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Antimikrobielle Inhaltsstoffe in Algen

4. Mitteilung

Wirkung der Acrylsdure auf Atmung und Makromolekiilsynthese
bei Staphylococcus anreus und Escherichia coli
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ABSTRACT: Antimicrobial components in algae. 4th contribution. Effect of acrylic acid on
respiration and macromolecular synthesis in Stapbyloccus aureus and Escherichia coli. Among the
simple unsaturated carbonic acids, acrylic acid is a comparatively specific inhibitor for Sta-
phylococcus aureus, Escherichia coli and other bacteria. Insignificant bactericidal action can
only be observed at high concentrations and long incubation times of acrylic acid. In older
E. coli cells, acrylic acid inhibits respiration more strongly than growth. On the other hand,
in younger E. coli cells and in St. anreus, inhibition of growth is more pronounced than that
of respiration. Antibacterial activities of acrylic acid against E. coli can be reduced by com-
pounds with thiol groups; they can be increased by 2.4-dinitrophenol (DNP). The effect of
acrylic acid and DNP is synergistic; such effects are very small in St. aurens. Incorporation of
leucine into the protein of E. coli cells is less inhibited by acrylic acid than their growth rate;
incorporation of thymidine into DNA is inhibited to the same extent as growth; incorporation
of uracil into RNA is inhibited to a much higher extent right from the beginning of the
experiment. DNP is capable of increasing the degree of inhibition of uracil incorporation
caused by acrylic acid. Syntheses of r-RNA and s~RNA are inhibited to nearly the same
extent; there seems to be no influence on the synthesis of m-RNA.

EINLEITUNG

Viele marine Griinalgen sowie einige Rotalgen enthalten z. T. betrichtliche Men-
gen freier oder freisetzbarer Acrylsiure (Gromsrrza 1968). Acrylsiure ist, wie schon
SiesurTH (1960) fiir die Chrysophycee Phacocystis pouchetii beweisen konnte, hiufig
die Ursache der antimikrobiellen Eigenschaften der Algen.

Die Acrylsdure (Acs) ist nach Befunden von Brisou & RAuTLIN DE LA Rov (1964)
bei Escherichia coli und Staphylococcus aureus wieder auswaschbar; die Hemmwirkung
ist somit reversibel. Die Hemmintensitit ist stark pH-abhingig (Liicx 1959, SIEBURTH
1961). Sie nimmt mit steigender H*-Konzentration bis zum pK-Wert der Siure zu
(HackeTrT 1960).

* Teil der Dissertation von R. HEYsER, Bonn, 1970 (D5).
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Vereinzelte Angaben zeigen, dafl Acs an verschiedenen Stellen des Bakterienstoff-
wechsels wirksam werden kann. Tripsse (1964) fand, dafl Acs besonders die Oxydation
der Fettsduren bei Pseudomonas hemmt. WarTLEY & OrpAL (1954) beobachteten, dafl
die Propionatbildung aus Pyruvat bei Micrococcus lactilyticus in Gegenwart von Acs
verlangsamt ist. LUck (1959) berichtet éiber eine Hemmung der Katalase durch Acs,
und MicrzL (1965) untersuchte den Einflufl der Acs auf die intestinalen Bakterien jun-
ger Schweine. Er fand eine Verstirkung der Milchsiurebildung und eine Hemmung des
Abbaues von Harnstoff, L-Arginin und L-Lysin.

Die Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war es festzustellen, inwieweit St6-
rungen der Atmung und bei der Makromolekiilsynthese fiir die bei E. coli und
St. awreus beobachteten antimikrobiellen Wirkungen der Acs verantwortlich sein
kénnen.

MATERIAL UND METHODEN

Bakterien: Staphylococcus aurens SG 511, Edherichia coli G 1 (Wildstamm),
Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cerens ATCC 9643, Sarcina lutea ATCC 9341,
Proteus valgaris (Wildstamm) und Escherichia coli G-1-Pyruvatstamm.

