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A. Inleidingo

Dit is reeds la~~ bekend dat die aerobe oksidases
tirosinas8g lakkase en peroksidase die oksidasie van fenoliese
verbindings teweegbring en dat daarby gekleurde produkte gevorm
wordo

Beijerinck (1900) het gevind dat 'n bakterie, "Vibrio
tyrosinatica"g 'n tirosinase besit wat monofenole oksideero Die
werking van tirosinase op monofenole is uitvoerig bestudeer in die
klassieke ondersoekinge van Raper en medewerkers(1928)0

Evans en Happold(1939) het 'n Vib~-soort geïsoleer wat
by goeie aërasie groei op fenol as enigste koolstofbron in 'n
minerale voedingsmedium. By nadere ondersoek het geblyk dat die
fenol afgebreek ~ord en gebruik word vir selsinteseo In die proses
is geen kleurstof gevorm nieo

Die bioche~ie van hierdie mikrobiale stofwisselingsproses
was in dié tyd onbekend en dit het 'n nuwe veld geopen in die
fisiologie van mikro-organismes. Sedertdien is die afbraak van 'n
groot verskeidenheid van aromatiese verbindings deur mikrobes
bestudeer en die biochemi.e daarvan is opgesom deur Happold(1950)p
Stanier (1950a, 1952a) en Evans (1957, 1958).

Bo Problepmstellingo
Dit is uit die literatuur bekend dat aromatiese verbindings

deur 'n groot aantal streptomycete geoksideer word (vglo Klister 1953)0
Die oorspronklike doel van hierdie ondersoek was om vas te stelof
aromatiese verbindings deur die streptomycete afgebreek word tot
eenvoudige komponente wat vir selsintese gebruik kan word.

Die streptomycete wat geïsoleer was op 'n nie-verrykte,
nie-selektiewe medium was nie in staat. om op sekere aromatiese ver~
bindings as enigste koolst,fbron te groei nie. In ophor~ngskulture
0p aromatiese verbindings het geen aktinomycete opgetree nie behalwe
in l'Jocardi.aop tolueen, terwyl op die ander gebruikte aromatiese ver=
bindings in die meeste gevalle net bak'ter'Leë en soms ook fungi
gegroei het.

Die Warburg-tegniek is gekies as geskikte metode om die
afbraak van aromatiese verbindings deur die organismes "vat daarop
geïsoleer is te ve r'geLylt met die reaksies wat reeds vir mikro=
organismes beskryf was. Dit is met hierdie metode ook moontlik om
nog onbeskrewe reaksies op die spoor te komo
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A. Historiese opmerkingeo
Reeds in 1908 het Starmer die effek van lae konsentrasies

tolueenp xileen? fenol en 0-, m- en p-kresol op die mikro~
organismes in die grond getoets en beweer dat die verbindings as
koolstofbron dien en uiteindelik deur die bakterie~ afgebreek wordo

Buddin (1914) het In groter bakterie~-populasie in die grond ge-
vind na behandeling met klein hoeveelhede tolueen? benseen, fenol.»
kresol~ bensokinonp hidrokinon en piridien onderskeideliko Sen
Gupta (1921) het die verdwyning van fenole en kresole in die grond
kwantitatief bestudeer en bewys dat dit 'n biologiese proses iso
Uit ophopingsmllture het Tausson bakterieë geïsoleer wat naftaleen
(1927p 1928a)pfenantreen (1928b) en tolueen (1929) afbreeko
Happold (1930) het die bakteri~le oksidasie van katecho19

guat.ako.l.,or'e.i.no.L,fenol, p-kr-esot en tirosien bes tud eer-,

Bo pie isolasie van roikro=?rganismes \vat
aroma-ties~ verbindings afbyeeko

Die isolasie geskied gewo on.Lf.kdeur toepassing van die
clektiewe kultuurrnetode wat orrtwi.kkeL is deur Beijerinck
(kyk Beijerinck 1921)0

Die grond p kompos of afvalmateriaal waar-utt die betrokke
organismes geïsoleer word, word geperkoleer of behandel met 'n
minerale voedingsoplossing en 'n aromatiese verbinding as enigste
koolstofbron (vglo Audus 1949, 1950)0

Vervolgens word ophopingskulture van die perkolaa.t gemaak
waarna die gewenste organisme deur uitplating geïsoleer en sutwer
gekweek kan word.

Co Die identiteit van mikro-organismes wat
aromatiese v~rbindings afbreeko

Die meeste ondersoekinge oor die afbraak van a.romatiese
verbindings deur mikro-orgc.:lismes is tot baktier-Leë beperk, terwyl
fungi en strepto~ycete minder aandag geniet hete Die rede hiervoor
is waarskynlik dat bakteriee die belangrikste oorsaak van die
afbraak van aromatiese stowwe in die grond lSo
lo Bakterieë.

Gray en Thornton (1928) het 'n uitgebreide studie gemaak
van die bakterieë wat aromatiese verbindings afbreek en die ver-
skillende soorte vrat geï80leer is, is ingedeel in die volgende
families: 1?seudomonadaceae li Spirillaceae li Concc'l:lceaeaBacteriaceaeli
Bacillaceae en !1Ycobacteriaceaeo



Hoore (1949) het gevind dat NOC2::,:'dia.-soortepiridien,
anilien, nitrobenseen en fenol as koolstof- en stikstofbronne kan
gebruiko Sekere Nocardia-soortell o.a. Nocardia opaca, veroorsaak
r/.~ -oksidasie van aroma't Le se vetsure ..
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Thornton (1923) het tot die gevolgtrekking gekom dat

Pseudomonas-soorte en veral Pseudomonas fluorescens (vglo den
Dooren de Jong 1926) die belangrikste organismes is vir die af-
braak van aromatiese verbindingso

Vir die studie van die bilochemiese aspekte van die af~
braak van aromatiese verbindings is soorte geïsoleer van die
volgende genera: Pseudomonas (Evans 1947, Stanier 1947 en 1948)~
Vibrio (HapPold en Key 1932), Achromobacter (Czeka10wski en
Skarzynski 1948J Steenson en Walker 1956), Flavobacterium (Stapp
en Spicher 1954) en MYcobacterium (Bernheim 1940)0
20 Funsd.,

Perrier (1913) het soorte van Peni.ci1lium, Nucor en
Torula beskryf vJat fenol, sa1isielsuur en bensoÉ!suur afbreek ..

Henderson en Farmer (1955) het die afbraak van
gemetokslleerde verbindings deur H.Q£modendrmn spo II _J>enici11ium spo ~
Spioa~~.a sp. en Hap~ogr~ium spo bestudeerD Bykomende gegewens
oor die afbraak van aromatiese verbindings is aan die liggebring
met ~iLlID c~rysogenum (Isono 1953), Oospor~ spp~ (Landa en
E1iasék 1956), Neurospora ITassa (Gross e ..a" 1956), Aspergillus
niger (ICLuyver en van Zijp 1951) en met hout verrottende fungi
Fahraeus 1949)~

Aktinomyceteo
Erikson (1941) het soorte van Micro'Jlonospor_ê..geïsoleer

wa.t tolueen en naftaleen af'breek ,

Do !'!!§toëi_~syat gebruik is om tus~rodukte in di~
afbraak van a romatiese verbindings aan te +oon ,

v,Teensgebrek aan die nodige kriteria en tegnieke kon
vroeêre werkers S003 Tausson (1')27,1929) nie daarin slaag om die
oks Ldaotevs r-Loop vir die af'br'aakvan a romatiese verbindings deur
mikro-organisillss vas te stel nie. Sedertdien is effektiewe metodes
orrtwi.kkeL '(·mthieronder kortliks bespreek word 0

lo Manometriese metode~
Kar-lstrom (1937, 1938) het onderskeid gemaak tussen

adapt Lewe ensieme en konstitutiewe ensieme 0 Die adaptiewe ensieme
word alleen gevorm as gevolg van 'n aanpassende vermoÉ! van die
organisme teenoor die spesifj eke substraat ter,;,ry1konsti tutie~ve
ensieme altyd gevorm wo rd ongeag die samestelling van die medium"

Die ensieme wat die aromatiese ring spti t s , word in die
bakterieselle alleen aangetref wanneer die selle op die aromatiese
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substraat gegroei het en is dus adaptief van aard.

Stanier (1947) het op die gedagte gekom omdie eienskap van
adaptiewe ensiemvorming te gebruik omdie tussenprodlllite in 'n stof-
wisselingsproses vas te stel en het hierdie tegniek genoem "gelykty-
dige aanpassing" ("simultaneous adaptation"). Omverskillende re-
des (vgl" Cohn e.a. 1953) is die benaming egter verander na "opeen=
volgende indulcsie" (,..aequerrtLa'L induction"). Hierdie tegniek is die
eerste keor in metaboliese studies onafhanklik van mekaar toegepas
deur Stanier (1947), Karlssnn en Baker (1948) en Buda , Hayaishy en
Oda (1949).

Die beginsel van die tegniek kan as volg gestel word. As
die afbraak van A plaasvind via 'n reeks van tussenprodukte B,C,D,
E ,1" waar-van die vormáng telkens deur adapt.Lewe ensieme gekataliseer
word, dan sal selle wat op A gegroei het ensieme vorm vir,: die r-eaksi.e
A--.>B. B geo aanleiding vir die vorming van die ensieme wat die
reG.lmie B _,.C te,:,reegbring en so gaan die pr-oaes voort, ook vir die
ander tllsserL)rokukte D,g ,F. Selle wat op A gegroei het bevat dus
al die ensieme wat die reaksie A~ B --.? C -> D~ E -7>Fkat at.i.aeer-,
In teemlfoordigheid van die ~ussenprodukte B,C,D,E,F, sal selle wat
op A gegroei het, onnn.dde l.Lfk 'n sterk verhocgde reaksie, wa+ by
oksi.dat Lewe prosesse as suur-st cf'opname tot uiting kom, aantoon. As
in die i"eenwoordigheid van In voor'ges't eLde tUf.:~enpr0dukX, i r...stadige
to.;'name van die euur'et of'opname plaasvind, dui ditdaarop dat adap-
tiewe ensieme vir X gevorm word. Dit is dus nie waarskynlik dat X
In af'br'cakpz-oduk ,.-anA is nie. As geen of slegs in effens verhoogde
suursto:fopname in te·-nwoordigheid van ~ pLaaev.ind 9 werd X glad nie
0=· baie staclig deur die selle afgebreek erLis (bs:':lalwe as "n beperken-
de faktor optree) nie '.tl af'br-aakj.z-odukvan A nie. As groei plaas-
go+Lnd het op een van die t.uaoenpr-odukte (sê D), sal enai.eme gevor-m
vlees vir die oksidasie van E ..::!1. F maar nie noodwendig vir die pro-
ace se vrat tot J.ie voorafgaande reeks A,B,egelei het nie.

Die geldigheid van die ~evolgtrekkings wat uit die resul-
tél-':;'~ van opeenvo.Lgenóe induksie gemaak word , hang af van :J'3kere
f akccr'e wat die toepnsbaarh~id "Vandie uet ode beper-kt

(1) Ar:;c.aar nie In vaste spes::i..fisitei t van ensiemvorminr, be-
stam: nie: ~:an veTkeorG.e poc.LtievTe gevo.Lg+r-ekkf.ngs gemaak word.
Selle van Ps. f.::bu0rescen§.wat op fenielasynsuur gegroei het , bes it'
In ms::_':simalekonsentrasie van ensieme vsrb.ntwoordelik v+r ó i.e eerste
drie stappe in die afbraak van amandelsuur (Stanier 1950a). Dit
is egter bewys dat laasgenoemde nie '.n af'br-aakpz-odulcvan f'eru e.taeyn-
suur is nie (S~anier 194,).
(2) As die selle nie permeabel vir die substraat is nie kan
verkeerde negat Lew= gevolgtrekkings gemaak word in gevaL van selle
met endogene ensieme. Verskeie ondersoekers h8t waargeneem dat
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,3-ketoadipiensuur 'n afbraakproduk van baie aromatiese verbindings
is. Selle wat op dio betrokke aromatiese verbindings gegroei hetp

oksideer/3-ketoadipiensuur stadig wat te wyte is aan 'n impermeabi-
liteitseffek (Stanier 1950a).
(3) As autoksidasie van 'n substraat plaasvindp kan ook ver=
keerde negatiewe gevolgtrekkings gemaak word. Sleeper en Stanier
(1950) het gevind dat droëselpreparate van bakterieë wat op fenol
en bensoësuur gegroei hetp hidroksihidrokinon oksideer maar dat die
reaksie nie-ensiematies is.

Die permeabiliteitsprobleem kan oorbrug word deur die ge-
bruik van selvrye ensiemekstrakte waarvoor verskillende bereidings-
metodes bestaan (vgl. Hugo 1954). Die mees algemene bereidingsmetode
is die stwckendvryf van selle deur aluminiumoksied volgens Mcllwain
(1948) en soniese disintegrasie van die selle. Met droëselpreparate
(vgl. Sleeper1 Tsuchida en Stanier 1950) is dieselfde resultate be-
reik as met sel.v::::-yeensiemekstrakte.
2. ISQ.J_asievan die spesifieke ensieme van die voorgestelde meta-

boliese afbraakskema.
Deur isolasie van elke ensiem in 'n metabolies& reaksie-

ketting kan die oksidasie van die individuele stappe in vitro aan-
getoon word.

Stanier (195511057) het die metodes vir die isolasie van
ensieme uit selvrye ekstrakte soos hy en sy medewerkers (1953) dit
by die studie van die ensiematiese oksidasie van arnandelsuur toege-
pas het1 opgesom,

In selvrye ekstrakte kom die ensieme in In oplosbare en
In korrelrige frrucsie voor. Die korrelrige gedeelte bevat die
e.l.ckt.r'onoordr-aende erië i.oxasLsteern en sekere substraatdehidrogenases 1

terwyl die oplosbare frrucsie al die orige ensieme bevat.
l\1eerinformasie oor die hele oksidasieproses 1 veral wat

betref die re8,ksiemeganisme en die aard van die betrokke ensieme p

soos bv. ko-faktorep kan met geïsoleerde ensiemfraksies verkry word.
Hierdie metode is egter nie altyd uitvoerbaar nie weeris

di.e labiliteit van sekere clsiemsisteme of ander inherente biochemiese
moeilikhede.
3. Chemi8se isolasie van die tussenprodukteo

Deur gebruik te maak van spesifieke ensiemvergifte kan
die afbraak van 'n substraat by 'n sekere stap in die reaksieskema
stopgesit wordo In sommige gevalle van ~ikrobiale afbraak van
aromatiese verbindings vind egter 'n ophoping van tussenprodukte
in die kultuur plaas 0 E:'.eres~ektiewe eind~ en tussenprodukte waf
in die kultuur ophoop, kan deur geskikte chemiese metodes geïsoleer
en geïdentifiseer word , Verskeie tussenprod1.lkte is deur 'ekstraksie
met eter by 'n bepaalde pH geïsoleer (vgl ..EVa:D.s1947 ~ Kilby 1951,
Evans en Happold 1939,St~awinsky en Stone 1954 en l\fu_rphyen Stone 1955)
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Die tussenprodwcte kan dan met die gebruiklike chemiese metodes
(smeltpuntbepalings, spektrofotom.etriep chromatografie, ens,,) ge-
identifiseer wordo
40 Spektrofotometriese analise"

Stanier en medewerkers het van die spektrofotometriese
metode gebruik gemaak om hulle resultate van manometriese
eksperimente oor tryptofaanoksidasie deur bakterie~ te kontroleer
(vgl" Stanier en Hayaishi 1951,Hnyaishi en Stanier 1951 en
Tsuchida, Hayaishi en Stanier 1952)" Nadat die oksidasie van 'n
substraat deur 'n ensiemekstrak in 'n Warbrug~a~p~aat nagegaan isp
is die inhoud van die reaksieflessie gebruik om die ekstinksie by
verskillende golflengtes te meet" Die reaksievloeistof is eers
van proteïene bevry deur behandeling met verd~~~de swawe1suur en
voor die optiese waarnemings geneutraliseer"

Spektrofotometrie is ook op sigself toegepas om 'n
ensiemreaksie te ondersoek" Ekstrak en substTaat is in ooreen~
stemmende verdunnings gemeng en daarna is die optiese digtheid Van
die mengsel gemeet by vasgestelde golflengtes. By absolute waar-
nemings van die op·Giese digtheid is '.n kontrolewaarneming van die
ekstrak gebruik om korreksie aan te bring vir ligabsorbsie deur
die ensiemekstrak"

Henderson (1957) het die tegniek ven Kluyver en van Zijp
(1951) toegepas deur 'n ~yceliummat van 'n fungus op 'n geskikte
voedingsmediu.m te l8.at ontwikkel" Daarna is die voedingsmedium
ve rwyd er en die nyce Lf.umma'tgewas o Die mat is daarna verder ge-
kweek op die ar-omat Le se verbinding vmt ondersoek is en die afname
:"n abs or'baa,evir die betrokke stof perdodLek nagegaan nad af die
absorbsiemaksima van die stof vooraf gemeet is" Op die manier
ken die verdwyning van die a.romatiese verbinding in kultuur ook
kwantitatief ondersoek word"
50 Chromatografiese analiseo

By die afbraakstudies van aromatiese verbindings is
papierchromatografie aangewend om die rea"k:sieprodukte in. 'n
kultuurvloeistof te skei en te identifiseer (vglo Evans~ Parr en
Evans 1949, BraY1 Lake, Thorpe en White 1950 en Fewster en Hall
1951'0

Evans eOaG (1949) het fenole en fenolies8 sure bepaal
deur 'n mengsel van butanol., piridien en versadigde NaCl-oplossing
as oplosmiddel te gebruik" B.ray eoao (1950) het "n butanol-asyn-
suur- 1iratermengsel as opl.osmiddel geb ru.Lk, Vir aromatiese sure
het Fewster en Hall (19?1) egter beter resultate bereik deur met
ammoniakale ammoniumkarbonaat gebufferde butanol as oplosmiddel en
'n gebufferde oplossing van broomfenolblou en metielrooi as ont-
wikkelaar te gebruik"
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60 Chemiese kleurreaksies.
In fenol- en bensoësuurkulture van Vibrio 0(1 het Evans

(1947) op grond van 'n gevoelige kleurreaksie met natriummo1.ibdaat
in suur medium katechol vasgestelo In dieselfde kulture het hy
ook 'n intense violet Rothera-reaksie waargeneem en sodoende met
hierdie natriumnitroprusside-toets 'n ketosuur aangedui wat later
as p -ketoadipiensuur geïdentifiseer is (Kilby 1948)0

E. Die oksidasie van aromatiese verbinding§
deur mikro-organismeso

Die individuele stappe en die ensiemsisteme wat betrokke
is by die oksidasie van die aromatiese verbindings en die daarby
gepaard gaande ringsplitsing word hieronder bespreeko

lo Stikstol.::_~l1chloorvrYEëlaromatiese verbindings"
Die mikrobiale afbraak van hierdie groep van verbindings

wat insluit die eenvoudige fenole, aromatiese Gure en polisik-
li~ verbindings is baie breedvoerig bestudeero

(i) Enkelgesubstitueerde verbindingso

~no±: As eerste oksidasieproduk van 'n fenol-kultuur waarop
Vibri'?,~ gegroei het~ is katechol geïsoleer (Evans en Happold
1939, Evans 1947)~ Deur toepassing van die opeenvolgende induksie-
tegniek het Sleeper en Stanier (1950) met Pse-C:·~(lmonasfluorescens
be',Testigdat fenol tot katechol geoksideer word. Die aromatiese
hidroksilasie word deur 'n labiele ensiemsisteem gekataliseer.
Benso~suur: Die ckst.dasf,evan bensoësuur tot katechol is by
PSoFluorescens aangetoon deur Sleeper en Stanier (1950) en by
~.::- -
Mv·;.obacteriv.V1sPR. deur Gale (1952a en b) 0

