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4 .1  INTRODUCTION 

A m a j o r  a d v a n c e  i n  t h e  c o n t r o l  o f  f o u l i n g  b y  m a r i n e  a l g a e  on  

t h e  u n d e r w a t e r  p a r t s  o f  s h i p s  was made i n  t h e  e a r l y  s e v e n t i e s  w i t h  

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a t y p e  o f  a n t i f o u l i n g  p a i n t  known  a s  t h e  

c o p o l y m e r  s y s t e m  ( s e e  E v a n s ,  1 9 8 1 ) .  U n l i k e  c o n v e n t i o n a l  s y s t e m s ,  

w h i c h  a r e  p h y s i c a l  m i x e s  r e l e a s i n g  t o x i n  ( e g .  c u p r o u s  o x i d e )  a t  a 

d i m i n i s h i n g  r a t e  a n d  t h e r e f o r e  a t  r e d u c e d  e f f e c t i v e n e s s  w i t h  t i m e ,  

t h e  c o p o l y m e r  s y s t e m  i s  a c h e m i c a l  m i x  o f  t w o  monomers .  A f i l m -  

f o r m i n g  p a i n t - r e s i n  ( " b i n d e r " )  i s  made b y  t h e  v i n y l  

c o p o l y m e r i s a t i o n  o f  m e t h y l  m e t h a c r y l a t e  a n d  t r i b u t y l t i n  

m e t h a c r y l a t e .  T h i s  c o p o l y m e r  c o n t a i n s  a h i g h  m o l a r  p r o p o r t i o n  o f  

t o x i c  o r g a n o t i n  m o i e t i e s ,  l i n k e d  b y  e s t e r  b o n d s  t o  t h e  p o l y m e r  

b a c k b o n e  ( E v a n s ,  1 9 7 0 ) .  The  c o p o l y m e r  h y d r o l y s e s  i n  s e a w a t e r  t o  

r e l e a s e  t h e  p r i n c i p l e  b i o c i d e ,  a t r i o r g a n o t i n  s u c h  a s  t r i b u t y l t i n  

o x i d e ,  i n  a c o n t r o l l e d  m a n n e r .  O t h e r  b i o c i d e s  ( p i g m e n t s )  s u c h  

a s  c u p r o u s  o x i d e ,  may a l s o  b e  i n c o r p o r a t e d  a s  p h y s i c a l  m i x e s  i n t o  

t h e  p o l y m e r  m a t r i x  a n d  a r e  r e l e a s e d  a s  h y d r o l y s i s  o c c u r s .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  s u r f a c e  i n  i t s e l f  i s  s e l f - p o l i s h i n g ,  i . e .  s u r f a c e  

r o u g h n e s s  d e c r e a s e s  a s  t h e  p o l y m e r  i s  e r o d e d ,  so  t h a t  t h e  

c o m p o s i t i o n  i s  k n o w n  a s  s e l f - p o l i s h i n g  c o p o l y m e r  ( S P C ) .  The  r a t e  

o f  p o l i s h i n g  i s  d e p e n d e n t  u p o n  p o l y m e r  c o m p o s i t i o n  

( p r o p o r t i o n s  o f  t h e  m o n o m e r s ) ,  v e s s e l  s p e e d ,  w a t e r  t e m p e r a t u r e ,  pH 

a n d  s a l i n i t y .  

A l t h o u g h  S P C  s y s t e m s  e f f e c t i v e l y  c o n t r o l  t h e  l a r g e r  f o u l i n g  

a l g a e ,  t h e y  a r e  n o t  e f f e c t i v e  i n  t h e  c o m p l e t e  c o n t r o l  o f  s l i m e -  

f o r m i n g  o r g a n i s m s  ( F r e n c h ,  E v a n s  a n d  O a l l e y ,  1 9 8 5 ) .  Movement  o f  

t h e  s h i p  t h r o u g h  t h e  w a t e r  i s  e s s e n t i a l  f o r  o p t i m a l  s e l f - p o l i s h i n g  

a n d  when t h e  p o l i s h i n g  r a t e  i s  n o t  o p t i m a l ,  m i c r o s c o p i c a l  

b i o l o g i c a l  s l i m e s  o c c u r  w h i c h  a l t h o u g h  v i s u a l l y  i n s i g n i f i c a n t  
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c o n t r i b u t e  m a r k e d l y  t o  t h e  f r i c t i o n a l  r e s i s t a n c e  o f  a m o v i n g  s h i p  

