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Inledning

Bensoesyra har under en lang féljd av ar anviints som tillsatsmedel
till livsmedel for att skydda dessa mot forstéring genom angrepp av
mikroorganismer. Ett stort antal undersokningar har utforts rérande
dess effekt i detta avseende. Trots detta har man hittills vetat ganska
litet om var i mikroorganismernas metabolism bensoesyra frimst
ingriper. Orsaken ir, att flertalet gjorda arbeten frimst har gatt ut
pa att kartligga bensoesyrans anvindningsomrade som konserverings-
medel, d. v. s. faststiilla i vilka typer av livsmedel och mot vilka arter
av mikroorganismer bensoesyra utgor ett verksamt skydd. Det ér
naturligt, att dessa undersokningar i allminhet ej ger nagon antydan
om orsaken till den antimikrobiella effekten. Andra arbeten behandlar
bensoesyrans inverkan pa metabolismen hos vivnader och celler fran
méiinniskor eller djur. De resultat, som hir redovisas, kan inte utan
vidare tillimpas pa fragan om hur den tillvixthimmande effekten pa
mikroorganismer utovas. De relativt fataliga arbeten, som utforts med
direkt avsikt att klarligga detta, har icke varit tillrickliga for att
liggas till grund for nagon teori.

Salicylsyra har en kraftigare inverkan pa tillvixten av de flesta
mikroorganismer in bensoesyra men har ett mycket begrinsat an-
viindningsomrade som konserveringsmedel pa grund av dess toxiska
effekter pa den minskliga organismen. Den och vissa av dess derivat
har i stillet ett stort medicinskt anvindningsomrade bl. a. som feber-
nedsittande medel och mot reumatiska sjukdomar. Det &r under
sadana forhallanden naturligt, att intresset for salicylsyra nistan
helt varit koncentrerat till dess inverkan pa animala celler. Pa detta
omrade har viktiga rén gjorts under senare ar, delvis parallellt med
denna avhandlings tillblivande.

Det édr trots det ovan sagda forvanande, att den litteratur, som
behandlar orsaken till bensoesyrans och salicylsyrans effekt pa mikro-
organismer ur biokemisk synpunkt, ir av sa liten omfattning, eftersom
bada féreningarna kemiskt sett dr mycket enkla och kan betraktas
som grundsubstanser for en hel rad biologiskt intressanta dmnen.
Det torde vara onddigt att papeka, att 6kad kunskap om dessa grund-
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substansers verkningar pa metabolismen hos alla slag av levande
celler maste vara av stort intresse.

Avsikten med undersokningen

Syftet med foreliggande arbete har varit att faststilla var i mikro-
organismernas metabolism bensoesyra och salicylsyra framst ingriper.

Den tillvixthimmande effekten av ett kemiskt imne pa en viss
mikroorganism kan endast i undantagsfall tillskrivas en specifik in-
verkan pa en enda metabolisk reaktion. I allminhet ér effekten resul-
tatet av en samtidig himning av flera olika enzymatiska processer.
Alldeles sirskilt torde detta vara fallet i fraga om inhibitorer av enkel
uppbyggnad med sma mdojligheter till kemisk specificitet. Man bor
ocksa halla i minnet, att verkningsmekanismen kan variera fran en
mikroorganism till en annan eller med forssksbetingelserna, som t. ex.
odlingslosningens sammansittning.

Man kan uppstilla atminstone tre villkor, som maste vara upp-
fyllda, for att blockerandet av en viss enzymatisk process med en
inhibitor skall kunna anses vara den primiira orsaken till en tillvixt-
himmande effekt:

1. Den himmade processen maste vara av vital betydelse for cellens
formaga till reproduktion.

2. Det himmande dmnet maste paverka ifrigavarande process och
tillvixten vid samma koncentration.

3. Substitutioner i inhibitormolekylen bor ha samma inverkan pa
himningen av den enzymatiska processen som pa himningen av
tillviixten.

Vikten av att beakta dessa villkor spelade stor roll vid planerandet
och utférandet av det arbete, som hér presenteras.

Undersokningarna utférdes sia gott som uteslutande med intakta
celler. Den frimsta orsaken hirtill var det ofta observerade férhal-
landet, att experiment med isolerade enzym eller enzymsystem i
studier av det slag det hir giller icke siillan visat sig vara vilseledande.
Dessutom framgick det under arbetets gang, att de flesta av de effek-
ter av bensoesyra och salicylsyra, som observerades i experiment med
intakta celler, utévades pa processer, som inte eller endast med
svarighet kan reproduceras i isolerade system.