Die meganisme van die reaksie bensoësuur katechol is
nad0r opgehelder deur Sleeper(1951) wat bensoësuur in die karboksiel-
groep en in die Cl-posisie van die kern met C14 gemerk het.
Katechol wat ontstaan het uit in die karboksielgroep gemerkte
bensoësuur is nie radioaktief nie ..terwyl kateohol uit bensoësuur
met C14 in die l-posisie dieselfde r'adLoak'tLw Ltei t besit het en wel

(CJ ein die l~ en 2 C-atomeo By volledige oksidasie van bensoësuur
is die radio8.~:tiwitei t van die ka:rboksielgroep 't e.ruggevand in die
asemh2.~.i.ngskoolstofdioksied en.dié van koolstofatoom 1 grotendeels:
in die koolstofdioksied maar gedeeltelik ook in die bakterieselle.
Blykbaar vind daar dus 'n oksidatiewe dekarboksilasie plaas en nie
'n peroksidasie soos Parr, Evans en Evans(1949) voorgestel het nie.
Amandelsuur~ Stanier (1947, 1948) en Sleeper en Stallier (1950)
het met die opeenvolgende induksie tegniek bewys dat Ps.fluorescens
amandelsuur oksideer tot bensoïelmieresuur, bensa1.dehied'lJ
bensoësuur en katecholo
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Gunsalus, Gunsalus en Stanier (1953) het die ensieme

wat verantwoordelik is vir die oksidasie van dl- amandelsuur
ge~soleer uit sanies gedisintegreerde ensiemekstrakte deur sentri=
fugering en gefraksioneerde ammoniumsulfaatuitsouting. Hulle het
'11. korrelrige fraksie geïsoleer wat manometries ondersoek is
(Stanier , Gunsalus en Gunsalus 1953) en waar-In l=amandelsuur~
dehidrogenase, barnste$nsuur= en appelsuurdehidrogenases sowel
as cytochroom b en c aangetref iso Die oplosbare fraksie het
bestaan uit amande1suurrasemase~ bensoielmieresuurkarboksilase
met ko+ka.rboksi.Laee, difosfothiamien en t.wee bensaldehied-
dehidrogenases nlo dehidrogenase I wat TPN en dehidrogenase II
wat DPN bevat heto
Tolueen: Kitagawa (1956) het vasgestel dat tolueen deur
PS<i.1l.d.0I.!lQnasaeruginosa afgebreek wo rd via bensielalkohol, bens-
aldehied, bensoEisuur en katecholo Vanaf bensielalkohol kom die
oksidasj_eskema ooreen met die omsetting van bensielalkohol soos
deur Stanier (1948, 1950) bepaalo
Feni~lasvnsuur: Kluyver en van Zijp (1951) het 2,5-dihidroksi-
f erri.eLaayrratrur- geïsoleer uit fenielasynsuurkul ture waarop
fo-spe:s;:illusnig_~ gegroei het 9 ten'lyl Lsono (19539 1954)
2,5-dihidroksifenielaoynsuur en o·-hidroksifenielasynsuur geïden-
tifiseer het uit fenielasetaatkulture waarop l'enicillium
chrysogenum gegroei heto

Die Japanese werker Kumita (1955a en 1::) het gevind dat
fenielasynsuur op t1-veeverskillende maniere deur Ps ~fluorescons=
va::-ieteiteafgebreek word nlo via p-hidroksifenielasynsuur tot
3,4-dibidroksifenielasynsuur en via o-hidroksifenielasynsu-llr tot
2,5-dihidrQksifenielasynsuur ..
F~':I_i_elpropanoïed-verbindings~ Sekere lede van die fenielpro-
panoïedreeks, te wete fenielakrielsuur en fenielpropionsuur, word
deur Pseud~o~~-soorte afgebreeko

Evans en Cou1son (1957; het op grond van ionoforese en
chromatografiese analise vosgestel dat d-ie afbraak van f'enLe I»-
akrielsuur plaasvind via 2-hidrol;:sifenielpropionsuur tot 2,3-
dihidroksifeniolpropionSl_mro

Webley 9 Duff en Farmer (1956) het ~Jewys dat Nocardia
£pa~~;3 -oksidasie van fenielpropionsuur teweegbrir.go Feniel-
akrielsuur en bensoësuur is geïdentifiseer as tussenprodukteo

(ii) ~.weewaardi~ gE;_substitueerd..§__verbindings co

prth9-gesu£stitu~: li/alkeren Evans (1952) het vasgestel dat 'n
Pseudomonas-soort salisielsuur oksideer tot katechol. Dit is
bevestig deur Roof, Lannon en Turner (1953)0

Evans (1955) het chromatografies en manometries vasgestel
dat ftaalsuur deur 'n Pseudomo.B..ê:§.-soortgeoksideer wor-d tot 4,5-
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dihidroksiftaalsuuro Die verdere verloop van die oksidasie is
nie vasgestel nieo
Para-gesubstitueerd: Smith, Jones en Evans(1952) het vasgestel dat
in Pseudomonas-soort p-kresol oksideer totp=hidroksibensaldehied
en p-hidroksibenso~suuro Die bevindings is in ooreenstemming met
die skema voorgestel deur Evans eoao (1951)0

Dagley en Patel (1955, 1957) het met selvrye ekstrakte
gewerk en gevind dat die omsetting van p-kresol plaasvind via
p-hidroksibensaldehied, p-hidroksibenso~suur en 3,4=dihidroksiben-
so~suuro Die ensiemekstrak het 'n ligroos onoplosbare fraksie
bevat waarin 'n cytochroomsisteem geïdentifiseer iso Die ensiem
wat verantwoordelik was vir die omsetting van p=hidroksibensal=
dehied tot p-hidroksibensoësuur het DPN as ko-faktor nodig ge=
hado Hierdie waarneming stem ooreen met die bevindings van
Gunsalus eoao(1953)o in Labiele ensiemsisteem was verantwoor-
delik vir die hidroksilering vanf>"hidroksibensoësuur tot
394-dihidroksibenso~suuro

Gunter (1953) het gevind dat gewaste selle van in
PSofluorescens-stam p-hidroksiamandelsuur oksideer via p-hidrok-
sibensoësuur tot 3,4-dihidroksibensoësuuro Die hidroksilasie
word gekataliseer deur 'n labiele ens t.emsi.eteem, filet'n gediali-
seerde ensiempreparaat is gevind dat p-hidroksibensoïelmieresuur
i~ tussenprodwc is van die oksidasie van p=hidroksiamandelsuur tot
p-hidroksibensoësuuro

Hende~00n (1957) het met verskillende metodes vasgestel
dat 'n Penicillium-soort en 'n Hormodendrum-soo:rt p-metoksiben-
s.oë auur' afbreek via p-hidroksibensoësuur tot 39 4-dihidroksiben-
soësuur. Die Penicillium-soort vorm ook p-metoksifenol uit
p--metoksibensoësuur.
r.rh,:ta-gesubstitu~: Evans (1947) het 3,4-dihidroksibensoësuur
geïsoleer in kulture van Vibrio 0/1 wat op m-hidroksibensoësuur
gegroei het 0 Walker en Evans (1952) het egter bewys dat 'n
Pseudo~~-soort m-hidroksibensoësuur oms i.t tot 2,5-dihidroksi-
bensoësuuro Verdere oksidasieprodwcte van 295-dihidroksibensoësuur
kon nie geJ:rl.entifiseerword nie maar' vermoedelik het dit rin{'-
splitsing ondergaan en in;3 -diketo-dikarboksielsuur gevorm (ROOf,
Lannon en Turner 1953)

(iii) Driewaardige gem.lbstitueerde verbindings ..
Deur chemiese isolasie uit die kult'vlrehet Henderson en

Farmer (1955) vasgestel dat verskeie grondfungi, o.a. 'n Hormo-
dendrum-soort en 'n Penicilli1:.m-soort, vanillien en feruliensuur
omsit in vanilliensuur terl"'Ylsyringa-aldehied omgesit word tot
syringasuur. Deur die tegniek van opeenvolgende induksie toe te
pas, het Henderson (1956) die bevindings gestaafo Sy het verder



20 Aromat?-ese stikstofverbindin_£3o
Aromatiese stiks"tofverbindings kan deur sommige mikr'o-

organismes as enigste stikstof- en/of koolsGofbron gebruik werd.
(a) .Aminosure 0

(i) Fenie1a1anien en tiros;en~
Die mees bekende oksidasie van tirosien word te,·;ree6ge=

bring deur die ensiem tirosinase wat 'n kleurreaksie tot gevolg
het (melanienvormil1g)~ Ander oksidasiereaksies van tirosien waarby
geen kleurvorming optree het eers die laaste jare aandag gekry.
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vasgestel (1957) dat veratrumsuur deur bogenoemde fungi tot
vanilliensuur omgesit wordo

(b) Naftaleen en derivateo

In kulture van Psoaeruginosa wat naftaleen afbreek, vind
ophoping plaas van salisielsuur (Strawinski en stone 1943, 1954 en
Treccani 1953)0 Vir hierdie ophoping is Ca- en ferro-ione nood-
saakliko

Werkers in Rothamsted het op grond van chemiese isolasies
en manometriese studies tot die gevolgtrekking gekom dat naftaleen
geoksideer word tot d=trans-l:2-dihidro-l=2=dihidroksinaftaleen,
salisielsuur en katechol (Walker en Wiltshire 1953, 1955 en
Treccani, Walker en Wiltshire 1954)0

Murphy en stone (1955) het na toepassing vanwerski11en-
de ondersoekmetodes die volgende verbindings as moontlike bykom=
stige tussenprodukte by die naftaleenafbraak aangedui: 1,4-naf-
tokinon9 00 = en /!J -eiaft o.L, 1,3=dihidroksinaftaleen~ 2 p 3-
dihidroksinaftaleen, 115-dihidroksinaftaleen, feno1., trans-o-
hidroksifenielakrielsuur en ftaalsuuro Hulle is van mening dat
daar ook 'n alternatiewe oksidasie van naftaleen tot 192-
naftckinon bestaan. In kulture van 'n Pseudom~-soort wat naf-
taleen afbreek, het ophoping plaasgevind van 1,2-naftokinon wat 'n
bruin tot rooi-oranje kleur veroo~saak het in die mediumo Daar
was geen aanduiding vir die teemlOordigheid van "n dial in hierdie
kulture nie.

(c) Fenantreen en antraseeno

Die oks i.datLewe afbraak van polisikliese verbindings
vmt d.eur-soorte van Pseudomona_§.veroorsaak word, is ondersoek deur
Rogoff en Wender(1951) en Rogoff en Irving (1957).

Van fenantreen is I-hidroksi-2-naftoïensuur as tussenpro-
dw{ geïsoleer. Manometries is aangetoon dat fenantreen sowel as
antraseen via salisielsuur en katechol gemetaboliseer wordo Net
soos by die afbraak van naf t a.Lec n is gevind dat daar vir f.en8.ntreell
'.n mocrrtLd.ke alternatiewe afbraak via 1..» 2-ndftokino.nbestaar.,



Die oksidasie van p-aminoJllenso~suur deur Psofluorescens
is deur Durl.am (l956a en b ~ 1957, 1958) ondersoek 0 Hy het vasge-
stel d.at p-aminobensoÊ3suur gedeamineer word tot p-hidroksibensoësuur
wat verder geoksideer word tot 3,4-dihidroksibensoësuuro

(b) Nitroverbindingso

(i) Nitrofenoleo
Simpson en Evans (1953) het aangetoon da.t die nitro-

groepe van 0- en p-nitrofenol by die oksidasie van hierdie ver-
bindings deur Pseudomonas-soorte gesubstitueer word deur hidroksi-
groepeo o-Nitrofenol word geoksideer tot katechol en p-nitrofenol
tot hidrokinon.. Die verdere oksidasie van hidrokinon is nie vas-
gestel nieo Die nitrogroepe wat in die oksidasieproses vrygestel
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Suda en Takeda (1950) het met die tegniek van opeen-

volgende induksie gevind dat Pseudomonas-soorte wat op tirosien
gegroei het 2,5-dihidroksifenielasynsuur vormo Dagley, Fewster
en Happold (1953) het gevind dat daar twee maniere bestaan waarop
fenielalanien deur Vibrio 0/1 afgebreek kan word, te wete via
tirosien, p-hidroksifenielpirodruiwesuur en 2,5-dihidroksifenie1-
asynsuur enersyds, en v~a fenielpirodruiwesuur, fenielasynsuur en
2,5-dihilldroksifenielasynsuur andersydsc

(ii) Tryptofaan.
Tryptofaan word op verskeie maniere deur mikro-

organismes geoksideer maar hierdie bespreking word beperk tot dié
afbraak van tryptofaan wat gepaard gaan met ringsplitsing
(aromatiese afbraru~)o Hierdie tipe afbraak van tryptofaan word
hoofsaaklik teweeggebring deur Pseudomonas spPo wat tryptofaan as
enigGte koolstof- en stikstofbron kan gebruikG

Suda, Hayaishi en Oda (1950) het gevind dat gewaste
selle van 'n Pseudomona.s-soort "rat op tryptofaan gegroei het
'n onmiddellike suurstofopname toon met kynurenien,antranielsuur
en katechol~ Selvrye ekstrakte van 'n Pseudomonas-soort wat
I-tryptofaan oksideer tot /j -ketoadipiensuur is berei deur
Hayaishi en Stanier(1951)o Die eerste stap in die oksidasie van
tryptofaan is die vorming van formielkynurenien deur 'n trypto-
f2.anperoksidaseo Die omsetting van formielkynurenien na
kynurenien word teweeggebring deur 'n hidrolitiese ensiem
formulase met die vorming van mieresuuro Onder die invloed van
kynureninase ondergaan kynurenien 'n nie-oksidatie"re splitsing
tot antranielsuur en alanieno Antranielsuur word deur 'n baie
onstabiele ensiem omgesit tot katecho1 (vglo Stanier en mede-
vJerkers 1951) 0

(iii) p-Ami~enso~2,1_lUro
Sloane eoao(195l) het gevind dat p-aminobensoësu~~ deur

Mycobacterium smegmatis via anilien tot p-aminofenol geoksideer
werdo
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word~ is in die medium as nitriet-ione aangetrefo Die ensiem wat
verantwoordelik is vir die substitusie van die nitrogroep? 'n nitro-
arielhidrolase, is labiel en kon nie geïsoleer word nieo

Simpson (1954) het 'n Pseudomonas-soort geïsoleer wat
m-nitrofenol opbreek en In onbekende donkerrooi pigment vormo
Resorsinol is nie 'n afbraakproduk van m=nitrofenol niee

Jensen en Gundersen (1954) het grondbakterie~ geïs~leer
wat 2p4-dinitro-o-kresul afbreek en nitriet=ione vrystel in die
mediUmo

(ii) p-Nitrobenso~suuro
Durham (1958) het met die manometriese metode vasgestel

dat In PSo fluorescens ....stam p=nitrobenseen afbreek tot.p=amino=
bensoësuur» p-hidroksibenso~Buur ·en 3p4-dihidroksibenso~suuro
Hier word die nitrogrcep dus gereduseer tot '.n aminogroep wat dan
vrykom as ammoniako

(c)· Heterosikliese stikstofverbindings ..
(i) Nikotiensuur ..
Hughes (1955) het vasgestel dat selvrye ekstrakte van

'n Psafluorescens-stam nikotier~uur hidroksileer in die sesde
c=posisie van die aromatiese.ringo Hunt!>Hu~hes en Lowenstein
(1957~ 1958) het die meganisme van die hidroksilasie bestudeer met
swaar isotope en vasgestel dat die suurstof wat nodig is vir die
proses afkomstig is van H20., Die hidroksilasie van nikotiensuur
in hierdie geval verskil dus van die hidroksilasie van ander
aromatiese verbindings waar die suurstof afkomstig is van molekulêre
suurstof (vgl..Evans 1958).,

Behrmann en Stanier (1957) het vasgestel dat selvrye
ekstrakte van In Ps~fluorescens-stam nikotiensuur heeltemal af=
b~eGko Nikotiensuur word gehidroksileer tot 6=hidroksinikotien-
suur gevolg deur 'n oksidatiewe dekarboksilasie tot 2,5-dihidrok=
sipiridien wat ringsplitsing ondergaan om maleïensuuramied en
mieresuur te vorme Maleiensuursmied ondergaan 'n hidrolitiese
deaminering tot maleiensuuro

(ii) EndoL,
Die Japanese werkers Uchida en Ichihara (1953) kon op-

grond van resultate verkry met manometriese proewe vasstel dat in=
dol deur 'n gram-negatiewe bakterie geoksideer word via isatienp
formielantranielsuur9 salisielsuur en katecholo

(iii) Indolasynsuuro
Proctor (1957) het die oksidasie van indo1asynsuur deur

'n Pseudomonas-soort chromatografies en manometries geanaliseer
en vasgestel dat indolasynsuur geoksideer word via skatol
(3~metielindol)~ indoksiel (3=hidroksi=indol), salisielsuur en
ka t.e cho'L,
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30 Aromatiese chloorverbindingso
Werkers in Rothamsted het baie bygedra tot <lieke.nnis

Vein ede afbraak van aromatiese chloorverbindings deur'mikro-
organismes (vglo Reports of the Rothamsted Experimental Station
1951 = 1957)0

In die landboubedryf was dit reeds lank bekend dat
insek= en onkruiddodende stowwe hulle doeltreffendheid in die grond
verloor omdat dit deur mikro=organismes ontgif worda Die identi=
fikasie en isolasie v~~ die afbraakprodukte van aromatiese chloor=
verbindings word in laboratoriumeksperimente in baie gevalle be=
moeilik omdat hulle by betreklike lae konsentrasies reeds In
groeiremmende werking toon en deurdat hulle deur die betrokke
bakterie~ stadig afgebreek wordo

(a) en 2-metiel= -

L_ ----------------------------------------------~

2,4-D viruLig verdwyn in gronde wat reeds voorheen met 2,4=D be=
handel waa , Dit berus op In ophoping van bakt er-Leë wat 2,4=D en
ve~~ante verbindings afbreek in die grondo Na aanleiding hiervan
is In verskeidenheid van dergelyke bakterie~ geïsoleer(vglo Audus
1950 en 1951, Rogoff en Reid 1954 en 1956, Jensen en Peterson
1952a en b, Stapp en Spicher 19549 Walker en Newman 1956, Bell
1957, eteenson en vlalker 1956, Walker 1954 en Johnson eoao 1956) 0

Audus (1952) het deur gebruik te maak van In grond-
perkolasietegniek, aanduidings gekry d&t die asynsuurgroepe van
2,4-D en r.~CPAAdeur hidrolise afgebreek word en dat daarby die
coreerucomstige fenole gevorm wordo Evans en Smith(1954) het In
hidroksi-aromatiese su~r uit 2,4-D-kulture geïsoleer en was van
mening dat dit moontlik 6=hidroksi-2~4-dichloorfenoksi-asynsuur
iso Steenson en Walker (1957) kon dit egter met Achromobacter sPPo

nie bevestig ~ieo Hulle het daarenteen mano~etries aangetoon
dat 2,4-D geoksideer word tot 294-dichloorfenol en moontlik verder
tot 4-chloorkatechol en katecholo Dit is bewys dat MCPAA omgesit
we:..d tot 5":chloor-orto-kr8iJol (Evans en Smith 1954 p Steenson en
Walker 1957)0

(b) p:Chloorfenoksi~asynsuurlCPAA)o
Evans en Smith (1954) het deur chemiese iso1.asies en

manonetriese aanpassingseksperimente bewys dat CPAA afgebreek word
via 4-chloor-2-hidroksi-fenielasynsuur tot 4=ch1oorkatechol wat
ringsplitsing ondergaano Die resultate is bevestig deur Evans
en Moss(1957)o

Steenson' en Walker (1957) het egter gevind dat
Achromobacter sppo p-CPAA afbreek via p-chloorfenol en p-chloor=
katecholo
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(c) ~onochloorfenoksibottersuuro

Met chromotografiese en nifrarooi=spektrofotonietriese
analise het Webley, Duff en Farmer (1957) by Nocardia opaca vas-
gestel dat 3- en 4-chloorfenoksibottersuur :'_-oksidasie onder-
gaan via /'J ~hidroksi - 'ó - (3- of 4-chloorfenoksi- )bottersuur
tot die ooreenkomstige gesulstitueerde asynsureo

(d) Chloor- en broomnaftaleeno
Walker en Wiltshire (1955) het die afbraak van l-chloor-

en I-broomnaftaleen deur bakterie~ bestudeero Die afbraakprodukte
wat ge!soleer is~ 8-chloor=1,2-dihidroksinaftaleen en 3-chloor=
salisielsuur dui daarop dat die oksidasie van l-chloornaftaleen
parallel verloop met die oksidasie van naftaleen deur bakterie~o
40 Rigg_splitsints en verdere oksidasie van a romatiese verbindings.

