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Zusammenfassung

In einer genetisch nachweisbar polyploiden Familie
von Saccharomyces wurden der Gesamtgehalt an freien
intrazelluldiren Aminosduren.und die Geschwindigkeit der
Zellteilungen in Abhéngigkeit der Ploidie bestimmt. Es
less sich zeigen, dass die Geschwindigkeit der Zellteilun-
gen von der Ploidie nicht beeinflusst wird, wihrend der
Gesamtgehalt an freien intrazelluldren Aminosduren sich
direkt proportional mit der Zunahme der Ploidie ver-
grossert (Verhdltnis 1:1).
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Verteilungskoeffizient und bakterizide Wirkung
von Phenolen und aromatischen Alkoholen

Die Bedeutung des Verteilungsgleichgewichtes zwischen
Zellipoiden {Cytoplasmamembran) und wissriger Phase
fur die Wirksamkeit eines Arzneimittels wurde vielfach
dargelegt und {indet in neuerer Zeit wieder vermehrte
Beachtung?!, Nur von wenigen Autoren ist diese Denkweise
konsequent auch bei der Einwirkung von Desinfektions-
mitteln anf Bakterien angewandt worden®?45, obgleich
in homologen Serien {bei Phenolen, Alkoholen u. a.}) den
bakteriziden Wirkungen gewisse Stoffeigenschaften in
auffalliger Weise parallel laufen: Wasserldslichkeit, Er-
niedrigung der Oberflichenspannung, Dampfdruck, Ver-
teilungskoeffizient (Konzentration in lipophiler Phase/
Konzentration in Wasser)2.

Bei Abtotungsversuchen an Bakterien stellten wir ganz
allgemein fest, dass von den gepriiften Phenolen und
aromatischen Alkoholen um so geringere Konzentrationen
zur Erreichung eines bestimmten Mortalititsgrades notig
waren, je geringer die Wasserloslichkeit einer Verbindung
war. Damit kamen wir vorerst zum gleichen Resultat wie
FERGUsONZ. Dieser bezeichnete den Quotienten

gepriifte, molare Konzentration

Wasserloslichkeit in mol

als (thermodynamische) Aktivitit und zeigte am Beispiel
der Alkohole (Methyl- bis Octyl-), dass trotz sehr verschie-
denen gepriiften Konzentrationen die Aktivitdten unge-
fihr gleich waren. ArrawarLa und RIEGELMAN? kamen bei
der Untersuchung einer grosseren Reihe von Phenolen
zum gleichen Schluss.

Besonders aufschlussreich zeigten sich bei der Priifung
die aromatischen Alkohole. Erwartungsgemiss stellten
wir folgende Wirkungssteigerung fest:
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Benzylalkohol < f-Phenylaethylalkohol < y-Phenyl-
propylalkohol. Neben dieser Verlingerung der Seitenkette
suchten wir auch mit Hilfe von Kernsubstitution zu wirk-
sameren Verbindungen zu kommen und stellten p-Chlor-
benzylalkohol und p-Chlor-g-phenylacthylalkohol dar.
Die beiden chlorierten Alkohole und y-Phenylpropyl-
alkohol sind unseres Wissens noch nicht auf ihre bakte-
rizide Wirkung gepriift worden. Bei diesen chlorierten
Alkoholen fanden wir nun, dass die Wirksamkeit sich
nicht, wie eigentlich zu erwarten gewesen wire, umgekehrt
proportional zur Wasserldslichkeit verhielt. So erziclten
wir zum Beispiel mit einer 0,3%, (0,021 mol) -L&sung von
p-Chlorbenzylalkohol (Wasserloslichkeit bei 4+ 3°C =
0,021 mol) einen gleichen Mortalititsgrad wie mit einer
0,29%-Lésung (0,013 mol) von p-Chlor-g-phenylaethyl-
alkohol (Wasserloslichkeit = 0,0294 mol), Die nach FEr-
GUSON berechneten Aktivitidten stimmen somit nicht iiber-
ein: p-Chlorbenzylalkohol = 1,0, p-Chlor-f-phenylaethyl-
alkohol = 0,44. Mit Hilfe der Verteilung zwischen Wasser
und Hexan als lipoider Phase konnte das Problem jedoch
gelost werden. Die erwdhnten, gleich stark bakterizid
wirkenden Konzentrationen ergaben nach der Verteilung
folgendes Bild (s. Tabelle).