Da det ansags principiellt viktigt att direkt kunna kvantitativt
jamfora olika effekter med varandra, utférdes huvuddelen av arbetet
med en enda mikroorganism (Proteus vulgaris). For komplettering
av resultaten och for ndrmare undersokning av vissa fragor kom
emellertid ocksa andra organismer till anvindning som testobjekt
(Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens och bagerijist).

Experimenten omfattar huvudsakligen tillvixtforsck under olika
betingelser, respirationsforsck med icke vixande celler enligt Warburg-
metodiken, isotopforsok, adsorptionsforsok med intakta celler och
mitokondrieforsok.

pH-virdets inflytande pa effekten

Det iakttogs tidigt av manga forskare, att effekten av bensoesyra
och salicylsyra pa intakta celler 6kar med sjunkande pH (1, 2). Detta
har som i analoga fall tillskrivits forhallandet, att endast neutrala
molekyler utan hinder kan passera det semi-permeabla membran,
som omger alla levande celler, medan joner antingen adsorberas eller
repelleras. Oberoende av hur intringandet sker, bér man emellertid
viinta sig en pH-effekt av det observerade slaget pa grund av den stora
lipoidlosligheten hos de odissocierade syramolekylerna jamfort med
anjonerna.

Det bor understrykas, att man inte pa forhand far ta for givet,
att inhibitormolekylerna verkligen maste tringa in i cellen, for att
den tillviixthimmande effekten skall uppnas. I sjilva verket har det
just betriiffande bensoesyra och salicylsyra papekats mojligheten av,
att dessa dmnen paverkar cellerna frimst genom att adsorberas pa
cellmembranen och dirmed omojliggora dess funktion (3). Aven med
utgangspunkt fran en sadan teori bor man vinta sig en viss 6kning i
effekten med sjunkande pH, eftersom adsorptionen av negativt
laddade bensoat- och salicylatjoner pa membranytan maste cka, ju
mer positivt laddad denna dr.

Som nimndes ovan har pH-viirdets inflytande pa den tillvixt-
himmande effekten av bensoesyra och salicylsyra studerats av manga
forskare. Bland arbeten under senare ar kan sirskilt nimnas de som
utforts av von Schelhorn (4, 5). Det édr emellertid patagligt, att man
endast i ett fatal fall undersokt, om hamningen av enskilda reaktioner
hos intakta celler varierar pa motsvarande sitt med det omgivande
mediets pH.
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I forfattarens egna undersokningar konstaterades genomgaende
en direkt proportionalitet mellan himningen av olika processer hos
intakta celler med bensoesyra och salicylsyra och koncentrationen
odissocierad syra i den omgivande l6sningen (I, ITI, VI). De effekter
som sirskilt studerades i detta avseende var: himning av tillviixten
hos P. vulgaris och bagerijést, inverkan pa pyruvat- och acetatoxida-
tionen hos bagerijist samt stimulering av den endogena andningen hos
samma organism.

I artikel V beskrivs forsok, som direkt visar, att de undersikta
organismerna verkligen adsorberade storre mingder inhibitor, ju
ligre pH var. Den huvudsakliga avsikten med dessa experiment var
att fa en uppfattning om hur higa koncentrationer av bensoesyra som
forekom i cellerna under de aktuella forscksbetingelserna. Under an-
tagande av att bensoesyran fordelade sig likformigt Gver hela cell-
volymen beriknades fran experimenten med jistceller att koncentra-
tionen inne i cellerna vid laga pH maste ha varit upp till 25 ganger
hogre én i den omgivande lsningen. Detta innebir, att medelkon-
centrationen bensoesyra i jistceller av detta slag vid tillvixthimning
ar ungefir 25 mM (tdmligen oberoende av odlingslésningens pH-
virde). Eftersom en cell inte dr homogen utan innehaller manga olika
strukturer inbaddade i protoplasma, kan de verkliga koncentrationerna
av en inhibitor inom sirskilda omraden av cellen sikerligen vara
betydligt hogre in medelkoncentrationen. Det dr litt att inse, att
bensoesyra inom sadana omraden kan himma manga olika processer
utan att dga nagon hogre grad av kemisk specificitet. Det kan till-
liggas, att de under sadana foérhallanden himmade processerna tro-
ligen inte skulle paverkas lika kraftigt isolerade fran cellen.

