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ABSTRACT OF THESIS

A num ber  o f  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  i n  o r d e r  t o  

o b t a i n  a  more c o m p l e t e  k n o w le d g e  o f  t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  

p o t a t o  s c a b  o r g a n i s m ,  S t r e p t o m y c e s  s c a b i e s ,. E x p e r i m e n t a l  

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

h o m o g e n a t e s  f o r  m a n o m e t r i c  i n v e s t i g a t i o n s ;  t h e  e f f e c t  o f  

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

t h e  i n f l u e n c e  o f  s t a r v a t i o n  w as  d e t e r m i n e d .  H o m o g e n a te s  

w e r e  show n t o  be c a p a b l e  o f  o x i d i z i n g  a  num ber  o f  m e t a b o l i -  

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

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

o x i d a t i o n ,  a n d  p r o n o u n c e d  l a g s  w e re  n o t e d  b e f o r e  t h e  maximum 

o x i d a t i v e  r a t e  was a t t a i n e d  w i t h  s e v e r a l  com pounds  ( e . g *  

s u c c i n a t e ,  t y r o s i n e ,  p h e n y l a l a n i n e ) .  The p o s s i b i l i t y  o f  

membrane i m p e r m e a b i l i t y  t o  t h e  a d d e d  s u b s t r a t e  was d i s c u s s e d .

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

was f o u n d  t o  be ~ 0 . 8 6 .  T h i s  v a l u e ,  c o u p l e d  w i t h  t h e  o b s e r ­

v a t i o n  t h a t  NH^ w as  l i b e r a t e d  d u r i n g  a u t o r e s p i r a t i o n ,  was 

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

s u p p o r t e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  by  n i t r o g e n o u s  r e s e r v e s . .

The o x i d a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  g l u t a m a t e ,  and  s u c c i n a t e  

w e re  show n  t o  be i n c o m p l e t e .  By t h e  a d d i t i o n  o f  d i n i t r o -  

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

was c o n s i d e r a b l y  i n c r e a s e d .  T h i s  was b e l i e v e d  t o  be  t h e  

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

P a t h o g e n i c  c u l t u r e s  w e re  shown t o  c a u s e  p r o n o u n c e d



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

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

w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  m e l a n i n .

E x t r a c t s  o b t a i n e d  f r o m  m y c e l i u m  d i s r u p t e d  by  g r i n d i n g  

w i t h  a l u m i n a  w e re  u n a b l e  t o  b r i n g  a b o u t  a n  e x o g e n o u s  o x y g e n  

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

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

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 .  The a d d i t i o n  o f  DPN was show n 

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

m a l a t e  , a n d  f u r n a r a t e .

M y c e l i a l  h o m o g e n a t e s  a n d  e x t r a c t s  w e re  a b l e  t o  f o r m  

g l u t a m a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c < - k e t o g l u t a r a t e  a n d  a n  a m in o  

a c i d  ( a s p a r t i c ,  a l a n i n e ,  l e u c i n e ,  o r  v a l i n e ) .  The a s p a r t i c -  

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

s e r v e d .  No e v i d e n c e  w as  o b t a i n e d  f o r  a  d i r e c t  t r a n s a m i n a t i o n  

b e t w e e n  © C - k e t o g l u t a r a t e  and  t h e  a m i d e s  a s p a r a g i n e  an d  g l u t ­

am ine  a l t h o u g h  b o t h  co m pounds  w e re  d e a m i n a t e d .  D i f f i c u l t i e s  

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

c a u s e  o f  h i g h  g l u t a m a t e  " c o n t a m i n a t i o n ’1 a n d  n o n - s p e c i f i c  

a m in o  a c i d  f o r m a t i o n .
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INTRODUCTION

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

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

e x t r e m e  i n s t a n c e s  r e n d e r i n g  t h e  t u b e r s  u n f i t  f o r  s a l e .  A t ­

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

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

i sm  r e s p o n s i b l e  a p p e a r s  t o  be a  n a t u r a l  s o i l  i n h a b i t a n t .  Con­

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

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

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

d e l e t e r i o u s  e f f e c t s  on s o i l  s t r u c t u r e  and  f e r t i l i t y  may b e ­

come a p p a r e n t .  I n  o c c u r r e n c e ,  t h e  d i s e a s e  i s  w i d e s p r e a d  

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

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

p o t e n t i a l .

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

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

s t u d i e s  h a v e  d e a l t  w i t h :  t h e  d i s e a s e  p r o c e s s  a s  s u c h  ( 8 3 ) ,

p o s s i b l e  m e t h o d s  o f  p r e v e n t i o n  ( 1 ) ,  and  t h e  p h y s i o l o g y  o f  t h e  

o r g a n i s m s  c o n c e r n e d  ( 1 0 2 ) .  The p r e s e n t  w o rk  i s  c o n c e r n e d  

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

r e p o r t e d  on some o f  t h e  m e t a b o l i c  a c t i v i t i e s  o f  s c a b - p r o d u c ­

i n g  a c t i n o m y c e t e  i s o l a t e s .  The i n d i v i d u a l  s e c t i o n s  w h i c h  

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

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

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

p r e p a r a t i o n s  t o  c a r r y  o u t  t r a n s a m i n a t i o n  r e a c t i o n s .
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I n  t h e  s t u d y  o f  t h e  r e s p i r a t i o n  o f  "both a c t i n o m y c e t e s  

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

h a r v e s t e d  f r o m  s h a k e  c u l t u r e s  ( 7 9 ) •  A g i t a t e d  c u l t u r e s  o f  t h i s  

t y p e  g row  much more r a p i d l y  ( 2 3 ) a n d ,  i n  a d d i t i o n ,  t h e  f o r m a ­

t i o n  o f  a e r i a l  m y c e l iu m  i s  r e t a r d e d .  A e r i a l  m y c e l iu m  may be 

m e t a b o l i c a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  v e g e t a t i v e  h y p h a e  ( 7 9 )  s o  t h a t  a  

m i x t u r e  o f  t h e  two may g i v e  a  c o n f u s i n g  p i c t u r e  o f  t h e  m e t a ­

b o l i s m  o f  t h e  o r g a n i s m .  I t  h a s  b e e n  n o t e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  

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

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

w o u ld  n o t  a p p e a r  on s u r f a c e  c u l t u r e  ( 7 9 ) -

C o n s i d e r a b l e  w o rk  h a s  b e e n  done  on t h e  n u t r i t i o n  o f  t h e  

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

p r o d u c t i o n  ( 7 9 ) •  Waksman ( 1 0 3 )  n o t e d  t h a t  p e p t i c  d i g e s t s  o f  

c a s e i n  w e r e  good n i t r o g e n  s o u r c e s  f o r  t h e s e  o r g a n i s m s .  Am­

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

b u t  no  a n t i b i o t i c  was f o r m e d .  B e n n e t t  ( 9 )  r e p o r t e d  t h a t  

c o m p l e x  n i t r o g e n o u s  com pounds  w e re  a l s o  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  

good a n t i b i o t i c  y i e l d s  w i t h  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s . N i t r a t e  

w as  u s e d  a s  a  n i t r o g e n  s o u r c e  by  S t r e p t o m y c e s  c o e l i c o l o r . 

b u t  good g r o w t h  was o b t a i n e d  o n l y  when p r e c a u t i o n s  w ere  t a k e n  

a g a i n s t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  e x c e s s  a c i d i t y  ( 2 ^ ) .  The a d d i t i o n  

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

d t icea  t h e  t i m e  r e q u i r e d  t o  o b t a i n  maximum c e l l  y i e l d s .  G o t ­

t l i e b  (^+9) c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a c t i n o m y c e t e s  c o u l d  u t i l i z e



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

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

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

o f  t h e  l a c k  o f  s p e c i f i c  h y d r o l a s e s .  The d a t a  o f  N i c k e r s o n  

an d  Mohan ( 7 5 )  i n d i c a t e d  t h a t  w h i l e  S .  f r a d i a e  c o u l d  o b t a i n  

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

g l u c o s e  t o  t h e  medium r e s u l t e d  i n  much g r e a t e r  g r o w t h  ( a p p r o x ­

i m a t e l y  tw o  f o l d ) .  C o c h r a n e  and  Dimmick ( 2 3 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  

a " b a l a n c e " b e t w e e n  c a r b o n  a n d  n i t r o g e n  s u p p l y  was a  p r im e  

r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  s u c c e s s f u l  c u l t i v a t i o n  o f  S .  c o e l i c o l o r . 

The w o rk  o f  U m b arg e r  ( 9 9 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  n u t r i e n t  medium 

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

p o t e n t i a l  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i .

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

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

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

g r o w t h  may become a p p a r e n t  ( ^ 9 ) *  A num ber  o f  a u t h o r s  i n d i c a t ­

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

o f  a  c u l t u r e  ( ^ 9 ,  5 0 , 7 9 ) ,  b u t  l i t t l e  h a s  b e e n  done  t o  d e m a r ­

c a t e  d i s c r e t e  p h a s e s  o f  g r o w t h .  E m e r s o n  ( 3 6 )  showed t h a t  

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

t h e  l o g  p h a s e  i n  u n i c e l l u l a r  o r g a n i s m s .  A s su m in g  t h a t  a p i c a l  

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

s p h e r i c a l  m a s s e s  w o u ld  grow i n  t h r e e  p l a n e s ,  t h i s  w o r k e r  was 

a b l e  t o  show t h a t ,  f o r  a  t im e  a t  l e a s t ,  a  p l o t  o f  t h e  c u b e  

r o o t  o f  d r y  w e i g h t  a g a i n s t  t im e  g a v e  a  s t r a i g h t  l i n e  r e l a t i o n ­

s h i p .  F o r  s u c h  a  p e r i o d  ( u p  t o  50 h o u r s  f o r  t h i s  o r g a n i s m )
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a  p h a s e  a n a l o g o u s  t o  t h e  e x p o n e n t i a l  p h a s e  p r o b a b l y  e x i s t e d *

A num ber  o f  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  young  and  

m a t u r e  m y c e l i u m  may d i f f e r  c o n s i d e r a b l y  i n  p h y s i o l o g y  ( 5 0 , 79)• 

R o l i n s o n  ( 8 4 )  showed t h a t  b o t h  t h e  R .Q .  and  t h e  Q02 v a l u e s  

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

c u l t u r e  a g e d  f r o m  24 t o  96 h o u r s .  I t  w as  a l s o  n o t e d  t h a t  t h e  

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

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

e n z y m e s  f o r m e d .  G o t t l i e b  ( 4 9 )  c o m p a re d  a c t i n o m y c e t e  g r o w t h  

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

m a t e r i a l ,  h y p h a l  i n  n a t u r e ,  may be a c t i v e l y  g r o w i n g  a t  t h e  

a p i c a l  p o r t i o n s  a n d  y e t  be  q u i t e  s t a t i c  o r  e v e n  d e a d  i n  o l d e r  

p a r t s  o f  t h e  m y c e l i u m .  T h i s  a u t h o r  n o t e d  t h a t  O2 c o n s u m p t i o n  

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

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

l u l a r  m a s s .  G o t t l i e b  and  A n d e r s o n  showed t h a t  w i t h  S .  g r i s e u s  

r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  d e c l i n e d  a f t e r  t h e  i n i t i a l  12 t o  1 5  h o u r  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  and  t h a t  Qq2 v a l u e s  f e l l  t o  o n l y  25  p e r c e n t  

o f  maximum a t  48  h o u r s  ( 5 0 ) .  They  s u g g e s t e d  t h a t  a n  " i n h e r -  

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

l a t t e r  o b s e r v a t i o n  c o u l d  p r o b a b l y  be e x p l a i n e d ,  i n  p a r t ,  by  

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

i n a c t i v e  o r  d e a d  ( 4 9 ) ,  w h i l e  n o t  c o n t r i b u t i n g  m a x i m a l l y  t o  

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

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

s e n s u s  o f  o p i n i o n  a p p e a r s  t o  f a v o r  t h e  u s e  o f  young  m a t e r i a l  

w h e r e  h i g h  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  i s  d e s i r e d  ( 4 9 ,  5 0 , 7 9 ) .
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C o c h r a n e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o f  h - d a y  

c e l l s  o f  S .  c o e l i c o l o r  was h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  2 o r  3 - d a y  

c e l l s  ( 2 8 ) .  He i n t e r p r e t e d  t h e s e  f i n d i n g s  on  t h e  b a s i s  o f  

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

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

i n c r e a s e  i n  r e s p i r a t i o n .  I n  some c a s e s  t h e  c h o i c e  o f  a  

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

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

a c t i v i t y  ( 3 1 ) *

E r i k s o n  an d  W e b le y  ( 3 8 ) and  W eb ley  (10*0  r e p o r t e d  

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

a c t i n o m y c e t e  M ic r o m o n o s p o r a  v u l g a r i s . T h e s e  a u t h o r s  g re w  

t h e  o r g a n i s m  i n  s t i l l  c u l t u r e  f o r  2 d a y s ,  and  t h e n  a t t e m p t e d  

t o  s e p a r a t e  t h e  a e r i a l  a n d  v e g e t a t i v e  h y p h a e .  W h i l e  i t  i s  

d i f f i c u l t  t o  com p a re  d a t a  f r o m  a e r a t e d  a n d  s t i l l  c u l t u r e s ,  

i n c u b a t i o n  p e r i o d s  o f  *+8 h o u r s  f o r  t h e r m o p h i l i c  f o r m s  c o u l d  

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

was p h y s i o l o g i c a l l y  m a t u r e ,  and  w h i c h ,  by  a n a l o g y  t o  o t h e r  

w o r k ,  h a d  r e l a t i v e l y  low  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y .  T h e s e  a u t h o r s  

a l s o  r e p o r t e d  t h a t  r e p l i c a t e s  showed c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n ,  

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

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

Some o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s  d e s c r i b e d  ( e . g .  g r o w in g  

t h e  o r g a n i s m  on c e l l o p h a n e  and w a s h i n g  t h e  g r o w t h  i n t o  r e s p i r a ­

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

e n c o u n t e r e d  w i t h  t h e s e  f o r m s .  W eb ley  (10*+) r e p o r t e d  t h a t  t h e  

r e s p i r a t i o n  o f  t h e  a e r i a l  m y c e l iu m  o f  M. v u l g a r i s  was i n h i b i t e d
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b y  a n  a t m o s p h e r e  o f  p u r e  o x y g e n ,  a n d  i n d i c a t e d  t h a t  t h i s  may 

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

z y m e s ,  The l a t t e r  w e re  show n t o  be p r e s e n t  on t h e  b a s i s  o f  

i n h i b i t i o n  b y  i o d o a c e t a t e  an d  p - c h l o r o m e r c u r i b e n z o a t e , 

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

N i c k e r s o n  an d  S h e rm an  o b s e r v e d  t h a t  t h e  g r o w t h  o f  B a c i l l u s  

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

o f  t h e  o r g a n i s m  i n  a  medium lo w  i n  Mg++ i o n s  ( 7 6 ) .  T hey  show­

e d  t h a t  t h e  l a c k  o f  Mg++ d i d  n o t  i n h i b i t  g r o w t h  ( t h e  a m o u n t  

was  e q u a l  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  t h e  c o m p l e t e  medium ) b u t  a p ­

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

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

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

( t w o  t o  t h r e e  f o l d )  a b o v e  t h e  l e v e l  o f  e n d o g e n o u s  by  t h e  

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

o g e n o u s  r a t e  was a b o u t  t e n  t i m e s  t h a t ,  o f  e n d o g e n o u s .  A 

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

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

a c e t a t e  an d  f r o m  t h e s e  d a t a  t h e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

two f o r m s  d i f f e r e d  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  i o d o a c e t a t e - s e n s i t i v e  

p o r t i o n  o f  t h e  o x i d a t i v e  s y s t e m .

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

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

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

o f  t i m e  ( 2 7 ,  5 9 ,  7 5 ,  9 1 ) *  T h i s  h i g h  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  

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

w o r k i n g  a t  " f u l l - l o a d "  a n d  t h a t  t h e  f a i l u r e  t o  o b s e r v e  a n  

i n c r e a s e  w as  due  t o  t h i s  l i m i t i n g  f a c t o r  ( 7 7 ) *  D a r b y  a n d  

G o d d a rd  ( 3 1 ) ,  w o r k i n g  w i t h  t h e  c e l l u l o s e  d e c o m p o s i n g  f u n g u s  

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

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

be  d e m o n s t r a t e d  b y  s t a r v i n g  t h e  m y c e l iu m  i n  a  s a l t s - s o l u t i o n  

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

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

r e s e r v e  m a t e r i a l s ) .  A n a l o g o u s  s t a r v a t i o n  p r o c e d u r e s  h av e  

b e e n  f r e q u e n t l y  e m p l o y e d  i n  a n  e f f o r t  t o  show t h e  o x i d a t i o n  

o f  a d d e d  s u b s t r a t e  ( 3 5 ,  *+*+, 5 5 ,  7 7 ,  7 8 ) ,  C o c h r a n e  a n d  P e c k  

( 2 9 ) s t a t e d  t h a t  p r o l o n g e d  a e r a t i o n  o f  m y c e l i a l  s u s p e n s i o n s  

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

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

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

d e r m a t o p h y t e s  ( 1 0 ) .  S t o u t  and  K o f f l e r  r e p o r t e d  t h a t  s t a r v a ­

t i o n  r e d u c e d  t h e  d r y  w e i g h t  o f  P .  c h r y s o g e n u m  ( 9 1 ) ;  s h a k i n g  

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

l e d  t o  a  r e i n c r e a s e  i n  d r y  w e i g h t  due t o  o x i d a t i v e  a s s i m i l a ­

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

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

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

s a c c h a r i d e - l i k e  r e s e r v e s  i n  t h e  m y c e l i a l  s t r a n d s .  The a m o u n t  

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

c o n s i d e r a b l e  p o r t i o n  (7 0  t o  79 p e r c e n t )  o f  t h e  g l u c o s e  w h i c h  

d i s a p p e a r e d  f r o m  t h e  s h a k e  f l a s k s .  On t h e  b a s i s  o f  m a n o m o t r i c
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d a t a ,  D a r b y  and  G oddard  c a l c u l a t e d  t h a t  u p  t o  90 p e r c e n t  o f  

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

t h u s  d i d  n o t  c o n t r i b u t e  t o  a  m e a s u r a b l e  i n c r e a s e  i n  C>2 u p t a k e  

( 3 1 ) -  I t  i s  t e m p t i n g  t o  t r y  t o  e x p l a i n  t h e  f a i l u r e  o f  

O g i n s k y  e t  a l  ( 7 7 )  t o  d e m o n s t r a t e  a p p r e c i a b l e  e x o g e n o u s  

r e s p i r a t i o n ,  e v e n  o v e r  6 h o u r  p e r i o d s ,  on t h i s  b a s i s  o f  r e ­

s e r v e  f o r m a t i o n  by a s s i m i l a t i o n *

I n  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  m a n o m e t r i c  d a t a  t h e  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  e x o g e n o u s  a n d  e n d o g e n o u s  o x y g e n  u p t a k e  i s  g e n e r a l l y  

a s s u m e d  t o  be t h e  r e s u l t  o f  o x i d a t i o n  o f  t h e  a d d e d  s u b s t r a t e *  

S u c h  a n  a s s u m p t i o n  may n o t  be j u s t i f i e d  e s p e c i a l l y  w i t h  f o r m s  

i n  w h i c h  e n d o g e n o u s  a c t i v i t y  i s  h i g h  ( 1 3 ) -  U s i n g  r a d i o c a r b o n  

l a b e l l e d  c e l l s ,  C o c h r a n e  an d  G i b b s  showed t h a t  r a d i o c a r b o n  i n  

t h e  r e s p i r e d  CO2 o f  S .  c o e l i c o l o r  was  n o t  r e d u c e d  by  t h e  

p r e s e n c e  o f  a d d e d  s u b s t r a t e  ( 2 5 ) ;  t h u s  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  

t h e  s u b t r a c t i o n  o f  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  w as  j u s t i f i e d .  

S i m i l a r  t e c h n i q u e s  c a r r i e d  o u t  w i t h  P .  c h r y s o g e n u m  ( 1 3 )  i n ­

d i c a t e d  t h a t  r a d i o c a r b o n  i n  t h e  r e s p i r e d  CO2 was n o t  r e d u c e d  

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

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

c r i b e d  b y  W i l n e r  and C l i f t o n  ( 1 0 ? )  and S t o u t  an d  K o f f l e r  ( 9 1 ) *  

T h e s e  w o r k e r s  showed t h a t  on  t h e  s u b t r a c t i o n  o f  e n d o g e n o u s  

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

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

ed  t o  a  r e l a t i v e  c o n s t a n c y  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o x i d a t i o n  w h i c h  

o c c u r r e d .  T h i s  was i n t e r p r e t e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  no  d e p r e s s i o n  

o f  e n d o g e n o u s  o x y g e n  u p t a k e  o c c u r r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d
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o x i d i z a b l e  s u b s t r a t e .  S i n c e  t h e  e f f e c t  on e n d o g e n o u s  r e s p i r a ­

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

i n v o l v e d  ( 1 0 1 ) ,  i t  w o u ld  a p p e a r  p r u d e n t  t o  o b s e r v e  an d  r e c o r d  

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

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

m y c e te  s a r e  t h o u g h t  t o  be CO2 and  H2O a l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  

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

l e a s t  i n  some s p e c i e s  ( 2 6 ) .  W i t h  S« c o e l i c o l o r  s u c c i n i c  a c i d  

was  f o u n d  t o  a c c u m u l a t e  i n  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t s .  The mode 

o f  f o r m a t i o n  o f  t h i s  compound i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  i n  

t h a t  a l t h o u g h  t h e  k e y  r e a c t i o n s  i n d i c a t i v e  o f  a  K r e b ' s  c y c l e  

w e r e  show n t o  o c c u r  w i t h  t h i s  f o r m  ( 2 8 ) ,  f u r t h e r  w o rk  i n ­

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

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

p r o d u c t  t o  s u c c i n a t e  ( 2 6 ) .  T h u s ,  w h i l e  a t r i c a r b o x y l i c  a c i d  

c y c l e  was p o t e n t i a l l y  a v a i l a b l e ,  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  one o f  

t h e  k e y  com pounds  ( n a m e ly  s u c c i n a t e )  a p p a r e n t l y  d i d  n o t  a r i s e  

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

t i o n a l  E m b d e n - M e y e r h o f - P a r n a s  g l y c o l y t i c  schem e p l u s  K r e b f s 

c y c l e  d i d  n o t  o p e r a t e ,  a n d  i n d e e d  f o r  S .  g r i s e u s . G a r n e r  a n d  

K o f f l e r  (*+3) i n d i c a t e d  t h a t  o n l y  t h e  p y r u v a t e  a n d  s u c c i n a t e  

o x i d i z i n g  e n z y m e s  w e re  c o n s t i t u t i v e  -  t h e  o t h e r  e n zy m es  i n ­

v o l v e d  i n  t h e  K r e b ' s  c y c l e  w e re  c o n s i d e r e d  t o  be  a d a p t i v e .

