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A mikrobaélé hatdis mechanizmusarél

A citoplazmamembran karosodasa

VAS KAROLY

Konzerv-, Heis- és Hitiipari Kutatdé Intézet, Budapest

Bevezetés

A mikroorganizmusok elleni védekezés csak akkor lehet megalapozott, ha
i=meretes, hogy a mikrébak pusztulasa milyen fizikai vagy kémiai tényezdk hatasara
hogyan, mely lépésekben kévetkezik be. A mikrébaslé hatis mechanizmusara
vonatkozélag igen Kiterjedt kutatis folyt mar és folyik ma is. Az eddigi meg-
allapitdsok szerint a sejtek pusztulasa sokféle médon jshet létre. Az egyik ilyen
lehetGséy az, hogy a fizikai vagy vegyi tényezs a sejttartalom és a kornyezd tér
kozotti elhatdroltsdgot részben vagy egészben megsziinteti. gy a sejtek normalis
vegetativ életmikidéseiket nem tudjak kifejteni és gyakran szaporodasi képes-
ségiiket is elvesztik, ami mikrobiolégiai téren a pusztulas fogalmaval egyértelmii
jelenség,

Az aldbbiakban ez utdbbi szemszoghél vizsgaltuk meg néhany vegyiilet és
fizikai tényez§ hatésat. Modellként a kisérletekhez a Saccharomyces cerevisiae-t
vélasztottuk mint olyan mikroorganizmust, mely nagy mennyiséghen, kénnyii-
szerrel beszerezhetd és amellyel a munka egyszerdi és kényelmes.

Mint egyéb mikroorganizmusoknal, az éleszténél is a sejttartalom és a kiilsé
tér hatérat t5bb réteg alkotja, melyek koziil fontossag szempontjabél kiemelkedik
a kiilsg, féleg poliszaharidokhbsl felépitett, kissé merev, ateresztd sejtfal és ezen
beliil a citoplazma legkiils§ rétegét jelentd, félig ateresztd, helyesebben szelektiv
médon permedbilis citoplazmamembrdn. A sejt metabolizmusa szempontjahbél
téleg az utébbi jatszik dént§ szerepet.

A citoplazmamembran a plazmanak kiilss, kb. 30—200 A vastag rétege,
mely f8leg fehérjékbdl és lipoidokbél all és szabélyos strukturju (4). A membran
valészintileg mozaikszeriien, felvaltva részben egy molekularis raesot (»pérus-
membrin«), részben az emlitett lipoidszerkezetet tartalmazza, ami a viz és a
kisebb molekulaji nem-elektrolitok, ill. a =zsirban oldédé, nagyobb molekuldju
nem-elektrolitok konnyd behatolasat kielégitden megmagyarézza.

Annak tanulminyozasat, hogy egy adott behatas a citoplazma membranjat
dezorganizilta-e vagy sem, éleszi8 esetén aranylag konnyen elvégezhetjitk. Az
¢leszt$ ugyanis, éppigy, mint a gram-pozitiv baktériumok, a sejtben, a membran
alatt rendszerint elég nagy mennyiségii szabad aminosavat halmoz fel (6), valé-
szintileg késébbi szintézisek céljaira, tartalék gyanant. Ezeket az aminosavakat
a normalis éleszt§ membrénja aminosavban szegény kérnyezetben is a sejten
beliil vissza tudja tartavi. Ha azonban a citoplazma-membran- valamilyen oknal
fogva véltozast szenved, a tarolt aminosavak a kiils§ térhe diffundalnak és ott
kimutathaték (2, 3).
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A sejtmembran karosodésa természetesen nemcsak az aminosavak, hanem
mas sejtisszetevok kidramlasat is lehet6v & teszi (9). Ezek kozil kiilonss érdekls-
désre tarthatnak szimot a purin- és piriznidinszdrmazékok, a nukleinsavkompo-
nensek csoportja, mint amely vegyiiletek a sejtek szaporodasa szempontjibél is
életfontossigh anyagok. Az élesztében az ysszes nukleinsavnak kb.95%-a ribo-
nukleinsav [csak kb. 5%, a dezoxiribonulcleinsav (7)]. Ennek ill. komponenseinek
a kidramlisa a sejthél egyszertien vizsgalhato.

Vizsgalati anyag & médszerek

A kivetkeztkben a mikr6badld tényezdknek az élesztfseit membranjira
gyakorolt hatdsat a kiils6é térbe jutott aminosavak papirkromatografias vizsga-
lataval,ill. a purin-,pirimidin—szé.rmazékﬂk spektrofotomiteres mirésével tanul-
manyoztuk.

Az élesztészuszpensié

Altalaban friss présélesztét haszniltunk vizsgalatainkhoz. Ebb§l csapvizzel
kb. 20 s%-os (friss élesztére szimitva) szuszpenzist készitettiink (a tényleges
érték néhany kisérletnél 16,7 és 25 5%, kdzott valtozott, de legtobbszir 20 5%, volt).
Ennek csiraszima hozzavetSleg 2 10° sejt/g nagysagrendii.

Tlyen nagy toménységet azért kellett alkalmazni, hogy a bizonyos esetckben
varhatélag kiold6ds aminosavak a kozegben kromatografidsan kimutathaték
legyenek. Roine szerint (10) az éleszt&bél triklérecetsavval kioldhaté amino-
nitrogéntartalom az osszes nitrogéntartalomnak kb. 10%-a. Ha tehdt a friss
préséleszié N-tartalméat 2% koriilinek vessziik, akkor a 209%-os szuszpenzidban
maximélisan kioldddhaté amino-N 0,049, lehet, vagyis aminosavtartalma 0,25%,-
nak adédhat. Ez a tovabbiakban leirt médon tizszeresére toményitve, végiilis
2,59%-0s aminosavkoncentracidt jelent. 5 ul. ebbdl tehat 125 pg. aminosavnak
felel meg.

A csiragdtle vegyszerekkel vald kezelés

A vegyszerek hozzdadasa altalaban a fenti éleszt&szuszpensidhoz tortént,
valtozé mennyiségben. (Kivételt az alkoholok képeztek, melyeknél a sziikséges
nagy toménység kovetkeztében szildrd élesztébdl és a megfelel§ alkoholtartalmt
vizes oldatokbdl indultunk ki és ezeket kevertiik olyan aranyban, hogy kb. 20s9%,
¢&lesztét tartalmazzon a szuszpenzid). A csiraszuszpenziét azutdn kb. 12 érai allas-
sal megszakitott 64-6 ords lassi razasnak vetettitk ala, altalaban 0 és +4° C
kozotti hémérsékleten.

Fizikai behatdsok

A fizikai behatasok koziil: 1. a dérzsilés izzitott kvarchomokkal toértént :
80 ml 20 s%-0s élesztdszuszpenziét kb. 50 g homokkal porcelan mozsirban 40
percig dorzsoltiink. 2. A fogyasstds sordn az élesztszuszpenzist —20° Ceos leve-
o6jli térben, iivegben megfagyasztottuk. Egy nap mulva +20° G koriili levegén
felengedtitk a mintat. 3. Nagy hémérsékletek alkalmazisakor a fenti élesztGszusz-
penzié mintit vagy normél kémesévekben (163160 mm) vagy hosszi (kb. 300
mm), vékonyfali és kis keresztmetszetdi (7 mm bels§ atmér6) cssvekben a kér-
déses h8mérsékletii vizfiirdébe helyeztitk, majd a hékezelési idd leteltével hideg-
vizes fiird6be vittilk it gyors lehiités céljabel.
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Vizsgdlat aminosavakra

A kivaut behatds utan az élesztdsejteket 20—30 perces (2000—3000 fordulat/
perc) centrifugdldssal elvalasztottuk az oldattsl és az utsbbibol egy ismert mennyi-
séget (rendszerint 5 ml-t) kb. 80° C-ra beallitott vizfiirdg tetején Gvatosan szdrazra
pdroltunk. — A bepérolt sziraz maradékot altaliban eredet; térfogata 1/10-ed
részének megfeleld mennyiségd deszt. vizzel felvéve, a kapott oldat »tisztajabélc
1—1 platinakaccsal széles sziirdpapirivre (Schleicher és Schiill Nr. 597, 602 ill.
Macherey Nr. 637) felvittiink néhany (kb. 5.) pl-nyit, majd megszaritas és az olds-
szergbzokkel t6rténd egyensiilyozas utan leszalls papirkromatografildsi eljarasnak
vetettitk ald. Oldészerként vagy amménias n-butanolt (1 tf n-butanol + 1 f
I,5n NH;), vagy hangyasavas, ill. ecetsavas n- ill. izo-butanolt (70 tf butilalko-
hol 4+ 15 tf kone. hangya- ill. ecetsav | 15 tf viz) alkalmaztunk, egy dimenzig-
ban, hosszan (30—50 cm) futtatva a keverékeket, ismert aminosavak kiséretében. —
A megszaritott papiron a foltok el6hivasa vizzel telitett n-butanolban oldott 0,19~
os ninhidrin rapermetezésével és néhany perces 90— 100° C-on szaritassal tortént.