Die bei der Verteilung zwischen Wasser und Hexan vom
letzteren aufgenommenen Mengen sind also anndhernd
gleich. Ahnliche Zusammenhénge ergaben dic Priifungen
von Phenolen: Von substituierten Monophenolen und
Monoéthern von Diphenolen, die gleiche Wasserloslichkeit
besitzen, sind die Monophenole dank besserem Verteilungs-
koeffizienten wirksamer. RicHarDsoN und REeip? kamen
bei w-w-Di-p-hydroxyphenylalkanen und SHUKIS und
TarrLman® bei aliphatischen Hg-Verbindungen ebenfalls
zur Ansicht, dass der Verteilungskoeffizient von aus-
schlaggebendem Einfluss auf die bakterizide Wirksam-
keit ist.

Auf Grund dieser Resultate ldsst sich die Regel auf-
stellen, dass verschiedene, in wéssriger Losung vorhandene
Konzentrationen von Phenolen und avomatischen Alkoholen
eine gleiche bakterizide Wirkung ausiiben, wenn bei dev Vey-
teilung zwischen Wasser und einer lipophilen Phase in dey
Lipoidphase gleiche molare Konzentvationen erhalten
werden. Diese Regel kann in erster Annidherung fiir die
Bewertung von phenolischen und alkoholischen Des-
infektionsmitteln gebraucht werden, indem wie folgt ver-
fahren wird:

¢w sei die in wissriger L8sung vorgegebene Konzen-
tration (in mol}, ¢z die Konzentration in der Lipoidphase
nach der Verteilung. Den Quotienten cy/c; bezeichnen
wir vorldufig als ¢Aktivitdtsindex». Bei der Festlegung
der lipoiden Phase ist die erhaltene Zahl fiir einen be-
stimmten Stoff immer gleich. Mit den ¢« Aktivititsindizes»
als Stoffkonstanten werden nun die in wissriger Losung
vorgegebenen Konzentrationen ¢, der zu vergleichenden
Substanzen so lange gedndert, bis gleiche Konzentrationen
in der Lipoidphase erhalten werden. Die auf diese Weise
errechneten, verschiedenen Konzentrationen der znm Ver-
gleich stehenden Phenole oder aromatischen Alkohole
werden eine ungefihr gleiche bakterizide Wirkung aus-
iiben. Da das phenolische Hydroxyl auch gegeniiber Bak-
terien reaktionsfihiger ist, konnen die Phenole und aroma-
tischen Alkohole nicht in der gleichen Reihe behandelt
werden. Da ferner Phenolat-Ionen nicht bakterizid
wirken {dies wird durch unsere Versuche erneut bestatigt),
miissen Phenole in undissoziterter Form vorliegen, bzw.es
darf nur der undissoziierte Anteil beriicksichtigt werden.

Bei den in Frage stehenden Verbindungen sind zwei
Gesichtspunkte fiir die bakterizide Wirksamkeit mass-
gebend:
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Konzentration in Verteilungs-

Wasser Hexan koeffizient
p-Chlorbenzylaltkobol . . . . .. . . . (,0105 mol 0,0106 mol 1,0
p-Chlor-f-phenylaethylalkohol . . . . 0,0037 mol 0,0091 mol 2,5

1} Die Wirkung steigt mit zunehmender Lipoidloslich-
keit.

2} Die Substanz muss in Wasser geldst sein, damit die
Molekiile itberhaupt an die hydrophile Aussenschicht der
Bakterienzelle gelangen kénnen.

Aus diesen beiden, sich widersprechenden Punkten
ergibt sich beim Austieg in einer homologen Reihe fol-
gende Situation: Bei der Uberschreitung eines gewissen
Verteilungskoeffizienten kann eine weitere Substitution
im Kern oder eine weitere Verlingerung der Seitenkette
die Lipoidloslichkeit (gemessen am Verteilungsgleich-
gewicht) nur noch unwesentlich erhShen. Gleichzeitig
wird aber die Wasserloslichkeit stirker erniedrigt. An
dieser Stelle einer homologen Reihe muss ein Wirkungs-
abfall eintreten. Denn die zu geringe Wasserlgslichkeit der
Verbindung erlaubt es nicht mehr, geniigend Molekiile an
die Grenziliche der Zelle heranzubringen. Folglich ist es
auch nicht mehr moglich, die gleiche Konzentration in den
Zellipoiden zu erreichen, wie beim nichst niederen Homo-
logen. Es hingt natiirlich von der Resistenz der gepriiften
Bakterienart ab, bei welcher Verbindung einer homologen
Reihe der Wirkungsabfall eintritt.

