  s e  d i d  n o t  e x c e e d  50 - u n i t s / m g  p r o t e i n .  

Thus  o n l y  n e g l i g i b l e  a c t i v i t y  o f  t h e  l a b i l e  enzyme r e m a i n e d  

a f t e r  2h h e a t i n g  a t  5 7 ^ o As e x t r a c t i o n  o f  t h e  l a b i l e  

b e n z a i d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i n  pH 8 , 5  b u f f e r  was  t o o  l o w  f o r  

i t s  c o m p l e t e  i n a c t i v a t i o n  i n  2h a t  5 7 ^ ,  t h e  pH o f  p a r t  o f  t h e  

e x t r a c t  was  r a i s e d  t o  9 , 5  w i t h  0 , 2N-NaOH, The b e n z a i d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  t r e a t e d  e x t r a c t  was  t h e n  c o m p a r e d  

v / i t h  t h a t  o f  u n t r e a t e d  e x t r a c t s .  T a b l e  13 shows  t h a t  a l t h o u g h  

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  two enzymes  i s  s l i g h t l y  l o v / e r  i n  t h e  a l k a l i  

t r e a t e d  e x t r a c t , t h e  r e m a i n i n g  a c t i v i t y  s t i l l  r e p r e s e n t s  an 

a c c e p t a b l e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  a c t i v i t y  i n  t h e  uH. 9 5  e x t r a c t .

S i n c e  n o n e  o f  t h e  enz ym es  i s  e x t r a c t e d  a t  t h e  pH a t  w h i c h  

i t  i s  a s s a y e d ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t h a t  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  

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

r e a c t i o n  m i x t u r e  a t  a  c o n s t a n t  v a l u e .  I t  was  f o u n d ,  h o w e v e r ,  

t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  5 00 j i l  o f  p r o t e i n  e x t r a c t e d  i n  0 , 0 8 1 - T r i s  

b u f f e r  pH 8 , 5  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a l t e r e d  t h e  pH o f  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  b y  up  t o  0 , 2  u n i t s .  C o n s e q u e n t l y  t h e  

cone  e n t r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t i o n  b u f  f  e :c was  h a  1 v e d , T h i s  was 

s u f f i c i e n t  t o  m a i n t a i n  t h e  pH o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a t  a  

c o n s t a n t  v a l u e ,  h a d  no a d v e r s e  e f f e c t  on a ny  o f  t h e  enzyme 

a c t i v i t i e s ,  an d  a c t u a l l y  i n c r e a s e d  t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .  I n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ,  t h e r e f o r e ,  

a l l  t h e  en z ym es  v /e re  e x t r a c t e d  i n  0 , 0 4 U - T r i s - H 0 1  b u f f e r  pH 8 , 5 »



1 2  4

/Vs a  c o n s e a u e n o e  o f  l o w e r i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

e x t r a c t i o n  b u f f e r  f r o m  0,081.1 t o  0.0411, t h e  pH o f  t h e  p o r t  o f  

t h e  e x t r a c t  u s e d  f o r  t h e  b e n z a I d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a s s a y  was 

r a i s e d  t o  pH 1 0 . 3  r a t h e r  t h a n  9 , 5  v / i t h  c o n c e n t r a t e d  a l k a l i .

T h i s  e n s u r e d  c o m p l e t e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  l a b i l e  enzyme on 

h e a t i n g  f o r  2h a t  3 7 ^ ,

1 . 2 . 2 ,  O h o i c e  o f  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s .

A p r i m e  n e c e s s i t y  i n  m e a s u r i n g  enzyme a c t i v i t y  o f  c e l l s  

i s  t o  h a v e  a  r e p r o d u c i b l e  m e t h o d  o f  e x t r a c t i n g  t h e  en z ym es  f ro m  

t h e  w h o l e  c e l l s  so t h a t  c o m p a r i s o n s  o f  enzyme a c t i v i t y  c a n  b e  

m a d e .  T h i s  v/as p r o v i d e d  by  u l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n  o f  t h e  c e l l s .  

I n  t h e  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  t o  40 o r  

50mg w e t  w t . / m l ,  a n d  a  12ml  amou n t  was p i p e t t e d  i n t o  an. 8 dram 

T r i d e n t  c o n t a i n e r .  The T r i d e n t  c o n t a i n e r  was  t h e n  p l a c e d  i n  

a n  i c e - v / a t e r  s l u r r y , t h e  Davæ S o n i p r o b e  was l o w e r e d  7mm i n t o  

t h e  s u s p e n s i o n ,  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  s o n i c a t e d  f o r  Bmin a t  a  

c u r r e n t  o f  5A. T h i s  p r o c e d u r e  h a s  two d i s a d v a n t a g e s ;

( 1 )  i t  i s  v e r y  v / a s t e f u l  b e c a u s e  a l a r g e  v o l u m e  o f  c e l l s  h a s  

t o  b e  g r own i n  o r d e r  t o  o b t a i n  t h e  n e c e s s a r y  y i e l d  o f  c e l l s ;  

and  ( 2 )  t h e  s o n i c a t i o n  i s  n o t  v e r y  r e p r o d u c i b l e  a s  i t  i s  

a l m o s t  i m p o s s i b l e  t o  p l a c e  t h e  s o n i p r o b e  by  e ye  a t  t h e  scuiie 

d e p t h  i n  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  i n  two s u c c e s s i v e  e x p e r i m e n t s .  

T h e s e  d i s a d v a n t a g e s ,  h o v / e y e r ,  w e r e  o v e r c o m e  by  a s u i t a b l e  

c h o i c e  o f  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  w h i c h  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .

The s m a l l e s t  v o l u m e  i n  w h i c h  t h e  b a s a l  l e v e l s  o f  a l l  t h e  

m a n d e l a t e  p a t h w a y  enz ym es  c a n  b e  m e a s u r e d  i s  3 , 0 m l . T h i s



r e o i i i r e s  t h e  s o n i c a t i o n  o f  5 . 0 m l  a m o u n t s  o f  s u s p e n s i o n s  i n  

o r d e r  t o  b e  a b l e  t o  r e c o v e r  5ml o f  s u p e r n o t e  a f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  5ml a m o u n t s  w e r e  s o n : i c a t e d  i n  1 dram T r i d e n t  

c o n t a i n e r s  w h i c h  w e r e  p l a c e d  i n  a c h i l l e d  b r a s s  h o l d e r .  The 

b r a s s  h o l d e r  was  s c r e w e d  o n t o  t h e  h o r n  o f  t h e  O o n i p r o b e  and  

was l o w e r e d  i n t o  an  i c e - w a t e r  s l u r r y .  S c r e w i n g  t h e  b r a s s  

h o l d e r  o n t o  t h e  h o r n  o f  t h e  . o o n i p r o b e  a l l o w s  r e p r o d u c i b l e  

p o s i t i o n i n g .  Thus  t h e  tv/o d i s a d v a n t a g e s  o f  t h e  i n i t i a l  

s o n i c a t i o n  p r o c e d u r e  w e r e  o v e r c o m e .

1 , 2 , 2 „1 . A f f e c t  0 1  c e l l  c on c e n t r a t i o n  and pr o b e  d e p t h  on t h e  

u l t i y i s o n i c _ ^ ^

Once t h e  m e th o d  o f  s o n i c a t i o n  h a d  b e e n  d e c i d e d ,  c o n d i t i o n s  

\7h ich  r e l e a s e d  o p t i m a l  a m o u n t s  o f  t h e  en z ym es  h a d  t o  b e  

d e t e r m i n e d .  A c u r r e n t  o f  2 . 5 A was u s e d  t o  s o n i c a t e  t h e  

5ml a m o u n t s  a s  t h i s  was t h e  maximum c u r r e n t  w h i c h  c o u l d  b e  

o b t a i n e d  w i t h o u t  f r o t h i n g ,  f i g , 20 shows  t h a t  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  r e l e a s e d  by u l t r a s o n i c  

d i s r u p t i o n  d e c r e a s e s  w i t h  d e c r e a s i n g  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e  r e s u s p e n d e d  c e l l s .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y  r e l e a s e d  by 

s o n i c a t i n g  a 1 2 . 5mg w e t  w t . / m l  c e l l  s u s p e n s i o n  i s  o n l y  

a p p r o x i m a t e l y  40f. o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  r e l e a s e d  by  

s o n i c a t i n g  a  50mg w e t  w t , / m l  c e l l  s u s p e n s i o n ,  h e r e  d e n s e  c e l l  

s u s p e n s i o n s  vrere n o t  s o n i c a t e d  s i n c e  t h e i r  s u b s e q u e n t  u s e  

w o u l d  h a v e  b e e n  i m p r a c t i c a b l e .  The r e d u c t i o n  i n  s p e c i f i c  

ac t i  v i  t  y r  e l  e a s  ed b y s on j. c a t i  n g  a  1 2 .  5m g w e t  w t , /  ml c e l l  

s u s p e n s i o n  c o m p a r e d  w i t h  a  50mg w e t  v / t . / m l  c e l l  s u s p e n s i o n  was



F i g ,  20,  E f f e c t  o f  c e l l  c o n c e n t  r a t i  ozi o f  t h e

r e s u s p e n d  ed c e l l s  on t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n r i s e  r e l e a s e d  by u l t r a s o n i c  

d i s r u p t i o n  o f  b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 ,

B a c t e r i u m  KGIB 825 0  v/as g rown  on 5mM-L- 

f f i n n d e l a t e - s a l t s  medium,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and s t o r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  i . l e t h o d s .  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 , 0  4M -  T r i s  -  

HGl b u f f e r  pH 8 . 5  t o  1 2 . 5  (O  ) ,  25 ( A ) ,  o r  50 ( D )  rng w e t  

Y/ t . /m l  a n d  d i s r u p t e d  v / i t h  t h e  Dawe O o n i p r o b e  f o r  v a r i o u s  t i m e s  

The e x t r a c t s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  25 rain a t  4 ° ,  and  

t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  L le t h o d s ,
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n o t  so g r e a t  f o r  t h e  o t h e r  m a n t e l a t e  p a t h w a y  enzym es  w i t h  t h e  

e x c e p t i o n  o f  t h e  s t a b l e  b a n z a i d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  The 

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e ,  t h e  s t a b l e  b e n z a i d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  t h e  

l a b i l e  b e n z a i d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  and  NADH 

o x i d a s e  was l o w e r e d  by  Op, 10^?  7 0 / ,  3 0 / ,  1 0 /  and  2 5 /  

r e s p e c t i v e l y .

F i g . 21 shows t h a t  a b o u t  a  1 0 /  i n c r e a s e  i n  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  h -m an  d e l  a t e  d e h y d r o g ;e n a s e  i s  a c h i e v e d  b y  u s i n g  a 

p r o b e  d e p t h  o f  1 .5 c m  a s  o p p o s e d  t o  0 . 75cm. A l t h o u g h  t h e  

g r a p h s  o b t a i n e d  f o r  t h e  o t h e r  mend e l a t e  p a t h w a y  enzn/mes a r e  n o t  

show n,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e s e  en zy m es  was l i k e w i s e  

i n c r e a s e d  by  a p p r o x i m a t e l y  1 0 /  by  u s i n g  t h e  d e e p e r  p r o b e .

on t h e  r e l e . q s c . . o f  engyme

Once t h e  p r o b e  d e p t h  a n d  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

r e  s u s p e n d e d  c e l l s  h a d  b e e n  c h o s e n ,  t h e  t i m e  o f  s o n i c a t i o n  v /h ich  

g a v e  s a t i s f a c t o r y  a m o u n ts  o f  a l l  t h e  m a n d e l a t e  p a th w a y  enzym es  

h a d  t o  b e  d e t e r m i n e d , ,  P i g s . 22 t o  24 show t h e  t i m e - c o u r s e  o f  

r e l e a s e  o f  t h e  man d e l a t e  p a t h w a y  e n z y m e s T h e  e l  e a s e  o f  L -  

man d e l  a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  IMADH o x i d a s e  and  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  f o l l o w s  an  a p p r o x i m a t e l y  

h y p e r b o l i c  f u n c t i o n ;  t h a t  wf t h e  two b e n z a i d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e s  i n c r e a s e s  t o  a  maximum an d  t h e n  d e c l i n e s  ; t h a t  

o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  s l o w l y  i n c r e a s e s ;  a n d  t h a t  o f  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  r e m a i n s  c o n s t a n t  a n d  t h e n  d e c l i n e s



F ige  2 1 .  E f f e c t  o f  t h e  Dawe S o n i p r o b e  d e p t h  on t h e

a c t i v i t y  o f  D - m e n d e l a t e  d e h y d r o g e n a , s e  

r e l e a s e d  by  u l t r a s o n i c  d i s r u p t i o n  o f  

b a c t e r i u m  EG IB 8 2 5 0 .

B a c t e r i u m  DGIB 8250  was grov/n on 5mLi"L- 

m a n d e l a t e - s a l t s  medium, h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and s t o r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s .  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  O .O d K - T r i s -  

i lCl b u f f e r  pH 8 , 5  to 50mg w e t  w t . / m l ,  and d i s r u p t e d  w i t h  t h e  

Dawe 8 o n i p r o b e  f o r  v a r i o u s  t i m e s  a t  a  p r o b e  d e p t h  o f  

1 .5 c m  ( O )  o r  0 .7 5 c m  ( As )  ̂ The e x t r a c t s  w e re  c e n t r i f u g e d  

a t  1 2 ,  OOOg f o r  25 m in  a t  4 ^ ,  an d  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s .
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i*'ig«22. Enzyme a c t i v i t y  o f  L - m a J i d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e

and NADH o x i d a s e  r e l e a s e d  hy  u l t r a s o n i c  

d i s r u p t i o n  o f  h a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0 .

B a c t e r i u m  NGIB 8250  was g rown on 5rmi”L“ 

m a n d e l a t e - s a l t s  m edium , h a r v e s t e d ,  w a s h e d , and  s t o r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  l i e t h o d s .  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 0 # I - T r i s -  

n O l  b u f f e r  pH 8 . 5  t o  50mg w e t  w t  . / m l ,  and d i s r u p t e d  v / i t h  t h e  

Dawe S o n i p r o b e  f o r  v a r i o u s  t i m e s .  The e x t r a c t s  w e re  

c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  25 m in  a t   ̂ and  t h e  s u p e r n a t a n t s  

v ;e re  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s .

O ” L -1,1 and  e l  a t e  d e h y d r o g e n a s e .

A  ” NADH o x i d a s e .



1 3  9

0

s p e c i f i c  a c t i v i t y  

(nrnol c u b e t r a t e  conver ted /min / rnfp  p r o t e i n )

# g ^g
h>

-̂3
H-

Q
Oi-b
0:o5H*OCJ
c - f .

H-Opi

N)

•f

01

O'



F i g  • 23 . Fnzyme a c t i v i  *fcy of  1) e n z o y l  fo rm  a t  e

d e c < a rb o x y ln s e  and c a t e c h o l  o x y g e n a s e  

r e l e a s e d  hy  • u l t r a s o n i c  d i s r u p t ! o n  o f  

' b a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0 .

B a c t e r i u m  NGIB 8250  was grov.n on  5mM-B- 

i f t a n d e l a t e - s a l t s  m edium , h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  and  s t o r e d  a s  

d e s c  r i  h ed i n  id e t  h od s . C e l l s  w e r e  r e  sus  p a id  ed i n  0 , 0  4M- T r i  s -  

HGl b u f f e r  pH 3 , 5  t o  50mg w e t  w t . / m l  a n d  d i s r u p t e d  v / i t h  t h e  

Dawe Boni p r o b e  f o r  v a r i o u s  t i m e s .  The e x t r a c t s  w e r e  

o e n t i l f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  25 m in  a t  4 ^? an d  t h e  s u p e r n a t a n t s  

w e re  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s ,

O •** B e n z o y l f o r m e t e  d e c a r b o x y l a s e .

A, -  C a t e c h o l  o x y g e n a s e ,
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Fi g .24. Enzyme a c t i v i t y  o f  the  two h en z a i d  ehyde

d e h y d r o g e n a s e s  and  h e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  r e l e a s e d  hy  u l t r a s o n i c  

d i s r u p t i o n  o f  h a c t e r i c u n  KGIB 8 2 5 0 ,

B a c t e r i u m  NGIB 8250 was g row n on Smil-L- 

m a n d e l a t e - s a l t s  medium, h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  a n d  s t o r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s ,  G e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  0 .0 4 M -  

T r i s -HGl b u f f e r  pH 8 , 5  t o  50m g \?e t  w t , /  ml and d i s r u p t e d  

w i t h  t l i e  Dawe O o n ip r o b e  f o r  v a r i o u s  t i m e s .  The e x t r a c t s  

w e re  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , OOOg f o r  25 m in  a t  4^? and  t h e  

s u p e r n a t a n t s  v /ere  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s ,

O -  S t a b l e  b e n z  a i d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,

A  -  L a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,

Q  -  B e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .
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An e x a m i n a t i o n  o f  P i g s ^22 t o  24 shows t h a , t  s o n i c a t i o n  f o r  

34-Kiin r e l e a s e s  a l m o s t  o p t i m a l  a m o u n ts  o f  a l l  t h e  e n z y m e s ,

Prom a c o n s i d e r a t i o n  o f  a l l  t h e  r e s u l t s  i n  t h i s  S e c t i o n ,  

t h e  s o n i c a t i o n  c o n d i t i o n s  c h o s e n  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  

n u i n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  i n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  w e r e :  5ml

o f  a 50mg w e t  w t , / m l  c e l l  s u s p e n s i o n  s o n i c a t e d  f o r  3 i m i n  i n  a  1 

d r a m  T r i d e n t  c o n t a i n e r  p l a c e d  i n  a  c h i l l e d  b r a s s  h o l d e r  a t  a  

p r o b e  d e p t h  o f  1 , 5 cm u s i n g  a  c u r r e n t  o f  2o5A«

r e a c t i o n m i x t u r e  on t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  m and e l a t e
i u \ l h y m es.

As t h e  l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  v a r y  o v e r

200  f o l d  b e t w e e n  i n d u c e d  a n d  n o n - i n d u o e d  c e l l s ,  d i f f e r e n t

a m o u n ts  o f  b a c t e r i a l  p r o t e i n  h a d  t o  b e  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n

m i x t u r e  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  m e a s u r a b l e  r a t e s  o f  enzyme a c t i v i t y .

The enzym es  w e re  a d d e d  i n  5 ^ 1 -5 0 0 y i l  a m o u n ts  by m e an s  o f

P p p e n d o r f  p i p e t t e s .  The a d v a n t a g e  o f  u s i n g  t h e s e  n i p e t t e s  i s

t h a t  t h e  enzyme n e v e r  h a s  t o  b e  d i l u t e d  i n  o r d e r  t o  m e a s u r e

i t s  a c t i v i t y ^  t h e r e b y  c u t t i n g  o u t  e r r o r s  c a u s e d  b y  t h e  p o s s i b l e

l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y  on d i l u t i o n .  The i n i t i a l  l i n e a r

p o r t i o n  o f  t h e  t i m e - c o u r s e  was t a k e n  a s  a  m e a s u r e  o f  enzyme

a c t i v i t y ,  V/i th  t h e  e x c e p t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,

t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  t h e  r e a c t i o n  was l i n e a r  f o r  t h e  f o u r

m i n u t e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  e x c e p t  when v e r y  l a r g e

a m o u n t s  o f  enzyme w e re  u s e d ;  an d  when t h i s  o c c u r r e d ,  t h e

i n i t i a l  r a t e  w as  l i n e a r  f o r  a t  l e a s t  a  m i n u t e ,  v /h ich

r e p r e s e n t e d  a  s u f f i c i e n t l y  l o n g  p e r i o d ,  o f  t i m e  i n  w h ic h  t o



% ^

!iieA.s u r  e enzyme a c t i v i t y .  I n  t h e  c c s e  . o f  h - n n d e  1 p t e  

d e h y d r o g e n a s e ,  t h e  r a t e  o ve r  t h e  f i r s t  45s wps i g n o r e d  when 

m e a s u r i n g  enzyme a c t i v i t y .

B e c a u s e  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  enzyme w e r e  a d d e d  to  t h e  

a s s a y  m i x t u r e ,  i t  was e s s e n t i a l  t h a t  t h e  enzyme a c t i v i t y  was 

p r o p o r t i o n a l  t o  p r o t e i n  c o n e e n t r a t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

i n  o r d e r  t o  make m e a n i n g f u l  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  

enzyme l e v e l s  « F i g s  , 2 5  t o  31 show t h a t  f o r  a l l  t h e  m o j i d e l a t e  

p a t h w a y  en z y m e s ,  enzyme a c t i v i t y  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  p r o t e i n  

c one e n t r a t i o n .  \/o \v^e^  ^ron^ ,

1 . 2 . 4 ,  B f f e c t  o f  di l u t i o n  of  t h e  m'^ndela te  upthway enzymes 
v d Jf2 ^ 1 irQ j^ .jlJx o x ^

I n  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  n e o s u r e  t h e  i n i t i a l  k i n e t i c s  

o f  enzyme i n d u c t i o n ,  low l e v e l s  o f  enzyme s r e e l f i c  a c t i v i t y  had 

t o  be a s s a y e d .  I t  was t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  s ee  w h e th e r  

d i l u t i n g  t h e  m a n d e l a t e  pathway enzymes w i t h  p r o t e i n  from non

i n  duo ed c e l l s  i n t e r f e r e d  wj.th t h e  ass .ays .  Two a p p r o a c h e s  were 

u s e d .  The f i r s t  i n v o l v e d  d i l u t i n g  t h e  c e l l s  grown on L- 

m a n d e l a t e  o r  b e n z y l  a l c o h o l  1 /1 0  w i th  c e l l s  grown on s u c c i n i t e , 

and t h e n  son ica t ing*  t h e  m i x t u r e s ;  and t h e  second i n v o l v e d  

d i l u t i n g  m a n d e l a t e  o r  b e n z y l  a l c o h o l  e x t r a c t s  1 /1 0  w i t h  a 

s u c c i n a t e  e x t r a c t  a f t e r  s o n i c a t i o n .

The r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  shov/n i n  T a b l e  1 4 ,  

P r o t e i n  f ro m  s u c c i n a t e  c e l l s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  i n t e r f e r e  v / i t h  

t h e  a s s a y  o f  lo w  a m o u n t s  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e , 

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  o r  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a s  t h e



F ig ,2 5 *  The e f f e c t  o f  v a i y i n g  t h e  p r o t e i n

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  on 

t h e  a  c t i  v i  t  y o f  L -ma n d e l  a t  e d ehy d r  o g ena s e .

B a c t e r i u m  WGIB 8250 was g rown on  5mM-L-

mand e l  a t  e a s  s o l  e so u r  c e o f  c a r b o n ,  ha r v e s t e d ,  wa sh e d.,

s t o r e d ,  an d  s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  D i f f e r e n t

am o u n ts  o f  p r o t e i n  w e r e  a d d e d  to  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  an d  

t h e  a c t i v i t y  o f  B - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  was m e a s u r e d  a s  

d e s c r i b  e d i n  w e t h  o ds  ( p .79 ) .
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P i g ,  2 6 ,  The e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  p r o t e i n

c o n c e n t r a  t i  on  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  on 

t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e

B a c t e r i u m  NGIB 8250  was g row n  on  5mM-h- 

m a n d e l a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

s t o r e d ,  and s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s ,  D i f f e r e n t  

a m o u n t s  o f  p r o t e i n  w e r e  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  an d  

t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  was m e a s u r e d  

a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  (p .^O  ) ^
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? i g .27 .  The e f f e c t  of  va ry in g  the  p r o t e i n

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  on  

t h e  f ^ c t i v i t y  o f  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d el'i y d r  0 g e n a  s e ,

B a c t e r i u m  NGIB 8250 was grown on 

m ^^nde la te  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

s t o r e d ,  and s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  f i e t h o d s , D i f f e r e n t  

a m o u n t s  o f  p r o t e i n  v /ere  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  and 

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was 

m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  ( p . 8 1 ) ,
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P ig .28 .  The e f f e c t  of v a ry ing  the  p r o te i n

c o n c e n t r a ' b i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t n r e  on 

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e *

B a c t e r i u m  PC IB 8250  v/as g row n on 5niîf“b -  

m a n d e l a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  

a n d  s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e th o d s*  D i f f e r e n t  a jn o u n ts  o f  

p r o t e i n  v /ere  a d d e d  to  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  and  t h e  a c t i v i t y  

o f  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  was m e a s u r e d  a s  

d o s e r i b e d  i n  Ue t h o d s  ( p * 8 1 ) ,
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F i g *29. The e f f e c t  o f  v a r y i n g ;  t h e  p r o t e i n

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r e a c t ] . o n  m i x t u r e  on

t h e  a c t i v i t y  o f  h e n z y l  a l c o h o l  d e l p y d r o g e n a s e .
»

B a c t e r i u m  NGIB 8250  v/as g row n on  5mM-4en%L^ 

aXco k o l  a 3 s o l e  s ou r c e  o f  c a r h o n , h a r v e s t  e d , w a s h e d , 

s tŒ 'edp and s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  D i f f e r e n t  

a m o u n ts  o f  p r o t e i n  w e r e  a d d e d  to  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ^  and. 

t h e  a c t i v i t y  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  was m e a s u r e d  

a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p , 8 3 ) .
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I'’i g /3 0 .  ‘ The e f f e c t  o f  v a ry in g  the p r o te in

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r e a c t ! o n  m i x t u r e  

on t h e  a c t i v i t y  o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e .

B a c t e r i u m  BGIB 8250  was g row n  on 5mM-L- 

rna nd e l  a t  e a s  so 1  e  s o u t  c e  o f  c a r b  o n  p h a r v e s t e d ,  wa sh e d , 

s t o r e d , and  s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  r J e t h o d s ,  D i f f e r e n t  

a m o u n t s  o f  p r o t e i n  w e r e  a d d e d  to  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  

a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  was m e a s u r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p , 8 4 ) ,
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P ig  .51 « The e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  p r o t e i n

c o n c e n t r â t !  on i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  on 

t h e  a c t i v i t y  o f  PADH o x i .d a e e .

B a c t e r i u j i i  MG IB 8250  v/as g row n on 5mM™L- 

mande]. a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  y h a r v e s t e d  y w a s h e d ;  

s t o r e d ,  and  s o n i c a t e d -  a s  d e s c r i b e d  i n  Ide thods*  D i f f e r e n t  

a m o u n ts  o f  p r o t e i n  w e r e  a d d e d  to t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e ,  and 

t h e  a c t i v i t y  o f  AADH o x i d a s e  was m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

m e th o d s  ( p , 8 4  ) «
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Ï£i"ble 14c The e f f e c t  of  d i l u t i o n  with  c e l l s  grown on

s u c c i n a t e  on  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  o f  

t h e  m a n d e l a t e  pa th w ay o

B a c t e r i u m  NGIB 8250  was grovm on 5 # I - L -  

m a n d e l a t e y 5mM b e n z y l  a l c o h o l ,  o r  l O m M - s u c c i n a t e  a s  s o l e  

souorce o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  acid s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  M e t h o d s , The t h r e e  t y p e s  o f  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  

0 e04M“ T r i s -HOI b u f f e r  pH 8 „ 5 ,  an d  t h e  c e l l s  g row n on 

m andel<ate  o r  b e n z y l  a l c o h o l  w e re  d i l u t e d  1 / 1 0  w i t h  c e l l s  

grov/n on s u c c i n a t e ,  an d  s o n i c a t e d  an d  c e n t r i f u g e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s*  The r e m a i n d e r  o f  t h e  c e l l s  grovm on 

s u c c i n a t e  v/as s o n i c a t e d  and  c e n t r i f u g e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s ,  and  was u s e d  t o  d i l u t e  t h e  m a n d e l a t e  and b e n z y l  

a l c o h o l  e x t r a c t s  1 /1 0 *  The m a n d e l a t e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  

e x t r a c t s  w e re  a l s o  d i l u t e d  1 / 1 0  w i t h  0 * 04M™Tris«HGl b u f f e r  

pH 8o5* A l l  t h e  e x t r a c t s  w e re  t h e n  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s , The b e n z y l  a l c o h o l  e x t r a c t s  w e r e  u s e d  to  a s s a y  

c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ;  t h e  

m a n d e l a t e  e x t r a c t s  w e r e  u s e d  t o  a s s a y  a l l  t h e  o t h e r  enzymes* 

V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  

a s  nmol s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e i n *
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1 5  2

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  enzym es  i n  t h e  d i l u t e d  e x t r a c t s  a r e  

a p n r o x i i n a t e l y  1 / 1 0  o f  t h o s e  i n  t h e  u n d i l u t e d  e x t r a c t .  Of t h e  

d i l u t e d  s a m p l e s  o f  t h e  l a b i l e  and  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e j  t h e  c e l l - d i l u t e d  e x t r - ’̂ c t s  g i v e  s a t i s f a c t o r y  

r e s u l t s  ; b u t  1;he s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  en zy m es  i n  t h e  

p r o t e i n - d i l u t e d  e x t r a c t s  a r e  r e l a t i v e l y  1 5 /  h i g h e r  i n  t h e  c a s e  

o f  t h e  l a b i l e  enzyme and  r e l a t i v e l y  15/, l o v / e r  i n  t h e  c a s e  o f  

t h e  s t a b l e  enzyme t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

o f  t h e  en z y m es  i n  t h e  u n d i l u t e d  e x t r a c t .  S i n c e  1 5 /  o f  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  i n  t h i s  c a s e  r e p r e s e n t e d  l e s s  t h a n  2 enzyme 

u n i t s / m g  p r o t e i n ^  i t  was a s s u m e d  t h a t  t h e  r e l a t i v e  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  w e re  n o t  m e a n i n g f u l ,  and  c o n s e o u e n t l y  

i t  was c o n c l u d e d  t h a t  p r o t e r i n  f rom  s u c c i n a t e  c e l l s  h a d  no 

e f f e c  t  on t h e  e n zyme ac t i v i t i e s .

The a c t i v i t y  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  i n  t h e  l / l O  

e x t r a c t  a n d  c e l l  d i l u t i o n s  i s  o n l y  80/, o f  t h e  r e l a t i v e  a c t i v i t y  

i n  t h e  u n d i l u t e d  e x t r a c t .  As i t  was f o u n d  t h a t  t h e  p r o t e i n  

cone  e n t r a i i o n  o f  b o t h  d i l u t i o n s  was l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  

u n d i l u t e d  e x t r a c t  ( 1 «80 an d  1 ,84mg p r o t e i n / m l  c o m p a re d  t o  

2 ,2 0 m g /m l  r e s p e c t i v e l y ) ,  o n e  e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  r e s u l t  c o u l d  

b e  t h a t  a s  t h e  enzyme p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t  f a l l s  

r e l a t i v e  t o  i t s  T r i s  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  T r i s  b u f f e r  

i n h i b i t s  enzyme a c t i v i t y .  T h i s  s u g g e s t i o n  i s  s u p p o r t e d  by  t h e  

o b s e r v a t i o n s  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme i n  t h e  

1 / 1 0  d i l u t i o n  i n  T r i s  b u f f e r  i s  o n l y  1 5 /  o f  t h e  r e l a t i v e  

a c t i v i t y  i n  t h e  u n d i l u t e d  e x t r a c t  ( T a b l e  1 4 ) ,  and  t h a t  t h e



1 5  3

a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme i s  h i g h e r  when i t  i s  e x t r a c t e d  i n  0 ,  

T r i s - H C l  r a t h e r  t h a n  0 ,  O G Ii-T r i s -H G l b u f f e r  ( s e e  p .  1 5 3 ) ,  

A d d i t i o n a l  e v i d e n c e  com es  f ro m  a c o n s i d e r a t i o n  o f  F i g , 3 2 ,  T h i s  

shows t h a t  a s  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t  

i n c r e a s e s  so d o e s  i t s  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y .  The s l i g h t  v a r i a t i o n  i n  t h e  f i n a l  T r i s  b u f f e r  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c a u s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  e x t r a c t  h a s  no  e f f e c t  on enzyme 

a c t i v i t y  a s  t h e  g r a p h  o f  enzyme a c t i v i t y  a g a i n s t  a s s a y  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  i s  l i n e a r  ( F i g , 2 9 ) ,  The l i n e a r i t y  o f  t h i s  g r a p h  

a l s o  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  so d iu m  

p y r o p h o s p h a t e , w h ic h  i s  t h e  a s s a y  b u f f e r ,  h a s  no e f f e c t  on 

enzym e a c t i v i t y .  Thus  c a r e  m u s t  b e  t a k e n  t o  e x t r a c t  c e l l s  

u n d e r  t h e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  so t h a t  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  e x t r a c t  r e m a i n s  c o n s t a n t .  I f  t h i s  i s  d o n e ,  a  c o r r e c t i o n  

f o r  c h a n g e s  i n  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  d u e  t o  

c h a n g e s  i n  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  n e e d  n o t  b e  m ade .

S i m i l a r  e x p e r i m e n t s  u s i n g  1 / 1 0 0  d i l u t i o n s  r a t h e r  t h a n  1 / 1 0  

d i l u t i o n s  v /e re  p e r f o r m e d ,  a n d  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  e a c h  c a s e  

i n d i c a t e d  t h a t  p r o t e i n  f ro m  n o n - i n d u c e d  c e l l s  d i d  n o t  

i n t e r f e r e  w i t h  t h e  enzyme a s s a y s .