Az g-aminosavak relativ mennyiségének vizsgalatara a ninhidrinnel, 5,0
pH-s citratpufferben [21 g kristalyos citromsav 4 200 ml 1 n NaOH, vizzel fel-
téltve 500 ml-re,4-15 ml butanol (tartosités céljabél) ] 100° C-on 15 percig tarté
melegitéssel, majd gyors lehiitéssel (ez utan 30 perccel) nyert mintak 574 mp-os
szlirbnél mutatkozé extinkecidjanak mérését alkalmaztuk (12). A wvizsgalathoz
altaldban 1 ml centrifugalassal kapott oldatot 4.3 ml 0,0659%-0s, 5 pH-s citrat-
pufferben oldott ninhidrinnel kémesében dsszekevertiink, majd az egész kisérleti
sorozatot vizfiirdében a jelzett hékezelésnek vetettitk ala és Pulfrich fotométerben
mértitk.

Vizsgdlat purin- és pirimidin-szdrmazéhokra

A fentiek szerint elkészitett, kezelt ill. kezeletlen 8lesztGszuszpenziokbol
centrifugélassal kapott tiszta oldatokat megfelels (pl. 10-, 20-, 50-szeres) higitas
utin Beckman-féle spektrofotométerrel* a 220—320 mu-os sivban abszorpeidra
megvizsgaltuk (rés: 0,9 mm). A 260 mu-nil mutatkozé extinkeids maximum
jelentkezését a nukleinsavak ill. ezek ssszetevéi jelenlétének tudtuk be (5, 11)

A sejtpusztulds vizsgilata
Jtp i

Annak megallapitasara, hogy valamely szer az alkalmazott toménységben az
tleszt8szuszpenzié  sejtjeit az adott korilmények kizoti megélte-e, maradék-
flora kimutatast ill. meghatarozast végestiink, Ennek kvalitativ kiviteli médja
abbél allott, hogy a szuszpenziéhél egy kacsnyit (még a centrifugalas eltt) malatas
(109 szarazanyagtartalomra higitott malitakivonat) ferde agarra felkenve, 14— 21
napig 26° C-on inkubaltunk és megallapitottuk a fejlédés tényét és idSpontjat.
A kvantitativ maradékesiraszdmmegallapitas soran ugyanigy jartunk el, de nem az
credeti szuszpenziobél, hanem ennek sterilvizes higitasaibél vettiink ezdttal
I—1 ml-nyi mintét és ezt vittiik a ferde malatas kémesébhe. A higitasi sorozat szom-
szédos + és — tagjainak higitdsabol kovetkeztettink a maradékesiraszimra,
— Az esetleg bekévetkezd alaki elvaltozasokra a centrifugalds maradékaban
mikroszképpal vizsgaltunk.

; ¥ A késziilék szives rendelkezésre Dbocsdtdsdért ezfiton is Lkdszonetet mondunk az
Llelmezéstudomdnyi Intézet vezetfjének és Biokémiai Osztalyinak,
1*
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Kisérleti eredmények
Aminosavak

A szervetlen savakkal, sékkal, oxidalsszerekkel, tovibba a szerves vegyiiletek
koziil egy zsiroldészerrel, alkoholokkal, egy aldehiddel, ketonnal, savakkal, észterek-
kel, egy csiragatld festékkel és egy szénhidrattal végzett kisérleteink egy részénck
eredményeit az 1. tablazat és az 1. dbra szemlélteti, ahol az alkalmazott vegyszer-
adagolast (s9,), a %-os sejtpusztuldst és az aminosavkilépést () vagy -vissza-
maradéast (—) tiintettiik fel, mellézve az alaki elvaltozasokra vonatkozd észleléseket,

Lathaté, hogy : 1. a vegyszerek egy j6 részének
hatasira aminosavak léptck ki az éleszt&sejthél olyan
kérilmények kozott, melyek fennforgasa esetén a TR
nem kezelt élesztd aminosavat nem, vagy alig észlel-
hetd mértékben adott le a kérnyezetnek.

2. Az aminosavkilépés és a nagymértéki sejt- !
karosodds (-pusztulds) tényei altalaban parhuzamo- |
san haladnak. 1

3. Vannak vegyiiletek, melyeknél — az adott | |
koncentricick esetén — aminosavkilépés nem észlel- j
hetd. Ttt rvendszerint nem kévetkezik be erésebb, | |
90—959¢-nal nagyvobb mérvii élGesiraszamesokkenés. | & 1

|

oy
=

4. Az amiunosavdiffuziot nem mutato vegysze-
rek  kézotr viszont van olyan i, mely teljesnek
moundhaté (99,99959%-0s vagy nagyobh) éldsejtszam-
redukeiét hoz létre. Ezek a NaF és a formaldehid.

5. Vannak ezzel szemben vegviletek (pl. a
timol. az aceton, kaprilsav, p-oxibenzoesavmetil-
éxzier,  bromecetsavészterck, akriflavin), melyek az +—-
alkalmazott koneentracioban nem idéznek ugvan eld
komolvabb  mérvii sejtpuszlulist, mégis erdsehh- Nibiluy: vesvaser Tarba w5
gyengébb  aminosavkilépést mutatnalk. éleszté aminosavainak kidram-

Egy tovabbi kisérletsorozatban az aminosavak, lasira. (Papirkromatogramm)
helyesebben a sejthdl kiszivargs N-vegyiiletek kvan-
titativ meghatdrozdsit végeztitk el. A mAar emlitett
modon eljarva, 20 s9%-0s éleszt8szuszpenzickat allitottunk eld, melvek kiildnbszs
vegyszereket tartalmaztak. 1 napos (+-5° C-on vald) behatdas utin a sejteket
lecentrifugaltuk, é a mintak tisztajaban meghatiroztuk a N-tarialmat Wagner-
Parnas-késziilékkel. Az eredményt a 2, tablazat mutatja he.

Lathaté, hogy az egves vegyszerek hatdsa alatt létrejovd  N-kidramlas
mennyire killinhszs mértékd. Legtobb N-t a 25 és az 50 $9 -0 etilalkohol oldott ki,
A Nal", a NaCl, a 10 s°{-0s etilalkohol, a formaldehid és a glicerin alig vagy egval-

1. dbra.

talin nem okoz aminosavdiffuzicr, bar a NaF és a CH,O hatasara a sejtek — a
sterilitasi probak szerint — elpusziulta

A kisérletek egy tovabbi csoportja arra iranyult, hogy néhany vegviilettel
az alkalmazott koncentrdcié és az aminosavkilépés beszefiiggését kézelebbrol
tanulmanyozzuk. A kénessavval, etanollal és erjedési amilalkohollal végzett kisér-
letek eredményét a 3., 4. és 5. tdblazat foglalja bssze.