( L e w t h w a i t e  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  S l i m e - c o v e r e d  s u r f a c e s  a l s o  p r o v i d e  a 

n a t u r a l  s u b s t r a t e  f o r  s e t t l e m e n t  o f  m a c r o a l g a l  s p o r e s ,  e g .  

E c t o c a r p u s ,  w h i c h  may g e r m i n a t e  a n d  g r o w  i n t e r m i x e d  w i t h  i t .  I n  

a d d i t i o n ,  s l i m e  may r e t a r d  t h e  r a t e  o f  c o p o l y m e r  h y d r o l y s i s  

a n d  h e n c e  b i o c i d e  r e l e a s e  ( l e a c h i n g )  f r o m  t h e  p a i n t .  B i o l o g i c a l  

s l i m e  f i l m s  a r e  c o m p o s e d  o f  a n  a g g r e g a t i o n  o f  o r g a n i s m s ,  c h i e f l y  

b a c t e r i a  a n d  d i a t o m s ,  h e l d  i n  a s e m i - r i g i d  m u c i l a g e .  T h e  

p r e d o m i n a n t  d i a t o m s  o n  S P C  p a i n t s  b e l o n g  t o  t h e  g e n e r a  Amphora ,  

A m p h i p r o r a ,  A c h n a n t h e s ,  S t a u r o n e i s  a n d  N a v i c u l a  ( C a l l o w ,  1 9 8 6 ;  

F r e n c h  a n d  E v a n s ,  1 9 8 6 ) .  

S i n c e  u n d e r  a v e r a g e  s h i p - o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s ,  s l i m e  f i l m s  

d o m i n a t e d  i n  p a r t i c u l a r  b y  t h e  d i a t o m  Amphora  d e v e l o p  o n  SPC 

p a i n t s , r e s e a r c h  h a s  b e e n  u n d e r t a k e n  a i m e d  a t  f i n d i n g  ( 1 )  new 

b i o c i d e s  w h i c h  may be a d d e d  t o  s u c h  p a i n t s  t o  g i v e  b e t t e r  s l i m e  

c o n t r o l  a n d ,  ( 2 )  b i o c i d e  c o m b i n a t i o n s  w h i c h  i n  a c t i n g  t o g e t h e r  

w i l l  g i v e  i m p r o v e d  c o n t r o l  a n d  p e r m i t  t h e  u s e  o f  r e d u c e d  

t r i o r g a n o t i n  l e v e l s .  H e r e  we r e p o r t  o n  t h e  r e s u l t s  o f  a n  

i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  e f f e c t s  o f  t r i b u t y l t i n  o x i d e  ( T B T O ) ,  

t o g e t h e r  w i t h  t w o  c a t i o n i c  s u r f a c t a n t s ,  1 - d o d e c y l g u a n i d i n e  a c e t a t e  

( 1 - g u a n i d i n o d o d e c a n e  a c e t a t e ;  t r a d e  names d o d i n e ,  c y p r e x ,  

m e l p r e x )  o r  2 - d o d e c y l g u a n i d i n e  a c e t d t e  ( 2 - g u a n i d i n o d o d e c a n e  

a c e t a t e ;  g u a n i d i n e ,  ( I - m e t h y l u n d e c y 1 ) - m o n o a c e t a t e  1 o n  t h e  d i a t o m  

Amphora  c o f f e a e f o r m i s .  I n  t h e  i n t e r e s t s  o f  b r e v i t y  t h e  t w o  l a t t e r  

c o m p o u n d s  w i l l  be  r e f e r r e d  t o  a s  1 - O G A  a n d  2-DGA r e s p e c t i v e l y  i n  

t h i s  c o m m u n i c a t i o n .  