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

e x i s t  o n l y  w h e re  t h e  o r g a n i s m  was grovm 011 s u c c i n a t e - c o n t a i n ­

i n g  m e d i a .  A l a t e r  r e p o r t  b y  K o f f l e r  ( 6^ )  i n d i c a t e d  t h a t ,  

by  t h e  u s e  o f  c e l l - f r e e  e x t r a c t s ,  t h e  e s s e n t i a l  r e a c t i o n s  o f



t h e  K r e b ' s  c y c l e  c o u l d  be shown f o r  S .  g r i s e u s . F u r t h e r  

c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  o p e r a t i o n  o f  a  K r e b ' s  c y c l e  i n  S« g r i s e u s  

h a s  r e c e n t l y  a p p e a r e d  ( 1 5 ,  3 0 ,  *+6 )* The w o rk  o f  N i c k e r s o n  

an d  Mohan ( 7 5 )  w i t h  S« f r a d i a e  showed t h a t  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  K r e b ' s  c y c l e  i n t e r m e d i a t e s  c o u l d  be d e t e c t e d  

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

f o u n d  t h a t  t h e  E 0 o f  t h e  i n d i c a t o r  dye  was i m p o r t a n t  i n  t h a t  

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  n o t  be  d e m o n s t r a t e d  w i t h  m e t h y l ­

e n e  b l u e  b u t  t h a t  by  u s i n g  a  1 :3 0 0 0  s o l u 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  dye  r e d u c t i o n  was o b s e r v e d .  D e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t i e s  f o r  c i t r a t e  , ° C - k e t o g l u t a r a t e  , m a l a t e , p y r u v a t e ,  

l a c t a t e ,  a n d  s u c c i n a t e  w e r e  f o u n d .  I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  n o t e  

t h a t  t h e y  w e re  u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  e x o g e n o u s  O2 c o n s u m p t i o n  

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

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

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

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

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

and  y e a s t s .  E x p e r i m e n t s  w e re  d i s c u s s e d  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  

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

c h l o r i d e ,  and  t h i s  o b s e r v a t i o n  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  w ork  

o f  B r o d i e  a n d  G o t s  ( 1 ^ )  w o u ld  i n d i c a t e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  

f l a v o p r o t e i n  H - t r a n s p o r t  s y s t e m ,  a t  l e a s t  i n  t h i s  o r g a n i s m .  

C o c h r a n e  and  P e c k  ( 2 8 )  s t r e s s e d  t h a t  t h e  h i g h  e n d o g e n o u s  

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

c e l l - f r e e  p r e p a r a t i o n s . By t h i s  a p p r o a c h  t h e y  w ere  a b l e  t o  

show e x o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  o f  c i t r a t e  and  <*- k e t o g l u t a r a t e ,
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tw o  com p o un d s  f o r  w h i c h  u n e q u i v o c a l  03  u p t a k e  c o u l d  n o t  be 

show n w i t h  i n t a c t  c e l l s . .  L a t e r  w o rk  by  C o c h r a n e  ( 2 9 )  i n d i c a t ­

e d  t h a t  a  p e n t o s e  s h u n t  s y s t e m  f u n c t i o n e d  i n  some a c t i n o m y ­

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

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

o f  t h e  f a t e  o f  l a b e l l e d  g l u c o s e  d u r i n g  o x i d a t i o n  by  P .  c h r y s o -  

genum p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  ( 6 3 ) w e re  a l s o  c o n s o n a n t  w i t h  t h i s  

schem e o f  c a r b o h y d r a t e  d e g r a d a t i o n .

P r e p a r a t i o n  o f  H o m o g e n a te s  and  T e c h n i q u e s

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

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

o u t  some m o d i f i c a t i o n  ( 3 1 ,  3 8 ) .  V a r i o u s  a u t h o r s  h ave  

" b l e n d e d "  o r  h o m o g e n i z e d  m y c e l iu m  i n  o r d e r  t o  make t h e  

r e s p i r i n g  s u s p e n s i o n  more h o m o g en e o u s  ( 3 1 ,  7 2 ) .  F a i l u r e  

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

m akes  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  e x o g e n o u s  C>2 u p t a k e  d i f f i c u l t  

( 1 0 3 ) .  D a rb y  a n d  G o d d a rd  ( 3 1 )  showed t h a t  p r o l o n g e d  m a c e r a ­

t i o n  o f  t h e  m y c e l iu m  o f  M. v e r r u e a r i a  h a d  a  d e l e t e r i o u s  

e f f e c t  on  t h e  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e  m y c e l i u m .  T h e i r  

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

r e g a r d  t o  t h e  d a t a  r e p o r t e d  f r o m  t h e  u s e  o f  a  g l a s s  homo- 

g e n i z e r .  They  r e m a r k e d  t h a t  on  d i s r u p t i o n  " b l e e d i n g "  c o u l d  

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

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

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

o f  e n z y m e s  a n d / o r  c o f a c t o r s  i n t o  t h e  w a sh  l i q u i d  an d  n o t  be
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c a u s e d  by  t h e  h o m o g e n i z a t i o n  p r o c e d u r e .  On t h e o r e t i c a l  

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

p r i o r  t o  c e l l  d i s r u p t i o n .

The e f f e c t  o f  t h e  am o u n t  o f  i n o c u l u m  on t h e  c h a r a c t e r  

o f  t h e  g r o w t h  o b t a i n e d  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  by  D a r b y  and  

G o d d a rd  ( 3 1 ) .  T h e s e  w o r k e r s  showed t h a t  s m a l l  p e l l e t s  o f  

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

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

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

d e c r e a s e d .  They  a l s o  comm ented  t h a t  s m a l l  p e l l e t s  w e re  d e ­

s i r a b l e  i n  t h a t  t h e  r a t e  o f  O2 d i f f u s i o n  i n t o  l a r g e  c e l l  

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

o b t a i n a b l e .

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

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

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

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

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

( 1 0 , 2 8 ) ,  t h e n  s u c h  a  p r o c e d u r e  i s  o f  q u e s t i o n a b l e  v a l u e .  

Work m e n t i o n e d  b e f o r e  ( 3 1 ,  9 1 )  i n d i c a t e d  t h a t  o x i d a t i v e  

a s s i m i l a t i o n  by f u n g i  may a c c o u n t  f o r  more o f  t h e  g l u c o s e  

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

t i o n .  S uch  a  p r e f e r e n t i a l  c o n v e r s i o n  t o  r e s e r v e  m a t e r i a l  i s  

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

N i c k e r s o n  and  Mohan ( 7 5 ) *

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

u p o n  t h e  pH o f  t h e  s y s t e m ,  and  Simon and B e e v e r s  ( 8 9 )  n o t e d
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t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  a c t i v i t y  o f  t h e  a n i o n  and  u n d i s s o c i a t e d  

f o r m s  was s u c h  t h a t  s t a t e m e n t s  o f  a c t i v i t y  w e re  r e l a t i v e l y  

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

g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h i c h  t h e  e f f e c t  was o b s e r v e d .  W i th  

K r e b ' s  c y c l e  i n t e r m e d i a t e s  p e r m e a b i l i t y  e f f e c t s  may be o f  

c o n s i d e r a b l e  s i g n i f i c a n c e  ( 1 0 0 ) ;  t h e  w o rk  o f  C o c h r a n e  an d  

P e c k  ( 2 8 )  h a s  i n d i c a t e d  t h i s  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  o x i d a t i o n  o f  

c i t r a t e  by  S .  c o e l i c o l o r . The u s e  o f  c e l l  f r e e  m e t h o d s  i s  

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

(2 8 , 82, 100).

The f o r e g o i n g  s u m m a r i z e s  a  num ber  o f  i n v e s t i g a t i o n s  

w h i c h  show :

1 ) t h e  s i m i l a r i t y  o f  f u n g i  and  a c t i n o m y c e t e s  w i t h  r e g a r d  

t o  t h e i r  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t i e s ,

2 ) t h e  h e t e r o g e n e o u s  n a t u r e  o f  m y c e l i a l  g r o w t h  and  

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

3 )  some o f  t h e  m e t h o d s  w h i c h  h a v e  b e e n  u s e d  t o  g row 

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

w o r k ,

*+) t h e  p o s s i b i l i t y  o f  d e m o n s t r a t i n g  d e h y d r o g e n a s e  

r e a c t i o n s  w i t h  c e l l  e x t r a c t s .
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SOURCE AND IDENTITY OF CULTURES 

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

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

O n t a r i o .  T h o se  d e s i g n a t e d  w i t h  a  p r e f i x  P h a v e  b e e n  shown 

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

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

s i t i c  s t r a i n s  r e p r e s e n t  a  r a t h e r  h o m o g en e o u s  g r o u p  w i t h  r e ­

g a r d  t o  g r o s s  a p p e a r a n c e ,  b i o c h e m i c a l  a c t i v i t y  ( 1 0 2 ) ,  

s e r o l o g i c a l  r e a c t i o n s  ( 3*+)? and  p h age  s e n s i t i v i t y  ( 7*+)*

T h e r e  I s  s t i l l  c o n s i d e r a b l e  c o n f u s i o n  a s  t o  w h e t h e r  one 

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

p o t a t o  s c a b  (3*0*  The t ax o n o m y  o f  t h e  a c t i n o m y c e t e s  i s  u n ­

s e t t l e d  ( ^ 7 ) ,  a n d  t h e  p o t e n t i a l  v a r i a b i l i t y  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  

a d d s  t o  t h e  p r o b l e m s  i n v o l v e d  ( 8 6 ) .  C r i t e r i a  u s e d  i n  c l a s s i f i ­

c a t i o n  a r e  v a g u e  i n  many i n s t a n c e s  a l t h o u g h  a  r e c e n t  r e p o r t  

on c a r b o h y d r a t e  u t i l i z a t i o n  s t u d i e s  shows c o n s i d e r a b l e  p r o m is e  

( 8 ) .  A t  p r e s e n t ,  t h e r e  i s  some j u s t i f i c a t i o n  f o r  c o n s i d e r i n g  

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

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

c a u s e  t h e  d i s e a s e .

GENERAL CONDITIONS FOR MAINTENANCE AND GROWTH

C u l t u r e s  w ere  m a i n t a i n e d  on s l a n t s  o f  a  s y n t h e t i c  

g l u c o s e - a s p a r a g i n e  a g a r  ( 3 ^ ) *  F o r  i n o c u l a t i o n  o f  l i q u i d  

m e d i a ,  s p o r e s  w e re  s c r a p e d  o f f  l a r g e  s l a n t s  i n t o  a  1 :5 0 0 0  

s o l u t i o n  o f  ’’Tween 2 0 ” , an d  w e re  s h a k e n  t o  b r i n g  a b o u t  more 

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

1 t o  2 w eek  o l d  s p o r e  p r e p a r a t i o n s ;  o l d e r  s p o r e  c u l t u r e s  

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

r e d u c e d  g e r m i n a t i o n .

Of a  num ber  o f  m e d ia  u s e d ,  D i f c o  p e p t o n i z e d  m i l k  (PM) 

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

w e re  i n c u b a t e d  a t  25  t o  30  C on a  r e c i p r o c a t i n g  s h a k e r  (1 0 0  

c y c l e s  p e r  m i n u t e ,  2 i n c h  t r a v e l ) .
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RESPIRATION OF MYCELIAL SUSPENSIONS

G e n e r a l  T e c h n i q u e s

R e s p i r a t i o n  was m e a s u r e d  by  c o n v e n t i o n a l  m a n o m e t r i c  

t e c h n i q u e s  ( 1 0 1 )  w i t h  a  b a t h  t e m p e r a t u r e  o f  30  C a n d  a  s h a k ­

i n g  r a t e  o f  1 1 0  s t r o k e s  p e r  m i n u t e  w i t h  a i r  a s  t h e  g a s  p h a s e .  

C a r b o n  d i o x i d e  was a b s o r b e d  by 0 . 2  m l .  o f  20 p e r c e n t  KOH 

a d d e d  t o  t h e  c e n t r e  w e l l .  M y ce l iu m  was h a r v e s t e d  by  c e n t r i ­

f u g a t i o n ,  and  w a s h e d  w i t h  s a l i n e  o r  KC1 s o l u t i o n  ( 0 . 0 2  p e r ­

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

E l v e j h e m  h o m o g e n i z e r  a n d  s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  s o l u t i o n .  Un­

l e s s  o t h e r w i s e  n o t e d  0 .025M  p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 5 . 6 )  was 

u s e d  ( 2 8 ) .  C e l l  s u s p e n s i o n  was a d d e d  t o  t h e  m a in  c o m p a r t m e n t ,  

an d  s u b s t r a t e  ( o r  b u f f e r )  was a d d e d  t o  t h e  s i d e  a rm .  The 

f l a s k s  w e re  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  15  m i n u t e s  b e f o r e  t h e  

s t o p c o c k s  w e re  c l o s e d  and  m e a s u r e m e n t s  b e g u n .

N i t r o g e n  c o n t e n t s  o f  h o m o g e n a t e s  w e re  d e t e r m i n e d  b y  

K j e l d a h l  a n a l y s e s  w i t h  t h e  d i g e s t i o n  m i x t u r e  o f  C a m p b e l l  an d  

H anna  ( 1 8 ) .  Ammonia was d i s t i l l e d  f r o m  a Markham d i s t i l l a ­

t i o n  u n i t  i n t o  b p e r c e n t  b o r i c  a c i d ,  an d  t h i s  was t i t r a t e d  

w i t h  s t a n d a r d  H2 S0i+ t o  t h e  e n d - p o i n t  o f  a  m e t h y l - r e d  b ro m o -  

c r e s o l - g r e e n  i n d i c a t o r  ( 2 2 ) .

P r e l i m i n a r y  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e d  t h a t  w id e  v a r i a t i o n s  

e x i s t e d  when  r e s p i r a t o r y  m e a s u r e m e n t s  w e re  made i n  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  o x i d i z a b l e  s u b s t r a t e .  A number  o f  

f a c t o r s  w e re  t h e n  i n v e s t i g a t e d  i n  o r d e r  t o  d e f i n e  t h o s e  

c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  s u s p e n s i o n s  of  

a s s u r e d  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y .
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Age o f  C u l t u r e  a n d  Amount o f  S p o r e  I n o c u l u m

Two s e r i e s  o f  f l a s k s  w e re  i n o c u l a t e d  w i t h  a  h e a v y  s p o r e  

s u s p e n s i o n  o f  s t r a i n  P 2 ^ .  One s e t  r e c e i v e d  6 . 0  m l .  o f  i n ­

o c u lu m ;  t h e  s e c o n d  r e c e i v e d  0 . 5  m l .  The c u l t u r e s  w ere  

I n c u b a t e d  f o r  2 ,  3 ? and  b d a y s ,  t h e  m y c e l iu m  was h a r v e s t e d ,  

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

b u f f e r  an d  on  t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  o r  s u c c i n a t e  (5>uM ).  

O xygen  u p t a k e s  p e r  mgm. o f  N a r e  shown i n  FIGURES 1 ,  2 ,  an d  3 .

I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  w o rk  o f  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  who 

u s e d  a  v a r i e t y  o f  m i c r o b i a l  t i s s u e s  ( 3 1 , 5 2 , 5*0 , y oung  

m y c e l i u m  a p p e a r s  t o  be  more a c t i v e  t h a n  m a t u r e  c e l l s .  T h i s  

g e n e r a l i z a t i o n  w i l l  a p p e a r  a g a i n  i n  t h e  s e c t i o n  on o r g a n i c  

a c i d  o x i d a t i o n .  W i t h  t h e  s m a l l  i n o c u l u m  2 - d a y  c u l t u r e s ,  

t h e r e  i s  l i t t l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  e x o g e n o u s  and  e n d o g e n o u s  

O2 u p t a k e .  F rom  s u c h  d a t a  no  c o n c l u s i o n s  c o u l d  be d ra w n  

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

s t r a t e s .  O l d e r  p r e p a r a t i o n s  do  n o t  e x h i b i t  t h i s  b e h a v i o u r  

t o  t h e  same d e g r e e .

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

e s t a b l i s h e d  c u l t u r e s  2b h o u r s  o l d .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  homo­

g e n a t e s  w e re  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  f o r  *+5 m i n u t e s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  s u b s t r a t e  b e f o r e  t h e  m a n o m e te r s  w e re  c l o s e d ,  an d  

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

a r e  p r e s e n t e d  i n  FIGURE k .  A g a i n  i t  i s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  

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

t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  e x o g e n o u s  0 2 u p t a k e  w h i c h  c o u l d  n o t  be 

o b s e r v e d  when  s m a l l  s p o r e  i n o c u l a  w e re  u s e d .  The e n d o g e n o u s
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u p t a k e s  a r e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same i n  b o t h  c a s e s  w h e r e a s  t h e  

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

D a t a  o b t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  a r e  c l e a r - c u t  b u t  m i s ­

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

c i n a t e )  b e f o r e  maximum r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  i s  a t t a i n e d  i s  

n o t  e v i d e n t .

A d d i t i o n  o f  G l u c o s e  t o  t h e  G ro w th  Medium

The d e c i s i o n  t o  u s e  yo un g  m y c e l iu m  p r e s e n t e d  d i f f i c u l t i e s  

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

s h o r t  i n c u b a t i o n  p e r i o d s .  N i c k e r s o n  and  Mohan (75) showed 

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

i n  a  g l u t a m a t e  m ed ium .

To d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  on  c e l l  g r o w t h  a n d  

t h e  t i m e  o f  maximum m y c e l i a l  d e v e l o p m e n t ,  two s e t s  o f  f l a s k s  

w e re  p r e p a r e d ,  one c o n t a i n i n g  o n l y  PM, t h e  s e c o n d  c o n t a i n i n g  

PM p l u s  g l u c o s e  (PMG) a d d e d  a t  t h e  r a t e  o f  1 . 0  m l .  o f  5 p e r ­

c e n t  s o l u t i o n  p e r  3 0  m l .  o f  m edium . T h e s e  w e re  i n o c u l a t e d  

w i t h  1 . 0  m l .  o f  a  f i l t e r e d  s p o r e  s u s p e n s i o n  ( P 2 9 ) ,  and  w e re  

i n c u b a t e d  on t h e  s h a k e r .  D u p l i c a t e  c u l t u r e s  w e re  r e m o v e d ,  

a n d  t h e  f o l l o w i n g  d e t e r m i n a t i o n s  w ere  m ade :

D r y  w e i g h t .  C u l t u r e s  w e re  f i l t e r e d  t h r o u g h  t a r e d  p a p e r s  

a n d  t h e  m y c e l iu m  r i n s e d  w i t h  20 m l .  o f  s a l i n e .

P a p e r s  and  m y c e l iu m  w e re  d r i e d  o v e r n i g h t  a t  1 0 ?  C 

a n d  r e - w e i g h e d .  A d d i t i o n a l  f i l t e r  d i s c s  w e re  d r i e d  

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

T o t a l  c a r b o h y d r a t e .  F i l t r a t e s  w ere  a n a l y s e d  f o r  t o t a l
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c a r b o h y d r a t e  u s i n g  t h e  a n t h r o n e  r e a g e n t  ( 7 3 ) .  P r e ­

l i m i n a r y  a n a l y s e s  made w i t h  t h i s  r e a g e n t  r e v e a l e d  

t h a t  o p t i c a l  d e n s i t y  d e t e r m i n a t i o n s  a t  5^0  m>u. 

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

s t a n d a r d  a d d e d  t o  PM. 

pH*. H y d r o g e n  i o n  c o n c e n t r a t i o n  was d e t e r m i n e d  by  means 

o f  t h e  g l a s s  e l e c t r o d e .

R e s u l t s  o f  t h e s e  d e t e r m i n a t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  TABLE 1 .  