Lathaté, hogy : 1. kénessav esetén 0,38%, SO, (= 0,499, H,50,) az a koncen-
tricié, melynél ugrdsszeriien erdsédd aminosavkilépés kovetkezik he. A legkisebb
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toménység, mely a jelen kisérleti koriilmények kézott még éppen észlelhets amino-
savdiffuziét okoz: 0,1% (1.000 mg/kg) SO,.

2. Etilalkoholndl 6,4 5%,-t6] kezd érvémyesiilni a hatas, mely 26,4 59%;-nél hir-
telen erdsodik, ami, mint a kénessavnal, ittis a kiléps aminosavak szdmanak és a fol-
tok szinintenzitasinak nsvekedésében jelentkezik. Erdekes, hogy a 75,2 5%-0s oldat-
ban, melyet préséleszté és 96 tf%-os alkohol osszekeverésével allitottunk els,
kevesebb és kisebb ergsségli folt jelent meg, mint az 56,9 59, alkoholt tartal-
mazé szuszpenzioban. Ez a tomény alkohol kézismerten gyengébb csirasl§ hatésa-
val jol parhuzamba allithaté megfigyelés.

3.  _Amilalkohol esetén 0,5 s% még nem,

2. tablézas 5,1 s%-nyiadagolds viszont mér erfsen adta a
Vegyszerek hatdsa az élesztd reakciét (itt egyébként csak 3 6rds volt a be-
aminosavainak kidramlasara  hatéas idﬁtartama),
' ! 3 Mind a harom vegyiiletnél az aminosavak
(1) i i"itg’r'fthl}‘r‘:"”:]“ erdsebb kiiramlasa annal a vegyszerkoncentra-
Vegysaer ‘ @) ﬁg;rn}~ez¢.0};azncg- ciénal indult meg, amelynél a sejtek teljes pusz-
e L fm ‘ en % () tylasa bekivetkezett.
A fizikai behatasok, kiilondsen a hékeze-
) 0 0,0010 iy & ds slés h Lkl : diffiizid
NaF oo 3 0.0019 és és a dorzsdlés homokkal, aminosavdiffiiziot
NaCl .....oovnn. 10 0,0030 eredményezett akkor is, ha a pusztulds nem
Etanol (4) ..... 10 0,0025 volt teljes,
%’:Z’ggi %g ---- gg | ggggg Kisérleteink egy tovéabbi részében a nagy
Formaldehid (5) 1,5 0.0031 hémérsékletek hatasat kissé részletesebben tanul-
Szalicilsav (6) ..| 0,5 0,0160 ményoztuk. A mir ismertetett médon elkészitett
Glicerin (7) ....| 25 0,0041 élesztGszuszpenzio 15—15 ml-ét kémcsdvekbe

toltve, kémessallvinyon vizfiirddbe helyeztiik,

3. tdblazar
A kénessav hatdsa az éleszldsejtre.

my i Y ((:) s . (3) (4)
Mikroszképi kép (24 6ris behatds utan
- R RCRRER AR v
(59,800 | Sejtalak Vakudlum | Granulum Rp:(%)-értékii helyeken)

0 | kerckded, ép, telt (8) + — [
0,007 kerekded, ép, telt (8) =+ — o] e ey s s
0,012 kerekded, ép. telt (8) e — TS (S
0,024 kerckded, ép, telt (8) + - - |-
0,05 kerckded. ép. telt (8) + - o heesmeees e = g e e
0.10 | kerekded, dp, telt (8) - e - e __9g®_ .
0,14 ovilis, zsugor. (9) — 4+ — oy pis DM e e
0,19 ' ovalis, zsugor. (9 —_— + _ g ogv_
0,38 \ ovilis, zsugor. 9 = + + — 2 816 25 — 54 71
0,76 “ ovalis. zsugor. (9 — + o — 9 716 25 — 53 70
1,14 ovalis, zsugor. 9 e + 4 — 2 71626 — 54 70
1.52 i ovalis, zsugor, (9) — + + — 2 716 % — 54 70
1,90 ovilis, zsugor. (9 — + + 06 3 7 17 25 32 52 68

#* Ki« intenzitisi folt (10),
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melynek hérmésékletét folyamatosan noveltikk 25° C-rél 100° C-ig. Tdékézben
egy-egy héfok (pl. 45, 50, 55 sth. °C) elérésekor kiemeltiink egy kémesévet és
folyévizben gyorsan (kb. 50 mp alatt) 20—25° C-ra lehtitsttiik. Leoltasokat végez-
tiink ezutdn csiraszdmmegillapitas céljabsl, majd megfigyeltiik a sejtek mikroszképi
képét, lecentrifugaltuk az élesztdt, a tisztajaban pedig részben Gsszes aminosav-
tartalomra vizsgaltunk kolorimetrikusan ninhidrinnel (l. 3. oldalon), részben
pedig 10-szeres toményités utin a szokasos médon papirkromatogrammot készitet-
tiink beltle. Az eredményeket a 2. és 3. dbra szemlélteti.

Lathaté, hogy az bsszes aminosavtartalom a sejteket koriilvevs kézegben
60° C elérésétél kezdve hirtelen erds ugrdst mutat, 70° C fslott pedig lényegében
mér nem valtozik, még 15 perces 95° C-on tartds utédn sem. Ugyanezt a képet
kaptuk a papirkromatogrammal is (4. 4bra).

A sterilitdsi probak szerint, mig 55° C-on a sejteknek kevesebb, mint 90%-a
pusztult el, addig 60° C-on a pusztulas 90 és 99,59, kézott, 70° C-on 99,5, 75°
C-on 99,9995, 85° C-on pedig t6bb, mint 99,9995%-0s volt.

Megvizsgaltuk ezutan a melegitési id§ szerepét az aminosavkidramlésra.
A maér leirt hosszi hevit§esivekbe 10—10 ml 20 5%, -0s élesztdszuszpenziot adva,

4. tdbldazat
Az etanol hatdsa az élesztbsejire

e (2) ! (3) (4)
Mikroszképi kép (24 6rds behatds utgn)

hoteoatohiii G [ ® 0 | gt | i, il
(s9) Sejtalak | Vakulum | Granahum * = R
] kerekded, ép (8) + o —_ | - —_— —
3.2 kerekded, ép (8) -+ — rrrm | e e me e s e
6.4 kerekded, ép (8) -+ = — — — — — 40%48*— —
3.6 kerekded, ép (8) + — — — e AD%40*
12.9 kerekded, ép (8) + — SUT Y S
20.1 ovilis, zsugor. (9) — -+ -+ 8 I1 18 32 40 48 73 829
40.8 ovillis, zsugor. (9) —_ =+ s 8 11 18 32 38 49 73 80
56.9 ovalis, zsugor. (9) — + - 8 11 19 33 40 49 73 82
75,2 ovalis, zsugor. (9) — + + | — 11%18*32%40%48%73%82*

* lgen gyenge intenzitdsi folt. (10)
5. tablazat
Az erjedési amilalkohol harisa az élesztisejtre

W @) ) ()

. Mikroszképt kép (3 oras behatds utdin)

'\mﬂalkn!ml- - Csira- Papirkromatogramm (aminosavfol-

adagolis | (5) (6) | M pusztulis [tok a jelzett Ry (%)-értéki helycken)
(%) ‘ Sejtalak Vakudlum l Granulum ‘

(U kerekded, ép (8) + — | e e m seane ey
0,005 kerekded, ¢p (8) -+ — —_ | — e —_—
0.05 kerekded, ép (8) -+ — bt | vesew sy oy swcow mosen oo

0.5 kerekded, ép (8) + — —_ | —_ —

5.1 ovilis, zsugor. (9) o D + 8 11 18 27 38 73 83
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55 ill. 60° C-os vizfiirdébe tettiik a mint@kat, majd meghatarozoit idétartamok
utin egyet-egyet kivettiink, gyorsan lehlitSititk és az elébb felsorolt vizsgalatokat
végestik el. Az eredményt az 5., 6. és 7. Abra mutatja be :

55 &s 60° C kozott tehat lathatdlag nagy valtozasok mennek végbe a sejtben.
A sejtmembrin e hémérséklethatarok k$=zstt kezdi elvesziteni aminosav-vissza-
tartd képességét.