4.2 MATERIALS AN0 METHODS 

A x e n i c  s t o c k  c u l t u r e s  o f  Amphora  c o f f e a e f o r m i s  v a r .  

p e r p u s i l l a  ( G r u n n o w )  C l e v e  d e r i v e d  f r o m  a c l o n a l  c u l t u r e  a s  

d e s c r i b e d  b y  B l u n n  a n d  E v a n s  ( 1 9 8 1 )  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  20°C i n  

2dm3 f l a s k s  o f  G u i l l a r d ' s  F 2  m e d i u m  ( G u i l l a r d  a n d  R y t h e r ,  1 9 6 2 1 ,  

a s  d e s c r i b e d  b y  C a l l o w  a n d  E v a n s  ( 1 9 8 1 ) .  The  m e d i u m  was p r e p a r e d  

w i t h  I n s t a n t  Ocean  ( A q u a r i u m  S y s t e m s ,  U . S . A . 1  a r t i f i c i a l  s e a w a t e r .  

T h e  e f f e c t s  o f  b i o c i d e s ,  s i n g l y  o r  i n  c o m b i n a t i o n ,  w e r e  

d e t e r m i n e d  a s  f o l l o w s :  1 0  cm3 l o g  p h a s e  c u l t u r e  a n d  90cm3 

s t e r i l e  F 2  m e d i u m  w e r e  t r a n s f e r r e d  a s e p t i c a l l y  t o  250cm3 

E h r l e n m e y e r  f l a s k s  w h i c h  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  ( 1 8 0  

r p m )  a t  20°C u n d e r  c o n t i n u o u s  i r r a d i a n c e  a t  a p h o t o n  f l u x  d e n s i t y  

o f  1 3 0  uE m - * s - '  . A f t e r  2 4 h ,  b i o c i d a l  s o l u t i o n s  w e r e  
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a d d e d  t o  g i v e  t h e  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n s .  F o u r  r e p l i c a t e s  p e r  

t r e a t m e n t  w e r e  u s e d .  

S t o c k  s o l u t i o n s  o f  TBTO ( A l d r i c h  C h e m i c a l s )  i n  e t h a n o l  w e r e  

made u p  a t  x l 0 0 0  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  a n d  s t o r e d  i n  t h e  d a r k  a t  

4OC. C o n t r o l s  c o n t a i n e d  0 . 1 %  e t h a n o l .  S t o c k  s o l u t i o n s  o f  1-DGA 

( C y a n a m i d )  a n d  2-DGA ( s y n t h e s i s e d  b y  t h e  C o a l i t e  G r o u p  p l c ,  

C h e s t e r f i e l d ,  D e r b y s h i r e )  w e r e  f r e s h l y  made u y  a t  X l O O O  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  i n  e t h a n o l .  C o n t r o l s  c o n t a i n e d  0 .1% e t h a n o l ,  

a l t h o u g h  t h i s  h a d  no  e f f e c t  o n  g r o w t h .  

C h l o r o p h y l l ,  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  9 6 h  a f t e r  

a d d i t i o n  o f  b i o c i d e s .  A f t e r  d i s l o d g i n g  a d h e r i n g  c e l l s ,  10cm3 o f  

c u l t u r e s  w e r e  f i l t e r e d  o n t o  c e l l u l o s e  n i t r a t e  membrane  f i l t e r s  

p o r e  s i z e  1 . 2  uM, w h i c h  w e r e  t h e n  i m m e r s e d  i n  5 cm3 d i m e t h y l  

s u l p h o x i d e  (DMSO) ( S h o a f  a n d  L i u m ,  1 9 7 6 ) .  A f t e r  l h  ( i n  d a r k n e s s )  

t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  d i s s o l v e d  f i l t e r s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  l e f t  

f o r  a f u r t h e r  3 0 m i n  t o  a l l o w  c e l l s  t o  s e t t l e .  T h e  a b s o r b a n c e s  o f  

t h e  c e l l - f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  t h e n  d e t e r m i n e d  a t  6 3 0  a n d  664nm 

u s i n g  a LKB U l t r o s p e c  4 0 5 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r ,  a n d  c h l o r o p h y l l a  

c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  o f  H o l d e n  ( 1 9 7 6 ) .  The 

means o f  t h e  r e p l i c a t e s  w e r e  c a l c u l a t e d  a n d  t h e  s t a n d a r d  e r r o r s  

a r e  shown i n  t h e  f i g u r e s .  