I t  i s  e v i d e n t  t h a t  m y c e l i a l  g r o w t h  was maximum a t  t h e  2 - d a y  

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

h a n c e d  m y c e l i a l  y i e l d s .  No d r a s t i c  l y s i s  o c c u r r e d  o v e r  t h e  

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

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

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

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

a c t i o n  became p r o g r e s s i v e l y  more a l k a l i n e  d u r i n g  t h e  i n c u b a ­

t i o n  p e r i o d  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  o f  t h e  l i b e r a t i o n  o f  NH^ (72 ) ,  

I t  s h o u l d  be n o t e d  t h a t  t h e  f i l t e r e d  s p o r e  s u s p e n s i o n  

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

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

t h e  r e s p i r a t i o n  t r i a l s .  W i th  l a r g e r  i n o c u l a  maximum y i e l d s  

w e re  o b t a i n e d  more q u i c k l y  a n d  some l y s i s  was e v i d e n t  a t  H 

t o  5 d a y s .  F u r t h e r  a d d i t i o n s  o f  g l u c o s e  d i d  n o t  a p p r e c i a b l y  

i n c r e a s e  t h e  g r o w t h  o b t a i n e d .

FIGURE 5 show s t h e  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o f  m y c e l iu m  

h a r v e s t e d  f ro m  PM m edium  w i t h  a n d  w i t h o u t  a d d e d  g l u c o s e .  The 

i n c o r p o r a t i o n  o f  g l u c o s e  i n t o  t h e  c u l t u r e  medium a p p e a r s  t o
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TABLE 1

MYCELIAL WEIGHT, RESIDUAL CARBOHYDRATE, AMD 

pH DURING ACTINOMYCETE GROWTH

Medium
Time

d a y s

D ry  w e i g h t  

mgms. *

4-*
C a r b o h y d r a t e pH

PM 0 - 1 0 0 6 . 7

1 - 1 0 0 7 . 0

2 9 3 . 5 92*3 8 . 5

3 10 0 81 8 . 7

V 9*+ 77 •00

5 92 7 5 . 5 8 . 8 5

PMG 0 - 1 0 0
, 1 
6 . 7

1 - 9 2 . 5 6 . 9

2 17 1 53 8 . 0

3 1 ^ 7 i*i+ 8 . 5

1H5 k h 8 . 5

5 m 5
.......... ..........1

3 7 . 5 8 . 7 5  i

*  m y c e l i a l  w e i g h t s  n o t  d e t e r m i n e d  on t h e  f i r s t  d a y  -  v e r y  
l i t t l e  g r o w th  w i t h  t h e  s m a l l  in o c u lu m *

* *  c a r b o h y d r a t e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  t h a t  i n  a  s a m p le  
o f  t h e  u n i n o c u l a t e d  medium a n a l y s e d  e a c h  day*
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s t i m u l a t e  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  a s  w e l l  a s  i n c r e a s i n g  g r o w t h .

A d a p t a t i o n  v s  P e r m e a b i l i t y  E f f e c t s

D a t a  i n  FIGURE 5 i n d i c a t e d  t h a t  a  l a g  o c c u r r e d  i n  t h e  

a t t a i n m e n t  o f  maximum r e s p i r a t o r y  r a t e  when  s u c c i n a t e  was 

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

m i g h t  be  i n d u c t i v e  i n  n a t u r e .  To t e s t  t h i s  p o s s i b i l i t y  my­

c e l i u m  w as  grow n i n  PMG and  i n  PMG p l u s  s u c c i n a t e  ( 1 . 0  m l .

5 p e r c e n t  s o d i u m  s u c c i n a t e  p e r  30  m l .  m e d iu m ) ;  t h e  c e l l u l a r  

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

g l u c o s e  o r  s u c c i n a t e  a s  t h e  s u b s t r a t e .  R e s u l t s  o f  t h e s e  e x ­

p e r i m e n t s  a r e  g i v e n  i n  FIGURE 6 .

The i n c o r p o r a t i o n  o f  s u c c i n a t e  i n t o  t h e  g r o w t h  medium 

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

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

c o n s i s t e n t l y  a n d  i s  more e v i d e n t  \7h e n  s u c c i n a t e  i s  a d d e d  t o  

t h e  W a rb u rg  v e s s e l s  i n  lo w  c o n c e n t r a t i o n  (5>cM p e r  f l a s k ) .

W i t h  PMG c e l l s  t h e  maximum r e s p i r a t i o n  r a t e  i s  a c h i e v e d  more 

r a p i d l y  w hen  t h e  s u c c i n a t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  i n c r e a s e d  (25//.M 

p e r  f l a s k ) .  T h i s  r e d u c t i o n  i n  l a g  by  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a ­

t i o n  i s  shown i n  TABEE 2 .

T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c c i n a t e  i n  

t h e  medium i n  some way " c o n d i t i o n e d "  t h e  c e l l s  s c  t h a t  t h e  

e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  no  l o n g e r  

a p p a r e n t .

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

o f  a n  i n d u c t i v e  r e s p o n s e ;  h o w e v e r ,  p e r m e a b i l i t y  e f f e c t s  h a v e
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b e e n  show n t o  c a u s e  s i m i l a r  r e s u l t s  w i t h  A z o t o b a c t e r  ( 8 2 ) *  

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

s h o w in g  a n  i m m e d i a t e  a c t i v i t y  on  s u c c i n a t e  i n  m y c e l i a l  e x ­

t r a c t s  ( s e e  s e c t i o n  on  c e l l  e x t r a c t s ) .

TABLE 2

EFFECT OF THE ADDITION" OF SUCCINATE TO THE MEDIUM ON THE 

OXIDATION OF SUCCINATE BY MYCELIAL HOMOGENATES

C o n c e n t r a t i o n

o f

s u c c i n a t e

R e s p i r a t i o n  f o r  p e r i o d  2 0 - 1 2 0  m i n u t e s  

f o r  m y c e l iu m  g ro w n  i n

PMG PMG +  s u c c i n a t e

>6c M / f l a s h E x p .  1 E x p .  2 E x p .  1 E x p .  2

5 1 3 5 1 8 7 208 ■ 183

2 ? 226 250 200 176

*
e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  e n d o g e n o u s .

O x i d a t i o n  o f  O r g a n i c  A c i d s

The r e s p i r a t i o n  o f  y oung  and  o l d  m y c e l i a l  h o m o g e n a te s  

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

a c i d s  i s  shown i n  TABLE 3« T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  c e l l  

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

a c e t a t e .  S u c c i n a t e  and  f u m a r a t e  i n  p a r t i c u l a r  a r e  o x i d i z e d  

v e r y  v i g o r o u s l y .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  p r e s e n c e
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TABLE 3

RESPIRATION OF YOUNG AND OLD 

MYCELIAL HOMOGENATES

1 7 - h o u r  h o m o g e n a te
- 1

S u b s t r a t e
R e s p i r a t i o n  f o r  p e r i o d *

0 - 6 0 6 0 -1 2 0 1 2 0 -1 8 0 0 -1 8 0

e n d o g e n o u s 383 1 9 5 1 82 760

g l u c o s e ^ 8 0 3 9 ^ 3 8 2 1 256

s u c c i n a t e 1+58 520 8 O5 1 783

f u m a r a t e 1+08 6 8 2 1+85 1 575

c i t r a t e 5 5 1 5 i 5 238 1105

a c e t a t e 1+95 375 318
■ 1

1 1 8 7

9 6 - h o u r  h o m o g e n a te

S u b s t r a t e
R e s p i r a t i o n  f o r  p e r i o d *

0 -6 0 6 0 - 1 2 0 1 2 0 - 1 8 0 0 - 1 8 0

e n d o g e n o u s lk2 122 99 363

g l u c o s e 2 2 ? 2k3 3 12 780

s u c c i n a t e 171 259 27b 70*+

f u m a r a t e 1 80 232 301 713 j
c i t r a t e 1 1 7 1 30 139 386  !

A

a c e t a t e 1 9 5 227 171 593 !1
1 .................................-

02 u p t a k e / m g m .  N. Time p e r i o d s  a r e  g i v e n  i n  m i n u t e s *
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o f  c i t r a t e  a p p e a r s  t o  e x e r t  a  d e p r e s s i n g  e f f e c t  on h - d a y  

c e l l s ;  i n  a d d i t i o n ,  t h e r e  i s  a  l a g  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 h o u r s  

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

g e n o u s  c o n t r o l s *

A l s o  e v i d e n t  f r o m  t h e  a b ov e  d a t a  i s  t h e  f a c t  t h a t  young 

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

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

i g a t i o n s *  T h i s  o b s e r v a t i o n  m i g h t  h a v e  b e e n  a n t i c i p a t e d  f r o m  

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

c e l l u l a r  s y n t h e s i s  had  c e a s e d  a f t e r  2 d a y s  i n c u b a t i o n *  I t  

s h o u l d  be  p o i n t e d  o u t ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  g r o w t h  d a t a  was 

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

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

s p o r e  i n o c u l a *  L a r g e r  i n o c u l a  c a u s e  t h e  g r o w t h  r a t e  t o  be 

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

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

E f f e c t  o f  S t a r v a t i o n  o f  t h e  M y ce l ium

I n  a l l  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  h i g h  and p e r s i s t e n t  e n d o ­

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

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

•’s t a r v e d ” i n  b u f f e r  f o r  3 h o u r s  on t h e  s h a k e r  b e f o r e  i t  was 

u s e d  i n  t h e  W a rb u rg  v e s s e l s .  The r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o f  

t h i s  ^ r e p a r a t i o n  a n d  o f  a sa m p le  o f  t h e  same s u s p e n s i o n  n o t  

s u b j e c t e d  t o  t h i s  p r e l i m i n a r y  s t a r v a t i o n  i s  g i v e n  i n  FIGURE 7 .

F i r s t  o b s e r v a t i o n  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s h a k i n g  p r o c e ­

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

o f  t h e  h o m o g e n a t e .  C l o s e r  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  d a t a ,  h o w e v e r ,
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sh ow s  ' t h a t  t h e  i n i t i a l  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e  n o n —s t a r v e d  

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

e n c e  i n  a c t i v i t y  n o t e d .  The Qq^CU) v a l u e s  c a l c u l a t e d  f r o m  

t h e  s l o p e s  o f  t h e  C>2 u p t a k e  c u r v e s  show t h a t  f o r  n o n - s t a r v e d  

m y c e l i u m  t h e  Qo2 * w h i c h  i s  i n i t i a l l y  3 7 ? ,  f a l l s  t o  a b o u t  200 

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

i n i t i a l  v a l u e  i s  2 0 0 ,  a n d  d u r i n g  t h e  s e c o n d  h o u r  d e c r e a s e s  t o  

1 73  ~ a  d e c r e a s e  o f  o n l y  1 2 . ?  p e r c e n t  c o m p a re d  w i t h  a  *+6.7 

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

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

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

c o n s t a n t  f o r  ^  t o  ?  h o u r s  ( t h a t  i s ,  3 h o u r s  s t a r v a t i o n  p l u s  

2 h o u r s  i n  t h e  r e s p i r o m e t e r )*

D a t a  f r o m  a  num ber  o f  e x p e r i m e n t s  a r e  c o l l e c t e d  i n  

TABLE k t o  show t h a t  t h i s  r a p i d  i n i t i a l  r e s p i r a t i o n  and  s u b ­

s e q u e n t  d e c l i n e  a r e  c o n s i s t e n t l y  o b s e r v e d .  The t r e n d  i s  

e s p e c i a l l y  n o t i c e a b l e  i n  you n g  c u l t u r e s .  An e x p e r i m e n t  was 

c a r r i e d  o u t  i n  w h i c h  t h e  e n d o g e n o u s  a n d  e x o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  

w e re  f o l l o w e d  f o r  a b o u t  3 h o u r s ;  a t  a p p r o x i m a t e l y  1 h o u r  

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

r e s p i r a t i o n  a g a i n  m e a s u r e d .  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  show n i n  FIGURE 8 .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  e n d o g e n o u s  a c t i v i t y  

d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  a f t e r  1 h o u r ,  a f t e r  w h ic h  t h e  s l o p e  

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

o b s e r v e d .  E x o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  d o e s  n o t  e x h i b i t  t h i s  

s i g n i f i c a n t  r a t e  d e c r e a s e .

T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  a s h o r t  (1  t o  1 . ?  h o u r )
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s t a r v a t i o n  p e r i o d  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  t h e  e n d o g e n o u s  r e s ­

p i r a t i o n  r a t e ,  a n d  i n  much o f  t h e  s u b s e q u e n t  w o rk  t h i s  

t e c h n i q u e  w as  u s e d  i n  o r d e r  t o  l o w e r  t h e  c o n t r o l  u p t a k e  

v a l u e  s .

TABLE k

THE DECREASE IN ENDOGENOUS RESPIRATION 

OF MYCELIAL HOMOGENATES

M y c e l i a l  a g e  

( h o u r s )

------------ --------------- -—— ------------- -------------------------

R e s p i r a t i o n  f o r  t h e  p e r i o d
1

0 - 3 0 3 0 -6 0 6 0 -9 0 9 0 -1 2 0

1 5 . 5 100  . 6 5 62 6 l

16 1 0 9 1 0 5 85 83

1 7 1 7 7 1 4 0 118 55

22 I lk 100 76 —

72 102 100 8 5 —

96 77 | 6 5
i _ .  ^

66 57
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The O x i d a t i o n  o f  Amino A c i d s

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

o f  c e l l  s u s p e n s i o n s  t o  o x i d i z e  a  num ber  o f  am in o  a c i d s .  

M y c e l iu m  h a r v e s t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  f r o m  PMG medium was 

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

(pH 5 . 6 ,  0 . 0 2 5  M ) , and  s t a r v e d  on  t h e  s h a k e r  f o r  1 h o u r .

Amino a c i d  s u b s t r a t e s  w e re  n e u t r a l i z e d  w i t h  NaOH and  a d d e d  

t o  W a rb u rg  v e s s e l s  a t  l e v e l  o f  5Q/*M p e r  f l a s k .  The a m in o  

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

a n d  t h r e o n i n e  w h i c h  w e r e  r a c e m i c  m i x t u r e s .  FIGURE 9 shows 

t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  t r i a l s .

Fo l lo \*7 ing  r e s p i r a t i o n ,  t h e  f l a s k s  w ere  r e m o v e d ,  t h e  

r e a c t i o n  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  m l .  o f  20 p e r c e n t  

t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  (TCA) s o l u t i o n ,  t h e  c o n t e n t s  o f  d u p l i c a t e  

f l a s k s  p o o l e d ,  an d  t h e  p r e c i p i t a t e d  m y c e l iu m  rem ov ed  b y  c e n ­

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

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

a n a l y s e s  a l o n g  w i t h  t o t a l  O2 u p t a k e s  f o r  t h e  3 h o u r  r e s p i r a ­

t i o n  p e r i o d  ( u p t a k e  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  h a s  b e e n  

s u b t r a c t e d )  a r e  c o l l e c t e d  i n  TABLE 5 .

The d a t a  show t h a t  l e u c i n e ,  v a l i n e ,  g l y c i n e ,  a n d  p h e n y l ­

a l a n i n e  a r e  b u t  s l o w l y  o x i d i z e d  o v e r  t h e  3 h o u r  p e r i o d  s t u d i e d  

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

a s p a r t i c ,  a r e  o x i d i z e d  v e r y  v i g o r o u s l y .  T h u s ,  f o r  c e l l s  

g ro w n  i n  a  c a s e i n  d i g e s t  t h e  a m in o  a c i d s  a p p e a r  t o  r e p r e s e n t  

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

i n t e n s e  o x i d a t i o n  o f  a s p a r t i c  and  g l u t a m i c  a c i d s ,  c o u p l e d



-  36 -

-P

O  E-t
C\JH

OO O

a

cS

w S XI A o  w ap-i

©2p3q.dn Z0 Sct©q.TioaoTM

O'

to•H



-  37

TABLE ?

OXYGEN UPTAKE AND AMMONIA RECOVERY DURING 

THE OXIDATION OF AMINO ACIDS

S u b s t r a t e
Oxygen

#
u p t a k e

**
E x o g e n o u s

E n d o g e n o u s

^CM MI3 

r e c o v e r e d

e n d o g e n o u s 1 7 ? 100 7 . 2

g l u t a m a t e 820 468 1 4 . 4

a s p a r t a t e 5 7 9 3 3 0 1 5 . 8

t h r e  o n i n e 4-27 244 1 3 . 2  11

phe n y l a l a n i n e 3 49 199 5 . 0  ;

v a l i n e 251 143 6 . 6

a l a n i n e 540 308 14.1+

l e u c i n e 250 143 5 . 9

g l y c i n e 321 183 1 2 . 8

* ^ 1 .  o ?  co n su m ed  f o r  p e r i o d  I 5 ~ l 8 0  m i n u t e s ,  

^ e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  e n d o g e n o u s  c o n t r o l .



-  38 -

w i t h  t h e i r  a c t i v i t y  i n  t r a n s a m i n a t i n g  s y s t e m s ,  e m p h a s i z e s  

t h e  p i v o t a l  r o l e  o f  t h e s e  com pounds  i n  a m in o  a c i d  and e n e r g y  

m e t a b o l i s m .

The y i e l d s  o f  NH3 a r e  f a r  b e l o w  w h a t  w o u ld  be e x p e c t e d  

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

t a k e  p l a c e ,  v i z :

I n  t h e  a b o v e  c a s e  a n  O2 c o n s u m p t i o n  o f  11.2>uJL. w o u ld  

be e x p e c t e d  t o  o c c u r  f o r  e a c h /* M  o f  f o r m e d .  The a c t u a l

O2 u p t a k e s  f a r  e x c e e d e d  t h i s  f i g u r e ,  s o  t h a t  i t  m u s t  be  

a s s u m e d  t h a t  t h e  r e s i d u a l  c a r b o n  s k e l e t o n  o f  t h e  am ino  a c i d  

i s  a m e n a b l e  t o  f u r t h e r  o x i d a t i o n .  E v e n  l e u c i n e  and  v a l i n e  

s u p p o r t  a  g r e a t e r  O2 u p t a k e  t h a n  c a n  be a c c o u n t e d  f o r  by  

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

FIGURE 9 a l s o  shows t h a t  a  s i g n i f i c a n t  l a g  o c c u r s  p r i o r  

t o  t h e  maximum a c t i v i t y  on  a l a n i n e  and p h e n y l a l a n i n e .  F o l ­

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

o x i d a t i o n  o f  v a l i n e  and  l e u c i n e  i s  i n t e r e s t i n g  i n  v i e w  o f  

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

E n d o g e n o u s  R e s p i r a t i o n  and  t h e  R e s p i r a t o r y  Q u o t i e n t

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

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

b e e n  d i s c u s s e d  ( s e e  p a g e s  32 an d  3 3 )* n a t u r e  ol  t h e

H

R -  C -  COOH 0 . 5  0 2 

n h 2

R -  C -  COOH 4 -  NHo 
II J
0
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e n d o g e n o u s  s u b s t r a t e  i s  n o t  known,  and  a t t e m p t s  t o  d e t e c t  a 

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

( 9 1 )  w e r e  n o t  s u c c e s s f u l .  I n  a n  e f f o r t  t o  d e t e r m i n e  t h e  

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

( R . Q . )  was  d e t e r m i n e d  b o t h  f r o m  e n d o g e n o u s  r e s e r v e s  and  u p o n  

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

s i m p l e s t  c a s e  t h e  R . Q .  w o u ld  be e x p e c t e d  t o  be u n a l t e r e d  by  

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

b e i n g  o x i d i z e d .  Oxygen  u p t a k e  was m e a s u r e d  a s  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d ,  a n d  CO2 e v o l u t i o n  was m e a s u r e d  by  W a r b u r g ' s  " d i r e c t  

m e th o d "  w i t h  a  c o r r e c t i o n  b e i n g  made f o r  C02 r e t e n t i o n  i n  t h e  

b u f f e r  ( 1 0 1 ) .

FIGURES 1 0  a n d  11  show d a t a  o b t a i n e d  f o r  o x y g e n  consum p­

t i o n  a n d  C02 e v o l u t i o n .  The t i m e  l a g s  w h i c h  o c c u r r e d  b e f o r e  

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

p y r u v a t e • F o r  t h i s  s u b s t r a t e  t h e  o x i d a t i o n  a p p e a r s  t o  be 

c om posed  o f  two d i s t i n c t  p h a s e s ,  a  s i t u a t i o n  w h i c h  h a s  

p r e v i o u s l y  b e e n  r e p o r t e d  b y  B a r r e t t  e t  a l  ( 6 )  f o r  t h e  o x i d a ­

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

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

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

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

membrane was b r o u g h t  a b o u t .

TABLE 6 i n d i c a t e s  R . Q .  v a l u e s  t a b u l a t e d  o v e r  t h r e e  t im e  

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

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

maximum a c t i v i t y .  A l l  t h r e e  compounds  c a u s e d  a  l a r g e  i n i t i a l
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i n c r e a s e  i n  R .Q .  v a l u e s  w h i c h  d e c r e a s e d  a s  r e s  a i r  a t  i o n  p ro *  

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

e v e r ,  may he more s i g n i f i c a n t  i n  v i e w  o f  t h e  l a g  p e r i o d s  

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

s i g n i f i c a n t  r i s e  i n R . Q . ,  a  s i t u a t i o n  t o  be e x p e c t e d  i f  

d e c a r b o x y l a t i o n  w e re  t h e  mode o f  a t t a c k .