Tot dusver is die afbraak van 'n verskeidenheid van
aromatiese verbindings tot by die vorming van katecholof 3,4-
dihidroksibenso~suur bespreeko By verdere oksidasie van hierdie
verbindings ondergaan die benseenkerne ringsplitsing waardeur reg-
uit koolstofkettings gevorm wordo

(a) Katecholo

Evans (1947) het op grond van positiewe chemiese toetse
(Rothera-reaksie) vermoed dat katechol ringsplitsing ondergaan om
'n -ketosuur te vorm. Kilby (1948) het die ;3 -ketosuur geïso1.eer
en geidentifiseer as~ -ketoadipiensuur. Hayaishy en Hashimoto
(1950a en b) het uit met aseton ge~kstrakeerde c1ro~selpreparate
van Pseudoi!lonasspp" die ensiem pirokatechase geïsoleer wat ver-
antwoordelik is vir die omsetting van katechol tot 'n dikarboksie1.-
suuro Laasgenoemde is as cis=cis=mukonsuur geidentifiseer. Sel-
vrye ekstrakte van Pseudomonas spp. wat op katechol gegroei het,
wa~) egter nie in staat om die geïsoleerde cf.s-cLa-mukonsuuz- te
oksideer nie (Stanier en Hayaishi 1951)0 Later is aangetoon dat
die cis-cis-mukonsu'Llrdeur die isolasieproses omgesit word in die
cis-trans-isomeer wat dus nie 'n tussenproduk is nieo Evans en
Smj_th (1951) het bevestig jat die omsetting van katecho1 pl.aas-
vind via cis-cis~ mulconsuur tot fo =ket oadLpdenauur-,

Evans eoa. (1951)'het vermoed dat cis-cis mukonsuur omge-
sit word tot 7f -karboksimetiel At><--buteno1.ied wat dan herrang-
skikking ondergaan tot die A - ?f -onversadigde lakton en met
addisie van water die enolvorm van ~ =ketoadipionsuur vorm. Sistrom
en Stanier (1954) het hierdie vermoede bevestig deur die laktoni-
serende en laktonsplitsende ensieme wat by die omsetting van cis=cis-
mukonsuur tot ft -ketoadipiensuur betrokke is~ te Lso.Leer-,

(b) 3,4-DihidroksibensoÊ5suur.
Parr, Evans en Evans (1949) het waargeneem dat PSofl~-

~ ringsplitsing van 3,4-dihidroksibensoÊ5suur veroorsaak en
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I~ =ketoadipiensuur vormo Stanier (1950) het In trikarboksielsuur
ge!soleer as tussenproduk van hierdie omsettingo Die trikarboksiel=
suur is geïdentifiseer as In!> =karboksimukonsuur= moontlik die
cis=cis-isomeer (McDonaldp Stanier en Ingraham 1954)0

Grossp Gafford en Tatum (1956) het van Neurospora crassa
twee ensieme geïsoleer wat 3,4=dihidroksibenso~suur omsit tot
~ =ketoadipiensuuro Die eerste is verantwoordelik vir die om=
setting van die mukonsuur tot ;3 =karboksimukon~o.;,lakton
( (=) ",,;3 =karboksi= 3 =karboksimetiel ""A -<.. '''''butenolied)0 Die

tweede is In delaktoniserende ensiem wat die omsetting van die
lakton tot g""ketoadipiensuur kataliseero

Studies met isotope het aan die liggebring dat die
omsetting van ~ =karboksimukonsuur tot ~ =ketoadipiensuur deur
bakterie~ verskillend is van dié deur Nocrassao Dagley en Patel
(1957) het In tussenproduk van die omsetting van cis=cis=karboksi=
mukonsuur tot ~ =ketoadipiensuur geïsoleer en daar is aanduidings
dat ditmoontlik 11 =karboksi ""''6 =karboksim~tiel _~<h ""butenolied is 0

50 Die meganisme van ringsplitsingo
Die ringsplitsing van katechol en 3~4=dihidroksi=

bensoëauur met as gevolg die vorming van f~ =ketoadipiensuur gaan
gepaard met die opname van twee atome suurstof (Stanier eoao 1950)0
Stanier en Ingraham (1954) kon die opname van twee atome suurstof
in hierdie reaksie nie verklaar deur peroksiedvorming nie omdat
die totale suurstofopname onveranderd gebly het in teenwoordigheid
van In groot hoeveelheid katalaseo Hulle het ook nie daarin ge-
slaag om, met anilien as reagens, kinonvorming aan te toon nieo

Die afwesigheid van gekleurde produkte dui ook nie op kinonvorming

Katagari en Rothberg (1955) het die probleem ietwat op-
gehelder deur met isotope te werk. As die reaksie uitgevoer word
in teenwoordigheid van O2 en H20

l8 bevat die produlr, cis-cis-
mukonsuur , geen swaar isotoop nie ten,"yl in teenwoordigheid van
~I 0 0 18 d.i 018. d . . . uk t . d d.t'2 en 2 le a,n le ci.a-ru.s-nr onsuur er-uggevari wor o

Die ensieme verantwoordelik vir die oksidasie is suurstoftrans-
feraseso

Die manier waarvolgens die molkulêre suurstof geructiveer
wor-d, is onbekend 0 Pi'rokatechase en 3,4-dihidroksibenso~suur-
oksidase is metalloprotiene omdat ferro=yster as ko-faktor vir
die ensieme dien (Suda e.a. 1951~ Dagley en Patel 1955). In die
geval van pyrokatechase het lViason(1957) voorgestel dat die ferro""
ioon 'n kompleks aangaan met suurstofo Die eerste stap in die
reaksie sal dan wees die vorming van oksiferropyrokatechase wat
verantwoorde Lfk sal wees vir die oordrag van mo.LekuLêr-e suurstof
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aan katechol met e\Tentuele ringsplitsing en vorming van cis-cis=
mukonsuuro
60 Verdere oksidasie na ringsplitsing(terminale oksidasie)o

Die aromatiese verbindings wat hierbo bespreek is, word
deur obligate aerobe orBanismes afgebreeko Waterstof word by die
aromatiese hidrol~silasies1 ringsplitsing en terminale oksidasie-
kringloop afgestaan., Waterstofoordraende ensiemsisteme(dehidro-
genases) is verantwoordelik vir die oordraging van die vlaterstof
aan die waterstofakseptore tot by die uiteindelike geaktiveerde
suurstofb

Die aerobe organismes het die vermoë om ensieme te vorm
wat die aromatiese verbindings op so 'n manier oksideer dat pro-
dukte gevorm word wat in die hoof-asemhalingskringloop ingeskakel
kan word 0 Kilby (1951) het bewyse gelewer dat /~-ketoadipiensuur
gesplits word in barnsteensuur en 'n C2-verbinding, moontlik
asetaato Dagley, Fewster en Happold (1952) en Dagley en Rodgers
(1953) het vasgestel dat by die afbraak vanaromatiese verbindings
deur .Eê..~fluorescensen Vibrio O/lp /3 -ketoadipiensuur via ,:i,..=keto=
g,lutaarsuur in die Krebs-kringloop opgeneem werd a By hierdie
oksidasie-kringloop wo.rd energieryke fos:faatbindings gevorm
terwylook selmateriaal gesintetiseer kan worda

F 0 Die betekenis van die afbraak van a rom tiese
V'ërbinq_:i.ngsê!§.£:r mikro-organismes 0

Die afcraak van aromatiese verbindings deur mikro-
organismes soos in laboratorillm eksperimente vasgestel, het direk
of indirek 'n betekenis by die afbraak van baie produkte van
aromatiese karakter onder natuurlike omstandighedeo Grond is die
natuurlike milieu waaruit die organismes geïsoleer is en daarom
kan vcrwag word dat die afbraakprosesse van aromatiese verbindings
ook in die grond voorkomo Oor die werklike verloop van hierdie
prosesse in die grond is egter ba.iemin bekendo

Die moontlike betekenis van die mikrobiale oksidasie
van aromatiese verbindings in verskillende natuurlike prosesse
word hieronder bespreek 0,

lo Su.iwering van afval'tvat~a
Fenoliese verbindings in afvahvater van versldllende

oorsprong werd deur bakterieê' verwyde r-, Happo Ld en Key (1932)
het Vibrio 0;1 (sien oksidasie van fenol blso 7) geïsoleer uit
af'va.Iwatez- van 'n f'abr-Lek, By die verrotting en afbraak van
proteïene het die vrygestelde aromatiese aminosure waarskynlik
"n groot invloed op die bakterie-flora van af'vaLwa't er ,
2.. .f2.laktiveringvan ...ê:12-tise'DtiesestovJVlG0

Baie van die aromatiese verbindings word gebruik as
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bakteriostatiese of bakteriosidiese en fungistatiese of fungisidiese
stom-le 0 Verbindings soos bensoësuur en salisielsuur word gebruik
as preserveormiddels vir verskillende voedselsoorteo Karbolsuur
en derivate wo.rd as desinfeksiemiddels gebr-uá.k , Indien hierdie
verbindings in lae konsentrasies aangewend word, kan dit onwerk-
saam gemaak word deur sekere mikro-organismes 0

Sekere antibiotika vanaromatiese karakter "rard onwerk-
saam gemaak omdat dit opgesplits word deur mikro-organismeso Katz
en Pienta (1957) het gevind dat 'n Achromobacter spo verantwoorde-
lik is vir die afbraak van aktinomisien~ Ander antibiotika wat
afgebreek werd deur bakterieë is penisillien (Abraham 1951) en
chlor.amfenikol (Waksman en Woodruff 1942)0 Die verskynsel dat
sommige bakteriesoorte die eienskap het om antibiotika omverk~
saam te maak, het waar-akynl.Lk "n betekenis in die grond waar
gevind is dat antibiotieswerksame mikro-organismes nie so effek-
tief is nie teen plantpatogene in die grond as in rein kultuuro
3 D" fb k ]"" h "o le a raa van _lglllenen II umuSo

Daar is nog baie onsekerheid omtrent die presiese same-
stelling van lignien en "humus" maar die arormtiese karakter daar-
van staan VleI vaso (vgl..Brauns (1952)0

Lignien en humiensuur is baie resistent teen mikrobiale
afbraak (Lynch en Lynch 1958)0 Dit is egter bekend dat mikro=
organismes 'n rol speel by die afbraak van lignien en humus onder
natuurlike omo'tandLghede 0

(a) Lignieno

Gottlieb en Pelczar (1951) het tn oorsig gegee van die
mil<:robialeafbraak van lignien. By die aantasting van sekere hout-
soorte deur'die 't'Jit-rot-fungi Trametes pini en Polystict~us
versicolor is vanillien, vanilliensuur, syringa-aldehied en
syrin~asuur geïdentifiseer as afbraakprodukte van lignien
(Henderson 1955a)0 Fenielakrielsuur is geïdentifiseer by die hout=
verrotting van biervate deur In ander lvit=rot te wete Stereum
subpileatum (Birkinshaw, Chap'Len en Findlay 1957) Il

Die chemiese oksidasie van lignien het prodwIte opge-
Lewer soos vanillien, syringa=al.dehiedII p-hidroksibensaldehied II

anyssuur, veratrumsuur, gallussuur en fenielpropiel-derivate
(vgl.o Morrison 1958, Farmer en r!iorrison1955, Hibbert 1942 en
Freudenberg eoa. 19400)

(b) "Humus"
Lewende plante sintetiseer 'n groot verskeidenheid

aromatiese verbindings (vglo Schwarze 1958) waarvan sommige vas-
gestel is in afgestorwe plantreste (Borner 1956) wat deel uitmaak
van die organiese materiaal in die grondo
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Die humienfra.ksie van die organiese materiaal in die
grond is ekstrakeerbaar mot alkali en verbindings soos salisiel.-
aldehiedp vanillien, bensoësuur (Shorey 1914) en p-hidroksiben-
soësuur (WaIters 1917) is geïsoleer uit die in suur oplosbaar
fraksie van alkali-ekstrakte van grondo

Robbins (1916) het reeds vermoed daar in die grond
geen ophoping van hierdie vir plante giftige verbindings plaasvind
nic omdat hulle deur mikro=organismes afgebreek wordo
40 Detoksifisering_ van onk~d- en insektedodende stol'J'We0

Baie van die sintetiese planthormone en groeifaktorep

veral substitusieprodulcte van chloorfenoksi-asynsuur, vind hulle
toepassing in die landboubedryf as onkruiddodende middels
(Nutman eoao 1945)0 Dit het egter bekend geword dat hierdie
middels gou hulle effektiwiteit in die grond verloor omdat dit
afgebreek word deur bakterieë (Audus 1949 en 1951, Jensen en
Peterson 1952a en b, Newman e.ao 1952 on Rogoff en Reid 19520)

Reeds in 1928 het Tattersfield gevind dat die insek-
dodende stof naftaleen in die grond deur bakterie~ ontbind wordo

50 Die oksidasie v~9teenkoolo
Steenkool is baie resistent teen mikrobiale oksidasieo

Lieske en Hofmann (1928) het egter aanduidings gekry dat hoog
geoksideerde steenkool as koolstofbron vir bakterieë kan dieno

Die p.likrobialeafbraak van steenkool is bestudeer deur
Rogcff en ';ilender(1957) 0 Steenkool bestaan waarskynlik uit ge=
kondenseerde ringe van aromatiese en hidro-aromatiese karru{tero
Verbindings soos fenantreen en antraseen is gebruik as model-
st owwc vir die studie van die afbraakpad by mikrobiale oksidasie
van hoog gekondenseerde ringsisteme 0



~ 19 =

HOOFSTUTÁ 1110- -
VOORLOPIGE ONDERSOEK ~ffiT STREPTO~ITCETE=ISOLATEo

Dit is bekend dat sommige saprofitiese aktinomycete
komplokse organiese verbindings as koolstof- sowel as stikstof=
bron kan gebruike> Daar is vasgestel dat sekere Nocardia=soorte
aromatiese vet sure en aromatiese stikstofverbindings afbreek
(vg.L, ~lebley,Duff en Farmer 1956, 1957 en Noore 1949) o Oor die
afbraak van aromatiese verbindings deur streptomycete is daar
minder gegewens uit die literatuur verkrygbaaro Erikson (194l)
het soorte van Micromonospora geïsoleer wat tolueen en naftaleen
afbreeka

'n Ondersoek om vas te stelof eenvoudige aromatiese
verbindings as koolstofbron kan dien vir streptomycete is dus as
wenslik beskou ..

Av Isolasie van streptomvceteo
Omdat daar slegs 'n klein aantal streptomyceet-isolate

in die plaaslike kolleksie beskikbaar was, is 'n bykomende vyftig
stamme self geïsoleero

Die isolasies is gemaak uit kompos en tuingrond deur
toepassing van die verdunningsplaatmetode (vglo Potgieter 1954)0

'n Selektiewe medium was nodig vir die isolasies omdat
die stadig groeiende streptomycete op 'n gewone medium maklik
deur die vinnig groeiende bructerieë en fungi oorgroei worda Crook
Goao (1950) het die gebruik van natriumpropionaat=glukose=aspara=
gien-agar vir die isolasie van streptomycete uit die grond aru1-
beveelo Potgieter(1954) en ander studente in die Instituut
Bcdcmbiologie, U.O.V.So, het egter nie baie sukses met die metode
van Crook eoaa behaal nieo Benedict eoao (1955) het Von Plotho=
agar gebruik as in selektiewe medium vir streptomyceteo Hierdie
medium is inderdaad meer doeltreffend gevind en 'n groot aantal
isolasies kon gemaak word0 Die samestelling van die medium wat
gebruik is was as volg~

Gliserol 2000 gmo
L(+)Arginien=hidrochloried 205 gm ,

KH2HP04 1.00gIDe>
NaCI 100 gmo

MgS04°5H20 001 gm,
Fe2S04 001 gm,
Gedistilleerde wn.ter .::1000e>0mlo
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Bo O~ida~ie van aL£matiese verbindings deur

§j:;reEGomycete0

as enigste koolstofbron kan gebruik? is verskillende stamme geënt
in proefbuise op 'n minerale agar-medium wat die spesifieke
aromatiese verbinding in verskillende konsentrasies as enigste
koolstofbron behalwe die agar bevat het. Die aromatiese verbin-
dings wat gebruik is fenol, bensoësuur, salisielsuurg floroglusinol,
tolueen, m-kresol en anilien? is in konsentrasies van 0005 en 0001%
by die minerale voedingsmedium gevoego

Van die sestig ver-skd.Ll.end e isolasies l\Tatgebruik is in
die ondersoek het alleen streptomyces coelicol2E (stam A 437 in
die kolleksie v.do Insto vir Bodembiologie, UoO.V.So) 'n vertraag-
de groc:i_getoon op al die. aromatiese verbindings beha'Lwe op 0005%
fenol en m~kresol wat toksies waso Dit het ook tot 'n mate die
blou pigment orrtwi.kke.L wat onder norrna.Lekul tuuromstancli.ghede ge-
vorm wo.rd0

Hierdie voorlopige ondersoek het tot die gevolgtrekking
gelei dat die ondersogte nie-selektief geïsoleerde streptomycete=
stamme nie instaat was om aromatiese verbindings as enigste
koolstofbron te gebruik nieo

Baie streptomycete besit 'n polifenoloksidasesisteem
wat verantwoordelik is vir die oksidasie van ar-omat i.eae ver-
bindings (Klister 1953, 1955 en 1956)0 Hierdie oksidasie lei egter
tot melanienvorming of humusvorming (Klister 1953) en die koolstof
van die aromatiese substraat word blykbaar nie vir selsintese
beskikbaar gestel nieo

Ui t ophopingskul ture van a romatiese verbindings wat
l[l~;ergemaak is, (sien hoofstuk IV) is ook geen streptomyceet
wat arom2.tiese verbindings afbreek geïsoleer nieo Die enigste
aktinomyceet vTat geïsoleer kon word uit die ophopingskulture van
aromatiese verbindings was 'n Nocardia-soort wat tolueen afge-
breek heto

Uit die beskikbare gegewens uit die literatuur en uit
hierdie v oorlopige ondersoek wil dit voorkom asof Neear-dia-soorte
eerder aromatiese verbindings as koolstofbren kan gebruik as
streptomyceteo
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HOOFSTlI;K IV ~

MIKRO-ORGANISMES WAT ARO¥~TIESE VERBINDINGS
AS ENIGSTE KOOLSTOFBRON GEBR~o

Omdat nie-selektief geïsoleerde streptomyceet-stamme
arom~tiese verbindings nie afbreek nie (vgl. hoofstuk III), is daar
van 'n ophopingskultuurmetode gebruik gemaak om streptomycete en
ander mikro-organismes te isoleer wat moontlik aromatiese verbin-
dings afbreek.