Anzucht und Keimzahlbestimmung: 100 ml Nihrlssung (Difco
Antibiotic Medium 1II oder Standard-1-Nzhrbouillon Merck) wurden mit einer Use
voll einer Schrigagarkultur beimpft und bei 37°C in Schiittelthermostaten bebriitet,
Im Abstand von 30 bzw. 60 min wird in einer entnommenen Probe im Bausch & Lomb-
Spectronic 20 die optische Dichte bei 600 nm gemessen und gegebenenfalls die Zah! der
vermehrungsfihigen Keime/ml auf Difco-Antibiotic-Medium I (pH 7,0) nach dem
Kocuschen Plattenverfahren ermittelt (Janke & DickscHerr 1967). Aus dieser An-
zuchtkultur wird soviel entnommen, wie notwendig ist, um in den Testansdtzen eine
Einsaat von 10% Keimen/ml zu erhalten.

Herstellen der Acrylsdureldsung: Die mit Hydrochinon stabili-
sierte Acs wird unmittelbar vor Gebrauch im Vakuum (Kpiy, 39-40° C) destilliert und
mit NaHCO3 und 0,1 n NaOH auf den gewiinschten pH-Wert eingestellt.

Versuche zur Aufhebung der antibakteriellen Aktivi-
tit der Acrylsiure: Jeweils 5 Erlenmeyerkolben zu 300 mi werden mit je
90 ml Difco-Antibiotic-Medium II1 (pH 6,5) beschickt, beimpft und bei 37° in Schiit-
telthermostaten bebriitet. Sobald ein Egy von ca. 0,1—0,15 erreicht ist, gibt man in
4 Kolben Acs bzw. Acs zuziiglich den Testsubstanzen (Endkonzentration an Acs:
412 y/ml bei E. coli, 33 y/ml bei St. anrens) in 25 ml Pufferlésung. Man mifit in Ab-
stinden von 20 min die Extinktion bei 600 nm.

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK):
Die MHK wird mit L8sungen frisch destillierter und neutralisierter Acs, Methacryl-
sdure, Vinylessigsiure, Crotonsiure im Reihenverdiinnungstest in der von KLEN (1957)
angegebenen Weise im Difco-Antibiotic-Medium III bei einer Inkubationszeit von 24
Stunden bestimmt.

Untersuchung der Atmung im Warburg-Apparat: Die At-
mung wurde in der mehrfach beschriebenen Weise im Warburg-Apparat bei 37° C, einer
Schiittelgeschwindigkeit yon 100 Ausschligen/min und Ableseintervallen von 5 oder
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10 min bestimmt. Die zweiarmigen Gefifle mit Zentralzylinder enthielten z. T. im
Zentralzylinder KOH (10 %, 0,2 ml auf Filterpapier), in einem Seitenarm die be-
n&tigte Menge Acs in konzentrierter Lésung (0,2 ml) im anderen HCI bzw. HpO. 2 ml
Nihrlsung im Hauptraum enthielten zu Versuchsbeginn 108 Keime/ml. Es wurden Op-
Verbrauch und COg-Entwicklung gemessen.

Einflufl von Acrylsiure auf den Einbau von #C-Uracil
und ¥C-Thymidin bzw. ¥C-Leucin: E. coli-Pyruvatstamm wird in
Nihrldsung pH 5,6 (RErm 1967, modifiziert) bis zu einer Dichte von Egg 0,1 bzw. 0,5
kultiviert. Je 20 ml dieser Kultur werden mit 1 m! Acs-Lésung (Endkonzentrationen
siche Tabellen 5 und 6) versetzt und in Schiittelthermostaten bei 37°C inkubiert. Man
mifit nach 5, 15, 25 und 35 Minuten die optische Dichte bei 600 nm. Nach 0, 10, 20 und
30 Minuten entnimmt man 3 Proben von je 1 ml und gibt sie in vorgewirmte Kib-
chen, die entweder 0,5 uC 1C)-Uracil oder 0,5 uC1Cgy-Thymidin oder 0,5 uC14Cy-
Leucin oder 0,1 uC #Cy-Leucin + 6,8 y unmarkiertes Leucin (fiir Egoo = 0,5) ent-
halten. Nach 5 min bei 37° C gibt man 1 ml éprozentige Perchlorsiure zu, kiihlt 30 min
im Eisbad und nutscht die mit Uracil bzw. Thymidin inkubierten Proben auf Mem-
branfiltern (Sartorius Membranfilter Kat.-Nr. 1311, Poren 0,01 z) ab und wischt mit
12 ml 3prozentiger kalter HCIOy. Die mit Leucin inkubierten Proben werden vor dem
Abnutschen 20 min auf 90° C erhitzt. Die Filter werden auf Aluminiumschilchen auf-
geklebt und im Methandurchfiuflzihler die Impulse ausgezihlt.