The e n d o g e n o u s  R . Q .  v a l u e  was r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  

fe iO .86)  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  a t  l e a s t  p a r t  o f  t h e  r e s p i r a t i o n  

p r o b a b l y  a r o s e  a s  t h e  r e s u l t  o f  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n .  O th e r  

d a t a  o b t a i n e d  i n  t h e  s t u d y  o f  am ino  a c i d  o x i d a t i o n  i n d i c a t e d  

t h a t  s i g n i f i c a n t  q u a n t i t i e s  o f  NH^ w e re  p r o d u c e d ,  and  t h i s  

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

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

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

i n d i c a t e d  t h a t  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t s  o f  f r e e  am ino  a c i d s  w ere  

p r e s e n t  ( s e e  s e c t i o n  on  t r a n s a m i n a t i o n ) .  T h e s e  s u b s t a n c e s  

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

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

b y  a n  i n c r e a s e  i n  n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n  (NPN), a  c o n d i t i o n  t o  

be e x p e c t e d  i f  p r o t e i n  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  e n d o g e n o u s  a c t i v i t y .  

A p r o m i n e n t  a m in o  a c i d  c o n s t i t u e n t  o f  c e l l  e x t r a c t s  was 

g l u t a m i c  a c i d ,  t h e  a d d i t i o n  o f  w h ic h  e l e v a t e d  t h e  R .Q .  o b t a i n ­

e d .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  i f  t h e  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  were  

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

q u a n t i t i e s  o f  g l u t a m i c  a c i d  w h i c h  w e re  p r e s e n t  may h a v e  b e e n  

s u f f i c i e n t  t o  c a u s e  t h e  R .Q .  t o  be  i n  e x c e s s  o f  t h e  e x p e c t e d  

v a l u e  f o r  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n .



A n o t h e r  p o i n t  e v i d e n t  f r o m  FIGURE 10  i s  t h a t  t h e  r e s p i r a '  

t o r y  r a t e s  on  s u c c i n a t e  an d  g l u t a m a t e  a r e  v e r y  s i m i l a r .  

(Qo2 W  v a l u e s  a r e  s u c c i n a t e  5^ 7 * g l u t a m a t e  6 0 9 , e n d o g e n o u s  

n o t  s u b t r a c t e d ) .  A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  g l u t a m a t e  

o x i d a t i o n  p r o c e e d s  a s  f o l l o w s :

A Bg l u t a m a t e  — — s u c c i n a t e   e n d  p r o d u c t s

a n d  t h a t  t h e  s t e p s  A and B a r e  d i s s i m i l a r  i n  r a t e ,  s t e p  A. 

b e i n g  t h e  more  r a p i d .  T h i s  c o n d i t i o n  w o u ld  r e s u l t  i n  t h e  

a l l - o v e r  r a t e  b e i n g  d e t e r m i n e d  by  B ,  t h e  r a t e - l i m i t i n g  s t e p .  

The Qq ^ v a l u e s  w o u ld  be  e x p e c t e d  t o  be  t h e  same i f  t h e  a b o ve  

w e re  t r u e .  F u r t h e r  s u p p o r t  f o r  t h i s  p a th w a y  o f  g l u t a m a t e  

d e g r a d a t i o n  i s  d e v e l o p e d  i n  t h e  s e c t i o n  on <*-ke t  o g l u  t a r  a t e  

o x i d a t i o n .

E f f e c t  o f  D i n i t r o p h e n o l  (DNP)

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

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

o x i d i z a b l e  s u b s t r a t e  was n o t  a s  s t r i k i n g  a s  t h a t  o b t a i n e d  

w i t h  some o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s  (7 6 , 9 1 ) •  A l s o  e v i d e n t  was 

t h e  f a c t  t h a t  t h e  e x t r a  o x y g e n  t a k e n  u p  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a d d e d  s u b s t r a t e  was much b e l o w  t h a t  w h i c h  w o u ld  be e x p e c t e d  

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

t i o n  was o c c u r r i n g .  V a r i o u s  w o r k e r s  h a v e  shown t h a t  DNP 

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

o x i d a t i o n  o f  a d d e d  s u b s t r a t e  t h a n  w o u ld  o c c u r  i n  i t s  a b s e n c e  

( 2 ,  7 ,  5 1 ) .  The p r o c e s s  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  w h i c h  a c c o m p a n i e s
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o x i d a t i o n ,  a n d  w h i c h  s u p p l i e s  t h e  e n e r g y  f o r  t h e  p r o c e s s  o f  

a s s i m i l a t i o n ,  i s  t h o u g h t  t o  be  i n h i b i t e d  by t h i s  compound 

( 2 ,  H8) • W i t h  m o s t  t i s s u e s ,  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  c o n s i d e r a b l y  

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

h i b i t o r y  ( 8 8 ) .  The a c t i o n  o f  DNP on r e s p i r a t i o n  i s  s t r o n g l y  

pH s e n s i t i v e  a s  shown b y  t h e  e x t e n s i v e  i n v e s t i g a t i o n s  o f  

S im on  ( 8 8 ) .  D a t a  o b t a i n e d  b y  t h i s  w o r k e r  a r e  o f  c o n s i d e r a b l e  

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

w h i c h  m u s t  b e  e m p l o y e d .  An e x p e r i m e n t  was c a r r i e d  o u t  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  compound c o u l d  be u s e d  t o  i n c r e a s e  t h e  

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

o f  a c t i n o m y c e t e  h o m o g e n a t e s .

A 1 0 - 3  M s t o c k  s o l u t i o n  o f  2 ,  * + - d i n i t r o p h e n o l  was p r e ­

p a r e d ;  a n d  f r o m  t h i s ,  d i l u t i o n s  w e re  made so  t h a t  t h e  a d d i t i o n  

o f  0 . 5  m l .  o f  s o l u t i o n  e s t a b l i s h e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5x10“ , 

1 0 - \  a n d  2 .5 x 1 0 " “** M i n  t h e  W arb u rg  v e s s e l s .  The e f f e c t  o f  

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

was t h e n  o b s e r v e d .

FIGURE 12  p r e s e n t s  t h e  r e s u l t s  o f  one e x p e r i m e n t .  A t  

a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 x 1 0 “ ^  M, DNP s t i m u l a t e d  e n d o g e n o u s  

r e s p i r a t i o n  w h e r e a s  a t  2.5x10""** M b o t h  e x o g e n o u s  and  e n d o ­

g e n o u s  r e s p i r a t i o n  w ere  d e p r e s s e d .  The r e s u l t s  a t  10*“ * M 

w e r e  more d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t .  I n  f i v e  e x p e r i m e n t s  t h e  

10"*** M c o n c e n t r a t i o n  gave  a n  i n c r e a s e  i n  e n d o g e n o u s  r e s p i r a ­

t i o n  w h e r e a s  i n  a n o t h e r  e x p e r i m e n t  t h e  0 2 u p t a k e  was n o t  

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

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

a r e  r a t h e r  d e l i c a t e l y  b a l a n c e d .

The o x i d a t i o n  o f  a d d e d  g l u c o s e  a p p e a r e d  t o  be d e p r e s s e d  

b y  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  DNP t e s t e d .  A t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  

2 , 5 x 1 0  ^  M t h i s  e f f e c t  was p r o b a b l y  t h e  r e s u l t  o f  t h e  i n h i b i ­

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

q u i r e d  f o r  g l u c o s e  o x i d a t i o n .  The l o w e r  DNP c o n c e n t r a t i o n s ,  

h o w e v e r ,  w e re  e x p e c t e d  t o  show a n  i n c r e a s e d  r a t e  o f  g l u c o s e  

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

T h e s e  a p p a r e n t l y  a n o m a lo u s  r e s u l t s  w e re  c l a r i f i e d  when 

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

p r e s e n c e  o f  DNP was s t r i k i n g l y  c h a n g e d  by  p r e l i m i n a r y  s t a r v a ­

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

a b o v e  w e r e  r e p e a t e d  w i t h  5 x 1 0 " 5  a n d  1 0 " ^  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

DNP u s i n g  c e l l s  w h i c h  h a d  b e e n  s t a r v e d  f o r  1 h o u r  i n  b u f f e r  

s o l u t i o n .  R e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  shown i n  FIGURE 13* 

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

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

g l u c o s e  o x i d a t i o n  b y  lo w  DNP c o n c e n t r a t i o n s  i s  e v i d e n t .  I n  

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

d u c e d  t o  2 y / _ M / f l a s k ,  a n  am o un t  w h i c h  on  c o m p l e t e  o x i d a t i o n  

was e x p e c t e d  t o  y i e l d  a n  O2 u p t a k e  o f  ^=267><.1« By t h e  en d  

o f  t h e  2 h o u r  o b s e r v a t i o n  p e r i o d  t h e  u p t a k e  r a t e s  h a d  f a l l e n  

t o  t h e  l e v e l  o f  t h o s e  i n  t h e  f l a s k s  c o n t a i n i n g  no  g l u c o s e ;  

u p o n  s u b t r a c t i o n  o f  e n d o g e n o u s  f r o m  e x o g e n o u s  u p t a k e s  i t  \^as 

o b s e r v e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  DNP h a d  i n c r e a s e d  t h e  p e r c e n t — 

ag e  o x i d a t i o n  t o  62  p e r c e n t  ( 5 x 1 0 - 5  M) f r o m  a  v a l u e  o f  o n l y



-  1+.8 -

-P

•H

sO

o

e^req-dn <?o saQq.-picxioTffl

4400at
rH

n

vD
1A
io P-» S3 © Q -p
CU O
G £30
taOO •
844O oa
43 © 

*̂*1

•H <D 
rH m © O O O
& 3w
s

Pm
S3a

-=hi
O x43 ^  

C\J"LA « oo 2
rH rH

f t
£> I43 PQ

O
rHa

■3
a> « 

to
2

-P oft a s © £
bO G OlA 

© *G I 
to  G >> ©X I O <J

OA
rH

P-t
12!P

OHK
\ A

bO
•H



-  1*9 ~

33 p e r c e n t  i n  t h e  a b s e n c e  o f  DNP.

T h i s  s t i m u l a t i o n  o f  g l u c o s e  o x i d a t i o n  by DNP was more 

s t r i k i n g  w i t h  o l d e r  c e l l s ,  a n d  a s  m e n t i o n e d  a b o ve  c o u l d  be 

d e m o n s t r a t e d  o n l y  a f t e r  p r e l i m i n a r y  s t a r v a t i o n .  T h e s e  ob­

s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e  DNP e f f e c t  i s  i n  some way d e p e n ­

d e n t  u p o n  t h e  l e v e l  o f  e n d o g e n o u s  r e s e r v e s  w i t h i n  t h e  homo- 

g e n a t e .  The d a t a  a r e  c o n s i s t e n t  \ t f i th  t h e  c o n c e p t  t h a t  when 

t h e  r e s e r v e  l e v e l  i s  h i g h  some n a t u r a l l y  p r e s e n t  r e g u l a t o r y  

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

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

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

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

i n v o l v e d . .

The O x i d a t i o n  o f  - k e t o g l u t a r a t e

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

t o  d e m o n s t r a t e  t h e  o x i d a t i o n  o f  < K - k e t o g l u t a r a t e  by  c e l l  

h o m o g e n a t e s .  I n  m o s t  c a s e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  compound 

c a u s e d  no  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  r e s p i r a t i o n  o v e r  t h a t  o f  t h e  

c o n t r o l .  S i n c e  t h i s  compound i s  a  k e y  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  

K r e b ' s  c y c l e  a n d  a l s o  p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e  i n  a m in o  a c i d  

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

u t i l i z a t i o n  d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y .

C e l l  h o m o g e n a t e s  w e re  a b l e  t o  b r i n g  a b o u t  t h e  o x i d a t i o n  

o f  a n o t h e r  k e t o  a c i d ,  p y r u v i c  a c i d .  I n  t h i s  o x i d a t i o n  t h e  

u s u a l  l a g  was n o t o d  b u t  f o l l o w i n g  t h i s  a d e f i n i t e  s t i m u l a ­

t i o n  o f  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o c c u r r e d .  T e r n e r  (93?  9^0?
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w o r k i n g  w i t h  h o m o g e n a t e s  o f  mammary g l a n d  t i s s u e ,  showed t h a t  

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

p r e p a r a t i o n s  an d  a l l o w e d  f o r  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  a n  e x o g e n ­

ous  r e s p i r a t i o n  w h i c h  o t h e r w i s e  c o u l d  n o t  be d e t e c t e d .  The 

d a t a  o f  T e r n e r  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a c t i o n  o f  DNP was u p o n  t h e  

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

The e f f e c t  o f  DNP on t h e  o x i d a t i o n  o f  p y r u v a t e  a n d  

« C - k e t o g l u t a r a t e  w as  e x a m i n e d .  C e l l  h o m o g e n a te s  w e re  c o m bin ed  

w i t h  s u b s t r a t e  ( ? 0 > u .M / f l a s k )  and  DNP, an d  a l l o w e d  t o  e q u i l i ­

b r a t e  f o r  20  m i n u t e s  i n  t h e  W a rb u rg  v e s s e l s .  The m a n o m e te r s  

w e re  t h e n  c l o s e d ,  a n d  0 ^  u p t a k e s  r e c o r d e d .

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  shown i n  TABLE

TABLE 7

EFFECT OF DINITROPHSNOL ON 

KETO ACID OXIDATION

S u b s t r a t e R e s p i r a t i o n  w i t h  DNP c o n c e n t r a t i o n  o f

0
j

1 0 - l t  M 5 x 1 0 "  5 {,[

e n d o g e n o u s 302 398 328

©C - k e  t  o g l u t a r a  t e 303 397 3“+9

p y r u v a t e i f l8 bk8 1+29

julI .  O2 u p t a k e  b y  a  h o m o g e n a te  f r o m  a n  1 8 - h o u r  c u l t u r e  o f  . 
O b s e r v a t i o n  p e r i o d  1 ? 0  m i n u t e s .  H om ogena te  n o t  s t a r v e d  so  
e n d o g e n o u s  v a l u e  i s  h i g h .  1 . 0  m l .  o f  h o m o g e n a te  ( 0 . 5 ^  mgm. 
N / m l . )  p e r  f l a s h ;  t o t a l  vo lum e 2 . 2  m l .
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The d a t a  show t h a t  DNP a f f e c t e d  b o t h  e n d o g e n o u s  and  e x o g e n o u s  

r e s p i r a t i o n  t o  a b o u t  t h e  same d e g r e e ; c e r t a i n l y  no  s i g n i f i ­

c a n t  s t i m u l a t i o n  o f  k e t o  a c i d  o x i d a t i o n  o c c u r r e d  b e c a u s e  o f  

t h e  p r e s e n c e  o f  DNP. The r a t i o  o f  e x o g e n o u s / e n d o g e n o u s  

o x y g e n  u p t a k e  w i t h  p y r u v a t e  was s l i g h t l y  d e p r e s s e d  b y  t h e  

p r e s e n c e  o f  DNP a t  b o t h  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .  H i g h e r  c o n ­

c e n t r a t i o n s  w e re  n o t  u s e d  s i n c e  i t  was f o u n d  t h a t  2 . 5 x 1 0 “ ^  M 

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

e x o g e n o u s  a c t i v i t y  w i t h  a d d e d  g l u c o s e .  F u r t h e r  w ork  on  t h e  

e f f e c t  o f  DNP w as  n o t  d o n e  b e c a u s e  i t  was f o u n d  t h a t  © C -k e to -  

g l u t a r a t e  o x i d a t i o n  c o u l d  be  d e m o n s t r a t e d  d i r e c t l y .

D u r i n g  t h e  o b s e r v a t i o n s  on am in o  a c i d  o x i d a t i o n  i t  was 

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

w o u ld  be  e x p e c t e d  f o r  s i m p l e  d e a m i n a t i o n  ( a s  c a l c u l a t e d  f ro m  

NH^ r e c o v e r i e s ) .  W i t h  g l u t a m a t e  a s  t h e  s u b s t r a t e  t h e  Op 

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

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

i m a t e d  t h a t  o f  a d d e d  s u c c i n a t e .  Such  a  c o n d i t i o n  w o u ld  o c c u r  

i f  g l u t a m a t e  w e re  d e a m i n a t e d  t o  < < - k e t  o g l u  t a r  a t e , t h e  l a t t e r  

o x i d i z e d  t o  11 s u c c i n a t e ” a n d  t h i s  i n  t u r n  f u r t h e r  d e g r a d e d  

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

r a t e s  p r e v a i l e d ) .  I f  g l u t a m a t e  i s  o x i d i z e d  t h r o u g h  s u c c i n a t e  

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

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

o f  e v e n t s  s u g g e s t e d  a b o v e  a c t u a l l y  t a k e s  p l a c e .

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

g e n a s e  by  m a l o n a t e  f i r s t  d i s c o v e r e d  by  Q u a s t e l  and c o - w o r k e r s
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h a s  b e e n  r e p e a t e d l y  c o n f i r m e d  ( 6 2 ,  96 ) .  To t e s t  t h e  abo v e  

s u g g e s t i o n  a s  t o  t h e  mode o f  g l u t a m a t e  o x i d a t i o n ,  c e l l  homo­

g e n a t e s  w e re  a l l o w e d  t o  r e s p i r e  a d d e d  s u c c i n a t e  o r  g l u t a m a t e  

b o t h  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  t h e  i n h i b i t o r *  R e s p i r a ­

t i o n  o v e r  a  2 h o u r  p e r i o d  i s  shown i n  FIGURE l H .  TABLE 8 

g i v e s  t h e  Qq2 <N) v a l u e s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  s l o p e s  o f  t h e  

C>2 u p t a k e  l i n e s  i n  t h e  p r e s e n c e  and  a b s e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r  

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

c o m p o u n d .

TABLE 8

INHIBITION OF RESPIRATION BY MALONATE

S u b s t r a t e
Qo 2 W

P e r c e n t
*

i n h i b i t i o nn o  m a l o n a t e m a l o n a t e

e n d o g e n o u s 1 0 0 82 18

s u c c i n a t e 191 118 38

g l u t a m a t e 282 l*+5 1+9

* a s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  t r e a t m e n t  I n  t h e  
a b s e n c e  o f  m a l o n a t e .

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

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

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

l e v e l  o f  m a l o n a t e  (2 0 Q /C -M /f la sk )  was e v i d e n t l y  n o t  s u f f i c i e n t  

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

t e n d e d  t o  c o n f i r m  t h e  s i t e  o f  m a l o n a t e  a c t i o n *  More s t r i k i n g  

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

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

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

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

by  f u r t h e r  o x i d a t i o n .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f a i l u r e  t o  

r em ove  s u c c i n a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r  s lo w e d  down 

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

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

I n  t h e  a b s e n c e  o f  m a l o n a t e  a t  t h e  e n d  o f  3 h o u r s  t h e  

r e s p i r a t i o n  r a t e  w i t h  a d d e d  s u c c i n a t e  ( 5yÔ M) d e c r e a s e d  and  

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

v e s s e l s .  A s i m i l a r  d e c l i n e  i n  r a t e  was n o t e d  w i t h  g l u t a m a t e  

a d d e d  a t  t h e  5/x.M l e v e l .  The d i f f e r e n c e  i n  o x y g e n  consum ed  

( ° 2  u p t a k e  g l u t a m a t e  -  0 2 u p t a k e  s u c c i n a t e ) was a p p r o x i m a t e l y  

120M1 . w h e r e a s  1 1 2 / / . 1 . was  t h e  c a l c u l a t e d  d i f f e r e n c e  f o r  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  5/*.M g l u t a m a t e  t o  5/*M s u c c i n a t e *  The o x i d a ­

t i o n  o f  s u c c i n a t e  was  f a r  f ro m  c o m p l e t e ;  o n l y  a b o u t  25  p e r ­

c e n t  o f  t h e  c a l c u l a t e d  o x y g e n  had  b e e n  consumed when t h e  r a t e  

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

c o n t r o l  v e s s e l s .

The d a t a  o f  C o c h r a n e  and P e c k  showed t h a t  v a r i a t i o n s  i n  

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

( 2 8 ) *  O t h e r  w o rk  w i t h  w h o le  c e l l s  i n d i c a t e d  t h a t  1 and  2 - d a y  

c e l l s  w e r e  a b l e  t o  c a r r y  o u t  t r a n s a m i n a t i o n  r e a c t i o n s  i n  

w h i c h  - k e t o g l u t a r a t e  was one o f  t h e  r e a c t a n t s ,  a  f a c t  w h i c h
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s t r o n g l y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  compound was a b l 9 bo g a i n  e n t r a n c e  

i n t o  o l d e r  c e l l s *  I n  t h e  c o u r s e  o f  o t h e r  wort;  w h e re  o l d e r  

m y c e l i u m  w as  u s e d  i t  became e v i d e n t  t h a t  ^ - k e t o g l u t a r a t e  

o x i d a t i o n  c o u l d ,  i n  f a c t ,  be d e m o n s t r a t e d  d i r e c t l y  ( s e e  s e c ­

t i o n  on  p i g m e n t  p r o d u c t i o n ) .  TABLE 9 c o n t a i n s  d a t a  d e r i v e d  

f r o m  a  n um ber  o f  e x p e r i m e n t s  w h i c h  show v e r y  c l e a r l y  t h e  

e f f e c t  o f  m y c e l i a l  a g e  on ^ - k e t o g l u t a r a t e  o x i d a t i o n .

TABLE 9

INFLUENCE OF THE AGE OF THE MYCELIAL HOMOGENATE ON 

THE DEMONSTRATION OF °(-KETOGLUTARATE OXIDATION

S u b s t r a t e

r— ...... . ......
R e s p i r a t i o n  w i t h

♦if
hom o g en a te  o f  age

1 ? . ?
1 — —

17 18 21 ’ 22 22

e n d o g e n o u s ¥+9 >+90 *+80 384 364 334

o ( - k e t o g l u t a r a t e U 6 l *+92 H86 558 4 9 0 4 8 5

*y6 c l .  O2 u t p a k e  o v e r  12 0  m i n u t e  s/mgm. N. Hom ogenate  age  
i n  h o u r s .