Inverkan pa olika oxidativa processer
1. Oxidation av glykos, pyruvat och laktat

Bensoesyra och salicylsyra stoppar specifikt oxidationen av glykos
och pyruvat hos P. vulgaris pa acetatnivan (I). Oxidationen av laktat
blockeras inte pa motsvarande sétt, vilket visar, att pyruvat som bildas
fran glykos och exogent pyruvat inte star i omedelbar jimvikt med
pyruvat, som bildas fran laktat (IV). Hastigheten av syreupptagandet
med glykos som substrat stimuleras av bada inhibitorerna under
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forsta delen av oxidationen, d. v.s. innan acetatets oxidationsniva
natts. I princip samma inverkan kan iakttagas pa oxidationen av
glykos och pyruvat hos K. coli men ej hos Ps. fluorescens eller bagerijist
(ITI). Inte heller erhalles nagon blockering pa acetatnivan hos P.
vulgaris eller H. coli, om cellerna odlats med acetat som enda kol-
killa (11, III). Dessa skillnader diskuteras i ifragavarande artiklar
med utgangspunkt fran vad som ér kint om respektive organismers
pyruvatmetabolism.

Resultaten kan sammanfattas pa foljande siatt. De glykolytiska
enzymen himmas inte utan stimuleras tvirtom ofta av bensoesyra
och salicylsyra i koncentrationer, som helt stoppar cellreproduktion.
Inte heller paverkas den direkta oxidationen av pyruvat till fritt
acetat. Denna rektionsvig leder emellertid ingenstans och dr ur
metabolisk synpunkt viirdelgs; den teoretiskt mojliga energivinsten
tas inte till vara och det bildade acetatet kan inte anviandas av cellerna
utan att forst aktiveras i en energikrivande process. Om oxidationen
av pyruvat i stillet ir kopplad till fortsatt utnyttjande av acetylgrupp-
en som energikilla (zenom TCA-cykeln) eller for biosyntes (t. ex. genom
bildning av acetéiittiksyra), verkar bade bensoesyra och salicylsyra
kraftigt himmande. Mojligheten av att bensoesyra specifikt paverkar
sadana processer genom att interferera med funktionen av coenzym
A (CoA) diskuteras nedan. Andra grunder for den iakttagna specifici-
teten kan dock tinkas. Harvid bor skillnaden i natur mellan de pro-
cesser, som himmas (troligen ir dessa bundna till specifika strukturer
i cellen) och de som inte paverkas (katalyserade av enzym losta i
protoplasman), uppméirksammas.

Det papekades ovan, att bade bensoesyra och salicylsyra stimu-
lerade hastigheten av syreupptagandet under de forsta stadierna av
glykosoxidationen i forsoken med P. vulgaris. Stimuleringen var
storst nir cellerna skordades i stationar fas, vilket kan sittas i sam-
band med att den for inhibitorerna kinsliga delen av processen,
d. v. s. oxidationen av acetat, dr av kvantitativt mindre betydelse i
sadana celler (IT). Salicylsyrans formaga att oka hastigheten av
syreupptagande och CO,-produktion hos minniskor och djur efter
administration i terapeutiska doser har tidigare ofta observerats
(6, 7). Aven i isolerade organ och vivnader kas syrgaskonsumtionen
med olika substrat i ndrvaro av salicylsyra (8).

Det kan i detta sammanhang papekas, att en forhojd respirations-
hastighet hos icke vixande celler ofta astadkommes av d@mnen, som
kopplar bort ATP-genereringen fran sjilva oxidationsprocessen. Som



typiska exempel pa sadana substanser kan nimnas 2 4-dinitrofenol
och natriumazid.

De ovan sammanfattade resultaten har vissa beréringspunkter med
av andra forskare publicerade undersékningar. Hir kan nimnas ett
arbete av. Weinbach, Lowe, Frisell och Hellerman (9) rérande meta-
boliska effekter av kanelsyra och nirbesliktade substanser diribland
bensoesyra. Forfattarna visar, att de undersokta foreningarna i
vivnader fran rattor och marsvin astadkommer en forskjutning i
metabolismen genom att stimulera den aeroba bildningen av laktat
fran glykos. Den salunda stegrade glykolyshastigheten kan enligt
forfattarna bero pa en minskad kapacitet for oxidation av fett- och
aminosyror i de paverkade cellerna, eftersom dessa processer i andra
undersokningar visats kunna himmas specifikt av de studerade sub-
stanserna. Bensoesyrans roll i dessa sammanhang diskuteras lingre
fram i denna sammanfattning.