Isolierung der RNS aus E coli-Pyruvatstamm: E. coli-
Pyruvatstam wird in Pyruvatnihrlésung bis zu Eg 0,5 kultiviert. Zu 200 ml dieser
Suspension gibt man 10 4C 14Cg-Uracil + 800 p unmarkiertes Uracil (Kontrolle)
bzw. 30 uC #Cg-Uracil + 800 y unmarkiertes Uracil + 50 mg Acs (gehemmte
Probe). Man inkubiert 60 min in Schiittelthermostaten bei 37° C, fiigt 40 mg unmar-
kiertes Uracil zu und inkubiert wiederum 10 min bei 37° C. Man kiihlt rasch herunter,
zentrifugiert bei 2750 X g kalt ab und wischt zweimal mit 0,5prozentiger KCl/0,5-%/o-
NaCl-Losung. Die RNS wird nach der leicht modifizierten Methode von Smion
& Praac (1964) unter Anwendung von DNase und Extraktion mit Phenol isoliert. Die
zuletzt mit Alkohol ausgefillte RNS wird in TM-Puffer (0,01-m-Tris-Puffer pH 8,0
mit 1 - 10~ m MgCly) aufgenommen und am Saccharosegradienten aufgetrennt. Stu-
fengradient mit Stufen von 1,5 % beginnend mit 20 %o, endend mit 3 %/p; Zentrifuga-~
tion 7 Stunden bei + 3° und 160000 X g in der Spinco SW 50. Die Polyithylen-
Zentrifugenrshrchen werden mit einer Kaniile angestochen und 52 bis 54 Fraktionen
von je 5 Tropfen gesammelt. Jede zweite Fraktion wird mit 1 ml TM-Puffer pH 8,0
verdiinnt und die optische Dichte bei Fggy bestimmt. Die iibrigen Fraktionen werden
mit 2 ml 0,25 m Perchlorsiure behandelt, iiber Membranfilter abgesaugt und die Im-
pulse/min im Methandurchflufzihler bestimm.

ERGEBNISSE

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) der Acrylsiure bei pH 6,5 liegt relativ
hoch (Tab. 1). Andere mit Acs nahe verwandte bzw. homologe ungesiittigte Siuren mit
vergleichbaren pK-Werten, wie Methacrylsiure, Vinylessigsiure und Crotonsiure, sind
jedoch noch um Zehnerpotenzen weniger wirksam.
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Tabelle 1

Minimale Hemmkonzentration fiir Acrylsiure und homologe Siuren (in mg/ml).
Messung der MHK im Reihenverdiinnungstest bei pH 6,5 in Standkulturen

. . Staphy- . y
. Bacillus Bacillus Sarcina  Escherichia  Proteus
Saure subtilis cerens locaccus lutea coli vulgaris
anreus

Acrylsiure 0,195 0,780 0,050 25 0,78 3,1
Methacrylsdure 25 12,5 6,25 12,5 50 50
Vinylessigsiure 12,5 12,5 6,25 12,5 25 12,5
Crotonsidure 12,5 25 12,5 12,5 25 25

Die Hemmwirkung scheint demnach auf einer fiir Acrylsiure relativ spezifischen
Eigenschaft zu beruhen.

Nach Brisou & RauTLiN DE La Roy (1964) hat Acs nur bakteriostatische Eigen-
schaften. Bestimmt man die Zah! der kultivierbaren Keime, so ist nach zweistlindiger
Einwirkungszeit der mehrfachen MHK keine und nach 24stiindiger héchstens eine ge-
ringfiigige Verminderung der Keimzahl feststellbar (Tab. 2).