A s u g g e s t e d  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  a b ov e  d a t a  i s  a s  

f o l l o w s :  t h e  o x i d a t i o n  o f  © C - k e t o g l u t a r a t e  c a n  be c a r r i e d

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

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

n e t  a l w a y s  s u c c e s s f u l .  H o w e v e r ,  when t h e  o r g a n i s m s  a r e  

s u p p l i e d  w i t h  g l u t a m a t e ,  a  p o s t u l a t e d  p r e c u r s o r  o f o C - k e t o -  

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

c e l l ,  t h e  o r g a n i s m  o x i d i z e s  t h e  g l u t a m a t e  and  b e h a v e s  t o w a r d s
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m a l o n a t e  i n h i b i t i o n  a s  one w o u ld  p r e d i c t  a s s u m i n g  t h a t  t h e  

o x i d a t i o n  o c c u r r e d  a s  f o l l o w s :

g l u t a m a t e  k e t o g l u t a r a t e  — s u c c i n a t e  — e nd  p r o d u c t s

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

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

g e n a s e  a c t i v i t y )  i s  j u s t  a s  h i g h  a s  t h a t  f o r  s u c c i n a t e .  T h e s e  

d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  p o t e n t i a l  f o r  © C - k e t o g l u t a r a t e  o x i d a t i o n  

m u s t  be  o f  t h e  same o r  a  g r e a t e r  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  t h a n  t h a t  

w h i c h  e x i s t s  f o r  s u c c i n a t e .

P i g m e n t  P r o d u c t i o n  a n d  T y r o s i n e  O x i d a t i o n

S i n c e  t h e  o r i g i n a l  w o rk  o f  T a y l o r  and  D e c k e r  ( 9 2 )  a  

num ber  o f  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  made t o  c o r r e l a t e  b i o c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  a c t i n o m y c e t e s  w i t h  p a t h o g e n i c i t y .  The work  

o f  V a i s e y  ( 1 0 2 ) i n d i c a t e d  t h a t  t h e  b ro w n  r i n g  t e s t  ( 9 2 ) was 

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

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

An a t t e m p t  was made t o  m e a s u r e  t h e  f o r m a t i o n  o f  m e l a n i n  

b y  t h e  m e th o d  o f  H o l l i s  ( 5 6 )  w h i c h  i n v o l v e s  t h e  g r a v i m e t r i c  

e s t i m a t i o n  o f  F e C l ^  p r e c i p i t a t a b l e  s u b s t a n c e s .  U n de r  t h e  

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

a n d  r e p l i c a t e s  showed p o o r  a g r e e m e n t .  O t h e r  w o r k e r s  have  

m e a s u r e d  t h e  t y r o s i n a s e  r e a c t i o n  by c o l o r i m e t r i c  m e th o d s  

(57?  9 0 ) .  To i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h i s  m ethod  d i l u ­

t i o n s  o f  a  PK c u l t u r e  f i l t r a t e  w h i c h  showed i n t e n s e  b l a c k e n ­

i n g  w e r e  made ( w i t h  u n i n o c u l a t e d  PM a s  t h e  d i l u e n t ) ,  a n d  t h e
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o p t i c a l  d e n s i t i e s  o f  t h e  r e s u l t i n g  s o l u t i o n s  d e t e r m i n e d  a t  a 

s e r i e s  o f  w a v e l e n g t h s  u s i n g  t h e  C o lem an  s p e c t r o p h o t o m e t e r #

The r e s u l t s  o f  t h e s e  t r i a l s  a r e  g i v e n  i n  FIGURE 1 5 .

T h e s e  d a t a  show  t h a t  t h e r e  was a s a t i s f a c t o r y  s t r a i g h t -  

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

c e n t r a t i o n  a t  a  num ber  o f  wave l e n g t h s #  The r e s u l t s  a t  5^0 mjju 

show ed g ood  s e n s i t i v i t y  a n d  a g r e e m e n t  w i t h  B e e r * s  Law. T h i s  

wave l e n g t h  was  u s e d  t o  com pare  p i g m e n t  f o r m a t i o n  by  a  num ber  

o f  c u l t u r e s .

A s e r i e s  o f  p a t h o g e n i c  ( p r e f i x  P )  a n d  n o n - p a t h o g e n i c  

( p r e f i x  S)  a c t i n o m y c e t e  c u l t u r e s  w e re  grow n f o r  6 d a y s  i n  PM 

m ed iu m ,  t h e  g r o w t h  r e m o v e d ,  a n d  t h e  c u l t u r e  f i l t r a t e  d i l u t e d  

w i t h  u n i n o c u l a t e d  PM m ed ium ,  and  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  5^0 mjju 
d e t e r m i n e d .  The r e s u l t s  o f  t h e s e  d e t e r m i n a t i o n s  a r e  shown i n  

FIGURE 1 6 ,  a n d  s u g g e s t  t h a t  a  v e r y  r e a l  d i f f e r e n c e  i n  p h y s i o ­

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

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

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

p r o d u c t i o n .

L e r n e r  h a s  i n d i c a t e d  t h a t  a  number  o f  p a th w a y s  e x i s t  

f o r  t y r o s i n e  o x i d a t i o n  ( 6 5 ,  6 6 ) .  I n  a n i m a l  t i s s u e s  t y r o s i n e  

may u n d e r g o  t r a n s a m i n a t i o n  w i t h  o C - k e t o g l u t a r a t e , and t h e  k e t o  

a c i d  p r o d u c e d  may be f u r t h e r  d e g r a d e d  t o  y i e l d  a c e t o a c e t i c  

a n d  f u m a r i c  a c i d s  ( 6 6 ) .  I n  t h e  t r u e  t y r o s i n a s e  r e a c t i o n ,  

t y r o s i n e  i s  o x i d i z e d  t h r o u g h  d i h y d r o x y p h e n y l a l a n i n e  ( d o p a )  

t o  a n  i n d o l e - l i k e  i n t e r m e d i a t e  and  f i n a l l y  p o l y m e r i z e d  t o  

m e l a n i n  ( 6 6 ) .  T h i s  l a t t e r  r e a c t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  i n  some
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R ela tiv e  pigment concentration

Fig# R ela tion sh ip  between o p t ic a l d en sity  and pigment
concentration  a t a number of wavelengths.
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Actinomycete cu lture

F ig# l 6 Pigment formation by a group o f non-pathogenic ( S) 
and pathogenic (P) actinom ycete cu ltu res .
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d e t a i l ,  a n d  t h e  d a t a  r e v e a l  t h a t  t h e  i n i t i a l  s t e p  i n  t h e  

r e a c t i o n  ( t y r o s i n e  — >— d o p a )  i s  s l o w  and  may be r a t e —l i m i t i n g 5 

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

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

The o x i d a t i o n  o f  t y r o s i n e ,  a l o n e  an d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  

o f  o ( - k e t o g l u t a r a t e  o r  c a t a l y t i c  q u a n t i t i e s  ( 5/ c M / f l a s k )  o f  

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

s t r a i n  P 2 9 * T y r o s i n e  was a d d e d  a s  a  s u s p e n s i o n  o f  c r y s t a l s  

( 0 . 2 ^ m l . / f l a s k )  an d  ° C - k e t o g l u t a r a t e  was a d d e d  a t  t h e  r a t e  

o f  ^0m*M / f l a s k .  The r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  shown i n  FIGURES 

17  a n d  1 8 .

T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  o x i d a t i o n  o f  t y r o s i n e  and  

c ( - k e t o g l u t a r a t e  a p p a r e n t l y  p r o c e e d e d  i n d e p e n d e n t l y ,  s i n c e  

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

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

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

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

l o n g  t h e  i n d u c t i o n  p e r i o d .  A more s i g n i f i c a n t  p o i n t ,  h o w e v e r ,  

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

v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t y r o s i n e  a l o n e  -  a  c o n d i t i o n  t o  be 

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

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  f o r m e r  w e re  n o t  l i m i t i n g .  No e x p l a n a ­

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

s e r v e d  w i t h  d o p a .  The p r e p a r a t i o n  u s e d  was a r a c e m i c  (DL) 

m i x t u r e .  L e r n e r  ( 6 6 ) r e p o r t e d  t h a t  t h i s  may n o t  be a s  a c t i v e  

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

t h e  W a rb u rg  v e s s e l s  r e v e a l e d  n e g l i g i b l e  g l u t a m a t e  f o r m a t i o n
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P ig . 17 Oxygen uptake by 22-hour homogenate (O.63 mgm.
N /f la s k ) . Dopa#—— • , ty r o s in e s  tyrosin e
p lus dopa x x. C alculated value for  the
sim ultaneous ox id ation  o f tyrosin e  plus dopav v-.
Endogenous uptake (209>m.1* a t 120 m in .) subtracted.
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Pig* 18 Oxygen uptake by 22-hour homogenate (0*70 mgm*
N /fla sk )#  <<-ket oglu tar ate • ty r o s in e s -----A ,
<*-ketoglutarate p lus tyrosin e  x-----* ,  and
glutam ate o  o .  Calculated value for the
sim ultaneous ox id ation  o f tyrosin e  plus oC-keto-
g lu ta ra tev  Endogenous uptake (2f?5?^l. at
120 min#) subtracted#
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i n  t h e e C - k e t o g l u t a r a t e  H- t y r o s i n e  f l a s k s *  S i m i l a r  n e g a t i v e  

d a t a  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  c e l l  e x t r a c t s .  U n d e r  s i m i l a r  c o n d i ­

t i o n s  a l a n i n e  a n d  v a l i n e  c o u l d  be shown t o  c o n t r i b u t e  t o  

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

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

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

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

i n  t h e  f l a s k s  w h i c h  a l s o  c o n t a i n e d  a d d e d  « C - k e t o g l u t a r a t e *

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

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

b u t  n o  o x i d a t i o n  o f  d o p a  c o u l d  be  shown o v e r  a  2 h o u r  o b s e r ­

v a t i o n  p e r i o d .  No m e l a n i n  f o r m a t i o n  was o b s e r v e d  i n  a n y  o f  

t h e  W a rb u rg  v e s s e l s .  F u r t h e r  w o rk  i s  p l a n n e d  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  t h i s  f a i l u r e  t o  o x i d i z e  d o p a  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a l l  

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

D i s c u s s i o n

R e c e n t  r e p o r t s  on  m a n o m e t r i c  i n v e s t i g a t i o n s  u s i n g  

S .  g r i s e u s  (15", *+6) an d  S .  n i t r i f i c a n s  ( 7 2 )  r e v e a l  t h a t  

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

s i m i l a r  t o  t h a t  shown i n  t h e  p r e s e n t  w ork  w i t h  S .  s c a b i e s .

The p r e s e n t  d a t a  a r e  c o n s o n a n t  w i t h  t h e  o p e r a t i o n  o f  a  K r e b ' s  

c y c l e  i n  t h e  t e r m i n a l  o x i d a t i v e  p a th w a y  a l t h o x i g h  m a n o m e t r i c  

d a t a  a l o n e  c o n s t i t u t e  i n s u f f i c i e n t  e v i d e n c e  t o  a d v a n c e  a s

p r o o f  o f  t h i s  ( 2 8 ) .

E n d o g e n o u s  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  was q u i t e  h i g h ,  a f i n d ­

i n g  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  o t h e r s  w o r k i n g  ^ i t h
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a c t i n o m y c e t e s  (15* 2 8 , 7 2 ) ,  and  was a c c o m p a n ie d  by  a n  i n c r e a s e  

i n  NPN a s  d e t e r m i n e d  b y  p a r t i t i o n  w i t h  TCA. T h i s  l a t t e r  

o b s e r v a t i o n  s u p p o r t e d  t h e  c o n t e n t i o n  d ra w n  f r o m  R .Q .  d a t a  

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

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

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

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

g e n o u s  r e s e r v e  m a t e r i a l  may be h e t e r o g e n o u s  i n  n a t u r e .  A t ­

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

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

d e c r e a s e .

The s h o r t  s t a r v a t i o n  p e r i o d  e m p lo y e d  i n  much o f  t h i s  

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

f o u n d  v a l u a b l e  w i t h  S .  n i t r i f i c a n s  ( 7 2 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  

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

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

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

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

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

i m p o s s i b l e  t o  d e m o n s t r a t e .

I n  t h o s e  e x p e r i m e n t s  i n  w h ic h  e x o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  

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

t h e  o x i d a t i o n s  w e re  i n c o m p l e t e .  Low NH3 r e c o v e r i e s  d u r i n g  

a m in o  a c i d  o x i d a t i o n  o b s e r v e d  by  o t h e r  w o r k e r s  ( 1 0 , 1 1 ) w ere  

i n t e r p r e t e d  a s  i n d i c a t i n g  o x i d a t i v e  a s s i m i l a t i o n .  D e f i n i t i v e  

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

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

i g a t i o n s .  The u s e  o f  h i g h  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  t o  o b t a i n  

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

on t h i s  p o i n t .

C e l l u l a r  i m p e r m e a b i l i t y  t o  a d d e d  s u b s t r a t e s  i s  a  s o u r c e  

o f  d i f f i c u l t y  i n  much r e s p i r a t i o n  w o rk  ( 2 8 , H5 , 6 2 , 8 2 ) .

Timbre i t  ( 1 0 0 )  i n d i c a t e d  t h a t  c i t r a t e ,  i s o c i t r a t e ,  o x a l o s u c -  

c i n a t e , a n d  © C - k e t o g l u t a r a t e  w e re  a p p a r e n t l y  n o t  m e t a b o l i z e d  

by  I n t a c t  c e l l s  o f  E .  c o l i  w h e r e a s  compounds  o f  t h e  K r e b * s  

c y c l e  b e l o w  < = C - k e t o g l u t a r a t e  d i d  p e n e t r a t e  a n d  c o u l d  be  shown 

t o  be o x i d i z e d  b y  c e l l  s u s p e n s i o n s .  G i lm o u r  e t  a l .  (H6 ) 

o b s e r v e d  t h e  f a i l u r e  o f  S .  g r i s e u s  t o  o x i d i z e  s u c c i n a t e ,  

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

v e r y  h i g h  o r  t h e  m y c e l iu m  was p r e i n c u b a t e d  w i t h  t h e  s u b s t r a t e .  

I n  t h e  p r e s e n t  w o rk  < > C -k e to g lu ta ra te  o x i d a t i o n  h a s  b e e n  d i f ­

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

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

e m p lo y e d  ( 5 8 ,  9 9 ) .  Kann  a n d  M i l l s ,  f o r  e x a m p l e ,  w ere  a b l e  t o  

show o C - k e t o g l u t a r a t e  o x i d a t i o n ,  b u t  w ere  u n a b l e  t o  demon­

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

t u l a r e n s i s  ( 6 2 ) .

The l a g  p e r i o d s  o c c u r r i n g  b e f o r e  maximum o x i d a t i v e  

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

v e s t i g a t i o n s .  B a c k  and  M i t c h e l l  ( 5 )  e x p l a i n e d  t h e i r  o b s e r v a ­

t i o n s  on t h e  b a s i s  o f  " t e m p o r a r y  i m p e r m e a b i l i t y "  w h i l e  o t h e r  

w o r k e r s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  p r o c e s s  i n v o l v e d  was a n  e n e r g y -  

r e q u i r i n g  " a d a p t a t i o n "  ( 3 ) »  G e r h a r d t  e t  a l .  (^+5) s u g g e s t e d
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s e v e r a l  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s  t o  t h e  p r o b l e m  ( v a r i a t i o n  o f  

pH, e s t e r i f i c a t i o n  o f  s u b s t r a t e s ,  a l t e r a t i o n  o f  c e l l u l a r  

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

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

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

o r  d e n y  t h e  c o n c e p t  o f  " a d a p t i v e  t r a n s p o r t 11 p r o p o s e d  by  

W i l l i a m s  a n d  W i l s o n  ( 1 0 5 ,  1 0 6 ) .

D u r i n g  t h e  m a l o n a t e  i n h i b i t i o n  e x p e r i m e n t s  a t t e m p t s  

w e r e  made t o  d e m o n s t r a t e  s u c c i n a t e  a c c u m u l a t i o n  by  p a p e r  

c h r o m a t o g r a p h y  ( 3 2 ) when  c e l l  h o m o g e n a t e s  w e re  i n c u b a t e d  

w i t h  g l u t a m a t e  a n d  m a l o n a t e .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e re  n o t  

s u c c e s s f u l .  S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  w e re  r e p o r t e d  by  M arr  e t  

a l .  ( 6 8 ) who c o n c l u d e d  t h a t  t h e  i n i t i a l  s t e p  i n  g l u t a m a t e  

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

The o x i d a t i o n  o f  < - k e t o g l u t a r a t e  o b t a i n e d  w i t h  o l d e r  

c e l l  h o m o g e n a t e s  p r e s e n t s  a n  a p p a r e n t  a n o m a ly  i n  t h a t  t h e  

r e s p i r a t i o n  r a t e  w as  much l o w e r  t h a n  t h a t  o f  e i t h e r  g l u t a m a t e  

o r  s u c c i n a t e .  S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  h ave  b e e n  made w i t h  

P .  t u l a r e n s i s  ( 6 2 )  a l t h o u g h  w i t h  t h i s  o r g a n i s m  t h e  r a t e  o f  

s u c c i n a t e  o x i d a t i o n  was a l s o  l o w .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e s e  

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

G i l m o u r  e t  a l .  (*+6 ) h a v e  show n t h a t  p r o g r e s s i v e l y  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  o C - k e t o g l u t a r a t e  r e s u l t e d  i n  c o r r e s p o n d i n g l y  

i n c r e a s e d  r a t e s  o f  o x i d a t i o n  b y  S* g r i s e u s  s u s p e n s i o n s .
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CELL EXTRACTS AND DYE REDUCTION

The t y p i c a l  l a g s  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  a  num ber  o f  s u b ­

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

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

p r o m p t e d  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  m y c e l i a l  e x t r a c t s .  A num ber  

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

e x t r a c t s  ( 5 8 )  a n d  o f  t h e s e  g r i n d i n g  w i t h  a n  a b r a s i v e  ( s a n d ,  

g l a s s  o r  a l u m i n a )  a p p e a r e d  t o  be  m o s t  p r o m i s i n g .  I t  was 

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

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

i s  g e n e r a l l y  o b t a i n e d  o n l y  a f t e r  some r e c o n s t r u c t i o n  ( 5 8 ,  8 2 , 

9 7 ) *

E x p e r i m e n t a l  M e th o d s  a n d  R e s u l t s

G r i n d i n g  i n  a  m o r t a r  w i t h  s a n d  a n d  i n  a  g l a s s  hom o gen -  

i z e r  w i t h  a l u m i n a  was t r i e d ;  t h e  l a t t e r  a p p e a r e d  t o  be t h e  

m o s t  r e l i a b l e ,  a n d  was u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  w o r k .  The m y c e l ­

ium was h a r v e s t e d  a n d  w a sh e d  w i t h  s a l i n e  o r  KC1 s o l u t i o n  

( 0 . 0 2  p e r c e n t )  i n  t h e  c e n t r i f u g e ,  t h e n  g ro i in d  f o r  1 0  m i n u t e s  

w i t h  a n  e q u a l  v o lu m e  o f  a l u m i n a  i n  a  g l a s s  h o m o g e n i z e r  c h i l l ­

ed  i n  a n  i c e  b a t h .  The d i s r u p t a t e  was e x t r a c t e d  w i t h  

p h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 * 0 ,  0 . 0 2 5  M) and  c e n t r i f u g e d  a t  a p p r o x ­

i m a t e l y  1 6 0 0  XG f o r  5 t o  10  m i n u t e s .  The e x t r a c t s  w ere  

m a i n t a i n e d  i n  a n  i c e  w a t e r  b a t h  u n t i l  u s e d .

A n um b er  o f  a t t e m p t s  were made t o  o b t a i n  c e l l  e x t r a c t s  

c a p a b l e  o f  b r i n g i n g  ab o u t  o x y g e n  u p tak e  i n  W a rb u rg  v e s s e l s .  

P r e p a r a t i o n s  o b t a i n e d  w i t h  g l a s s  pow der  or a lum ina  do show



-  68 -

a  s m a l l  e n d o g e n o u s  u p t a k e  b u t  l i t t l e  o r  no  s t i m u l a t i o n  was 

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

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

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

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

t i v e  s y s t e m  ( 7 1 ) ,  b u t  n o  s i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  was o b s e r v e d .  

The a d d i t i o n  o f  M g i o n s  was  a l s o  w i t h o u t  e f f e c t .  A c t i v i t y  

w a s  o b s e r v e d  o n l y  w i t h  e x t r a c t s  f r o m  young  (1 , 2- d a y )  c e l l s ,  

a n d  u s u a l l y  d i d  n o t  p e r s i s t  b e y o n d  30  m i n u t e s  a f t e r  t h e  

e q u i l i b r a t i o n  p e r i o d .

The f a i l u r e  o f  c e l l  e x t r a c t s  t o  u s e  o x y g e n  a s  a n  e l e c t r o n  

a c c e p t o r  p r o m p t e d  t h e  u s e  o f  a n  a r t i f i c i a l  c a r r i e r  ( 3 3 , 7 1 )* 

F o l l o w i n g  t h e  s u g g e s t i o n  o f  t h e  w o rk  o f  N i c k e r s o n  and  Mohan 

(7 5 )  e n d  C a s i d a  a n d  K n i g h t  ( 2 0 )  t h e  dye  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  ( p h e n o l - i n d o - 2 : 6  d i c h l o r o p h e n o l ,  B . D . H . )  was  c h o s e n .  