2. Acetylgruppens metabolism

Redan ar 1935 publicerade Jowett och Quastel (10, 11) resultat
fran forsok med levervivnad fran marsvin, som visar, att vissa
aromatiska syror himmar bildningen av acetittiksyra fran smorsyra
och krotonsyra i sadan cellvivnad utan att i lika hog grad paverka
bildningen av CO,. Dessa observationer har senare varit féremal for
detaljerade studier (12, 13, 14). Det har déirvid framgatt, att ett
stort antal olika acyl-CoA komplex paverkar olika reaktioner hos
acetyl-CoA i animala celler. Enligt Avigan, Quastel och Scholefield
(14) himmar bensoesyra i form av bensoyl-CoA i varierande grad
kondensationen av acetyl-CoA a) med en annan molekyl acetyl-CoA
till acetattiksyra, b) med oxalittiksyra till citronsyra och ¢) med
sulfanilamid. Den kinsligaste av dessa reaktioner dr den forstnimnda,
vilket kan forklara de av Jowett och Quastel observerade effekterna.
Andra undersokningar (15) har visat, att dven acetyleringen av p-
aminobensoesyra hammas av bensoesyra och salicylsyra.

Bensoesyrans specifika inverkan pa acetatoxidationen hos olika
mikroorganismer som de kommer till synes i forfattarens arbeten
skulle atminstone delvis kunna forklaras enligt ovanstaende linjer,
siarskilt om mikroorganismerna ifraga innehaller enzym som kan
koppla CoA med bensoesyra.

I artikel IT beskrivs experiment, i vilka effekten av bensoesyra och



salicylsyra pa CO,-avgivandet och bildningen av acetylfosfat under
pyruvatdismutationen hos cellfria extrakt av K. coli studerades.
Forsoken tyder inte pa nagon storre kinslighet hos denna CoA-
beroende process for nirvaron av bensoesyra eller salicylsyra. I mot-
svarande forsok med intakta celler himmades CO,-avgivandet fran
pyruvat i betydligt hogre grad. Som forut nimnts dr det emellertid
svart att jaimfora experiment som dessa bl. a. pa grund av oméjligheten
att uppskatta den verkliga inhibitorkoncentrationen inne i cellerna.

Det édr naturligtvis inte uteslutet, att bensoesyrans inverkan pa
acetylgruppens metabolism ocksa hos mikroorganismer kan ha sam-
band med funktionen av CoA och specifika effekter, som studerats i
isolerade system. Nir det giller intakta celler tillkommer emellertid
andra faktorer, frimst nidrvaron av komplicerade strukturer sérjande
for organisationen inom enzymkomplex som TCA-cykeln. Det ér inte
sannolikt, att man nir det giller lipoidlosliga dmnen som bensoesyra
och salicylsyra kan bortse fran deras effekt pa integriteten hos sadana
system.

Oberoende av hur bensoesyra och salicylsyra paverkar oxidationen av
acetat, visar forfattarens undersokningar, att det genomgaende rader
en mycket god overensstimmelse mellan de koncentrationer av in-
hibitorerna, som blockerar acetatoxidationen och de som stoppar
tillvixt i en odlingslésning, som innehaller aminosyror. Forhallandena
nir det giller tillvixt i medium utan aminosyror diskuteras i ett
foljande kapitel.

3. Oxidation av syror i TCA-cykeln

Redan av tidiga undersokningar framgar att bensoesyra och
salicylsyra paverkar oxidationen av substanser, som senare visats
vara intermedidira foreningar i oxidationen av acetylgrupper. Salunda
observerade Collett och Clarke (16), att bensoesyra himmar oxi-
dationen av citronsyra, birnstensyra och dppelsyra i muskelvivnad.
Oxidationen av birnstensyra befanns ocksa paverkas av bensoesyra
i arbeten av Mahlén (17) och Euler och Ahlstrom (18). Senare har
effekten av bensoesyra och salicylsyra pa olika enzym i TCA-cykeln
studerats av Kaplan, Kennedy och Davis (19) i experiment med
homogenat av rattviavnad.