Tabelle 2

Keimzahlbestimmung bei Escherichia coli und Staphylococcus aurens nach unterschiedlicher
Einwirkungszeit von Acrylsiure in Schiittelkulturen (Keime X 1077/ml)

E. coli St. aureus
y Acrylsiure/ml Einwirkungszeit Einwirkungszeit
0Std  2Std 24 Sid 0Std  2Std  248d

o] 7,3 87 170 2,3 6,4 16

10 7,3 73 160 2,3 5,9 22
100 7,3 51 86 2,3 3,2 8,7
1000 7,3 92,9 33 — —_ —
10000 7,3 7,8 2,2 —— —_ -

Die hohere Empfindlichkeit von St. anrens gegen Acs wie auch die starke pH-Ab-
hiingigkeit der zur Hemmung bendtigten Dosis lieffen sich nicht nur bei der Bestimmung
der MHK, sondern audh der Hemmkonzentrationen bestitigen, die zur 50prozentigen
bzw. 75prozentigen Hemmung (HK 5o, HK75) fithrten (Tab. 3).

Tabelle 3

HKso und HKqj bei Staphylococcus aureus und Escherichia coli in Abhingigkeit vom pH-Wert
(in y Acrylsdure/ml)

koxfz{:gg;ion pH E.coli St. anreus
5,6 90 10
HEs0 7.5 820 70
HEz 7,5 1250 115
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Die Werte der Tabelle 3 gelten jedoch nur, wenn die Acs zu Beginn der log.-
Phase zugesetzt wurde. Wihrend der log-Phase sind hdhere Acs-Mengen notwendig,
um gleichartige Hemmungen zu erzielen.

Antagonisten der Wirkung der Acrylsidure

Die Wirkung der Acrylsiure wird bei E. coli in geringem Mafle durch Nikotin-
siureamid, Mg+ und sehr deutlich durch SH-haltige Verbindungen, wie Cystein,
Peniciliamin und Cysteamin, aufgehoben. Bei Sz, anreus liegen die Verhiltnisse etwas
anders. Hier haben Cat+ und Mg+ und Cysteamin eine schwach antagonistische Wir-
kung; Cystein und Penicillamin sind unwirksam, Pantothensiure verstirkt die Hem-
mung.
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Abb. 1: Og-Verbrauch von Escherichia coli-Zellen bei Zugabe von Acrylsiure (Pfeil) gegen
Ende der logarithmischen Phase

2,4-Dinitrophenol wirkt bei E. coli sehr stark synergistisch, bei St. aurens ist der
Effekt nicht so ausgeprigt. 5 - 10—% m DNP — ohne Acs — haben bei E. coli gar keine
Hemmwirkung, bei St. aureus storen sie das Wachstum in gleichem Umfang wie 33 y
Acs/ml (4,6 » 10—4 m). 5 - 10—* m DNP hemmen bei beiden Organismen etwa ebenso
stark wie die in den Versuchen zum Einsatz gekommene Acs-Menge (Tab. 4).

Die eingesetzte Acs-Menge entsprach etwa einer FHKj¢ bei pH 6,5. Verfolgt man
die Zunahme der optischen Dichte nach Acs-Zugabe, so beobachtet man bei E. coli eine
rasche, fast ohne Latenzphase einsetzende Hemmung, von der sich die Kulturen je nach
der Menge der zugegebenen Acs wieder erholen kdnnen. Die Ursache liegt nicht in einer
Zerstorung des Hemmstoffes (Gromsrrza 1970, unverdffentlichte Ergebnisse).
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Tabelle 4

Einfluf} verschiedener biologisch aktiver Substanzen auf die Wachstumshemmung bei Escherichia
coli und Staphylococens aurens durch Acrylsiure. Die Prozentwerte beziehen sich auf die
beschleunigte Zunahme (positive Werte) oder verlangsamte Zunahme (negative Werte) der
optischen Didhte einer Schiittelkultur im Vergleich zur ebenfalls mit Acs gehemmten Kontrolle.
Acrylsiure (412 y/ml = 5,7 - 107® m bei E. coli und 33 y/ml = 4,6 - 107* m bei St. aurens) und
zu priifender Stoff wurden gleichzeitig zu Beginn der log.-Phase in einer solchen Konzentration
zagegeben, dafl in der Nihrlosung die in Molarititen angegebenen Konzentrationen erreicht
wurden (pH 6,5)