Uit die ophopingskulture is reinkulture van bakterieê',
fungi en 9 n aktinomyceet wat a romatiese verbindings as enigste
koolstof- en energiebron kan gebruik1 geïsoleer.

A. J.'v1edium.
Die medium wat deurgaans gebruik is in die proev-Tehet

die volgende basiese samestelling gehad:
NH4NO)
K2HP04
MgS0405H20
Gedistilleerde water

100 gme
100 gm.
0.05 gmo

.::1000.,0mlo
Die spesifieke aromatiese verbinding wat as koolstof-

bron gedien het, is in 'n konsentrasie van 001% by die minerale
medium gevoego Om te voldoen aan komplekse voedingsvereistes is
0005% gisekstrak by die medium gevoeg. Volgens Stanier en
Tsuchida (1949) het die byvoeging van 'n klein konsentrasie gisek·-
strak geen effek op die adaptLewe oksidasiepatroon van die aroma-
tiese verbindings nieo Die pH van die media is op 7.0 gestel met
H3P04 en die media is gesteriliseer deur autoklavering by 1
at:nosfeer oordruk by l200C vir 15 minuteo

B. lsolasietegnieko
'n Ophopingskultuur is uitgevoer in 'n Buchner-tregter

met 'n deursnee van 12 cmo 100 gm. Fynverdeelde kompos is op 'n
filtreerpapier in die BuchD.er-tregter geplaas 0 'n I-Liter ronde-
boomfles is gevul met die basale medium plus die aromatiese ver-
binding wat as koolstofbro:!1gedien heto Die fles is afgesluit met
'n rubberprop wat voorsien was van twee gate met 'n glasbuis deur
elko Die een glasbuis het tot aan die bodem van die fles gereik
ter\oJ"yldie ander glasbuis kort was en verbind was met 'n rubberbu.is0
Die rondeboomfles is in 'n omgekeerde posisie bokant die Buchner-
tregter vasgeklem en deur middel van 'n klem aan die rubberbuis is
die uitvloei so gereël dat dit drupsgewys deur die kompos geper-
koleer heto Die lang glasbuis wat tot die bodem van die fles gereik
het, het lug voorsien i.ndie fles sodat die vloeistof konstant



Fenol
Bensoësuur
Amandelsuur
Tolueen
p-Kresol
m-Kresol
o-Kres01
Salisielsuur

Syringasuur
Hidrokinon
Pirogallol
Floroglusinol
Guaiakol
Anysaldehied
Vanillien
Veratrumaldehied
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uitgeloop heto Die perkolaat is opgevang in 'n I-liter Erlen-
meyerfleso Nadat die medium ongeveer 'n week lank deur die
kompos geperkoleer het, is 1 ml. perkolaat geënt in 50 ml vars
medium in 'n 100 ml Erlenmeyerfles. Na inkubasie vir ongeveer
vier dae is mikro-organismes rein gelsoleer deur uitplating op
minerale agar-medium met die ooreenkomstige aromatiese verbin-
ding as enigste verdere organiese verbindingo

Aangesien in geen enkele geval vervloeiing van agar
plaasgevind het nie, is aange~eem dat die toegevoegde aromatiese
verbinding die enigste koolstofbron vir die betrokke bakterieë was e

Co Beskrywing yau die mikro-or~anismes wat
gelsoleer is uit ophopjngRkultureo

Die volgende aromatiese verbindings is as koolstofbron in
die ophopingskulture gebruik:

Hiervan het veral bensoësuur en in 'n mindere mate
salisielsuur die meeste ontwikkeling van bakterieë en fungi gegeeo
Hidrokinon en pirogallol het glad geen ontwikkeling van mikro-
organismes gegee nieo
lo Bakterieëo

Reinkulture van bakterieë is gelsoleer op die volgende
aromatiese verbindings.

Fenol Stam no. lo o-Kresol Stam noo 80
Bensoësuur Stam no ..20 Syringsuur Stam no 0 90
Amandelsuur Stam no~ 30 Guaiakol Stan no.lOo
Tolueen Stam no. 40 Anysaldehied Stam nOollo
p-Kresol ;:Ji;amnos 50 Vanillien Stam nOo120
m-Kresol Stam noo 60 Veratrumaldehied Stam nOo13o
Salisielsuur Stam no. 70
Weens gebrek aan tyd kon nie al die toetse vir die

identifikasie van die bakterie-isolate volgens Bergey(1957)
uitgevoer word nie. Die bakterieë is egter almal aerobe, beweeg-
like gram-negatiewe staafies wat bouillongelatien vervloeio

Pigmentvorming: Isolate noso 5, 6, 8, 9, Il, 12 en
13 vorm 'n groen in wateroplosbare pigment op 'n minerale medium
met die ooreenkomstige aromatiese verbindings asook op gewone
voedingsmedia soos Krainsky- en Czapek-agaro Isolate noso 2 en 7



30 Akti:rJ,Q_mvcet~o
Aktinomycete is die groep van mikro-organismes wat die

minste ontwikkeling gegee het in die ophopingskulture op aromatiese
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vorm 'n in water oplosbare geel pigment op die basale medium
met oo~eenkomstige aromatiese verbindings. Isolate nos. 19 3 en
10 gee 'n groenrooi fluoresensie op verskeie mediao
20 E.unJd.

Fungi is geisoleer op bensoësuur, salisielsuur, floro-
glusino19 katechol en amandelsuur. Die mees algemene soorte wat
op hierdie verbindings ontwikkel het behoort tot die genera
Asuergillus 9 Penicillium en HQr.!!Lodendrum. Hulle is nie verder
ondersoek nie.

verbindings.
Alleen op tolueen as koolstofbron het isolaat no. 4

'n belowende groei getoon. Op grond van die voorkoms in kulture
en mikroskopiese kenmerke is hierdie isolaat geidentifiseer as 'n
Nocardia SD. Die voorkoms van die kolonies stem ooreen met
bakterie-kolonies~ dit vorm geen lugmycelium nie maar slegs sub-
straatmycelium wat opbreek in "arthrospore."
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HOOFSTUK V.
t"O

TUrmIDIMETRIESE GROEIBEPALING VAN BAKTERlEE
'01' VERSKIIJLENDE AROlvL4.TIE;SE VERBINDINGS.~--~------- . .~~~~~-~~~~~~~
Hierdie ondersoek is uitgevoer om die optimum kultuur-

omstandighede in die voorgenome Warburg-eksperimente te kan toepaso
Die doel was hoofsaaklik om na te gaan watter konsentrasie van 'n
aromatiese verbinding in 'n kultuur die beste groei gee.en na watter
inkubasietyd daardie kultuur die sterkste groei vertoon. Die t~oe-
beling wat die gelsoleerde bakterieë in 'n minerale vloeistof-
medium met die ooreenkomstige aromatiese verbinding in verskillende
konsentrasies veroorsaak, is turbidimetries nagegaan.

A 0 Metode.
Dieselfde minerale vloeistofmedium wat vir die perkola-

sietegniek gebruik is, is opgemaak en verdeel in 45 ml porsies in
100 ml Erlenmeyerflesse. Die spesifieke aromatiese verbinding
wat as koolstofbron by die ophoping gedien het, is in verskillende
konsentrasies in 'n volume van 5 ml by die 45 ml porsies gevoeg.

Na enting met die bakterieë wat op die ooreenkomstige
aromatiese verbindings gelsoleer is, is di.e kulture gelnkubeer
by 300C• Monsters van ± 10 ml is elke tweede dag asepties uit die
kulture geneem en gebruik om die turbiditeit te bepaal.

Die turbidimetriese bepalings is uitgevoer met 'n Klett
Summerson foto-elektriese kolorimeter deur 'n blou filter te ge-
bruik. Om vergelykbare resultate te verseker, is die voorsorg-
maatre~ls soos voorgeskryf deur Van Kerken (1958) toegepas by
die metingso

Bo Resul tat~.

Uit die waarnemings opgesom in tabellkan die volgende
resultate afgelei word.

I voeg in tabelI.

lo Fenol.
Die 0005%-medium het deurgaans die beste troebeling

gegee. Op die Ool%-medium was die groei aan die begin vertraag
maar het l'nettertydtoegeneem na gelang die toks:ieseeffek verdwyn
het. Die 0.15%-medium was heeltemal toksies en geen groei het
plaasgevind nieo
2. Bensoësuur.

Na twee dae inkubasie bet di8 Ool%-medium die sterkste
troeteling gewys. Tot op die tweede dag het 'n groeivertraging
van die bakterieë in die l%-medium plaasgevind. Dit is waar-



i stam Il Aantal dae geïkubeer I 2 I I 6 8' I' I 4i nc , jl I i ;
I I i
! Il ! ,

Ijl Fenol II
\1

~
I I

r-- --
JL

11
% fenol 0015 I o ! 20 0 10

0010 i
35 I 194 84 ! 162II IIi lj 0.05 153 I 260 202 244

II 0,,03 il 109 128 120 JL25
r- Il -=--- .. - - !I " Benso~sl,lur.. II I't II l
~ : - i

I 2 I' % benso~suur 1050 i 20 I 431 661 100I
I

) 1000 I 120 I 7 ', - , -,Iï 82
II 262

3 511.72 250 i 345 I
300 I 270 I 250!
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TABEL lo

TURBIDIl"JETRIESE GRO:.iUBEPALINGS VAN BAKTERIE-S'PAl'fJJv]E IN iN
]'UJ\lERALE VOEDINGsI\JEDIUIvI MErJ: DIE 00REENKOlVIS1'IGE AROJ.lflATIESE

VERBIND:L:NG AS ENIGSTE K~OLSTQEBRONo

Troebeling ~

I -=: ~-
I

Il AmandeLauur' 0 II I"
3 II % amandelsuur 0..50 II 120 I 260 I 380 500

'I
0.10 II 150 I 300 I 450 460
0005 100 I ll6 114 110Il 0003 I, 70 ! 681 64 62I i!

I I Tolueen. I
4 Il % tolueen

, 115 r1000 45 I 120 125
I 0050 , 40 70 I 70 72 I

001.0 I 55 I 48 40I 20 ! 40j0005 I 20 18 1 10
, - r -lli I I I
I _Il_:-Kresolo II i II

I % p-kresol I o I I
,

5
,

0010 0' 0 i 0
I 0,,05 I 28 I 481 50 I 56!

I
0.03

II
89 I 70 I 60 I 58.0001 4°~~41n II~Kresol. 'I I ! I 1

1---'6 :1 0;0 m-kresol
II
I

o I 221
,

0015 50 60
I, 0010 33 95 I 180 275

0005 I 93 IJ..2 i 140 160
!i

I

130 I 1351
0003 I 120 140

'- I

Il m-OH-Bensaldehiedo I. I I TI !
II I j

6 l' % m-OH-Bensaldehied i ! 142 I,I 0015 ! 130 160 160II I

I 0010 I 150 I 156 i 158 160
0005 I 105 100 ! 100 100

I I 62 Ii 0.03 I 60 I 63 64 Ip , l,
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TABEL 1 (VERVOLG)

'.~....

i Troebelingo
I

,Stam Aantal dae geïnkubeer 2 4 6 8i no ,
1

I ISalisielsuurG

7 % salisie+suur l050 0 5 20 40
1.000 162 250 343 -
0050 165 268 345 375
0010 224 210 190 180

o-Kresol .. I
8 i % a-kresol OGIO

2g I 0 0 0

I 0005 50 I 100 160
0003 I 120 I 130 I 135 140
0001 43 i 48 48 50,

Saligenieno
I II I

I 8 % saligenien 0015

II
1.40 220 2381 260, 001.0 158

,
202 I 230 250

I I I0005 160 175 155 150
0.03 I, 97 I 112 JL04; 100! I,

S;y:ringas1..~G I ;

I'
,

:I L
9 II ~~ syringsuur 0015 90 182 2851 325

0010 125 255 2851 300

I 0005
I

112 118 126 I 138
0003 97 102 I 109 i IJL5, II i

Guaiakol .. I I
i

10 I % guaiakol 0010 I 0 0 0 0I0005

I
130 115 110 100

0003 88 75 77 70
0001 40 30 20 20

,I .Anysaldehiedo
Il I % anysaldehied 0015

I
0 0 10 28

0010 10 I 27 50 60
I 0005 I

72 I 120 125 115 i
I 0003 50 I 58 60 ! 65 !! I I

I
! Vanillieno
i

% vanillien 0050 :
0 I 20 I 6012 I 10

0015 35 86 183 . 270
I 0010 90 I 222 250 I 240
II 0005 100 108 110 105-
II veratrumaldehi~d 0 I

13 II % veratrumaldehied 0015 i 27 I 60 64 . 68
I 0010 30 I 70 90 I 110 I
II 0005 30 .114 116 I 116 I

0003 70 I 58 55, 54 Ili ,
- .
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skynlik te wyte aan 'n aanvanklike toksiese invloed van bensoësuur.
Daarna het die turbiditeit in die l%-medium vinnig toegeneem. Op
die vierde dag was 'n duidelike oplosbare geel pigment sigbaar
en het verdere turbiditeitsmetings geen sin gehad nie. Of die
hoë tur1)iditeit op die vierde dag aan sterk groei of aan beginnende
pigmontvorming toegeskryf moet word~ kan nie met sekerheid gesê
word nie. In die 0.5%-medium het die groei na 'n effense remming
aan die tegin reëlmatig toegeneem sodat die kulture later meer
troebel was as op die O.l%-medium. Die 1.5%-medium het 'n sterk
geremde grooi getoon wat toegeskryf is aan die toksiese invloed
van so'n hoë konsentrasie bensoësuur.

30 ~mandelsuur.
Tot op die sesde dag na enting het die Ogl%-medium die

sterkste troeboling gegee. Die troebeling in die 0.5%-medium het
min verskil van dié in die O.l%-medium. Na die tweede dag was
daar geen merkbare toename van troebeling in die 0.05%- en 0.03%-
medium nie.
4. Tolueen.

Isolaat no.4- is onbeweeglik en vorm 'n vlies op 'n
medium. Die turbiditeit is bepaal nadat die media opgeskud is
tot 'n homogene suspensie.

Die hoogste troebeling is eers na vier dae vasgestel in
die 1.O%-medium. Die troebeling het dus stadiger plaasgevind as
by bakterieë. KIE)iner konsentrasies tolueen het relatief 'n baie
swakker ontwikkeling van selle gegee.
5. p-,Kre~Q.1.

Die 0.05%-medium was effens toksies en die sterkste
troebeling van bakterieë is na twee dae inkubasie op die 0.03%-
medium verkry. Die O.l%-medium was heeltemaal toksies.
6. m-Kresolo

Na twee dae inkubasie was die sterkste troebeling in die
0.03%-medium. Die troeteling in die 0.03%-medium. Die troebeling
in die 0.05%-medium het min verskil van dié in die 0.03%-medium.
In die 0 .10~L en 0 e 15%-medium het die groei na 'n aanvankf i ke
remming vinnig toegeneem.
7. m=Hjdroksibensaldehied.

Die sterkste troeteling in al die media het in die eerste
twee dae na enting plaasgevind. Daarna het die troebeling in die
0.15%-medium nog effens toegeneem terwyl dit in die ander media
prakties gladnie meer toegeneem het nie.
8. Salisielsul1r.

Na twee dae inkubasie het die 0 .1~L medium die sterkste
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troebeling gewyso Die groei in die Oo5OP~- en 1000%-medium was
prakties dieselfde en die troebeling het feitlik recalmatig toege-
neem tot op die 6e dag na entingo Daarna het dieloOO%-medium ook
'n geel pigment ontwikkelo

90 o-Kre s o.L,
Na twee dae inkubasie was die meeste troebeling in die

Oo03%-mediumo Geen merkbare toename in troebeling het na hierdie
tyd in die 0003%- en OoOl%-medium plaasgevind nie terwyl die troe-
beling in die 0005%-medium feitlik re~lmatig toegeneem heto Die
OolQ%-medium was toksies en geen ontwikkeling van bakterie~ het
plaasgevind nie6
100 Salisielalkohol(saligenien)o

Die sterkste troebeling het deurgaans voorgekom in die
0015%- en OolO%-medium en was prakti.es dieselfdeo Na die tweede
dag kon geen merkbare toename in troebeling in die 0 ..05%- en 0003%-
medium opgemerk word nie c>

110 §yringasuuro
Na die tv,mede dag was daar min toename in die troebeling

van die 0003%- en Oo05%-medium waarvan die troebeling ook min ver-
skil het. By die ho~r konsentrasies was daar tot die agtste dag
In toename in die troebelingo

120 Guaiakolo
Twee dae na enting was die 0005%- medium die troebelste

maar daarna het die troebeling net sobs by die 0003%- en 0001%-
medium nie meer toegeneem nieo In die OolQ%-medium het geen ont-
wikkeling van selle plaasgevind nieo
130 Anysaldehiedo

Na t"v;reedae het die 0005%-medium die sterkste troebeling
gew·ys. Die ander media het baie min troebel gewor'd,
140 Vanillien.,

Na vier dae het die Ool%-medium die sterkste troebeling
gewys. Die 0015%-medium was aanvanklik toksies maar mettertyd het
die troebeling vinnig toegeneem.. In Stadige troebeling het in die
Oo5%-medium plaasgevindo

150 Veratr-QIDaldehiedo
Na vier dae het die 0.05%-medium die sterkste troebeling

gewyso Gedurende die agt dae inkubasie-tydperk was daar In vertraag-
de groei van bakt er-Leë in die 001%- en Oo15~~-medium en het in
stadige troebeling plaasgevindo

Co Besprekingo
Volgens die troebelingswaardes is die optimum groei in die
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meeste gevalle reeds na twee dae in die media met lae konsentrasies
aromatiese verbindings vasgestel. In media waaringoei plaasgevind
het by ho~r konsentrasies is die optimum troebelingswaardes eers
na 4~6 dae vasgestelo

Die swak groei wat opgetree het in die media met lae
konsentrasies aromatiese verbindings is waarskynlik te wyt e aan die
lae koolstofgehalte wat beskikbaar was.

Die aromatiese sure benso~suurp salisielsuur en amandel-
suur het in selfs so'n ho~ konsentrasie as 100% 'n sterk ont-
wikkeling van bakterie~ veroorsaako Die fenoliese verbindings
en veral die kresole was daarenteen baie toksies en in baie ge-
valle het slegs verbindings van 0.05% en minder nie 'n groeirem-
mend s vJ"8rkinguitgeoefen nie"



Die mikrobiale oksidasie van aromatiese verbindings is
manometries bestudeer deur die suurstofopname en koolstofdioksied-
vrystelling te bepaal volgens die direkte metode van Warburg
(vglo Umbreit eoao 1947)0 in Warburg-apparaat model VL vervaardig
deur die Firma BoBraun, Melsungen, is vir die doel gebruiko

Ao Die suurstofopname ..
Die suurstofopname is bereken volgens die formule:

X02 - hKO,.
- c:.