4.3 RESULTS 

TBTO e x h i b i t s  p r o n o u n c e d  a l g i c i d a l  a c t i v i t y  a g a i n s t  t h e  

d i a t o m  A .  c o f f e a e f o r m i s  - a n d  a t o t a l  k i l l  i s  a c h i e v e d  a t  a 

c o n c e n t r a t i o n  o f  250nM. I t s  L C - 5 0  v a l u e  i s  a p p r o x i m a t e l y  lOOnM 

( F i g . 4 . l a )  i . e .  a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  t h e  gr ,owth  r a t e  ( d e t e r m i n e d  

by r e d u c t i o n  i n  c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n )  i s  r e d u c e d  by  50%,  

r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l s .  1 - D G A  a n d  2-DGA a l s o  showed  

s i g n i f i c a n t  a l g i c i d a l  a c t i o n  a g a i n s t  A .  c o f f . e a e f o r m i s ,  g i v i n g  LC50 

v a l u e s  o f  1 .25  uM ( F i g . 4 . l b )  a n d  1 3 . 0  uM ( F i g . 4 . l ~ )  r e s p e c t i v e l y .  

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  s y n e r g i s m  i s  o c c u r r i n g ,  i . e .  

w h e t h e r  t w o  b i o c i d e s  u s e d  t o g e t h e r  g i v e  a n  e f f e c t  g r e a t e r  t h a n  t h e  

sum o f  t h e i r  i n d i v i d u a l  e f f e c t s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  u s e  b i o c i d e  

c o n c e n t r a t i o n s  w h i c h  i n d i v i d u a l l y  c a u s e  n o t  m o r e  t h a n  

a p p r o x i m a t e l y  2 5 %  i n h i b i t i o n .  U s e d  a t  s u c h  c o n c e n t r a t i o n s ,  b o t h  

1 - D G A  ( F i g . 4 . l d )  a n d  2-DGA ( F i g . 4 . l e )  s h o w e d  a p r o n o u n c e d  

s y n e r g i s t i c  e f f e c t  when u s e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  TBTO, t h e  l a t t e r  

g i v i n g  t h e  m o r e  m a r k e d  r e s p o n s e .  T h u s ,  f o r  e x a m p l e ,  i n h i b i t i o n  o f  

g r o w t h  by  lOnM TBTO o n  i t s  own i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  

t h e  c o n t r o l  a n d  i n h i b i t i o n  b y  1.3uM 1 - D G A  u s e d  s i n g l y  i s  
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F i g . 4 . 1 .  The e f f e c t s  o f  v a r i o u s  b i o c i d e s  on  c h l o r o p h y l l ,  l e v e l s  
i n  c o f f e a e f o r m i s .  ( a )  t r i b u t y l t i n  o x i d e  (LC 104nM1, ( b )  1- 
d o d e c y l g u a n i d i n e  a c e t a t e  (LC 1.25uM), ( c )  2 5 i o d e c y l g u a n i d i n e  
a c e t a t e  (LC 13.0uM), ( d )  ' ? r i b u t y l t i n  o x i d e  (A), t r i b u t y l t i n  
o x i d e  + 1 .%M 1 - d o d e c y l g u a n i  d i n e  a c e t a t e  (01, ( e l  t r i  b u t y l t i n  
o x i d e  ( A ) ,  t r i b u t y l t i n  o x i d e  + 8.0uM 2 - d o d e c y l g u a n i d i n e  a c e t a t e  
( 0 ) .  To= c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  when b i o c i  de added.  E t h a n o l  
c o n t r o l  = same a s  z e r o  TBTO. 
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a p p r o x i m a t e l y  40% compared  w i t h  t h e  c o n t r o l  ( F i g . 4 . l d ) ,  b u t  