Steigerung bzw. Verminderung des
Wachstums in %o zur gehemmten E. coli St. anreus
Kontrolle bei
Minuten nach Zugabe von Acrylsiure
und Testsubstanz 0-60 60-120 060 60-120
Alanin 5-107%,5-1074,5-10% m 0 0 0 0
Biotin 5}'110'5, 5-10%,5-10%m 0 0 0 0
Ca-Pantothenat s
(+ 20 mg Na-citrar) 5> +10%m 0 0 — 2 0
5 «10™%m 0 0 — 6 —13
. 5 -10%m 0 0 — 12 — 26
Nikotinsiureamid 8,2-10%m — — 0 0
4,1-10%m — — 0 0
8,2-10™%m 2 8 0 4
41103 m 6 11 _— —_
82-10%m 12 16 — —_
CaCla 5 +10%m 0 0 18 10
5 «10™%m 11 — 10 29 29
MgSO4 5 -107%m 0 — 5 10 3
5 10 m 0 25 10 3
5 103 m 5 33 — 8 —13
Cystein 8,2-10%m — e 7 — 2
4,1-10%m — — — 5 — 3
8,2-10™*m 23 65 — 5 — 3
4,1-10%m 20 67 — —
8,2-10%m — 31 — —
Penicillamin 6,7-10%m — — — 10 5
3,3-10%m — — — 4 7
6,7-10%m 21 100 — —
33-102%m 27 93 — —
6,7 -10% m 19 158 — —
Cysteamin 1,3-10%m —_ — 0 2
6,510 m — — 5 5
3,2:-10%m 5 62 — —
6,5-10%m - — 11 14
1,3-10%m 20 131 — —
6,5-10%m 41 154 — —
DNP 5 -10%m —11 — 5 — —
5 «10%m — 11 — 9 — 6 8
5 -10%m —77 — 90 — 39 — 29

Einflufl der Acrylsiure auf die Atmung

Mift man im Warburg-Apparat den Op-Verbrauch einer E. coli-Kultur mit Acs-
Zusatz, so beobachtet man zunichst eine abrupte Abnahme der Og-Aufnahme, der bei
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Abb. 2: Og-Verbrauch von Escherichia coli-Zellen bei Zugabe von Acrylsidure (Pfeil) zu Beginn
der logarithmischen Phase oder bei Start des Versuches (250 y/ml und 500 p/ml)

niedrigen Acs-Konzentrationen eine teilweise oder véllige Erholung der Kultur folgt.
Das Bild #hnelt somit den Beobachtungen bei der Messung der optischen Dichte der
Kultur. Sehr hohe Acs-Dosierungen bringen die Atmung jedoch vollig zum Erliegen.
Setzt man die Acs nicht zu Ende, sondern zu Anfang der log-Phase zu, so fijhren selbst

sehr hohe Acs-Konzentrationen nicht zu einem vdlligen Abbruch des

Qo-Verbrauchs

(Abb. 1 und 2). Impft man die Bakterien direkt in eine Acs-haltige Losung, so beobach-
tet man eine Verlingerung der vorlogarithmischen Phase, und der Anstieg der At-

mungskurven ist bei sehr hohen Acs-Konzentrationen etwas flacher.
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Abb. 3: Og-Verbrauch von Staphylococcus anrens-Zellen bei Zugabe von Acrylsiure (Pfeil) zu

Beginn der logarithmischen Phase
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Abb. 4: Og-Verbrauch von Staphylococcus aurens-Zellen bei Zugabe von Acrylsiure (Pfeil) bei
Ende der logarithmischen Phase

Besonders bei jungen Kulturen ist die Wachstumshemmung sehr viel stirker als
der Einfluf auf den Og-Verbrauch. Ab Mitte der log-Phase liegen die Werte in der
gleichen Groflenordnung (Heyser & Gromsrrza 1971).