100 + 70
704
8o 18 .
a..
50 +6
p .
o
40 +4
"
OhmeseeeelD)
P 2
s0 4
2
j.
e, T T ' y e e T : ey s
- 0 20 30 40 56 50 100
2, dbra, 3. dbra.
A hikezelés hatdsa aminosavak kidramlasira A hmdérséklet hatdsa az aminosaval kidram-

az dlesztiisejtb§lOrdindta  baloldula : a minta  lasdra az élesztéisejthil. Ordindta : kidramlott
kimérséklete ("C)3;  jobboldala: kidramlott — aminesav (ext. modulus 574 myp-nal). Absz-
aminosavak (ext. modulus 574 mpe-nal). Absz- ' cissza : homeérséklet (“C).
cissza : hikezelési idG (pere). [1] : hGmérsék-

Iet. [2] : aminosavtartalom.

Arra a kérdésre, hogy melyik jelenség jon el6bb létre, a sejtek pusztulasa-c
vagy az aminosavdiffuzié, vélaszt adnak a fenti kisérletek soran elvégzett él6-
esfraszdmvizsgilatok. 55° C-on mér 3 perc mulva 99,5%-0s, az 5. perctdl kezdve
pedig 99,9995%-0s ill. ennél nagyobb mérvil sejtpusztulast tapasztaltunk, ngyan-
akkor, amikor mérhetd mennyiségli aminosav még 20 perces melegitéssel sem
dramoli ki a sejtekbdl. 607 C-on mar 3 perc alatt 99,99959%,-o0s pusztulas jott létre,
mérhet§ aminosavdiffuzié viszont csak a 4. perctél kezdve jelentkezett. Ebbél
nyilvinvalé, hogy az aminosavak melegitésre bekévetkezf kiaramlasa a sejtekhbdl
csak azok elpusztuldsa utin kovetkezik be. A pusztulas tehit a sejt aminosav-
veszteségénck nem kovetkezménye, hanem vélhetdleg annak okozdja. Az 55°
C-on tapasztaltak azt is mutatjak, hogy a sejtek teljes pusztulisa énmagaban
még nem elégséges az aminosavak kiaramlasdhoz. Ehhez a 60° C is kellett.
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Kilon problémat jelentett a
nagy cukortartalmi oldatok erjedé-
sének megallasa szempontjabsl fon-
tos kérdésnek, a szahardz hatasanak
vizspalata.

ElGzetes kisérletek arra enged-
tek kovetkeztetni, hogy nagy té-
ménységl cukoroldatokban a sejtek-
bl aminosavak lépnek ki, ami egyik
magyarazatit adhatnd az erjedés
megallasanak ilyen kozeghen. Ennek
a jelenségnek papirkromatografias
vizsgalata azonban igen nehéznek bi-
zonyult, mert a sok cukor miatt a
kromatogrammok nagyon eltorzultak,
értékelésiik bizonytalanna valz.

Ugyanigy nem lehetett a ko-
lorimetrikus ninhidrin-prébat magén
a cukros élesztékivonaton elvégezni:
az 50 :9% cukrot és 20 <% présélesziit
tarialmazd szuszpenzidt I napos allds
utian lecentrifugalva (40.000 f/p, 30

TAL \I'I&\ ]um.

2, No. L. 9

”

T U
7 7 10

5. dbra.
A hikezelés iddtartamanak hatdsa az éleszti
aminosavainak kidramlasiara 55, ill. 60 -C-on.
Ordinita : kidramnlé aminosav (ext. modualus

percig),  iivegszirén  sejtmentesre 574 mp-nil). Abszcissza: Hitkezelési idi (pere).
i £
gi - |
‘sigRiatibin i
hg 25 &9 |
b 4 r
%P. B s o bt s SRS OREO! M
. %ﬁgqﬁﬁf?%’%&'%&‘é’ﬁ‘éﬁ Boims wse ang e
i SR VR $ T & s
4. dbra 6. dbra 7. dbra

A hokezelés hatisa az ¢élesztd
aminosavainak kiaramlasira
(Papirkromatogrammy.

A hikezelés id6tartaminak ha-

tasa az élesztd aminosavainok

kidramlasira 55° C-on (Papfr-
kromatogramm).

A hiékezelés idStartamanak

hatdsa az élesztd aminosavai-

nak kidramlisiara 60° C-on
(Papirkromatogramm).
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szilirve, a mnyert szorpét 5 pH-s puffexben ninhidrinnel 100° C-on reagal-
tatva, lila helyett gyenge lilis piros szint kaptunk, mely azonban gyorsan elszin-
telenedett. Aminosavakat tartalmazé éles=tdf6zetnek a cukros kivonathoz keverése
utidn a ninhidrin-reakcié szabalyosan pozitiv volt: tehdt a cukor nem zavarta
ezt a reakciot. Hogy a piros (lilds piros) szinezddést ninhidrinnel mi okozza, azt
még nem sikeriilt tisztazni. Mindenesetre 509-os vizes szaharézoldat ninhidrinnel
nem adott szinezdést. A témény cukros kivonatban levl kis mennyiségti N-
vegyiilet Kjeldahl-szerinti meghatarozésa is igen nagy nehézségekkel jart. A hatal-
mas tomegid cukor igen sok témény H,SO,-at igényelt a roncsolasnal. A meg-
hatarozasok meghizhatatlan eredményeket szolgaltattak.

A probléma megoldasara végiilis ioncseréld miigyantat alkalmaztunk (1.,
8., 13) 10 ml cukros élesztSkivonatot (50 59, szaharéz és 20 s9, friss préséleszid vizben
szuszpendéalva, 40.000 f/p-cel 15 percig centrifugilva, tvegsziirén sejtmentesre
sziirve) HCl-val regeneralt, 2 g légsziraz anyagnak megfelels6 Dowex 50 kation-
cserél§ gyantara vittiink.

Vizzel valé kimosds utdn a gyantat tobbszérdsen, dsszesen kb. 40 ml (1+41)
NH,0H-dal kioldottuk. Az egyesitett ammdnias mosévizeket vizfiirdén beparoltuk.
A maradékot 0,1 ml deszt. vizzel felvéve, 1 kacsnyit kromatografaltunk. El3-
hivds utin a papiron aminosav-foltot mem lehetett megfigyelni.

Purin- és pirimidin-szdrmazékok

A nukleinsavkomponensek, pontosabban a 260 mg-nal elnyelési maxi-
mumot mutaté sejtalkotérészek (purin-, pirimidinszdrmazékok) killonboz6 fizikai
ill. vegyi behatasokra a sejthél vald kilépését a mar emlitett technikaval (1. 3. old.)
vizsgaltuk.

Az egyik kisérlet sordn a friss préséleszt§-szuszpenziét NaF (3 5%, pH 5-re
beallitva), CH,O (1.5 5%), toluol (44 t£94), szaharéz (50s9%,), tovabba forralas (5
perc 100° C-on) hatdsanak tettitk ki. 1 napos, 5° C-on allas utan a centrifugalt
mintik »tisztdjac a 8. dbrin lathaté elnyelési képet adta. (A kontrol-minta
minden centrifugilis ellenére opéalos maradt, ez az elnyelési képet némileg zavarja,
bar a gorbék alakjdt lényegesen nem befolyisolja.)

Lathatd, hogy a CH,0-es minta girbéje a kezeletlenével pirhuzamosan, az
alatt fut, purin-, pirimidin-szirmazékok kioldédasa nem tapasztalhaté. A szaharéz
a 265—275 my-os tartoményban mutat maximumot, tehit itt sem nukleinsav-
komponensek aramlanak ki a sejtekb8l. A NaF igen gyenge maximumot ad 260
mu koriil, toluolos kezelés viszont elég erds elnyelést mutat 260 mu-nal, — A fGzés
kiilénésen sok purin-, pirimidinszirmazék sejtbél valé kioldédasat idézi eld (myg=
—24,7, szemben a toluol 3,77-es, és a NaF 1,44-es értékével).