S i n c e  t h e s e  e x p e r i m e n t s  shovæd t h a t  p r o t e i n  f ro m  n o n 

i n d u c e d  c e l l s  d i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  enzym e a s s a y s ,  i t  

fo l lo v i f s  t h a t  NADH o x i d a s e  d i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  

m e a s u r e m e n t  o f  t h e  r e d u c t i o n  o f  b y  lev /  l e v e l s  o f  b e n z y l

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  o r  t h e  s t a b l e  o r  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e



F i g , 3 2 ,  The e f f e c t  o f  d i l u t i o n  o f  an  e x t r a c t  made f rom

c e l l s  grov/n on b e n z y l  a l c o h o l  w i t h  e x t r a c t s  

made f ro m  c e l l s  grov/n on  s u c c i n a t e  on t h e  

a c t i v i t y  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .

B a c t e r i u m  NGIB 8250  v/as grov/n o n  5 # ^ - b e n z y l  

a l c o h o l  o r  l O r n M - s u c c i n a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  

w a s h e d ,  a n d  s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  The c e l l s  g row n 

on  b e n z y l  a l c o h o l  w e re  r e s u s p e n d e d  i n  0o04M“ T r i s - H G l  b u f f e r  

pH 8 , 5  t o  50mg w e t  w t . / r a l ,  an d  t h e  c e l l s  grov/n on  s u c c i n a t e  

t o  2 5 ,  5 0 ,  o r  100mg v/e t  w t , / m l .  The s u s p e n s i o n  o f  c e l l s  g row n  

on  b e n z y l  a l c o h o l  v/as s o n i c a t e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  M e t h o d s ,  The t h r e e  s u s p e n s i o n s  o f  c e l l s  grov/n on  s u c c i n a t e  

w e re  s o n i c a t e d  and  c e n t r i f u g e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  a n d  

e a c h  e x t r a c t  was u s e d  t o  d i l u t e  t h e  b e n z y l  a l c o h o l  e x t r a c t  

l / l O ,  The b e n z y l  a l c o h o l  e x t r a c t  was a l s o  d i l u t e d  1 /1 0  w i t h  

0 ,0 4 M - T r i s - H 0 1  b u f f e r  pH 8 , 5 ,  A l l  t h e  e x t r a c t s  w e r e  t h e n  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p , 8 3 ) .  The s p e c i f i c  a c t i v i t y  

o f  b e n z y l ,  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  was p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t  b e f o r e  i t s  a d d i t i o n  t o  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e .
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i s s

d e h y d ro g e n p .s e o  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i n d i n g  w i t h  t h e  

c o u p l e d  b e n a o y l f o r m s t e  d e c a r b o x y l a s e  a s s a y  i n  w h ic h  i n t e r f e r e n c e  

\yas f o u n d  t o  o c c u r  i n  u n h e a t e d  e x t r a c t s  ( T a b l e  1 0 )  , b u t  n o t  i n  

h e a t e d  e x t r a c t s  ( T a b l e s  10 a n d  1 4 ) ,  T h i s  a p p a r e n t  l a c k  o f  

i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  f o r m e r  g r o u p  o f  a s s a y s  c o u l d  w e l l  b e  d u e  t o  

t h e  f a c t  t h a t  NADH o x i d a s e  a c t i v i t y  a s  a s s a y e d  i n  T r i s -HOI 

b u f f e r  pH 9o5 ( t h e  a s s a y  b u f f e r  f o r  t h e  two b e n s a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e s )  and  s o d iu m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 9^0  ( t h e  

a s s a y  b u f f e r  f o r  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e )  i s  o n l y  4}i, and  

25v r e s p e c t i v e l y  o f  t h e  o p t i m a l  enzyme a c t i v i t y ,  v^herean  i n  

T r i s - H C l  b u f f e r  pH 9 „ 0  ( t h e  a s s a y  b u f f e r  f o r  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e )  i t  i s  1 4 o f  t h e  o p t i m a l  a c t i v i t y .

T h e s e  e x p e r i m e n t s  a l s o  showed t h a t  t h e  l o w e s t  m e a s u r a b l e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  c a t e c h o l  

o x y g e n a s e  w as  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5  u n i t s / m g  p r o t e i n ,  a n d  o f  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ,  t h e  two b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e s ,  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and NADH o x i d a s e  

0 < ,8 -1 .0  u n i t  s /m g  p r o t e i n .  T h e s e  v a l u e s  w e r e  b a s e d  on a  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  2 o20m g/m l i n  t h e  c e l l  e x t r a c t ,  a n d  t h e  

maximum a d d i t i o n  o f  SOOjil o f  e x t r a c t  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .

S i n c e  en z y m es  o f t e n  l o s e  a c t i v i t y  on s t o r a g e ,  t h e  e f f e c t  

o f  s t o r i n g  a  c e l l  e x t r a c t  a t  0 °  f o r  v a r i o u s  t i m e  i n t e r v a l s  

was  d e t e m i n e d  so t h a t . t h e  o r d e r ,  i n  w h ic h  t h e  enzym es  s h o u l d  

b e  a s s a y e d  t o  m i n i m i s e  t h e  l o s s  o f  a c t i v i t y ,  c o u l d  b e  d e c i d e d .
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From a c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  i n  T a b l e  15? t h e  enzymes 

v/ere a s s a y e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  o r d e r  i n  s u b s e a n e n t  e x p e r i m e n t s t  

NADH o x i d a s e ;  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ;  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e ;  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  ; b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  and c a t e c h o l  oxygenase^

B e c a u s e  i t  w as  i n c o n v e n i e n t  t o  a s s a y  t h e  en z y m es  on t h e  

same d a y  a s  t h e  c e l l s  v /ere h a r v e s t e d ,  t h e  c e l l s  v /e re  s t o r e d  

a t  -60*^ u n t i l  t h e y  v /ere  s o n i c a t e d  a s  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  

show ed  t h a t  s t o r a g e  o f  t h e  c e l l s  a t  -60*^ d i d  n o t  r e s u l t  i n  

t h e  l o s s  o f  an y  enzym e a c t i v i t y .

t h e  a c t i v i t y  of. t h e

The s t a t i s t i c a l  e r r o r  i n  t h e  e x t r a c t i o n  a n d  a s s a y  

p r o c e d u r e s  was d e t e r m i n e d  ( T a b l e  1 6 ) .  T h i s  e x p e r i m e n t  was 

p e r f o r m e d  b e f o r e  t h e  e x p e r i m e n t s  i n  S e c t i o n s  2 and  5 .  A l l  

a s s a y s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  d o n e  i n  d u p l i c a t e ,  a n d  t h e r e  i s  l i t t l e  

d o u b t  t h a t  f a m i l i a r i t y  and p r a c t i c e  w i t h  t h e  t e c h n i q u e  

p r o g r e s s i v e l y  r e d u c e d  t h e  e r r o r s  i n  t h e  l a t t e r  e x p e r i m e n t s  

s i n c e  d u p l i c a t e  v a l u e s  f o r  enzyme a c t i v i t y  w e r e  a l w a y s  w i t h i n  

5)v o f  t h e  m ean  v a l u e ,  an d  w e r e  u s u a l l y  much c l o s e r  t h a n  t h i s .



T a b l e  1 5 ,  The e f f e c t  o f  s t o r i n g  t h e  c e l l  e x t r a c t s  on

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  o f  t h e  

m a n d e l  a t e  p a t h v / a y ,

B a c t e r i u m  NCIB 8250  was grov/n on 5m]vl-L- 

m a n d e l a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  

an d  s o n i c a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  The e x t r a c t  was 

s t o r e d  f o r  v a r i o u s  t i m e s  a t  0 ^ ,  a n d  t h e n  a s s a y e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 7 8 ) .  V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nm ol s u b s t r a t e  

c o u v e r t e d /m i n /m g  p r o t e i n .
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Time o f  s to rep ;e  ( h)

a i e
249241 279227

d e hy d ro en a s e

641621621657 6 57

ill  o x i d a s e 107

Be n zoy 1 forma t e
427421

dec^r 'boxyla  se

Benzyl a l c o h o l
122222

daliyd r o p;era se

Tot a 1 13 en z a l  d eh y d e
106 82110106

ehydrogena se



T a b l e  l ^ o  The s t a t i s t i c a l  e r r o r  i n  m e a s u r i n g  t h e

a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  o f  t h e  m a n d e l a t e  

pa t h w a y .

B a c t e r i u m  rIGIB 8250  vms grov/n on 

m a n d e l a t e  a s  s o l e  s o u r c e  of  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  v /a sh e d ,  and 

s t o r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s , C e l l s  w e re  r e s u s p e n d  ed i n  

0 04-h"Tri  s -H C l b u f f e r  pH 8 , 5  t o  50mg w e t  w t , / m l ,  an d  f o u r  

5ral a m o u n ts  o f  t h i s  s u s p e n s i o n  v/ere s o n i c a t e d  and  c e n t r i f u g e d  

a s  d e s c r i b e d  i n  Llethods* Each e x t r a c t  was a s s a y e d  f o u r  t i m e s ,  

a n d  t h e  mean v a l u e s ,  w h ic h  a r e  e x p r e s s e d  a s  nmol s u b s t r a t e  

c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e i n ,  f o r  t h e  s i x t e e n  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

o f  t h e  enzym es  w e r e  c a l c u l a t e d « The 8 , E , a s  a  p e r c e n t a g e  

o f  t h e  mean f o r  t h e  a s s a y  and e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  was t h e n  

c a l c u l a t e d  u s i n g  an a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .
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n n z y n e

A v e ra g e  

sr..e c i  f i e '

10 t i v i t y  

o f  16 a s s a y s

0 - J 9 i w 0

o f  t h e  

a S S " y 

5 o f  t h e  

T'i. 01 n

t.) o i-ij 0 ,

0 f  l:h e 

e x t r i  c i l  on 

y o f  t h e  

n e 1 n

L-: , an d e l  ^ t e  

d e ' 1 y d l’o g e n n s e
187 6 , 8 8 , 1

]i ea  S 0 y 1 f  o r  ma t  e 

d e c a rb o x y la  se
392 1 . 7 1 . 7

o t  a b 1 e b ea z a l  d eby d e 

d cl; y d ro  gên a  s e
74 2 . 1 9 . 1

L ab l i e  b en z a 1 d oh yd e 

d C; fly d ro  g ena s e
42 7o4 1 6 , 6

B en z y 1 a 1 c oh o 1 

d e h y d r o g 'e n a s e
15 4 / 3 6 / 3

t e o h o l

o x y g e n a s e
558 4 . 1 1 4 . 8

i .A a l  o x i d a s e 81 8 . 5 6 01

I r o t e i n  

G one en t r a i l  on

4 e x t r a c t i o n s  

2,83ng/]!i l

n o t

done
5/1
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2 . . „ n m i Q S . . 0 F  INOTGTIQN OF THE MABDELATE P ATHWAY ENZYbES.

■ The k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  o f  L ™ m ande la te  d e h y d r o g e n a s e ,  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ,  t h e  s t a b l e  and l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e , b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  

b e n z o a t e  o x i d a s e  and  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  w e r e  m e a s u r e d  i n  o r d e r  

t o  h e l p  d e t e r m i n e  t h e  r e g u l a t o r y  p a t t e r n s  o p e r a t i n g  i n  t h e  

a r o m a t i c  p a r t  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y .

The i n d u c e r ,  i n  a l l  c a s e s ,  was a d d e d  to  a  c u l t u r e  g r o w i n g  

on lO m M -g lu ta rn a te  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  a n d  e n e r g y .  

G l u t a m a t e  was u s e d  a s  t h e  c a r b o n  an d  e n e r g y  s o u r c e  s i n c e  

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  show ed t h a t  s a m p l e s  t a k e n  f ro m  t h e  

p e n u l t i m a t e  g e n e r a t i o n  o f  a c u l t u r e  g r o w i n g  on  g l u t a m a t e  

L - m a n d e l a t e  c o n t a i n e d  s i m i l a r  a m o u n ts  o f  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a s  s a m p l e s  t a k e n  f ro m  t h e  p e n u l t i m a t e  g e n e r a t i o n  

o f  a c u l t u r e  g r o w i n g  on  L - m a n d e l a t e  a l o n e .

S a m p le s  t a k e n  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k  f o r  enzyme a s s a y  w e r e  

w i t h d r a w n  o n to  4 0 g  c r u s h e d  i c e  s i n c e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  

show ed  t h a t  t h i s  was a s  e f f e c t i v e  a t  s t o p p i n g  enzyme s y n t h e s i s  

a s  t h e  p r e s e n c e  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

2 0 ] j I v1  ( e . g .  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  L -man d e l  a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  i n  a  

s a m p le  w i t h d r a w n  o n t o  c r u s h e d  i c e  was 4 7 ,  3 5  an d  334  u n i t s / m g  

p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y ;  w h i l s t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  

same en zy m es  i n  a  s a m p le  v / i t h d r a w n  a t  t h e  same t i m e  o n t o  

c h l o r a m p h e n i c o l  was  4 8 ,  34 and 350 u n i t s / m g  p r o t e i n
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r e s p e c t i v e l y ) .  T h i s  c o n e e n t r a t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  was 

f o u n d  t o  i n h i b i t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a s  m e a s u r e d  by  t h e  Lowry 

m e t h o d .

I n  t h e  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  v a l u e s  

f o r  p r o t e i n  a s  m e a s u r e d  by  t h e  Lowry m e th o d  showed a g r e a t  d e a l  

o f  s c a t t e r  on  t h e  g r o w t h  c u r v e s . T h i s  s c a t t e r  was c a u s e d  by 

t h e  e r r o r s  i n  h a v i n g  t o  d i l u t e  t h e  s a m p l e s  b e f o r e  e s t i m a t i n g  

t h e i r  p r o t e i n  c o n t e n t ,  a n d  i n  h a v i n g  to  m e a s u r e  a  s m a l l  c h a n g e  

i n  g r o w th  r a t e  o v e r  a  s h o r t  p e r i o d  o f  t i m e .  I n  t h e  l a t e r  

e x p e r i m e n t s ,  p r o t e i n  was e s t i m a t e d  i n d i r e c t l y  by m e a s u r i n g  

t u r b i d i t y  i n  t h e  Unicam U P.800 S p e c t r o p h o t o m e t e r ,  a n d  

c o n v e r t i n g  t h e s e  r e a d i n g s  t o  j ig  p r o t e i n  by m ean s  o f  a  

c a l i b r a t i o n  c u r v e  ( F i g / l l ) .

Mdjrynui™Oi_ind^

Two e x a m p le s  o f  t h e  g r o w t h  o b t a i n e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  

a r e  shown i n  F i g s .3 3  a n d  3 4 .  The a d d i t i o n  o f  b e n z y l  a l c o h o l  

d e c r e a s e s  t h e  g r o w t h  r a t e  on 1 O m M -g lu ta m a te ,  w h e r e a s  t h e  

a d d i t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  h a s  no e f f e c t .  D i f f e r e n t  i n d u c e r s  h a d  

a r a n g e  o f  e f f e c t s  o f  t h i s  t y p e . . N e v e r t h e l e s s  aaiy e f f e c t s  on 

g r o w t h  r a t e  w e r e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w.hen  m e a s u r i n g  t h e  k i n e t i c s  

o f  i n d u c t i o n  s i n c e  t h e  f i n a l  r e s u l t s  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  

d i f f e r e n t i a l  r a t e s  o f  enzyme s y n t h e s i s  ( S e c t i o n  2 . 3 . ) .

2 , 2 ,  T im e - c o u r  s e o f  i n d u c t i o n  o f  t h e  ra and e l a t e  padiiway e n z y m e s .

F i g .3 5  shows t h e  t i m e - c o u r s e  o f  a p p e a r a n c e  o f  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ,  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .



F ig  c 3 3 0 Grow t h  o f  b ac t  e r i u m  GIB 82 5 0 on lOraM-

g l u t a m a t e - s a l t s  medium b e f o r e  and a f t e r  

t h e  a d d i t i o n  o f  h - m a n d e l a t e .

B a c t e r i u m  NCIB 8250 was g row n  on  lOinlu- 

g l u t a m a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

r e  SUSP en d ed  i n  b a s a l  medium, an d  i n o c u l a t e d  i n t o  lOmLi- 

g l u t  am a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s .  Grov/th was 

d e t e r m i n e d  by  t a k i n g  s a m p l e s  f o r  p r o t e i n  e s t i m a t i o n  a s  

d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s .  L - m a n d e l a t e ,  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n 

c e n t r a t i o n  o f  5ml/i i n  t h e  g l u t a m a t e - s a l t s  medium, was 

a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 g e n e r a t i o n  ( f  ) .

The s a m p l e s  f o r  p r o t e i n  e s t i m a t i o n  t a k e n  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  

o f  L - m a n d e l c t e  w e re  c o r r e c t e d  f o r  t h e  c h a n g e  i n  v o lu m e  

p r o d u c e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  i n d u e  e r l
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F i g ,  ^4-. Growth o f  b a c t e r i i i r a  fGIB  8250  on lOmIvî-

g l u t a m p t e - s a l t s  medium b e f o r e  and a f t e r  t h e  

acldi'td. on  o f  b e u z y l  a l c o h o l ,

, B a c t e r i u m  10 IB 8250  was g row n  on lOmlî- 

g lu. t  a.] fi a t e  a s  so l e  so u r  c e  o f  c a r b o n ,  h a r  v  e s t  e d , w ash e d ,  

r e s u s p e n d e d  i n  b a s a l  m edium , an d  i n o c u l a t e d  i n t o  lOmla™ 

g l u t  ama t  e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s .  Grow t h  was 

d e t e r m i n e d  by  t a k i n g  s a m p l e s  f o r  p r o t e i n  e s t i m a t i o n  a s  

d o s c r j . b e d  i n  lU e thods .  R e d i s t i l l e d  b e n z y l  a l c o h o l ,  to  g i v e  a 

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5fiim i n  t h e  g l u t a m a t e - s a l t s  medium, 

was a d d e d  a f t e r  a p n r o x i m a t e l y  1 g e n e r a t i o n  ( ^  ) .
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F i g . . 55* ï i m e - c o u r s e  o f  a p p e a r a n c e  o f  f o u r  enzym es  o f

t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  a f t e r  a d d i t i o n  o f

L - m a n d e l a t e  t o  a  c u l t u r e  g r o w i n g  on  lOmM™ 

g l u  t  am a  t  e •" s a l  t  s m edium.

B a c t e r i u m  NCIB 8250 was grovm on lOmld-» 

g l u t a m a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a rh o i iy  h a r v e s t e d , w ashed^  

r e s u s p e n d e d  i n  b a s a l  medium y a n d  i n o c u l a t e d  i h t o  lOrnî/I- 

g l u t a m a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  L~

M a n d e l a t e  y t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5mlvl i n  t h e  

g l u t  am a t  e - 8 a l t  s m edium , was a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 

g e n e r a t i o n .  S am p le s  w e re  w i t h d r a w n  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  

h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  an d  s o n i c a t e d ,  and  t h e  enzym es  w e re  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .

O -  B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e ^

□  -  B e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,

/S *“ B e n z o a t e  o x id a s C o

. o -  C a t e c h o l  o x y g e n a s e ^

i n  zyme u n i t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  nm ol s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n .



A o a t e o h o l  oxy(-;enaae (u t i i ta . /n i l  c u l t u r e ) .

Î G a

Ü1
0

0

D

to

o

tVJN
oa

t-u

|j .

Ac.izyme (ozce^'b c a t o c a o l  oxyganaqe)  (u i i i t - i / rn l  c u l t u r e )



1 G 4

b e n z o a t e  o x i d a s e  a n d  c a t e c h o l  o x y g e n a s e ,  L^Ivla.ndelate 

d e h y d r o g e n a s e  aaid t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  f o l l o w  

t h e  same g e n e r a l  p a t t e r n  a s  t h a t  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

L ik e w i s  e ,  t h e  t i r a e - c o u r s e  o f  a r p e a r a n n e  o f  t h e  l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i s  s i m i l a r  to  t h a t  o f  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e .  The f l a t t e n i n g - o f f  i n  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  was a l w a y s  o b s e r v e d  w i t h  L - m a n d e l a t e  o r  

b e n z o y l f o r m a t e  a s  i n d u c e r .

An a t t e m p t  was made t o  m e a s u r e  t h e  t i m e  o f  a p p e a r a n c e  o f  

a l l  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  L-  

m and e l  a t e ^  b e n z o y l f o r m a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  a n d  b e n z a l d e h y d e ^  and 

t h i s  i s  shovm i n  T a b l e  17 <> The t i m e  o f  enzym e a p p e a r a n c e  a f t e r  

a d d i t i o n  o f  i n d u c e r  was t a k e n  a s  t h e  i n t e r c e p t  on t h e  t i m e - a x i s  

o f  t h e  s t r a i g h t  l i n e  r e p r e s e n t i n g  t h e  maximum r a t e  o f  enzym e 

s y n t h e s i s  i n  t h e  g r a p h  o f  A e n z y m e  a g a i n s t  t im e  ( P i g , 3 5 )»  

S t r i c t l y  s p e a k i n g ^  t h i s  m e th o d  o n l y  i n d i c a t e s  t h e  t i m e  a t  w h ic h  

t h e  maximum r a t e  o f  enzyme s y n t h e s i s  o c c u r s , and n o t  t h e  t i m e  

o f  f i r s t  a p p e a r a n c e  o f  enzym e ,  ho  a c c o u n t  i s  t a k e n  o f  e a r l y  

p e r i o d s  o f  s l o w  enzyme s y n t h e s i s ,

2 .^ A ^ ^ ifX eren tij? J_ p ,l^ b s_ fo r_ tl^

A c o n v e n i e n t  an d  v a l u a b l e  way o f  d e s c r i b i n g  t h e  k i n e t i c s  

o f  i n d u c t i o n  o f  an  enzyme i s  t h e  P v a l u e , w h i c h  was  d e f i n e d  by  

Monodp P a p p e n h e i m e r  & C o h e n - B a z i r e  ( 1 9 5 2 )  a s  t h e  g r a d i e n t  o f  

t h e  g r a p h  o f  i n c r e a s e  i n  enzym e u n i t s / m l  c u l t u r e  a g a i n s t



T a b l e  17* Time o f  a p p e a r a n c e  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y

enzym es  a f t e r  a d d i t i o n  o f  i n d u c e r  t o  a c u l t u r e  

' g r o w i n g  on  l O m i V I - g l u t a m a t e - s a l t s  m ed ium .

B a c t e r i u m  BCIB 8250 was g row n  on  lOiiiM- 

g l u t a J ï i a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

r e s u s p e n d e d  i n  b a s a l  m e d iu m , and  i n o c u l a t e d  i n t o  lOmM- 

g l u t o m a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  The i n d u c e r ,  

t o  g i v e  a  f i n a l  co n e  e n t r â t  i o n  o f  5 mil i n  t h e  g l u t a r n a t e - s a l t s  

medium i n  t h e  c a s e  o f  L - m a n d e l a t e ,  b e n z o y l f o r m a t e ,  o r  b e n z y l  

a l c o h o l ,  o r  Imii i n  t h e  c a s e  o f  b e n z a l d e h y d e ,  was a d d e d  a f t e r  

a p p r o x i m - ^ t e l y  1 g e n e r a t i o n .  S a m p le s  w e r e  w i t h d r a w n  f ro m  t h e  

g r o w t h  f l a s k ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  a n d  s o n i c a t e d ,  and  

t h e  enzym es  w e re  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  The t i m e  o f  

enzyme a p p e a r a n c e  a f t e r  a d d i t i o n  o f  i n d u c e r  was t a k e n  a s  t h e  

i n t e r c e p t  on  t h e  t i m e - a x i s  o f  t h e  s t r a i g h t  l i n e  r e p r e s e n t i n g  

t h e  maximum r a t e  o f  enzyme s y n t h e s i s  i n  a  g r a p h  o f  A  enzyme 

a g a i n s t  t i ’me ( e . g .  F i g ,  3 5 ) .

The f i g u r e s  i n  p a r e n t h e s i s  r e p r e s e n t  t h e  n um ber  o f  e x p e r i m e n t s  

p e r f orme d„
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i n c r e a s e  i n  b a c t e r i a l  p r o t e i n / m l  c u l t u r e  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  

i n d u c e r .  T h i s  g r a p h  i s  knov/n a s  t h e  d i f f e r e n t i a l  p l o t .

E x am p le s  o f  d i f f e r e n t i a l  p l o t s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  

d eh ,v d r  o g en a. s e , b en z o y 1 f  o n ; i a t e  dec  a rb  o xy 1 a s e , t h e  s t  ab 1 e a n  d 

l a b i l e  ber isp .l  delay d e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  a r e  shown i n  l ‘i g s . 3 6  t o  4 0 .  T h e s e  g r a p h s  c o v e r  

a t i m e  s p a n  o f  a p p r o x i m a t e l y  25ra in .

The d i f f e r e n t i a l  p l o t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  h - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r i n a t e  d e c a r b o x y l a s e  and  t h e  s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  by  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  ( P i g / 3 8 )  

foliovVG a  d i f f e r e n t  p a t t e r n  f ro m  t h a t  o b t a i n e d  by  i n d u c t i o n  

'With L - m a n d e l a t e  ( P i g . 3 6 )  o r  L - r n a n d e l a t e  -i- b e n z y l  a l c o h o l  

( P i g  13 7 ) . The p l o t  f o r  i n d u c t i o n  v : i t h  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  i s  

b i p h a s i c  and  g i v e s  two d i s t i n c t  p v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  

t h e  I l e g u l o n  e n z y m e s .

P i g s .3 9  a n d  40 show t h e  i n d u c t i o n  o f  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  and t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  by L -  

m a n d e l a t e  and  b e n z y l  a l c o h o l  r e s p e c t i v e l y ,  h - M a n d e l a t e  i n d u c e s  

l e s s  o f  t h e s e  enzym es  t h a n  d o e s  b e n z y l  a l c o h o l .  . 

T h i o p h e n o x y a c e t a b e  was f o u n d  xo i n d u c e  n e i t h e r  o f  t h e s e  two 

e n z y m e s ,  n o r  d i d  i t  i n d u c e  b e n z o a t e  o x i d a s e  o r  c a t e c h o l  

o x y g e n a s e .  U s i n g  h - m a n d e l a t e  a s  i n d u c e r  ( P i g . 3 9 ) ,  t h e  r a t e  o f  

f o r m a t i o n  o f  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  b e g i n s  t o  

f a l l  o f f  a f t e r  20m in  I n d u c t i o n .  T h i s  f a l l i n g - o f f  i n  t h e  r a t e  

o f  enzyme s y n t h e s i s  i s  a n a l o g o u s  t o  t h e  f l a t t e n i n g - o f f  i n  t h e  

r a t e  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  s y n t h e s i s  o b s e r v e d  i n



l«'igo36c D i f f c r e n t i a  1 p l o t  fo r  the in d u c t io n  of L~

r.i a  n d e l  a t o  d eli y d r  o g ena s e ,  b en z o y 1 f  or  ma t  e 

d e c a r b o x y l a s e ,  an-d t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g ena s e  by  L ™ m a n d e la te .

B a c t e r i u m  IG IB  8250  was g rown on  lOmLl- 

g i n  t  ano t e  a s  so 1 e so u r  c e  o f  c a r b  o n , "n a r  v e s t e d ,  w a s h e d ,

r e  s u s p e n d e d  i n  b a s a l  jAedium, a n d  i n o c u l a t e d  i n t o  lOmM™

p̂’l u t a ’A a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  L -  

M a n d e l a t e ,  t o  g i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5mM i n  t h e  

, ' f iu t  am a t e - s a l t s  medium, was a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 

g e n e r a l ; !  o n .  Sampl es f o r  enzym e a s s a y  w e re  v / i t h d r a w n  f ro m  t h e  

grow t h  f l a  s k ,  h a r v e s t e d ,  w as h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d  and a s s a y e d  

a s  d e s c r i b e d  i n  .M ethods .  S a m p le s  f o r  p r o t e i n  w e re  a l s o  w i t h -  

d r a m i  f rom  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  and  e s t i m a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

11 e t h o d s 0

O -  h - M a n d e l  a t e  d e h y d r o g e n a . s e .

A *" B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e .

<0 -  S t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .
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F i g ,  57 o D l f  f  o r e n t i a l  p l o t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f

L -rri n.n d e l  e t  e d ehy  d ro  g en^. s e ,  b en z oy 1 f  o rme t  e 

d e c a r b o x y l a s e ,  and t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  b y  L - m a n d e l a t e  -f- b e n z y l  a l c o h o l .

B a c t e r i u m  jiCIIi 8250  was g ro w n  on lOmi™ 

g l u t a r n a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

r e s u s p e n d e d  i n  b a s a l  m edium , and i n o c u l a t e d  i n t o  lOmii*» 

g l u t  am a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  i.i e t h o d  s ,  L - h a n d  e l  a t e  

H' b e n z y l  a l c o h o l ,  e a c h  to  g i v e  a f i n a l  c o n c e n t  r a t i  on  o f  5mh i n  

t h e  g l u  tama t  e - s a l t  s m edium, was a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 

g e n e r a t i o n ,  S a m p le s  f o r  enzyme a s s a y  w e re  w i t h d r a v m  f ro m  t h e  

grow t h  f l a  s ] :, h  a r v e  s t e d , wa s]i e d , s t o r e d , so n:i c a  t  e d , and  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  j u e t h o d s , S a m p le s  f o r  p r o t e i n  w e re  

a l s o  w i t h d r a w n  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  a n d  e s t i m a t e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s ,

O -  B-hi and  e l  a t e  d ehy d r  o g en  a s  e«

A  -  B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o ^ c y l a s e .

@ -  S t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .
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F i g . j S o  D i f f e r e n t i a l  p l o t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  L™

raandelci-te d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  

dec  a r b  o x y l a  s e , and  t h e  s t  a b l e  b en z a l d  eh y  d e 

d e h y d r o g e n a  s e  b y  t h i o n h e n o x y a c e t a t e .

B a c t e r i u m  DCIB 8250 was g ro w n  on lOmh- 

g l u t a m a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,

Te sus  p end ed i n  ba sa. 1 m edi urn, a n d  i n o c u l a  t e d  i n t o  1 0]'nLI» 

g l u t a m a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s .

1 h i  o p h en o xy a c e t a t e ,  to  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t  r  a t i  on o f  IralVi i n  

t h e  g l u t a n a t e - s a l t s  m e d iu n ,  was a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 

g e n e r a t i o n .  S a m p le s  f o r  enzyme a s s a y  w e r e  w i th d raw a l  f ro m  

t h e  g ro v r th  f l a s k ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  and  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s .  S a m p le s  f o r  p r o t e i n  w e re  

a l s o  w i t h d r a v m  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  and  e s t i m a t e d  a s  

d e s c r i b  ed  i n  i.. e t l i o d s  .

O L “h a n d  e l  a t e  d e h y d r o g e n a s e .

A " B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e .

0  " S t a b l e  b m z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .
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P ig  * 3 9 .  D i f f e r e n t i a l  n l o t  f o r  t h e  i n d i i o t i o n  o f  b e n z y l

a l  c o h o l  cl eh y d r  0 g ena s e a n  d t h e  1 nbi 1 e b en z a l 

d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  by  L -man d e l a t e ,

B a c t e r i i m  hCIB 8250 v/as grov/n on lOmiVI- 

g l u t a i m  t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d , w a s h e d ,  

r e  sus  p o n d e d  i n  b a s a l  m ed iu m , an d  i n o c n l a  t e d  i n t o  lOmlvI- 

g l  u  t  am a t e - s  a l  t  s me d ium a s  d e s c r i b e d  i n  h e  t h  ocl s * L - h  an  d e l  a t  e , 

to  g i v e  a f i n a l  c o n c e n t  r a t i  on o f  5ml: i n  t h e  g l u t a m a t e - s a l t s  

medium,- was a d d e d  a f t e r  a p n r o x i m a t e l y  1 g e n e r a t i o n *  S a m p le s  

f o r  enzyiae  a s s a y  v /e re  w i t h d r a v m  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k , 

h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  an d  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  M e th o d so  S a m p le s  f o r  p r o t e i n  w e r e  a l s o  w i th d r a v m  f ro m  

Vo. e g r  o w t h  f  1 s k , a  n d e s t i m a t e d  a s  de  sc r i b  ed i n  ] .1 e t h  od s .

O “ L a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,

0 -  B e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .
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F ig ,40. D i f f e r e n t i a l  p l o t  fo r  th e  in d u c t io n  of benzyl

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  a n d  t h e  l a b i l e  b e n z a l 

d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  b y  b e n z y l  a l c o h o l .

B a c t e r i u m  hÜ IB 8250 wa s g row n on lOrit™ 

g l u t a m a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ^  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

r e s u s p e n d e d  i n  b a s a l  medium, and  i n o c u l ^ . t e d  i n t o  lOmM- 

g l u t a m n t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s . B e n z y l  

a l c o h o l ,  to  g i v e  a f i n a l  cone en t r a i l  on o f  5r i i  i n  t h e  g l u t a m a t e -  

s a l t s  m edium , was a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a  t e l y  1 g e n e r a t i o n .  