I forfattarens egna undersckningar (IV) visade det sig, att hastig-
heten av oxidationen av TCA-cykelns syror minskades av bensoesyra
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och salicylsyra i koncentrationer nagot hogre én de som stoppade
tillvixt. En jamforelse med resultaten av acetatexperimenten visar,
att oxidationen av acetat dr mirkbart kinsligare. Detta pekar pa,
att den process som framst himmas édr aktiveringen av acetatmole-
kylen till acetyl-CoA eller kondensationen av acetyl-CoA och oxal-
acetat. Betriffande alla syrorna i cykeln efter a-ketoglutarsyra (de
med tre karboxylgrupper oxideras ej av intakta celler av P. vulgaris)
var savil hastigheten av syreupptagandet utan inhibitor som den
kvantitativa himningen i nirvaro av bensoesyra ungefir densamma.
Syreupptagandet med o-ketoglutarsyra som substrat paverkades
emellertid nagot kraftigare av bensoesyra, vilket édr av intresse,
da forsta steget hiir dr en omvandling av a-ketoglutarsyra till succinyl-
CoA i en reaktion av samma typ som omvandlingen av pyruvat
till acetyl-CoA. Ingen blockering av oxidationsprocesserna pa acetat-
nivan observerades i nagot fall, trots att detta borde varit tinkbart,
da samtliga syror i TCA-cykeln via oxalacetat (eller malat) kan om-
vandlas till pyruvat. (Jimfor diskussionen rérande skillnaden i
bensoesyrans effekt pa oxidationen av laktat och pyruvat.)

Resultaten Overensstimmer i viss man med dem som erhélls av
Kaplan, Kennedy och Davis i ovan nimnda arbete (19) med ratt-
vivnads-homogenat av vilket framgar, att de kiinsligaste enzymen i
detta system var o-ketoglutarsyradehydrogenas och birnstensyra-
dehydrogenas. Forfattarna papekar emellertid, att deras experiment
med dppelsyra som substrat tyder pa, att bensoesyrans och salicyl-
syrans effekt dr stor ocksa pa oxidationen av pyruvat eller kon-
densationen mellan acetyl-CoA och oxalacetat.

Blockering av assimilationsprocesser

I foregaende kapitel papekades, att bensoesyra och salicylsyra
atminstone under vissa forhallanden kraftigt stimulerar hastigheten
av syreupptagandet vid oxidation av glykos, samtidigt som de blocke-
rar processen pa acetatnivan. Mdéjligheten av att dessa effekter dr
sekundéra och ytterst orsakade av en storning av cellernas energi-
metabolism berordes.

Amnen, som genom en bortkoppling av ATP-genereringen fran
oxidationsprocesserna astadkommer en foérhiojd respirationshastighet
hos levande celler, fororsakar ofta ocksa en 6kning av den totalt
upptagna méngden syre. En pa detta sitt okad substratnedbrytning
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kan betraktas som ett forsok av cellerna att kompensera ett ur energi-
synpunkt daligt uthyte av oxidationen.

I manga av forfattarens experiment har det visat sig, att bensoesyra
och salicylsyra kan astadkomma en sadan 6kning i omfattningen av
substratets oxidation (II, IV, VII). Effekten éir storst pa celler, som
odlats med acetat som enda kolkiilla, sikerligen beroende pa, att sa-
dana celler assimilerar en relativt sett stor méingd av det tillsatta
substratet. Som exempel kan nidmnas, att endast omkring 1 mol syre
upptages per mol pyruvat i forsék med acetatodlade celler jamfort
med niarmare det dubbla med celler odlade i rikt medium (I1). Bensoe-
syrans och salicylsyrans formaga att oka substratnedbrytningen kan
emellertid iakttagas dven med celler av det senare slaget (IV). Det bor
papekas, att resultaten betriffande salicylsyra édr i princip analoga
med dem som i manga tidigare undersékningar erhallits i forsék med
animala celler (20). Siarskilt kan salicylsyra hos t. ex. leverceller
astadkomma en kraftig minskning av glykogenférradet. Inga lik-
nande iakttagelser synes ha rapporterats i fraga om bensoesyra.