A u t o - o x i d a t i o n  o f  t h i s  dye  i s  n e g l i g i b l e  (5 3 )  s o  t h a t  t h e  

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

( T h u n b e r g  t e c h n i q u e )  i s  a v o i d e d .  The r e l a t i v e l y  lo w  a b i l i t y  

o f  t h e  e x t r a c t s  t o  u s e  O2 a s  a  t e r m i n a l  a c c e p t o r  made s u c c e s s ­

f u l  u s e  o f  t h e  dye  more  l i k e l y .

R e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  1 2 x 7 5  mm c u v e t t e s  w i t h  a  

C o le m a n  j u n i o r  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  P h o s p h a t e  b u f f e r  (pH 7 # 0 ,  

0 . 0 2 5  M),  s u b s t r a t e  and  e x t r a c t  w e re  a d d e d ,  m ix e d  b y  i n v e r s i o n ,  

a n d  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  t h e  m i x t u r e  s e t  t o  z e r o .  The dye  

was t h e n  a d d e d ,  m ixed  b y  i n v e r s i o n ,  a n d  t h e  d e c o l o r i z a t i o n  

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

6 0 0  m/JL (&0 .D .  6 0 0 ) o v e r  a  Pe r i o d  o f  t i m Q * ThG d ye c o n c e n t r a ­
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t i o n  i n i t i a l l y  u s e d  was 0 . 0 0 2  p e r c e n t  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) #  

Some r e a c t i o n s  w e re  c a r r i e d  o u t  w i t h  a  f i n a l  dye  c o n c e n t r a t i o n  

o f  0 . 0 1 3  p e r c e n t  s o  t h a t  a  more f a v o r a b l e  p o r t i o n  o f  t h e  

s p e c t r o p h o t o m e t e r  s c a l e  w as  e m p l o y e d .

As i n  t h e  m a n o m e t r i c  w o rk  i t  w as  a p p a r e n t  t h a t  you n g  c e l l  

m a t e r i a l  w o u l d  p r o d u c e  t h e  m o s t  a c t i v e  e x t r a c t .  One o r  2 - d a y  

c e l l s  g a v e  a c t i v e  p r e p a r a t i o n s  h u t  no  a c t i v i t y  c o u l d  be 

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

T y p i c a l  d y e  r e d u c t i o n  r e s u l t s  a r e  sh o w n  i n  FIGURE 1 9 .

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

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

g e n o u s  r a t e .  No i n c r e a s e  i n  r a t e  c o u l d  be show n f o r  a c e t a t e .  

A t t e m p t s  t o  11 s p a r k ” a c e t a t e  o x i d a t i o n  b y  t h e  u s e  o f  a c i d s  

( s u c c i n a t e ,  f u m a r a t e )  w e re  n o t  s u c c e s s f u l . .

The a c t i v i t y  o f  e x t r a c t s  may be c o m p a r e d  by m e a s u r i n g  

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

t h e  r e a c t i o n .  ( T h i s  i s  e s s e n t i a l l y  t h e  m e th o d  o f  E n g l e s b e r g  

an d  L e v y ) .  TABLE 1 0  show s t h a t  a n  a p p r o x i m a t e l y  s t r a i g h t -  

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

am o u n t  o f  e x t r a c t  u s e d  i n  t h e  r e a c t i o n .  A maximum i s  r e a c h e d  

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

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

A n u m b er  o f  a t t e m p t s  t o  show d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  

w i t h  o ^ - k e t o g l u t a r a t e  w e re  u n s u c c e s s f u l .  The i n t e r p r e t a t i o n  

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

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

t r a c t s  w e re  f o r t i f i e d  w i t h  DPN i n  a n  e f f o r t  t o  b r i n g  a b o u t
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P ig . 19 Reduction o f  2 ,6 -d ich lorop h en o l indophenol (0 .02$)
by 0#5 and 0 .7  ml# o f  ex tra c t from l|Ij.-hour mycelium. 
Endogenous •  su ccin a te  10>tM a a .
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TABLE 10

RELATIONSHIP BETWEEN THE AMOUNT OF EXTRACT 

AND THE RATE OF DYE REDUCTION

E x p t # E x t r a c t

ml*

AO.D. 1 - 2  *
6  0 0

o b s e r v e d
* *

c a l c u l a t e d

1 0 .5 1 2 0 -

0 . 6 136 1 4 4

0 .7 1 6 4 1 6 8

0 . 6 1 7 0 1 9 2

2 0 .3 1 3 9
1•
i

0.1*. 187 184 j

o .5 208 2 3 0  j
1

3 0 .3 108

0 . 14. 135 1 4 4  ;

.

0 .5
(

185

OCOH

* 0 .5 39
:

[ 0*7 49
j

46 )

0 . 9 56 59 j
| 1 . 1 73 i 7 2  i
____  — ............ ..  ... - i-  -------------1

% c h a n g e  i n  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  6 0 0  m/4. b e t w e e n  
1 a n d  2 m i n u t e s .  ( x l 0 " 3 )

* *  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  o b s e r v e d  v a l u e  w i t h  t h e  
l e a s t  a m o u n t  o f  e x t r a c t  u sed *



a c t i v i t y  a g a i n s t  ° 6 - k e t o g l u t a r a t e . The r e s u l t s  o f  s u c h  a n  

e x p e r i m e n t  a r e  show n i n  FIGURE 2 0 ,  a n d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

a d d i t i o n  o f  DPN w i l l  a l l o w  f o r  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  d e h y d r o ­

g e n a s e  a c t i v i t y  w i t h  o C - k e t o g l u t a r a t e . A d d i t i o n  o f  DPN a l s o  

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

a s  show n i n  TABLE 11* W i th  some e x t r a c t s  a c t i v i t y  c a n n o t  be 

show n a g a i n s t  t h e s e  l a t t e r  com pounds  w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  

p y r  i d  i n e  n u c  l e  o t  i d  e .

D i s c u s s i o n

The f a i l u r e  t o  d e m o n s t r a t e  a p p r e c i a b l e  0 2 u p t a k e  w i t h  

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

i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d  s i m i l a r  d i f f i c u l t i e s  (5*+, 7 2 ,  7 5 )  • I t  

i s  b e l i e v e d  t h a t  f u r t h e r  m e t h o d s  o f  r e c o n s t r u c t i o n  ( 5 8 ,  8 1 , 9 6 )  

o r  t h e  a d d i t i o n  o f  p r o t e c t i v e  p r o t e i n  ( 6 7 , 81 )  may p r o v e  o f  

v a l u e .  O t h e r  e x p e r i m e n t a l  w o r k  h a s  shown t h a t  p h e n a z i n  

d e r i v a t i v e s  may b e  more e f f e c t i v e  c a r r i e r s  t h a n  i s  m e t h y l e n e  

b l u e  ( 2 8 ,  3 3 ) .

T h r o u g h o u t  t h e  i n v e s t i g a t i o n  i t  was a p p a r e n t  t h a t  t h e  

e n d o g e n o u s  a c t i v i t y  o f  e x t r a c t s  was v e r y  h i g h .  T h i s  was 

p r o b a b l y  due  i n  p a r t  t o  t h e  s i g n i f i c a n t  q u a n t i t i e s  o f  am ino  

a c i d s  i n  t h e  e x t r a c t s .  O t h e r s  have  r e d u c e d  s u c h  a c t i v i t y  

b y  d i a l y s i s  ( 8 2 )  a l t h o u g h  t h i s  p r o c e d u r e  g e n e r a l l y  a d d s  t o  

t h e  r e c o n s t r u c t i o n  p r o b l e m s  m e n t i o n e d  a b o v e  ( 2 0 ,  29). D a t a  

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

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

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

p r o b l e m .

C e l l  e x t r a c t s  w e re  a b l e  t o  b r i n g  a b o u t  a n  i m m e d ia t e  dye 

r e d u c t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  of* s u c c i n a t e ;  t h u s ,  t h e  l a g  p e r i o d s  

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

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

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

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

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

a c r o s s  t h e  c e l l  m em b ra n e .

The f a c t  t h a t  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  on  g l u t a m a t e  was 

c o n s i d e r a b l y  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  c C - k e t o g l u t a r a t e  

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

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

t h i s  2 . 0  m l .  s a m p l e s  o f  c e l l  e x t r a c t  w e re  i n c u b a t e d  i n  b u f f e r  

a l o n e  a n d  w i t h  a d d e d  g l u t a m i c  a c i d  (100/<.M).  To b o t h  r e a c t i o n  

m i x t u r e s  2 . 5  mgm*. o f  DPN w e re  a d d e d .  A f t e r  2 h o u r s  a t  room 

t e m p e r a t u r e  t h e  r e a c t i o n  was s t o p p e d  a n d  t h e  m i x t u r e s  d e -  

p r o t e i n i z e d  w i t h  TCA, a n d  t h e  s u p e r  n a t e s  e x a m in e d  f o r  k e t o  

a c i d s  b y  t h e  m e th o d  o f  C a v a l l i n i  a n d  F r o n t a l i  ( 2 1 ) .  Chroma­

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

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

t r a t i o n  i n  t h e  m i x t u r e  t o  w h i c h  g l u t a m a t e  h a d  b e e n  a d d e d .

T h i s  e x p e r i m e n t  showed t h a t  t h e  o r g a n i s m s  w ere  a b l e  t o  c a r r y

o u t  t h e  r e a c t i o n  g l u t a m a t e    ©£—k e t o g l u t a r a t e , an d  s u p p o r t s

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

The s t i m u l a t i o n  i n  t h e  a c t i v i t y  on f u m a r a t e  c a u s e d  by
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t h e  a d d i t i o n  o f  DPN w as  p r o b a b l y  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  c o f a c t o r  

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

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

a  p h y c o m y c e t e  ( 1 9 ) ;  h o w e v e r ,  t h e s e  e x t r a c t s  a l s o  showed 

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

The d i s r u p t i o n  a n d  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  u s e d  w ere  

a d m i t t e d l y  i n e f f i c i e n t .  S i m i l a r  a l u m i n a - g r i n d i n g  m e th o d s  

h a v e  b e e n  shown t o  r e s u l t  i n  r e c o v e r i e s  o f  o n l y  10  t o  2 ?  

p e r c e n t  o f  t h e  o r i g i n a l  N p r e s e n t  i n  A z o t o b a c t e r  c e l l s  ( 5 2 ) .  

T h e s e  a u t h o r s  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  t h e  m e th o d  c o u l d  n o t  be 

s t a n d a r d i z e d  a n d  t h a t  n o  d e f i n i t e  f r a c t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  

o f  t h e  i n t a c t  c e l l  c o u l d  be  a s s u r r e d  i n  t h e  e x t r a c t .  L i n d -  

s t r o m  ( 6 7 )  n o t e d  t h a t  d u r i n g  a l u m i n a  g r i n d i n g  much p r o t e i n  

w as  l o s t  by  a d s o r p t i o n .  E x t r a c t s  p r e p a r e d  by  t h e  more 

e f f i c i e n t  s o n i c  v i b r a t i o n  m e th o d  c o n t a i n e d  a  l a r g e r ,  r e ­

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

show n t o  r e q u i r e  l e s s  r e c o n s t i t u t i o n  f o r  maximum a c t i v i t y  ( 5 2 ) .
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TRAN SAMINATION

I n t r o d u c t i o n

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

on  a  g l u e o s e - a s p a r a g i n e - s a l t s  m edium . T h i s  o b s e r v a t i o n  s u g ­

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

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

i s  b e l i e v e d  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  ( 6 9 , 7 0 ) .  A num ber  o f  

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

t h e s e  c u l t u r e s  t o  c a u s e  t r a n s a m i n a t i o n .

M e th o d s

I n  m o s t  o f  t h e  w o rk  t o  be r e p o r t e d  c e l l  e x t r a c t s  w e re  

u s e d .  T h e s e  w e r e  o b t a i n e d  by  g r i n d i n g  t h e  m y c e l iu m  w i t h  

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

on  dye  r e d u c t i o n .  I n i t i a l l y  t h e  r e a c t i o n s  w e re  c a r r i e d  o u t  

i n  e v a c u a t e d  T h u n b e r g  t u b e s ,  b u t  e s s e n t i a l l y  t h e  same r e s u l t s  

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

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

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

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

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

m u s t  b e  t a k e n  t o  e n s u r e  t h i s  c o n d e n s a t e  i s  w a sh e d  down an d  

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

p o s s i b l e  d i s t o r t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r e l a t i o n s  when 

a n a l y s e s  a r e  c a r r i e d  o u t .

E x t r a c t s  w e re  a d d e d  t o  t u b e s  c o n t a i n i n g  N H ^ - d o n o r ,  k e t o  

a c i d  and  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 0 . 0 2 ?  K, pH 7 - 0 ) .  N e u t r a l i z e d
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s o l u t i o n s  o f  a m in o  a n d  k e t o  a c i d s  w e re  a d d e d  t o  e s t a b l i s h  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  j O / i M / m l .  E x t r a c t  was a d d e d  a t  r a t e  

o f  0 . 2 5  m l . / m l .  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  u n l e s s  o t h e r w i s e  n o t e d .  

T u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  37  C. S u i t a b l e  

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

TUBE nh2 - dongr KETO ACID BUFFER EXTRACT

1 4 +- 4 - 4

2 — H- 4 +-

3 — *4 4-
k — — + +-

5 H- b o i l e d

Tube  1 r e p r e s e n t s  t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  m i x t u r e ;  a 

s a m p le  w as  r e m o v e d  f r o m  t h i s  m i x t u r e  a t  z e r o  t i m e  a n d  i s  

d e s i g n a t e d  a s  t u b e  1 °  i n  s u b s e q u e n t  a n a l y s e s .  Tube 5 c o n t a i n ­

e d  b o i l e d  e x t r a c t  ( 5  m i n u t e s )  an d  was i n c l u d e d  t o  e n s u r e  t h a t  

t h e  r e a c t i o n  w as  e n z y m a t i c  i n  n a t u r e .  T u b e s  2 ,  3? an d  4 ,  i n  

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

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

p r o d u c t  f o r m e d  ( s e e  l a t e r  d i s c u s s i o n ) .  At  t h e  en d  o f  t h e  

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

t h e  t u b e s  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  5 m i n u t e s  o r  s t e a m i n g  

t h e  t u b e s  f o r  10  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  c o n t e n t s  w e re  c o o l e d  

an d  s e t  a s i d e  f o r  e x a m i n a t i o n .

R e a c t i o n  m i x t u r e s  w e re  a n a l y s e d  by  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  

w i t h  Whatman No. k p a p e r  and  w a t e r - s a t u r a t e d  p h e n o l  a s  t h e  

s o l v e n t  ( 1 2 ) .  D e v e l o p m e n t  was c a r r i e d  o u t  by  t h e  d e s c e n d i n g
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m e t h o d ;  t h e  c a b i n e t  was h e l d  i n  a n  i n c u b a t o r  a t  ^ 2 6  C .  

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

p e n d e d  i n  f r o n t  o f  a  f a n  a n d  a l l o w e d  t o  d r y  a t  room t e m p e r a ­

t u r e  ( 4 2 ) .  P a p e r s  w e r e  s p r a y e d  w i t h  0 . 1  p e r c e n t  e t h a n o l i c  

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

24  h o u r s .  When r a p i d  r e s u l t s  w e re  r e q u i r e d  t h e  p a p e r s  w ere  

h e l d  i n  f l o w i n g  s t e a m  f o r  a b o u t  1 m i n u t e  t o  a l l o w  f o r  more 

r a p i d  c o l o r  d e v e l o p m e n t .

Where  s e m i - q u a n t i t a t i v e  r e s u l t s  w e re  d e s i r e d ,  e q u a l  

s i z e  s p o t s  ( c o n t a i n i n g  t h e  a m in o  a c i d )  w e re  c u t  o u t  o f  t h e  

p a p e r  a n d  t h e  c o l o r  e x t r a c t e d  b y  s h a k i n g  w i t h  ?0  p e r c e n t  

( v / v )  a q u e o u s  e t h a n o l .  The o p t i c a l  d e n s i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  

s o l u t i o n  was d e t e r m i n e d  w i t h  a  C o lem an  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  

a  wave l e n g t h  o f  ?70  m>U. B l a n k  v a l u e s  w e re  o b t a i n e d  w i t h  

e x t r a c t s  f r o m  a  p a p e r  s p o t  o f  e q u a l  a r e a  c u t  f r o m  t h e  same 

s h e e t .  S u c h  a  m e th o d  h a s  b e e n  shown t o  h a v e  a n  a c c u r a c y  o f  

i t  7 p e r c e n t  ( 6 0 ) .

I n  t h i s  w o r k  i t  was  f o u n d  t h a t  w i t h i n  a  c h r o m a t o g r a p h i c  

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

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

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

f o r  a m o u n t s  o f  g l u t a m i c  a c i d  u p  t o  13y * M /m l.  The v a l u e s ,  

h o w e v e r ,  c a n n o t  be  c o m p a re d  f r o m  d ay  t o  d a y  b e c a u s e  o f  v a r i a ­

t i o n  i n  t h e  d e p t h  o f  c o l o r  f o r m e d .

R esu lts  and D iscu ssion

The a b i l i t y  o f  e x t r a c t s  f r o m  1 and 2 - d a y  c e l l s  g row n i n  

PMG medium t o  t r a n s f e r  t h e  NH2- g r o u p  t o  <*-ke t  o g l u t  a r  a t e  f r o m
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a l a n i n e ,  g l y c i n e ,  a n d  a s p a r t i c  a c i d  i s  shown i n  FIGURES 21 

a n d  22* T h e s e  e x t r a c t s  w e re  o f  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same a c t i v ­

i t y ;  t h e  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  w i t h  a l a n i n e  and g l y c i n e  w ere  

n o t  b e l i e v e d  t o  b e  s i g n i f i c a n t .  Some q u a n t i t a t i v e  v a r i a t i o n  

w as u s u a l l y  n o t e d  e v e n  when  s i m i l a r l y  p r e p a r e d  e x t r a c t s  w ere  

u s e d .

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

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

g l u t a m i c  a c i d  w e re  p r o d u c e d .  T h i s  made t h e  e v a l u a t i o n  o f  

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

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

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

o f  ^ C - k e t o g l u t a r a t e  a l o n e  t h e r e  was  g e n e r a l l y  a  g r e a t e r  f i n a l  

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

T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  some m a t e r i a l  i n  t h e  e x t r a c t  was s u p p l y i n g  

NH2“ Srcru Ps f o r  g l u t a m a t e  s y n t h e s i s .  I n  a n  e f f o r t  t o  r e d u c e  

t h i s  a c t i v i t y ,  3 * 5  m l .  o f  e x t r a c t  w e re  d i a l y z e d  a g a i n s t  50 m l .  

o f  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 0 . 0 2 5  M, pH 7 . 0 )  i n  t h e  c o l d  f o r  2 h o u r s  

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

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

m a te  f o r m a t i o n  w i t h  a s p a r t a t e  and  a l a n i n e  a s  N ^ - d o n o r s .

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  shown i n  FIGURE 2 3 .

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

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

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

t h e  a s p a r t a t e - g l u t a m a t e  s y s t e m  w ere  r e n d e r e d  more d e c i s i v e .  

R e s u l t s  w i t h  t h e  a l a n i n e - ^ C - k e  t o g l u t a r a t e  s y s t e m  w ere  n o t
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1 ° 1  2 3 4 5  1°  1 2 3 4 5
Tube

0 * 1 "

0 .0 5

i °  1 2 3 4 5  i °  1 2 3 4 5
Tube

Fig* 23 Formation o f glutam ate from -k eto g lu ta ra te  plus  
asp artate  (A, B) or alanine (X, Y)* Charts A, X
show re a c tio n  w ith o r ig in a l ex tra ct ( 1.15 mgm. N/ml*)
B, Y rea c tio n  with d ia lyzed  ex tra ct (0*70 mgm. N /m l.)*
For tube contents see  "Methods11*
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s i g n i f i c a n t l y  c h a n g e d .  The l a t t e r  s y s t e m ,  h o w e v e r ,  was  o f  

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

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

t h e  e x t r a c t  f r o m  1.15" m g m . /m l .  t o  0 * 70  m g m . / m l . , a  r e d u c t i o n  

o f  a p p r o x i m a t e l y  Wo p e r c e n t #  I n  s e v e r a l  o t h e r  e x p e r i m e n t s  

t h e  p r o t e i n  ( p r e c i p i t a t a b l e ) and  n o n - p r o t e i n  ( s o l u b l e )  

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

v o lu m e  o f  20  p e r c e n t  TCA an d  s u b s e q u e n t  n i t r o g e n  d e t e r m i n a ­

t i o n s  b y  t h e  K j e l d a h l  m e t h o d .  The NPN o f  s e v e r a l  e x t r a c t s  

was f o u n d  t o  v a r y  b e t w e e n  3 5  an d  60  p e r c e n t  o f  t h e  t o t a l  

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

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

p h e n o l ,  a l o n e  and  w i t h  a d d i t i o n s  o f  known am in o  a c i d  s o l u t i o n s .  

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

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

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

a l a n i n e ,  a n d  l e u c i n e .  O t h e r  n i n h y d r i n - p o s i t i v e  m a t e r i a l s  

g i v i n g  l e s s  w a l l  d e f i n e d  s p o t s  w e re  a l s o  p r e s e n t .  E v i d e n t l y  

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

o f  o C - k e t o g l u t a r a t e  a l o n e ,  c o u l d  g i v e  r i s e  t o  g l u t a m i c  a c i d  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  a n  e x o g e n o u s  NH2 - d o n o r .