S a m p le s  f o r  enzyme a s s a y  w e r e  w i t h d r a w n  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  

h a r v e s t e d ,  wash e d , s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  an d  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  m e t h o d s .  S a m p le s  f o r  p r o t e i n  v /ere a l s o  w i t h d r a w n  f rom  t h e  

g r  ow t h  f  1 s k , an  d e s t  ima t e d  a s d e s c r  i  b ed i n  Î i e t h  od s «

O  “ L a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,

O -  B e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,
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F i g / 3 5  a l t h o u g h  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  t h i s  phenom enon  i s  o b s e r v e d  e a r l i e r  ( a f t e r  20m in  

Gomnared t o  5 5min i n  t h e  c a s e  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ) « 

F i g . 41 shows t h e  d i f f e r e n t i a l  p l o t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  

c a r e c h o l  o x y g e n a s e  and b e n z o a t e  o x i d a s e .  The i n d u c t i o n  o f  

t h e s e  two en z y m es  o c c u r s  l a t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  enzymes o f  

R é g u l o n s  R^ and  w i t h  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  b e i n g  i n d u c e d  

s l i g h t l y  b e f o r e  b e n z o a t e  o x id a se ^ ,

A cco r  l i n g  t o  J a c o b  & h o  n o d  ( 1 9 6 1 )   ̂ i f  t h e  i n d u c t i o n  o f  

two en z y m es  i s  c o o r d i n a t e l y  c o n t r o l l e d ,  P v a l u e s  f o r  t h e i r  

i n d u c t i o n  s h o u l d  b e  p r o p o r t i o n a l  t o  o n e  a n o t h e r .  C o n s e q u e n t l y  

t h e  P v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  

w e re  d e t e r m i n e d  f o r  v a r i o u s  i n d u c e r s  w h i c h  g a v e  a  r a n g e  o f  P 

v a l u e s .  A l a r g e  numb e r  o f  e x p e r i m e n t s  was p e r f o r r a e d  to g i v e  

g r a p h s  o f  t h e  t y p e  shov\^n i n  P i g s  « 36 t o  4 1 ,  T h e  P v a l u e s  w e r e  

c a l c u l a t e d  i n  e a c h  c a s e .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  P v a l u e s  f o r  t h e  d i f f e r e n t  e n z y m e s ,  g r a p h s  

w e r e  p l o t t e d  o f  t h e  P v a l u e s  f o r  e a c h  en z y m e  a g a i n s t  t h e  P 

v a l u e s  f o r  t h e  o t h e r  e n z y m es .  I n  t h i s  way i t  was p o s s i b l e  t o  

s e e  i n  w h i c h  c a s e s  t h e r e  was a p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

t h e  i n d u c t i o n  o f  p a i r s  o f  enzymes@

The P v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e ,  t h e  s t a b l e  and l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a - s e ,  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o a t e  o x i d a s e  and  c a t e c h o l  

o x y g e n a s e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h o s e  o f  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a r e  shov/n i n  F i g . 4 2 ,  I n  some c a s e s  t h e r e  i s  r e l a t i v e l y  p o o r



Fig  «41* D i f f e r e n t i a l  p l o t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  b e n z o a t e

o x i d a s e  and c a t e c h o l  o x y g e n a s e  by  L - m a n d e l a t e .

B a c t e r i u m  IGIB  8250 was grov/n on  l O n u -  

g l u t a m a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

r e  s u s  p o n d e d  i n  b a s a l  medium,  an d  i n o c u l a t e d  i n t o  lOmil- 

g l u t a m a t e ~ - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  h e t l i o d s .  h - h a n d e l a t e ,  

to  g i v e  a f i n ^ l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5mi.: i n  t h e  g l u t a r a a t e - s a l t s  

medium,  was a d d e d  a f t e r  a p p r o x i m a t e l y  1 g e n e r a t i o n .  S a m p l e s  

f o r  enzyme a s s a y  w e r e  w i t h d r a v / n  f r o m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  h a r v e s t e d ,  

w as h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  and  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d  s .  

Bampl es  f o r  p i ' o t e i n  w e r e  a l s o  w i t h d r a w n  f ro m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  

and e s t i  r.n t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h  od s .

O “ B e n z o a t e  o x i d a s e ,

Q -  C a t e c h o l  o x y g e n a s e »
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A o a o o c h o l  ox-y,^;:eua"o (nniol  - u u a t r a t e  oc r i ve r te c . / a i n / !n . l  o u l t u r o )

k'\-i0)

, Fo g* a  , 'f  .
^  Ivanrioatü D--:id:v:o ( n n o l  ^valv-itr' ite c o n v e r b o d / ; a i n / r i l  n u l t u r e ) .



^ VAlne8 f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  o t h e r  

r a a n d e la te  pathway enzymes p l o t t e d  a g a i n s t  P 

v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  L -m a n d e la te  , 

d ehy d ro gena s e .

I n  a s e r i e  s of independerrb exp erim ent s  s i m i l a r  

to P i g . 36 y p .  167? t h e  m a n d e la t e  nathvm.y enzymes o f  b a c te r iu m  

uClh 8230 vv^ere in d u c e d  by a number o f  compounds, which a r e  

l i s t e d  be low , and some o f  w hich ,  as  i n d i c a t e d  by th e  numbers 

i n  b r a c k e t s , were u s e d  more th a n  once .  I n  each e x p e r im e n t  

t h e  d i f f e r e n t i a l  p l o t  was drawn f o r  each  enzyme, and from t h e  

g r a d i e n t  o f  t h e  g raph  t h e  P v a l u e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  

enzyme was c a l c u l p t e d  and us ed i n  t h e  g rap h  o p n o s i t  e .

1 -  hilt- “ L -1 ; a. n d ela t e  ( 3 ) .

2 " - h enzoylforraa  t e  C 2 ) .

5 Irni.i-'i'hiopdnenoxy a c e t a t e  o

4 - 3wiU-L-s..andelF! t e  a 5mli"benzyl a l c o h o l .

3 -  3nh:T6-1.a d e l a t e  -s 3Ml.;-aceta te  h- s u c c i n a t e .

6 -  3nh- B onzy]. a 1 c o h o l  ( 2 ) .

7 1 mi.:-Benzaldehyde.

8  -  3mi.i-Een zy l  a l c o h o l  + hmi.l-ac e ta , te  f  5mI.I-sue c i  no. t e , ;

9 ' l:sii.-“ Benzoa t e .  ' 7

10 -  Ira.. - 0 a t  e c h o l . \

The c o r r e l . a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( r )  f o r  t h e  v a r i o u s  g ra p h s  a r e  

rvrcorded on t h e  grandi to  which they  r e l a t e .
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O*

C atechol

oxygenase

r  = -0 .3 9

0»

Benzoate

ox id ase

r  = -0 .2 7

0‘

lif

L ab ile  benzaldehyde 

dehydrogenase

r  « -0 .2 2

Benzoylform ate

d ecarboxylase

r = 0 .98

Benzyl a lc o h o l 
dehydrogenase

r  -  -0 .1 7

S ta b le  benzaldehyde 

dehydrogenase

‘WJO

L-;.îandelate dehydrogenase P va lu e  

(nmol su b stra te  converted/m in /jig  b a c te r ia l  p r o te in ) .
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C atechol 

oxygenase 

r  = 0 .5 5

L ab ile  benzaldehyde 

dehydrogenase 

r - 0.97

>
Benzoylform ate

decarboxy lase

r  = -O .I4

L-l'andelate

dehydrogenase

r  = -0 .1 7

O’ O*

O '

o' 
o o

s ta b le  benzaldehyde 

dehydrogenase

r  = -0 .1 0

O*

o* o’ o*

B enzoate

o x id a se

r  = 0 .6 7

o‘

Benzyl a lc o h o l dehydrogenase P va lu e  

(nmol su b stra te  con v er to d /a in /jig  b a c te r ia l  p r o te in ) .
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a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  P v a l u e s  d e t e r m i n e d  on  two d i f f e r e n t  

o c c a s i o n s  w i t h  t h e  samie i n d u c e r .  T h i s  i s  l a r g e l y  b e c a u s e  o f  

e r r o r s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  i n  t h e  e a r l i e r  

e x p e r i m e n t s , H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e  a b s o l u t e  P v a l u e s  may v a r y ,  

t h e  same p r o p o r t i o n a l  e r r o r  ( i f  a n y )  w i l l  b e  i n t r o d u c e d  i n t o  a l l  

t h e  P v a l u e s  i n  t h e  o n e  e x p e r i m e n t  s i n c e  t h e  same p r o t e i n  v a l u e s  

w e r e  u s e d  a s  a  b a s i s  f o r  c a l c u l a t i n g  t h e  P v a l u e s  o f  à l l  t h e  

en z y m e s .  Thus  t h e  r a t i o  b e t w e e n  P v a l u e s  f o r  d i f f e r e n t  en z y m e s  

wi l3.  n o t  v a r y ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  t e s t  f o r  c o o r d i n a o y  i s  

u n a f f e c t e d a

The c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  i s  shown f o r  e a c h  s e p a r a t e  

c o r r e l a t i o n  i n  P i g . 4 2 .  I f  t h e r e  v/as a  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n ,  t h e  P v a l u e s  ( r >  0 . 9 5 ) ,  t h e  r e g r e s s i o n  was  c a l c u l a t e d ,  

a n d  t h i s  i s  t h e  l i n e  w h i c h  i s  d ravm i n  a  n u m b e r  o f  o a s e s .  The 

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  show t h a t  o n l y  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  and  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a . s e  a r e  

s y n t h e s i s e d  c o o r d i . n a t e l y  v / i t h  H « m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e .

P i g . 43 shows  a  s i m i l a r  s e t  o f  g r a p h s  f o r  t h e  P v a l u e s  o f  

t h e  o t h e r  en z y m e s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  P v a l u e s  o f  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e .  O n l y  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i s  

i n d u c e d  c o o r d i n a t e l y  w i t h  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e .

B e n z o a t e  o x i d a s e  a n d  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a r e  n o t  

c o o r d i n a t e l y  s y n t h e s i s e d  ( P i g . 4 4 ) ,

2 . 4 » R ^ r e s s i  o n _ o f  t h e  rman.del a t e  p a t h w a v e n zvme s .

M a n d e l s t a m  & J a c o b y  ( 1 9 6 5 )  and  S t e v e n s o n  & M a n d e l s t a m  

( 1 9 6 5 )  o b s e r v e d  r e p r e s s i o n  o f  t h e  i n i t i a l  e n z y m e s  o f  t h e



Pi go 43* P v a lu e s  for th e  in d u c t io n  o f  the o th e r

mandelate pathway enzymes p l o t t e d  a g a i n s t  P 

v a lu e s  fo r  the in d u c t io n  o f  ‘benzyl a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e .

I n  a s e r i e s  o f  i n d e p e n d e n t  exper imentvS  s i m i l a r  

t o  P i g , 3 6 ,  0 , 1 6 7 » t h e  m a n d e l a  t e  pa t h w a y  e n zymcs o f  h a c  t e r i u m  

PCIB 8250 w e r e  i n d u c e d  by  a  n um be r  o f  c o m o o u n d s , v .hich a r e  

l i s t e d  b e l o w ,  a n d  some o f  w h i c h ,  a s  i n d i c a t e d  by  t h e  n u m b e r s  

i  n b r  a c k e t  s , w e r e  u s e  d mor e t h  an o n c e . I  n  e s. c h e x p e r  i  m e n  t  

t h e  d i f f é r e n t i e l  p l o t  was  d r a w n  f o r  e a c h  enz ym e,  and  f r o m  t h e  

g r a d i e n t  o f  t h e  g r a p h  t h e  P v^ . lue  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  

enz,‘\nne was c a l c u l a t e d  a n d  u s e d  i n  t h e  g r a p h  o n n o s i t e .

1 -  5•11-L“P a n d e la te  ( 3 ) .

2 “ “ J3 en z o y l f o  rm at e ( 2 ) .

3 “ Imp“Thiouhenoxyac e t a t e ,

4 “ 5-!b<'-h“P e n d e la t e  5-iP-benzyl a l c o h o l ,

5 -  5mi.:'“L”L..and e la  t e  m 5ml.i-ac e t a t e  a 5mP™ s u c c in a t e .

6 « 5 Benzyl  a l c o h o l  (2) ,

7 “ 1: “I> on z f\l d ehy de .

8 -  5ml."Benzyl a l c o h o l  a Om li-ace ta te  -t- 5mP“ s u c c i n a t e .

9 “ lU i . - - B e n z o a t e ,  P

10 “ lîHib “ C a t  e c h o l ,

The oorrelat:! on c o e f f i c i e n t s  ( r )  for the v a r io u s  graphs are  

recorded on the  graph to  which they r e l a t e .



P i g . 44. P v a lu e s  f o r  th e  in d u c t io n  of c a te c h o l  oxygenase

p l o t t e d  a g a i n s t  P v a l u e s  f o r  t h e  i n d u e  t i o n  o f  

b e n z o a t e  o x i d a s e .

I n  a  s e r i e s  o f  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  s i m i l a r  

t o  P i g .  3 6 ,  p . 1 6 7 ,  b e n z o a t e  o x i d a s e  anid c a t e c h o l  o x y g e n a s e  o f  

b a c t e r i u m  ..ÜI13 8250 w e r e  i n d u c e d  by  a n u m b e r  o f  com pounds  

w h i c h  a r e  l.i s t e d  b e l o w .  I n  e a c h  e x p e r i m e n t  t h e  d i f f e r e n t i a l  

p l o t  was d r aw n f o r  e a c h  enz ym e,  a n d  f r o m  t h e  g r a d i e n t  o f  t h e  

g r a p h  t h e  P v a l u e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  enzyme was 

c s 1 c u 1 a t  e d. and  us e d i  n  t h  e g r  a p h o n p o s i t e .

1 “ 5MM"h-handelate.
2 “ 5mm“ B e n z y l  a l c o h o l .

3 -  Imivi-Thiophenoxy a c e t a t e .

4 -  lirli “ 0 a t  e c h o l .

The c o r  r  e l  at i .  on  c o e f f i c i e n t  ( r )  i s  r e c o r d e d  on t h e  g r a p h .



‘V a

C a t e c h o l  onygenaae  P v a l u e  
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1 7 8

m a n d e l a t e  p a t h w a y  by  i n t e r m e d i a t e s  o f  t h e  p a t h w a y  i n  n n t i . d a , 

AJ. though t h e  - p r e s e n t  w o rk  was n o t  i n t e n d e d  t o  i n c l u d e  a s t u d y  

o f  r e p r e s s i o n ,  . i t  wa,s d e c i d e d  t o  p e r f o r m  one  e x p e r i m e n t  to s e e  

i f  s i m i l a r  e f f e c t s  c o u l d  b e  p r o d u c e d  i n  b a c t e r i u m  NOIB 8 2 5 0 .

The p r i m e  aim o f  t h i s  e x p e r i m e n t  was t o  o b t a i n  a d d i t i o n a l  s e t s  

o f  P v a l u e s  f o r  t h e  c o r r e l a t i o n  e x p e r i m e n t s  ( S e c t i o n  2 . 5 . )  a n d ,  

a s  a b o n u s ,  to  s e e  i f  r e p r e s s i o n  was o p e r a t i n g  i n  t h e  m a n d e l a t e  

p a t h w a y .

T a b l e  18 shows t h e  r e s u l t s  o f  an  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  L -  

m a n d e l a t e ,  L - m a n d e l a t e  a a c e t a t e  + s u c c i n a t e ,  L - m a n d e l a t e  

b e n z y l  a l c o h o l ,  b e n z y l  a l c o h o l  and  b e n z y l  a l c o h o l  a a c e t a t e  m 

s u c c i n a t e  w e r e  u s e d  a s  i n d u c e r s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  

e n z y m e s . The g r o w t h  r a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b e n z y l  a l c o h o l  i s  

l o w e r  t h e n  i n  i t s  a b s e n c e ,  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  a c e t a t e  a 

s u c c i n a t e  o n l y  m a r g i n a l l y  i n c r e a s e s  t h e  g r o w t h  r a t e .  The 

p r e s e n c e  o f  5ml/i™ace t a t e  4 5mK-su  c o i n  a t e  r e d u c e s  t h e  P v a l u e  

f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  by 

a p p r o x i m a t e l y  9 5 f .  T h i s  r e p r e s s i o n  b y  a c e t a t e  a s u e c i n a t e  i s  

l e s s  m a r k e d  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a s  

t h e  P v a l u e  f o r  t h i s  enzyme i s  o n l y  r e d u c e d  by The

p r e s e n c e  o f  .L - m a n d e l a t e  s l i g h t l y  r e p r e s s e s  t h e  i n d u c t i o n  o f  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  by b e n z y l  a l c o h o l ®



ïa l i le  18. The e f f e c t  o f  the p resence  of in  terme hi a t  es

o f  t h e  m Slid e l  a t e  p a t h w a y  on t h e  1 v a l u e s  f o r  

t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzymes 

by b e n z y l  a l c o h o l  o r  L - n a n d e l a t e .

B a c t e r i u m  xXlB 8250 was g rown on lOmli- 

g l u t a ^ n a t e  a s  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  

r e  SUSP e n d e d  i n  b a s a l  medium,  and  i n o c u l a t e d  i n t o  lOrnii- 

g l u  ta.] a a t e - s a l t s  ] n e d i  urn a s  d e s c  r  ib  e d i n  l i e t h o d s .  The i n  due e r , 

w i t h  and  w i t h o u t  p o t e n t i a l  r e p r e s s o r ,  t o  g i v e  a f i n a l  c o n 

c e n t r a t i o n  o f  5mi': i n  a l l  c a s e s  i n  t h e  g l u t a m a t e ™ s a l t s  medium,  

was a d d e d  a f t e r  a u u r o x i m a t e l y  1 g e n e r a t i o n .  S a m p l e s  f o r  

enzyme a s s a y  w e r e  w i t h d r a v s i  f r o m  t h e  g r o w t h  f l a s k ,  h a r v e s t e d ,  

w as he d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  a n d  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

Lre th ods ,  Growth  was d e t e r m i n e d  by  t a k i n g  s a m p l e s  f o r  p r o t e i n  

e s t i m a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  L . e t h o d s ,  and f ro m  i t  t h e  s p e c i f i c  

g r o w t h  r a t e  was c a l c u l a t e d .  The g r a p h  o f  i n c r e a s e  i n  enzyme 

u n i t  s / m l  c u l t u r e  a g a i n s t  i n c r e a s e  i n  b a c t e r i a l  p r o t e i n / r n l  

c u l t u r e  was d r aw n f o r  e a c h  enzyme and  f r o m  t h e  g r a d i e n t  o f  t h e  

g r a p h  t h e  P v a l u e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  enzyme was 

c a l c u l " t e d  «

"1
Th e s pe c î . f  i c  g r  ow t,h r a t e  s a r  e ex nr e s s e d  a s  h  ™ .

The 1 v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  enzymes  a r e  ex nr  e s s e d  a s  

nmol  s u b s  t r  --i t e  c onv e r t e d / m i n / jig b a c  t o r i  a l  p r o t e i n .
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. 1 3  0

t lA K m A ïi i ;  PATîiV/Al IN AUTANT STRAINS OP

2-.!^. I s o l a t i o n  o f  m u t a n t  s t r a i n s  o . f _ b a c t e r i u m  EG IB 8250«

The i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n c e r n e d  w i t h  d e v e l o p i n g  

t e c h n i q u e s  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  m u t a n t s  o f  b a c t e r i u m  ÎICIB 

8 2 5 O0 H a v i n g  a c h i e v e d  t h i s   ̂ t h e  n e x t  s t e p  was  t o  o b t a i n  

s p e c i f i c  m u t a n t s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y « To s o l v e  t h e  v a r i o u s  

p r o b l e m s  o u t l i n e d  i n  t h e  I n t r o  due t i  o n , t h e  s p e c i f i c  m u t a n t s  

r e o u i  r e d  w e r e :

( 1 ) c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  5

( 2 ) o r g a n i s m s  a b l e  t o  g r ow  on- b e n s o a t e  o r  b e n z y l  a l c o h o l ,  

b u t  n o t  on L-man  d e l  a t e  ( ‘‘m a n d e l a t e  m u t a n t s " )  5

( 3 ) o r g a n i s m s  a b l e  t o  g r o w  on  b e n z o a t e  o r  L - m a n d e l a t e , b u t  

n o t  on b e n z y l  a l c o h o l  ( " b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s " ) ;

and  ( 4 ) m u t a n t s  u n a b l e  to gvov on b e n s o a t e ^  b e n z y l  a l c o h o l  o r  

L - m a n d e l a t e  ( " b e n z o a t e  m u t a n t s " ) «

t a g e n e ^ i P L l ) y _ l l L t r o n  fo ] . l o w e d . _.M 
e n i : l c h m e n j L J d ^

S i n c e  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  i s  one o f  t h e  m o s t  common

m u t a g e n i c  t r e a t m e n t s ,  i t  was  c h o s e n  t o  i n d u c e  m u t a t i o n  i n

b a c t e r i i u a  14GIB 8 2 5 0 « B e f o r e  using* t h i s  t e c h n i q u e ,  h o w ev e r^

e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  w h i c h  v/ere l i k e l y  t o  g i v e  an  o p t i m a l

n u m b e r  o f  m u t a n t s  h a d  t o  b e  d e v e l o p e d *  Hegeman ( 1 9 6 6 b )  a n d



1 3  J

G o r i n i  & Kaufman ( I 9 6 0 )  showed  t h a t  a 9 9 o91 k i l l  p r o d u c e d  a 

s a t i s f a c t o r y  n u m b e r  o f  m u t a n t s  i n  Id,, put ; j ,da and H,. c o l l  

r  e s p ec t i  v  e l y , I n  t h  e ab  s enc e o f  o t h  e r  i  n f  o rm;  ̂t i  o n , i t  wa s 

d e c i d e d  to  u s e  t h e  same k i l l  i n  b a c t e r i u m  EGIB 8 2 5 0 ,

A k i l l  c u r v e  f o r  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  u s i n g  t h e  H a n o v i a  

b a c t e r i c i d a l  l a m n  a t  a  d i s t a n c e  o f  84cm f r o m  t h e  c u l t u r e  was  

c o n s t r u c t e d  ( P i g , 4 5 ) , I t  shows t h a t  a  9 9 ,9K k i l l  was  a c h i e v e d  

a f t e r  1 4 0 s  i r r a d i a t i o n *  S u b s e q u e n t l y  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  was  

i r r a d i a t e d  f o r  t h i s  t i m e  i n t e r v a l  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  m u t a n t s *  

I t  was  d e c i d e d  t o  t r e a t  t h e  i r r a d i a t e d  c u l t u r e  w i t h  

p e n i c i l l i n  V i n  o r d e r  to  i n c r e a s e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  d e s i r e d  

m u t a n t s  i n  t h e  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  a l t h o u g h ' p e n i c i l l i n  V, a s  

i t  i n t e r f e r e s  w i t h  c e l l  v / a l l  s y n t h e s i s ,  i s  c h i e f l y  a p o l i c a b l e  

t o  G r a m - p o s i t i v e  b a c t e : c i a ,  and  h a s  n e v e r  b e e n  t e s t e d  w i t h  

b a c t e r i u m  NGID 8250* h o w e v e r  i t  h a s  p r o v e d  t o  b e  e f f e c t i v e  i n  

t h e  e n r i c h m e n t  o f  G r a m - n e g a t i v e  o r g a n i s m s  s u c h  a s  c o l i  

( G o r i n i  & K au fm an ,  I 9 6 0 )  and  Ito .agru g i n g s n  ( L o u t i t ,  1 9 5 5 )  o The 

e f f e c t  o f  p e n i c i l l i n  c o n c e n t r a t i o n  on t h e  g r o w t h  o f  b a c t e r i u m  

hOIB 8250  i s  shown i n  f i g * 46* Prom t h e s e  d a t a  i t  was  d e c i d e d  

t o  u s e  I m g / m l  p e n i c i l l i n  i n  t h e  e n r i c h m e n t  p r o o e d u r  e*

I n  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  m u t a g e n e s i s  by  

u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  f o l l o w e d  by p e n i c i l l i n  e n r i c h m e n t  a n d  

t h e  r e p l i c a  p l a t i n g  s e l e c t i o n  t e c h n i q u e , an  a t t e m p t  was  made t o  

i s o l a t e  b l o c k e d  m u t a n t  s t r a i n s  o f  b a c t e r i u m  EGIB 8250* As 

shovm i n  T a b l e  2 0 ,  a l t h o u g h  9 , 6 0 0  o r g a n i s m s  w e r e  s c r e e n e d ,  no 

m u t a n t s  o f  t h e  d e s i r e d  t y p e  w e r e  i s o l a t e d *  M u t a n t s ,  h o w e v e r ,



Pig. 45* B a c t e r i c i d a l  e f f e c t  o f  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n

on b a c t e r i u m  fGIB 8 2 5 0 ,

B a c t e r i u m  i.GlB 8250  was g rown a s  d e s c r i b e d  i n  

m e t h o d s  ( p , 5 9 ) ,  A v i a b l e  c o u n t  was made on t h e  c e l l  

s u s p e n s i o n  i n  b a s a l  medium,  9ml o f  v /h ich  was t h e n  i r r a d i a t e d  

w i t h  t h e  u l t r a v i o l e t  l amp a t  a  d i s t a n c e  o f  8 4 cm f ro m  t h e  

l amp a s  d e s c r i b e d  i n  I-.iethods ( p , 6 5 ) .  At  v a r i o u s  t i m e  

i n t e r v a l s  0 . 1  ;.i 1 s a j a c l e s  w e r e  wi  t h d r a w n  f r o m  t h e  c e l l  

s u s p e n s i o n  f o r  v i a b l e  c o u n t  d e t e r m i n a t i o n s .
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l‘’igc.46o The e f f e c t  o f  p e n i c i l l i n  V on  t h e  g r o w t h  o f

b a c t e r i u m  hOlB 8250c

B a c t e r i u m  hClB 8250 was g rown  a s  d e s c r i b e d  i n  

J - e t h o d s  ( p . 59)  e x c e p t  t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  n o t  h a r v e s t e d  « A 

1/j i n o c u l u m  was a d d e d  t o  50ml IOlû! - s u c c i n a t e - s a l t s  m e d i a  

c o n t a i n i n g  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p e n i c i l l i n  V, A v i a b l e  

c o u n t  was ];iade on a  s i m i l a r  c u l t u r e  vd i i ch  c o n t a i n e d  no  

p e n i c i l l i n  a s  d e s c r i b e d  i n  L le th od s  (p*62 )  ̂ The c u l t u r e s  w e r e  

t h e n  g rown f o r  4h a t  5 0 °  a t  w h i c h  t i m e  a v i a b l e  c o u n t  was  

made on e a c h  c u l t u r e .
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v /e re  p r o b a b l y  p r o d u c e d  a s  t h e  v i a b l e  c o u n t  o f  c e l l s  t r e a t e d  

w i t h  u l t r a v i o l e t  i r r a . d i a t i o n  was a b o u t  253 l e s s  on s u c c i n a t e  

e g a r  p l a t e s  t h a n  on  n u t r i e n t  a g a r  n i â t e s »

25 ,1  »,1 .2 ,  i'.:uta a : e n e s i s  b y  i n c u b a t i o n  v / i t h  ri

S i n c e  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  d i d  n o t  p r o d u c e  any  o f  t h e  

d e s i r e d  n u t  an  t  s , i t  was  d e c i d e d  to i  n. due e vxi t  ag  en e s i  s wi t h  i; h  e 

m o r e  p o v / e r f u l  m u t a g e n  N «1 » G, , A d e l b e r g  n . l » ( 1 9 6 5 )  h a v e  shown 

t h a t  i n c u b a t i o n  o f  a  c u l t u r e  o f  Üg. . co l i .  w i t h  t h i s  compound 

p r o d u c e d  a t  l e a s t  o ne  m u t a t i o n  i n  t h e  genome o f  e v e r y  o r g a n i s m  

o f  t h e  c u l t u r e  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h i c h  g a v e  a  50'p k i l l  * f o r  

b a c t e r i u m  hCIB 8 2 5 0 ,  h o w e v e r ,  i t  was d e c i d e d  t o  u s e  c o n d i t i o n s  

w h i c h  g a v e  a 99*93  k i l l  s i n c e  Ca n o v n s  & S t a n i e r  ( 1 9 6 7 )  u s e d  

t h e s e  c o n d i t i o n s  t o  o b t a i n  m u t a n t s  o f  c a l c o a c e t i c u s . The 

e f f e c t  o f  i n c u b a t i n g  a  s u s p e n s i o n  o f  b a c t e r i u m  NOIB 8250  w i t h  

N *T ,G » a t  a f i n  e l  cone e n t r a t i o n  o f  lOOj ig /ml  i s  shov/n i n  T a b l e  

19* I n c u b a t i n g  t h e  c e l l s  f o r  5 0 n i n  a t  5 0 °  g a v e  a p p r o x i m a t e l y  

a  99*93 k i l l ?  a n d  t h i s  t i m e  i n t e r v a l  v/as t h e r e f o r e  u s e d  f o r  

t h e  i s o l a t i o n  o f  m u t a n t s »

I n  f o u r  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  m u t a g e n e s i s  w i t h  k »T h i , 

f o l l o w e d  b y  t h e  r e p l i c a  p l a t i n g  s e l e c t i o n  t e c h n i q u e ,  15  b e n z y l  

a l c o h o l  m u t a n t s ,  7 b e n z o a t e  m u t a n t s  a n d  2 m a n d e l a t e  m u t a n t s  

w e r e  i s o l a t e d  ( T a b l e  20 )»

I t  was t h e n  d e c i d e d  t o  a t t e m p t  t h e  i s o l a t i o n  o f  a d d i t i o n a l  

m a n d e l a t e  and  b e n z o a t e  m u t a n t s  u s i n g  t h e  l i m i t i n g  n u t r i e n t  

s e l e c t i o n  t e c h n i c ne» E n r i c h m e n t  o f  t h e  d e s i r e d  m u t a n t s  by 

C a r b o x y  Q ( a  a u i n o l o n e  w h i c h  h a s  b e e n  shown by Eewson



Table 19. The e f f e c t  of in c u b a t in g  a suspension  of

b a c t e r i u m  NCIB 825 0  w i t h  K . T . G .  a t  a  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  lOOjtig/ml»

B a c t e r i u m  NCIB 8250  was g rown a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s  C p , 5 9 ) .  9ml o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  was a d d e d  t o  1ml 

N*T»Go d i s s o l v e d  i n  lOraLi-sodium c i t r a t e  b u f f e r  pH 6*0 t o  

g i v e  a  f i n a l  N.T.G* c o n c e n t r a t i o n  o f  lOOjig/ml» A v i a b l e  

c o u n t  was  made on t h e  r e s u l t i n g  s u s n e n s i o n »  The s u s p e n s i o n  

was t h e n  i n c u b a t e d  a t  5 0 ^  i n  a  s h a k i n g  w a t e r  b a t h ,  1ml s a m p l e s  

w e r e  t a k e n  a t  3 0 m i n ,  4 5min a n d  6 0 m i n ,  a n d  v i a b l e  co u n . t s  w e r e  

made on  them*
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I n c u b ' ^ t i  071 

t i m e  ( n i n )

0

30

45

60

b o . o f

c o l o n i  e s

2*0 X 10

2*5 X l o '  

8*7  X 10

5 .9  X 10

6

5

3- k i l l

0

9 9 .8 8

9 9 .9 6

9 9 . 9 7



Table 20, The i s o l a t i o n  of blocked mutant s t r a i n s

of  b a c t e r i u m  NCIB 8250»,

B l o c k e d  m u t a n t  s t r a i n s  o f  b a c t e r i u m  NCIB 8250 

w e r e  i s o l a t e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e s  w h i c h  a r e  f u l l y  

d e s c r i b e d  i n  U e t h o d s  ( S e c t i o n  2 ) i

A, m u t a g e n e s i s  by t r e a t m e n t  w i t h  u l t r a v i o l e t  i r r a d i a t i o n  

f o l l o v / e d  by  t h e  p e n i c i l l i n  e n r i c h m e n t  t e c h n i q u e ,

B» L n t a g e n e s i s  by  t r e a t m e n t  w i t h  N , T ,0 » f o l l o w e d  by  t h e  

r e p l i c a  p l a t i n g  s e l e c t i o n  t e c h n i q u e *

Op h u t a g e n e s i s  by t r e a t m e n t  w i t h  N , T , G ,  f o l l o w e d  by  t h e  

l i m i t i n g  n u t r i e n t  s e l e c t i o n  t e c h n i q u e ,  w i t h  0,5mM™ 

g l u t a m a t e  ( G l u . )  o r  0 » 2mlvl -benzoate ( B e n , )  a s  t h e  

1 i mi  t  i n  g n u t r i e n  t .