Egy tovabbi kisérletben (djabb présélesztététellel) NaF (3 5%), CH,O (1,5 s%)
és szaharéz (50s9%,) mellett szalicilsav (0,559, és NaCl (12 59%,) hatasatis vizsgaltuk.
Az els két vegyiilet a 8. abraban lathatéhoz hasonld képet adott, a NaCl a nuklein-
savkomponensek gyenge kidramlasat idézte el§, a szalicilsav viszont a 270 my-os
sdvban adott éles maximumot, ha most mér nem a tényleges elnyelési gorbéket
rajzoltuk fel, hanem minden hullimhossznil az élesztdt tartalmazé mintdk ex-
tinkei6jabol levontuk az ugyanannyi vegyszert tartalmazd, de élesztdmentes
kontroll extinkciéjat és ezt az értéket tiintettiik fel a grafikonon (9. 4bra).

A szaharéznil igy még jobban kitlinik, hogy az altala kioldott anyagok nem
nukleinsav természetiick.
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A tovabbiakban a hékezelés hatdsat a purin-, pirimidinszdrmazékok

kilépésére részletesebben

vizsgaltuk., A friss

éleszté’szuszpenziék centrifu-

galt tisztdjdnak abszorpciés spektrumdt 60° C-on térténd, valtozs ideig tar-

244 260
8. dbra.
Néhany fizikai és kémiai kezelési médszer ha-

tisa az €lesztd purin-, pirimidin-szirmazé-

kainak kidramlasira. Ordindta: extinkeids

modulus. Abszcissza : hullimhossz (mp). [1]

Kezeletlen [2] H&vel kezelt [3] Formaldehid-

del kezelt, [4] NaF-dal kezelt. [5] Szaharizzal
kezelt. [0] Toluollal kezelt.

t6 melegités utdn mérve, a 260 mpu-nal
tapasztalt extinkciés modulusértékel a
10. abran lathaté médon alakultak.

Az ugyanakkor megejtett papir-
kromatografias aminosavvizsgalatok
ugyanezt a képet mutattak.

70

T L] L) T L

240 260 280 300 320
9. dbra.

Néhdny vegyszer hatasa az éleszt§ purin-, piri-
midin-szarmazékainak kidramlasara. Ordindta :
extinkciés modulus. Abszcissza :  hullimhossz
(mp). [1] Kezeletlen. [2] Tormaldehiddel ke-
zelt. [3] NaF-dal kezelt. [4] Szahardzzal kezelt.
[5] NaCl-dal kezelt. [6] Szalicilsavval kezeclt.

Alaki vdltozdsok

Ami a sejtek alaki elviltozasat illeti, ltalinossdgban megallapithats, hogy:
1. az sok esetben komolyabb mértékben annal a vegyszerkoncentraciéknal jelent-
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kezett, melynél az aminosavdiffuzié ers-
/ soelése volt megfigyelhetd, és az eredeti-
legs nagy, telt, rendszerint nagy vakué-
luramal  rendelkezd, kevés granulumot
tartalmazd sejtek kicsire zsugorodisiban,
4 a vakuélumok eltiinésében, erfs szemecsé-
zettséghen és gyakran sok sejt teljes vagy
részleges kiiiriilésében, a sejifalak felsza-
S kadésaban nyilvanult meg.
2. Tébb esetben észleltitk (igy pl. a
KINO,, NaCl, szaharéz és részhen az
AIL,.(SOQ3 alkalmazasakor), hogy erds alaki
elvaltozasok (plazmolizis) ellenére nem 1é-
pett ki aminosav a sejthél (ilyenkor egyvéb-
ként a sejtek pusztulasa sem volt nagymeér-

it

vii).
‘ I l A‘r" I ' 'Ll‘g - - ” Ie
To, Az eredmények értékelése
. dbra.
A hikezelés idotartamanak hatasa az cs Osszefogla]asa
élesztii purin-, pirimidin-szarmazékainak . . . .
kidramlasira 60 *Ceon, Ordindta : extink- 1. A megvizsgalt vegyilletek koziil
cios modulus 260 mp-ndl. Abszeiesza csiragatld hatdsukat részben ill. {Glee a
! & g

hétkezclési idd 60 “C-on (pere). citoplazmamembrdn  kdrositdsa révén fej-

tilke ki a kivetkezdk : 50,, HCI, KCN,
CuS0,, HgCl,, Cl,, toluol, metanol, etanol, amilalkohol, fenol, timol, aceton,
hangyasav, eccetsav, kaprilsav, tejsav, szalicilsav, p-oxibenzoesavmetilészter,
bromecetsavészterek és  akriflavin.

2. A NaF és a formaldehid ezzel szemben lathatdlag a membrdn fenti értelem-
ben vett kdresoddsa, tehat ateresztdvé valasa nélkiil 6li meg a sejteket.

Arrdl, hogy ezek a vegyszerek nem a valgsdghan kilépett aminosavak lekitése,
blokkolasa (. formaldehid!) stb. révén tették lehetetlenné azok papirkromato-
orifids kimutatisat, meggydzddtink a mar emlitett (2. tablazat) mennyiségi vizs-
ealatokon kiviill az aminosavak CH,O-del (1,49) ill. NaF-dal (3,49}) torténd
reagiltatisa és ezutén kiovetkezd kromatografalas révén is. Szinintenzitascsokkenést
vagy az aminosavfoltok eltinését nem &szleltitk, ami kiilonésen a formaldehid
esetén meglepd jelenség és nyilvan az oldatok hig mivoltival magyarizhato.

3. Egyszerti plazmolizis esetén (amikor a vegyiilet egyéb gatls, 61§ hatdst
nem fejt ki), pl. NaCl vagy szahardz alkalmazéasakor, az aminosavak az eris alaki
elviltozasok, zsugorodds, a vakuiélumolk eltiinése stb. ellenére lathatolag nem
lépnek ki a vizzel egyiitt a citoplazmamembrinon keresztiil.

4. Novekvl vegyszerkoncentracidl csetén a meghatarozott kiriilmények
kozott, adott ideig tarté kisérletek sordn a sejthél tdvozé aminosavak szama egyre

nivekszik. Ugy latszik — bar ezt tovabbi vizsgalatokkal kell még véglegesen
tisztazni — hogy az aminosavak egy bizonyos sorrendben hagyjik el a sejtet.

5. Fizikai behatdsok, pl. hékeselés kgvetkezménveként az aminosavak szintén
kidramlanak az élesztisejtbsl. Ez a folyamat 55 és 60° C kozott indul meg és a
melegités idétartaméanak és hémérsékletének névekedésével parhuzamosan erd-
sodik. A sejtpuszinlas méreékét dsszehasonlitva az aminosavkilépéssel, megallapit-
haté volt, hogy elébb elpusztulnak a sejtek és ecsak ezutan jin létre (bizonvos
hémérsékletek felett) az aminosavak diffuzidja.
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6. Néhany vegyszernél ill. fizikai tényeztnél megvizsgaltuk, hogy hatésukra
az élesztdb6l lépnek-e ki purin- és pirimidinszarmazékok (nukleinsavsszetevik).
TFormaldehidnél negativ volt az eredmény. A szalicilsavnal és a szaharéznal az
abszorpeiés maximum-értékek new 260 my-nal jelentkeztek, tehat nyilvanvaléan
mis természetli anyagok dramoltak ki a sejtekbél. A NaF és a NaCl hatdsara igen
kis mennyiségli 260 my-os elnyelésii anyag oldédott csak ki. Toluollal és féleg
torralassal azonban erés diffuzié volt tapasztalhaté. 60° C-on a hékezelés id§-
tartamanak névekedésével és az aminosavak kidramlasival parhuzamosan erd-
sodott a purin-, pirimidinszarmazékok kioldédéasa.