when u s e d  t o g e t h e r  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  t h e y  i n h i b i t  by  

some 65% ( F i g . 4 . l d ) .  U s i n g  2-DGA a n d  TBTO t h e  s y n e r g i s t i c  

e f f e c t  i s  even  more  p r o n o u n c e d .  8uM 2-DGA gave 25% 

i n h i b i t i o n  a n d  u s e d  s i n g l y ,  lOnM T B T O  g a v e  no i n h i b i t i o n  

( F i g . 4 . l e ) .  However ,  100% i n h i b i t i o n  was o b s e r v e d  when t h e  

t w o  compounds w e r e  u s e d  t o g e t h e r  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  

( F i g . 4 . l e ) .  W i t h  1 - D G A  on t h e  o t h e r  h a n d  ( F i g . 4 . l d ) ,  a 

TBTO c o n c e n t r a t i o n  o f  50nM was r e q u i r e d ,  w i t h  1.3uM 1 - D G A ,  t o  

g i v e  100% i n h i b i t i o n .  

4.4 D I S C U S S I O N  

A l t h o u g h  1 - D G A  on i t s  own (LC50 1.25uM) i s  more t o x i c  t o  - A .  

c o f f e a e f o r m i s  t h a n  2-DGA (LC50 13.0uM),  t h e  r e s u l t s  c l e a r l y  

d e m o n s t r a t e  t h a t  i n  l a b o r a t o r y  e x p e r i m e n t s ,  t h e  g r e a t e s t  r e d u c t i o n  

i n  T B T O  c o n c e n t r a t i o n  can  be made ( a b o u t  5 0 - f o l d ) ,  w i t h o u t  l o s s  o f  

a l g i c i d a l  a c t i v i t y ,  i f  2-DGA i s  p r e s e n t .  I f  t h e  f l u x  o f  TBTO 

and  2-DGA c o u l d  be m a i n t a i n e d  a t  s y n e r g i s t i c a l l y  e f f e c t i v e  l e v e l s  

w i t h i n  t h e  b o u n d a r y  l a y e r  o f  an S P C  a n t i f o u l i n g  p a i n t  sys tem,  t h e  

t i n  l e v e l  o f  t h e  p a i n t  c o u l d  i n  t h e o r y  be c o n s i d e r a b l y  

r e d u c e d ,  w h i l s t  s t i l l  r e t a i n i n g  v e r y  e f f e c t i v e  c o n t r o l  w i t h  

r e s p e c t  t o  t h e  f o u l i n g  d i a t o m  A .  c o f f e a e f o r m i s .  Whe the r  s u c h  

c o n t r o l  o f  t h i s  a n d / o r  o t h e r  f o u l i n g  d i a t o m s  on p a i n t  s u r f a c e s  

w o u l d  o c c u r  i n  p r a c t i c e  i s  n o t  known.  

1 - D G A  i s  a f u n g i c i d e  w i t h  c a t i o n i c  s u r f a c e  a c t i v e  p r o p e r t i e s  

w h i c h  has  been u s e d  p a r t i c u l a r l y  a g a i n s t  s c a b  o f  a p p l e  a n d  

p e a r  s i n c e  i t s  i n t r o d u c t i o n  i n  1956 .  I t s  t o x i c i t y  a p p e a r s  t o  

r e s u l t  f r o m  i t s  e f f e c t s  on c e l l  p e r m e a b i l i t y  a n d  o n  

m i t o c h o n d r i a 1  a n d / o r  c h l o r o p l a s t i c  e l e c t r o n  t r a n s f e r .  I n  