Waarby
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ROOFSTUK Vlo

OPHERKINGE OOR DIE ·WARBURG-TEGNIEK.

die aantal plo suurstof wat opgeneem wordo

KO -2
Die fleskonstante is bereken volgens die formule~

die verandering van die manometerlesing in mn10

die fleskonstante vir suurstofopnameo

die volume gasfnsc in die manometerfles plus die
volu~o van die kapillêre van die manometer uitge-
druk in mlo

Vf - die volume vloeistof in die manometerfles uitgedruk
in mlo

760 x 13o~igtheid van die manometervloeistofo
odie temperatuur van die waterbad tot 0.01 C nou-

keurig, uitgedruk in grade absoluut (273 tOC)o
die oplosbaarheid van die gas in die vloeistof
(uitgedruk as mlo ga~/mlo vloeistof as die gas by
'n drW~ van 1 atmo is, by temperatuur T)o Die
waar'd ea vir die oplosbaarheid van die gas word
aangegee in tabelle (vglo Umbreit 1947)0

In plaas van die fleskonstante van elke manometerflessie
telkens uit te wer-k volgens die formule, is die fleskonstante afge-
lees op in standaard grafiek opgestel deur No Dahl en Fo Samson,
Depto Fisiologie, Universiteit Kanseso

Die absorbering van CO2 deur KOR~ Die vrygestelde CO2moet geabsorbeer word aangesien dit anders die lesing vir suurstof-
opname beïnvloedo Die absorbering van CO2 deur KOR hang af van die
oppervlakte van KOH wat blootgestel iso Om die oppervlakte van die
KOR-oplossing te vergroot is filtreerpapier in vierkante van r. 2 cm.
gesny, drie tot vier keer gevou en met 'n pinset in die KOR-op-
lossing geplaas. Die KOR versprei dan oor die hele oppervlak van
die filtreerpapiero Net voldoende KOR-oplossing van omtrent 2
normaal is in die binneste klein buisie geplaas om die oppervlakte

waarby Vg

Po -
T

,:Vg 273 + Vfo<A
KT' I---....;;;...----1-I Po !

...:
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goed te bedek. Om te verhoed dat die alkali nie opkruip teen die
buisiewande en in die bu.itenste ruimte van die flessie beland nie,
is vaseline op die rand van die binneste buisie gesmeero

Bo Die koolst9fd~oksiedv_rystellingo
Benewens die flessie met KOR wat gebruik is om die suur-

stofopname te bepaa L, is nog In flessie gebruik met presies dieselfde
inhoud as eersgenoemde maar wat nie KOR bevat het nieo

Die koolstofdioksiedvrystelling is bereken volgens die
forrnule~

waarby

h _ X02
K02

XC02 - die aantal pl.C02 wat vrygestel iso
h - die verandering van die manometerlesing in mmo

XCO -2

X02 - die aantal ~l 02 wat opgeneem iso
K02 - die fleskonstante vir suurstofopnameo
KC02 - die fleskonstante vir koolstofdioksiedvrystellingo

Co Die skoonmaak van die manometers en manometer-
flessies.

Die sluitstuhlce van die manometers en manometerflessies
is bevry van vet deur dit met watte en aseton skoon te maako Die
manometers is van hulle staanders verw'yder en na verwydering van
die rubberbuise is die manometers in dLchr-omaat-cswawe.Lsuur geplaas
en oornae; d.aarin gelaato Omd.at chroom=ione 'n giftige werking op
ensiemwerlr.ing kan hê, is dichromaatswawelsuur nie vir die manometer-
flessies gebruik nieo Die manometerflessies is in gekonsentreerde
swawe l.suur en rn.t r-aat geplaas en op ' n sandbad verhit 0 Die mano-
meters en flessies is hierna goed gewas, eers met kraanwater en
daarna met gedistilleerde water en gedroog. Slegs in geval van die
manometerflessies is die skoonmaak daarvan elke keer na gebruik
herhaalo

Do Die yking van manometers en manometerflessieso

Die bepaling van die volumetriese inhoud van die manometers
en manometerflessies is gedoen met kwi.kvolgens I n gewysigde metode
van Zwart (1952)0

'I voeg in tabel 20~~~ __~~~ .~-J

a., Die yking___y_andie l~'l.nollleterfless_ies0

Die manometerflessies is noukeurig gevreeg en onder
vakuum met kwik gevul (vgl. figo 1) om te verhoed dat daar enige
lugblasies insluip.

[~-0 figo 1

die hoeveelheid kwik in 'n flessie is so gereël dat wannee r die



DIE YKING VAN IIJf,ANOMETERSEN MANOj\JlBT~RFLBSSI~S.

No. van Noo v Flessie i F'l.e as.i.e ~wik al- Volume J Glas- ~ Glasbe- IKwik al 'I'emper a- [Volume I 'l'otale I KC02 ! K02 .1Manome- flessi + kwik I alleen een v~ ~les I be,,:e~ ker al- 11ee~ tu~r ;raJ van Ma-I volume J Vf~ 3mt.Vf ~ 31ter. I Gewig in~ Gewig in Gewig in s i e a.n rru:.+ kwi.k leen I GeWlg kwi.k an nometerl in ml. I 'r=303° i 'r = 303
! I Gram. i Gram. I Gram. i Gewig Gewig i~ in Gram oe in ml. I I! . , ' I in Gr Gram. I JJ [ ,

18307 I ! , , I t r . i
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,

91-44 B·5874 21.00 p·4126I ' I . I II ' ï I9159 I 8313 1222.0123 120.1677 ,201.8446 1409271 12202330 ~702173 5.0157 21.00 10.3703 1502974 1.291 1.115

9134 15261 124307761 12007556 1223.0205 ,16.4930 12200056 P-7,,2173 ~07883 121.00 0.3535 I 1.~-42 1.25311608465,I I
iI

1213.6532 121.1372 1192.5160 11402372 12300684 . 7021139168 8312 5.8511 ~2000 0.4321 114.6693 1.242 1.059

!216.4139 122.0053 194.4°86 114.3773 23. 2785 f7 .2173 I9164 5081 6.0612 121.00 0.4474 !1408247 1.259 1.077,
I

11404
I8814 !235.2713 21.4559 213.8154 115.8124 t4.2332 117.2173 7.0159 120000 0.5179 11603303 1.396 1.210

9192 3348 [214.5825 ,20.2451 )194. '37 4 11~.3720 j2 .2~ 99 ~7.2173 5.0326 b3.00 jo.3718 114.7436 1.252 1.065

9124 3041 1218.1055 120.8121 119702934 1405940 ~3.57i)5 17.2173 6.3162 ;;>0.00 0.4599 11500539 1.280 1.095
r . I9189 5324 1222.1973 22.6149 199.5824 14.7592 b2.32:Z;7) 17~2173 5.1070 ;;>3.00 0.3773 115.1365 1.288 1.110

205.6423121.3242
,

9140 3651 184·3181 13.6300 b2.7396 17.2173 5.5223 b1.00 0.4082 11400382 1.190 10002

>2.7456 117 .2173 f.52839145 5202 224.84'1-6 ; 22,,4523 202.3923 ,1409680 DO.OO 004081 11503761 1.309 1.120
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voeg in figo 20
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flessie verbind is aan 'n manometer en in die wa'terbad van die
Warburg-apparaat geplaas is ~ die kwi.kby 'n gekose t.empera.tuur-,
30oe~ tot 'n gerieflike hoogte X stygo
20 Die yking van die manome~.

Die een ent van 'n kort, skoon stukkie rubberbuis is met
'n kort glasstafie gesluit. Die rubberbuis is gevul met kwik en
verbind aan 'n kraanopening (vgl. figuur 2) van 'n manometer wat
in posisie 1 vasgeklem is.

Die buis is oor die punt van die manometer gedruk sodat die kwik
eers net gestyg het tot posisie Yo Die manometer is dan versigtig
omgedraai en in posisie 2 (figuur 2) vasgeklem. Deur middel van
'n klemskroef aan die rubberbuis Eondeur die manometer in 'n verti=
kale posisie op en af te beweeg is die kwik in die manometer presies
op punte X en Z gestel. X - Z was dan 'n horisontale lyn geweeso
rtlnt Z het die uitgangspunt op die regterbeen van die manometer
voorgestel vir die neem van lesings op die linkerbeeno In dié ge=
val is dit geneem as 150 mmo Die kraan K is net genoeg gedraai om
die verbinding tussen kwik in die rubberbuis en dié in die mano,:""
meter af te sny.

Nadat 'n rukkie gevlag is om temperatuurewewig in te stel
is daar weer op gelet dat die kwik presies op punte X en Z staano
Die kr-aan is hierna oopgedraai sodat die kw.i.kuitgevloei het in 'n
noukeurig af'geweegt e glasbeker.. Die temperatuur van die kwik in
die stoorbottel is gemeet tot die naaste Ooloe en dit is aangeneem
dat die temperatuur van die kwik in die manometer dieselfde was.

Eo Di~'1& van die manometers met Brodie
se _oplossingo

Die rubberbuise vaE die manometers is skoongemaak en weer
aan die manometers verbind. Die manometers is in 'n omgekeerde
posisie vasgeklem. Die rubberbuise is toegeklem by die verbinding
aan die manometers terwyl die rubberbuise gevul is met Brodie se
oplossing (Braun se reagens). Die rubberbuise is gesluit met die
kort glasstafies en nadat die ma~ometers regop gestel is~ is die
k.l.ernmeverwyder. Die manometervloeistof kon dan op die regte hoogte
gestel word deur die skroef van 'n manometer versigtig te draaio

Fo Die aanwend~EE van vet aan die sluitstukke van
die manometers en manometerflessieso

Vir die manometerkraantjies is 'n silikoon smeer gebruik
terwyl vir die res van die sluitstukke vaseline gebruik iso Slegs
drie strepe vet is oor die oppervlak gesmeer en die sluitstukke is
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styf ingepas en slegs effens heen en weer gedraai totdat die vet
oor die hele oppervlak versprei het sodat daar geen lugblasies
voorgekom het nie.

Go ]\lIetodegevolg by die neem van lesin&ê_o
Die manometerflessies aan die manometers is in die kon-

stante temperatuurbad van die Warburg-apparaat geplaaso Nadat
't emper-a't'uur-ewewá.gt.ussen die vloeistof in die flessies en die
water in die bad bereik iS9 is die vloeistof in die geslote mano-
meterbuis op 150 mm gestel terwyl die kraan oop was. Nadat die
Kraan gesluit is 9 is die lesing geneem van die stand van vloeistof
in die oop manometerbuis met die vloeistof in die geslote manometer-
buis op 150 mmo As suurstofopname plaasgevind het9 het die mano=
metervloeistof in die toe buis gestyg.. Telkens na 'n periode van
10 minute is die vloeistof'in die geslote buis op 150 mm gestel
en die lesing van die stand van vloeistof in die oop buis geneemo
Die verskil tussen die beginlesing en die volgende lesings van die
stand van die vloeistof in die oop manometerbuis het die drukafname
aangegee vJat as gevolg van suurstofopname opgetree heto

Ho Die i:Brmobarometer ..
Vir korrekte manometerlesings van suurstof opname en

koolstofdioksiedvrystelling behoort die atmosferiese druk konstant
te wees. Geringe temperatuurveranderings veroorsaak egter veran-
derings in atmosferiese drtlli. Om korreksie by die verandering van
die kamertemperatuur aan te bring? is gebTIlik gemaak van 'n termo-
barometer.

Die termobarom.eter bestaan uit 'n manometer met manometer-
flessie wat slegs gedistilleerde water bevato As die vloeistof in
die oopmanometerbuis van die termobarometer gestyg het9 is die ver-
skil bygetel by die manometerlesings9 terwyl as die vloeistof ge-
daal het die verskil afgetrek is van die manometerlesings.
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HOOTt'STUKVII.

VvARBURG-EKSPERIlVIENTJ?_.

In 'n voorlopige manometriese ondersoek is gevind dat die
geïsoleerde bakterieë 'n baie duideliker en vinniger reaksie vir
die vasstelling van die oksidasieverloop van aromatiese verbindings
met behulp van opeenvolgende indliksietegniek vertoon as die beskik-

~~Jii~-soort geïsoleer is~ is alleen die bakteriële oksidasie van
die aromatiese verbindings bestudeer met die Warburg~metodeo

Die oksidasieverloop na ringsplitsing kon nie bestudeer
word nie omdat verbindings soos )3-ketoadipiensuur nie verkrygbaar
1'TaS nie en omdat moeilik bekombare verbindings nodig was vir die
bereiding daarvan;

Ao Metodesa
lo Kultuuromstandighede.

Om goeie aerasie te verseker is die kulture opgemaak in
I-liter Fernbachflesse sodat 'n groter vloeistofoppervlak aan die
lug blootgestel was. Die Fernbachflesse het elk 500 mlo vloeistof-
medium van dieselfde samestelling soos gebruik vir die ophopings-
kulture bevat. Die aromatiese verbindings is bygevoeg in konsen-
trasies wat na 'n kort inkubasietydperk optimale selontwikkeling
gegee het soos beskryf in hoofstuk IV (sien tabel 3) ..

I voeg in tabel 3., J
2G Sentrifugering van _9.ieselleo

Die bakterie-selle is na 'n bepaalde inkubasietydperk
(sien tabel 3) versamel deur sentrifugering van die vloeistofkuJ.-
tuur in 50 ml. buise met 'n "Clay-Adams Angle centrifuge" by spoed
no 04 0 Die selle is t\vee maal met gedistilleerde water gewas en
daarna hersuspendeer in neutrale 001 M fosfaatbuffer (vgl. Piek

..L

1952) 0 Een ml" VE'J."l die suspensie het':" 0.1 mlo kompakte nat selle
bovat 0

30 Die metode gevolg by die uitvoering van 'n eksperiment.
In elke manometerflessie is 1 ml. van die selsuspensie

gebruik-+ 1.3 ml. van die 001 M fosfaat buffer (pH700); 005 mlo van
0.01 M (5 plo) substraat is na die le lesing (10 min. na die begin
van 'n eksperiment) uit die syarm bygevoeg5 0.2 mlo van 'n 2n KOH-
oplossing is gebruik in die middelste buisie. Die totale volume
vloeistof in die flessie was deurgaans 3 mlo

Die eksperimente is uitgevoer in 'n atmosfeer van lug by
'n temperatuur van 300Co Die flessies is geskud in 'n tempo van
150 oop.mo
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Die suurstofopname is bepaal soos uiteengesit op bIs 30

Die koolstofdioksiedvrystelling is bereken uit die drukverandering
;int'\.veeooreenstemmende manometerflessies met en sonder KOR
(sien bls031 )e

40 Kwantitatiewe suurstofopname en koolstofdioksiedvrystelling
per ee~~eid ~ideerde substraato

Die aantal molekule suurstof wat gebruik is in die oksi-
dasie van een molekuul aromatiese verbinding en die aantal molekule
koolstofdioksied vrygestel per molekuul aromatiese verbinding, kan
uit die resultate van die manometriese eksperimente bereken word en
is w'eergegee in tabelle 17 en 180 Hierdie tabelle word op bLs ,44
nader bespreek.

Wanneer 'n oksideerbare substraat by die selle gevoeg
'iTord1 vind '.n verhoogde suurstofopname plaas en toon die kromme vir
die suurstofopname In steiler helling. Sodra die beskikbare sub-
straat opgebruik is, sal die suurstofopname tel~gkeer tot di~ van
die endogene asemhaling en begin die kromme weer parellel loop met
dié van die endogene asemhaling. Die verskil in suurstofopname
van die manometerflessie met substraat en dié sonder substraat kan
toegeskryf vlOrdaan die oksidasie van die substraat (sien Umbreit,
Burris en stauffer 1947)0 Op dieselfde manier is die koolstofdiok-
siedvrystelling van die substraat bereken.

Bo Resultateo
lo Die oksidasie van enkel gesubstitueerde fenole en aromatiese

sureo
a , Feno l.,

Gewaste selle van bakterie-isolaat nOoI wat op 'n fenol-
medium gegroei het, het 'n onmiddellike suurstofopname gegee in
teenwoordigheid van katechol (Sien tabel 4 en figuur 3). Op grond
van die opeenvolgende indl~sietegniek kan aangeneem word dat fenol

voeg in tabel 4 en figuur 3
deur bakterie~olMt no"l direk tot katechol geoksideer wordo

bo Benso~suuro
Volgens die gegewens in tabel 4 en figuur 4 word bensogsuur

deur bakterie-isolaat no.2 geoksideer tot katecholo

voeg in tabel 4 en figuur 40
Bhat e.ao (1959) en Tchan (1946) het op grond van hulle

studies met Pseudomonas SPPo en Azotobacter sppo salisielsuur as in
tussenproduk in die oksidasie Van bensogsuur tot katechol bestempel.
Vir bakterie-isolaat nOo2 is geen aanduidings gevind dat salisiel-
suur 'n tussenproduk in die oksidasie van bensogsuur tot katechol
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is nieo In teenwoordigheid van salisielsuur is slegs in klein
suurstoftoename waargeneem met die Warburg~tegnieko Met FeCl3 kon
salisielsuur nie in die kultuurvloeistof van In bensogsuurmedium
waarop bakterie~isolaat nOo2 gegroei het, aangetoon word nieo Bak=
terie=isolaat nOo2 groei ook gladnie op in salisielsuurmedium nieo

Co Amandelsuuro
Gewaste selle van bakterie-isolaat noo3 wat op In amandel-

suurmedium gegroei het~ het 'n onmiddellike suurstofopname gegee in
teenwoordigheid van amandelsuurp bensaldehiedp bensoësuur en katechol
(sien tabel 5 en figuur 5)0

I voeg in tabel 5 en figuur 5
Die hoeveelheid suurstof opgeneem toon dat amandelsuur

geoksideer word tot bensaldehied via In tussenproduko Bensaldehied
word dan verder via bensoësuur tot katechol geoksideer" Stanier
(1948) het vasgestel dat die tussenproduk in die oksidasie van
&~andelsuur tot bensaldehied deur PSo fluorescens bensoielmieresuur
vraso Aangesien bensoielmieresuur nie beskikbaar was nie kon nie
vasgestel word of dit ook 'n tussenproduk in die oksidasie van
amandelsuur deur bakterie=isolaat noo3 is nieo

Die bakteriële-oksidasie van fenol, bensoësuur en amandel.=
suur soos manometries vasgestel bevestig die werk wat deur Sleeper
en Stanier (1950) met PSofluorescens gedoen iso

de> ~o

Aktinomyceet=isolaat noo4 wat geidentifiseer is as
Noc~rdia spop oksideer tolueen volgens dieselfde patroon wat Kitagawa
(1956) vasgestel het vir Pseudomonas aeruginosa (sien blso 8 )0
Stanier het reeds (1947) vasgestel dat PSofluorescens bensielalkohol
via bensaldehied tot bensoësuur oksideero

Gewaste selle wat op In tolueenmedium gegroei het~ het 'n
onmiddellike suurstofopname getoon in teenwoordigheid van bensiel=
alkohol, bensaldehied~ bensoësuur en katechol (sien tabel 6 en
figuur 6) omdat bensielalicohol net soos bensaldehied baie vlugtig

voeg in tabel 6 en figuur 6
is, distilleer dit oor vanaf die syarm van die manometerflessie en
veroorsaak nog voor die proef aan die gang gesit is In verhoogde
suurstofopnameo

Ten opsigte van tolueen het die organisme in afwykende
gedrag getoono Gedurende die eerste 10 minute na toevoeging van
tolueen het die suurstofopname toegeneem, daarna het dit parallel
verloo·p met die endogene asemhaling" Die Nocardia-selle het dus
geen verdere verhoogde suurstofopname by teenwoordigheid van tolueen
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getoon nieo Hierdie resultaat is by herhaling van die eksperiment
bevestig. In die algemeen sou 'n dergelyke resultaat aan die im=
permeabiliteit van die selle vir die betrokke stof toegeskryf kan
word 0 I"letdie oog op die sterk lipofiele geaardheid van tolueen,
lyk 'n dergelyke verklaring in hierdie geval egter baie onwaarskyn-
lik veralook omdat die organisme goed groei op tolueen as enigste
koolstofbron. 'n Ander verklaring kan op hierdie stadium nie gegee
word nie en die probleem is nie v·erder vervolg nie 0

20 Die oksidasie van para-, meta en orto-gesubstitueerde
~omatiese-=verbindings.
a , .2::Kresolo

Smith~ Jones en Evans (1950) en Dagley en Patel (1955, 1957)
het vasgestel dat p-kr-eso.L deur Ps Dfl-q_<2!escensgeoksideer wo rd tot
p-hidroksibensaldehied, p-hidroksibensoësuur en 3,4-dihidroksiben-
soësuuro p-Kresol word waarskynlik op dieselfde manier geoksideer
deur bakterie-isolaat no.5o Gewaste selle wat op p-kresolmedium
gegroei het, het onmiddellik 'n verhoogde suurstofopname getoon
in teenwoordigheid van p-kresol, p-hidroksibensaldehied en p-
hidroksibensoësuur(sien tabel 7 en figuur 7)~Ook in teenwoordigheid

I l
I voeg in tabel 7 en figuur 7 I

van 3,4-dihidroksibensoësuur is onmiddellik 'n verhoogde suurstof-
opname waargeneem hoewel in "n baie minder sterk mate 0 Omdat daar
gedurende die hele periode van oksidasie geen vertragingsfase voord
gekom het nie, kan die oorsaak van die stadige oksidasie van 3,4-
dihidroksibensoësuur eerder aan 'n impermeabeliteitseffek as aan
die feit dat 3,4-dihidroksibensoësuur nie 'n tussenproduk in die
oksidasie van p-kresol is nie, toegeskryf word.