Firkezett : 1952. november 26.
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0 MEXAHHW3ME BJIHAHUSA, MOTYBJAIIEIO MHUKPOOPTAHU3MbBL
NOBPEXJEHHWE LHUTONJASMATHUYECKO MEMBPAHLI

K, Bam

Hayuno-Hcenenosatesberuit Haetntyt Koncepsroi, Mscnolt 1 Xooauasnol TIpomMblLIICHHOCTH,
Bypanemr

BuiBognl

Ha Sach. cerevisiac B KauecTBE MOJend - - Oplia McesefoBaHa rufeib MHKPOOPTaHH3-
MOB B pe3yJsibTare BPEeJHOr0 BJHSAHHSA CTPAaHHYEHHOCTH KJETKH. 0T OKpY KAaKmed cpefsl M cokpa-
NCHES 9TOro BANAHHS. [esopranusanus MeMOpaHbl IHTOIMJASMBL HCCJe0Baack Oy MATOXpPOMA-
TOrpadHeil aMHHOKHCIOT, BLICTYNAIOIMHX M3 KIETOK, XHHIHJADHHHOH peakiHeld, npoBegcHHoOH ®
pacTsope, a TaKe COEKTPOIOTOMETPHUECKHM H3MEPCHHEM [ePHBATOB IIyPHHA W NHPHMHAHHA.

Bumsitive, TOpMO3sillee JeHCTBHE MHKPOOPTAHH3MOD, OKATLIBAETCS OTYACTH HIIH [IPEHMY INeCT-
BCHHO MOBPEeMJeHHEeM MeMOPDaHB HUTONIA3ME CAeIVIOWHMHE H3 HCCHEN0BaH-
HLIX coepnennii: SOy, HCI, KCH, CuS0,, HgCl,, Cl,, Tonyou, MeTanom, 9TaHO, aMIILHBIH CIOHDT,
heHo, THMOJI, AUETOH, MY PaBbHHAasl KHCJO0TA, YKCYCHAsl KHCI0TA, KANPHJIbHAA KHCJIO0TAa, MOJIOY-
Hasl KHCJ0TA, CAJNHIHIbHAS KHCI0TA, METHIBHEIH afHp oA paoKcHieH30eB0l KHCIOTH, 3(Hpbl 6po-
MOBOH YKCYCHOH KHCA0TH W akpH(aasud (puc. 1, tadm. 1, 2).

NaF # QopMmaibjeriyji, HampoTHB, NOBHAUMOMY TNOTYOAAIT KIETKH 0e3 IOBPEIKILlHs
MmenOpaHLl B BblmeyNOMAHY TOM cMbicie, T. €. 0e3 TOro, urolbl 0Ha craja nepMeabHIbHOH.

Tlpy npocroMm maasMoamuse (KOMAQ COeIHHCHHE HE OKAaseIBAET JPYroro TOp-
MO3SIErD, MOTYISAI0MET0 BAHAHKUS), HAUPHMEP IIPH TIpHMeHennu NaCl MiIn caxaposa, aMuHO-
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KHCIOTHL — HECMOTPSl HA CHJbHbBEe AeQOPMANMH, CMOpPLI:iIMe, HCYe3HOBeHHe BaKyosel H
T. 0. — TOBHAHMOMY He€ BBICTYNAIOT 4Yepes MEMﬁpaHy UMTOIJIa3MBl BMECTe C BOLOH.

B onwiTax, npoBeileHHBX B ONPeeSIeHHL yCIOBHAX H B ONpe/eJeHHbIA CPOK, NPH II0BHI-
WeHHH KOHLEHTPAUMY XMMHKATOB Bee GOJbIE 1B03pacTaeT 4HC/I0 AMMHOKHCIOT, BHICTYAIIIHX
U3 KaeTOK (1abi, 3, 4, 5). IloBruMOoMy — XOTH 9T0 goRH0 OHTS> OKOHYATEBLHO BHISICHEHO B X0[e
fAanbHeHHX Heele A0BaAHHHE — aMHHOKHCIOTH BRICTYIAIOT H3 KJIETOK B OIIPEJE/IEHHOM IO p S K €.

B pesynbrare HM3HYEeCKHX BO3J elicTBHH, HANIpHMEp COTDeBaHMS,
AMAHOKHCIIOTBL TAKIKE BBICTYTAIOT H3 APOMOIKEEBIX KIeTOK. ITOT MPOUECC HACTYNAET B Npeesiax
55 u 60° (puc. 2, 3, 4) U ycuuBaeTCsl NAPANIEILHO € NPOJGDKATEILHOCTBI) M TeMIIepary poi
corpesanusi (puc. 5, 6, 7). TIpi cpaBHeNHH CTeNeHM rHOeNH KIeTOK H BHCTYILICHHS aMHHOKHC/IOT
BBIIO YCTAHOBJIEHO, YTO CHepBa NOrHOAIOT KIETKH M TOABKO MO3Xe (MPH OMpe/eeHHEIX TeMIepa-
Typax) HacTymaer AHGQY3HA aMHHOKHCJIOT.

Y HeKOTOPBIX XHMHKATOB H (H3HYECKHX (DaKTOPOB GBI YCTAHOBJIEHO, BHCTYIAIOT JH HOX
HX DBO3XCHCTBHCM H3 APOGKeH JlepHBATHL [y PHHA H NMUPHMHAHHA (BXOLSMHe B COCTAB HeYKJIOH-
HBX Kdcqor) (pHe. 8, 9). Y gopmanibiersafa HLIIT ToJy YeH OTPHLATE/bHbIA pesyibTar. ¥ casH-
IMJbHOH KHCJIOTHL M CAXaposa BEJIHYHHBLI MAKCHMyMa aGCopmuyd MOSBHJMCE He mpH 260 ML,
CJIC/I0BATENIEHO, H3 KIIETOK, 0YeBHM/HO, BHICTYIMJIM BemecrBa apyroro xapakrepa. [log Bosjed-
crerem NaF uNaCl pacTBopuoch TOIbKO HHUTOIKHOE KOJHUECTBO BEMECTB, TIOIVIOMAEMBIX HPH
260 mu. Tipu npHMeHEHHH TOJIYOJA H IVIABHBIM 00pasoM NpH KHISYeHHH, 0JHAKO, Bbiia yCTano-
BjieHA CHJAbHas AHGidyaus, Ilpn 60° mapainelbHo ¢ yBenMYeHHEM [JTMTENLHOCTH COrpeBaHMsi W
¢ nmcwnnelnuem AMHHOKHCJIOT YCHIIKRAJIOCE PACTBOPEHHe JEePHBATOB TYPHHA H IHPHMHAMHA

puc. 10, 11).
( Puc.) 1. BimsiHue HEKOTOPBIX XHMHKATOB HAa BHICTYIIJIeHHe AMHHOKHCIOT M3 APOMOKeH
(Oymaxupli xpomarorpamm). »kezelellen« — 6es ofpaGorku. TIpumeyanude: Bo BCeX OMBITAax,
OTMeueHHLIX B pPHCYHKaX, Oputa mpamenena 20°/-Has cyCIeHsHsI IpeccOBaHHBIX ApO3OKei.

Puc. 2, Biuanue corpeBaHusi Ha BbICTYIUIEHHE aMUHOKHCIOT H3 JPOXIKEBHIX KIETOK.
Opjannata : HajgeBo — TemmepaTypa o6pasua (B® mo IlenbeHio), HATPABO — BBICTY IHBINHE AMHHO-
KHCNOTH (3KCT. MOAYJb IpH 574 mp), AGCUHCCa: UPOIOMKHTETbHOCTL COT'PEBAHHUS (B MHH.).
(1): Temmepatypa, (2): cojep)KaHHe AMHHOKHCJOT.

Puc. 3. BausHue TeMnepaTypel HA BEICTYILICHHE amMUHOKMCIOT H3 JPOMCKEBHIX KIETOK
(cM. OMBEIT, OTMEUEHHBIH HA pHe, 2). Op/iMHATA : BHICTYNHBIUHE AMHHOKHCIOTH (3KCT. MOLY b TIPH
574 mp). Afcnmucea : Temmeparypa (B° mo Heswbcerio).