Saccharomyces  p a s t o r i a n u s  Brown and  S i s l e r  ( 1 9 6 0 )  f o u n d  t h a t  

i t  e x e r t s  i t s  t o x i c  e f f e c t  by a l t e r i n g  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  

c e l l ,  r e s u l t i n g  i n  l o s s  o f  v i t a l  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s ,  a n d  by  

i n a c t i v a t i n g  c e r t a i n  v i t a l  enzymes.  Amongst a r a n g e  o f  o l i g o -  

a m i n e s  a n d  o l i g o g u a n i d i n e s  t e s t e d  by  S r i v a s t a v a  a n d  S m i t h  ( 1 9 8 2 1 ,  

m o n o g u a n i d i n e s ,  i n c l u d i n g  1 - D G A ,  w e r e  t h e  m o s t  t o x i c  i n  t h e i r  

e f f e c t  on h i g h e r  p l a n t  membranes, c a u s i n g  m a s s i v e  e f f l u x  o f  

b e t a c y a n i n  f r o m  b e e t r o o t  d i s c s  a n d  i o n  e f f l u x  f r o m  swede d i s c s .  

H a s s a l l  ( 1 9 8 2 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  1-DGA a c t s  p r i m a r i l y  by  

d i s r u p t i n g  c e l l  membranes, t h e  h y d r o p h i l i c  p a r t  o f  t h e  m o l e c u l e  

b e i n g  s u g g e s t e d  t o  d i s s o l v e  i n  t h e  membrane l i p i d  a n d  t h e  

h y d r o p h o b i c  p a r t  t o  a l t e r  t h e  a t t a c h m e n t  o f  membrane p r o t e i n s .  I n  
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a d d i t i o n  t o  a l t e r i n g  c e l l  p e r m e a b i l i t y ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  

g u a n i d i n e s ,  i n c l u d i n g  1 - D G A ,  i n h i b i t  e n e r g y  t r a n s f e r  i n  

m i t o c h o n d r i a 1  s y s t e m s  -- i n  v i t r o  ( P r e s s m a n ,  1 9 6 3 ) .  M o t t l e y  ( 1 9 7 8 )  

a l s o  f o u n d  g o o d  e v i d e n c e  t h a t  n - d o d e c y l g u a n i d i n e  ( a n d  n -  

o c t y l g u a n i d i n e )  a f f e c t e d  s t a t e  3 (ADP s t i m u l a t e d )  n o n  c y c l i c  

e l e c t r o n  t r a n s p o r t  i n  p e a  c h l o r o p l a s t s ,  a n d  i n h i b i t e d  Ca2+- 

d e p e n d e n t  ATPase a c t i v i t y  i n  i s o l a t e d  c h l o r o p l a s t  f r a g m e n t s  o f  t h e  

u n i c e l l u l a r  g r e e n  a l g a  Ch lamydomonas  r e i n h a r d i .  I n  pea 

c h l o r o p l a s t s ,  e n e r g y  t r a n s f e r  i n h i  b i t i o n  o c c u r r e d  a t  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s ,  u n c o u p l i n g  o f  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  f r o m  

p h o t o p h o s p h o r y l a t i o n  a t  i n t e r m e d i a t e  c o n c e n t r a t i o n s ,  a n d  d i r e c t  

i n h i b i t i o n  o f  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  a t  r e l a t i v e l y  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  ( M o t t l e y ,  1 9 7 8 ) .  

The f i r s t  r e c o r d e d  u s e  o f  2-DGA was i n  1 9 7 3 ,  as a f u n g i c i d e  

f o r  s e e d s  ( R e c k i t t  a n d  Co lman  P r o d u c t s  L t d .  B r i t .  A p p l .  7 3 / 4 0 ,  

168 ,  24  A u g u s t  1 9 7 3 )  a n d  wood  p r e s e r v a t i o n  ( R e c k i t t  a n d  Co lman  