Auch bei St. anrens hemmt Acs die Atmung. Im Gegensatz zu E. coli ist jedoch
kein abrupter Abfall des Op-Verbrauches unmittelbar nach Acs-Zugabe zu beobachten
(Abb. 3 und 4). Eine einmal wirksam gewordene Hemmung kann auch nicht wieder
kompensiert werden. Der Op-Verbrauch stagniert oder sinkt sogar geringfiigig ab. Der
unterschiedliche Einflufl der Acs auf die Atmung der beiden Bakterienstimme spiegelt
sich auch im Einfluff der Acs auf die aerobe Glykolyse wider (HEvser & Gromsrrza
1971).

Der respiratorische Quotient wird durch Acs bei keinem der Versuchsorganismen
beeinfluflt. Er schwankt bis zum 15fachen der MHK innerhalb der Fehlergrenzen des
Versuches von 0,98 bis 1,03 (ohne Acs 1,00).

Einfluff der Acrylsiure auf die Makromolekiilsynthese

Die Synthese der Makromolekiile wurde an Hand der Einbaurate von #Cg)-
Uracil, #Cz-Thymidin und "Cy)-Leucin untersucht. Die markierten Vorstufen
wurden nach unterschiedlicher Einwitkungsdauer von Acs fiir je 5 Minuten zugegeben,
um die momentanen Syntheseraten zu erfassen. Es wurde ein E. coli-Stamm benutzt,
der im Hinblick auf weitere Untersuchungen (Hevser & Gromsrrza 1971) an Pyruvat
adaptiert worden war (E. coli-Pyruvat-Stamm).

75 v Acs/ml entsprechen bei einer jungen Kultur vom Beginn der log-Phase
(Egoo 0,1) einer HKgs (Tab. 5). Der Einbau von #C-Thymidin in DNS wird etwa in
gleichem Mafle wie das Wachstum gehemmt. Die Schwankungen erkliren sich aus der
niedrigen Gesamteinbaurate von nur 300-600 Imp./min. Die Proteinsynthese [duft
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wihrend der ersten 35 min unvermindert weiter. Da die Zahl der Keime/ml in der ge-
hemmten Probe zumindest nach 35 min kleiner ist als in der Kontrolle, resultiert dar-
aus sogar eine verstirkte Proteinsynthese jeder einzelnen Zelle. Der Einbau von Uracil
in RNS wird jedoch von Anfang an sehr viel stirker als alle anderen Vorginge
blockiert.

Tabelle 5
Wirkung der Acrylsiure auf die Makromolekiilsynthese
Hemmung in % zur Kontrolle
Minuten beim beim Einbau von
14
Konzentration nach Ver- Wachs- UC-Uracil gﬁ‘}; ¥~ 14C-Leucin
suchsbeginn tum {RNS}) (DNIS) (Protein)
75 v Acs/ml 0-5 73 0 0
E. coli vom Beginn 10-15 25 68 26 0
der log-Phase 20-25 24 72 41 0
Egop 0,1 30-35 27 71 32 o]
250 y Acs/ml 0-5 48 90 8 5
E. coli aus der Mitte 10-15 52 91 30 38
der log-Phase 20-25 50 92 39 41
Eooo 0,5 30-35 50 92 46 28

Diese Befunde lassen sich auch bei dlteren Kulturen aus der Mitte der log-Phase
(Egoo ca. 0,5) bestdtigen, die mit einer Acs-Menge versetzt wurden, die etwa einer HKsy
entsprach, Hierbei zeigt sich in Ubereinstimmung mit den im Vorhergehenden geschil-
derten Ergebnissen, dafl die Wachstumsgeschwindigkeit — gemessen an der Zunahme
der optischen Dichte — ohne Latenzphase von Anfang an gehemmt wird. Das gleiche
gilt auch fiir den Uracil-Einbau, wihrend bei Thymidin und Leucin die Einbauraten
erst nach 15 Minuten deutlich absinken.

DNP hat — zhnlich wie Acs — einen hemmenden Einfluff auf die RINS-Synthese
(Smmon 1966). In E. coli-Pyruvat-Zellen aus der Mitte der logarithmischen Phase wird
die RNS-Synthese durch 5 - 10—5 m DNP kaum gestért. 150 y Acs/ml (ca. 2+ 10—% m)
storen das Wachstum kaum (Tab. 6), vermindern jedoch den Uracil-Einbau sehr stark.