Dp M u t a g e n e s i s  by t r e a t m e n t  w i t h  h . T , G *  f o l l o w e d  by  t h e  

C a rb o x y  Q e n r i c h m e n t  t e c h n i q u e , an d  t h e  l i m i t i n g  

n u t r i a  n t  s e l  ec t i  o n  t  ech n i  que m  t h  0 , 3  mid -  g l u t  am a t  e a  s 

t h e  l i r a i ' b ing n u t r i e n t *



1 ô 6

G l a s s  o f  

-Sa t a n t

Able  to  grov/  

on b e n z o a t e  

o r  b e n z y l  

a l e o b o l  

b u t . n o t  on 

L-" a and e l a t e

A b le  to  grow 

on b e n z o a t e  

o r  L-™ : an d e l a t e  

b u t  n o t  on 

b on z y 1 a  1 c o h  o 1

U n a b l e  t o  grow 

on b e n z o a t e ,  

b - n a n d e l a t e ,  

o r  b e n z y l  

a l c o h o l

L u t  a g o n i c  

t r e a t m e n t

A

B

ChCllu*

D-Glu*

G B en  «

A

B

A

B

G"Glu

D»G-lu

do * o f  

oro'wnisi.u 

t r e a t e d  wi t h  

n u t  a, g  en

5 . 5  X 10

8 , 5  X 10

8 * 7  X 1 0

8 / 7  X 10

6o4 X 10

5,5 X 10 
6 / 5  X 10'

9

iiOo o f

c o l o n i e  s 

s c r e e n e d

5 * 5 1 0 ^ 9 , 6 0 0

6 / 5 X 1 0 ^ 9 , 0 0 0

8.0 7 X 1 0 ^ 6 5 6

8  0 7 X 1 0 ^ 5 1 0

9 , 6 0 0

1 7 , 0 0 0  

656 

5 1 0  

2 1 , 0 0 0

9 , 6 0 0  

9 , 0 0 0

no* o f  

m u t a n t s  

i s o l a t o d

0

1
1

12

0

15

0

7

5 5

5 0
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( u n n u b l i n h e c l  r e s u l t s )  t o  h a v e  a. s l i g h t  b a c t e r i c i d a l  e f f e c t  on 

g r o v r i n g  c e l l s  o f  b a o t e i i u r n  NCIB 82 5 0 )  v/as c a r r i e d  o u t  on o n e  

o c c a s i o n *  O t h e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  v / i t h  no e n r i c h m e n t  

I n  t h e  f i r s t  two e x p e r i m e n t s  0 »5mH-g l u t a m a t e  a 2nih™benzoate was 

u s e d  a s  t h e  c a r b o n  and e n e r g y  s o u r c e  i n  t h e  s e l e c t i o n  p r o c e d u r e  

v / i t h  0 o g l u t a m a t e  a s  t h e  l i m i t i n g  n u t r i e n t *  The m u t a n t s  

o b t a i n e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  shown i n  T a b l e  20* A l t h o u g h  

65 b e n z o a t e  m u t a n t s  v /ere  i s o l a t e d ,  o n l y  2 m a n d e l a t e  m u t a n t s  w e r e  

fo u n d *  T h u s ,  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  m a n d e l a t e  r a t h e r  t h a n  b e n z o a t e  

m u t a n t s ,  i t  v/as d e c i d e d  t o  g r o w  t h e  m u t a t e d  c u l t u r e  on  2mM- 

b e n z o a t e ,  a n d  t h e n  s p r e a d  i t  on a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  0 * BmM- 

b e n z o a t e  ( a s  t h e  l i m i t i n g  n u t r i e n t )  i  5raLI-L-ma.ndelate  'bo 

e l i m i n a t e  t h e  b e n z o a t e  m u t a n t s *  12 m a n d e l a t e  m u t a n t s  w e r e  

o b t a i n e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  ( T a b l e  20) *

1  * 1.A 1.. .̂5. « The_ i s  o l  a t  i o n  o f  m u t a n t  s c o n s t i t u t i v e  f o r  L-mnnKi e l c  t e  
d e h y ;a ro g w ^ ^

S i n c e  t h e  r e q u i r e d  m u t a n t s  n o r m a l l y  f o r m  o n l y  a  v e r y  s m a l l  

p r o p o r t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  u n d e r  s t u d y ,  i t  was 

e s s e n t i a l  t o  d e v e l o p  a  r a p i d  s c r e e n i n g ;  p r o c e d u r e  f o r  t h e i r  

i s o l a t i o n .  The  s c r e e n i i p g  p r o c e d u r e  m a k e s  u s e  o f  t h e  f a c t  t h a t  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  can b e  d e t e c t e d  v i s u a l l y  by  

t h e  c o u p l e d  r e d u c t i o n  o f  t h e  d y e ,  2 , 6 - d i c h i o r o p h e n o1 - i n d o p h e n o 1 

L - M a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  v/as a s s a y e d  i n  s u s p e c t e d  m u t a n t  

o r g a n i s m s  by d e s t r o y i n g  t h e  p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r  o f  w h o l e  c e l l s  

v / i t h  a t o l u e n e - e t h a n o l  m i x t u r e ,  and t h e n  a d d i n g  t h e  dye  and 

L “Bland e l a t e *
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The a l t e r n a t e  c u l t u r e  t e c h n i q u e  was  u s e d  t o  e n r i c h  b o t h  

s n o n t o . n e o u s  and  N. T , G * i n d u c e d  m u t a n t s *  6 i n d e u e n d e n t  c u J . t u r e s  

w e r e  s e t  up t o  e n r i c h  s p o n t a n e o u s  m u t a n t s , a n d  3 to e n r i c h  I I / i oG ,  

i n d u c e d  m u t a n t s *  T h i s  e n r i c h m e n t  m e t h o d  i s  b a s e d  on t h e  

n r e s u m e d  s e l e c t i v e  a d v a n t a g e  o f  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s ,  w h i c h  do 

n o t  l a g ,  d u r i n g ;  t h e  g r o w t h  l a g  e x h i b i t e d  b y  t h e  i n d u c i b l e  w i l d  

t y p e  when  t r a n s f e r r e d  f r o m  a g l u t a m a t e -  t o  a  L - m a n d e l a t e - s a l t s  

mediuDu A f t e r  1 0 - 1 5  c y c l e s  a l t e r n a t i n g  b e t w e e n  t h e  two c a r b o n  

an d  e n e r g y  s o u r c e s ,  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  s h o u l d  h a v e  

o u t g r o v / n  t h e  w i l d  t y p e *  The p r e s u m p t i v e  e n r i c h e d  c u l t u r e  was  

s p r e a d  on  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s ,  a n d  t h e  c o l o n i e s  o b t a i n e d  w e r e  

t e s t e d  f o r  a  c o n s t i t u t i v e  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a f t e r  g r o w t h  

on a  g l u t a j T i a t e - 8 a l t s  medium* T a b l e  21 shows  t h a t  42 

c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  w e r e  i s o l a t e d  i n  t h i s  way «

rin-^g_X he..s;^'.st_en„ujiedJ:o._clas

The c l a s s i f i c a t i o n  s y s t e m  u s e d  t o  d e s i g n a t e  t h e  m u t a n t  

s t r a i n  n u m b e r s  i s  s u m m a r i s e d  a s  f o l l o w s ;

( 1 )  t h e  l e t t e r  N s i g n i f i e s  m u t a g e n e s i s  by  N/T*G*;

( 2 )  t h e  l e t t e r  G s i g n i f i e s  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n ;

( 3 )  t h e  s e c o n d  l e t t e r ,  i f  a p p l i c a b l e ,  r e f e r s  t o  t h e

e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  t h e  m u t a n t  was  i s o l a t e d ;

( 4 )  i n  a  o n e  o r  two f i g u r e  n u m b e r ,  t h e  n u m b e r  r e p r e s e n t s  t h e

c h r o n o l o g i c a l  o r d e r  i n  w h i c h  t h e  m u t a n t  v/as i s o l a t e d ;

( 5 )  i n  a  f o u r  f i g u r e  n u m b e r ,  t h e  f i r s t  two  f i g u r e s  r e p r e s e n t  

t h e  n u m b e r  o f  t h e  a g a r  p l a t e  on  v /h ich  t h e  m u t a n t  was  s i t u a t e d ,  

a nd  t h e  s e c o n d  two f i g u r e s  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  m u t a n t  on t h e



Table 21* The i s o l a t i o n  of c o n s t i t u t i v e  mutant s t r a i n s

o f  b a c t e r i u m  NGD3 8250*

C o n s t i t u t i v e  m u t a n t  s t r a i n s  o f  b a c t e r i u m  

NOIB 8250 w e r e  i s o l a t e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e s  

w h i c h  a r e  f u l l y  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( S e c ' b i o n  2 ) ;

A* i.iut a g e n e s i s  by t r e a t m e n t  w i t h  li * T * G * f o l l o w e d  by  t h e  

a l t e r n a t e  c u l t u r e  e n r i c h m e n t  t e c h n i q u e ,  and  s e l e c t i o n  

by me an s  o f  t h e  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  w h o l e  c e l l  a s s a y  

B* S p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  f o l l o w e d  by  t h e  a l t e r n a t e  c u l t u r e  

e n r i c h m e n t  t e c h n i o u e ,  a n d  s e l e c t i o n  by means  o f  t h e  L-  

m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  whole  c e l l  a s s a y *
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p l a t e ,  i n  c a s e s  v /he re  t h e  i s o l a t e d  n n t a n t  v/as f u r t h e r  t e s t e d  

b e f o r e  c l o n i n g ?

and  ( 6 )  i n  a  f i v e  f i g u r e  n u m b e r ,  t h e  f i r s t  tv/o f i ^ g j u e s  

r e p r e s e n t  t h e  n u m b e r  o f  t h e  a l t e r n a t e  c u l t u r e  e x p e r i m e n t ,  a n d  

t h e  l a s t  t h r e e  f i g u r e s  t h e  c h r o n o l o g i c a l  o r d e r  i n  v /h i ch  t h e  

m u t a n t  v/as t e s t e d  f o r  a  c o n s t i t u t i v e  L ^ m n n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,

3 o ]. o 3 , The  c h o i c e  of  mut  an  ± s f o r  f u r t h  e r  s t u d y  ^

A l l  t h e  m u t a n t s  i s o l a t e d  v/ere  c h a r a c t e r i s e d  a s  b a c t e r i u m  

bCIB 8250  b y  t h e  t e s t s  shov/n i n  T a b l e  2 ,  Some o f  t h e  b l o c k e d  

m u t a n t s  sh ow ed  s i g n s  o f  r e v e r s i o n  o r  l e a k i n e s s ,  and  w e r e  n o t  

e x a m i n e d  f u r  t h  e r  * The m u t a n t s  u s e d  i n  t h e  r e s t  o f  t h e  

e x n e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  3 g a v e  t h e  l e a s t  i n d i c a t i o n s  

o f  l e a k i n e s s  o r  r e v e r s i o n .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  showed  t h a t  

a l l  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  c o n t a i n e d  much l e s s  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  when g rown u n d e r  n o n - i n d u c i n g  c o n d i t i o n s  t h a n  d i d  

t h e  w i l d  t y p e  when g rown  on L - m a n d e l a t e ,  Thus  t h e s e  o r g a n i s m s  

r e p r e s e n t  m e ^ s ^ - c o n s t i t u t i v e  s t r a i n s  a c c o r d i n g  t o  t h e  p h e n o t y p i c  

c l a s s i f i c a t i o n  and  t e r m i n o l o g y  f o r  enzyme m u t a n t s  i n  m i c r o 

o r g a n i s m s  s u g g e s t e d  by  C o l l i n s ,  M a n d e l s t a m ,  P o l l o c k ,  Kicl imond 

& S n e a t h  ( 1 9 6 5 ) ,  h E 0 4 0 7 1 ,  hE 02 270  a n d  G04211 ,  t h e  t h r e e  s t r a i n s

w h i c h  c o n t a i n e d  t h e  h i g h e s t  l e v e l s  o f  1 - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e , 

w e r e  u s e d  i n  sub s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ^

3 , 2 .  Nut r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  m u t a n t  s t r a i n s ,

A l l  t h e  m a n d e l a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  a n d  c o n s t i t u t i v e  

m u t a n t s  w e r e  t e s t e d  f o r  g r o w t h  on L - m a h d e l a t e ,  b e n z o y l f o r i n a t e ,
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b e n z y l  a l c o h o l ,  b e n z a l d e h y d e  a n d  b e n z o a t e ,  an d  t h e  m a j o r i t y  o f  

t h e n  on d - h y d r o x y - B J j - m a n d e l a t e ,  d - h y d r o x y - O - m e t h o x y b e n z a l d e h y d e  

2 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l  a n d  4 ~ h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l .  The 

b e n z o a t e  m u t a n t s  v/ere  t e s t e d  f o r  g r o w t h  on b an .z y l  a l c o h o l ,  

2 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ,  b e n z o a t e ,  2 - h y d r o x y b e n z o a t e ,  c a t e c h o l  

an d  s u c c i n a t e .  I n  o r d e r  t o  s i m p l i f y  t h e  p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  

r e s u l t s ,  co m po und s  w h i c h  g a v e  t h e  same g r o v / t h  p a t t e r n  f o r  t h e  

w i l d  t y p e  a n d  m u t a n t s  w e r e  o m i t t e d  f ro m  T a b l e s  22 t o  2 5 .

I n  some c a s e s  g r o w t h  i s  shown a s  " d e l a y e d ” . I n  t h e s e  

c a s e s  t h e  m u t a n t s  h a d  f a i l e d  t o  g row b y  t h e  t i m e  t h e  v / i l d  t y p e  

v/as f u l l y  g r o w n ;  b u t  d i d  s u b s e q u e n t l y  g row ™ some'bimes a f t e r  

s e v e r a l  d a y s ,

1 . 2 . 1 « The n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e m a n d e l a t e  m u t a n t s .

The  n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  m a n d e l a t e  m u t a n t s  i s  

shown i n  T a b l e  2 2 ,  T h e s e  m u t a n t s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  two 

G l a s s e s :  t h o s e  w h i c h  grov/ on b e n z o y l f o r m a t e ,  a n d  t h o s e  w h i c h

do n o t .  B o t h  c l a s s e s  o f  m u t a n t s ,  h o w e v e r ,  f a i l  t o  grov; 

n o r m a l l y  on  L-man d e l  a t e  a n d  d - h y d r o x y - B j L - m a n d  e l a t e ,  Grov/ th 

o f  a l l  t h e  or  g en  i s m s  on b e n z y l  a l c o h o l ,  2 - h y d r o x y b e n z y l  

a l c o h o l ,  4 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ,  b e n z a l d e h y d e , 4 - h y d r o x y - ^ -  

m e t h o x y b e n z a l d e h y d e  or  b e n z o a t e  i s  s i m i l a r  t o  t h a . t  o f  t h e  w i l d  

t y p e  a

3 , 2 , 2 ,  The n u t r i  'W. o n a l  v e r  s a t i l i t v  o f  t h e  c ons t i t u t i v e  mut a n t s ,

The n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  

i s  shov/n i n  T a b l e  2 3 o The c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  shov/ no o r



Table 22. The n u t r i ' t i o n n l  v e r s a t i l i t y  of mutant s t r a i n s

of  b a c t e r i u m  h Cl B 8250 v/hich do n o t  g r o w

n o r m a l l y  on L - m a n d e l a t e ,  b u t  do on b e n z y l

a l c o h o l  o r  b e n z o a t e .

T h e  w i l d  t y p e  o r g a n i s m  and  t h e  m u t a n t  s t r a i n s  

o f  b a c t e r i u m  BGIB 8250  v/ere  i n o c u l a t e d  i n t o  b a s a l  s a l t s  m e d i a

c o n t a i n i n g  t h e  v a r i o u s  grovrbh s u b s t r a t e s  a t  two c o n c e n t r a t i o n s

u s i n g  a  0 . 2 /  u n w a s b e d  n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  a s  i n o c u l u m  a s  

d e s c r i b e d  i n  j . . e th od s  ( p . 6 0 ) .  Grow th  was d e t e r m i n e d  a t  

s u i t ' ^ b l e  t i n e  i n t e r v a l s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  

m e t h o d s  ( p .  6 0 ) .  S i n c e  g r o w t h  was  s i m i l a r  f o r  b o t h  

co ne  e n t r â t !  o n s  o f  g r ov / th  s u b s t r e t e ,  o n l y  o n e  r e s u l t  h a s  

b e e n  r e c o r d e d  i n  t h e  T a b l e .

-  no g r o w t h .

4-, -  d e l a y e d  g r o w t h .

-h*!'. “ n o r m a l  g r o w t h .
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Tab3,e 23. The n u t r i t i o n a l  ve rsa 'b i . l i ty  of co n s t i 'b u t iv e

mutant s t r a i n s  o f  bac ter ium  NCI 13 8250.

The v / i l d  ty p e  o r g a n i s r a  and  t h e  m u t a n t  s t r a i n s  

o f  b a c t e r i u m  hOIB 8250  v /ere  i n o c u l a t e d  i n t o  b a s a l  s a l t s  

m e d i a  c o n t a i n i n g  t h e  v a r i o u s  grov.dih s u b s t r a t e s  a t  two 

c o n c e n t r a t i o n s  u s i n g  a  0.2^^ u n w a s h e d  24h  n u t r i e n t  b r o t h  

c u l t u r e  a s  i n o c u l u m  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p . 6 0 ) .  S i n c e  

g r o w t h  was s i m i l a r  f o r  b o t h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g ro v / th  

sub 8 t r  Cute, o n l y  one r e s u l t  h a s  b e e n  r e c o r d e d  i n  t h e  T a b l e .

- n o  g r o w t h .

4 . -  d e l a y e d  g r o w t h .

-  n o r m a l  g r a v t h .
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d e l a y e d  g ro v / th  on  l - m a n d e l a t e ,  d ^ h y d r o x y - D ^ L - n a n d e l a t e  and  

h e n z o y l f o r m t e o  G ro w th  o f  t h e  s t r a i n s  on b e n z y l  ; i l c o h o l ,  2 -  

h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l , 4 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ^  b e n z a l d e h y d e ,

4 "hy  d ro  x y -5 -m  e t h o x  yb en z a i d  ehyd  e o r  b e n z o a t e  i s  s i m i l e r  to  t h a t  

o f  t h e  w i l d  t y p e ,

1^2,J^iC h.^ntrltjn jia]=_yersa:U %
m]ltfints^.

The n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  

i s  shown i n  T a b l e  24* One m u t a n t ,  NI37? i s  c l  ea r ] ,  y d i f f e r e n t  

f ro m  t h e  o t h e r  two a s  i t  d o e s  n o t  grow on  an y  4 - h y d r o x y -  

s u b s t i t u t e d  com pound .  S t r a i n  .NB7 a l s o  d o e s  n o t  grow o r  g i v e s  

d e l a y e d  g r o w t h  on  b e n z y l  a l c o h o l ,  2 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ,  

b e n z a l d e h y d e  a n d  4 - h y d  r  o x y - m e  t h  ox y b en  z a l d  eh y d e , The o t h e r  

two m u t a n t s ,  N2 an d  11X37? grow  n o r m a l l y  on I m h - b e n z a l d e h y d e ,

4 -h y d  r  o x y - D, L-man d e l  a t  e o r  4 - h y d r o x y b e n z o a t e ; b u t  show no o r  

d e l a y e d  g r o w t h  on b e n z y l  a l c o h o l ,  2 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ,  4 -  

h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l ,  2 m H - b e n z a ld e h y d e  and 4 '“h y d r o .x y - 3 ” 

m e t h o x y b e n z a l d e h y d e »  G row th  o f  t h e  t h r e e  m u t a n t s  on L -  

m a n d e l a t e ,  b e n z o y l f o r m a t e  o r  b e n z o a t e  i s  s i m i l a r  to  t h a t  o f  

t h e  w i l d  ty p e »

The n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  b e n z o a t e  b l o c k e d  

m u t a n t s  i s  shown i n  T a b l e  25 * The b e n z o a t e  m u t a n t s  grow on 

2 - h y d r o , x y b e n z o a t e  o r  c a t e c h o l ,  b u t  n o t  on b e n z o a t e »  G row th  o f  

t h e  s t r a i n s  on  2 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l  o r  s u c c i n a t e  i s  s i m i l a r  

t o  t h a t  o f  t h e  w i l d  t y p e .  A l t h o u g h  i t  i s  n o t  shown i n  T a b l e  

2 5 ? t h e  m u t a n t s  d i d  n o t  g row  on b e n z y l  a l c o h o l »



Table 24* The n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  of  mutant s t r a i n s

o f  b a c t e r i u m  NO IB 8250  v /h ich  do n o t  g ro w  

n o r m a l l y  on  b e n z y l  • a l c o h o l , b u t  do on  L -  

m a n d e l a t e  o r  b e n z o a t e .

The v / i ld  t y p e  o r g a n i s r a  and t h e  m u t a n t  s t r a i n s  

o f  b a c t e r i u m  liCIB 8250  w e re  i n o c u l a t e d  i n t o  b a s a l  s a l t s  

m ed ia  c o n t a i n i n g  t h e  v a r i o u s  g r o w t h  s u b s t r a t e s  a t  two 

c o n c e n t r a i l  ons u s i n g  a 0 .  2^' u n w a s h e d  n u t r i e n t  b r o t h ,  c u l t i u e  

a s  i n o c u l u m  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  ( p . 0 0 ) ,  Growth w as  

d e t e r m i n e d  a t  s u i t a b l e  t im e  i n t e r v a l s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  a s  

d e s c r i b e d  i n  L le th o d s  ( p .  6 0 ) .  Vdiere g r o w t h  was s i m i l a r  f o r  

b o t h  c o n o e n t r a f i  o n s  o f  g r o w t h  sub s t r a t e ,  o n l y  o n e  r e s u l t  

h a s  b e e n  r e c o r d e d  i n  t h e  T a b l e .

" no  grovabh.

4-. -  d e l a y e d  g ro w th  .

4- 1-. “ n o r m a l  g r o w th  .
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T a b le  2 5 .  The n u l r i t i o a a l  v e r s a t i l i t y  o f  m u t a n t  s t r a i n s

o f  b a c te r iu m !  NO IB 8250  w h ic h  do n o t  grov/ on 

L -rn an d e la  t e  , b e n z y l  a l e o h o l , o r  b e n z o a t e .

The V/ i  Id t y  p e o r  g an i  sm a n  d t h  e mut an  t  ’ s t  r  a i n s  

o f  b a c t e r i u m  hOIB 8250  w e re  i n o c u l a t e d  i n t o  b a s a l  s a l t s  

m e d i a  c o n t a i n i n g  t h e  v a r i o u s  grovrbh s u b s t r a t e s  a t  two 

c o n c e n t r a t i o n s  u s i n g  a 0.2;,. u n w a s h e d  24h n u t r i e n t  b r o t h  

c u l t u r e  a s  i n o c u l u m  a s  d e s c r i b e d  i n  L .e th o d s  ( p .  6 0 ) .  Grow th  

Was d e t e r m i n e d  a t  s u i t a b l e  t im e  i n t e r v a l s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  

a s  d e s c r i b e d  i n  i .^ethods ( p . 6 0 ) .  S i n c e  grovrbh was s i m i l a r  

f o r  b o t h  cone  e n t r a t i o n s  o f  g r o w t h  s u b s t r a t e ,  o n l y  o n e  r e s u l t  

h a s  b e e n  r e c o r d e d  i n  t h e  T a b l e .

-  no g r o w t h .

-  n o r m a l  g r o w t h .
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T a b l e  26 simma r i s e s  t h e  n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e  

b l o c k e d  m u t a n t s  f ro m  t h e  d a t a  g i v e n  i n  T a b l e s  2 2 ,  24 and  2 5 ,  

and  g i v e s  t h e i r  p r e s u m e d  enzyme l e s i o n s . ^  B e n z a l d e h y d e  vaas n o t  

i n c l u d e d  i n  t h e  summary a s  i t  g a v e  e q u i v o c a l  r e s u l t s  w i t h  t h e  

b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  ( Tabl e  2 4 ) ,

l^ l^ .m [e ls_ jifL th e _ j] ïa M e le

The l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  i n  n o n - i n d u e  ed 

c e l l s  o f  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  g row n on  g l u t a m a t e  w e r e  

d e t e r m i n e d .  The g r o w t h  r a t e  and enzyme c o n t e n t  o f  t h e  t h r e e  

c o n s t i t u t i v e  m u t a n t  s t r a i n s ,  NK04071? NE02270 and C 0 4 2 1 1 ,  w e re  

s i m i l a r ,  and  c o n s e q u e n t l y  o n l y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  s t r a i n  

004211  a r e  d o c ru n en ted  i n  f u l l .

The two g r o w t h  r a t e s  o f  t h e  m u t a n t  o r g a n i s m  on  SmM-* 

g l u t a m a t e  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  w i l d  t y p e  ( P i g . 4 7 ) ,  

S a m p le s  w e re  t a k e n  f o r  enzyme a s s a y  d u r i n g  t h e  l a s t  g e n e r a ' c i o n  

a t  t h e  t i m e s  i n d i c a t e d  b y  t h e  a r r o w s .  As t h e  v a l u e s  f o r  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  i n  t h e  t h r e e  s a m p l e s  t a k e n  

f ro m  t h e  c u l t u r e  o f  t h e  m u t a n t  o r g a n i s m  w e r e  s i m i l a r ,  ?md i n  

t h e  c a s e  o f  t h e  w i l d  t y p e  b e t w e e n  two s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  i n  

w h ic h  t h r e e  s a m p l e s  w e re  t a k e n  e a c h  t i m e ,  t h e  v a l u e s  f o r  t h e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  a p a r t i c u l a r  enzyme w e r e  a v e r a g e d ,  a n d  i t  

i s  t h i s  mean v a l u e  w h ic h  i s  t h e  f i g u r e  q u o t e d  i n  E x p e r i m e n t  B, 

T a b l e  2 7 .

O f  t h e  t h r e e  en zy m es  o f  H e g u lo n  H i ,  o n l y  L - i n a n d e l a t e



T a b l e  2 6 ,  Summairy o f  t h e  n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h e

b l o c k e d  m u ta n t  s t r a i n s  o f  b a c t e r i u m  NOIB 8250  

and t h e i  r  p r  e sum ed ' enzyme 1 es i o n  s .

The b l o c k e d  m u t a n t  s t r a i n s  o f  b a c t e r i u m  

NOIB 8250  w ere  i n o c u l a t e d  i n t o  b a s a l  s a l t s  m e d ia  c o n t a i n i n g ’ 

t h e  v a r i o u s  g ro w th  s u b s t r a t e s  a t  two c o n c e n t r a t i o n s  u s i n g  a  

0 , 2 i  u n w a sh e d  24h n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  a s  i n o c u l u m  a s  

d e s c r i b e d  i n  l . ' e t h o d s  ( p , 6 0 ) .  Grow th  w as  d e t e r m i n e d  a t  s u i t a b l e  

t im e  i n t e r v a l s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  m e i i io d s  ( p .  6 0 ) ,

-  no g r o w t h  o r  d e l a y e d  g row th . ,

4-. -  n o r m a l  g r o w t h ,

n . t ,  -  n o t  t e s t e d .

UDli -  L - k a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e .

BED -  B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e .

BED ™ L a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a . s e .

FOB -  One of t h e  enzym es  o f  t h e  4 - h y d r o x y b e n z o a t e  p a t h w a y .

BO B e n z o a t e  o x i d a s e .
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F i g .  4-70 Growth o f  t h e  w i l d  t y p e  o r g a n i s m  and  t h e

c o n s t i t u t i v e  m u t a n t  s t r a i n  CO4211 on 

g l u t a m a t e - s a l t s  -mediujn.

The w i l d  t y p e  o r g a n i s m  a n d  t h e  c o n s t i t u t i v e  

m u t a n t  s t r a i n  004211  o f  h a c t o r i u r n  nCIB 8250  w e r e  i n o c u l a t e d  

i n t o  8;.j.*“ g l u t a m a t e - s a l t s  medium u s i n g  a  lOy u n w ash e d  15h  

c u l t u r e  g rown on 8 m i : - g l u t a m a t e - s a l t s  medium a s  i n o c u l u m  a s  

d e s c r i b e d  i n  I . e t h o d s  ( p .60 ) .  Growth  and s p e c i f i c  g r o w t h  

r a t e  w e re  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s  ( p . 5 3 ) .

O  “ w i l d  t y p e

g r o w t h  r a t e  -  0 . 40h "  c h a n g i n g  t o  0 . 2 6 h  

A  “ m u t a n t  s t r -^ . in  004211
*«1

g r o w t h  r a t e  -  0 . 4 5h " c h a n g i n g  t o  0 . 2 5 h

The 'bime s c a l e  o f  t h e  g r o w t h  c u r v e  o f  t h e  

m u t a n t  s t r a i n  i s  d i s p l a c e d  t h r o u g h  90 m in

‘f'' -  S a m p le s  re m o v e d  f o r  enzyme a s s a y  ( T a b l e  2 7 , )
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cl ehy  d r  o g e n a  s e and  d en z o y 1 f  o rma t e  de  c a r d  o zy  1 a s e a r  e s y n t  b  e a i  s e d 

c o n s t i t u t i v e l y  ( Ta d i e  2 ? )  „ T h e s e  tv/o en zy m es   ̂ h o w e v e r ,  a r e  

p r e s e n t  i n  o n l y  me s o - c o n s t i tu t i v e  o m o u n ts  s i n c e  t h e  l e v e l s  o f  

t h e s e  enzym es  i n  E x p e r i m e n t  A a r e  o n l y  a b o u t  4 t  o f  t h e  l e v e l s  

f o u n d  i n  t h e  \7 i ld  t y p e  i n d u c e d  w i t h  L - m a n d e l s t e  ( T a b l e  28)  i n  a 

c o m p a r a b l e  e x p e r i m e n t .  A l t h o u g h  t h e  l e v e l  o f  t h e  s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i s  h i g h e r  i n  t h e  mut; . int t h a n  i n  t h e  

w i l d  t y p e  i n  E x p e r i m e n t  B, i t  i s  l o w e r  i n  E x p e r i m e n t  A, an d  

t a k i n g  t h e  a v e r a g e  p e r c e n t a g e  i n c r e a s e  o v e r  t h e  two e x p e r i m e n t s  

a s  I 6 y . , t h e  enzyme i s  p r o b a b l y  n o t  c o n s t ! t u t i v e l y  s y n t h e s i s e d ,

d o 4 ,  L e v e l s  o f  t h e  man d e l a t e p a th w a y  e n z y m es f o u n d  i n  i n d u c e d

S i n c e  a s t u d y  o f  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  man d e l  a t e  p a t h w a y  

enzym es  i n  t h e  v a r i o u s  c l a s s e s  o f  m u t a n t s  p e r m i t s  a m ore  

r e f i n e d  a n a l y s i s  o f  t h e  c o n t r o l  m e c h a n i s m s  o p e r a t i n g  i n  t h e  

p a t h w a y ,  t h e  v / i l d  t y p e  and t h e  b l o c k e d  an d  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  

d e s c r i b e d  i n  T a b l e s  22 t o  24 w e re  i n d u c e d  w i t h  L - m a n d e l a t e ,  

b e n z o y l f o r m a t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  and  b e n z a l d e h y d e ,

The l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  en zy m es  i n  t h e  w i l d  

t y p e  g r o v / in g  on  g l u t a m a t e  s u p p l e m e n t e d  w i t h  i n d u c e r  a r e  shovm 

i n  T a b l e  2 8 o L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e , b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  and  t h e  s t a b l e  b e n z a i d e h y d o  d e h y d r o g e n a s e  e r e  

i n d u c e d  by  h - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e .  Low l e v e l s  o f  t h e  

l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  an d  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  a r e  a l s o  i n d u c e d  b y  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e



T a b le  27* A c o m p a r i s o n  o f  t h e  l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e

p a th w a y  enzym es  f o u n d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  w i l d  

t y p e  o r g a n i s m  w i t h  t h e  l e v e l s  f o u n d  i n  

e x t r a c t s  o f  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t  s t r a i n .

E x p e r i m e n t  A. The w i l d  t y p e  o r g a n i s m  a n d  t h e  c o n s t i t u t i v e

m u t a n t  s t r a i n  004211  o f  b a c t e r i u m  I;GIB 8250

w e r e  g r o v n  f o r  2^h  on I G . ' t / I - g l u t a m a t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  

i n  h e t h o d s  ( p , 6 l ) *  A 25 i  u n w a s h e d  1 2 - 1 4 h  c u l t u r e  grown on  

l O m t i - g l u t a K i a t e - s a l t s  medium was u s e d  a s  i n o c u l u m .  The c e l l s  

w e re  h a r v e s t e d ,  w a s h e d , s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  a n d  a s s a y e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  i . ' .e thods ,

E x p e r i m e n t  B. The w i l d  t y p e  o r g a n i s m  an d  t h e  c o n s t i t u t i v e

m u t a n t  s t r a i n  GO4211 o f  b a c t e r i u m  hCIB 8250

w e r e  grown i n t o  t h e  l a s t  g e n e r a t i o n  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  on 

S ^ r i . - g l u t a : ; . s t e - s a l t s  medium a s  d e s c r i b e d  i n  H e t h o d s  ( p . 60)  * A 

lO p  u n w ash ed  15h  c u l t u r e  g row n on 8mm- g l u t a n e  t e - s a l t s  medium 

was u s e d  a s  i n o c u l u m .  Ba m p le s  w e r e  t h e n  w i t h d r a v m  f ro m  t h e  

g r o w t h  f l a s k s  a t  t h e  t i m e s  i n d i c a t e d  on F i g «47 p *199, h a r v e s t e d ,  

v /a shed ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  e n d  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  H e t h o d s  «

V a l u e s  f o r  t h e  s n e c i f c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  

a s  nmol s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g p r o t e i n .

The f:l g ;a res  i n  p a r e n t h e s i s  f o r  E x p e r i m e n t  A r e p r e s e n t  t h e  n um ber  

o f  e x p e r i m e n t s  on w h ic h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  b a s e d .

The f i g u r e s  i n  p a r e n t h e s i s  f o r  E x p e r i m e n t  B r e p r e s e n t  t h e  n u m b er  

o f  r u m p l e s  on w h ic h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  b a s e d .
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ï ^ b l e  28, The l e v e l s  of  th e  maJidelate pathway enzymes

f o u n d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  m i d  t y p e  o r g a n i s m  

g r o w i n g  on  g l n t a m a t e - s a l t s  medium 

s u p p l e m e n t e d  w i t h  i n d n c e r ,

B a c t e r i u m  BCIB 8250  was g row n  f o r  2-J-h on 

lOml.’i - g l u t a m a t e - s a l t s  medium s u p p l e m e n t e d  w i t h  5jtiM“ L” 

m a n d e l a t e  y 5m ïû~ henzoy lfo rm a , te   ̂ 5m ld -benzy l  a l c o h o l ,  ImM- 

b e n z a l d e h y d e ,  o r  no  i n d u c e r  a s  d e s c r i b e d  i n  L ie th o d s  ( p , 6 1 )  « 

A 25p u n w a s h e d  12-14-h c u l t u r e  grovai on l O m l v ï - g l u t a j a a t e - s a l t s  

medium was u s e d  a s  in o c u lu m i .  The c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  

w a s h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  an d  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M e t h o d s ,  V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  

a r e  e x p r e s s e d  a s  nmol s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e i n .