A n o t h e r  f a c t  w h i c h  becam e e v i d e n t  f r o m  t h e  c h r o m a t o ­

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

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

p e r i o d .  I n  p a r t i c u l a r  i t  was n o t e d  t h a t  s p o t s  c o r r e s p o n d i n g  

t o  t h e  p o s i t i o n s  o f  a l a n i n e  and l e u c i n e  w ere  f o r m e d .  ( T h i s  

o b s e r v a t i o n  i s  b a s e d  on c o m p a r i s o n s  “w i t h  t h e  a n a l y s e s  o f
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b o iled  co n tro l and zero-tim e con tro l tu b es). An attempt

w as  made t o  d e m o n s t r a t e  t h e  r e a c t i o n :

g l u t a m a t e  -h p y r u v a t e   a l a n i n e  4- ° c - k e t  o g l u  t a r  a t e

b u t  n o  s i g n i f i c a n t  a l a n i n e  s y n t h e s i s  c o u l d  be sh o w n .  I t  i s  

s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  n o n - s p e c i f i c  a p p e a r a n c e  o f  " a m in o  a c i d s "  

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

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

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

b u f f e r  show ed  a n  i n c r e a s e  i n  g r o u p s  o c c u r r e d ,  a n  o b s e r ­

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

I n  dye  r e d u c t i o n  e x p e r i m e n t s  i t  was f o u n d  t h a t  i n  some 

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

q u i c k l y  w h e n  t h e  e x t r a c t  was n o t  k e p t  i n  a n  i c e  w a t e r  b a t h  

u n t i l  u s e d .  P r e v i o u s  d a t a  showed t h a t  i n  some e x p e r i m e n t s  

on  t r a n s a m i n a t i o n  t h e  z e r o  t i m e  c o n t r o l  i n d i c a t e d  g l u t a m a t e  

s y n t h e s i s  ( s e e  FIGURE 2 3 ) ,  an d  s u g g e s t e d  t h a t  t r a n s a m i n a s e  

a c t i v i t y  m i g h t  be v e r y  r a p i d .  An e x p e r i m e n t  was c a r r i e d  o u t  

t o  i n v e s t i g a t e  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  b e t w e e n  a s p a r ­

t a t e  a n d  c C - k e t o g l u t a r a t e . The a m o u n ts  o f  t h e  a d d i t i o n s  t o  

t u b e  1 w e r e  i n c r e a s e d ,  and  a t  i n t e r v a l s  s a m p l e s  w e re  r e m o v e d ,  

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

s c r i b e d .  R e s u l t s  o f  s u c h  a n  e x p e r i m e n t  a r e  shown i n  FIGURE 

2*+. W i t h  t h i s  p a r t i c u l a r  e x t r a c t  t h e  a c t i v i t y  was e s s e n t i a l l y  

c o n s t a n t  o v e r  t h e  2 - h o u r  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  O t h e r  e x p e r i m e n t s  

show ed  t h a t  t h e  a c t i v i t y  may d i m i n i s h  a f t e r  1 h o u r ,  a n d  em­

p h a s i z e  t h e  f a c t  t h a t  c o n s i d e r a b l e  q u a n t i t a t i v e  v a r i a t i o n
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rep resen t glutamate in  the con tro l 
tubes (see  "Methods” ) sampled a t 120 
m inutes. E xtract from 1-day mycelium 
( 1 . 19 mgm. N /m l .  )»
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o c c u r s  b e t w e e n  e x t r a c t s .  PLATE 1 shows a  c h r o m a t o g r a m  o f  a  

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

e d  a t  i n t e r v a l s  u p  t o  90  m i n u t e s .

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

w i t h  0 . 0 2 5  M b u f f e r ,  pH 7 * 0 .  To d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  pH 

on  enzym e a c t i v i t y ,  g r o u n d  m y c e l i u m  was e x t r a c t e d  w i t h  s a l i n e ,  

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

o b t a i n  f i n a l  pH v a l u e s  o f  7 . 0 ,  7 . 5 ,  an d  8 . 0 .  G l u t a m a t e  

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

n o  d i f f e r e n c e s  i n  a c t i v i t y  w e re  n o t e d .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  

a  r a t h e r  b r o a d  pH r a n g e  o f  7 . 0  -  8 . 0  e x i s t s  f o r  t h i s  s y s t e m .

A n u m b e r  o f  n e u t r a l i z e d  a m in o  a c i d  s o l u t i o n s  w e re  p r e ­

p a r e d  a n d  t e s t e d  f o r  a c t i v i t y  a s  NH2 d o n o r s  w i t h  c C -k e to -  

g l u t a r a t e .  The g l u t a m a t e  f o r m a t i o n  w i t h  t h e s e  am in o  a c i d s  

I s  sho w n  i n  FIGURE 25* T r a n s a m i n a t i o n  i s  i n d i c a t e d  w h e re  

t h e  n e t  g l u t a m a t e  f o r m a t i o n  i n  t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

( t u b e  1 — t u b e  b) i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  sum o f  t h e  a m o u n ts

f o r m e d  when  t h e  r e a c t a n t s  a r e  a d d e d  s i n g l y ( t u b e  2 -  t u b e  b ) +

( t u b e  3 —t u b e  *+)J . F rom  t h e s e  d a t a  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  

a s p a r t a t e ,  a l a n i n e , l e u c i n e ,  an d  v a l i n e  c a n  be  u s e d  a s  am ino  

d o n o r s .  T h r e o n i n e  an d  l y s i n e  h a v e  n e g l i g i b l e  a c t i v i t y .

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

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

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

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

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

t r o l  t u b e s .  E x t e n s i v e  work  was n o t  done w i t h  w h o le  c e l l s
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PLATE I .  Chroma to"!* a n  s h o w in g  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  s s o a r t i c -  
g l u t a m i c  t r a n s a n i n a s e  a c t i v i t y  by a m y c e l i a l  h o r n o g e n a te .  The 
f i r s t  6 s p o t s  r e p r e s e n t  a n a l y s e s  o f  t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  s a m p l e d  a t  0 , 1  $ s 3 0 , I l %9o O ,  a n d  oQ m i n u t e s  r e s p e c t ­
i v e l y .  2 , 3 , If and  5 r e p r e s e n t  t h e  c o n t r o l  t u b e s  ( s e e  "I.’e t h o d s ” ) 
s a m p l e d  a t  ° 0  m i n u t e s .  u p p e r  s n o t s  a r e  a s o a r t i c  a c i d ,  l o w e r  
s p o t s  g l u t a m i c  a c i d .
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F i g .  2 5  The f o r m a t i o n  o f  g l u t a m a t e  f r o m  < < - k e t o g l u t a r a t e  
a n d  A - a s p a r t i c ,  B - a l a n i n e ,  C - t h r e o n i n e ,
D - l e u c i n e ,  E - l y s i n e ,  a n d  F - v a l i n e .  B a r s  2 t o  5 
r e p r e s e n t  g l u t a m a t e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  c o n t r o l  
t u b e s  o f  t h e  a s p a r t a t e - g l u t a m a t e  s y s t e m .  I n c u b a ­
t i o n  t i m e  12 0  m i n u t e s .  E x t r a c t  f r o m  1 - d a y  
m y c e l i u m  ( 1 . 2 0  m gm .N /m l .  ) .
F o r  t u b e  c o n t e n t s  s e e  MM e t h o d s " *
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s i n c e  i t  was  b e l i e v e d  t h a t  n e g a t i v e  r e s u l t s  w o u ld  be s u b j e c t  

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

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

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

t o  a c t  a s  N E ^ - d o n o r s  t o  ° C - k e t o g l u t a r a t e  was i n v e s t i g a t e d .  

R e s u l t s  o f  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s e s  o f  g l u t a m a t e  c o n c e n t r a t i o n  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  c o m b in e d  p r e s e n c e  o f  g l u t a m i n e  and  k e t o — 

g l u t a r a t e  d i d  n o t  y i e l d  more g l u t a m a t e  t h a n  t h e  sum o f  t h a t  

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

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

a b s e n c e  o f  k e t o  a c i d  show ed t h e  f o r m a t i o n  o f  a s p a r t a t e ,  b u t  

t h e  l a t t e r  was r e d u c e d  i n  am o un t  when  ° c - k e t o g l u t a r a t e  was 

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

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

o C - k e t o g l u t a r a t e  t o  f o r m  g l u t a m a t e  i n  t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  

m i x t u r e .  T h e r e  i s  no  good  e v i d e n c e  f o r  a  d i r e c t  t r a n s a m i n a ­

t i o n  r e a c t i o n  w i t h  e i t h e r  g l u t a m i n e  o r  a s p a r a g i n e  a n d  o C - k e to -  

g l u t a r a t e .  PLATE 2 shows a  c h r o m a to g r a m  f r o m  a  s i m i l a r  

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

c e l l  e x t r a c t .  The r e a c t i o n  i n  w h i c h  a s p a r t a t e  s u p p l i e s  t h e  

1̂ 2“ g r o u p  h a s  b e e n  i n c l u d e d  a s  a  c o n t r o l  on  t h e  a c t i v i t y  o f

t h e  h o m o g e n a t e .

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

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

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

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

o C - k e t o g l u t a r a t e ) coxild  be d e m o n s t r a t e d .  W i t h  t h e  more a c t i v e
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PLATE 2 .  F o r m a t i o n  o f  g l u t a m a t e  f r o m  ®C- k e t o g l u t a r a t e  an d  
a s p a r t a t e ,  a s p a r a g i n e ,  o r  g l u t a m i n e  by a  m y c e l i a l  h o m o g e n a t e .  
Tube c o n t e n t s  a r e  d e s c r i b e d  i n  " M e t h o d s " . I n c u b a t i o n  t i m e  
90  m i n u t e s .



-  92  -

g l u t a m a t e —a s p a r t a t e  s y s t e m ,  h o w e v e r ,  i t  was p o s s i b l e  t o  

d e m o n s t r a t e  t h e  r e a c t i o n  i n  b o t h  d i r e c t i o n s .  PLATE 3 shows 

t h e s e  a c t i v i t i e s  w i t h  a n  e x t r a c t  f r o m  s t r a i n  Tn some

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

o f  o x a l a c e t a t e  i t s e l f ,  b u t  t h e  e s t e r  g ave  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s .  

No w o r k  w as  a t t e m p t e d  w i t h  o x a l a c e t a t e  a s  t h e  NH2 ~ a c c e p t o r  

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

t h e  c o n s i s t e n t  g l u t a m a t e  " c o n t a m i n a t i o n "  o f  t h e  e x t r a c t s  

w o u ld  make u n e q u i v o c a l  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  d a t a  d i f f i c u l t *

O t h e r  w o r k e r s  h a v e  o b t a i n e d  i n d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t r a n s ­

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

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

s i m u l t a n e o u s l y  o x i d i z e d  ( 8 0 ,  87 )*  To i n v e s t i g a t e  t h e  f e a s ­

i b i l i t y  o f  t h i s  m e th o d  o f  t r a n s a m i n a s e  d e m o n s t r a t i o n  t h e  

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

a d d i t i o n  o f  a l a n i n e ,  v a l i n e ,  o r  o C - k e t o g l u t a r a t e  and  when t h e  

a m in o  and  k e t o  a c i d  w e r e  b o t h  p r e s e n t .  The o x i d a t i o n  o f  

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

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

a m in o  a c i d s  w e re  c h o s e n  b e c a u s e  t h e  one ( v a l i n e )  was o n l y  

s l o w l y  o x i d i z e d ,  a n d  t h e  o t h e r  ( a l a n i n e )  was o x i d i z e d  o n l y  

a f t e r  a n  a p p r e c i a b l e  l a g  p e r i o d *  A s p a r t a t e  was n o t  i n v e s t ­

i g a t e d  b e c a u s e  t h e  o x i d a t i o n  o f  t h i s  am in o  a c i d  i s  a l m o s t  

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

e x p e r i m e n t s  a r e  show n i n  FIGURE 2 6 .

I n  t h e  v a l i n e - g l u t a m a t e  s y s t e m  t o w a r d  t h e  e n d  o f  t h e  

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



PLATE 3* C h ro m a to g ra m  s h o w in g  g l u t a m i c - a s p a r t i c  t r a n s a m i n a s e  
a c t i v i t y  b y  a m y c e l i a l  e x t r a c t .  The r e a c t i o n  b e t w e e n  a s p a r ­
t a t e  and  o C - k e t o g l u t a r a t e  i s  shown on  t h e  l e f t ;  t h e  r e v e r s e  
r e a c t i o n  b e t w e e n  g l u t a m a t e  and  o x a l a c e t a t e  i s  shown on  t h e  
r i g h t .  Time 120 m i n u t e s .  A rrow s  A i n d i c a t e  amino a c i d s  r e ­
d u c ed  i n  t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  m i x t u r e ;  h i n d i c a t e s  t h e  d i s ­
a p p e a r a n c e  o f  e n d o g e n o u s  g l u t a m a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
o x a l a c e t a t e .
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a c t i v i t y  a l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  w e re  n o t  c o n c l u s i v e .  W i th  t h e  

a l a n i n e - g l u t a m a t e  s y s t e m ,  h o w e v e r ,  t h i s  m e th o d  f a i l e d  t o  

r e v e a l  a n y  t r a n s a m i n a s e  a c t i v i t y .  When t h e  c o n t e n t s  o f  

r e p l i c a t e  W a r b u r g  v e s s e l s  w e re  p o o l e d  and t h e  s u p e r n a t a n t s  

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

e v i d e n t  i n  b o t h  s y s t e m s  * I t  i s  a p p a r e n t ,  a t  l e a s t  f o r  t h e  

r e a c t i o n s  a b o v e ,  t h a t  t h e  m a n o m e t r i c  m e th od  i s  a  l e s s  s e n ­

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

t h e  m e th o d  o f  d e t e r m i n i n g  e n d - p r o d u c t  f o r m a t i o n .

I t  w as  o b s e r v e d  t h a t  some e x t r a c t s  w e re  a b l e  t o  c a r r y  

o u t  t r a n s a m i n a t i o n  r e a c t i o n s ,  b u t  p o s s e s s e d  no  d e h y d r o g e n a s e  

a c t i v i t y  a s  j u d g e d  b y  dye  r e d u c t i o n .  T h i s  was p r o b a b l y  a  

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

d i f f e r e n t  enzym e s y s t e m s .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  shown t h a t  

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

n o t  b e  r e s o l v e d  f r o m  t h e  apoenzym e  e v e n  by  e x t e n s i v e  d i a l y s i s  

( H i ,  7 0 ,  8 5 ) .  A d d i t i o n s  o f  p y r i d o x a l  h y d r o c h l o r i d e  ( 3 ^ g m * )  

a n d  ATP ( 5  m gm .) t o  t h e  a s p a r t a t e - g l u t a m a t e  s y s t e m  c a u s e d  

no  s t i m u l a t i o n ,  a n  o b s e r v a t i o n  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

c o f a c t o r  l e v e l  was n o t  l i m i t i n g .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  

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

show ed t h a t  i n  t h e s e  e x t r a c t s  a c o f a c t o r  f o r  r e s p i r a t o r y  

e n z y m e s  w as  p r e s e n t  i n  s u b —o p t i m a l  a m o u n t s .

I n  t h e  p r e c e d i n g  e x p e r i m e n t s  no a t t e m p t  was made t o  

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

r e a c t a n t s  by  o x i d a t i o n  p r o c e s s e s .  I n  v iew  o f  t h e  f a i l u r e  t o  

d e m o n s t r a t e  t h e  t r a n s f e r  o f  e l e c t r o n s  t o  o x y g e n  and t h e
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a p p a r e n t  d e f i c i e n c y  o f  r e s p i r a t o r y  enzyme c o f a c t o r s  i n  t h e  

e x t r a c t s  i t  w as  f e l t  t h a t  l o s s  o f  r e a c t a n t s  by  o x i d a t i o n  

p r o c e s s e s  w o u ld  be  o f  o n l y  m in o r  i m p o r t a n c e .

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

a m i n a t i o n  i s  a t  v a r i a n c e  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n s  on a  number  

o f  o t h e r  s y s t e m s  (Ho, 6 l ,  8 0 ) ,  H o w e v e r ,  C am m ara ta  and  Cohen  

h a v e  show n t h a t  w i t h  p i g  k i d n e y  e x t r a c t s  t h e  g l u t a m a t e -  

a s p a r t a t e  s y s t e m  i s  a b o u t  6 t i m e s  a s  a c t i v e  a s  t h e  r e a c t i o n  

i n  w h i c h  a l a n i n e  s u p p l i e s  t h e  NH2 g r o u p  ( 1 6 ) .  N e i s s e r i a  

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

a s p a r t i c  t r a n s a m i n a s e  b u t  no  a l a n i n e - g l u t a m i c  enzyme ( 9 8 ) .

I t  h a s  a l s o  b e e n  n o t e d  t h a t  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  em­

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

a c t i v i t y  o f  t h e  o r i g i n a l  t i s s u e  ( 1 7 ) *  I t  i s  q u i t e  p o s s i b l e  

t h a t  s u p e r i o r  d i s r u p t i o n  and  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  w ou ld  

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

S e v e r a l  a t t e m p t s  w e re  made t o  d e m o n s t r a t e  g l u t a m a t e  

f o r m a t i o n  f r o m  NHi,.'*' and  c £ - k e t o g l u t a r a t e  , b u t  t h e s e  w ere  n o t  

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

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

d i s c u s s e d .  C e l l  e x t r a c t s  w e re  a l s o  u n a b l e  t o  b r i n g  a b o u t  

a s p a r t a t e  s y n t h e s i s  f ro m  f u m a r a t e  and  NH^ i o n s .  D u r i n g  

g r o w t h  i n  p e p t o n i z e d  m i l k  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  medium 

c o n t a i n e d  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  NH^ a s  g r o w t h  p r o g r e s s e d .

I t  may bo t h a t  u n d e r  t h e  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  em p lo y ed  t h e  

c e l l s  do  n o t  d e v e l o p  a n y  a p p r e c i a b l e  c a p a c i t y  f o r  NH^ 

u t i l i z a t i o n .
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The “ c o n t a m i n a t i o n "  o f  e x t r a c t s  w i t h  g l u t a m a t e  and h i g h  

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

t i s s u e s  (H,  1 6 , 3 9 ,  9 5 )*  To a v o i d  t h e s e  d i f f i c u l t i e s  i t  h a s  

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

t r a t e d  b y  l y o p h i l i z a t i o n ,  and  e x c e s s  p y r i d o x a l  p h o s p h a t 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 s  ( 1 6 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a 

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

r u p t i o n  p r o c e d u r e  w o u ld  i n d i c a t e  more e x t e n s i v e  t r a n s a m i n a t -  

i n g  a c t i v i t y  t h a n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o r k .
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SUMMARY

T e c h n i q u e s  w e r e  d e s c r i b e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  homo- 

g e n a t e s  o f  f L t r e .p tom yces  s c a b i e s  w i t h  a s s u r e d  r e s p i r a t o r y  

a c t i v i t y .  D a t a  w e re  p r e s e n t e d  t o  show t h a t  e x o g e n o u s  o x i d a ­

t i o n  c o u l d  be  c o n s i s t e n t l y  d e m o n s t r a t e d  when young  c u l t u r e s  

e s t a b l i s h e d  w i t h  l a r g e  i n o c u l a  w e re  u s e d .  A s h o r t  s t a r v a ­

t i o n  p e r i o d  w as  rec om m end ed  t o  r e d u c e  e n d o g e n o u s  a c t i v i t y .  

S u c h  h o m o g e n a t e s  w e re  a b l e  t o  o x i d i z e  a  num ber  o f  m e t a b o l i -  

c a l l y  i m p o r t a n t  o r g a n i c  a c i d s  and  am in o  a c i d s .  The d a t a  

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

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

P r o n o u n c e d  l a g  p e r i o d s  w e re  c o n s i s t e n t l y  o b s e r v e d  d u r ­

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

e x t r a c t s  i n d i c a t e d  t h a t  f o r  a  num ber  o f  t h e  s u b s t r a t e s  

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

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

The o x i d a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  s u c c i n a t e ,  and  g l u t a m a t e  

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

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

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

d e c r e a s e  i n  a s s i m i l a t i o n  d u r i n g  g l u c o s e  o x i d a t i o n  c o u l d  be 

o b s e r v e d •

On t h e  b a s i s  o f  t h e  o b s e r v e d  r e s p i r a t o r y  q u o t i e n t  and  

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

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

i n  p a r t ,  b y  n i t r o g e n o u s  r e s e r v e s .  C e l l  e x t r a c t s  w e re  shown



-  99  -

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

a m in o  a c i d s ,  p a r t i c u l a r l y  g l u t a m i c  a c i d .

M a l o n a t e  i n h i b i t i o n  o f  e n d o g e n o u s ,  s u c c i n a t e ,  a n d  

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

O b s e r v a t i o n s  s u p p o r t i n g  a  p a th w a y  o f  g l u t a m a t e  o x i d a t i o n  

t h r o u g h  c C - k e t o g l u t a r a t e  a n d  s u c c i n a t e  w e re  d i s c u s s e d *

O b s e r v a t i o n s  o n  t h e  o x i d a t i o n  o f  t y r o s i n e  by c e l l  

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

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

i n g  s t r a i n s .  No e v i d e n c e  w as  o b t a i n e d  f o r  a  p r e l i m i n a r y  

t r a n s a m i n a t i o n  w i t h  c C - k e t o g l u t a r a t e  a s  i s  o b s e r v e d  i n  some 

a n i m a l  t i s s u e s .