Puec. 4. Bousnue corpeBaHHs Ha BBHICTYIUICHHE aMHHOKHACIOT M3 JT 0xOKeH (OymaskHbH
XPOMATOTPaMM) (CM. ONEITHL, OTMEUEHHbE HA PHC. 2 H 3). »Perce — MUHYTHL. [Ipumevanne’: Hudpst
0603HauAl0T TEMMepaTypy COrpeTHX 00pasmos.

Puc. 5. Bausnue NmpopoKHTENBHOCTH COTPEBAHHST Ha BHICTYILIEHHE AMHHOKHCJIOT H3
apoxcowel npu 55 1 60°. Opaunata @ BHCTYHAIOIMHEe aMHHOKHCIIOTH (SKCT. MOAYJL IpH 574 Mpu):
AGcuncea : NPOAOJHKHTENBHOCTE COrpeBaHHsl (B MHH.).

Puec. 6. Bauande NPojoNHUTENLHOCTH COTpeBaHHS Ha BHICTYIUIEHHE AMHHOKKCJOT M3
aposked npH 55° (Oy MaKHBIE XPOMATOrpaMM). »Perce = MHHYTHL.

Puc. 7. Brusnne TIPOAOIKUTENBHOCTH COTPeRAaHHS HAa BHICTYIJICHHe AMMHOKHCIOT H3
apoxoxeit npH 60° (6ymMaXkHbIE XpoMaTcrpaMmm). I: cMech M3BeCTHBIX AMHHOKHCIOT.

Puc. 8. Buisuue HeKOTOPHIX METOLOB (DHSHUeCKOH H XuMHuYecKol 06paGoTKH Ha BBICTY-
rJleHHe [ePHBATOB MyPHHA H NHPHMHAMHA H3 HMpoioKeli. OpopHATa @ OKCTHHKIMOHHBIA MOLY Jib.
AGcuucca : LIMHA BOJH (Mu). (1) Bes o0paloTku (HmkHsia KpuBast). (2) Corpersit (na 100° sa
5 muH.) (BepXHss KpHBaz). (3) OOpaGoranusi 1,59/-HEIM (opmaibieragom. (4) ObpadoTaHHbii
3%,-upim NaF (pH = 5,0). (5) O6paboranusii 50°/-mum caxaposom, (6) O6padoramneii 4+ 4%/
HBIM TOJLY OJIOM.

Puc. 9. BungHHe HEKOTOPHIX XHMHKATOB HA BHICTYIIIEHHe JEPHBATOB Ty pHHA M MHPH-
MAIHHA M3 apoxoxed. OpiHnara: DKCTHHKLHOHHBIH mogyJab. AGcumcca: AJMHA BOJMH (Mp).
(1) HeoGpaboraunsii. (2) O6paboranubii 1,5%/-HuiM Gopmaibaeraaom. (3) O6paorammsii 3%/,-Hbn
NaCl. (4) O6paGoranusiit 50°/,-HpiM caxapo3oM. (5) OGpaGoranmsii 12°/,-ueim NaCl. (6) Obpado-
ranHblit 0,5%,-HOH camuMuuILHOM KHCJoTOH.

P uec. 10. Bansnue nponoJyKHTe bHOCTH corpeBaHHA Ha BRICTYILICHHE 1ePHBATOB Iy PUHA
H MHPUMHMIHHA B3 gponokeil npu 60°. OpiuHATA : SKCTHHKIHOHHBE Mopy b npd 260 mu. Afc-
LHcea : IIPOJIOJDKHTENbHOCTD COpeBaHHA HA 60° (B mum.).

Ta6a. 1. BiusHHe XUMHUECKHX M (JM3duecKMX (JaKTOpPOB Ha THOEeNL Apo}Oxell H Ha
BHICTY ILIEHHE AMHHOKHCI0T U3 HEX, (1) [losHpoBKa XHMHKATOB (B °/; 0 Becy), (2) Fubestb KIETOK
(B "/5). (3) Buicrynienne amHMHOKHENOT. (4) XumHueckHe Bosaelicrsus. (5) Muilepanblkbie coey-
Henus, (6) Kucnorsr. (7T) Coqu. (8) Okucantend. (9) Opranuveckne coeAHHenust, (10) PacTBopH-
tems sxupos. (11) Tonyon. (12) Couprsl. (13) Meranou. (14) 9ramon. (15) AMUILHBE COHPT (M3
Gposxenus). (16) ®ewon. (17) Tumon. (18) Anpaerun. (19) dopmanbaerna. (20) Keron, (21) Auerod.
(22) MypaBbHHa s kicnora. (23) YreycHast Kuedora. (24) KanpuipHas kucaora. (25) NansmaTHi-
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nas wucsora. (26) Monounas xucenora. (27) BensoiiHas kMciIoTa. (28) CanHuumbEAs KHCXOTA.
(29) Crosicusie aupsl. (30) MeTHNbHEI o(HpP mapaoKeHGeH3OMHON KHCNOTHL, (31) 3¢upur 6pomoBo-
yKeycHOM KHemoTsl (cMmech). (32) Kpacka.(33) Axpuduasun. (34) Yrmesop, (35) Caxapos. (36)
PuznuecKHe Bosaekicteus. (37) Bapua. (38) 3amopajkupanie. (39) OGrupanne meckom. (40) [Loan-
POBAHHEN XHMHKAT PACTBOPHJCS TOJLKO wacTuno. (41) 3/ech WPOOMKHTENbHOCTD BO3JEH-
CTBHS COCTaBIsANA Beero 3 uaca. (42) Sfech MPOAOIKUTETLHOCTE BO3IeHCTBHS COCTABISLIA BCEIO
20 muHyT. (Y APYTHX XHMHKATOB NPOAOJDIKHTENBHOCTE BO3JeMCTBHS cocTaBisia 24 yaca npH
0- 4° '

)T a 6. 2. BaMsHie XHMHKATOB HA BEICTYILIEHMe AMHHOKHCIOT H3 pOSCKeH. (1) Xumu-
Kat. (2) %/, mo Becy. (3) Conepikante asoTa, BEICTYIHBINETO M3 KJIETOK, B OKpy>kalomeli cpefe. (4)
Jranon. (5) Popmanbpierui. (6) Camiuunpnas xucnora, (7) Fannepun.

Tada 3. Bananue cepHHCTCH KHMCIOTH HAa KJAETKH ApPOMOKei. (1) KoumneHrpauss cep-
uueTol Kueaor (9 SO, mo Beey). (2) KapruHa mog MEKpOCKOTIoM (mocste 24-wacoBoit 06paboTKH).
(3) I'Genp MUKPOOEPTaHN3MOB. (4) ByMakHHH XPOMATOTPAaMM (ISTHA AMHHOKHCJOT HA MECTAX
ormeucHHo# BeaHunEb °fy Rr). (5) ®opma xerok. (6) Bakyonst. (7) I'panyura. {8) Oxpyroumii,
uenbH, monnbii. (9) OBambubH, cyieHub. (10) IIATHO HEBRICOKOH WHTeHCHBHOCTH.

Ta6x 4. BausHHC 5TAHONA HA APOKIKCEHE KIETKH. (1) Konuentpauus cmpra (°/, ao
pecy). (2) KapriHa noj MHKpOCKOmoM (mocsie 24-vacoBoll 0GpaGoTkn). (3)—(10) Cm. Tabm. 3.

Taban. 5. BuisHde aMuAbHOTO CTHPTA (H3 OPOXNKEHHST) HA JIPOMOKEBbe KIETKH. (1)
J03HPOBKA aMHIBLHOTr0 cnupra (%), (2) KapTaHa oy MmHKpocKonom (moce 3-yacoBoit 06padoTKH).
(3)—(9) cm. Tabm. 3.