The v a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  

when no i n d u c e r  i s  p r e s e n t  a r e  t h e  a v e r a g e  v a l u e s  

o b t a i n e d  i n  E x p e r i m e n t  A , ,  T a b l e  2 7 ,  p , 2 0 1 .
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2 8  3

B e n z y l  a l c o h o l  an d  b e n z a l d e h y d e  i n d u c e  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  and  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  b u t  

n o t  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  o r  

t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .

O n ly  t h e  r e s u l t s  f o r  s t r a i n  aPO4IO w i l l  b e  g i v e n  i n  d e t a i l  

a s  t h e  t h r e e  s t r a i , n s  g a v e  s i m i l a r  p a t t e r n s  o f  i n d u c t i o n .  The 

l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a th w a y  enzym es  i n  s t r a i n  ih?0410 w h i c h  

i s  p r e s u m e d  t o  l a c k  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( T a b l e  26)  a r e  

shown i n  T a b l e  2 9 ,  The r e s u l t s  c o n f i r m  t h i s  p r e s u m p t i o n  i n  

t h a t  no  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i s  i n d u c e d  u n d e r  any 

e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n ,  B e n z o y l f o r m a t e  i n d u c e s  a m o u n ts  o f  t h e  

o t h e r  enzym es  c o m p a r a b l e  w i t h  t h o s e  o f  t h e  w i l d  t y p e .  L -  

M a n d e l a t e ,  h o w e v e r ,  h a s  h a r d l y  any  i n d u c i n g  p o w e r .  As e x p e c t e d  

f ro m  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f ro m  t h e  n u t r i t i o n a l  v e r s a t i l i t y  o f  t h i s  

s t r a i n ,  b e n z y l  a l c o h o l  an d  b e n z a l d e h y d e  g i v e  n o r m a l  p a t t e r n s  o f  

i n d u c t i o n .

As t h e  p r o p e r t i e s  o f  s t r a i n s  NB2405 a n d  h F O l l b  w e r e  s i m i l a r  

o n l y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  s t r a i n  BF2405 w i l l  b e  q u o t e d  i n  

f u l l . The l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a th v /ay  enzym es  i n  s t r a i n s  

h 8 1 7 0 6 ,  BA56 a n d  NP2405? w h ic h  a r e  p r e s u m e d  t o  l a c k  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  ( T a b l e  2 6 ) ,  a r e  shown i n  T a b l e  5 0 ,  

The r e s u l t s  c o n f i r m  t h i s  s u g g e s t i o n  i n  t h a t  t h e r e  i s  v e r y  l i t t l e  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  p r e s e n t  u n d e r  any  

e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n .



Table 29. The l e v e l s  o f  th e  mandelate  pathway enzymes

f o u n d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  m u t a n t  s t r a i n  

1 P 0 4 1 0  g r o v d n g  on  g l u t a m a t e - s a l t s  medium 

s u p p l e m e i i t e d  w i t h  i n d u c e r .

iu u ta j i t  s t r a i n  NP0410 o f  b a c t e r i u m  KGÏB 8250  

w as  g row n  f o r  2-^h on lOmI.I-glutama.t e - s a l t s  medium 

s u p p l  e n e n t  ed w i t h  5mI.I - 1  -m and e l a t e ,  5 m l - b e n z o y l f o r  m a t e ,

5 m i ; -b e n z y l  a l c o h o l ,  I n l f - b e n z a l d e h y d e ,  o r  no i n d u c e r  a s  

d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s  ( p , 6 l ) ,  A 25>  ̂ u n w a s h e d  12*»14h c u l t u r e  

grow n on lO r m v I - g lu t a m a . t e - s a l t s  medium v/as u s e d  a s  i n o c u l u m . 

The c e l l s  v /e re  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  a n d  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  m e t h o d s .  V a l u e s  foi'* t h e  s p e c i : £ i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nm ol sub s t r a t e  

conv  e r t e d / m i n / m  g p ro t  e i  n  *
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1
!

I n d u e  e r co n e  e n t r a ' bL on

1
I mil z y me a n — b e n z o y l - b e n z y l b en z a 3. - ilo
!

d e l a t e f o r m a t e a l c o h o l d e h y de in d u e  e r

5ml,; 5mlb 5nui Irai:. u r 0 0 e n t

I L~. . p n c l e l a t e  

i i  eh y d ro g c n a . s e
I

0 0 0 0 0

i
j 5 en z 0 y 1 f  or  me t  e

I d e c  ̂r b  o xy l a  s e 
i

9 , 0 224 6 . 5 0 . 9 7 . 5

1 B t n b l e  b e n z a l d e h y d e  
!
1 '1 eh y d r  o g e n a s e

2 . 0 28 0 0 7 . 0

!
1 Jj ab i  ],c b en z a l  d ol iy d e 

cl eh y d r o  g ena s e
8 , 0 15 292 155 1 . 8

b e n z y l  a l c o h o l  

i  e h y d ro g e n a s e
7 , 4 23 246 217 6 . 1

O'-tec h o i  

0 >;yae.Liase
1 , 4 177 194 223 1 , 0

-.Adh o x i d a s e 132 121 121 119 137



Table pO, The l e v e l s  o f  th e  mandelate  pathway enzymes

fo u n d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  m u t a n t  s t r a i n s  

h F I T 0 6 ,  NA56, and FF2405  g r o w i n g  on  

g l u t a m a t e - s a l t s  medium s u p p l e m e i t e d  w i t h  

i n d u c e r .

M u ta n t  s t r a i n s  H F I7 0 6 ,  l 'A 3 6 , and  h'F2405 o f  

b a c t e r i u m  nOIB 8250  w e r e  g r o v n  f o r  2- -̂h o n  l O r l l - g l u t a r n a t e -  

s a l t s  medium s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 r m i - L - m a n d e la t e ,  5 i f f -  

b en z 0 y 1 f  o rma t  e , 5mL -  b cm z y l  a l  c oh o 3., IniM - b  en z a l  d ehy  d e ,  or no  

i n d u e  e r  a,s d e s c i l b e d  i n  Method s ( p .  63) , A 25^; u n w a s h e d  

3 f : -1 4 h  c u l t u r e  g row n  on l O m M - g ] . u t a m a t e - s a l t s  medium was 

u s e d  a s  inocu3_um. The c e l l s  w e re  h a r v e s t e d ,  w ash  ed, s t o r e d  

s o n i c a t e d ,  and  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  V a l u e s  f o r  

t l i e  s p e c i . f i c  a c t i v i t y  of t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nmo3. 

.sub s t r o t  e c o n v e r t e d / i a i n / m g  pr  o t e  i n .





Id :  c

S t r a i n s  11F1706 a n d  nA")6 ,  h o w e v e r   ̂ d i f f e r  f ro m  s t r a i n  

FF2405  b e c a n s e  t h e y  c o n t a i n  n o r m a l  a r io im ts  o f  L - m ^ n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  and  t h e  s t a b l e  b e n s a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  ; w h e r e a s  

i n  s t r a i n  FF2405 t h e r e  i s  o n l y  n e g l i g i b l e  i n d u c t i o n  o f  t h e s e  

two e n z y m e s .  / m o t h e r  f e a t u r e  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  i s  t h a t  i n  

s t r a i n s  NF1706 and  NP2405 L - m a n d e l a t e  an d  b e n z o y l f o r m a t e  

h y p e r i n d u c e  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  a n d  t h e  l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  c o m n o re d  w i t h  t h e  wi] .d  t y p e  l e v e l s ,  

( T h e s e  o r g a n ! s m s  r e p r e s e n t  i n d u c i b 1 e - h y p e r  s t r a i n s  a c c o r d i n g  t o  

t h e  •Dhenotyp io  c l a s s i f i c a t i o n  and  t e r m i n o l o g y  s u g g e s t e d  by 

C o l l i n s  jati n l .  ( 1 9 6 5 )  ) ,  I n  o o m u a r i s o n  w i t h  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  j 

s t r a i n  N/\36 h a s  l e v e l s  o f  t h e  R e g u lo n  II2 en zy m es  s i m i l a r  t o  

t h o s e  o f  t h e  w i l d  t y p e  waen i n d u c e d  w i t h  L-m an d e l  a t o  o r  

b e n z o y l f o r m a t e 0 Loxi l e v e l s  o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a r e  i n d u c e d  

i n  t h e  t h r e e  s t r a i n s  by L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e .

O n ly  t h e  r e s u l t s  f o r  s t r a i n  NA37 w i l l  b e  d o c u m e n te d  i n  

f u l l  a s  t h e  t h r e e  s t r a i n s  g a v e  t h e  same n a t t e r n  o f  i n d u c t i o n .

The l e v e l s  o f  t h e  man d e l  a t e  p a t l w a y  enzym es  i n  s t r a i n  HA37? 

w h ic h  i s  p r e s u m e d  t o  l a c k  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

( T a b l e  2 6 ) ,  a r e  shown i n  T a b l e  31 * The r e s u l t s  c o n f i r m  t h i s  

p r e s u m p t i o n  i n  t h a t  t h e r e  a r e  o n l y  m i n u t e  a m o u n t s  o f  t h e  l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  p r e s e n t  u n d e r  any  e x p e r i m e n t a l  

c o n d i t i o n .  T h i s  m u t a n t  a l s o  c o n t a i n s  l i t t l e  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g ’e n a s e  a c t i v i t y  « L - L h m d e l a t e  and  b e n z o y l f o r r a a t e  i n d u c e  

n o r m a l  l e v e l s  o f  t h e  h e g u l o n  e n z y m e s , The l e v e l s  o f  c a t e c h o l



Table 31. The l e v e l s  of th e  mandelate  pathway enzymes

fo u n d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  m u t a n t  s t r a i n  

MA37 g r o w i n g  on  g L u t a m a t e - s a l t s  medium 

su  p p 1 011 e n t  e d v/i t h  i  n  due e r ,

M u t a n t  s t r a i n  M 3  7 o f  b a c t e r i u m  NO IB 8250  

was g row n f o r  21 h  on lO m iu - g lu t a m a te ' - s a  I t s  medium 

sup  p i  an e n t  ed w i t h  5iM2-'L-mand e l a  t e , 5mM™b e n z o y l f o r m a t e ^

5 m u - b e n z y l  a l c o h o l ,  I m l l - b e n z a l d e h y d e ,  o r  no  i n d u c e r  a s  

d e s c r i b e d  i n  Method, s ( p ,  61)  . A 257, u n w a s h e d  12 - 1 4h c u l t u r e  

g row n  on l O r m l - g lo i t a m a t e - s a l t s  medium was u s e d  a s  i n o c u l u m . 

The c e l l s  w e re  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  s o n i c a t e d ,  an d  

a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s ,  Value s  f o r  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nmol s u b s t r a t e  

c o n v e  1't e d / ] i i in /m g  p r o t e i n .



In d u e  e r c o n e o n t r a t i o n

Nnzyme b —i,i0 n*™ Benzoyl"- b e n z y l iienz.‘'0-- 0

.1 e l  a t  e f o i T i a t e n J .o o h o l d o h y d e i i i d u c e r

5ruh 5 ml.'. 5 mil lih.. p r e s e n t

l j - : . .andel  s t e  

d eh y d ro p: ena.se
221 225 4 . 8 2 . 8 2 , 0

Benz 0 y ]. f  o rm a t e  

deo 'n rboxyla .  s e
176 212 4 . 0 4 . 3 2 , 4

B t ^ b i o  b e n z a i d c h y d e  

d c 1 \ y d r  o g e n a s e
36 41 3 . 8 5 . 0 2 . 2

L a b l i e  b o n z a  1 d e b y de 

d eh y d r  o g en a s e
4 , 7 2 .2 5 .6 6 ,3 1 . 5

B e n z y l  a l c o h o l  

deh y d ro g en a ,  s e
7 . 0 8 . 6 10 9 . 7 5 .8

Cr’t e c h o l

o x y g e n a s e
277 231 91 190 0 0 6

I,ADh o x i d a s e 140 110 110 127 109



o x y g e n a s e  i n d u c e d  by L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  i n  t h i s  

o r g a n i s m  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  l e v e l s  f o u n d  i n  t h e  w i l d  t y p e .

B e n z y l  a l c o h o l  a n d  b s n z a l d e h y d e , on t h e  o t h e r  h a n d , i n d u c e  

lo \7 c r  l e v e l s  o f  t h i s  enzyme^

3 .4» 3 . Th e c o n s  t i t  u t i  v e  mu t a n  t  s t r a . i  n s  CO -j 2 ] . l , h .8040 73- _ a n  d

As t h e  t h r e e  s t r a i n s  g'^.ve s i m i l a r  p a t t e r n s  o f  i n d u c t i o n ,  

o n l y  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  s t r a i n  C04211 w i l l  b e . g i v e n  i n  

d e t a i l .  The l e v e l s  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  enzym es  i n  s t r a i n  

0 0 4 2 1 1  a r e  shov/n i n  T a b l e  3 2 « I n  t h i s  o r g a n i s m  t h e  mepio- 

c o n s t i t u t i v e  l e v e l s  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  and  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  f o u n d  i n  n o n - i n d u c e d  c e l l s  ( T a b l e  

27)  a r e  n o t  a p p r e c i a b l y  a l ' b e r e d  by  t h e  p r e s e n c e  o f  L-man d e l  a t e  

o r  b e n z o y l f o r m a t e , On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  i s  h y p e r i n d u c e d  by L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  

c o m p a re d  w i t h  t h e  w i l d  t y p e  l e v e l .  As o b s e r v e d  i n  s t r a i n s  

N F I706 a n d  NF2403 ( T a b l e  3 0 ) ,  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and  

t h e  l a b i l e  b enz  a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a r e  h y p e r j . n d u c e d  by  L -  

man d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  i n  t h i s  o r g a n i s m .  B e n z y l  a l c o h o l  

and  b e n z a l d e h y d e  g i v e  t h e  n o r m a l  i n d u c t i o n  p a t t e r n s .  A p p r e c i a b l e  

a m o m i t8 o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a r e  i n d u c e d  b y  b - m - n d e l a t e  o r  

b en z o y l f o r m  a t e ,

3 . 4 . 6 ,  L ev e l s  o f  t h e  m.^n d e l -a t e  nathwa.p en z y mes i n d u c e d  by
, th iophenQ X Y ^ce t a t e i n  t h e v l l d t.woe, i n  t n e  c o n s t i t u t i v e 
mut p n t  Go 4 2 11 ^nd  i n  t h e m a n d o l a t e  r i u t - m t  ;{11 7 0 6 ,

L - h a n d  e l  a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  h y p e r i n d u c e  t h e  Regulon. Rg 

enzym es  i n  m u t a n t  s t r a i n s  KF1706 ( T a b l e  3 0 )  an d  CO4211  ( T a b l e



Table 32, The l e v e l s  of the  m a n !e la te  patliv/ay enzymes

fo u n d  i n  e x t r a c t s  o f  t h e  c o n s t i ' t u t i v e  

m u t a n t  s t r a i n  CO4211 g r o w i n g  on g l u t a m a t e -  

s a l t s  medium s u p p l Q i i e n t e d  w i t h  i n d u c e r .

The c o n s t i t u t i v e  m u t a n t  s t r a i n  0 0 4 2 1 1  o f  

b a c t  o i l  urn NGIB 8250 was g row n  f o r  2-^h on lOmivl-glutama t e -  

s a l t s  medium s u p p l e m e n t e d  w i t h  5m],;“ L - r a a n d e l a t e ,  5mM- 

b e n z o y l f o r m a t e ,  5m;.h-benzyl a l c o h o l ,  I rnM -benza3 .dehyde ,  o r  

no  i n d u c e r  a s  d e s c r i b e d  i n  M e th o d s  ( p .  6 1 ) ,  Â 25^^ u n w a s h e d  

1 2 -1 4 h  c u l t u r e  grovni on 1 OmM -  g l u  t  am a  t  e -  s a l  t  s medium was 

u s e d  a s  i n o c u l u m .  The c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  w a s h e d ,  s t o r e d ,  

s o n i c a t e d ,  a n d  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  Method s .  V a l u e s  f o r  

t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nm ol 

s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g  p r o t e i n .



2 0 9

zjR zym e

-u -M a n d e la  t e  

d eh y d r  o g ena  s e

h e 21 z 0 y 1 f  or  m a te  

d e c a r b o x y l a s e

B t ^ b l c  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e

J-j a b i l e  b en z a 1 d eh y d e 

d e h y d r o g e n a s e

b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e

J a t e c h o l

o x y g e n a s e

..Ahh o x i d a s e

I n duc e r co n c  c n t r a t i  011

L -i u n -  

d e l à  t e

b e n z o y l -  

form"' t e  

5 nia

b e n z y l  

a i e  o h o l  

5mh

b e n z a i 

lle h.y de 

Iml .

i; 0

3 n d u c c r

nr e s e n t

4 , 7 5 , 1 3 0 6 3 . 3 7 ,6

9 . 7 9 . 7 6 .2 3 , 5 6 . 9

129 129 3 . 0 0 6 . 0

129 399 223 100 2 . 2

207 554 227 145 7 .6

157 94 176 131 2 . 8

128 125 129 10 8 132



2 1 0

3 2 ) o S i n c e  t h i s  i n d u c t i o n  c o u l d  b e  b r o u g h t  a b o u t  by t h e s e  

com pounds  t h e m s e l v e s  o r  a l t e r n a t i v e l y , by a compound fo rm e d  

f ro m  t h e i r  m e t a b o l i s m ,  i t  was d e c i d e d  t o  e x a m in e  t h e  e f f e c t  o f  

t h i o p h e n o x y " " c e t a t e ,  a n o n - m e t a b o l i s a b l e  i n d u c e r  o f  t h e  

R e g u l o n  ih e n z y m e s ,  on  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  R e g u l o n  R enzym es  

i n  t h e s e  o r g a n i s m s . T a b l e  33 shov/s t h a t  t h i o p h e n o x y - c e t a t e  

i n d u c e s  o n l y  t h e  R e ta i l  on R^ enzym es  i n  e a c h  o f  t h e  t h r e e  

o r g a n i s m s ;  t h i o u h e n o x y a c e t a t e  i n d u c e s  n e i t h e r  t h e  R e g u lo n  Up 

en zy m es  n o r  c a t e c h o l  o x y g e n a s e .



T a b l e  35* T h e  l e v e l s  .of t h e  m a u l  e l a t e  pa thv / ay  enz ym es

foimcl i n  e x t r a c t s  o f  t h e  \vi 1 d t y p e  o r g a n i s m , 

and t h e  m u t a n t  s t r a i n s  GO4 2 1 1 ,  a n d  MFI706 

g r o w i n g  on ^ u t a m a t e - s a l t s  medium 

sup  p i  ement  ed v/i t h  Iml'.i- t h i o p h  enox y  a c  e t a t  e ,

The v / i ld  t y p e  o r g o n i s m ,  t h e  c o n s t i i n t i v e  

ran t a n t  s t r a i n  00 4211   ̂ and t h e  b e n z o y l f o r m a  t e  

d e c a r b o x y l a s e l  e s s  m u t a n t  s t r a i n  n F I 706 o f  b a c t e r i u m  

hCIB 8250 w e r e  grovai  f o r  2^h  on l O r n iu -g l i i t a m ia te - s a l  t s  

me d iurii su p p 1 m  e i t  e d wi  t h  ].mil -  t h i  o p h  en  o xy  a  c e t  a t  e a  s d e s c r  i b  e d 

i n  m e t h o d s  ( p .  61)^ A 25g u n w a s h e d  12 - 1 4 h c u l t u r e  g ro w n  on 

1 0 ] f l -  g l u t  a m  t  e -  s a J. t  s medium was u s e d  a s  i n o c u l u m »  The c e l l s  

V/ere a r v e s t e d , w a s b e d ,  s t o r e d , s o n i c a " c e d , and a s s a y e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  h e t h o d s  . V a l u e s  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v a . t y  o f  

t h e  enz ym es  a r e  e x p r e s s e d  a s  nmol  s u b s t r a t e  c o n v e r t e d / m i n / m g  

p r o t e i n »



2 1 1

mnsyrne
0 rg an ism

wild  ty p e CJC4211 BFI706

L“Lbsncl e l a t e  

d eh y d r  o g em \ s e
113 6 ,2 97

j3eiisoyIf  orme. t e  

d e c a r b o x y l a s e
122 5 .8 3o5

u i, ab l e  B en z a 1 d eh y d e 

d ehy dro genas  e
26 33 28

ra ,b l i e  Be n sa 1 dehyde 

d ehy dro g  ena s e
0 0 0

Benzyl a l .coho l  

dehydro g ena se
9 .8 8» 4 6 ,0

C-'-atechol

oxygenase
1»8 2 .6 1 ,8

i'i'ABH o x i d a s e 101 130 116



1 2

D I S C U S S I O N.

1, duvnloi u u b tal v/ork »

The r a i s o n  d ' ê t r e  f o r  t h i s  t h e s i s  was t o  d e t e r m i n e  how 

b a c t e r i u m  NGIB 8250  c o n t r o l s  t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  l a r g e  

n u m b e r  o f  co m po und s  w h i c h  i t  c a n  u t i l i s e  f o r  g r o w t h  ( e « g ,  

F i g . l Q ) ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  how t h i s  o r g a n i s m  r e g u l a t e s  t h e  

enz ymes  i n v o l v e d  i n  t h e  a r o m a t i c  p a r t  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  

( P i g . 8 ) » At t h e  b e g i n n i n g  o f  t h i s  p r o j e c t ,  t h e  d e g r e e  t o  

w h i c h  t h e s e  en z ym es  a r e  c o o r d i n a t e l y  c o n t r o l l e d  was n o t  v / e l l  

u n d e r s t o o d  ( K e n n e d y  & P ew son ,  1 9 6 8 a , b )  so t h a t  i t  vms 

i m p o s s i b l e  t o  e s t i m a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  a  g r o u p  o f  en zy mes  j u s t  

by  m e a s u r i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  a  s i n g l e  enzyme^ I n d e e d  t h e  f i r s t  

m a i n  o b j e c t  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  on c o n t r o l  was  t o  e s t a b l i s h  t h e  

e x t e n t  o f  t h e  c o o r d i n a c y  o f  t h e  m s n d e l a t e  p a t h w a y  e n z y m e s .  

C o n s e q u e n t l y  a l l  t h e  en zy mes  o f  t h e  p a t h w a y  h a d  t o  b e  m e a s u r e d  

i f  w o r t h w h i l e  d e d u c t i o n s  w e r e  t o  b e  made f r o m  t h e  e x p e r i m e n t s  

on r e g u l a t i o n .  Thus  t h e  f i r s t  p r i o r i t y  was  t o  d e v e l o p  

c o n v e n i e n t  a s s a y s  f o r  a s  many a s  p o s s i b l e  o f  t h e  enzymes  o f  

t h e  p a t h w a y *  I n  a d d i t i o n ,  NADH o x i d a s e  a c t i v i t y  was  r o u t i n e l y  

m e a s u r e d  a s  i t  p r o v i d e d  a  s i m p l e  m e an s  o f  g a u g i n g  t h e  e f f e c t  

o f  t h e  v a r i o u s  i n d u c i n g  c o n d i t i o n s  on a n  enzyme n o t  

s p e c i f i c a l l y  a s s o c i a t e d  wi  t h  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  *

R a p i d , s e n s i t i v e ,  a c c u r a t e  a nd  r e p r o d u c i b l e  

s n e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  L - m a n d e l a t e
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d e h y d r o g e n a s e , b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  BADE o x i d a s e ,  

c a t e c h o l  o x y g e n a s e  ( p * 1 2 8 ) ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

( p . 1 1 8 ) ,  and  t h e  l a b i l e  and s t a b l e  b e n z a i d e h y de  d e h y d r o g e n a s e  

( p , 1 0 7 ) .  O n ly  w i t h  b e n z o a t e  o x i d a s e  d i d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y  p r o v e  i m p r a c t i c a b l e  ( p . 1 2 7 ) ,  T h i s  

was  l a r g e l y  b e c a u s e  t h e  c e l l - f r e e  a c t i v i t y  o b t a i n e d  w i t h  t h i s  

enzyme was  t o o  l o w  t o  b e  o f  u s e  a s  a s t a r t i n g - p o i n t  f o r  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  a  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y .  The w o rk  on t h i s  

enzyme was  a b a n d o n e d  a l t h o u g h  P , J .  Roach  (Fev / so n  , 1 9 7 0 )

s u b s e q u e n t l y  v /o rked  o u t  a  m e t h o d  f o r  e s t i m a t i n g  enzyme a c t i v i t y  

i n  w h o l e  c e l l s ,  and  t h i s  m e t h o d  v/as u s e d  i n  some e x p e r i m e n t s .

H a v i n g  w o r k e d  o u t  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y s  f o r  a l l  b u t  

o n e  o f  t h e  e n z y m e s ,  a t e c h n i q u e  v/as d e v e l o p e d  f o r  t h e i r  

m e a s u r e m e n t  i n  a  s i n g l e  e x t r a c t .  T h i s  was  d o n e  b e c a u s e  o f  t h e  

economy i n v o l v e d  ( c f ,  p , 4 8 ) a n d  t h e  i n c r e a s e d  f l e x i b i l i t y  i t  

w o u l d  a l l o w  i n  e x p e r i m e n t s  on c o n t r o l .  The d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  

t e c h n i q u e  i s  d e s c r i b e d  r a t h e r  f u l l y  i n  t h i s  t h e s i s  ( R e s u l t s ,  

S e c t i o n  1 . )  s i n c e ,  a l t h o u g h  t h e  v a r i o u s  s t e p s  t a k e n  f o l l o w e d  

o n e  a n o t h e r  i n  a  l o g i c a l  f a s h i o n ,  i t  was  a  p r o c e s s  o f  

s u c c e s s i v e  a p p r o x i m a t i o n ,  a n d  t h e  r e a s o n s  f o r  u s i n g  t h e  p r e c i s e  

c o n d i t i o n s  w o u l d  n o t  b e  u n d e r s t o o d  w i t h o u t  a k n o w l e d g e  o f  t h e  

way i n  w h i c h  t h e  p r o c e d u r e  was  d e v e l o p e d .

I n i t i a l l y ,  t h e  c h i e f  p r o b l e m  i n  t h e  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  

o f  t h e  two b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  was  t o  o b t a i n  an  e x t r a c t  

w h o s e  pH was h i g h  e n o u g h  t o  e n s u r e  a r a t e  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  

o f  t h e  l a b i l e  enzyme w h i c h  w ou ld  r e d u c e  i t s  a c t i v i t y  t o



n e g l i g i b l e  a m o u n t s  i n  2h  a t  3 7 ° ( T a b l e  4 , and  p , l 0 3 ) when t h e  

c e l l s  w e r e  e x t r a c t e d  i n  t h e  s t a n d a r d  e x t r a c t i o n  b u f f e r  ( 0 , 0 4 h ; -  

T r i s - H G l ) .  T h i s  s i t u a t i o n  was  made m o re  d i f f i c u l t  b y  t h e  f a c t  

t h a t  t h e  a c t u a l  pH o f  t h e  e x t r a c t  was l o w e r  t h a n  t h e  pH o f  t h e  

e x t r a c t i o n  b u f f e r  d u e  t o  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l s ^  

c y t o p l a s m  ( T a b l e s  4 a nd  3) <> A s i m i l a r  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  h a s  

b e e n  o b s e r v e d  v / i t h  c o l i ,  ( K a s h k e t  & \7ong, 1 9 6 9 )  . I n  p r a c t i c e  

i t  v/as f o u n d  t h a t ,  u s i n g  T r i s  b u f f e r  a t  t h e  h i g h e s t  pH p o s s i b l e  

(pH 1 0 . 3 ) ,  t h e  a c t u a l  pH o f  t h e  e x t r a c t  was  n e v e r  h i g h e r  t h a n  

a b o u t  9o3o At t h i s  pH t h e  r a t e  o f  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  

l a b i l e  enzyme i n  e x t r a c t s  p r e p a r e d  i n  0 . 0 4 H - T r i s  b u f f e r  v/as t o o  

l o w  t o  m e a s u r e  a  t o t a l  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  

g r e a t e r  t h a n  80 u n i t s / m g  p r o t e i n  ( T a b l e  4 )  * T h i s  v/as b e c a u s e  

t h e r e  m i g h t  h a v e  b e e n  d e t e c t a b l e  a m o u n t s  o f  t h e  l a b i l e  enzyme 

l e f t  a f t e r  1 2 0 m in  d é n a t u r a t i o n ,  a nd  t h u s  a n y  r e s i d u a l  a c t i v i t y  

c o u l d  b e  d u e  t o  e i t h e r  t h e  s t a b l e  o r  l a b i l e  enzyme* Vdien t h i s  

o c c u r r e d p  t h e  c e l l s  w e r e  e x t r a c t e d  i n  s o d i u m  p y r o p h o s p h a t e  

b u f f e r .  The n e e d  f o r  a  s e p a r a t e  e x t r a c t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  i n  s o d iu m  p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r ,  i f  i t s  a c t i v i t y  

i s  g r e a t e r  t h a n  80 u n i t s / m g  p r o t e i n ,  i s  t h e  c h i e f  d r a w b a c k  o f  

u s i n g  T r i s -HOI a s  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r .  The a l t e r n a t i v e  i s  t o  

u s e  s o d iu m  p y r o p h o s p h a t e  a s  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  f o r  a l l  t h e  

e n z y m e s ,  b u t  t h i s  l o w e r s  t h e '  a c t i v i t y  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  t o  a n  u n a c c e p t a b l e  l e v e l  ( T a b l e  7 ) « I n  p r a c t i c e ,  

t h i s  l i m i t a t i o n  on t h e  u s e  o f  T r i s - H C l  a s  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  

o n l y  a f f e c t e d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e



a c t i v i t y  i n  t h e  b l o c k e d  and  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  ( T a b l e s  28 t o  

3 2 ) a s  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  on t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  t h e  

t o t a l  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  n e v e r  e x c e e d e d  

80 u n i t s / m g  p r o t e i n .

The o t h e r  m a i n  p i e c e  o f  d e v e l o p m e n t a l  w o rk  was t h e  

i s o l a t i o n  o f  t h e  v p . r i o u s  c l a s s e s  o f  m u t a n t s .  Of  t h e  two 

m u t a g e n i c  t r e a t m e n t s  t r i e d ,  t h e  d e s i r e d  t y p e s  o f  b l o c k e d  m u t a n t  

w e r e  i s o l a t e d  u s i n g  N , T , G ,  a s  t h e  m u t a g e n ;  w h e r e a s  no s u i t a b l e  

m u t a n t s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  u . v ,  i r r a d i a t i o n  ( T a b l e  2 0 ) .  

N e v e r t h e l e s s  a u x o t r o p h i c  m u t a n t s  w e r e  p r o b a b l y  o b t a i n e d  by  

means  o f  u , v ,  i r r a d i a t i o n  s i n c e  t h e  v i p . b l e  c o u n t  on  a g a r  p l a t e s  

c o n t a i n i n g  s u c c i n a t e  a s  c a r b o n  s o u r c e  was  l e s s  t h a n  t h a t  on 

n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  ( p . 1 8 1 ) » T h i s  l a c k  o f  s p e c i f i c  b l o c k e d  

m u t a n t s  f r o m  u , v ,  i r r a d i a t i o n  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  

o f  W h i t t a k e r  a n d  J o n e s  who i n d e p e n d e n t l y  f a i l e d  t o  o b t a i n  

s p e c i f i c  m u t a n t s  o f  b a c t e r i u m  NGIB 8250  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e ,  

a n d  may b e  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  f a c t  t h a t  N.T.CI,  h a s  a  more  

p o w e r f u l  m u t a g e n i c  e f f e c t  on b a c t e r i u m  NGIB 8250  t h a n  h a s  u , v ,  

i r r a d i a t i o n .  T h i s  s i t u a t i o n  o c c u r s  i n  o t h e r  s p e c i e s ;  e . g ,  i n  

c c i l i ?  A d e l b e r g  e t  b 1 » ( 1 9 6 5 )  h a v e  o b t a i n e d  a 40^  y i e l d  o f  • 

a u x o t r o p h i c  m u t a n t s  u s i n g  N , T , G , ,  w h e r e a s  o t h e r  w o r k e r s  u s i n g  

u . v .  i r r a d i a t i o n  h a v e  o n l y  o b t a i n e d  a  1 .̂ y i e l d  o f  m u t a n t s  

( D a v i s ,  1 9 5 0 ) ,

A l t h o u g h  o n l y  a  l i m i t e d  n u m b e r  o f  m u t a n t s  was  o b t a i n e d  

( T a b l e  2 0 ) ,  a n d  t h o u g h  many m o r e  ? / i l l  b e  r e q u i r e d  f o r  any  

e x t e n s i o n  o f  t h i s  w o r k ,  t h e  s u c c e s s  o f  t h e  l a t e r  e x p e r i m e n t s
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w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  i n c u b a t i o n  w i t h  N. T . G » r e p r e s e n t s  a 

s a t i s f a c t o r y  m u t a g e n i c  t e c h n i q u e ,  a n d  t h a t  i t  s h o u l d  n o t  p r o v e  

t o o  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  many more  e x a m p l e s  o f  t h e  v a r i o u s  

m u t a n t  c l a s s e s .  E x t e n s i o n  o f  t h e  e n r i c h m e n t  t e c h n i a u e s  w i t h  

p e n i c i l l i n  V, C a r b o x y  Q o r  o t h e r  b a c t e r i c i d a l  a g e n t s  may 

i m p r o v e  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  p r o c e d u r e .