P r o d u c t s  L t d .  B r i t .  A p p l .  7 3 / 4 0 ,  1 6 9 ,  24  A u g u s t  1 9 7 3 ) .  The 

g u a n i  d i n e  s a l t  2 - g u a n i  d i n o d o d e c a n e  p h o s p h a t e  h a s  a 1  s o  been u s e d  a s  

a s e e d  f u n g i c i d e  ( B r i t .  A p p l .  7 3 / 4 0 ,  168  a b o v e ) ,  a s  w e l l  as i n  t h e  

c o n t r o l  o f  f u n g i  o n  p o t a t o  a n d  t o m a t o  ( R e c k i t t  a n d  Co lman  P r o d u c t s  

L t d .  B r i t .  A p p l .  7 3 / 4 0 ,  166 ,  2 4  A u g u s t  1 9 7 3 )  a n d  i n  t h e  i n h i b i t i o n  

o f  f u n g a l  g r o w t h  when i n c o r p o r a t e d  i n t o  a p a i n t  c o m p o s i t i o n  

( S p r i n g l e ,  W . R .  a n d  Rushman, D.F. B r i t .  A p p l .  4 0 , 3 0 5 / 7 3 ,  24  A u g u s t  

1 9 7 3 ) .  The  p h o s p h a t e  s a l t  was a l s o  r e c o r d e d  a s  h a v i n g  a w i d e  

s p e c t r u m  o f  a c t i v i t y  a g a i n s t  a l g a e ,  f u n g i ,  b a c t e r i a  a n d  l i c h e n s  

(Rushman, D.F., R e c k i t t  a n d  Co lman  P r o d u c t s  L t d .  B r i t .  1,475,073 

( C l .  C07 C1 2 9 / 1 2 )  1 J u n e  1977 ,  A p p l .  7 3 / 4 0 ,  1 3 7 ,  2 4  A u g u s t  1 9 7 3 ) .  

More  r e c e n t l y ,  g u a n i d i n o a l k a n e s  s u c h  a s  g u a n i d i n o d o d e c a n e  a c e t a t e  

h a v e  been  r e n d e r e d  s o l u b l e  b y  c o m b i n i n g  w i t h  m e t a l  c h e l a t e s ,  s o  

f a c i l i t a t i n g  t h e i r  f o r m u l a t i o n  a n d  i m p r o v i n g  t h e i r  e f f i c i e n c y  a s  

f u n g i c i d e s  ( E v e r e s t - T o d d ,  S . ,  W h e a t l e y  C h e m i c a l  Co. L t d .  G B  A p p l .  

8 2 / 2 9 ,  425 ,  1 4  O c t o b e r  1 9 8 2 ) .  The  l i t e r a t u r e  i s  t h u s  c o n f i n e d  t o  

r e p o r t s  r e l a t i n g  t o  i n v e s t i g a t i o n s  o n  2-DGA a s  a f u n g i c i d e  i n  

r e s p e c t  o f  p a t e n t s ,  a n d  t h e r e  i s  a s  y e t  no w o r k  on t h e  mode o f  

a c t i o n  o f  t h i s  compound.  However ,  i t  i s  c o n s i d e r e d  l i k e l y  t h a t  

i t s  c e l l u l a r  e f f e c t s  a r e  n o t  d i s - s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  1 - D G A .  The 

s t i m u l a t i o n  o f  g r o w t h  c a u s e d  b y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2-DGA 

( F i g . l c )  s u g g e s t  a n  i n i t i a l  i n c r e a s e d  p e r m e a b i l i t y  t o  n u t r i e n t s ,  

w i t h o u t  m e t a b o l i c  damage. However ,  t h e  i n h i b i t o r y  r e s p o n s e  o n  

g r o w t h  a b o v e  7 u M  c l e a r l y  s u g g e s t s  c e l l u l a r  damage. 
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The  b i o c i d a l  e f f e c t s  o f  o r g a n o t i n s  a r e  w e l l - d o c u m e n t e d .  I n  

t h e  a l g a e ,  M o t t l e y  ( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  t h a t  s e v e r a l  t r i o r g a n o t i n s  

i n h i b i t e d  C a 2 + - d e p e n d e n t  ATPase a c t i v i t y  i n  C .  r e i n h a r d i  

c h l o r o p l a s t s ,  a n d  i n  t h e  m u l t i c e l l u l a r  g r e e n  a l g a e  E n t e r o m o r p h a  

i n t e s t i n a l i s  a n d  U l o t h r i x  p s e u d o f l a c c a  M i l l n e r  a n d  E v a n s  ( 1 9 8 0 )  

showed  t h a t  t r i p h e n y l t i n  c h l o r i d e  (TPTC)  a c t s  a s  a e n e r g y  t r a n s f e r  

i n h i  b i t o r  o f  b o t h  r e s p i r a t i o n  a n d  p h o t o s y n t h e s i s .  