On the Mechanism of Antimicrobial Action

Interference with the Cytoplasmic Membrane

K. VAS

Institute for Rescarch in Canning, Meat Packing and Refrigeration, Budapest
Summary

The destruetion of microorganisms, involving injury or disruption of the barrier between
the cell and the environment, was studied using Saccharomyces cerevisiae as a model, Disturbanece
of the cell membrane was examined by the ninhydrine test (performed in the supernatant), by
paper chromatography of amino acids and by spectrophotometry of purine and pyrimidine
constituents leaving the cells.

Of the compounds studied, SO,, HCl, KCN, CuSO,, HgCl,, Cl,, toluene, methyl, ethyl and
amyl alcohols, phenol, thymol, acetone, formic, acetic, caprylic, lactic, and salicylic acids, the
methyl ester of p-hydroxybenzoic acid, esters of bromoacetic acid, and acriflavine, all exert their
action, partly or entirely, by attacking the cytoplasmic membrane. (Fig. 1., Tables 1., 2.)

On the contrary, Nal’ and formaldehyde appear to kill the cells without making the membrane
more permeable to amino acids.

In spite of great changes in form, of shrinking and of disappearance of the vacuoles, in simple
plasmolysis (i. e. when no real inhibition or killing occurs, as e, g. with NaCl or sucrose), amino
acids, unlike water molecules, apparently do not leave the cells.

The number of amino acids diffusing from within the cell growswith increase in concentration
of the chemical agent. (Tables 3., 4., 5.) Amine acids apparently pass the cell membrane in a certain
sequence, though this point remains to be cleared up more thoroughly.

Physical agents, e. g. heat, also cause diffusion of amino acids from the yeast cell. This process
starts somewhere between 55 and 60° C, (Figs. 2., 3., 4.) and increases instrength when raising the
duration and temperature of heating. (Figs. 5., 6., 7.) Comparative studies on the destruction of
cells and on the leakage of amino acids show destruction to be the primary process and leakage the
sccondary ome.

In the case of certain chemical and physical agents, migration of purine and pyrimidine
derivatives (characteristic components of nucleic acids) was also examined. (Figs. 8., 9.) With
formaldehyde, this effect was absent. Salicylic acid and sucrosc did not yield maximum absorption
at 260 my, indicating the lack of outward diffusion of the above compounds, NaF and NaCl
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caused a very small amount of 260 my-absorbing: material to migrate from the cells. Toluene and
especially heating produced strong leakage of purine and pyrimidine derivatives. At 60° C, outward
diffusion ol the constituents mentioned increased in strength parallel to the increase in duration
of heating and to the leakage of amino acids (Fig. 10.)

Fig. 1. The effect of certain chemical agents (highest concentrations stated in Table 1.) on the
diffusion of amino acids from the yeast cell. (Paper chromatogramme). »kezeletlenk = untreated.
Note: Imall experiments rcported in Figs. 1—10. 2(]% (“f.hv) suspensions of bakers’ yeast were used.

Fig. 2. The cffect of heat treatment on the diffusion of amino acids from the yeast cell.
Ordinate : left side scale: temperature of the sample (°C): right side scale: amino acid con-
tent of the suspending medium (extinction modulws at 574 my) (ninhydrine test.) Abscissa: dura-
tion of heating (mins.) [1] Temperature. [2] Amimno acid content.

7ig. 3. The effect of temperature on the Ieakage of amino acids from the yeast cell. (see:
experiment reported in Fig. 2.) Ordinate: Amino acids leaving the cells (extinction modulus at
574 myu) (ninhydrine test.) Abscissa: Temperature (°C).

Fig. 4. The effect of heating on the diffusion of amino acids from the yeast cell (Paper
chromatogramme). (See: experiment reported imx Figs, 2 and 3.) «perc» = minutes. The figures
represent the temperature of the heated sample.

Fig. 5. The effcct of duration of heating at 55 and 60° C resp., on the diffusion of amino
acids from the yeast cell. Ordinate : amino acid leaving the cell (extinction modulus at 574 my.)
Abseissa: duration of heating (mins.)

Fig. 6. Effect of the duration of heatings at 55° C on the leakage of amino acids (Paper
chromatogramme). «pere» — minutes.

Fig. 7. Effect of the duration of heatings at 60° Con the leakage of amino acids (Paper
chromatogramme). «perc» = minutes ; I: a mixture of known amino acids

Fig, 8. Leakage of purine and pyrimidine derivatives caused by certain physical and
chemical agents. Ordinate: extinction modulwus, Abscissa: wavelength (my). [1] Untreated
[2] Heat treated [3] Treatment with formaldehyde (1,5% w/w) [4] Treatment with sodium
flooride (39 wiw, pH=>5.0). [5] Treatment with sucrose (50%, w/w). [6] Treatment with toluenc
(=19, wiw).

F ig". 9. Leakage of purine and pyrimidine derivatives caused by certain chemical
agents. Ordinate: extinction modulus (corrected for the extinction of the compound in pure
aqueous solution). Abscissa : Wavelength (mu). [1] Untreated. [2] Treatment with formaldehyde
(1.5%, w/w). [3] Treatment with sodium fluoride (39 w/w). [4] Treatment with sucrose (50% w/w).
[5] Treatment with sodium chloride (129G w/w). [6] Treatment with salicylic acid (--0,5% wjw).

Fig. 10. Effect of heat treatment at 60° C on the leakage of purine and pyrimidine derivatives.
Ordinate ; extinction modulus at 260 mye. Abscissa: duration of heating at 60° C (mins.)

Table 1. The Effect of Chemical and Physical Agents on the Destruction of Yeast and on
the Leakage of Amino Acids from the Cells. (1) Chemical agents added (% by weight). (2) Destruct-
ion of cells (in % of initial viable count). (3) Leakage of amino acids. (4) Chemical agents. (5) Inorganic
compounds. (6) Acids. (7) Salts. (8) Oxidizing agents. (9) Organic compounds. (10) Fat solvent.
(11) Toluene. (12) Alcohols. (13) Methanol. (14) Ethanol. (15) Amyl Alecohol. (16) Phenol.
{17) Thymol. (18) Aldehyde. (19) Formaldehyde. (20) Ketone. (21) Acetone. (22) Formic
acid (23) Acetic acid. (24) Caprylic acid. (25) Palmitic acid, (26) Lactic acid. (27) Benzoic acid. (28)
Salicylic acid. (29) Esters. (30) Mcthyl ester of p-hydroxybenzoic acid. (31) Esters of bromoacetic
acid (mixture). (32) Dye. (33) Acriflavine. (34) Carbohydrate. (35) Sucrose. (36) Physical agents
(37) Heating. (38) Freezing. (39) Grinding with quartz sand. (40) The compound did not dissolve
completely. (41) The compound was allowed to act for only 3 hrs. (42) The compound was allowed
to act for only 20 mins. (With the other chemical agents the duration of exposure was 24
hrs.) The temperature of exposure was 0 to 4° C in all experiments.

Table 2, The Effect of Chemical Agents on the Leakage of Amino Acids from the Yeast
Cell. (1) Chemical Agents. (2) 9% by weight. (3) Total N in the supernatant (4) Ethanol. (5)
Formaldehyde. (6) Salicylic acid. (7) Glycerol.

Table 3.: The Effect of Sulphurous Acid on the Yeast Cell. (I) Concentration of 50, (% by
weight). (2) Microscopical examination (after 24 hrs. exposure at 0 to 4° C). (3) Destruction of cells.
(4) Paper chromatogrammes [zamino acid spots in the regions indicated by the Rp (%)- values].
(5) Form of the cells. (6) Vacuoles, (7) Granula. (8) Round, entire, turgid. (9) Oval, shrunken. (10)
Weak spot.

'II‘]uble 4. The Effect of Ethanol on the Yeast Cell. (1) Concentration of alcohol (% by
weight). Tor (2) to (10) see: Table 3.

Table 5. The Fffect of Amyl Alcohol on the Yeast Cell. (1) Addition of amy! alcohol
(9, by weight). (2) Microscopical examination (after 3 hrs. exposure at 0 to 4° C). For (3) to(9)
see : Table 3.