Tabelle 6

Hemmung des Uracil-Einbaues bei Escherichia coli-Pyruvatstamm in Gegenwart von
Acrylsiure und DNP. E. coli-Pyruvatstamm aus der Mitte der log-Phase Egop 0,5

Minuten nach Hemmung des Einbaues von ¥C-Uracil in %/o
Versuchsbeginn , zur Kontrolle bei
5-1072 yMo 5-1072 yMol DNP
DNP/ml 150y Acs/ml + 150y Acs/ml
0-5 6 68 86
10-15 1 43 73
20-25 5 46 68
30-35 1 32 66

Hemmung des Wachstums
nach 35 min 1 7 20
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Beide Substanzen zusammen wirken stark synergistisch hemmend auf das Wachstum
und reduzieren den Uracil-Einbau noch einmal bis auf etwa die Hilfte.

Bei einer Fraktionierung der s-RNS und r-RNS am Saccharose-Gradienten —
m-RNS wird unter den angewandten Versuchsbedingungen nicht mitetfafit — liefen
sich keine signifikanten Unterschiede im Sedimentationsprofil gehemmter und un-
gehemmter Kulturen feststellen. Der Einbau von 1C-Uracil scheint in allen Frak-
tionen in gleicher Weise gehemmt zu sein. Eine Identifizierung der verschiedenen Peaks
wurde nicht versucht. Normalerweise werden die drei ersten Peaks der r-RNS und der
vierte der s-RNS zugeschrieben. Die Herkunft und Einheitlichkeit besonders der 15s-
lichen Anteile ist jedoch stark von den Versuchsbedingungen abhingig (Smon & Prasc
1964, CLick & HackeTT 1966).

DISKUSSION

Bereits in der Einleitung wurde gesagt, dafl Acrylsiure bei unterschiedlichen Bak-
terienstimmen sehr verschiedenartige Stoffwechselschritte zu hemmen vermag. Diese
Erfahrung konnte auch fiir E. coli und St. aureus bestitigt werden. Wihrend der Ogp-
Verbrauch bei St. anreus nicht nennenswert stirker als das Wachstum gehemmt wurde,
sinke er bei E. coli bei hdheren Acs-Konzentrationen so rapide ab, wie wir es meist nur
bei bakteriziden Hemmstoffen sehen. Die Zah! der kultivierbaren Keime nimmt jedoch
in der gleichen Zeitspanne von wenigen Minuten nicht ab; zudem wird der durch
niedrige Acs-Gaben gesetzte Schaden bei E. coli rasch wieder behoben, wihrend er bei
St. aurens zeitabhingig verstirkt wird. Bei keinem Organismus wird der respiratori-
sche Quotient im Vergleich zur Kontrolle verindert. Es ist deshalb nicht anzunehmen,
dafl der bei E. coli normalerweise vorherrschende aerobe Substratabbau auf anaerobe
Energiegewinnungsprozesse umgestellt wird. Es ist wahrscheinlicher, dafl der Substrat-
abbau an einer Stelle unterbrochen wird und daff es so lange zur Anhiufung einer
Zwischenstufe kommt, bis der aufgebaute Vorrat die offensichtlich reversible Hem-
mung {iberspielt. Es bleibt zu untersuchen, welche Reaktion gestdrt wird.

Einen ersten Hinweis gibt die Beobachtung, dafl besonders SH-haltige Verbin-
dungen Antagonisten der Acs bei E. coli sind, wihrend alle anderen biologisch aktiven
Substanzen keinen oder nur einen geringen Einflufl haben. Die Wirkung SH-haltiger
Verbindungen kann einmal so erklirt werden, dafl sie SH-Gruppen in Enzymen schiit-
zen, und zum anderen dadurch, daff die Acs durch Addition des R-SH an die Doppel-
bindung inaktiviert wird. Gegen den letzten Mechanismus spricht, daff alle diese Ver-
bindungen bei §t. aureus gar keinen oder nur einen geringen Einfluf} haben.