Diejenige Substanz wird also am besten wirken, die bei
geniigender Wasserloslichkeit sich zum grossten Teil in
der Lipoidphase anreichern kann. Als solche Verbindung
kann der zu fast 0,5% in Wasser losliche p-Chlor-$-
phenylaethylalkohol bezeichnet werden, denn er erreicht
bei der Verteilung zwischen Wasser und Hexan eine 3mal
hohere Konzentration in der Lipoidphase. Dieser aroma-
tische Alkohol diirfte deshalb als neues, bakterizides
und wenig toxisches Mittel fiir viele Verwendungs-
moglichkeiten geeignet sein (wie zum Beispiel fiir die
Sterilhaltung oder Konservierung von Injektionslésun-
gen). In der Phenolreihe zeigt p-Chlor-m-kresol ebenfalls
dhnliche Eigenschaften beziiglich Wasserléslichkeit und
hohem Verteilungskoeffizienten zwischen lipophiler und
wéssriger Phase.

Unsere Abtstungsversuche, durchgefiihrt an mehreren
grampositiven und gramnegativen Testbakterien, stiitzen
somit auch die Hypothese einer Lipoidschranke? in der
Grenzfliche der Bakterienzelle. Die Verwendung wvon
Hexan zur Ermittlung des Verteilungsgleichgewichtes ist
nur als grobes Modell zu betrachten.

H. Hess und P. SPEISER

Phaymazeutische Anstalt der Universitit Basel, 3. Sep-
tember 1958.

Swmmary

The réle of the partition coefficient for the bactericidal
efficiency of phenols and aromatic alcohols is stressed. It
is postulated that these compounds in any concentration
should have identical bactericidal effects if they attain the
same molar concentration in a lipoid phase after distri-
bution. It is proposed to use this postulate for a new
approach to test phenolic and alcoholic disinfectants.
p-chloro-f-phenetyl alcohol reveals a high bactericidal
effect due to a favourable distribution coefficient com-
bined with a water solubility of nearly 0-5%.

7 P.MrrcueLs und J. Movee, J.gen. Microbiol. 5, 981 (1951).

Oxidative Phosphorylation and Nitrogen
Fixation by Cell-Free Extracts of the
Azotobacter

Several investigators (SLATER, TissIERES and SLATER,
Rosk, and OcHoa?) have demonstrated coupled oxidative
phosphorylation by fractionated extracts of Azofobacter
vinelandii. HynpMaN et al.? using crude extracts of the
same organism coupled phosphorylation with the oxida-
tion of molecular hydrogen. HarTMAN, BrRODIE, and
Grav? found that the addition of ATP and Mg+t stabi-
lized the very labile oxidative phosphorylation system in
sonic extracts of this organism. Some investigators have
attributed the failure to obtain cell free preparations of
the azotobacter that will consistently incorporate NJ° to
a lack of a readily available energy source. Therefore, the
capability of a cell free preparation of 4. vinelandii O,
prepared by the method of HaArTMAN, BrODIE, and GRAY?,
to fix N4* was determined.

Table 1
Substrate Oxygen APi ymoles P/O ratio
patows
Succinate 7-3— 80 3-0—4-0 0-41—0-50
Fumarate 8:5—10-¢ 31—4-5 0-36—0-45
a-Ketoglutarate 61— 7-1 2:9—4-4 0-47—0-61

Each flask contained 1-0 ml dialyzed cell extract (14 mg protein),
20 gmoles substrate, 12 umoles phosphate, 25 umoles NaF, 15 pmoles
MgCl,,.

Acceptor system: 5 ymoles mannoge + 3 mg hexokinase and 25
pwmoles ADP, Gas phase: air. Incubation time: 10 minutes, ATi
indicates inorganic phosphate disappearance, AH values have been
corrected for endogenous respiration.

The techniques described by these investigators were
used for growing cells of A. vinelandii O and for the pre-
paration of the crude cell free extract. Protein was estim-
ated by the biuret reaction of GorNALL e al.* and in-
organic phosphate in the TCA soluble fraction of the
reaction mixture by the method of Fiske and Susra-
Row 3. The N} concentration was determined by measur-
ing the ratio of mass 28/29 in a Consolidated Nier mass
spectrometer. Oxygen uptake was determined by the con-
ventional Warburg method. The reaction time varied
from 10 to 20 minutes and was stopped by addition of
0-5 ml of 209, TCA.
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