Om seker te maak dat die afwykende suurstofopname nie aan
'n permeasie-·effek toe te skryf is nie sou die oksidasie uitgevoer
kan word met selvrye ensiemekstrakte of met beh-ulp van met aseton
ge-ekstraheerde droë selleo Gedurende die eksperimentele werk was
die geriewe hiervoor ontoereikendo

'n Poging om selvrye ensiemekstrakte te berei met alumi-
niumoksied volgens die metode van McIlwain (1948) was nie suksesvol
nieo

lt/atbetref die oksidasie van 3,4-dihidroksibensoësuur deur
selvrye ensiemekstrakte van bakterieë wat op 'n p-kresolmedium ge-
groei het, moet rekening gehou word met die feit dat die ensiem
wat verantwoordelik is vir die hidroksilering van p-hidroksibensoë-
suur baie labiel is (sien Dagley en Patel 1957)0 Gunter (1953)
het reeds gevind dat selvrye ensiemekstrakte van Pseudomonas-soorte
p-hidroksi-amandelsuur alleen oksideer tot by p-hidroksibensoësuuro



voeg in tabel 8 en figuur 8
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By hierdie ond.ersoek kan dus aangeneem wo.rd dat gedurende die
bereiding van die selvrye ensiemekstrakte die hidroksileringsensiem
onaktief geword heto

bo !!=.,Kresolo
Gewas t e selle van bakterie-isolaat no.6 wat op m-kresol=

medium gegroei het~ het slegs 'n onmiddellike verhoogde suurstofop=
name getoon met ill-kresol(sien tabel 8 en figuur 8)0

Het m-hidroksibensaldehied het 'n stadige verhoging van
die suurstofopname plaasgevind, maar die kromme verloop amper
parallel met dié vir die endogene aselnhaling. Die m-hidroksi-
bensaldehiedoksidasie met dieselfde isolaat wat op m-kresol gegroei
het, "lord hieronder bespreek 0

Eers ongeveer 60 minute nadat m-hidroksibens00suur en
2,5-dihidroksibenso~suur by die selle gevoeg is, het 'n vinnige
verhoging van die suurstofopname begin. Na 'n aanpassingstyd is
daar dus adaptiewe ensieme vir die afbraak van m-hidroksibensoësuur
en 2,5-dihidroksibensoësuur gevorm. Die optrede van 'n vertragings-
periode dui daarop dat m-hidroksibensoësuur en 2,5-dihidroksibenso~-
suur nie t.uesenpr-odukte van die afbraak van rn-kresol deur bakterie-
isolaat n006 is nie.

In die oksidasie van m-kresol deur bakterie-isolaat n006
kon dus geen tussenproduk deur die manometriese metode met heel
selle vasgestel word nieo

Czekalowski en Skarzynski (1948) het melding gBmaak van
die oksidasie van m-kresol deur Achromobacter spo In die literatuur
kon egter geen besonderhede omtrent die oksidasie-verloop van m-
kresol gevind wo rd nie"

C.. m-Hidroksibensaldehi.ed ..
Omdat m-hidroksibensa1d.ehied manometries stadig geoksideer

''lorddeur gewaste selle wat geadapteer is aan m-kresol, is bakterie=
isolaat n006 geënt in 'n m-hidroksibensaldehiedmediumo 'n Vinnige
vermeerdering van selle het op hierdie medium plaasgevind en gewaste
selle het 'n onmiddellike suurstofopname getoon met m-hidroksibeneal-
dellied, m-hidroksibensoësuur en 2,5-dihidroksibensoësuur in die
Harburg-apparaat. (sien tabel 9 en, figuur 9)0 Dit kan dus aangeneem

~----------=---------=-----=------voeg in tabel 9 en figuur 9

word dat m-hidroksibensaldehied deur bakterie-isolaat n006 geoksideer
word tot m-hidroksibensoësuur wat dan verder geoksideer word tot
2,5-dihidroksibensoësuu..r 0



j voeg in ta~ en figuur 10J
selfde as die endogene asemhalingo Salisielsuur word dus geoksideer
tot 2,5-dihidroksibensoësuur deur bakterie-isolaat n007 terwyl
katechol nie as 'n tussenproduk in die omsetting van salisielsuur
beskou kan word nieo

Walker en Evans (1952) het gevind dat salisielsuur deur
,~ Ps~fluoresce~ stam omgesit word tot katechol en nie tot enige
van die di-hidroksibensoësm."'3nie 0 Die oksidasie van salisielsuur
tot ka't echoL is bevestig deur Roof , Lannon en Turner (1953) wat

gevlerkhet met gr am-negatLewe b8.kteri-aë0
Die alternatiewe oksidasie van aromatiese verbindings deur

mikro-organismes is nie onbekend nieo Henderson (1957) het bvD vas=
gestel dat p-:o.etolmifenoJ.sowe l. as 314-dihidroksibensoësuur gevorm
word uit p-metoksibensoësuur 0

Uit bogenoemde gegewens kan die gevolgtrekking gemaak word
dat daar moont La.ktvi'"eemeganismes bestaan vir die oksidasie van
salisielsuur nlo 'n oksidatiewe dekarboksilasie analoog aan die
oksidasie van bensoësuur en tweedens 'n hidroksilering in die vyfde
posisie van die aromatiese kern soos by die mikrobiale oksidasie
van m-hidrolcsibensoësuur vasgestel is 0

eo .9-=-Kre~o
Gewaste selle van bakterio-isolaat no 08 wat op "n

o-kresolmedium gegroei het1 het 'n onmiddellike suurstofopname gegee
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Die sterk suurstofopnam.e met m-hidroksibensaldehied deur
dieselfde bakterie-stam wat gebruik is vir die oksidasie van m-
kresol, wys daarop dat die swak suurstofopname met m-hidroksibensal-
dehied in die vorige manometriese eksperimente nie aan 'n permeasie=
effek te wyte was nieo

Die omsetting van m-hidroksibensoësuur tot 2,5-dihidrokse-
bensoësuur is reeds vasgestel deur \'lalkeren Evans (1952) wat gewerk
het met Pseudomonas sppo

In kulture van Vibrio 011 het Evans (1947) 3,4-dihidrokse=
bensoësu~IT geïsoleer as oksidasie-produk van m-hidroksibensoësuuro

Selle VEm bakterie-isolaat no 0 6 'watgeadapteer is aan m=hidroksi=
bensaldehied het 'n vertragingsperiode getoon met 3,4-dihidroksi=
bensoëauur , Laasgenoemdo kan dus nie as tussenproduk in die oksidasie
van m-hidroksibensaldehied deur bakterie-isolaat no 06 beskou word
nieo

do g-Hidroksibensoësuur (salisielsuu£.)
Gewaste selle van ba~terie-isolaat n007 wat op 'n

salisiclsuurmedium gegroei het, het 'n onmiddellike suurstofop-
name gegee met salisielsuur en 2,5-dihidroksibensoësuur (sien tabel
10 en figuur 10)0 Die suurstofopname met katechol was feitlik die-



voeg in tabel 12 en figuur 12
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met o-kresol, salisielalkohol en katechol (sien tabel Il en figuur Il)

I voeg in tabel Il en figuur Il I
Met salisielaldehied, salisielsuur en 2p5-dihidroksibenso~suur is
'n vertraagde suurstofopname waargeneem, Salisielalkohol en
katechol kan dus beskou word as tussenprodukte in die afbraak van
o=kresol terwyl salisielaldehied~ salisielsuur en 2,5=dihidroksi-
benso~suur op grond van hierdie waarnemings nie as sodanig opgevat
kan word nie 0 Die moontlike verdere afbraak van s alisielalkohol
deur hierdie organisme word in die volgende paragraaf beskryfo

fo Salisielalkohol(saligenien)o
Ten einde die moontlike verdere afbraak van salisiel=

alkohol nader te bestudeer is bakterie-isolasie n008 ge~nt in in
salisieJ1l1koholrnedium en na twee dae inkubasie is die selle afge-
sentrifugeero Die gewaste selle het nie net 'n onmiddellike suur-
stofopname getoon met salisielalkohol en katechol nie, maar ook met
salisielaldehied en salisielsuur (sien tabel 12 en figuur 12)0

Die hoeveelheid suurstof opgeneem dui daarop dat in hier~
die gevalp salisielalkchol via salisiela1dehied geoksideer word
tot salisielsuur wat dan verder, waarskynlik deur verskillende
enaf.eme 9 afgebreek kan word of tot katecholof tot 2,5-dihidroksi=
benso~suuro

Waar dieselfde bakterie-isolaat o-kresol oksideer tot
salisielalkohol (kyk onder e), is dit waarskynlik dat die verdere
omsetting van laasgenoemde plaasvind via salisielaldehied en
8alisuur soos hierbo beskryfo
30 Die oksidasie van polife~o

Die enigste polifenol wat ondersoek isp is syringasuuro

ao Syringasuuro

Gew-aste selle van bakterie-isolaat no 0 9 waf op in syringa-
.suurmedium geg:;i:oeihet 9 het "n onmiddellike suur-st of'opnamegetoon

met syringasuur en gallussuur (sien tabel 13 en figuur 13)0 Volgens

voeg in tabel 13 en figu.ur 13" j
hierdie resultate is gallussuur dus 'n afbraakproduk van syring-
asuuro Daar was geen geleentheid om die afbraak van gallussuur ver-
der te vervolg nieo

Henderson en Farmer (1955) kon geen verdere oksidasiepro=
dulc in die oksidasie van syringa=aldehied tot syringasuur deur fungi
identifiseer nieo
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40 Die oksidasie van aromatiese metoksielverbindings 0

Aromatiese metoksielverbindings is van belang as moontlike
li@lienbousteneo

(a) Guaiakol (o-metoksifenol)o
Gewaste selle van bakterie-isolaat no.10 wat op tn

guaiakolmedium gegroei het, het 'n onmiddellike suurstofopname ge=
toon met guaiakol en katechol(sien tabel 13 en figuur 14). Guaiakol

I voeg in tabel 13 en figuur 14 I
I

word dus gedemetileer tot katecholo Behalwe dat Happold (1930)
melding gemaak het van die bakterHHe afbraak van guaiakol kon geen
besonderhede oor die oksidasie van guaiakol in die literatuur ge=
vind word nie.

(b) Anysaldehied (p-metoksibensaldehied).
Gewaste selle van bakterie-isolaat no.ll wat op anysalde=

hiedmedium gegroei het, het 'n onmiddellike suurstofopname getoon
met anysaldehied, anyssuur, p-hidroksibensoësuur en 3,4=dihidroksi-
bensoësuur (sien tabel 14 en figuur 15.) Volgens die hoeveelheid

I voeg in tabel 14 en figuur 15 I
suurstof opgeneem, word anysaldehied geoksideer tot anyssuuro Anys=
suur word dan verder via p-hidroksibensoësuur tot 3,4-dihidroksi=
bensoësuur geoksideer.

Die omsetting van anyssuur deur bakterie=isolaat no.ll
stem ooreen met dié wat Henderson (1957) vasgestel het vir fungio

(c) Vanillien.
Gewaste selle van bakterie-isolaat no.12 wat op 'n vanil-

lienmedium gegroei het, het 'n onmiddellike suurstofopname gegee
met vanillien, vanilliensuur en 3,4=dihidroksibensoêsuur (sien tabel
15 en figuur 160) Volgens die hoeveelheid suurstof opgeneem word

voeg in tabel 15 en figuur 16
vanillien via vanilliensuur geoksideer tot 3,4=dihidroksibensoësuuro

Henderson en Farmer (1955) het vasgestel dat fungi vanillien
oksideer tot vanilliensuuro

(d) Veratrumaldehiedo
Gewaste selle van bakterie=isolaat no.13 wat op 'n ver-

atrumaldehiedmedium gegroei het, het 'n onmiddellike suurstofopname
gegee met veratrumaldehied, veratrumsuur, vanilliensuur en 3,4=
dihidroksibensoësuur (sien tabel 16 en figuur 17)0 Volgens die

voeg in tabel;16 en figuur 17
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hoeveelheid suurstof opgeneem word_die aldehied geoksideer tot die
suur wat dan via vanilliensuur volledig gedemetileer word tot 3v4=
dihidroksibenso~suur.

Henderson (1957) het vasgestel dat fungi veratrumsuur
demetileer tot vanilliensuur.
50 .Kwantitatievie suurstofopname en kool§tofdioksiedvrystel1ing

Rer eenheid geoksideerde substraat.
Die aantal molekule suurstof opgeneem en koolstofdioksied

vrygestel by die oksidasie van die aromatiese verbindings deur die
geïsoleerde bakterie~ en aktinomyceet is bereken (metode op bIs. )
en weergegee in tabelle 17 en 180

voeg in tabelle 17 en 18
Uit die berekenings kon die volgende afleidings gemaak

word:
By die afbraak van 'n aromatiese verbindings het die aan-

tal molekule suurstof wat gebruik is, met die opeenvolging van
tussenprodukte afgeneem. Die rangskikking van tussenprodukte in die
afbraakpad van In a romatiese verbinding is dus volgens die aantal
molekule suurstof opgeneem, bepaal.

Uit die berekenings vir koolstofdioksiedvrystelling kon
die d ekarboksilasie-realmies vasgestel word. Die dekarboksilasie-
produk het 1 molekuul CO2 minder vrygestel as die voorafgaande pro-
duk, vgl. die reaksies bensoësuur '~-rkatechol, salisielsuur ..~ katecho1
en guaiakol -~katecholo

Die suurstofopname en koolstofdioksiedvrystelling vir 'n
bepaalde substraat het verskil by die oksidasie deur verskillende
orgrulismes. Die rede mag wees dat die terminale oksidasie verskil-
lend is by die verskillende organismes. In al die gevalle is die
substraat nie volledig geoksideer nie en is dus of in die medium
agterblywend as gistingsprodlli~of as bousteen gebruiko
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TABEL 30

KULTUURQl\1STANDIGHEDE VIR \AlARBURG-EKSPERIJVlENTE0

Fenol
Bensoësuur
Amandelsuur

I 'I'o.Lue enp-K:eesol
,m-Kresol ~
m-Hidroksibensaldehie
Salisielsuur ,
o-Kresol
Salisielalkohol
Syringasuur
Guaiakol

I Anysaldehied
l Vanillien
I Veratrumaldehied---------------------~--------------------~--------------~

..
DIE OKSIDASIE VAN FENOL EN BENSOESUUR ONDERSKEIDELIK DEUR

BAKTERIE-ISOLATE NOS. 1 & 2.
1\To.1 2 DaG geïnkubeer by 300C in 0..05% f enoLmedLum,
No.2 2 Dae geïnkubeer by 30°C in 001% bensoGsuurmediumo

I Tyd ;! Suurstofopname in ~liters.
,in ;, I

Im' :i Stamno.l. I
1- li

'nut~~~-n-d-O-g-en-e--~;5--~--M-O-1-é-5-~--JV-Io-1-e~!~E-n-d-0----1~5--~--M-o-l~e15~
!:asemhalinglFenol Katechollgene bensoë- IMole
ii i 'asem- suur IKate-

'ti I haling chol
I 10ii

Medium

102
2.5
306
4.1
4.8
6.0
7.2
8.4

10.7
1109
13..0
1402
15.5
1900
20.2
21..4

!I 2020! 202 3.3 3.0 305 302
! 7201,' 61..9 I 604 32 9 60..2 605i 146.5 I 11600' 705 61:5 11504 8.1
I 20806 I' 167..2 806 i 9007 16403 903
I 281.9 21704 9.7 12201 17002 10.4
I 34805 I' 260&8 1108 15001 17805 1207
40602 301..0 12.8 17602 18506 1308
42007. 326.7 1309 209.4 191.5 1402
43501! 342.2 1409 23906 19603 1504

I 446.2 35405 1700 274..5 202.2 16.7
II 456..1 36507 1701 30700 20802 18.1
! 474.0 38608 1802 I 34201 210..6 19.5
! 490061' 39103 I 2003 37509 215,,4 ,I,' 2009
! 506.2 396..2 I 2104 I 40605 21900 2208I 514.0 40108 I 2105 I 41201 22205 I 2404
! 536~_0~i~4_0_7_00~,~.~~·_~22~.~0~(_~~1~6~0~6~~2_2_6_01~i26_0_0__ ~

I~onsentasie aromatiese
WE3rb. uitgedruk in
, persen10

2
2
5
3
2
2
2
2
2
2
3
2
3
3
3

Aantal dae Ln>- I
kubasie voor vlar='
burg=eks]erimento

0005
0010
0010
1.00
0.03
0003
0005
0010
0003
0,,05
0 ..1.0
0005
0005
0010
0005

TABEL 40

Stam no..2.
5 r Mole
Salisiel
suur
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TAB~~_2.