I artikel ITI visas i vanliga respirationsforsok att celler av Ps.
fluorescens fullstindigt oxiderar allt tillsatt acetat till koldioxid och
vatten i nirvaro av bensoesyra under upptagande av 2 mol syre per
mol acetat. Resultaten bekriftas av experimenten med metyl- och
karboxylmirkt acetat (VII). Det dr emellertid tydligt, att denna full-
stindiga himning av alla assimilationsprocesser intriaffar forst vid
bensoatkoncentrationer, som ocksa paverkar hastigheten av syreupp-
tagandet, vilket tyder pa en relativt lag specificitet i himningsmeka-
nismen. Det kan dock papekas, att en lika lag specificitet iakttagits i
motsvarande forsok med 2 4-dinitrofenol och natriumazid (21), trots
att dessa dmnen, som tidigare nimnts, har en ytterst selektiv inverkan
pa ATP-genereringen vid oxidativa processer.

Bensoesyrans inverkan pa assimilationen av acetatkol studerades
nirmare med hjilp av metylmirkt acetat (VII). I dessa experiment
undersoktes effekten pa ackumuleringen av intermediira féreningar
i mediet. Det visades, att ett stort antal sadana foreningar bildades
varav pyrodruvsyra, a-ketoglutarsyra och succinat identifierades.
Av de i artikeln reproducerade radioautogrammen framgar att
bensoesyra hade en selektiv inverkan pa syntesen av de olika sub-
stanserna.



Effekter pa kvidvemetabolismen

Ar 1941 fann Klein och Kamin (22), att bensoesyra specifikt himmar
den av d-aminosyreoxidas katalyserade oxidationen av d-alanin.
Denna upptickt ledde till en rad undersékningar (23, 24, 25, 26, 27),
som gick ut pa att klarligga himningsmekanismen. Gruppen av
studerade inhibitorer har till slut kommit att omfatta heterocykliska
och acykliska savil som de ursprungligen undersékta aromatiska
karbonsyrorna. Den struktur hos inhibitormolekylen, som ansetts
nodvindig for effekten, har under tiden alltmer generaliserats.

Troligen kan héimningen vara av olika art i olika fall (27), men
atminstone nir det giller de aromatiska karbonsyrorna, dr den kompe-
titiv med avseende pa substratet. Detta har forklarats med, att en viss
likhet rader i struktur mellan de himmande substanserna och den
under oxidationen intermediira iminosyran.

Det dr inte bara i isolerade enzymsystem som bensoesyra och lik-
nande foreningar paverkar ammoniakbildande processer. Kort efter
publicerandet av Klein och Kamins arbete fann Herner (28), att
desamineringen av d- och l-aminosyror i njur- och leverviivnad fran
rattor och i bakterier (Bacterium colt) himmades av ett stort antal
substanser. De verksammaste hade bade en fenyl- och en karboxyl-
grupp i molekylen.

Ar 1951 visade Bernheim och DeTurk (29) i férsék med Pseudomonas
aeruginosa, att dven den omvinda processen, assimilationen av am-
moniumjoner, specifikt paverkas av dmnen som bensoesyra och
salicylsyra. Forfattarna papekar, att deras resultat kan tyda pa, att
de himmande dmnena blockerar bildningen eller utnyttjandet av
energirika foreningar. Med tanke pa den substrat-kompetitiva naturen
hos hdmningen av d-aminosyreoxidas borde det dock vara méjligt,
att dmnen som bensoesyra och salicylsyra utévar samma effekt,
da aminosyror bildas fran motsvarande ketosyror och ammoniumjoner.
Det har nyligen visats, att d- och l-aminosyreoxidas under anaeroba
forhallanden kan katalysera en sadan process (30).

De av Bernheim och DeTurk (29) erhallna resultaten bekriiftas av
liknande forsok med P. vulgaris (I), som visar att nirvaron av am-
moniumjoner under oxidationen av glykos stimulerar hastigheten av
syreupptagandet, och att denna stimulering himmas specifikt av
bensoesyra.

Ar 1942 fann Ivénovies, att salicylsyra under vissa forhallanden
specifikt paverkade syntesen av pantotensyra (31). I samma arbete
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visades att olika aminosyror kraftigt minskade salicylsyrans till-
viaxthimmande effekt pa mikroorganismer. Ivanovies papekade, att
aminosyrornas inverkan kunde forklaras av, att de stimulerade
syntesen av pantotensyra. Det forefaller dock inte osannolikt med
hiansyn till vad som ovan sagts, att effekten kan ha berott pa att
nirvaron av aminosyror minskade behovet av assimilation av am-
moniumjoner fran mediet.