2 .  PAÏHV/AYS

The p a t h w a y s  f o r  t h e  m e t a b o l i  sm ' o f  m a n d e l a t e ,  b e n z y l  

a l c o h o l  and. t h e i r  s u b s t i t u t e d  d e r i v a t i v e s  ( F i g ,  4 ) ,  a s  o u t l i n e d  

by  K en n e d y  ( 1 9 6 7 )  a n d  K e n n e d y  & Fewson  ( 1 9 6 8 a , b ) ,  h a v e  b e e n  

f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e d  b y  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  p r o j e c t .

A l t h o u g h  K e n n e d y  & Fev/son ( 1 9 6 8 a )  p o s t u l a t e d  t h a t  L -  

m a n d e l a t e  was  m e t a b o l i s e d  s o l e l y  t h r o u g h  b e n z o y l f o r m a t e  l a r g e l y  

on  a c c o u n t  o f  t h e  f a c t  t h a t  b e n z y l  a l c o h o l  s u p p o r t e d  a  h i g h e r  

m o l a r  g r o v / t h  y i e l d  t h a n  d i d  L - m a n d e l a t e ,  t h e y  c o u l d  n o t  r u l e  

o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  b-m and e l a t e  c o u l d  b e  o x i d i s e d  b y  two 

p a t h v / a y s  o p e r a t i n g  s i m u l t a n e o u s l y  v i a  b e n z o y l f o r m a t e  o r  b e n z y l  

a l c o h o l s

b en z 0 y1 f o r m a t e

L-m a n d  e l a t e  b en  z a l d  eh yd  e

b e n z y l  a l c o h o l

I n d e e d ,  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  l a t t e r  p a t h ? / a y  w o u l d  e x p l a i n  why 

t h e  H e g u l o n  en z y m es  a r e  i n d u c e d  b y  g r o w t h  on b - m a n d e l a t e  

( e . g .  T a b l e  1 6 ) ,  N e v e r t h e l e s s  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  v a r i o u s  

b l o c k e d  m u t a n t s  s u p p o r t  t h e  i d e a  t h a t  b - m a u d e l a t e  i s  m e t a b o l i s e d  

s o l e l y  t h r o u g h  b e n z o y l f o r m a t e  i n  t h i s  o r g a n i s m .

The b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s ,  v /h ich p o s s e s s  l i t t l e  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  ( T a b l e  3 1 ) ,  show d e l a y e d  g r o v / t h  

o n  b e n z y l  a l c o h o l ,  b u t  g r o w  n o r m a l l y  on b - m a n d e l a t e  ( T a b l e  24)»  

P r e s u m a b l y ,  i f  L - m a n d e ] . a t e  was  p a r t i a l l y  m e t a b o l i s e d  v i a  b e n z y l  

a l c o h o l  i n  t h e s e  o r g a n i s m s ,  t h e y  w o u ld  a l s o  show s l o w e r  g r o w t h
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on L “- m a n d e l a t e .  m a n d e l a t e  mut  .ant s t r a i n s  N F I  202 , N F I 4 0 8 and  

NF0410 ,  w h i c h  g row on b e n z y l  a l c o h o l  b u t  n o t  on b - m e n d e l a t e  

( T a b l e  2 2 ) ,  l a c k  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y ,  b u t  fo rm 

a n  a c t i v e  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  ( T a b l e  2 9 ) « T h u s ,  i f  

b - m a n d e l a t e  was  d i s s i m i l a t e d  t h r o u g h  b e n z y l  a l c o h o l  i n  t h e s e  

o r g a n i s m s ,  t h e  e n z y m ic  l e s i o n  b e t w e e n  b - m a n d e l a t e  and 

b e n z o y l f o r m a t e  v/ould  b e  b y - p a s s e d  u n l e s s  t h e  p o s t u l a t e d  L -  

m a n d e l a t e  d e c a r b o x y l a s e  was  a l s o  l o s t ,  l i k e w i s e  t h e  m . a n d e l a t e  

m u t a n t  s t r a i n s  w h i c h  c o n t a i n  o n l y  l o w  l e v e l s  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  ( T a b l e  3 0 )  do n o t  grow n o r m a l l y  on  b - r . i ' u r d e l a t e  

b u t  grow on b e n z y l  a l c o h o l  ( T a b l e  2 2 ) .

Ken ne dy  & Fewson  ( 1 9 6 8 a / b )  s u g g e s t e d  t h a t  b a c t e r i u m  NGIB 

8230  o x i d i s e d  L - m a n d e l a t c , b e n z y l  a l c o h o l  a n d  t h e i r  s u b s t i t u t e d  

a n a l o g u e s  t o  t h e  c o r r e s n o n d i n g  b e n z o a t e s  by  a  s e r i e s  o f  p a r a l l e l  

p a t h w a y s  w h o s e  en z ym es  w e r e  n o n - s p e c i f i c  i n  t h e i r  a c t i v i t y  

a n d  i n d u c t i o n .  T h e i r  e v i d e n c e  came f r o m  a s t u d y  o f  t h e  k i n e t i c  

p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  enz ym es  wi t h  a  n u m b e r  o f  s u b s t r a t e s  and 

f r o m  a n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  o x i d a t i o n  o f  t h e s e  com pounds  by 

w h o l e  c e l l s .  The p r e s e n t  w ork  h a s  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e d  t h i s  

t h e o r y  a s  m u t a n t s ,  w h i c h  show no o r  d e l a y e d  g r o w t h  on  L -  

m ' U i d e l a t e ,  h a v e  a s i m i l a r  g r o w t h  p a t t e r n  on 4 ’- h y d r o x y m " u a d e l a t e  

( T a b l e  2 2 ) ,  and  m u t a n t s ,  w h i c h  show s l o w  g r o w t h  on  b e n z y l  

a l c o h o l ,  show no o r  s l o w  gr ov / th  on 2 -  a nd  4 - " h y d r o x y b e n z y l  

a l c o h o l  an d  4 - h y d r o x y - 3 - m e t h o x y b e n z a l d e h y d e  ( T a b l e  2 4 ) ,

F i n a l  p r o o f  o f  t h i s  h y p o t h e s i s ,  h o w e v e r ,  m u s t  a w a i t  t h e  

p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  enzymes  a nd  t h e  p r e p p r a t i o n  o f  a n t i s e r a .



T h i s  n o n - s p e c i f i c i t y  i n  t h e  i n d u c t i o n  an d  a c t i v i t y  o f  

t h e  enzymes  v /h ich  c o n v e r t  L - m a n d e l a t e  an d  i t s  s u b s t i t u t e d  

a n a l o g u e s  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  b e n z o a t e s  may b e  a f e a t u r e  

common t o  a l l  m i c r o - o r g a n i s m s  w h i c h  c a n  m e t a b o l i s e  b o t h  

m a n d e l a t e  a nd  s u b s t i t u t e d  m a n d e l a t e s .  A l t h o u g h  r e s t r i c t e d  t o  

t h e  4 - h y d r o x y  d e r i v a t i v e s ,  t h i s  phenomeno n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  

i n  b o t h  f u n g a l  a n d  b a c t e r i a l  s p e c i e s ,  S t e v e n s o n  & M a n d e l s t a m  

( 1 9 6 5 ) f o u n d  t h a t  i n  P..  p u t i d d  c e l l s  g r o w  on  m a n d e l a t e  o r  4™ 

h y d r o x y m a n d e l a t e  p o s s e s s e d  b o t h  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a n d  4 " h y d r o x y m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y ,  a n d  t h a t  

m u t a n t s  s e l e c t e d  f o r  t h e i r  i n a b i l i t y  t o  grov/ on m a n d e l a t e  

a l s o  f a i l e d  t o  g row on 4 - h y d r o x y m a n d e l a t e . T h i s  t y p e  o f  

s i t u a t i o n  a l s o  o c c u r s  i n  A s p e r g i l ] u s n i g e r  a s  e x t r a c t s  o f  

c e l l s  g rown  on m a n d e l a t e  c a n  a l s o  o x i d i s e  4 - h y d r o x y m a n d e l a t e  

a s  w e l l  a s  m a n d e l a t e  ( J a r a a l u d d i n  a j , . ?  1 9 7 0 ) ,  I n  n a t u r e ,  

e s p e c i a l l y  i n  s o i l  w h e r e  a  p a r t i c u l a r  e n v i r o n m e n t  may c o n t a i n  

a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a n a l o g u e s  o f  t h e  same compou nd ,  t h i s  

n o n - s p e c i f i c i t y  i n  enzyme a c t i v i t y  and i n d u c t i o n  h a s  o b v i o u s  

a d v a n t a g e s  s i n c e  i t  l e a d s  t o  an  economy o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  

K e n n e d y  ( 1 9 6 7 )  c o u l d  n o t  e x c l u d e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

b e n z o a t e  was an  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  d i s s i m i l a t i o n  o f  2 -  

h y d r o x y b e n z o a t e .  He o b s e r v e d  t h a t  c e l l s  w h i c h  c o u l d  o x i d i s e  

2 - h y d r o x y b e n z o a t e  c o u l d  a l s o  o x i d i s e  b e n z o a t e  b u t  n o t  v i c e -  

v e r s a .  B e n z o a t e  m u t a n t  s t r a i n s  NA16, NA18 a n d  HA21 e x c l u d e  

t h i s  p o s s i b i l i t y ,  h o v / e v e r ,  a s  t h e y  a r e  a b l e  t o  grov/ on  2 -  

h y d r o x y b e n z o a t e  b u t  n o t  on  b e n z o a t e  ( T a b l e  2 5 ) ,  I n  a d d i t i o n
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t o  t h e  t h r e e  s t r a i n s  l i s t e d  i n  T a b l e  2 5 ,  e v e r y  o n e  o f  a  

f u r t h e r  12 m u t a n t s ,  v /h ich  showed  s i g n s  o f  l e a k i n e s s  o r  

r e v e r s i o n  i n  t h e  i n i t i a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  e x p e r i m e n t s , f a i l e d  

t o  g row n o r m a l l y  on b e n z o a t e ,  b u t  d i d  on c a t e c h o l . Thus  e a c h  

o f  t h e  f i f t e e n  m u t a n t s  t e s t e d  a p p a r e n t l y  p o s s e s s e d  a  d e f e c t i v e  

b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m  » T h i s  was  a  r a t h e r  s u r p r i s i n g  f i n d i n g  

s i n c e  b e n z o a t e  o x i d a s e  i s  o n l y  o n e  o f  s e v e n  enz ym es  v /h i ch  

c a t a l y s e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  b e n z o a t e  t o  s u c c i n a t e  a n d  a c e t y l -  

GoAo T h e r e  a r e  tv/o p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h i s  o b s e r v a t i o n ,

( 1 )  The b e n z o a t e  o x i d a s e  l o c u s  i s  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  

m u t a t i o n  t h a n  t h e  l o c i  f o r  t h e  o t h e r  e n z y m e s ,

( 2 )  L e s i o n s  o c c u r  i n  a l l  t h e  enzymes  o f  t h e  c a t e c h o l  o r t h p  

c l e a v a g e  p a t h w a y ;  b u t  c a t e c h o l  and b e n z o a t e  c a n  b e  

m e t a b o l i s e d  by  d i f f e r e n t  p a t h w a y s ,  G r i f f i t h s  ^ t  a l . ( 1 9 6 4 )  

h a v e  a l r e a d y  r e p o r t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  t a n g e n t i a l  p a t h v / a y s  

i n v o l v i n g  c a t e c h o l  a s  t h e  common i n t e r m e d i a t e  i n  b a c t e r i u m  

NGIB 8 2 5 0 ,  They f o u n d  t h a t  g r o v / t h  on  n a p h t h a l e n e  i n d u c e d  t h e  

f o r m a t i o n  o f  a  c a t e c h o l  2 , 3 - o x y g e n a s e ,  w h e r e a s  g r o w t h  on 

b e n z o a t e  r e s u l t e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  a  c a t e c h o l  1 , 2 - o x y g e n a s e

N e v e r t h e l e s s  t h e  f i r s t  e x p l a n a t i o n  i s  p r o b a b l y  t h e  

c o r r e c t  o n e  s i n c e  t h e  o b s e r v a t i o n s  o u t l i n e d  be l o v /  s u g g e s t  t h a t  

c a t e c h o l  a n d  b e n z o a t e  a r e  m e t a b o l i s e d  b y  t h e  same p a t h w a y  i n  

t h i s  o r g a n i s m :

( 1 ) c e l l s  i n d u c e d  w i t h  c a t e c h o l  o r  b e n z o a t e  s y n t h e s i s e  a  

c a t e c h o l  1 , 2 - o x y g e n a s e  ( e , g .  F i g , 4 2 ) ,  and  c a n  o x i d i s e  

o x o a d i p a t e  w i t h o u t  a  l a g  ( K e n n e d y  & F e w s o n , 1 9 6 8 a ) ;
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a n d  ( 2 ) a l l  t h r e e  b e n z o a t e  m u t a n t s  w h i c h  h a v e  so f a r  b e e n  

t e s t e d  f o r  t h e  a b i l i t y  t o  d e c a r b o x y l a t e  b e n z o a t e  h a v e  l a c k e d  

t h i s  c a p a c i t y  ( C o o k ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .



The o r i g i n a l  h e a t  i n a c t i v a t i o n  e x p e r i m e n t s  o f  Ken ne dy  & 

Fewson  ( 1 9 6 8 b )  a n d  rny r e s u l t s  ( a u o t e d  on  p , 5 0 4  o f  t h e  same 

p a p e r  a nd  d o c u m e n t e d  i n  f u l l  i n  t h i s  w o r k )  on t h e  a c t i v a t i o n  

o f  t h e  h e a t - s t a b l e  enzyme by p o t a s s i u m  i o n s  s u g g e s t e d  t h a t  

b a c t e r i u m  NCIB 8250  c o n t a i n e d  two N A D " ^ - s p e c i f i c  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e s .  T h i s  work  h a s  now b e e n  e x t e n d e d ,  a n d  h a s  

p r o v i d e d  t h e  f o l l o w i n g  a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  

o f  two e n z y m e s .

( 1 )  T h i o p h e n o x y a c e t a t e  w h i c h  g r a t u i t o u s l y  i n d u c e s  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n o s e  b u t  n o t  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n o . s e  i n d u c e s  a 

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w h i c h  h a s  a  h a l f - l i f e  o f  a b o u t  

500m in  a t  3 7 ° ( F i g , 1 4 ) «

( 2 )  B e n z y l  a l c o h o l  w h i c h  i n d u c e s  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  

b u t  n o t  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  i n d u c e s  a  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  w h i c h  h a s  a  h a l f - l i f e  o f  a b o u t  3 0 min  a t  5 7 °

( F i g .  1 4 ) .

( 3 )  The h e a t  i n a c t i v a t i o n  c u r v e s  f o r  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

f r o m  c e l l s  g rovm on  L - m a n d e l a t e ,  w h i c h  i n d u c e s  b o t h  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  and  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  and  f ro m  a 

m i x t u r e  o f  c e l l s  i n d u c e d  w i t h  b e n z y l  a l c o h o l  o r  

t h i o p h e n o x y a c e t a t e  g i v e  h e a t  i n a c t i v a t i o n  p a t t e r n s  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  two enz ymes  ( F i g s , 15 a n d  16 r e s p e c t i v e l y ) ,

( 4 )  The h a l f - l i f e  o f  t h e  h e a t - l a b i l e  enzyme v a r i e s  w i t h  t h e



2  2  3

e x t r a c t i o n  b u f f e r  a n d  t h e  a c t u a l  pH o f  t h e  e x t r a c t ,  w h e r e a s  

t h a t  o f  t h e  h e a t - s t a b l e  enzyme shows l i t t l e  v a r i a t i o n  ( T a b l e s  

4 an d  5 ) »

( 5 )  The h e a t - s t a b l e  enzyme i s  a c t i v a t e d  b y  m o n o v a l e n t  c a t i o n s  

(Nli^^ > K' > R b ‘ > C s  > N a ^  ) v/hen e x t r a c t e d  i n  s o d i u m  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r ,  w h i l s t  t h e  h e a t - l a b i l e  enzyme i s  n o t  

a c t i v a t e d  by  any  o f  t h e s e  i o n s  ( T a b l e  3 a n d  F i g . 1 5 ) .  The 

p i c t u r e  i s  m o r e  c o m p l i c a t e d  when t h e  two en z ym es  a r e  e x t r a c t e d  

i n  T r i s  b u f f e r  b e c a u s e  t h e  l a b i l e  enzyme i s  a l s o  a c t i v a t e d  by  

m o n o v a l e n t  c a t i o n s ,  b u t  t h e  p e r c e n t a g e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  

s t a b l e  enzyme i s  g r e a t e u o

( 6 ) The b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t  s t r a i n s  w h i c h  show d e l a y e d  

g r ov / th  on  b e n z y l  a l c o h o l  b u t  n o r m a l  g r o w t h  on L - m a n d e l a t e  

( T a b l e  24)  h a v e  v e r y  l i t t l e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y ,  b u t  c o n s i d e r a b l e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y  ( T a b l e  3 1 ) .  C o n v e r s e l y ,  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  

NF2405 a n d  NF0113? v /h ich g r ow on b e n z y l  a l c o h o l  b u t  show s lov /  

o r  no g r o v / t h  on L - m a n d e l a t e  ( T a b l e  2 2 ) ,  p o s s e s s  h i g h  l a b i l e  

enzyme a c t i v i t y ,  b u t  a l m o s t  n e g l i g i b l e  a m o u n t s  o f  t h e  s t a b l e  

e n zyme ( T a b l e  3 0 ) .

D e f i n i t i v e  p r o o f  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  tv/o enz ymes  h a s  

b e e n  p r o v i d e d  by K e n n e d y  & Za tman ( Z a tm a n ,  p r i v a t e  

c o m m u n i c a t i o n )  who h a v e  p u r i f i e d  t h e  two e n z y m e s .

B o t h  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  a p p e a r  t o  r e q u i r e  

m o n o v a l e n t  c a t i o n s  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y  s i n c e  i n  t h e  m a j o r i t y  

o f  c a s e s  t h e  n r e s e n c e  o f  t h e s e  i o n s  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e
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b r i n g s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzymes  e x t r a c t e d  i n  T r i s  b u f f e r  

up  t o  t h e  v a l u e s  f o u n d  i n  c e l l s  e x t r a c t e d  i n  s o d i u m  

p y r o p h o s p h a t e  b u f f e r  ( T a b l e  3 )»  The two en z ym es  d i f f e r ,  

h o w e v e r ,  i n  t h e i r  r e s p o n s e  t o  t h e  v a r i o u s  c a t i o n s  ( T a b l e  3 ) .  

As w e l l  a s  t h e  p e r c e n t a g e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  s t a b l e  enzyme 

b e i n g  g e n e r a l l y  g r e a t e r ,  t h o  i n d i v i d u a l  a c t i v a t i o n s  p r o d u c e d  

by  t h e  d i f f e r e n t  c a t i o n s  c o v e r  a  w i d e r  r a n g e  o f  v a l u e s .  The 

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

a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  b o t h  y e a s t  

a c e t a i d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  ( S o r g e r  & h V an s ,  1 9 6 6 ) a n d  t h e  

NAD? *- s p e c i f i c  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  o f  Pj, n u t  Ida,

( Stachow .et 5 1 9 6 7 ) .

N e g l i g i b l e  b e n z o a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y  v/as d e t e c t e d  i n  

c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  b a c t e r i u m  NGIB 8250  u s i n g  t h e  a s s a y  

c o n d i t i o n s  o f  I c h i h a r a  e t  a]^. ( 1 9 6 2 )  ( p .  1 1 9 )  ̂ T h i s  r e s u l t  i s  

i n  a g r e e m e n t  v / i t h  t h e  r e s u l t s  o f  o t h e r  w o r k e r s  ( M e n d e l  a t  run & 

J a c o b y ,  1 9 6 5 ;  Kemp 1 Kegeman,  1 9 6 8 ;  Hegoman,  p r i v a t e  

c o m m u n i c a t i o n ;  P r o f e s s o r  J  » M a n d e l s t a m ,  D e p a r t m e n t  o f  

L i i c r o b i o l o g y , U n i v e r s i t y  o f  O x f o r d ,  p r i v a t e  c o m m u n i c a t i o n ;

Dr K. l i .  G r i p p s ,  t î i l s t e a d  L a b o r a t o r y  o f  C h e m i c a l  L n z y m o l o g y ,  

S i t t i n g b o u r n e ,  K e n t , ,  p r i v a t e  c o m m u n i c a t i o n )  who f a i l e d  t o  

d e t e c t  b e n z o a t e  o x i d a s e  a c t i v i t y  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  

v a r i o u s  p s ei idopigngs s p p . .  I t  v/as f o u n d ,  h o v / e v e r ,  t h a t  onzymo 

a c t i v i t y  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  e x t r a c t s  t o  w h i c h  FAD h a d  b e e n

a d d e d  ( F i g » 1 8 ) ,  an d  t h a t  t h i s  a c t i v i t y  d i d  n o t  d e p e n d  on t h e
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p r e s e n c e  o f  GSH i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e  ( T a b l e  1 1 )  . The enzyme 

f r o m  b a c t e r i u m  NGIB 8250  r e q u i r e s  FAD, a n  NADh g e n e r a t i n g  

s y s t e m  a n d  Fe' "̂'" i o n s  f o r  a c t i v i t y ,  w h e r e a s  t h e  enzyme f ro m  

£2xiQTeo(^nB Mb- 1 5 ,  M*, u r e a e  E t  and  P.,, a e r u g i n o s a  B-23 ( t h e  

o r g a n i s m s  e x a m i n e d  by I c h i h a r a  ^  a l . ( 1 9 6 2 ) )  r e q u i r e s  G3H, an  

NADPH o r  a n  NADli g e n e r a t i n g  s y s t e m  a nd  Fe*^’̂' i o n s  f o r  a c t i v i t y .  

N e v e r t h e l e s s  t h e  two s y s t e m s  a r e  n o t  t o o  d i s s i m i l a r  a s  o n l y  

t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  GSÏÏ and  FAD i s  d i f f e r e n t *  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e s e  two com po und s  c a r r y  o u t  t h e  same f u n c t i o n  i n  t h e  

two  b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m s  a s  b o t h  co m p o u n d s  c a n  p a r t i c i p a t e  

i n  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  r e a c t i o n s .

A l t h o u g h  a t t e m p t s  w e r e  made i n  t h e  p r e s e n t  w o rk  t o  

p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i r  o r  b y - p a s s  t h e  e n d o g e n o u s  NADH o x i d a s e  

s y s t e m ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  s y s t e m  f o r m s  a n  i n t e g r a l  p a r t  

o f  t h e  b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m  a s  t h e  " p u r i f i e d ” enzyme s t i l l  

h a s  NADH o x i d a s e  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  i t  ( I c h i h a r a  e t  a l *, 

1 9 6 2 ) *  N e v e r t h e l e s s  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  d e c i d e  i f  t h i s  

s u g g e s t i o n  i s  v a l i d  a s  t h e s e  w o r k e r s  g a v e  no  d e t a i l s  a s  t o  t h e  

h o m o g e n e i t y  o f  t h e  " p u r i f i e d ” en z y m e.  I n d e e d  t h e y  d i d  n o t  

e v e n  q u o t e  a  s i n g l e  v a l u e  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  

enzyme o r  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  a s s a y ,  a nd  c o n s e q u e n t l y  

t h e  v a l u e  f o r  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme i n  c e l l - f r e e  

e x t r a c t s  o f  b a c t e r i u m  NGIB 8250  c a n n o t  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  

o f  t h e  s y s t e m  d e s c r i b e d  by I c h i h a r a  e t  . a l * ( 1 9 6 2 )  * N e i t h e r  i s  

i t  c l e a r  why o t h e r  w o r k e r s  c a n n o t  d e t e c t  b e n z o a t e  o x i d a s e  

a c t i v i t y  i n  P s e u d o m o n a s  s p p ,  u s i n g  t h e  c o n d i t i o n s  o f  I c h i h a r a
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^  n i l . ( 1 9 6 2 ) ,  I t  woul d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  

FAD i n  t h e s e  s y s t e m s .  I t  w o u l d  a l s o  b e  i n t e r e s t i n g  t o  

d i s c o v e r  v/hat  s t e p s  a r e  n e c e s s a r y  t o  b r i n g  t h e  c e l l - f r e e  

a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme i n  b a c t e r i u m  NGIB 8 2 5 0  up  t o  t h e  l e v e l  

e x p e c t e d  f r o m  e x p e r i m e n t s  w i t h  v /hole  c e l l s .

The o i l g i n a l  m e c h a n i s m  p u t  f o r w a r d  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

b e n z o a t e  t o  c a t e c h o l  i n v o l v e d  t h e  i n t e r m e d i a t e  f o r m a t i o n  o f  an  

e p o x i d e  ( I c h i h a r a  e t  , 1 9 6 2 ;  T a k e d a ,  M o r i , Ueda  &

T a n i u c h i ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s  i n  T a n i u c h i  ^ t  a l , , 1 9 6 4 )  ( F i g ,  

4 8 ) .  The  l a t t e r  g r o u p  w e r e  a b l e  t o  s p l i t  t h e  enzyme s y s t e m  

i n t o  two c o m p o n e n t s ,  o n e  o f  w h i c h  c a t a l y s e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  

an  u n i d e n t i f i e d  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  NADPH ( o r  

NADK) a nd  o x y g e n ,  an d  t h e  o t h e r  d e c a r b o x y l a t e d  t h i s  

i n t e r m e d i a t e  t o  f o r m  c a t e c h o l .  T h i s  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  h a s  

h a d  t o  b e  d i s c a r d e d  i n  t h e  l i g h t  o f  mo re  r e c e n t  e v i d e n c e  

o b t a i n e d  b y  T a k e d a  e t .  a l #  ( u n p u b l i s h e d  r e s u l t s  i n  î î a y a i s h i ,  

1 9 6 6 )  who f o u n d  t h a t  b o t h  t h e  o x y g e n  a t o m s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  

c a t e c h o l  w e r e  d e r i v e d  f r o m  m o l e c u l a r  o x y g e n .

The a c t u a l  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  o p e r a t i n g  may b e  s i m i l a r  

t o  t h a t  s u g g e s t e d  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  a n t h r a n i l a t e  t o  

c a t e c h o l  ( K o b a y a s h i  ^  a l , , 1 9 6 4 ) ?  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

2 - f l u o r o b e n z o a t e  t o  c a t e c h o l  a n d  3 - f l u o r o o a t e o h o l  ( l i i l n e ,  

Goldman & H o l t z m a n ,  1 9 6 8 )  a n d  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  b e n z e n e  

t o  c a t e c h o l  ( G i b s o n ,  Koch K a l l i o , 1968  ; Gib s o n ,  C a r d i n i ,

M a s e l e s  & K a l l i o ,  1 9 7 0 ) .  A l l  t h r e e  enzyme s y s t e m s  

c a t a l y s e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  o n e  m o l e c u l e  o f  o x y g e n  i n t o  t h e
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r e a c t i o n  p r o d u c t , a nd  i n  e a c h  c a s e  t h e  f o r m a t i o n  o f  a c y c l i c  

p e r o x i d e  i n t e r m e d i a t e  h a s  h e en p o s t u l a t e d  «

The r e a c t i o n  m e c h a n i s m  o f  h e n z o a t e  o x i d a s e  f ro m  h a c t e r i u m  

NGIB 8250 an d  2 - f l u o r o h e n z o a t e  o x i d a s e  f r o m  t h e  p s e u d o m o n a d  

s t u d i e d  h y  M i l n e  e t  a l . ( 1 9 6 8 )  i s  p r o b a b l y  t h e  same^ a s  c e l l s  

o f  b a c t e r i u m  NGIB 8250 g rovm on b e n z o a t e  a s  v / e l l  a s  

m e t a b o l i s i n g  b e n z o a t e  c a n  a l s o  c o n v e r t  2 - f l u o r o b e n z o a t e  t o  

c a t e c h o l  a n d  5 - f l u o r o c a t e c h o l  ( Fewson e t  1 9 6 8 ) *

N e v e r t h e l e s s  2 - f l u o r o b e n z o a t e  o x i d a s e  h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d  i n  

c e l l - f r e e  e x t r a c t s  so t h a t  i t s  c o f a c t o r  r e q u i r e m e n t s  a r e  n o t  

knov/n.  On t h e  o t h e r  h a n d  b e n z e n e  o x i d a s e  h a s  b e e n  e x a m i n e d  i n  

c e l l - f r e e  s y s t e m s  (G- ibson ^ t  ^ 1 , . ,  19 68  & 1 9 7 0 ) .  L i k e  b e n z o a t e  

o x i d a s e  i t  r e q u i r e s ,  i n  a d d i t i o n  t o  i o n s ,  an  NADH

g e n e r a t i n g  s y s t e m  f o r  a c t i v i t y  v /hich i s  an  i m c h a r a c t e r i s t i c  

p r o p e r t y  o f  d i o x y g e n a s e s *  The c o f a c t o r  c o m p l e m e n t  o f  t h e  two 

e n z y m e s ,  h o w e v e r ,  i s  d i f f e r e n t  s i n c e  b e n z e n e  o x i d a s e  r e q u i r e s  

c y s t e i n e  r a t h e r  t h a n  PAD f o r  a c t i v i t y .  N e v e r t h e l e s s  t h e  tv/o 

s e t s  o f  c o f a c t o r s  p r o b a b l y  f u l f i l  t h e  same f u n c t i o n  i n  t h e  

r e a c t i o n *  T h i s  r o l e  c o u l d  v / e l l  b e  t h e  p r o v i s i o n  o f  an  e l e c t r o n  

t r a n s p o r t  s y s t e m  t o  s u p p l y  t h e  r e d u c i n g  pov/er  n e c e s s a r y  f o r  

t h e  f o r m a t i o n  o f  a  . c i _ s - g l y c o l  s i n c e  c i s - b e n z e n e  g l y c o l ,  w h o se  

f o r m a t i o n  i s  c a t a l y s e d  by  an  enzyme s y s t e m  r e q u i r i n g  a n  NADH 

g e n e r a t i n g  s y s t e m ,  Pe i o n s  and  c y s t e i n e ,  h a s  b e e n  i s o l a t e d  a s  

an  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  b e n z e n e  o x i d a s e  r e a c t i o n  o f  p u t i d a  

( G i b s o n  a l * , 1 9 6 8  & 1 9 7 0 ) .  The i s o l a t i o n  o f  t h i s  compound 

l e n d s  s u p p o r t  t o  t h e  i d e a  t h a t  t h e  f i r s t  i n t e r m e d i a t e  f o r m e d  i s
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a c y c l i c  p e r o x i d e *  The enzyme w h i c h  c a t a l y s e s  t h e  f o r m a t i o n  

o f  c a t e c h o l  f ro m  „ c i , s - b e n z e n e  g l y c o l  r e a u i r e s  NAD"'" f o r  a c t i v i t y  

so  t h a t  i n  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n  t h e r e  i s  no  n e t  o x i d a t i o n  o f  

NADH ( G i h s o n  ^ t  n l * , 1 9 6 8 ) ,  T h i s  p o s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  why an  

NADH generafcfnj s y s t e m  r a t h e r  t h a n  c a t a l y t i c  a m o u n t s  o f  NADK i s  

r e c u i r e d .  The s i m n l e s t  e x p l a n a t i o n  t o  t h i s  p r o b l e m  i s  t h a t  

t h e  NADH p r e s e n t  i n  t h e  a s s a y  i s  o x i d i s e d  by  a n  a c t i v e  NADH 

o x i d a s e  i n  t h e  enzyme p r e p a r a t i o n ,  and  t h u s  a c o n t i n u o u s  s u p p l y  

o f  NADH i s  n e e d e d ^  I n  t h e  b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m ,  t h e  e l e c t r o n  

t r a n s p o r t  c h a i n  w o u l d  c o n s i s t  o f  t h e  HADIÎ g e n e r a t i n g  s y s t e m ,

He i o n s  a n d  FAD, a n d  by  a n a l o g y  w i t h  t h e  c a m p h o r  l a c  i o n i s i n g  

s y s t e m  ( O o n r a d ,  L i e b  & Guns a l u s , 1 9 6 5 ) ?  t h e  e l e c t r o n s  w o u l d  

f l o w  s e q u e n t i a l l y  f r o m  ;;>.ADH t h r o u g h  FAD a n d  i o n s  t o  t h e

t e r m i n a l  e l e c t r o n  a c c e p t o r .  The h y p o t h e t i c a l  r e a c t j . o n  m e c h a n i s m  

f o r  b e n z o a t e  oxi.das e i  s shown i n  F i g «49*

E v i d e n c e  f o r  t h i s  p o s t u l a t e d  r e a c t i o n  m e c h a n i s m  m u s t  a w a i t
1 «
' Op s t u d i e s ,  i s o l a t i o n  o f  i n t e r m e d i a t e s  a n d  t h e  p u r i f i c a t i o n

o f  t h e  enzyme s y s t e m *  The b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m  w o u l d  c o n s i s t

o f  a t  l e a s t  two en zy m es  i f  t h e  r e a c t i o n  mecha,ni sm o f  b e n z e n e

o x i d a s e  a n d  b e n z o a t e  o x i d a s e  i s  i n d e e d  s i m i l a r *  I f  t h i s

s u g g e s t i o n  i s  c o r r e c t ,  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a l l  15 b e n z o a t e

m u t a n t s  a p p e a r  t o  p o s s e s s  a  d e f e c t i v e  b e n z o a t e  o x i d a s e  s y s t e m

( s e e  p * 2 2 0 )  v /ou ld  n o t  b e  q u i t e  so s u r p r i s i n g  a s  f i r s t  t h o u g h t

s i n c e  t h e  enzyme s y s t e m  c o n c e r n e d  v/ould  c o n s i s t  o f  m o r e  t h a n  o n e

enzyme* T h e s e  m u t a n t s  m i g h t  b e  c o n v e n i e n t  t o o l s  w i t h  w h i c h  t o

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

i n t e r m e d i a t e s  o f  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n *
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Pig , 49.