DIE OKSIDASIE VAN M1ANDELSUUR DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NOo 36
5 dae geïlucubeer by 30°C in 001% amandelsuurmediumo

.....-
'! Suurstofopname in U liters 0Tyd in I '

~ndOge~~ 1-1 Mole 5 l.l Mole I 5 u 1"101e 15 l.l Moleminute I

I ol Respirasie lamandel- bensalde- bensoësuur katechol
it ;suur hied:1 i

Il 506 I
505 3406 2105 120510

I
20 1101 7009 l0309 6507 770730 1607 14702 159,,1 114,,2 14401

I 40 2203 , 22305 21705 16509 1720950 2708 30701 28203 22300 18606j II 60 t 33,,4
I

38505 35409 28908 20300
I 70

II
3900 45705 41404 346.9 2150580 44.6 53800 48507 41609 22903I 90 t 5002 60708 53808 471.9 24301

I 100
II

5608 68502 5871>5 531.0 25608

I 110 6103 755,,1 60900 569.9 26904120 66,,9 82600 62505 590.3 28301
I 130 II 7204 882,,8 63905 60202 29404
I 140 ,I 7609 911.6 I 651~3 61406 309.4150 8205 I 93500 I 65809 61904 32108,

IIi lóO 86,,9 964.0 I 66605 627.1 33405I II ! I
,

! I-

TABEL 60

f2..IE OKSIDASIE VAN TOLUEEN DEUR AKTINOI"IYCEET-ISOLAAT NO. 40
3 Dae geïnkubeer by 30°C in 100% to1ueenmediumo

rz=-- I' Suurstofopname in l.l liters.I I/Tyd in Il. t ;~ndogene 5 Jl. Hole I 5 l.l 1\101e 5 l.l Mole 5 'Il Mole 5 II Molenu.nu e lA mhse a- tolueen I bensiel= bensalde- bensoë- katechollling , alkohol hied suurli
li !15 'j 809 807 31.7 29..6 9,,6 70330 lj 16,,4 3103 71.7 8105 28oL'r 2903Il45 r- 2203 3808 11005 12208 6305 5807"

I 60 II 26.8 4405 14708 15503 10306 830675 j; 29.7 4808 18502 18800 140 ..3 117,,3.190 I 32.5 i 5302 21605 21302 180.4 15101105 I 3506 I 5600 I 24,409 23803 32009 187 ..7
I 120 3807 6003 26808 260.5 26005 219.1135 I 4001 I 6302 I 29403 28702 30900 221.5I (

j 150 43.3 I 6601 I 318.3 31203 31900 22808165 46.1 i 6809 I 32304 33600 324.0I I 231,,7! 180 I 4901 7303 366..0 36205 32900 23901I 195 , 5005 760l 38607 366~3 33400 I 24305I L !100 ti 5304 79.1 I 40408 40205 33901 24604115 II 5601 81.9 41607 410.0 34105 250.4, 130 il 58..1 8408 I 421.1. 41405 34507 252.,3i .ll 1l
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TABEL 70

DIE OKSIDASIE VAN P-KRESOL DEUR BAKTERIE ...ISOLAAT NOo 50
2 Dae geïnkubeer by 300C in 0003% p-kresolmediumo

l Il 'Suu:r:stë)f'Opnamein p. liters 0
I T:rd ~n II Endogene !5 u MOle- 5 r Male i 5 ~ Male 5 ~ Mole:nu.nue asemhalinglp-kresol p-OHbensal=IP-OHbenso~- 3,4~d~OH-
1 I dehiedo suur benso~suurj li
i 10 Ir 708 704 504 806 703
I i

1608 1280·1 12005 118,,5 350120 I

I 30 I 2304 239~3 21907 21102 581.19, I
! .j40 II 3002 33607 29403 28504 7900i I'50 3709 43100 36103 35202 10105! I60 4406 52804 425 ..2 40309 12400
I 70 5002 56504 46300 44409 1410680 .5609 60307 51108 496.6 16402! I

63101 552.9 53705 198.090 I 64~7
I 100 I 6901 648.2 57204 56002 21507
I 110 I 7508 67004 58101 .57501 23801I
I 120 I 7901 681.00 60407 58000 250.5130 Il 8306 69306 61405 59206 268.1I 140 8801 708.4 621.2 59809 27506I .1150 I' 93.7 71207 628.7 60705 29109I 160 ·1 10003 72203 636.2 61401 31200! Il,

TABEL 80

DIE OKSIDASIE VAN m-KRESOL DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NOD 60
2 Dae geïnkubeer by 30°C in 0.05% m-kresolmediumo

---! I Suufstofopname in r literso
I Tvd in 8 5 u T"lole 5 u T-'Iole 5 IIMole! minute 1, ndogen~ 5 k MoleI I3.Semhallngnl-.:cresol m-OHbensal- m=OHbenso~- 295-d:i:OHben-dehied suur so~suuri

I 10 I! 1000 9.5 807 809 1000I 20 I 2405 6708 3608 2202 2206i
I 30 34.6 13707 56.3 3202 3308
I 40 4305 210.8 7307 4303 460350 5204 29202 8706 5202 600160

I
Gl03 38203 10107 6505 7797j 70 7002 47203 115.8 8201 990080 7800 549.6 12706 10302 1210590 8902 63906 14309 14302 16209100 100.3 67104 15800 18ge8 20607110 109,,2 684.2 16908 24503 25203120 11700 69508 18007 29705 30405130 12408 70603 190.4 36008 35701

I
140 130.4 71408 19800 40502 40009150 13701 72301 206 ..6 45006 44908160 i 14308 731.8 ' 21705 49602 49409
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TABEL 90

DIE OKSIDASIE VAN M-HIDROKSIBENSALPEHImD. DEUR BAKTERIE-
ISOLAAT NOo 60

2 Dae geïnkubeer by 300C in 0005% m-hidroksibensaldehiedmedium

! il Suurstofopname in r liters
lTd' '.~ ~n 'I Endogene 5 lJ. Mole 5 ~ Mole I 5 p Mole 5 u rJIoleI nn.nu e ! asemhaling m-hidroksi- m-hidroksi-! 2~5-dihi- 3,4-dihi-

I bensalde- bensoësuur droksi- droksiben-
, , bensoësuur soësuurI hied!

~ ~
i 10 708 806 606 707 705
i 20 I 1607 6601 4707 4906 2006I
I 30 2607 12406 9100 9509 3507

40 3507 18602 13707 14403 55.2
50 4204 24708 18503 18603 7507
60 5002 30603 24406 23005 10007
70 5800 3ó7.5 315.6 27004 12908
80 6508 42700 38103 310 ..2 16304
90 7306 488 ..9 43804 32603 20002

100 81.3 547.7 49607 339.3 24405
110 89.2 607.2 55409 35102 296.5
120 9700 62500 581,,5 361.9 33'00

I 130 11902 6,3600 59008 372~8 35001

I 140 11.105 642.7 59902 38408 36205
150 10402 65209 60607 39501 37509

I......-".

TABEL 10"
DIE___Q.tc_§IDASIEVJlN 8ALISIELSUUR DEUR BAKTERIE-ISOLA..tI.TNO. 7.
2 Dae geïnkubeer by 30°C in 001% salisielsuurmediume

suur~tofopname in ~ liter
I

SI Tyd in jjEjndogene 5 'jl ],VIole 5 Jl ]'\101e 5 11 Moleminute asemhaling salisielsuur katechol 2,5=d:i:OHben-
I soësuur

10 1202 9.5 1007 1008
20 24<>5 11504 2307 11104
30 3709 221.3 38.8 21503
40 50.2 31304 4805 29907
50 60.2 41009 6104 33806
60 72.4 50502 7504 355.9
70 8306 54906 8400 368.7
80 93.7 56706 9408 37807
90 103.7 57903 10304 38905100 113.7 59401 11704 402 ..4



= 49 =

TAB~L 110
DIE OKSIDASIE VAN o-KP~SOL DEUR BAK~ERIE-ISOLAAT NO. 7.
2 Dae geïnkubeer by 300C in 0.03% o-cresolmeditUll.

Tyd in Suurstofopname in r liters -minute ·lïndogenel 5 Il Male 5 Jl ~I01~ 5 r Male' 51'Nole 5 ~101e 15 pM01easemha- lo-Kresol salisie sa isie1 sali- Kate- 12p5-di-tLing -alkohoJ -alde- si~l- cho1 HOben-
hied I soësuursuur

10 1403 1300 1300 2000 15,,0 1201 1.3ó720 30.1 70b9 5703 4501 30,,2 8104 I 31..330 4203 138,,8 11004 6505 5006 15703 450140 55.7 20706 15901 8302 7403 22303 620750 68.0 27806 20405 10101. 10002 27904 780960 7902 35106 252 ..2 11708 12903 32608 950270 89.2 428.9 30300 13800 16105 34605 1120780 9902 505~2 35207 16006 19702 37007 1290090 10902 554..4 41303 19105 23509 38904 14901100 11801 57405 461.8 22205 28001 40509 16606110 12600 59104 48408 25304 31204 41901 18505l20 13409 60803 50009 28607 35807 43304 20504130 14308 62102 51500 32307 40701 44505 22403140 15106 63509 52900 35903 45909 45605 241.8150 15803 64706 53909 38505 50200 46503 260.6160 165.0 659.2 55007 39806 55508 47502 280.6170 17208 571.9 56105 41005 592..6 48602 300..7I

L____

TABEL 120
DIE OKSIDASIE VALIJ"SAIJISIEL.nKOHOL DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NO..8.

2 Dae ge~rucubeer by 300C in 0005% salisielalkoholmediumo

i Suurstofopname in r litersTyd in Sndogene 5 ~ Mole 15 U Mole 5 p. Mole 5 JJ. ]'\101e5 lAMoleminute ~semha- salisiel-Isalisiel- salisiel- katechol 2 J 5-di:·OH-~ing alkohol laldehied suur bensoë-
suur

10 809 805 706 I 1106 906 80320 , 19 ..9 96..9 6807 9100 8307 50.030 I 2909 19701 132 ..0 174~3 14903 950040 I 3709 291..8 20002 250 ..8 217.1 1390250 4709 378r.1 27006 313.0 277.4 1850760 I 5508 452 ..7 337..6 361.8 301.8 226,,170 6305 530..4 406 ..8 38501 31406 2650480 7103 59203 47705 395 ..1 32501 3030490 79.1 631.7 51902 40602 33507 337..9100 85.8 65007 530,,4 41602 34502 34907



TABEL 14.
DIE OKSIDASIE VAN ANYSALDEHIED DEUR BAKTERIE-ISOLMT N"O.110
3 Dae geïnkubeer by 300e in 0005% anysa1jehiedmediumo
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TABEL 130

DIE OKSIDASIE VAN SYRINGASUUR EN GUAIAKOL ONDERSKEIDELIK
DEUR _~~~IE-ISOLAAT NOS. 9 EN lO.

Stam no. ~ : 3 Dae geïrucubeerby 300e in 0.1% syringasuurmediumo
Stam nO.10 : 2 Dae geïnkubeer by 300e in 0005% guaiakolmedium.

-
I Suurstofopname in fA- liters
,Tyd in Stam no, S li stam no ..1ÓI . ti mlnu e
I !Endogene 5 11 t~ole 5 1-1 Mole I Endogene ;5 u Mole 5 Jl Mole

asemha- syring- gal1us- asemha....I gua i.ako.L Katechol
I ~ing asuur suur ling
I 10 707 704 706 10.0 1806 11.0

20 1303 54.0 30.3 2208 6900 8704
30 1900 105..9 55.2

I
3308 129.2 16702

40 2304 159.9 7709 42.6 16907 23302
50 27.8 21309 10007 I 48.9 I 21204 26905
60 31.2 27704 12203 I 57.6 25603 29902
70 35.7 33205 14309 65.2 299.0 32203
80 39.0 390..7 16505 72..7 34208 34201
90 42.4 43904 185.0 8105 38707 365.1

I
100 46.8 487..2 207..7 8707 430.4 383.9
110 50.2 528.4 230.4 91.4 47201 400.4
120 53.5 55801 248.8 9707 51307 418.0

I
130 5800 575.0 26602 101.5 549.8 433.0
140 6103 581.5 28103 10502 58408 44707
150 64.7 58606 296.5 11003 60607 462.0
160 69.6 59307 31100 115.3 62302 47603

Suurstofopname in p liters !
Tyd in t&- - 15 Jl Moleminute ndogene 5 u r·101ei 5 P. Mole I 5 u ï.fIole

~semhaling anysalde- anyssuur I p-OHbensoë- 13,4=di-OH-hied suur bensoësuur
i

10 14.8 16.9 1604 I 1305 1400
20 2708 112 ..3 106.0 105.5 13708
30 3900 207..8 20002 20201

I
26506

40 4900 29005 28304 296.2 37508
50 58.0 37402 36608 384.6 ! 4530560 69.0 45800 45203 471.9 484.7
70 79.1 533.2 532.3 554.7 506.2
80 88.1 616.9 620,,0 591s4 521.2
90 94u8 69100 662.5 603.3 53L,3

100 103.7 759.0 69704 614.1 540.0110 109.2 813.0 71800 62106 55103120 11600 832.2 733.6 630.2 56204
130 121.5 84307 741 ..2 635.6 56602
140 12602 859.1 750.8 64302 57809150 132 ..0 86508 759.1 65201 58702160 137.2 87202 768.3 66008 59704/
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TABEL 150
DIE OKSIDASIE VAN VANILLIEN DEUR BAKTERIE=ISOLAAT NO. 120
3 Dae ge!nkubeer by 30°C in 0.1% vanillienmediumo

~ Suurstofopname in ~ liters.
I Tyd in ~Endogene 5 lJ. Mole I 5 p. Mole 5 p. No1e

Iminute I asemhaling vanillien I vanilliensuur 3,4--di-DH:ben...
II

soësuur I

I 10 I' 12.2 11.7 11.9 1108
i 20 I' 2304 7502 I 6006 100.2
I 30 2900 150.4 I 118.0 20104
I 40 3507 21601 17507 28504 I50 I 4305 27906 23004 34597 I

60 49.1. 34201 28001 391.0
70 55.8 40506 340.8 437.3
80 61.3 460.7 39601 47601
90 66.9 517.8 45203 505.3

100 I 7104 56504 505.3 51801
I 110 76 ..9 623.7 558.2 52809

I
120 8205 67708 60901 54008
130 8801 730.7 665.5 548,,3

I

140 93",7 77401 709.8 55508
150 9800 81203 74101 56203
160 101.4 822.8 74908 567.6

I

TABEL 1.6.
DIE OKSI~!§IE VAN VERATRID1ALDEHIED DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NO.l).
3 Dae geïrikubeer by 30°C in 0005% veratrumaldehiedmedium.

I Tyd in
~-, Suurstofopname in ~ liters. i

I

I minute 'IEndo.gene 5 lJ. Mole 5 p. Mole 5 p. Mole ; 5 p. Mole
lasemhaling veratrumale veratrum- vanillien- 3,4:"'d:l:OH=
ï dehied suur suur bensoësuur

10 i 11.1 10.6 605 605 700
I20 I 20.1 6909 6600 66,,8 8002

30 !I 26.8 14009 1.3402 13306 15607
40 i 3405 208.6 202.3 19903 232.4I

50
I

40,,1 27302 272.7 263.9 30802
60 45.7 334.7 33806 328.6 37701
70

I
50.2 401.4 40507 39201 430,,8

80 54..6 46708 46502 449.1 467.3
90 59.1 536.9 518.2 50401 486.9

100 6305 600.5 568.0 552.6 506.8
110 68.0 656.3 616.7 595.7 52005120 72.5 703.3 66505 636.6 53004
130 76.9 757.7 71301 662.5 54002
140 I 81.4 813.0 76208 68401 55100
150 I 84.7 85408 78901 70208 56000160 I 8809 878.4 81302 71807 56905
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TABEL 17.

AANT..A..LMOLEKULE SUURSTOF OPGENEEM PER MOLEKUUL GEOKSID.EERDE
AROMATIESE VERBINDING.

Bak- ! 10ks~deer J m~kromole 1-11. O2 fll.02~IPl.02-·P Mole MolekulE
teriel Geadap- van opname opname o~name 02-oP- 02-opna
iso- teer aan met sonderlv~r name me per
lasie sub- 8ub- sub- vir Imoleku-
noo straat straatistraat sub- lIe sub=

alleen straat straat
alleen I

I

1 F'enol Fenol 406 8 398 17.77 3.55
Katechol 350 10 340 15018 3.04

2 Bensod- Bensoësuur 405 18 387 17.27 3.45
suur ,

I Katechol 170 5 I
165 7.37 1.47

3 Amandel- Amandelsuur 850 70 780 35.02 7.00
suur Bensaldehied 620 60 560 25.00 5.00

Bensoë.suur 585 65 510 22.76 4.55
! Katechol 160 20 140 5.12 1.02

4 I Tolueen Bensielalkohol 418 54 364 16.25 3.25
Bensaldehied 404 54 350 15.62 3.12
Bensoësuur 318 40 278 12.41 2.49
Katechol 218 38 180 8.07 1.51

!

5 p-Kresol p-Kresol 613 50 563 25.13 5.03
p-Hidroksibensalde- 572 64 508 22.59 4.52

I hied ,

I p-Hidroksibensoësuur 565 65 500 22.32 4.47
3~4-Di:OH-bensoësuur - - - - -

I

I 6 m-Kresol rn-Kresol 658 98 560 25.00 5.00

6 m-OH- m-Hidroksibonsalde- 612 100 512 22.85 4.57
i bensalde- hied
I hied m-Hidroksibensoësuur 560 90 470 20.98 4.19

I
2,5-D~OH-bensoësuur 305 10 235 10.49 2.09

7 Salisiel- Salisielsuur 530 75 455 20.31 4.06
I suur 2,5-Di~H-bensoësuur 335 55 280 12.50 2.50I

8 Saligeni1 Saligenien 625 70 550 24.82 4.98
Salisielaldehied 515 75 440 19.64 3.93
Salisielsuur 375 44 331 15.00 3.00
Katechol 290 45 235 10.48 2.09
2,5-Di:0 -bensoësuur 330 85 245 10.93 2.18

9 Syringa- Syringasuur 570 50 520 23.21 4.64
. I suur Gallussuur

10 Guaiako1 Guaiako1 610 105 505 22.50 4.50,Katecho1 400 56 344 15.35 3.01
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TABEL 17(VERVOLG)

IBak-j • pl.02-1 Pl.°2- plo O2-1 P Mole Molekule
~erie Geadapteerl Oksideer 5 mikro- opname opname opname! 02-oP- °2-opna-
~so- aan I mole van met sonder vir I name me per
lasie I sub- sub- sub- vir moleku-

I no. I straat straat .traa, sub- le sub-
allee straat straat

alleen

I Il Anysa1de- Anysaldehied 825 105 720 32.14 6.42
hied Anyssuur 710 100 610 27.19 5.44I p-Hidroksibenso~suur 595 80 515 22.10 4.42I 3,4-DiOH-bensoësuur 490 56 434 19.38 3.88

12 Vanillien K'anillien 812 94 718 23.05 6.41
Vanilliensuur 710 90 620 27.63 5.52
3,4-DiOH-bensoësuur 508 60 448 20.00 4.00

13 Veratrum- Veratrumaldehied 865 90 775 34.60 6.92
aldehied Veratrumsuur 800 80 720 32.14 6.43

Vanilliensuur 700 80 620 27.63 5.52
3,4-D±OH-benso~suur 490 42 448 20.00 4.00
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TABEL 18.
AANTAL MOLEKULE KOOLSTOFDIOKSIED VRYGESTEL PER MOLEKUUL GEOKSI-

DEi~RDE .AROMATIESE VERBINDING.