Nir det giller bensoesyra, vars effekt ocksa upphivs av olika
aminosyror (VI), ir ett sadant samband éan troligare. 1 fraga om den
relativa effekten av olika aminosyror foreligger ingen dverensstimmelse
mellan Ivanovies undersokningar och resultaten med bensoesyra, i det
att salicylsyrans inverkan upphivdes frimst av valin, lysin, leucin
och metionin medan bensoesyrans paverkades mest av glutaminsyra,
cystein och metionin. Betriffande ovriga resultat i artikel VI idr
det av stort intresse, att bensoesyrans effekt synes vara av samma
storleksordning under aeroba och anaeroba férhallanden. Detta pekar
direkt pa, att himningen av TCA-cykelns funktion inte ensamt dr av
avgorande betydelse for den tillvixthimmande effekten.

Hiamning av oxidativ fosforylering

Som i flera fall ovan berorts kan bensoesyrans och salicylsyrans
inverkan pa intakta bakterieceller vara en direkt féljd av en stérning i
cellernas energimetabolism. Formagan att effektivt koppla energi-
givande processer med den energikrivande uppbyggnaden av cell-
substans ér ett nodvindigt villkor for celltillvixt och ytterst en fraga
om en riktig organisation i rummet av de deltagande enzymen. Det
dr utan vidare klart, att denna labila organisation kan storas av en
mangfald kemiska dmnen av t.ex. lipoidloslig art. Att beskriva
sadana effekter pa intakta celler med utgangspunkt fran kemiska
reaktioner torde i de flesta fall vara mycket svart.

En mdojlighet att studera dessa fragor i isolerade system erbjuder
emellertid de animala cellernas mitokondrier. Samtidigt med att
arbetet med denna avhandling pagick publicerade Penniall, Kalnitsky
och Routh (32) undersékningar med mitokondrier fran ratthjirna,
som visar, att salicylsyra specifikt himmar den oxidativa fosforyle-
ringen hos dessa cellstrukturer. Resultaten bekriftas av forfattarens
egna experiment (VIII), som ocksd visar en liknande om én mindre
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specifik och forst vid hogre koncentrationer upptriadande effekt nir
det giller bensoesyra.

Bensoesyrans och salicylsyrans himning av den oxidativa fosfory-
leringen hos mitokondrier stdmmer i princip vil 6verens med for-
fattarens resultat rérande dessa inhibitorers inverkan pa intakta
bakterieceller. Man bor dock komma ihag, att bakterier saknar direkt
motsvarighet till de animala cellernas mitokondrier, varfor jim-
forelser mellan effekternas kvantitativa storlek inte dr mojliga.

Andra specifika effekter

Tvittade och icke vixande celler av Ps. fluorescens, som odlats med
acetat som enda kolkilla, oxiderar olika syror i TCA-cykeln forst
efter en adaptationsperiod av varierande lingd. Bensoesyra och
salicylsyra himmar totalt de for adaptationen nédvindiga processerna
vid koncentrationer, som inte paverkar oxidationen av ifragavarande
substrat hos redan adapterade celler (VII). Adaptiv enzymbildning
ir en komplicerad och foga kéind process av energikrivande natur och
betriffande bensoesyrans och salicylsyrans inverkan kan bara ater
understrykas Overensstimmelsen med effekten av dimmnen som 2 4-
dinitrofenol och azid.

En sadan overensstammelse giller ocksa betriffande salicylsyrans
stimulering av den endogena andningen hos bagerijist (I1I). T detta
sammanhang bor dock papekas, att ingen motsvarande effekt obser-
verats i forsck med andra mikroorganismer. I allméinhet himmas
tvirtom den endogena andningen av bade bensoesyra och salicylsyra.
Héamningsgraden varierar fran forsok till forsok och tycks frimst vara
beroende av hur cellerna odlats.