T h e r e  a r e  many e x a m p l e s  o f  s y n e r g i s m  b e t w e e n  b i o c i d e s  a n d  

t h i s  h a s  b e e n  u s e d  t o  e n h a n c e  t h e  a c t i o n  o f  d r u g s ,  a n t i b i o t i c s  a n d  

f u n g i c i d e s  ( e . g .  A l b e r t ,  1 9 7 3 ;  Shadomy, 1977 ;  Goss a n d  M a r s h a l l ,  

1 9 8 5 ) .  S y n e r g i s m  b e t w e e n  b i o c i d e s  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  a d v a n t a g e  

i n  f o r m u l a t i o n s  o f  a n t i f u n g a l  p a i n t s  ( e . g .  R u s c h ,  1978 ;  L l o y d ,  

1 9 8 0 ) .  As f a r  a s  i s  known,  t h e r e  h a s  been  no b a s i c  s t u d y  o n  t h e  

u s e  o f  a t r i o r g a n o t i n  a n d  1- o r  2-DGA t o g e t h e r .  

The  m e c h a n i s m s  u n d e r l y i n g  t h e  p r o n o u n c e d  s y n e r g i s t i c  

r e s p o n s e s  s e e n  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  c a n  be s p e c u l a t e d  

u p o n .  U p t a k e  o f  r a d i o - l a b e l l e d  TPTC h a s  b e e n  f o u n d  t o  be  

e s s e n t i a l l y  a p a s s i v e  p r o c e s s  ( N i l l n e r  a n d  E v a n s ,  1 9 8 1 1 ,  t h e  r a t e  

b e i n g  p r o p o r t i o n a l  t o  TPTC c o n c e n t r a t i o n .  I t  c a n  t h e r e f o r e  be 

p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  membrane p e r m e a b i l i t y  r e s u l t i n g  

f r o m  t h e  p r e s e n c e  o f  2-DGA a l l o w s  m o r e  TBTO t o  e n t e r  t h e  c e l l ,  

a n d  t h e  e l e v a t e d  i n t r a c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n  w i l l  r e s u l t  i n  

e n h a n c e d  i n h i b i t i o n  o f  e n e r g y  t r a n s f e r  e v e n  a t ' l o w  e x o g e n o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  TBTO. A l t e r n a t i v e l y ,  o r  i n  a d d i t i o n  t o  t h i s ,  2-  

O G A  may i n c r e a s e  t h e  a f f i n i t y  f o r  TBTO o f  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  

s i t e s  i n  t h e  t h y l a k o i d  membranes ,  o r  i t s e l f  i n h i b i t  f o r  e x a m p l e  

C a 2 + - d e p e n d e n t  ATPase a c t i v i t y .  E x p e r i m e n t s  a r e  now n e c e s s a r y  t o  

t e s t  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s .  T h e s e  w o u l d  i n c l u d e  m o n i t o r i n g  t h e  

u p t a k e  o f  r a d i o - l a b e l l e d  TBTO b y  A .  c o f f e a e f o r m i s  c e l l s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  2-DGA a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s ,  a n d  i n  i t s  a b s e n c e ;  

m e a s u r e m e n t s  o f  l e a k a g e  o f  i o n s  f r o m  c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 -  

D G A ,  a n d  a d e t a i l e d  m e t a b o l i c  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  2-DGA + / -  
TBTO o n  t h e  r e s p i r a t o r y  a n d  p h o t o s y n t h e t i c  p a t h w a y s .  
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