Bak- i jOksideer 5 mikromo1e 1'1. 002J,,1. C0211'1. CO~" Mole Mole- I

terie Geadap- vry- vry- vry- CO2- ku1e ,
iso- teer aan van stel- ste1- stel- vrystel CO - I
lasie ling ling ling -ling vr§ste1i
no. met sonder vir vir -ling !

sub- sub- sub- sub- pel' I
Istraat straat straat straat mo1e- Ialleen alleen ku1e !sub- i

straat I
1 ; Peno I Fenol 128.5 I 4.9 123.6 5.52 1.10 1

I

Katecho1 119.2 3.6 11506 5.11 1002 f
I

I I
2 Bensoësuur Bensoësuur 255.8 29.8 226.8 10000 2000 I

Katecho1 94.8 19.0 11308 5.08 1.01_.
3 Amandelsuur Arnandelsuur 515.5 6204 543.1 20015 4.03

Bensa1dehied 38004 4301 337.3 15.06 3001
f

Bensoësuur 386.6 44.8 341.8 15.27 3.05 II Katecho1 242.0 15.1 226.9 10.13 2.02

lp-Kresol
I

5 p-Kreso1 262.8 33.1 229.7 10.22
1
2•04p-Hidroksibensaldehied 312.4 33.1 279.3 12.47 2.49I p-Hidroksibensoësuur 357.0 30.0 327.0 14.70 2.94I I3,4-DiOH-bensoësuur

6 m-Kresol m-Kreso1 281.3 55.2 226.1 10.09 2.02 II

I

I 6 m-OHbensal- m-Hidroksibensa1dehied 345.8 I 53.6 29202 13.05 2.61 I
dehied m-Hidroksibensoësuur 365.4 48.2 31702 14.16 2.83 II 2,5-DiDH-bensoësuur 378.6 I 40.0 338.6 15.11 3.02 I

7 Sa1isiel- Salisie1suur 27801 45.3 232.8 10.03 2000 I
I

suur ,2,5-DiOH-bensoësuur 264.5 28.9 235.6 10.52 2.10 i
I

8 ISa1igenien Saligenien 268.5 41.2 227.3 10.15 2.03
Isalisielaldehied 277 .9 43.6 234.3 10046 2.09
Salisie1suur 269.9 32.3 237.6 10.61 2.18
Katecho1 158.2 33.5 124.7 5.57 loll
12,5-DiOR-bensoësuur 271.1 39.1 232.0 10.36 2.07

9 Syringasuur Syringasuur 367.2 29.8 337.4 15.07 3.01
I Gallussuur

10 IGuaiakol Guaiakol 285.0 61.0 224.0 10.00 2.00 IIKatecho1 142.5 30.5 112.0 5.00 1.00
Il Anysa1de- Anysaldehied 395.2 58.6 336.6 15.03 3.00hied Anyssuur 400.4 56.7 343.7 15.35 3.07

! p-Hidroksibensoësuur 268.0 49.3 228.7 10.21 2.04
I , 3,4-DiOH-bensoësuur ;255.5 i 30.5 I 225.0 10.05 2.01I

!

I i I : ,
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TABEL 18 (VERVOLG)

I Bak- Geadap- 1 Oksideer 5 mikromale ~1.C021~1.C021Pl.C02- Jl Male Mole- Iterie teer aan I van vry- jvry- ~ry- CO - kule I
stel- !stel- Istel- 2 CO2-iso- vrystellasie ling 'ling ling -ling vrystel

nc, met sonder vir vir -ling
sub- sub- sub- sub- per
straat ,straat ;straat straat mole-

I I alleen lalleen kule
I sub-

straat
I12 Vanillien IVanillien J 390e5 5L4 338.7 15.12 3.02Vanilliensuur 385.4 49.2 336.2 15.01 3.003~4-DiOB~ben8oësuu 263.3 35.6 227.7 10.17 2.03

13 Veratrum- Veratrumaldehied 508.1 5302 454.9 20.31 4.06aldehied Veratrumsuur 503.6 46.3 457.3 20.42 4.08Vanilliensuur 386.1 45.7 340.4 15.20 3.04
I I 3~4-Di~H-bensoësuur 250.6 25.6 1225.0 10.05 2.01

i
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FIG.3. SUURSTOFOPNAME MET 5 JjMOLE VAN VERSKILLENDE
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FIG.4. SUURSTOFOPNAME MET 5 I.1MOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NC?2
WAT OP on BENSOËSUUR-MEDIUM GEGROEI HET.

FIG.5. SUURSTOFOPNAME MET 5 UMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT N0 3
WAT OP on AMANDELSUUR -MEDIUM GEGROEI HET.

o ~ ENDOGENE ASE"'HALING; 0 = FENOL; 0; KATECHOL. 0= ENDOGENE:ASEMHALING; 0 = BENSOËSUUR; 0 = KATECHOL;
6= SALOSIELSUUR.

o = ENDOGENE: ASEMHALING; O. AMAND£LSUUR; 0 = BENSALDEHIED:
6 = BENSOË5UUR; 6 = KATECHOL.
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FIG. b. SUURSTOFOPNAME MET 5 IlMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR AKTINOMYCEET-ISOLAAT
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D = ENDOGENE ASEMHALING; 0 = TOLUEEN; 0= BENSIELALKOHOL ;
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FIG. 7. SUURSTOFOPNAME MET 5 IJ.MOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NI? 5
WAT OP 'n P-KRESOL-MEDIUM GEGROEI HET.
D = ENDOGENE ASEMHALING;
Cl.= P-HIDROKSIBENSOËSUUR;

o Q P- KRESOL; O. P - HIDROK5 I BENSALDEHiED;
I!> = 3.4-DIHIDROKSIBENSOËSUUR. (
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FIG. 8. SUURSTOFOPNAME MET 5 !-IMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS mUR BAv,TERIE-ISOLAAT . JO b
WAT OP 'n N1-KRESOI_ - t"iEDIUI''i GEGROf:1 HET.

D= ENDOGENE ASEMHALIrIS; 0= M-KRESOL; A=M'HIDROK~IBEN5ALDE-
HIED; 0 = M-hIDROKSIBENSOËSUUR Cl.= 2.5-DIHIDROKSIBENSOËSUUR
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FIG. q SUURSTOFOPNAME MET 5 IJMOLE VAN VERSKILLENCf
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT N9 b
WAT OP 'n M-HIDROKSIBENSALD£HIED-MEDIUM GEGROEI HET.

0= ENDOGENEASEMHALING; 0 Q M - HIDROKSIBENSOËSUUR;
• = M- HIDROKS IBENSOËSU.UR ; 6 = 2,5- DIHIDROKSIBEN~OËSUUR;.= J, 4- DIHIDROKSIBENSOESUUR
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FIG.lO. SUURSTOFOPNAME MET 5 IlMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT N97
WAT OP 'n SALlSIELSUUR-MEDIUM GEGROEI HET.
D. ENDOGENE ASEMHALING; 0 a SALISIELSUUR ; • Q 2.5- DIHIDROKSI-
BENSOËSUUR; 6 Q KATECHOL.
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FIG. II. SUURSTOFOPNAME MET 5 UMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE -ISOLAAT N98
WAT OP 'n 0- KRESOL -MEDIUM GEGROEI HET.

ODENDOGENE ASEMHALING; 0 DO-KRESOL; • = SALlSIELALKOHOL;
Cl= SALISIELALDEHIED; '\7 = SALISIELSUUR; • = KATECHOL; • =
2,5 - DIHIDROKSIBENSOËSUUR .

160
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FIG. 12. SUURSTOFOPNAME MET 5 I.lMOLE VAN VERSK~LL£.[
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT ' 0 8
WAT OP 'n SAUSIELALKOHOL - MEDIUM GEGROEI ET.

o c ENDOGENE ASEMHALING: 0 - SALtSIELALKOHOL : • = SALISlr~AL~HIED;
.t.= SALISlELSWR; 6 .. KATECHOL; • = 2,S-DIHIDIlOKSIBENSO€SUUR.
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FIG.IJ SUURSTOFOPNAME MET 5 jJMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE -ISOLAAT N09
WAT OP 'n SYRINGASUUR-MEDIUM GEGROEI HET.
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FIG.I4. SUURSTOFOPNAME MET 5 jJ.MOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS' DEUR BAKTERIE-ISOLAAT Nt? 10

WAT OP 'n GUAIAKOL-MEDIUM GEGROEI HET.

0= ENDOGENE ASEMHALING: 0 = GUAIAKOL; 0 ~ KAT ECHOL .
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FIG.15. SUURSTOFOPNAME MET 5 ~MmE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR &AKTERIE-ISOLAAT NC? II
WAT OP'n ANYSALDEHIED-MEDIUM GEGROEI HEJ.
o = ~NDOG~N~ AS~MHALlNG; 0 = ANY5ALDEHI~D; 0 = ANYSSUUR,
6 = P -HIDRLlKSIBENSOËSUUR ;' A = 3,4 -DIHIDROKSIBENSOËSUUR.
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FIG. 16. SUURSTOFOPNAME MET 5 j...lMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NC?12
WAT OP -n VANILLIEN-MEDIUM GEGROEI HET.
O=~DOGENE ASEMHALING; 0= VANILLIEN;
6= 3,4· OIHIDROKSIBENSOËSUUR.
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FIG.'rl. SUURSTOFOPNAME MET 5 IlMOLE VAN VERSKILLENDE
AROMATIESE VERBINDINGS DEUR BAKTERIE-ISOLAAT NC? 13
WAT OP 'n VERATRUMALDEHIDE-MEDIUM GEGROEI HET.

0= ENDOGENE ASEMHALING; 0 = V~RATRUMALDEHI~D; 6 = VERATRUM-
SUUR; e = VANILLIENSUUR ; A = J, 4- DIHIDROKSIBEN~,OËSUUR.
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HOOFSTUK VIII.

;?ESPREKING.
Die belangrikste doel van hierdie ondersoek van mikro=

biale afbraak van aromatiese verbindings 'was om die aromatiese
tussenprodukte van die oksidasie vas te stel. Vir die doel is ge=
bruik gemaak van die opeenvolgende induksietegniek van Stanier(1947)
deur die suurstofopname te bepaal volgens die direkte metode van
Warburgo

Met die Warburg-met ode is vasgestel dat die afbraak van
fenol, benso~suur, amandelsuur, p=kresol, m-hidroksibensoësuur en
ányssuur deur bakterieë en van tolueen deur 'n aktinomyceet in
ooreenste:rmningis met dié soos reeds vasgestel is vir bakterieë en
fungi (sien bIs 7,8 en'9)., Op grond van die resultate met die
Warburg-metode is 'n moontlike oksidasieverloop van die volgende
verbindings vasgestel: salisielsuur, ea.Lt.sLeLat.koho'l, syringasuur p

'guaiakol, va.nillien en veratrumaldehiedo
Die omsetting van salisielsuur tot 2,5-dihidroksibensoë-

suur deur bakterie-isolaat noo 7 is in ooreenstemming met die
oksidasie van salisielsuur in konyne (Bray eoao 1948)0 Die verdere
oksidasie van 2,5-dihidroksibensoësuur deur bakterieë is nie bekend
nie maar vermoedelik ondergaan dit ringsplitsing (Roof eoao 1953)0
Verskeie ondersoekers, ooa" Walker en Evans (1952) en Roof eoao
(1953), het egter by Pseudomonas-soorte vasgestel dat die bak-
teriële oksidasie van salisielsuur plaasvind via katecholo

Die omsetting van saligenien deur bakterie=isolasie n008
is in ooreenstemming met 'n skema wat indertyd opgestel is deur
Tausson (1928) vir die bakteriële omsetting van fenantreeno Die
skema fenantreen, saligenien, o-hidroksibensaldehiedp salisielsuur
en katechol het Tausson opgestel op grond van die vinnige assimi-
lasie van hierdie stowwe deur die bakterieëo Rogoff en Wender
(1957) het egter vasgestel dat fenantreen deur Psoaeruginosa
geoksideer word via 1=hidroksi-2-naftoiensuur tot salisielsuur en
katecholo

Die waarneming dat metoksielverbindings deur bakterieë
gedemetileer woz-d tot die ooreenkomstige hidroksielverbindings is
in ooreenstemming met die bevindings van Henderson (1957) met
fungio Daar is in hierdie ondersoek aanduidings gevind dat 3,4-
dihidroksibensoësuur fn oksidasieproduk is van vanillien en
veratrUID2.1dehied,en katechol 'n oksidasieproduk van guaiakolo
Soos reeds vir bepaalde bakterieë vasgestel is, ondergaan 3,4=
dihidroksibensoësuur en katechol ringsplitsing, en dit is dus moont=
lik om per analogie aan te neem dat vanillien, veratrumaldehied en
guaiakol deur die ondersogte bakterieë opgebreek word tot eenvoudige
verbindingeo
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Die oksidasie van 0- en m~kresol kon nie met sekerheid
met die Warburg-metode vasgestel word nie en dit sou wenslik wees
om vir die stowwe ander metodes soos chromatografie en spektrofo-
tometrie toe te paso

Kluyver het reeds in 1931 daarop gewys dat by die
analisering van die aktiwiteite van die lewende sel daar nie sonder
meer aangeneem kan word dat een enkele metode van ondersoek 'n
juiste voorstelling gee van wat werklik plaasvind nieo Die beginsel
van Kluyver is bevestig deur Evans (1958) wat verskillende metodes
van ondersoek aanbeveel het vir die mikrobiale afbraak van aroma-
tiewe verbindingso Dit sou dus wenslik wees om die bevindings wat
in hierdie ondersoek met die Warburg=metode verkry is, nader te
bevestig met ander metodes (sien bls 0 3 = 7 ) 0

By die studie van die oksidasie van aromatiese verbindings
deur mikro-organismes blyk dat hulle op verskillende maniere deur
verskillende ensieme geoksideer kan wordo Die aromatiese ver-
bindings wat ondersoek is ondergaan ten slotte almal die "aromatiese
afbraak" ("aromatic pat.hway" ) waarby die oksidasie tot opbreking
van die aromatiese kern lei en verdere oksidasie tot eenvoudiger
komponente plaasvind sodat die koolstof vir selsintese beskikbaar
gestel wordo Die ensieme wat hierby betrokke is~ is suiwer adap-
tief van aard en behoort vir 'n groot deel tot die suurstoftrans-
ferases 'n Ander manier waarop aromatiese verbindings deur mikro-
organismes geoksideer kan word, is die vorming van kinone uit
hidrokinoneo Die ensieme wat hierby betrokke is, behoort tot die
polifenoloksidases en speel 'n rol by humiensuur- en melanien-
vorming (vglo Klister 1953)0

By sommige van die mikro-organismes wat ondersoek is ten
opsigte van die afbraak van aromatiese verbindings, is daar ook 'n
polifenoloksidase-aktiwiteit vasgestel. Die twee meganismes van
oksidasie staan egter blykbaar apart van mekaar en is heeltemal
verskillendo

In hierdie studie is nie op die identiteit en sistematiese
plek van die geïsoleerde stamme waarmee die oksidasie van aromatiese
verbindings ondersoek is, ingegaan nieo Waarskynlik behoort
die meeste stamme tot die genus Pseudomonas en die fluoreserende
groep daarvan. Saam met Vibrio=soorte is hierdie groep die meeste
ondersoek by die afbraak van aromatiese verbindingso Volgens
Bergey (1957. sien bLs 0 90 ) is die genera Vibrio en Pseudomonas baie
nou met mekaar verwanto Uit die literatuur en uit hierdie werk blyk
dat die ondersogte bru{terie-stamme soms slegs van mekaar verskil
deur die af= of aanwesigheid van enkele ensieme wat hom uiter in die
vermoë om bepaalde aromatiese verbindings al of nie te kan gebruik.
Dit sou egter gevaarlik wees om 'n dergelike eienskap alleen as basis
vir soortafgrensing te neemo
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OPSGriJJ'UNGo
lo In die literatuuroorsig is die ondersoekingsmetodes,
die sistematiese en biochemiese aspekte en die betekenis van die
mikrobiale afbraak van aromatiese verbindings bespreeko
20 In 'n voorlopige ondersoek is vasgestel dat 'n aantal nie-
selektief geïsoleerde streptomyceet-fftamme nie op 'n minerale voed-
ingsmedium met 'n eenvoudige aromatiese verbinding as enigste kool-
stofbron groei nieo
30 BakterieÊl, fungi en 'n Nocardia=soort wat aromatiese
verbindings as enigste koolstof- en energiebron gebruik, is uit
ophopingskulture geïsoleere
40 Het turbidimetriese groeibepalings is vasgestel dat die
optimale selontwikkeling van die ondersogte bakterieë en aktinomyceet
in 'n medium met 'n lae konsentrasie aromatiese koolstofbron in die
meeste gevalle binne twee dae plaasgevind heto

50 Met behulp van die direkte metode van Warburg is die
oksidasie van 'n aantal aromatiese verbindings deur die geïsoleerde
bakterie- en aktinomyceet-starame bestudeero
60 Die metode gebl~ik vir die yking van die manometers en
manometerflessies is beskryfo
70 Die opeenvolgende induksietegniek is toegepas om die
mikrobiale afbraakpad van die ondersogte aromatiese verbindings
vas te ateL, l\1ethierdie tegniek is die volgende cnbe skr-ewe
reaksies vir bakterieë vasgestelo

(i) Salisielsuur --)2,5-dihidroksibensoësuur 0

(ii) Saligenien~ salisielaldehied~ salisielsuur -4katechol
en 2,5-dihidroksibensoÊlsuuro
Syringasuur -?gallussuur 0

Guaiakol ~ ka+echo.L,
(iii)
(iv)
(v) Vanillien~vanilliensuur ~31'4-dihidroksibensoësuuro

Veratrumaldehied ....-.+ veratrumsuur -7 vanilliensuur -73 p 4-
dihidroksibensoësuur ..
Die afbraakpad van fenol, bensoÊlsuurp amandelsuur, p-kresol,

m-hidroksibensoësuur en anyssuur deur bakterieë en van tolueen deur

(vi)

Nocardia SPD SOOS manometries vasgestel, was in ooreenstemming met
dié wat reeds uit die literatuur bekend was vir fungi en bakterieëo

Die afbraak van 0- en m-kresol kon met die gebruikte metode nie met
sekerheid vasgestel word nie 0



30 Bacteria, fungi and one Nocardia strain able to use
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lo In a survey of the relevant li.terature the methods of
investigation, the systematic and biochemical aspects and the
significance of microbial degradation of aromatic compounds has been
discussed.
20 In a preliminary investigation it was found that non-
selectivily isolated strains of streptomycetes dit not grow on a
mineral salt medium with a simple aromatic compound as sole source
of carbon.

aromatic compounds as sole source of carbon and energy, were
tJ..("

isolated from enrichment cult±~~so
40 From turbidimetric growth measurements it was found that
optimum cell development of the bacteria and actinomycete inves-
tigated in a medium with a low concentration of aromatic substrate
in most cases took place within two dayso
50 The oxidation of a number of aromatic compounds by the
bacteria and actinomycete isolated~ was studied with the aid of the
direct method of Warburg.
60 The method used for the calibration of manometers and
Warburg flasks is describedo
70 The technique of sequential induction was applied to
determine the pathway of microbial degradation of the aromatic
compounds investigated. With this technique the following hitherto
unpublished reactions of bacteria have been found:

(i) Salicylic acid ._~gentisic acid e

(ii) Saligenin -t salicylic aldehyde .......j salicylic acid -7 catechol
and gentisic acido
Syringic acid -~gallic acid 0

Guaiacol-} cat.echo.l.,

Vanillin ~ vanillic acid-----7protocatechuic acid 0

Veratric aldehyde -4 veratric acid -7vanillic acid
....~ protocatechuic acid 0

The degradation of phenol, benzoic acid, mandelic acid~
p-cresol~ m=hydroxybenzoic acid and anisic acid by bacteria~ and of

(vi)

(iii)
(iv)
(v)

toluene by Nocardia sp., as studied with manometrical methods, was
found to be identical with the pathway already described for bacteria
and fungi. The degradation pathway of 0- and m-cresol could not be
established with certainty "vith the method used
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