ï h e  c y c l i c  p e r o x i d e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  b e n z o a t e  

t o  c a t e c h o l .
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. TUP .L: JDilL^TK P iVTHV/AY,

4-..1, R e g u l o i i  ,

The e v i d e n c e  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e j  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a nd  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a r e  c o o r d i n a t e l y  s y n t h e s i s e d ,  i s  o u t l i n e d  b e l o w ,

( 1 )  The c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  P v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  and t h o s e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  

o t h e r  enzymes  shows t h a t  o n l y  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  and 

t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a r e  s y n t h e s i s e d  

c o o r d i n a t e l y  w i t h  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( T a b l e  ’5 4 ) .

( 2 )  L“M a n d e l e t e  d e h y d r o g e n a s e , b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

a n d  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a r e  s y n t h e s i s e d  

b e f o r e  an y  o f  t h e  o t h e r  m a n d e l a t e  p a t h w a y  en z ym es  on  i n d u c t i o n  

YJith b e n z o y l f o r m a t e  o r  L - m a n d e l a t e  ( T a b l e  1 7 ) ,

( 3 )  The t h r e e  en zy mes  a r e  g r a t u i t o u s l y  i n d u c e d  by  

t h i o p h e n o x y a c e t a t e  w h i c h  d o e s  n o t  i n d u c e  a n y  o f  t h e  o t h e r  

m p n d e l a t e  p a t h w a y  e n zymes ( Tabl e  3 3 ) .

( 4 )  I n  t h e  w i l d  t y p e  an d  b l o c k e d  m u t a n t s  ( T a b l e s  28 t o  3 3 ) ,  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a n d  t h e  

s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  w h e r e  s y n t h e s i s e d ,  a r e  

i n d u c e d  o n l y  by L - m a n d e l a t e ,  b e n z o y l f o r m a t e  o r  t h i o p h e n o x y a c e t a t e  

T h e s e  enz ym es  a r e  n e v e r  i n d u c e d  by  b e n z y l  a l c o h o l  o r  

b e n z a l d e h y d e ,  w h e r e a s  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  a r e ,

( 5 )  I n  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  NP2405 a n d  NF0113 ( T a b l e  3 0 ) ,
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Table 34»

C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  P va luer ;  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  

d e h y d ro g e n a s e  and t h o s e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  o t h e r  eneganeo. The 

d a t a  i n  t h i s  T a b l e  a r e  summar i s ed  f rom F i g . 42 .

Enzyme

B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

S t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

Be nzy l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  

L a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

B e n z o a t e  o x i d a s e  

C a t e c h o l  oxygenase

C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t

0 .98

0 ,98

- 0.17

- 0 . 2 2

- 0 . 2 7  

- 0 . 3 9
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n e g l i g i b l e  a m o u n t s  o f  L - m a n d e l n t e  d e h y d r o g e n a s e , b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  find t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a r e  

i n d u c e d  by  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e ,  w h e r e a s  s u b s t a n t i a l  

a m o u n t s  o f  t h e  R e g u l o n  Rg and  R^ enzymes  a r e  f o r m e d ,

( 6 )  B o t h  L - m a n d e l a t e  and  b e n z o y l f o r m a t e  i n d u c e  t h e  s y n t h e s i s  

o f  a b o u t  190 u n i t s / m g  p r o t e i n  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a n d  a b o u t  45 u n i t s / m g  p r o t e i n  o f  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  i n  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  NP1706 a n d  NA36, 

w h i c h  p o s s e s s  l i t t l e  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y ,  

w h e r e a s  t h e  l e v e l s  o f  t h e  R e g u l o n  Rg a nd  R^ enzymes  v a r y  f ro m 

1 7 - 4 5 5  u n i t s / m g  p r o t e i n  a n d  f rom  1 5 - 5 7  u n i t s / m g  p r o t e i n  

r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  3 0 ) ,

The e v i d e n c e  p r e s e n t e d  so f a r  p o i n t s  t o  t h e  c o o r d i n a t e  

r e g u l a t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  a n d  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e , a nd  

t h e r e f o r e  t o  t h e s e  en zy mes  b e l o n g i n g  t o  a common o p e r o n  

c o n t r o l l e d  b y  a  s i n g l e  r e p r e s s o r  and  o p e r a t o r  g e n e ,

N e v e r t h e l e s s  t h e r e  i s  r e a s o n  t o  b e l i e v e  t h a t  t h e  c o n t r o l  a t  t h e  

g e n e t i c  l e v e l  i s  m ore  c o m p l e x .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  b a s e d  on  t h e  

f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s s

( 1 )  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i s  n o t  s y n t h e s i s e d  

c o n s t i t u t i v e l y  i n  t h e  m u t a n t s  me s o- c o n s t i t u t i v e  f o r  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a nd  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  ( T a b l e  2 7 ) ?  and  

i s  h y p e r i n d u c e d  on i n d u c t i o n  w i t h  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  

( T a b l e  3 2 )  c o m p a r e d  v / i t h  t h e  w i l d  t y p e  l e v e l s  ( T a b l e  2 8 ) ,  

w h e r e a s  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  an d  b e n z o y l f o r m a t e
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d ec a r b  o x y l  a s  e a r e  n o t  i n d u c  ed by  t h  e s e two c onpoui id  s ? 

a n d  ( 2 )  on i n d u c t i o n  w i t h  t h i o p h e n o x y n c e t a t e ,  s t a b l e  

b en z a l d  ehy  d e d ehy  d r o g e n a  s e a c t i v i t y  a p n e  a r  s an  p r o  xim a t e l y 

1 0 m i n  a f t e r  t h a t  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  and  b e n z o y l f o r r a a t e  

d e c a r b o x y l a s e  ( . F i g , 3 8 ) ;  w h i l s t  on  i n d u c t i o n  w i t h  L - m a n d e l a t e  

o r  b e n z o y l f o r m a t e  ( ï a b l e 1 7 ) ,  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  i s  s y n t h e s i s e d  b e f o r e  o r  a t  t h e  same t i m e  a s  

L -ra an  d e l  a t e  d eh y d. r  o g en  a. s e ,

A p o s s i b l e  a n d  t e s t a b l e  m o d e l , c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  a b o v e  

f j . n d in g S j ,  c a n  b e  c o n s t r u c t e d  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  R e g u l o n  

R] e n z y m e s ,  R e g u l o n  R̂  may b e  c o n t r o l l e d  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r  

t o  t h e  s y s t e m  o f  lb. f i o l i  ( J a c o b y  & G o r i n i ,  1 9 6 9 )  i n  t h a t  ' 

u n l i n k e d  g e n e s  p o s s e s s i n g  t h e i r  own o p e r a t o r  g e n e s  a r e  

c o n t r o l l e d  by  a  common r e p r e s s o r .  I n  t h e  c a s e  o f  R e g u l o n  R|^, 

t h i s  w o u l d  mean t h a t  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  and  

b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  w o u ld  f o r m  o n e  s u b g r o u p , a n d  t h a t  

t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w o u l d  c o n s t i t u t e  a 

s ec ond sub  g r o u p .

e v i d e n c e  f o r  a  common r e p r e s s o r  i s  b a s e d  on two 

o b s e r v a t i o n s ,

( 1 )  The t h r e e  e n z y m e s  a r e  c o o r d i n a t e l y  d e r c T j r e s s e d  by  a  n u m b e r  

o f  i n d u c e r s  ( P i g , 4 2 ) ,  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  t h e  i n d u c e r s  a r e  

c o m b i n i n g  w i t h  t h e  same r e p r e s s o r  m o l e c u l e ,

( 2 )  M a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  RP2405 a n d  NF0113 a r e  i n d u c i b l e  

f o r  n o n e  o f  t h e  R e g u l o n  R^ en zy mes  ( T a b l e  3 0 ) ,  w h i c h  s u g g e s t s  

t h a t  t h e y  may b e  r e g u l a t o r y  m u t a n t s ,  f o r  i n s t a n c e  s i m i l a r  t o
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t h e  1 m u t a n t s  o f  t L  c o l i  ( J a c o b  & Rlonod, 1 9 6 1 ;  G i l b e r t  &
, Il

M u l l e r - H i l l , 1 9 6 6 ) »  On t h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  so  f a r ,  t h e y  

c o u l d  a l s o  b e ,  f o r  e x e m p l e ,  p o l n r i t y  m u t a n t s  ( c f .  Nev/ ton,  

B e c k w i t h ,  Z i p s e r  & B r e n n e r ,  1 9 6 9 ) ,

The m u t a t i o n  w h i c h  h a s  o c c u r r e d  i n  s t r a i n s  Nh04071 ,

NBO2270 a n d  CU4211 h a s  h a d  a s i m u l t a n e o u s  b u t  m a r k e d l y  

d i f f e r e n t  e f f e c t  on t h e  i n d u c i b i l i t y  a n d  c o n s t i t u t i v e  l e v e l s  

o f  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  on t h e  o n e  h a n d ,  and  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a . s e  a n d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  on 

t h e  o t h e r  h a n d  ( T a b l e s  27 a n d  3 2 ) ,  U n l e s s  a  d o u b l e  m u t a t i o n  

h a s  o c c u r r e d  i n  t h r e e  i n d e p e n d e n t l y  i s o l a t e d  o r g a n i s m s , w h i c h  

i s  e x t r e m e l y  u n l i k e l y ,  t h e  m o s t  r e a s o n a b l e  c o n c l u s i o n  i s  t h a t  

t h e  m u t a t i o n  h a s  o c c u r r e d  i n  a  r e g u l a t o r y  g e n e  w h i c h  g o v e r n s  

t h e  s y n t h e s i s  o f  a  r e p r e s s o r  m o l e c u l e  w h i c h  b i n d s  - t o  two 

d i f f e r e n t  s i t e s  on t h e  genome.  The d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  

i n d u c t i v e  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  a n d  t h e  w i l d  t y p e  

( T a b l e s  28 and  32) c o u l d  t h e n  b e  e x p l a i n e d  b y  a d i f f e r e n t i a l  

e f f e c t  o f  t h e  a l t e r e d  r e p r e s s o r  on t h e  two s u b g r o u p s  o f  g e n e s .

The e x i s t e n c e  o f  two o p e r a t o r  g e n e s  w o u l d  a l s o  o f f e r  t h e  

s i m p l e s t  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  c a n  be s y n t h e s i s e d  b e f o r e ,  a f t e r  o r  

a t  t h e  same t i m e  a s  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( F i g . 38 a n d  T a b l e  

1 7 )  s i n c e  enz ymes  w h i c h  a r e  c o n t r o l l e d  by  d i f f e r e n t  o p e r a t o r s  

n e e d  n o t  b e  s y n t h e s i s e d  i n  a  d e f i n i t e  c h r o n o l o g i c a l  o r d e r  when 

d i f f e r e n t  i n d u c e r s  a r e  u s e d ,

G e n e t i c  m a p p i n g  e x p e r i m e n t s  w o u l d  h e l p  t o  t e s t  t h i s
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h y p o t h e s i s ,  h u t  a s  y e t ,  t h e r e  i s  no m e an s  o f  g e n e t i c  

r e c o m b i n a t i o n  i n  b a c t e r i u m  NOIB 8 2 5 0 .  A m o r e  a m e n a b l e  way o f  

s u b s t a n t i a t i n g  t h i s  h y p o t h e s i s  w o u ld  b e  a s t u d y  o f  enzyme 

f o r m a t i o n  u s i n g  a l a r g e r  n u m b e r  o f  i n d u c e r s  a n d  u n d e r  d i f f e r e n t  

e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  i n d u c t i o n  a t  v a r i o u s  

t e m p e r a t u r e s  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n o n - i n h i b i t o r y  l e v e l s  o f  

c h l o r a m p h e n i c o l  »

f u r t h e r m o r e  i f  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  c o r r e c t ,  m a n d e l a t e  

m u t a n t  s t r a i n s  NF2405 a n d  hF0113  w o u l d  b e  r e g u l a t o r  g e n e  

m u t a n t s  r a t h e r  t h a n  p o l a r i t y  m u t a n t s  a s  t h e  H e g u l o n  ly en z ym es  

w o u l d  n o t  b e  s i t u a t e d  on a  common o p e r o n .  T h i s  b e i n g  t h e  c a s e ,  

a  s t u d y  o f  r e v e r t  a n t s  a b l e  t o  g row on I , -man d e l  a t e  o r  

b e n z o y l f o r m a t e  w o u ld  b e  o f  i n t e r e s t  a s  i t  m i g h t  b e  p o s s i b l e  t o  

i s o l a t e  o r g a n i s m s  w h i c h  s y n t h e s i s e  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

a n d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  b u t  n o t  t h e  s t a b l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  T h i s  c l a s s  o f  m u t a n t  w o u l d  b e  a b l e -  

t o  g row on  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r n n ^ t e  a s  t h e y  c o u l d  s t i l l  

s y n t h e s i s e  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  Some o f  

t h e s e  r e v e r t a n t s m i g h t  b e  c o n s t i t u t i v e  f o r  h - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a n d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a s  a  r e s u l t  o f  

a m u t a t i o n  i n  t h e  o p e r a t o r  o r  r e g u l a t o r  g e n e  f o r  t h e s e  e n z y m e s .  

The e x i s t e n c e  o f  t h e  f o r m e r  t y p e  o f  m u t a n t ,  h o w e v e r ,  d e p e n d s  on  

t h e  o c c u r r e n c e  o f  a n e g a t i v e  r a t h e r  th;an a  p o s i t i v e  cype o f  

c o n t r o l ,  and  c o n s e o u e n t l y  t h e  f a i l u r e  t o  i s o l a t e  t h i s  c l a s s  o f  

r e v e r t a n t  w o u ld  n o t  n e c e s s a r i l y  c o n t r a d i c t  t h e  m o d e l  o u t l i n e d  

a b o v e .  T h i s  m o d e l  a l s o  d e p e n d s  on t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  some
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s o r t  o f  J a c o b - k o n o d  s y s t e m  t o  t h e  R e g u l o n  s y s t e m .  I t  m i g h t  

b e ,  o f  c o u r s e ,  t h a t  Re,gulon R] i s  c o n t r o l l e d  i n  a c o m p l e t e l y  

d i f f e r e n t  way .

An i n t e r e s t i n g  f e a t u r e  a b o u t  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  i s  

t h e i r  e n r i c h m e n t  i n  a p r o c e d u r e  w h i c h  i n v o l v e s  a l t e r n a t e  g r o w t h  

on L - m a n d e l a t e  a n d  g l u t a m a t e  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e i r  g r o w t h  

r a t e  on L - m a n d e l a t e  i s  much s l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  w i l d  t y p e  

( T a b l e  2 3 ) ,  The m u t a n t s  m u s t  b e  g r o w i n g  on e i t h e r  L - m a n d e l a t e  

o r  o n e  o f  i t s  m e t a b o l i c  p r o d u c t s , B e n z a l d e h y d e  i s  a  l i k e l y  

c a n d i d a t e  f o r  t h i s  compound  a s  t h e r e  i s  a  s m e l l  o f  b e n z a l d e h y d e  

i n  t h e  medium when t h e  w i l d  t y p e  i s  g r o w i n g  on  L - m a n d e l a t e  

a l t h o u g h  t h e  am o u n t  p r e s e n t  h a s  n o t  b e e n  m e a s u r e d .

B e n z a l d e h y d e  a c c u m u l a t e s  i n  t h e  medium p o s s i b l y  b e c a u s e  t h e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  \Yild t y p e  i s  l e s s  

t h a n  i t s  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  ( e . g .  T a b l e  28)  

a l t h o u g h  i t  i s  r i s k y  t o  a s s u m e  t h a t  enzyme a c t i v i t y  a s  m e a s u r e d  

i n  v i t r o i s  s i m i l a r  t o  i t s  a c t i v i t y  in, v i v o . T h i s  b e n z a l d e h y d e  

may w e l l  s u n n o r t  t h e  g r o w t h  o f  t h e  m u t a n t s  s i n c e  t h e s e  

o r g a n i s m s  p o s s e s s  a  h i g h  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  

when grovm i n  t h e  p r e s e n c e  o f  L - m a n d e l a t e  ( T a b l e  3 2 ) .  The 

m u t a n t  s t r a i n  c a n  n e v e r  become  t h e  p r e d o m i n a n t  o r g a n i s m  i n  t h e  

c u l t u r e  u n d e r  t h e s e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  a s  i t s  g r o w t h  d e p e n d s  on 

t h e  m e t a b o l i s m  o f  L - m a n d e l a t e  b y  t h e  w i l d  t y p e .  The ph eno m enon  

o f  o n e  o r g a n i s m  p r o d u c i n g  c o n d i t i o n s  s u i t a b l e  f o r  t h e  g r o w t h  o f  

a n o t h e r  i s  w e l l  k n o w n ; ' e . g ,  t h e  s t r e p t o e o c c u s - l a c t o b a c i l l u s  

f l o r a  p r o d u c e  l a c t a t e  f ro m  c a r b o h y d r a t e s  i n  t h e  rumen  a n d  t h i s
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l a c t a t e  i s  i n  t u r n  f e r m e n t e d  t o  a c e t a t e  a n d  p r o p i o n a t e  by 

b a c t e r i a  s u c h  a s  V e i l I o n e l l a  a l e p 1 e s c e n s a n d  Se l e n omonas  

r u m i n an t ium.  ( H o b s o n ,  1 9 6 9 ) ,

I n  t h i s  p r o j e c t ,  t h e  o r i g i n a l  i n t e n t i o n  was  t o  i s o l a t e  

rn a fin. 0 -  c 0 n s t  i  t u  t  ± v  e m u t a n t s  by  m e an s  o f  t h e  a l t e r n a t e  c u l t u r e  

t e c h n i o u e ;  b u t  u n f o r t u n a t e l y  o n l y  me^ig• - ' C o n s t i t u t i v e  s t r a i n s  

w e r e  o b t a i n e d .  A b e t t e r  m e t h o d  f o r  o b t a i n i n g  ma,gno- 

c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  i s  t o  g r ow t h e  c u l t u r e  on a  c a r b o n  o r  

n i t r o g e n  s o u r c e  w h i c h  i s  a s u b s t r a t e  b u t  n o t  a n  i n d u c e r  o f  

t h e  enzyme i n  q u e s t i o n .  U n l u c k i l y ,  h o w e v e r ,  t h e r e  i s  no 

compound  o f  t h i s  t y p e  knovm f o r  t h e  H e g u l o n  s y s t e m .

A l l  f o u r  m and  e l a t e  m u t a n t s  w h i c h  a r e  u n a b l e  t o  grov/  on

b e n z o y l f o r m a t e  ( T a b l e  22)  p o s s e s s  l o w  l e v e l s  o f  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  ( T a b l e  3 0 ) » The a b i l i t y  o f  t h e s e  

o r g a n i s m s  t o  d e c a r b o x y l a t e  b e n z o y l f o r m a t e  t o  some e x t e n t  i s  

a l s o  s u g g e s t e d  by  t h e  f a c t  t h a t  h - m a n d e l a t e  a n d  b e n z o y l f o r m a t e  

i n d u c e  l o w  l e v e l s  o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e ,  w h o s e  i n d u c t i o n  

r e q u i r e s  t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h e s e  c o m po un ds  t o  c a t e c h o l .  L ac k  

o f  g r o w t h  o n  b e n z o y l f o r m a t e ,  a l t h o u g h  t h e  o r g a n i s m s  p o s s e s s  

some b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y ,  may b e  i n d i c a t i v e  

o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  e n e r g y  d e r i v e d  f r o m  b e n z o y l f o r m a t e  i s  l e s s  

t h a n  t h a t  r e q u i r e d  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  o r g a n i s m .  I t  i s

n o t  knoY/n w h e t h e r  t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  t o  

d e c a r b o x y l a t e  b e n z o y l f o r m a t e  i s  due  t o  r e s i d u a l  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y  o r  t o  t h e  n o n - s p e c i f i c  a c t i o n  o f  o t h e r  

e n z y m e s .  L i k e v / i s e ,  t h e  b a s a l  l e v e l  o f  t h i s  enzyme i n  n o n -
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i n d u c e d  c e l l s  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  n o n - s p e c i f i c  a c t i o n  o f  o t h e r  

e n z y m e s .  On t h e  o t h e r  h ' ^nd,  t h e  l o s s  o f  t h e  b a s a l  a c t i v i t y  o f  

L-m and e l a t  e d e h y d r o g e n a s e  i n  m u t a n t  s t r a i n s  NP1202 ,  N P I 408  

a n d  .NP0410 i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  a c t i v i t y  i s  i n d e e d  due  t o  

1j -m an d  e l  a t  e d e h y d r o  g en a s e .

I t  was  i m p o s s i b l e  t o  t e l l  f rom  t h e  e x p e r i m e n t s  on t h e  

k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  w h e t h e r  L - m a n d e l a t e , b e n z o y l f o r m a t e  o r  

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

R e g u l o n  e n z y m e s .  A s t u d y  o f  t h e  b l o c k e d  m u t a n t s ,  h o w e v e r ,  

g i v e s  a n  a n s w e r  t o  t h i s  q u e s t i o n .  I n  m a i i d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  

h F 1 2 0 2 ,  A P I 408 a nd  1IP0410 ( T a b l e  2 9 ) ,  w h i c h  l a c k  a  f u n c t i o n a l  

h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e , L - m a n d e l a t e  d o e s  n o t  i n d u c e  a n y  o f  

t h e  enz ymes  o f  t h e  m a n d e l a . t e  p a t h w a y .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  

b e n z o y l f o r m a t e  g i v e s  an  i n d u c t i v e  p a t t e r n  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  

o f  t h e  w i l d  t y p e  ( T a b l e  29)  e x c e p t ,  o f  c o u r s e ,  f o r  t h e  s y n t h e s i s  

o f  an  a c t i v e  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  

t h a t  b e n z o y l f o r m a t e  and n o t  L - m a n d e l a t e  i s  t h e  i n d u c e r  o f  t h e  

H e g u l o n  e n z y m e s .  T h a t  b e n z o y l f o r m a t e  i s  t h e  s o l e  i n d u c e r  

o f  t h e  Reg;ulon H^ enz ym es  i s  r e i n f o r c e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  i n  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  H P I 706 an d  NA36 ( T a b l e  3 0 ) ,  

w h i c h  p o s s e s s  l i t t l e  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t i v i t y ,  

b e n z o y l f o r m a t e  i n d u c e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  w i l d  t y p e  a m o u n t s  o f  

L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  t h e  s tabD.e b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e .

H e g u l o n  H^ i s  t h u s  i n d u c e d  by  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  f i r s t

enzjme  o f  t h e  r e g u l a t o r y  g r o u p .  P r o d u c t - i n d u c t i o n  o f
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r e g u l a t o r y  u n i t s  i s  a  r e l a t i v e l y  f r e q u e n t  o c c u r r e n c e  i n  m i c r o -  

o i ' g a n i s m s ;  e . g .  p r o t o c a t e c h u a t e  i n d u c e s  s h i k i m a t e  

d e h y d r o g e n a s e  i n  Aæ, o a l c o a c e t i c u s  ( G e n o v a s ,  \ / h e e l i s  & S t o n i e r ,  

1 9 6 8 ) ,  a n d  c i  s . c i s - m u c o n a t e  i n d u c e s  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  i n  

P . p u t i d a  ( O r n s t o n ,  1 9 6 6 c ) .

4 . 2 .  H e g u lo n  Hp.

T h e r e  a r e  s e v e r a l  p i e c e s  o f  e v i d e n c e  w h ic h  s u g g e s t  t h a t  

t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  and  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  a r e  s y n t h e s i s e d  c o o r d i n a t e l y ,

( 1 )  The c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  V v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  

b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  and t h o s e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  

t h e  o t h e r  enzym es  shows t h a t  o n l y  t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  i s  s y n t h e s i s e d  c o o r d i n a t e l y  w i t h  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  ( T a b l e  35 )»

( 2 )  O n ly  t h e  t i m e - c o u r s e  o f  i n d u c t i o n  o f  t h e s e  tv/o enzym es  

f l a t t e n s  o f f  a f t e r  20 t o  35m in  i n d u c t i o n  w i t h  L - m a n d e l a t e  o r  

b e n z o y l f o r m a t e  ( F i g s . 35 and  3 9 ) .

( 3 )  T h e i r  t i m e  o f  a p p e a r a n c e  l i e s  b e t w e e n  t h a t  o f  t h e  H e g u lo n  

and  enzym es  ( T a b l e  1 7 ) »

( 4 )  The b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t  s t r a i n s  ( T a b l e  3 1 )  a r e  n o n -  

i n d u c i b l e  f o r  b o t h  enzymeso

( 5 )  I n  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  N F I7 0 6 ,  HF2405 a n d  NF0113 

( T a b l e  3 0 )  an d  i n  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  ( T a b l e  3 2 ) ,  b o t h  

enzym es  a r e  h y p e r i n d u c e d  co m p are d  w i t h  t h e  w i l d  t y p e  l e v e l s  

( T a b l e  28)  on  i n d u c t i o n  w i t h  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e .
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T a b l e  3 5 '

C o r r e l a t i o n  b e tw e e n  t h e  P v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  and t h o s e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  o t h e r  enzyme-^:. The 

d a t a  i n  t h i s  T a b l e  a r e  sunii-iarised from F i g . 43»

Enzyme

L-Iv,ia nd e 1 a t  e de h y d ro g c  nas  e 

B e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

S t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

h a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

B e n z o a te  o x i d a s e  

C a te o h o l  o x y g enase

C o r r e 1a t i o n  c oe f f i  c i e n t

•0.17

•0 .14

• 0 . 1 0

0 . 9 7

0.67

0 .5 5
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I n  t h e  e x p e r i m e n t s  on  t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n ,  L -  

r a a n d e l p t e ,  b e n z o y l f o r m e t e ,  b e n z y l  a l c o h o l  an d  b e n z a l d e h y d e  a l l  

i n d u c e d  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  an d  t h e  l a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  I n d u c t i o n  by  L - m a n d e l a t e  o r  

b e n z o y l f o r m a t e  may b e  b r o u g h t  a b o u t  by t h e  tv/o com pounds  

t h e m s e l v e s  o r  b y  t h e  b e n z a l d e h y d e  fo rm e d  f ro m  t h e i r  m e t a b o l i s m .  

Ko c l e a r - c u t  d e c i s i o n  c a n  b e  made b e t w e e n  t h e s e  two 

p o s s i b i l i t i e s  a s  t h e  e v i d e n c e  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  v/ork i s  

a m b ig u o u s»  h - K a n d e l a t e , h o w e v e r ,  c a n  by  e x c l u d e d  a s  an  i n d u c e r  

s i n c e  i t  d o e s  n o t  i n v o k e  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  H e g u lo n  Hp 

enzym es  i n  t h e  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  w h ic h  l a c k  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  ( T a b l e  2 9 ) .  B e n z o y l f o r m a t e ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  

g i v e s  r e s u l t s  w h ic h  a r e  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t .

The f l a t t e n i n g ” O f f  i n  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  t h e  

l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  

d e h y d r o g e n a s e  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  on t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  

( P i g , 35 )  l e n d s  s u p p o r t  t o  t h e  i d e a  t h a t  i t  i s  t h e  b e n z a l d e h y d e  

f o rm e d  f ro m  t h e  m e t a b o l i s m  o f  b e n z o y l f o r m a t e  a n d  h - m a n d e l a t e  

w h ic h  i n d u c e s  t h e s e  e n z y m e s .  The i n i t i a l  i n d u c t i o n  o f  t h e s e  

enzym es  f o l l o w e d  by  a c e s s a t i o n  i n  t h e i r  s y n t h e s i s  c a n  be  

e x p l a i n e d  by  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  p r o d u c i n g  

b e n z a l d e h y d e  f a s t e r  t h a n  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

c a n  rem o v e  i t ,  r e s u l t i n g  i n  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e .

The b e n z a l d e h y d e  fo rm e d  w o u ld  t h e n  i n d u c e  t h e  H e g u lo n  Hp 

e n z y m e s .  C o n s e q u e n t l y  t h e  t o t a l  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y  w o u ld  r a n i d l y  r i s e ,  and b r i n g  a b o u t  t h e  r e m o v a l  o f
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t h e  s u r p l u s  h e n z a l d e h y d e  f ro m  t h e  m edium; t h e r e b y  e l i m i n a t i n g  

t h e  i n d u c e r ,  and  c a u s i n g  t h e  r a t e  o f  s y n 'b h e s i s  t o  f l a t t e n  o f f .  

The o c c u r r e n c e  o f  a  s t r o n g  s m e l l  o f  b e n z a l d e h y d e  j u s t  a t  t h e  

t i m e  when t h e  H e g u lo n  Hp enzym es  a r e  i n d u c e d  i s  c i r c u m s t a n t i a l  

e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h i s  h y p o t h e s i s .  The l o w e r  a c t i v i t y  o f  

t h e  H e g u lo n  Rp enzym es  f o u n d  i n  t h e  w i l d  t y p e  ( T a b l e  28 )  and  

i n  t h e  m a n d e la . t e  m u t a n t  s t r a i n  KA36 ( T a b l e  3 0 )  a f t e r  2-^h 

i n d u c t i o n  w i t h  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e ,  c o m p a re d  t o  t h e  

p e a k  v a l u e s  o b t a i n e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  on t h e  k i n e t i c s  o f  

i n d u c t i o n  ( F i g , 3 5 )?  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  enzyme d e c a y  v /h ich  

m i g h t  h a v e  o c c u r r e d  i n  t h e  i n t e r v e n i n g  2 h ,  I n d e e d  d e c a y  o f  

t h e  H e g u lo n  Hp enzym es  was f o u n d  t o  o c c u r  when p r o t e i n  s y n t h e s i s  

was c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  

( 2ChAI) ,

A l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  so  f a r  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  i t  i s  t h e  b e n z a l d e h y d e  f o rm e d  f ro m  

b e n z o y l f o r m a t e  o r  h - m a n d e l a t e  w h ic h  i n d u c e s  t h e  H e g u lo n  H2 

e n z y m e s ,  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e s e  enzym es  b y  b e n z o y l f o r m a t e  o r  

L - m a n d e l a t e  i n  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  ( T a b l e  32 )  an d  i n  t h e  

m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s  NF0113? HF2405 and  N F I706 ( T a b l e  3 0 )  

i n d i c a t e s  t h a t  a t  l e a s t  i n  t h e s e  o r g a n i s m s ,  b e n z o y l f o r m a t e  

i t s e l f  may s e r v e  a s  a n  i n d u c e r .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  b a s e d  on 

t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  i t  o f f e r s  t h e  s i m p l e s t  way o f  r e c o n c i l i n g  

t h e  f a c t  t h a t  t h e  l e v e l s  o f  t h e  H e g u lo n  en z y m es  a r e  1 0 - 2 0  

f o l d  h i g h e r  i n  t h e  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n  K F I 706 ( T a b l e  30 )  

a n d  i n  t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t s  ( T a b l e  3 2 )  t h a n  i n  t h e  w i l d
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t y p e  ( T a b l e  2 8 ) ,  a l t h o u g h  t h e s e  m u t a n t s  p o s s e s s  l i t t l e  

b o n z o y l f o r n a t e  d e c a r b o x y l a s e  a c t l v r i t y  a n d  a  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w h ic h  i s  n e v e r  l e s s  t h a n  t h a t  o f  t h e  

w i l d  t y p e ,  P re su ra a .b ly  t h e s e  m u t a n t s  do n o t  t r a n s i e n t l y  

a c c u m u l a t e  a  g r e a t e r  am o u n t  o f  b e n z a l d e h y d e  t h a n  d o e s  t h e  w i l d  

t y p e  a s  t h e  r a t i o  o f  t h e i r  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  t o  

s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  i s  f a r  l e s s  t h a n  

t h a t  o f  t h e  w i l d  t y p e , I 'tir t h e rm o  r e  t h e  l o w e r  l e v e l s  o f  c a t e c h o l  

o x y g e n a s e  i n d u c e d  by  b e n z o y l f o r m a t e  o r  L - m a n d e l a t e  i n  t h e s e  

m u t a n t s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  l e v e l s  i n d u c e d  by  b e n z a l d e h y d e  o r  

b e n z y l  a l c h o h o l  i n  t h e  same m u t a n t s  a n d  by b e n z o y l f o r m a t e  o r  

L - m a n d e l a t e  i n  t h e  w i l d  t y r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  

o f  b e n z o y l f o . r m a t e  i s  t h e  r a t e  l i m i t i n g  s t e p .  Thus  i t  a p n e a r s  

t h a t  a t  l e a s t  i n  t h e s e  m u t a n t s ,  t h e  t r a n s i e n t  ac cum ul a t  io J i  o f  

b e n z a l d e h y d e ,  i f  i t  o c c u r s  a t  a l l ,  i s  n o t  l a r g e  en o u g h  t o  

a c c o u n t  f o r  t h e  h i g h e r  l e v e l s  o f  t h e  H e g u lo n  Hp enzym es  i n d u c e d  

by  L - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e .  T h i s  . l e a v e s  b e n z o y l f o r m a t e  

s.s t h e  l i k e l y  i n d u c e r  o f  t h e s e  e n z y m e s .  The p o s s j . b i l i t y  t h a t  

L - m a n d e l a t e  a c t s  a s  an  i n d u c e r  h a s  b e e n  e x c l u d e d  a s  i t  d o e s  

n o t  i n d u c e  t h e  H e g u lo n  Hp enzym es  i n  m a n d e l a t e  m u t a n t  s t r a i n s

w h ic h  l a c k  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  ( T a b l e  29 )»

I f  i t  i s  a  c o r r e c t  d e d u c t i o n  t h a t  b e n z o y l f o r m a t e  i s  a n

i n d u c e r  o f  t h e  H e g u lo n  Hp enzym es  i n  a t  l e a s t  some s t r a i n s ,  i t

p o s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  why i t  d o e s  n o t  h a v e  t h i s  f u n c t i o n  i n  

a l l  s t r a i n s  o f  b a c t e r i u m  NOIB 8250  ( s e e  T a b l e  3 0 ) ,  One 

p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  c o u l d  b e  t h a t  Hegu].on H-| i s  g e n e t i c a l l y
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l i n k e d  i n  some v/ay t o  R e g u lo n  eo t h a t  i n  t h e  w i l d  t y p e  t h e  

a m o u n t s  o f  t h e  H e g u lo n  Rp enzym es  i n d u c e d  by  b e n z o y l f o r m a t e  a r e  

c u t  t o  a  minimum by some t y p e  o f  r e p r e s s i o n  m e c h a n ism  w h ic h  i s  

l o s t  a s  a  r e s u l t  o f  a m u t a t i o n  i n  a  H e g u lo n  H^ l o c u s .  G e n e t i c  

l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  two r é g u l o n s  c a n  b e  r u l e d  o u t  a s  

t h i o p h e n o x y a c e t a t e  d o e s  n o t  i n d u c e  t h e  H e g u lo n  Hp enzym es  i n  

t h e  c o n s t i t u t i v e  m u t a n t  s t r a i n  004-211 and  i n  t h e  m a n d e l a t e  

m u t a n t  s t r a i n  NP1706 ( T a b l e  3 3 ) » I t  i s  a l s o  d i f f i c u l t  t o  

e n v i s a g e  how a m u t a t i o n  i n  t h e  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  

s t r u c t u r a l  g e n e  c a n  s i m u l t a n e o u s l y  a f f e c t  t h e  r e g u l a t o r y  g e n e s  

c o n t r o l l i n g  t h e  H e g u lo n  Hp en z y m es ;  a  s i t u a t i o n  w h ic h  o c c u r s  

i n  m u t a n t  s t r a i n  N P I706 ( T a b l e  3 0 )  i f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  

l o s s  o f  o n l y  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  o f  t h e  H e g u lo n  H^ 

enzym es  i n  t h i s  o r g a n i s m  i s  d u e  t o  a  s t r u c t u r a l  m u t a t i o n .