Es ist auffallend, dafl die Atmungshemmung besonders gegen Ende des logarith-
mischen Wachstums sehr stark ist; im Anfang der logarithmischen Phase ist die Wachs-
tumshemmung stirker ausgeprigt als die Verminderung der Atmung. Diese Beobach-
tung findet ihre Erklirung darin, dafl zu Beginn der logarithmischen Phase die Syn-
theseleistungen die Atmungsvorginge iiberwiegen. Der Einbau von Thymidin in die
DNS wachsender Zellen wird insgesamt nur etwa ebenso stark gehemmt wie das
Wachstum. Der Einbau von Uracil in die RINS wird jedoch sehr viel stirker unterbun-
den als die Zunahme der optischen Dichte. Dies kdnnte einmal auf Stérungen der
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Uracil-Aufnahme und zum anderen auf Storungen des Uracileinbaues zuriickzufithren
sein. Da jedoch die RNS-Synthese auch in Zellen gehemmt ist (GLomarTZA 1970), denen
Uracil nicht iiber die Nihrlosung zugefiithrt wurde, scheint Acs weder die Uracil-Syn-
these noch die Uracil-Aufnahme, sondern nur den Einbau in RNS zu stéren. Eine St6-
rung der m-RINS-Synthese wiirde sehr bald auch die Proteinsynthese mit beeintrachti-
gen. Der Einbau von Leucin wird jedoch gar nicht oder sehr viel weniger als das
Wachstum beeinflufit.

Einen Fhnlichen Einflufl auf die Synthese der Makromolekiile haben bei E. coli die
Hemmstoffe Levorphanol (Stvon & Praac 1964) und DNP (Sivon et al. 1966).
In stirkerem Mafle als die Zunahme der optischen Dichte hemmen Acs und DNP den
Einbau von Uracil in E. coli. Es wird vermutet, dafl die synergistische Hemmung der
RNS-Synthese auch die Ursache der synergistischen Wachstumshemmung ist.

DNP hemmt selektiv die Synthese der r-RNS (Srmon et al. 1966). Die gesamte
RNS einer Zelle besteht zu einem sehr hohen Prozentsatz aus r-RNS. Acs scheint eben-
falls in die r-RINS-Synthese einzugreifen. Diese Vermutung wird besonders durch das
Sedimentationsprofil gestiitzt. Die Hemmung der r-RNS scheint jedoch im Gegensatz
zu der Wirkung des DNP nidht selektiv zu sein, da in gleichem Mafle der Einbau in die
lsliche Fraktion vermindert ist. Die Feststellung des genauen Angriffspunktes der Acs
im RNS-Stoffwechsel mufl weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Acrylsiure ist innerhalb der einfachen ungesittigten Carbonsiuren ein relativ spe-
zifischer Hemmstoff fiir Escherichia coli, Staphylococcus anrens und andere Bak-
terien.

2. Acrylsiure hat nur in sehr hohen Konzentrationen bei sehr langen Inkubations-
zeiten schwach bakterizide Eigenschaften.

3. Sie hemmt besonders bei ilteren E. coli-Zellen die Atmung sehr viel stirker als das
Wachstum. Bei jungen E. coli-Kulturen und bei St. aureus sind Wachstums- und
Atmungshemmung etwa gleich stark.

4. Die antibakteriallen Eigenschaften der Acrylsiure gegen E. coli werden durch SH-
haltige Verbindungen aufgehoben. 2,4-Dinitrophenol wirke dagegen stark synergi-
stisch. Bei St. aureus sind diese Wirkungen nur schwach ausgeprigt.

5. Der Einbau von Leucin in Protein wird durch Acrylsiure bei E. coli weniger als das
Wachstum, der Einbau von Thymidin in DNS fast ebenso stark wie das Wachstum
und der Einbau von Uracil in RNS von Anfang an sehr viel stirker gestdrt. DNP
steigert die Hemmung des Uracil-Einbaues durch Acrylsiure.

6. Die Synthese der r-RNS und s-RNS wird in etwa gleichem Umfang gestort; die
Synthese der m-RNS scheint nicht beeinfluft zu werden.
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