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

w e r e  u n a b l e  t o  c a u s e  a p p r e c i a b l e  C>2 u p t a k e  i n  m a n o m e t r i c  

e x p e r i m e n t s .  A t e c h n i q u e  was d e s c r i b e d  u s i n g  t h e  dye  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  by  w h i c h  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  be d e m o n s t r a t e d  w i t h  a  num ber  o f  s u b s t r a t e s .  E x t r a c t s  

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

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

o f  g l u t a m a t e  a n d  m a l a t e •

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

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

t r a n s a m i n a s e  a c t i v i t y .  A s m a l l  b u t  s i g n i f i c a n t  g l u t a m a t e  

f o r m a t i o n  w as  a l s o  o b s e r v e d  when c e l l  e x t r a c t s  w e re  i n c u b a t ­

e d  w i t h  o C - k e t o g l u t a r a t e  and  a l a n i n e ,  v a l i n e ,  o r  l e u c i n e .  

N e g l i g i b l e  a c t i v i t y  was o b s e r v e d  w i t h  t h r e o n i n e ,  l y s i n e ,
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g l y c i n e ,  a n d  t y r o s i n e  a s  N E ^ - d o n o r s .  No c o n c l u s i v e  e v i d ­

e n c e  f o r  d i r e c t  t r a n s a m i n a t i o n  b e t w e e n  o C - k e t o g l u t a r a t e  and  

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

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

a s e  a c t i v i t y  w e r e  d i s c u s s e d .
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g e n s i s  i n  B l a s t o c l a d i e l l a  e m e r s o n i i .  J .  B a c t .  
6 6 : 7 1 2 - 7 2 0 , . 1 9 ^ 3 .

2 0 .  C a s i d a ,  L . E .  J r .  a n d  S .G .  K n i g h t .  The o x i d a t i o n  o f
t r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  compounds by P e n i c i l -  
l i u m  c h r y s o g e n u m . J .  B a c t .  6 7 :  6 5 8 - 6 6 1 ,  195*+•

2 1 .  C a v a l l i n i ,  D. a n d  N. F r o n t a l i .  Q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n
o f  k e t o  a c i d s  by  p a p e r  p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y .  
B i o c h .  an d  B i o p h y .  A c t a .  1 3 :  Lt'39"1+^5? 1 9 5 ^ .

2 2 .  C o l e ,  J . 0 .  an d  C .R .  P a r k s .  S e m i m i c r o - K j e l d a h l  p r o c e d u r e
f o r  c o n t r o l  l a b o r a t o r i e s .  I n d .  and  E n g .  Chem.
A n a l .  E d .  1 8 :  6 1 - 6 2 ,  1 9 ^ 6 .

2 3 . C o c h r a n e ,  V.W. a n d  I .  Dimmick* The m e t a b o l i s m  o f  s p e c i e s
o f  S t r e p t o m y c e s . I .  The f o r m a t i o n  o f  s u c c i n i c
a c i d  and  o t h e r  a c i d s .  J .  B a c t .  56 :  723*730?
19*+9.

2k • C o c h r a n e ,  V.W. an d  J e a n  E .  C onn .  The m e t a b o l i s m  of  s p e c i e s
o f  S t r e p t o m y c e s . I I .  The n i t r a t e  m e t a b o l i s m  o f  
S .  c o e l i c o l o r • B u l l .  T o r r e y  B o t .  C lu b  7 7 :  1 0 -  
1 8 , 19 $0~.
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2 5 .  C o c h r a n e ,  V.W. a n d  M. G i b b s .  The m e t a b o l i s m  o f  s p e c i e s
o f  S t r e p t o m y c e s . IV .  The e f f e c t  o f  s u b s t r a t e  
on  t h e  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  o f  S t r e p t o m y c e s  
c o e l i c o l o r . J .  B a c t .  6 l :  3 0 5 - 3 0 7 7  1 9 5 1 .

2 6 .  C o c h r a n e ,  V.W. The m e t a b o l i s m  o f  s p e c i e s  o f  S t r e p t o m y c e s .
V. The r o l e  and  p a th w a y  o f  s y n t h e s i s  o f  o r g a n i c  
a c i d s  i n  S t r e p t o m y c e s  c o e l i c o l o r . J .  B a c t .  6 3 :  
k59-k719 1 9 ^ 2 7

2 7 •  C o c h r a n e ,  V.W. a n d  H .D .  P e c k .  The r e s p i r a t o r y  m ec h an ism
o f  S .  s c a b i e s . P h y t o p a t h .  *+2; 5 ,  1 9 5 2 .  ( A b s t . )

2 8 . C o c h r a n e ,  V.W. a n d  H .D .  P e c k .  The m e t a b o l i s m  o f  s p e c i e s
o f  S t r e p t o m y c e s . V I .  T r i c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  
r e a c t i o n s  i n  S t r e p t o m y c e s  c o e l i c o l o r .  J .  B a c t . .
6 5 :  3 7 - ^ 4 ,  19531“ ^

2 9 .  C o c h r a n e ,  V .W . ,  P e c k ,  H .D .  and  Anne H a r r i s o n .  The m e t a b o l ­
i sm  o f  s p e c i e s  o f  S t r e p t o m y c e s . V I I .  The h e x o se  
m o n o p h o s p h a te  s h u n t  and  a s s o c i a t e d  r e a c t i o n s .
J .  B a c t .  6 6 : 1 7 - 2 3 ,  1 9 5 3 .

3 0 .  C o t y ,  V . F . ,  G a r n e r ,  H .R .  and  H. K o f f l e r .  T r i c a r b o x y l i c
a c i d  c y c l e  r e a c t i o n s  i n  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s . 
B a c t .  P r o c .  1 9 5 3 :  7km

3 1 .  D a r b y ,  R . T .  a n d  D .R .  G o d d a r d .  S t u d i e s  on t h e  r e s p i r a t i o n
o f  t h e  m y c e l iu m  o f  t h e  f u n g u s  M y r o th e c iu m  v e r -  
r u c a r i a . Amer.  J .  B o t .  3 7 :  3 7 9 - 3 8 7 ,  19?07

3 2 .  D e n i s o n ,  F .W . J r .  a n d  E . F .  P h a r e s .  R a p i d  m e tho d  f o r  p a p e r
c h r o m a t o g r a p h y  o f  o r g a n i c  a c i d s .  A n a l .  Chem.
2kt  1 6 2 8 - 1 6 2 9 ,  1 9 5 2 .

3 3 .  D i c k e n s ,  F .  a n d  H. M c l l w a i n .  P h e n a z i n e  compounds a s
c a r r i e r s  i n  t h e  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te  s y s t e m .  
B i o c h e m .  J .  3 2 :  1 6 1 5 - 1 6 2 5 ,  1 9 3 8 .

3*+. D o u g l a s ,  R . J .  an d  E . I f .  G a r r a r d .  S e r o l o g i c a l  o b s e r v a t i o n s
on t h e  a c t i n o m y c e t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  p o t a t o  
s c a b .  C a n .  J .  B o t .  3 2 :  1+80-1485 ,  1 9 5 ^ .

3 5 .  E i m h j e l l e n ,  K .E .  a n d  H. L a r s e n .  The m ec h an ism  o f  i t a c o n i c
a c i d  f o r m a t i o n  by A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . 2 .  The 
e f f e c t  o f  s u b s t r a t e s  an d  i n h i b i t o r s .  B io c h e m .
J .  6 0 :  1 3 9 - 1 ^ 7 ,  1 9 5 5 .

3 6 . E m e r s o n ,  S .  The g r o w t h  p h a s e  i n  N e u r o s p o p a  c o r r e s p o n d i n g
t o  t h e  l o g a r i t h m i c  p h a s e  i n  u n i c e l l u l a r  o r g a n ­
i s m s .  J .  B a c t .  6 0 : ^ 2 2 1 - 2 2 3 ,  1 9 5 0 .
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37* E n g l e  s b e r g

3 8 .  E r i k s o n ,  D

39* F e l d m a n ,  L

ko. F i n e  ham, J

*+1. F o w d e n ,  L.  

*+2. F o w d e n ,  L .

**3* G a r n e r ,  H.3

k k .  G e n t i l e ,  A

*+5* G e r h a r d t ,  :

k 6 . G i l m o u r ,  C

k7* G o r d o n ,  R.: 

*+8 . G o t h o s k a r ,

E .  a n d  J . B .  L e v y .  I n d u c e d  s y n t h e s i s  o f  t r i ­
c a r b o x y l i c  a c i d  c y c l e  e n zym es  a s  c o r r e l a t e d  
w i t h  t h e  o x i d a t i o n  o f  a c e t a t e  and  g l u c o s e  by  
P a s t e u r e l l a  p e s t i s . J .  B a c t .  6 9 :  Hl8-*+31, 1 9 5 5 .

an d  D. W e b l e y .  The r e s p i r a t i o n  o f  a  t h e r m o ­
p h i l i c  a e t i n o m y c e t e  M ic r o m o n o s p o r a  v u l g a r i s .
J .  Gen .  M i c r o b i o l .  8V *+5 5-*+63, 1 9 5 3 •

I .  a n d  I . C .  G u n s a l u s .  The o c c u r r e n c e  o f  a  
w id e  v a r i e t y  o f  t r a n s a m i n a s e s  i n  b a c t e r i a .  J .  
B i o l .  Chem. 1 8 7 :  8 2 1 - 8 3 0 , 1 9 5 0 .

R . S .  E f f e c t s  o f  a  gene  m u t a t i o n  i n  N e u r o s p o r a  
c r a s s a  r e l a t i n g  t o  g l u t a m i c  d e h y d r o g e n a s e  f o r m a ­
t i o n .  J .  Gen.  M i c r o b i o l .  1 1 :  2 3 6 - 2^ 6 , 195*+*

an d  J .  D o n e .  A new t r a n s a m i n a t i o n  r e a c t i o n .
N a t .  1 7 1 :  1 0 6 8 ,  1953*

The q u a n t i t a t i v e  r e c o v e r y  an d  c o l o r i m e t r i c  
e s t i m a t i o n  o f  am ino  a c i d s  s e p a r a t e d  by  c h ro m a ­
t o g r a p h y .  B i o c h e m .  J .  *+8 : 3 2 7 -3 3 3 ?  1951  •

a n d  H* K o f f l e r .  P r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  a g a i n s t  
t h e  e x i s t e n c e  o f  K r e b ' s  c y c l e  i n  S t r e p t o m y c e s  
g r i s e u s . B a c t .  P r o c .  1 9 5 1 :  139*

,C. C a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m  and  o x a l i c  a c i d  
s y n t h e s i s  b y  B o t r y t i s  c i n e r e a . P l a n t  P h y s i o l .
2 9 : 2 5 7 - 2 6 1 , I9 W :

M a c G r e g o r ,  D . H . ,  M a r r ,  A . G . ,  O l s e n ,  C .B .  
a n d  J . B .  W i l s o n .  The m e t a b o l i s m  o f  B r u c e l l a :
The r o l e  o f  c e l l u l a r  p e r m e a b i l i t y .  J .  B a c t .
6 5 :  581- 5 8 6 , 1953*

. M . , B u t t e r w o r t h ,  B .M . ,  N o b l e ,  E . P .  a n d  C .H .
Wang. S t u d i e s  on  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  t h e  
S t r e p t o m y c e s . I .  T e r m i n a l  o x i d a t i v e  m e t a b o l ­
i s m  i n  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s . J .  B a c t .  6 9 : 
719-72*+,'  1 9 ^ .

S. a n d  M.M. S m i t h .  P r o p o s e d  g r o u p  o f  c h a r a c t e r s  
f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  S t r e p t o m y c e s  and N o c a r d i a . 
J .  B a c t .  6 9 :  1 ^ 7 - 1 5 0 ,  1 9 5 ? * ’

S . S . ,  S c h e f f e r ,  B . P . ,  S t a h m a n n ,  M.A. a n d  J . C .  
W a l k e r .  F u r t h e r  s t u d i e s  on t h e  n a t u r e  o f  
F u s a r i u m  r e s i s t a n c e  i n  t o m a t o .  P h y t o p a t h .
ktfz 3 0 3 - 3 0 7 , 1955*
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*+9* G o t t l i e b , D. The p h y s i o l o g y  o f  t h e  a c t i n o m y c e t e s .
Sym pos ium  ( A c t i n o m y c e t a l e s )  V I .  I n t .  C ong .  
M i c r o b i o l .  Rome, 1953*

5 0 .  G o t t l i e b ,  D. and  H.W. A n d e r s o n .  The r e s p i r a t i o n  o f  S t r e p t o -
myces, g r i s e u s . S c i .  1 0 7 :  1 7 2 - 1 7 3 ,  19*+8.

51 • G o u c h e r ,  C . R . ,  W o o d s i d e ,  E . E .  and W.. K o c h o l a t y .  The i n ­
f l u e n c e  o f  2 , ^ - d i n i t r o p h e n o l  on t h e  o x i d a t i o n  
o f  a c e t a t e  a n d  s u c c i n a t e  by E s c h e r i c h i a  c o l l .
J .  B a c t .  6 7 :  5 9 3 - 5 9 6 ,  1951*.

52* G r e e n ,  M. a n d  P.W. W i l s o n .  H y d r o g e n a s e  and  n i t r o g e n a s e  i n
A z o t o b a c t e r . J .  B a c t .  6 5 :  5 1 1 - 5 1 7 ,  1 9 5 3 .

5 3 .  H a a s ,  E .  A c o l o r i m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  f o r  s t u d i e s  i n v o l v ­
i n g  c o e n z y m e s .  J .  B i o l .  Chem. 1 5 5 :  3 3 3 - 3 3 5 ,
1 9 1̂ .

5^+. H a r r i s ,  J . O .  A s t u d y  o f  a d a p t a t i o n  i n  A z o t o b a c t e r . S o i l
S c i .  S o c .  Amer.  P r o c .  1 8 :  1 5 ^ - 1 5 6 ,  195*+•

5 5 .  H o c k e n h u l l ,  D . J . D . ,  W a l k e r ,  A . D . ,  W i l k i n ,  G.D. and  F . G .
W i n d e r .  O x i d a t i o n  o f  p h e n y l a c e t i c  a c i d  by 
P e n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m . B io c h e m .  J .  50:
6 o 5 - 6 0 9 ,  1 9 5 2 .

5 6 .  H o l l i s ,  J . P .  S t u d i e s  on S t r e p t o m y c e s  s c a b i e s . I I .
S t i m u l a t i o n  o f  m e l a n i n  p r o d u c t i o n  by  am ino  
a c i d s .  B u l l .  T o r r e y  B o t .  C l u b .  8 1 :  9 6 - 1 0 3 ,
1 9 5 ^ .

5 7 .  H o r o w i t z ,  N.H. and  S . C .  S h e n .  N e u r o s p o r a  t y r o s i n a s e . .
J .  B i o l .  Chem. 1 9 7 :  5 1 3 - 5 2 0 ,  1 9 5 2 .

5 8 .  H ugo ,  W.B• The p r e p a r a t i o n  o f  c e l l - f r e e  en zy m es  f r o m  m i c r o ­
o r g a n i s m s .  B a c t .  R e v s .  1 8 :  8 7 - 1 0 5 ,  1 9 5 ^ .

5 9 .  I s e n b e r g ,  I i . D . ,  S c h a t z ,  A . ,  A n g r i s t ,  A . A . ,  S c h a t z ,  V. and
G .S .  T r e l a w n y .  M i c r o b i a l  m e t a b o l i s m  o f  c a r ­
b a m a t e s .  I I .  N i t r i f i c a t i o n  o f  u r e t h a n  by  S t r e . p t o-  
m vces  n i t r i f i c a n s . J .  B a c t .  6 8 :  5 - 9 ,  195^#

6 0 .  J o n e s ,  N .R .  The f r e e  am in o  a c i d s  o f  f i s h .  1 - m e t h y l
h i s t i d i n e  a n d  & - a l a n i n e  l i b e r a t i o n  b y  s k e l e t a l  
m u s c l e  a n s e r i n a s e  o f  c o d l i n g  ( G a d u s c a l l a r i a s ) .
B i o c h e m .  J .  6 0 :  8 1 - 8 7 , 1955*

6 1 .  J o r d a n ,  D .C .  T r a n s a m i n a t i o n  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f
e f f e c t i v e  and  p a r a t i s t i c  R h i z o b i a . J .  B a c t .
6 5 :  2 2 0 - 2 2 1 ,  1 9 5 3 •
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62* K a n n ,  E*E*

6 3 . K o f f l e r ,  H 

6k., K o f f l e r ,  H

6 5 .  L e r n e r ,  A*

6 6 .  L e r n e r ,  A*

6 7 .  L i n d s t r o m ,

6 8 .  M a r r ,  A.G

6 9 . M e i s t e r ,  A

7 0 .  M e i s t e r ,  A

7 1 .  M i l l m a n ,  I

7 2 .  Mohan,  R .R

73* N e i s h ,  A.C 

7k. N e w b o u ld ,

7 5 .  N i c k e r s o n ,

and  R .C* M i l l s .  O x i d a t i o n  o f  g l u t a m i c  a c i d  
by  P a s t e u r e l l a  t u l a r e n s i s . J .  B a c t .  6 9 : 6 5 9 -  
oo4^  3-95̂ 5̂ #

. ( c o n v e n o r )  Symposium on p h y s i o l o g y  o f  f u n g i .  
C o r n e l l  U n i v e r s i t y ,  I t h a c a ,  1 9 5 2 .

P r o b l e m s  o f  o x i d a t i v e  mold  m e t a b o l i s m .  
Sym pos ium  ( M i c r o b i a l  M e t a b o l i s m )  V I .  I n t .  Cong .  
M i c r o b i o l .  Rome, 1 9 5 3 .

B. an d  T . B .  F i t z p a t r i c k .  B i o c h e m i s t r y  o f  m e l a n i n  
f o r m a t i o n .  P h y s i o l .  R e v s .  3 0 :  9 1 - 1 2 6 ,  1 9 5 0 .

B. M e t a b o l i s m  o f  p h e n y l a l a n i n e  and  t y r o s i n e .
Adv.  i n  E n z .  I 1*: 7 3 - 1 2 8 ,  1 9 5 3 .

E . S .  The oi- k e t o g l u t a r a t e  o x i d a s e  s y s t e m  o f  
A z o t o b a c t e r .  J .  B a c t .  6 5 :  5 6 5 - 5 7 0 ,  1 9 5 3 .

. ,  O l s e n ,  C . B . ,  U n g o r ,  H . S .  and  J . B .  W i l s o n .
The o x i d a t i o n  o f  g l u t a m i c  a c i d  by  B r u c e l l a  
a b o r t u s .  J .  B a c t .  6 6 :  6 0 6 - 6 1 0 ,  1 9 5 3 .

• i n  Amino A c id  M e t a b o l i s m ,  e d .  by  W. D.
M cE lro y  a n d  B.  G l a s s .  J o h n  H o p k in s  P r e s s ,  1955*

• T r a n s a m i n a t i o n .  Adv. i n  E n z .  1 6 :  185-2*46,
1 9 5 5 .

. a n d  G .P .  Youmans.  The c h a r a c t e r i z a t i o n  of  
t h e  t e r m i n a l  r e s p i r a t o r y  enzym es  o f  t h e  H37Ra 
s t r a i n  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s . J .  B a c t .
6 9 : 3 2 0-3 2 ,̂ 1 9 # .

• ,  T r e l a w n y ,  G .S .  an d  A. S c h a t z .  M i c r o b i a l  
m e t a b o l i s m  o f  c a r b a m a t e s .  I I I .  P r e p a r a t i o n  
an d  r e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  o f  n o n p r o l i f e r a t i n g  
c e l l s  o f  S t r e p t o m y c e s  n i t r i f i c a n s . J .  B a c t .
6 9 :  3 8 7 - 3 9 2 ,  1 9 5 5 .

. A n a l y t i c a l  m e th o d s  f o r  b a c t e r i a l  f e r m e n t a ­
t i o n s .  N a t .  R e s .  C o u n c i l  o f  C a n .  R e p o r t  *-+6- 
8 - 3  R ,  1 9 5 0 .

F . H . S .  a n d  E . H .  G a r r a r d .  S t u d i e s  on a c t i n o p h a g e  
f o r  S t r e p t o m y c e s  s c a b i e s . ( T h a x t . )  Waksman and  
H e n r i c i .  C a n .  J .  B o t .  3 2 :  3 8 6 - 3 9 1 ,  195*+»

W . J .  an d  R . R .  Mohan. S t u d i e s  on t h e  n u t r i t i o n  
a n d  m e t a b o l i s m  o f  S t r e p t o m y c e s . Symposium 
( A c t i n o m y c e t a l e s ) V I .  I n t .  C ong .  M i c r o b i o l .

Rome, 1953*
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7 6 .  N i c k e r s o n ,

77* O g i n s k y ,  E 

7 8 .  P e r l m a n ,  D

79* P e r l m a n ,  D

8 0 .  P o l i a k ,  J . ]

8 1 .  P r i c e ,  C.A

8 2 .  R e p a s k e ,  I

83* R i c h a r d s o n  

8*+. R o l i n s o n ,  (

8 5 .  R o w s e l l ,  E

8 6 .  S c h a a l ,  L.<

8 7 . S c h e p a r t z ,

8 8 .  S im o n ,  E.W

W .J .  a n d  F . G .  S h e rm a n .  M e t a b o l i c  a s p e c t s  o f  
b a c t e r i a l  g r o w t h  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c e l l  d i v i — 
s i o n .  I I .  R e s p i r a t i o n  o f  n o r m a l  and  f i l a m e n ­
t o u s  c e l l s  o f  B a c i l l u s  c e r e u s .  J .  B a c t .  6k • 
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