Diskussion

I de av forfattarens arbeten, som ligger till grund fér denna avhand-
ling, har bensoesyrans och salicylsyrans effekt pa mikroorganismer
studerats 1 en rad olika avseenden. Det har dirvid blivit klart, att
tlera olika processer himmas vid inhibitorkoncentrationer, som pa-
verkar cellernas tillvixt och reproduktion. Vid en slutlig samman-
fattning av det experimentella materialet bor frimst tre punkter
understrykas:



A. Det existerar en genomgaende dverensstimmelse mellan effekterna
av bensoesyra och salicylsyra.

B. Bada inhibitorerna paverkar vid relativt laga koncentrationer
foljande processer hos intakta celler: acetatoxidationen, glykolys-
hastigheten, omfattningen av substratnedbrytningen, NH,"-
assimilationen och bildningen av adaptiva enzym. Dessutom
himmas den oxidativa fosforyleringen hos isolerade mitokondrier.

(. Samtliga ovan nimnda effekter pa intakta celler kan mer eller
mindre direkt vara en foljd av en stérning av cellernas
energimetabolism.

Som papekades redan i inledningen bor man inte vinta sig, att en
molekyl med bensoesyrans enkla uppbyggnad skall visa nagon hog
grad av specificitet i effekten pa olika enzymatiska processer. I
detta avseende har salicylsyra pa grund av nirvaron av en hydroxyl-
grupp i ortostillning till karboxylgruppen storre mdjligheter. Den
nira overensstimmelsen mellan bensoesyrans och salicylsyrans in-
verkan pa olika processer visar dock, att denna konfiguration inte ar
av avgorande betydelse for de observerade effekterna.

Det ir forfattarens asikt, att den specificitet, som bensoesyra och
salicylsyra trots allt visar, till stor del har sin grund i, att dessa
dmnen genom sin lipoidléslighet stor integriteten hos de cellstrukturer,
som sorjer for organisationen inom enzymkomplex som TCA-cykeln.
En sidan uppfattning synes stimma vil 6verens med den allminna
bild av bensoesyrans och salicylsyrans verkningsmekanism, som
denna avhandling ger.

Med utgangspunkt fran de i inledningen uppstillda villkoren for
att blockerandet av en viss reaktion skall kunna anses som orsaken
till en tillvixthimmande effekt kan slutligen konstateras:

1. De studerade processerna éir under de flesta forhallanden av vital

betydelse for cellernas tillvixt och reproduktion.

Det rader god overensstimmelse mellan de koncentrationer av

bensoesyra och salicylsyra, som behovs for att stoppa processerna

ifraga och de som behovs for en tillvixthimmande effekt.

3. Om bensoesyra betraktas som grundsubstans, medfér inférandet
av en hydroxylgrupp i ortostillning nistan genomgaende, att
effekten okar bade nir det giiller tillvixthimningen och blockeran-
det av de studerade processerna. I det enda fall i forfattarens
undersokningar déar salicylsyra har mindre effekt dn bensoesyra

18]
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pa tillvixthastigheten, ndmligen i forsken med bagerijist, ir
ocksa himningen av pyruvat och acetatoxidationen i motsvarande
grad mindre.

Den forsta delen av det arbete som ligger till grund fér denna avhandling
utfordes vid Svenska Institutet fér Konserveringsforskning (SIK), Goteborg.
For det tillmétesgdende som dirvid visats mig vill jag till divarande fore-
standaren for SIK, professor Georg Borgstrom, siviil som till nuvarande fore-
sténdaren, docent Erik von Sydow, rikta ett varmt tack. Jag vill ocksd betyga
min stora tacksamhet mot professor Giésta Lindeberg, Norges Landbrukshog-
skole, Vollebekk, Norge och professor Erich Adler, Chalmers Tekniska Hogskola,
Goteborg, som pé olika siitt gjort detta arbete mojligt.

Den senare delen av arbetet har utférts vid Statens Mejeriforsok, Alnarp.
Till forestindaren, professor Per Swartling, och till laborator Adam Deutsch
ber jag likaledes att fi uttrycka min stora tacksamhet for den hjilp och den
virdefulla kritik, som under denna tid kommit mig till del.

En del speciella undersékningar har kommit till utférande vid andra institu-
tioner. Jag vill i detta sammanhang rikta ett varmt tack till professor Gosta
Ehrensviird, Biokemiska Institutionen, Lund for det bisténd han vid upprepade
tillfillen givit mig. For den viilvilja och det intresse som visats mig av docent
Lars Ernster, Wenner-Grens Institut, Stockholm stir jag ocksé i tacksamhets-
skuld.
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