The s i x  m u t a n t  o r g a n i s m s  w h ic h  a r e  h y p e r i n d u c i b l e  f o r  t h e  

H e g u lo n  Rp enzym es  ( T a b l e s  30 an d  32 )  w e r e  a l l  i n d e p e n d e n t l y  

d e r i v e d  s i n c e  t h e y  w e re  e i t h e r  i s o l a t e d  i n  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  

o r  c a n  b e  d i f f e r e n t i a t e d  f ro m  o n e  a n o t h e r  by  t h e i r  H e g u lo n  H-̂  

enzyme c o m p le m e n t  ( T a b l e  3 0 )  o r  by  t h e i r  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  

( T a b l e  2 2 ) .  C o n s e q u e n t l y  i t  i s  e x t r e m e l y  i m p r o b a b l e  t h a t  

t h e s e  o r g a n i s m s  r e p r e s e n t  d o u b l e  m u t a n t s  i n  v /h ich  t h e  

m u t a t i o n s  i n  t h e  H e g u lo n  H]̂  a n d  Hp l o c i  a r o s e  i n d e p e n d e n t l y  

o f  o n e  a n o t h e r .

A n o t h e r  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  

H e g u lo n  Rp enzym es  by  b e n z o y l f o r m a t e  i s  t h a t  b e n z o y l f o r m a t e  

i t s e l f  c a n  a c t  a s  an  i n d u c e r  i n  b o t h  t h e  w i l d  t y p e  and  m u t a n t
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o r g a n i s m s ,  b u t  t h a t  an e n z y m e -b o u n d  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  

b e n z o y l f o r m a t e  an d  b e n z a l d e h y d e .  a c t s  a s  a  r e p r e s s o r  by  

c o m p e t i t i v e l y  i n h i b i t i n g  t h e  i n d u c t i o n  by  b e n z o y l f o r m a t e .  Thus 

t h e  s i x  m u t a n t  s t r a i n s  v /hich a r e  h y p e r i n d u c i b l e  f o r  t h e  H eg u lo n  

Hp enzym es  ( T a b l e s  30 an d  3 2 )  c a n n o t  fo rm  a s u f f i c i e n t  am ount  

o f  t h i s  i n t e r m e d i a t e  t o  c a u s e  r e p r e s s i o n ;  w h e r e a s  m u t a n t  

s t r a i n  KA36 w h ic h  s y n t h e s i s e s  o n l y  lo w  l e v e l s  o f  t h e s e  enzym es 

on  i n d u c t i o n  w i t h  h - m a n d e l a t e  o r  b e n z o y l f o r m a t e  ( T a b l e  3 0 )  c a n , 

The e x i s t e n c e  o f  e n z y m e -b o u n d  i n t e r m e d i a t e s  f o r  d e c a r b o x y l a s e s  

w h ic h  c a t a l y s e  t h e  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t e  d e p e n d e n t  

d e c a r b o x y l a t i o n  o f  <?c-oxoac ids  ( i . e .  t h e  g r o u p  o f  

d e c a r b o x y l a s e s  t o  w h ic h  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  b e l o n g s )  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( K r a m p i t z ,  S u z u k i  & G r u e l l , 1 9 6 1 )»  T h i s  

h y p o t h e s i s  w o u ld  a l s o  o f f e r  a n  a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  

f l a t t e n i n g - o f f  i n  t h e  r a t e  o f  i n d u c t i o n  o f  t h e  H e g u lo n  Rp 

enzym es  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  on t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  

( F i g . 35 )*  I n s t e a d  o f  t h i s  e f f e c t  b e i n g  c a u s e d  by  t h e  

e x h a u s t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e , i t  c o u l d  b e  due  t o  a  b u i l d - u p  o f  

r e p r e s s o r  w h ic h  a n t a g o n i s e s  t h e  i n d u c t i o n  by  b e n z o y l f o r m a t e .

A l t h o u g h  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  h a s  b e e n  p u t  f o r w a r d  f o r

t h e  h y p e r i n d u c t i o n  o f  t h e  H e g u lo n  Hp e n z y m e s ,  i t  o n l y

r e p r e s e n t s  a  w o r k i n g  h y p o t h e s i s  on w h ic h  t o  b a s e  f u t u r e

e x p e r i m e n t s  a s  t h e r e  i s  o n l y  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  i n  f a v o u r

o f  i t  a t  p r e s e n t .  F u t u r e  e x p e r i m e n t s  w h ic h  may g i v e  an

i n s i g h t  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  phenom enon  i n c l u d e :

( 1 )  a s t u d y  o f  t h e  k i n e t i c s  o f  i n d u c t i o n  o f  t h e  H e g u lo n  Hg 

enzym es  i n  a  m u t a n t  w h ic h  l a c k s  o n l y  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e
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d e h y d r o g e n a s e  o f  t h e  Re^gilon enzym es  s h o u l d  p r o v i d e  

e v i d e n c e  a s  t o  v / h e t h e r  i t  i s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  b e n z a l d e h y d e  

f o r m e d  f ro m  t h e  m e t a b o l i s m  o f  b e n z o y l f o r m a t e  w h ic h  c a u s e s  t h e  

i n d u c t i o n  o f  t h e  H e g u lo n  Hp e u zyme s  s i n c e  t h e  1 a b i l e  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  w o u ld  b e  r e q u i r e d  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  

o f  b e n z a l d e h y d e  i n  t h i s  o r g a n i s m ;

( 2 )  t h e  i s o l a t i o n  o f  f u r t h e r  m u t a n t s  w h i c h  f a i l  t o  grov/ on 

b e n z o y l f o r m a t e  t o g e t h e r  w i t h  a s t u d y  o f  t h e  f a u l t y  enzym es  

s h o u l d  g i v e  a  f u l l e r  p i c t u r e  a s  t o  t h e  t y p e s  o f  m u t a n t  w h ic h  

a r e  h y p e r i n d u c i b l e  f o r  t h e  H e g u lo n  Hp e n z y m e s ;  

a n d  ( 3 )  an  a n a l y s i s  o f  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  H e g u lo n  Hp 

enzym es  by  b e n z o y l f o r m a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s p e c i f i c  

i n h i b i t o r  o f  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  s h o u l d  p r o v i d e  

e v i d e n c e  a s  t o  w h e t h e r  b e n z o y l f o r m a t e  m e t a b o l i s m  i s  r e q u i r e d  

f o r  r e p r e s s i o n  t o  t a k e  p l a c e .

The q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  b e n z a l d e h y d e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  

c a n  b o t h  i n d u c e  t h e  H e g u lo n  Rp enzym es  h a s  b e e n  l e f t  

u n an sw e z 'ed  s i n c e  t h e  t h r e e  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  a n a l y s e d  

h a v e  a l l  l a c k e d  b o t h  enzym es  ( T a b l e  3 1 )  » A s o l u t i o n  t o  t h i s  

p r o b l e m  w o u ld  b e  g i v e n  by t h e  i s o l a t i o n  o f  m u t a n t s  some o f  

v /h ich  l a c k  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e ,  an d  o t h e r s  v /h ich  l a c k  

t h e  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e .  The d e l a y e d  g r o w t h  o f  

t h e  t h r e e  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  on b e n z a l d e h y d e  o r  b e n z y l  

a l c o h o l  ( T a b l e  24 )  i s  p r o b a b l y  c a u s e d  by  l e a k i n e s s  r a t h e r  t h a n  

r e v e r s i o n .  T h i s  i s  b e c a u s e ;

( 1 )  no r e v e r t a n t s  w e r e  i s o l a t e d  v/hen t h e  o r g a n i s m s  w e re  
s p r e a d  on a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  b e n z y l  a l c o h o l  a s  s o l e  s o u r c e
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o f  c a r b o n ;

an d  ( 2 )  t h e  o r g a n i s m s  d i d  n o t  grow on 4 - h y d r o x y - 3 -  

m e t h o x y b e n z a l d e h y d e  o r  2 - h y d r o x y b e n z y l  a l c o h o l  w h ic h  a r e  

p o o r e r  s u b s t r a t e s  f o r  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  an d  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  r e s p e c t i v e l y  (K en n ed y  & Fev/son, 1 9 6 3 b )  » 

I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e  m u t a n t s  grov/ on a l d e h y d e s  by  

m a i l in g  u s e  o f  t h e  b a s a l  a m o u n ts  o f  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  

d e h y d r o g e n a s e  p r e s e n t  i n  t h e  c e l l .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e r e  i s  v e r y  l i t t l e  b e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  o r  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  t h r e e  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  e x a m i n e d .  T h i s  

may b e  b e c a u s e :

( 1 )  t h e y  a r e  d o u b l e  m u t a n t s  -  t h i s  i s  u n l i k e l y  a s  t h e  

m u t a n t s  w e r e  i s o l a t e d  i n  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s ;

( 2 )  t h e y  a r e  r e g u l a t o r y  r a n . t a n t s ;

( 3 )  o w in g  t o  p o l a r i t y  e f f e c t s ,  a m u t a t i o n  i n  o n e  o f  t h e  two 

g e n e t i c  l o c i  h a s  p r e v e n t e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  o t h e r ;

a n d  ( 4 )  t h e  two enzym es  s h a r e  a  common p o l y p e p t i d e  w hose  

s t r u c t u r e  h a s  b e e n  a l t e r e d  a s  a r e s u l t  o f  t h e  m u t a t i o n .

I t  m u s t  b e  s t r e s s e d ,  h o w e v e r , t h a t  t h e  enzyme c o n t e n t  o f  

o n l y  t h r e e  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  h a s  so f a r  b e e n  a n a l y s e d ,  

an d  i t  c o u l d  b e  a c o i n c i d e n c e  t h a t  t h e r e  i s  a  s i m u l t a n e o u s  

l o s s  o f  b o t h  enzyme a c t i v i t i e s .  The i s o l a t i o n  and  e x a m i n a t i o n  

o f  f u r t h e r  b e n z y l  a l c o h o l  m u t a n t s  c o u l d  l e a d  t o  t h e  o c c u r r e n c e  

o f  o ne  enzyme a c t i v i t y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  o t h e r .
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4 . 5 ,  i î e p u l o n  H, C b e n s o a t e  o x i d a s e )  and  H e g u l on ( c a t e c h o l

The c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  ?  v a l u e s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  

b e n z o a t e  o x i d a s e  and  t h o s e  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  L - m a n d e l a t e  

d ch y d ro g en ? ^ se  ( - 0 . 2 7 ) ,  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  ( - 0 , 1 4 )  

a n d  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  ( 0 , 2 4 )  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  enzyme i s  

i n d e p e n d e n t l y  r e g u l a t e d  ( l ' h g s . 4 2  t o  4 4 ) .  L i k e w i s e  c a t e c h o l  

o x y g e n a s e  h a s  b e e n  shown t o  fo rm  a s e p a r a t e  r e g u l o n .  The t i m e  

( T a b l e  1 7 )  and t i m e - c o u r s e  ( P i g . 35)  o f  a p p e a r a n c e  o f  t h e s e  

enzym es  p r o v i d e  a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  i n d e p e n d e n t  

r e g u l a t i o n .  One p u z z l i n g  f e a t u r e  i s  t h a t  c a t e c h o l  o x y g e n a s e  

a p p e a r s  t o  b e  s y n t h e s i s e d  b e f o r e  b e n z o a t e  o x i d a s e .  T h i s  c o u l d  

r e f l e c t  a  r e l a t i v e l y  h i g h  s a t u r a t i o n  c o n s t a n t  f o r  t h e  i n d u c t i o n  

o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  c o m p a re d  w i t h  a . r e l a t i v e l y  lo w  o n e  f o r  t h e  

i n d u c t i o n  o f  c a t e c h o l  o x y g e n a s e ,

H e g u lo n  l y  i s  p r o b a b l y  i n d u c e d  by  b e n z o a t e  a s  t h e  t i m e  o f  

a p p e a r a n c e  o f  b e n z o a t e  o x i d a s e  on  i n d u c t i o n  w i t h  L - m a n d e l a t e  

o r  b e n z y l  a l c o h o l  r u l e s  o u t  i t s  i n d u c t i o n  by  t h e  s u b s t r a t e s  o f  

t h e  R e g u lo n  l y  an d  R2 enzym es  ( T a b l e  1 7 ) ,  a n d  a s  p r o d u c t -  

i n d u c t i o n  by  c a t e c h o l  i s  n e g a t e d  by  t h e  a b s e n c e  o f  i n d u c t i o n  

wi t h  t h i s  compound ( P i g . 4 4 ) .  C o n c l u s i o n s  a s  t o  t h e  i d e n t i t y  

o f  t h e  i n d u c e r  o f  H e g u lo n  c a n n o t  b e  made f ro m  t h e  r e s u l t s  

o b t a i n e d  i n  t h i s  p r o j e c t ;  b u t  P a r r  & C a i n  ( 1 9 6 8 )  showed t h a t  

O h s j C i ^ - m u c o n a t e  i n d u c e d  t h i s  enzyme i n  b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 .
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E n d - p r o d u c t  r e p r e s s i o n  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  

o c c u r s  i n  b a c t e r i u m  NCIB 8250  ( T a b l e  1 8 )  a s  w e l l  a s  i n  

D u t i d a  ( R a n d e l s t e m  & J a c o b y ,  1 9 6 5 ;  B t e v e n s o n  & L a n d e l s t a r n ,  

1 9 6 5 ) » A l t h o u g h  M a n d e l s t a m  an d  h i s  c o - w o r k e r s  n e v e r  e x a m in e d  

t h e  r e p r e s s i o n  p r o d u c e d  by  a  m i x t u r e  o f  a c e t a t e  4- s u c c i n a t e ,  

t h e  r e p r e s s i o n  t h e y  o b t a i n e d  u s i n g  s u c c i n a t e  a l o n e  was 

c o m p a r a b l e  t o  t h e  r e p r e s s i o n  o b s e r v e d  i n  t h e  c u r r e n t  

e x p e r i m e n t s  u s i n g  a  m i x t u r e  o f  a c e t a t e  + s u c c i n a t e .  B e n z y l  

a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  i s  s u b j e c t  t o  a m o re  p r o n o u n c e d  

r e p r e s s i o n  t h a n  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  i n  b a c t e r i u m  bCIB 

8250  ( T a b l e  1 8 ) ;  b u t  a n a l o g o u s  d a t a  f o r  2 ^  p u t i d a, a r e  n o t  

a v a i l a b l e  a s  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  was n o t  a s s a y e d  by  

L :a n d e l8tarn an d  h i s  c o l l e a g u e s , B e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  

i s  a l s o  r e p r e s s e d  by  L - m a n d e l a t e  i n  b a c t e r i u m  KGIB 8250  ( T a b l e  

I B ) .

Hegeman ( 1 9 6 6 a )  d i d  n o t  o b s e r v e  e n d - p r o d u c t  r e p r e s s i o n  i n

t h e  same s t r a i n  o f  p u t i d a :  b u t  t h e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  h e

e m p lo y e d  w e r e  so d i s s i m i l a r  f ro m  t h o s e  o f  M a n d e l s t a m  an d  h i s

c o l l e a g u e s  and t h o s e  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  v/ork t h a t  t h e r e  i s

n o t  n e c e s s a r i l y  a c o n t r a d i c t i o n  b e t w e e n  t h e  two s e t s  o f

f i n d i n g s ,  M a n d e l s t a m  & J a c o b y  ( 1 9 6 5 )  an d  S t e v e n s o n  &

M a n d e l s t a jn  ( 1 9 6 5 )  a d d e d  i n d u c e r  + r e p r e s s o r  t o  c e l l s  g ro v / in g

e x p o n e n t i a l l y  on g l u c o s e ,  an d  t h e n  m e a s u r e d  enzyme a c t i v i t y  i n

s a m p l e s  t a k e n  f ro m  t h e  c u l t u r e  d u r i n g  t h e  f o l l o w i n g  h o u r .  I n

c o m p a r i s o n ,  Hegeman ( 1 9 6 6 a )  i n o c u l a t e d  c e l l s  g ro w n  on s u c c i n a t e  

o r  a s p a r a g i n e  i n t o  a  medium c o n t a i n i n g  a s p a r a g i n e  o r  s u c c i n a t e
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-t* m a n d e l a t e ,  a n d  t h e n  m e a s u r e d  enzyme a c t i v i t y  i n  a s a m p le  

t a k e n  f ro m  t h e  c u l t u r e  t o  w ands  t h e  end o f  e x p o n e n t i a l  g r o v / t h .  

Thus i t  i s  p o s s i b l e  t h - t  Hegeman m e a s u r e d  enzym e a c t i v i t y  i n  

a s a m p le  i n  w h ic h  t h e  s u c c i n a t e  o r  a s p a r a g i n e  h a d  b e e n  

e x h a u s t e d .

M u l t i - s e n s i t i v e  e n d - p r o d u c t  r e p r e s s i o n  p l a y s  an  i m p o r t a n t  

r o l e  i n  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a th w a y  s i n c e  i t  p r e v e n t s  

t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  e a r l i e r  enzym es  o f  t h e  p a t h w a y  when 

i n t e r m e d i a t e s  l o w e r  down t h e  p a th w a y  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  g r o w t h  

m ed ium .  T h i s  t y p e  o f  r e p r e s s i o n  i s  r a t h e r  b r o a d  i n  i t s  

s p e c i f i c i t y .  The s y n t h e s i s  o f  L - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  

r e p r e s s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  a l i p h a t i c  an d  a r o m a t i c  

i n t e n m e d i a t e s  o f  t h e  p a t h w a y  w h ic h  i n c l u d e  b e n z o a t e ,  c a t e c h o l ,  

s u c c i n a t e  and  a c e t a t e .  As y e t ,  t h e  s i t e  o f  r e p r e s s o r  a c t i o n  

i s  n o t  know n. At l e a s t  two p o s s i b i l i t i e s  e x i s t ;

( 1 )  i n h i b i t i o n  o f  i n d u c t i o n  by p r e v e n t i n g  t h e  p e r m e a t i o n  o f  

i n d u c e r ;

an d  ( 2 )  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o r  t r a n s l a t i o n  

m e c h a n i s m s ,

i3:.^i.™i^S3immary_ojL2Sic„nimtrc^^

As p o s t u l a t e d  by  K ennedy  & Fewson ( 1 9 6 8 b ) ,  t h e  a r o m a t i c  

p a r t  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  4 r é g u l o n s ,  

H e g u lo n  c o n s i s t s  o f  h - m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  and  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  ;

R e g u lo n  Rg c o n s i s t s  o f  b e n z y l  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a . s e  an d  t h e  

l a b i l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  ; R e g u lo n  R^ c o n s i s t s  o f
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benzoate  ox idase ;  and Hegulon c o n s i s t s  of  c a t e c h o l

o x y g e n s  s e .  T h e r e  i s  a l s o  r e a s o n  to  b e l i e v e  t h a t  R e g u lo n  R-| 

c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  two s u b g r o u p s  c o n s i s t i n g  o f  L - m a n d e l a t e  

d e h y d r o g e n a s e  and  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  on  t h e  o n e  h a n d  

an d  t h e  s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  on  t h e  o t h e r  h a n d .  

The i n d u c e r s  o f  R é g u lo n s  R ^ , and  R  ̂ a r e  b e n z o y l f o r m a t e , 

b e n z o a t e  a n d  c i s , c i s - m u c o n a t e  r e s p e c t i v e l y ,  b u t  t h e r e  i s  n o t  

y e t  c o n c l u s i v e  e v i d e n c e  a s  t o  t h e  i n d u c e r  o f  R e g u lo n  R2 ,

P i  g , 50 s u ia rn a r i s e s  t h e  p r e s  e n t  know l e d g e  a s  t o  t h  e r  e,gul a t i  0n 

o f  t h e  a r o m a t i c  p a r t  o f  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  i n  b a c t e r i u m  

NCIB 8 2 5 0 ,



o 5  3

F i g . 5 0 .

in
lœ
In
lœ

an
i
>HM

CDM2
ISl

gHM

O  c r  X (D

II

CDM
%
N0

1>HM

- n - o

O O

m Q
P  N

O- fü

CL 'jq O

crq (D
(u (a

rD (D

CL (D

m n

§N
ttco

>
H

i
k;
CQ

PO
M
n
cr>
d
§
oM
KW

gn  
m n

>H

Z

m H M K
S W

:z:oH

i
IIg:



2 D 4

S» A. 00lŒ\~dl30n OF F\0:HV/AYS POU TiUù GONYii^RSlGK UF Z \::D.u!,AT)L

The p a t h w a y s  w h ic h  e x i s t  i n  d i f f e r e n t  m i c r o - o r g a n i s m s  f o r  

t h e  c o n v e r s i o n  o f  m a n d e l a t e  a n d  b e n z y l  a l c o h o l  t o  b e n z o a t e  a r e  

e x t r e m e l y  v a r i e d  f ro m  t h e  p o i n t  o f  v ie ? /  o f  t h e i r  i n t e r m e d i a t e s ^  

en z y m o lo g y  an d  r e g u l a t i o n .

Of t h e  f o u r  o r g a n i s m s  i n  w h ic h  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  t h e  

p a t h w a y  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  m a n d e l a t e  t o  b e n z o s t e  h a s  b e e n  

s t u  d i e  dp tv/o 5 A s p e r g i l l u s  n i g e r  ( P i g .  3 )  an d  p u t i  da ( P i  g . 1)  , 

c a n  o x i d i s e  D ,h -m an  d e l  a t e , w h e r e a s  t h e  o t h e r  two  ̂ a e rug ino .sp ,  

( R o s e n b e r g  & H egem an ,  1 9 6 9 )  and b a c t e r i u m  NCIB 8250  ( P i g , 2 ) ,  

c a n  o x i d i s e  o n l y  t h e  L - i c o r n e r ,  m o r e o v e r ,  A s p o r n i l l u s  n i p e r  

and  P.J.. j n i t i d a ,  h a v e  d i f f e r e n t  p a t h w a y s  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  D- 

m a n d e l a t e  t o  b e n z o y l f o r m a t e ;  t h e  f o r m e r  o r g a n i s m  c o n v e r t s  L- 

m and e l a t e  d i r e c t l y  t o  b e n z o y l f o r m a t e  ( P i g . 3 ) , v /h e r e a s  i n  t h e  

l a t t e r  o r g o n i s m ,  D-m an d  e l a t e  i s  o x i d i s e d  t o  b e n s o y l f o i m i a t e  v i a  

L - ; : i a n d e l a t e  ( P i g . l ) ,  Of t h e s e  f o u r  o r g a n i s m s , o n l y  i n  

b a c t e r i u m  HGIB 8250  h a s  i t  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  b e n z y l  a l c o h o l  

i s  c o n v e r t e d  t o  b e n z o a t e  v i a  b e n z a l d e h y d e  ( P i g , 2)  a l t h o u g h  t h e  

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  o f  S t a n i e r  (194-8) i n d i c a t e d  t h a t  a 

s i m i  1 a r  p a th w a y  o p e r a t e s  i n  Ih,_ p u t i d a  ( i h g , 1 ) .

The f u n g a l  an d  b a c t e r i a l  m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e s  h a v e  

d i  f f  e r e n t  p r o  p e r  t i .  e s . Th e b ac  t  e r  i  a l  L ™m and e l  a t  e d eh y d r o  ge na, s e 

i s  a s s o c i a t e d  v / i t h  t h e  p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n  o f  t h e  c e l l ,  and  

i s  .not s t i m u l a t e d  by n u c l e o t i d e  c o f a c t o r s  ( B t a n i e r  _et a l ,  ,



'2 h  5

1 9 5 3 ;  K ennedy  & Few son ,  1 9 6 8 b ) ,  v /h e r e a s  t h e  f u n g a l  enzyme i s

f o u n d  i n  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  o f  t h e  c e l l ,  and  i s  s t i m u l a t e d

b y  PAD an d  P?:N, On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  f u n g a l  e l a t e

d e h y d r o g e n a s e  i s  a s s o c i a t e d  v / i t h  t h e  p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n

( J a r a a l u d d i n  . e t  a l , ,  1 9 7 0 ) ,  No c o m p a r a t i v e  w ork  h a s  y e t  b e e n

d o n e  w i t h  t h e  o t h e r  e n z y m e s .

A l t h o u g h  t h e  c h e m i c a l  p o i n t  o f  c o n v e r g e n c e  o f  t h e  p a th v /ay s

f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  b e n z y l  a l c o h o l  an d  m ande] ,a t e  i s

b e n z a l d e h y d e ,  t h e  enzym ic  p o i n t  o f  c o n v e r g e n c e  i n  t h e  tv/o

o r g a n i s m s  so  f a r  s t u d i e d  i s  b e n z o a t e .  B a c t e r i u m  NCIB 8250

c o n t a i n s  tv/o b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s ,  o n e  o f  v /h ic h ,  t h e

s t a b l e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i s  a s s o c i a t e d  v / i th  t h e

enzym es  t h a t  c o n v e r t  m a n d e l a t e  to  b e n z a l d e h y d e  ( i a b l e  3 4 ) ;  and

i  s i  n d u  c e d by b en z o y l f o  rrn a t  e ; an  d t h  e o t h e r ,  'b h e 1 ab i l e

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e ,  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  enzyme t h a t

c o n v e r t s  b e n z y l  a l c o h o l  t o  b e n z a l d e h y d e .  T h e r e  i s  r e a s o n  t o

b e l i e v e  t h a t  n u t  I d a  a l s o  s y n t h e s i s e s  i s o  f u n c t i o n a l

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o  g e n '■■uses a s s o c i a t e d  v / i t h  t h e  b e n z y l  a l c o h o l

a n d  L-m and e l a t  e p a th w a y  s ( S t  ev e n  s on & h a n d e l s  ta rn , 1965  ;

l ie g em an ,  1 9 6 6 a ) . The b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i n d u c e d  by

g r o w t h  on b e n z a l d e h y d e  o r  b e n z y l  a l c o h o l  h a s  n o t  y e t  b e e n

d e t e c t e d  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  t h i s  o r g a n i s m ;  b u t  i t s

e x i s t e n c e  c a n  b e  i n f e r r e d  f rom  a  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  w i t h

w h o le  c e l l s  ( S t e v e n s o n  & P a n d e l s t a m , 1 9 6 5 ;  Heg;eman, 1 9 6 6 a ) .

I t  v /ould  b e  i n t e r e s t i n g  t o  l o o k  f o r  a  l a b i l e  b e n z a l d e h y d e

d e h y d r o g e n a s e  i n  .1^ p u t i d a  u s i n g  v e r y  c a r e f u l  t e c h n i o u e s  t o  

a v o i d  i n a c t i v a t i o n .  P u r t h e r m o r e  i n  b a c t e r i u m  NCIB 8250
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(K en n ed y  & Pew s o n ,  1 9 6 8 b )  and  i n  IL. g e m a i n o s g  ( R o s e n b e r g  & 

H egem an,  1 9 6 9 ) ,  o n l y  o n e  b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r e g u l o n  to  w h ic h  b e n z o y l f o r m a t e  

d e c a r b o x y l a s e  b e l o n g s ;  w h e r e a s  i n  A s p e r g i l l u s n i g e r  

( J a m a l u d d i n  ? 1 9 7 0 )  and  i n  IL, pu t i d a  (H egem an ,  1 9 6 6 a ) ,

f o r  some unknovm r e a s o n ,  two b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  r e g u l o n .

The r e g u l a t i o n  o f  t h e  enzym es  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  

o f  m a n d e l a t e  t o  b e n z o a t e  i s  d i f f e r e n t  i n  a l l  t h r e e  b a c t e r i a l  

s p e c i e s  i n  w h ic h  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  p a th w a y  h a s  b e e n  s t u d i e d .  

I n  b a c t e r i u m  HGIB 8250  ( P i g . 50)  an d  P..,.. p u t i d a  ( P i pu 7 ) ,  t h e  

enzym es  w h ic h  c o n v e r t  m a n d e l a t e  t o  b e n z o a t e  a r e  c o o r d i n a t e l y  

r e . g u l a t e d ; b u t  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  i n d u c t i o n  i s  g r e a t e r  i n  

b a c t e r i u m  NCIB 8250  a s  o n l y  b e n z o y l f o r m a t e  c a n  a c t  a s  an  

i n d u c e r ,  w h e r e a s  i n  ÏL. p u t i d a  D- and  L - m a n d e l a t e  a s  w e l l  a s  

b e n z o y l f o r m a t e  c a n  a c t  a s  i n d u c e r s .  I n  a ,e ru g in .o s a  L -  

m a n d e l a t e  d e h y d r o g e n a s e  f o r m s  an  i n d e p e n d e n t  r e g u l o n  i n d u c e d  

b y  L - m a n d e l a t e , a n d  b e n z o y l f o r m a t e  d e c a r b o x y l a s e  and  

b e n z a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e  c o n s t i t u t e  a  s e c o n d  r e g u l o n  i n d u c e d  

b y  b e n z o y l f o r m a t e  ( R o s e n b e r g  & Hegeman, 1 9 6 9 ) ,

I f ,  a s  s u g g e s t e d  by  C a n o v a s ,  O r n s t o n  & S t a n i e r  ( 1 9 6 7 ) ,  

d i s s i m i l a r i t i e s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  a  b i o c h e m i c a l  p a th w a y  

r e f l e c t  t h e  i n d e p e n d e n t  e v o l u t i o n  o f  a  p a t h w a y  i n  d i f f e r e n t  

m i c r o - o r g a n i s m s , t h e n  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  h a s  h a d  a s e p a r a t e  

e v o l u t i o n  i n  b a c t e r i u m  NCIB 8 2 5 0 ,  PR., p u t i d a  and  a e r u g i  no s a .

I t  i s  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  m a n d e l a t e  p a t h w a y  h a s  h a d  an
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i n d e p e n d e n t  e v o l u t i o n a r y  o r i g i n  i n  t h e  two .Vseud o n o n a s s p e c i e s  

a s  t h e  c a t e c h o l  p a r t  o f  t h e  p a t h w a y  was p o s t u l a t e d  t o  h a v e  a  

common e v o l u t i o n a r y  o r i g i n  ( P i g . 9 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  c o u l d  

mean t h a t  a t  l e a s t  i n  P s e u d o m o n a s s p e c i e s ,  t h e  p a t h w a y s  f o r  

a r o m a t i c  r i n g  c l e a v a g e  an d  t h e  s u b s e c u e n t  m e t a b o l i s m  o f  t h e  

a l i p h a t i c  p r o d u c t s  f o rm e d  h a d  t h e  same e v o l u t i o n a r y  o r i g i n ;  

b u t  t h a t  t h e  p a t h w a y s  i n v o l v e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  

d i h y d r o x y p h e n o l s  f ro m  t h e i r  a r o m a t i c  p r e c u r s o r s  a r o s e  l a t e r  

i n  e v o l u t i o n a r y  t i m e .  An e x t e n s i o n  o f  t h i s  t y p e  o f  w ork  

m i g h t  p r o v i d e  c l u e s  a s  t o  how c a t a b o l i c  c a p a b i l i t i e s  h a v e  

b e e n  b u i l t  up  i n  m i c r o - o r g a n i s m S o
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