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Arninoxidy predstavujir velkf skupinu chemick;ich zhidenin odvoden;ich
od terciSlnych aminov obsahujricich silne polarizovanfr N+O vd,zbu [1-3].
Mnoh6 aminoxidy vyskytujrice s& v prirode alebo chemicky syntetizovan6,
sfr znSme ako antimetabolity, chemoterapeutikri,, psychotropn6 a kancero-
statick6 16tky. l{iektor6 aminoxidy sri. mutag6nne a kancerog6nne [-6].

-l/-alkylderivdr,ty nasyten;ich heterocyklickfch aminoxidov predstawujri
biodegradibiln6 neionog6nne amfifily, ktor6 sa dobre rozpriStajir vo vodnich
i nevodnych rozpriBtadlS,ch [7]. Na rozdiel od dtruktrirne podobn;ich aminov
a kvart6rnych arndniov;ich soli sri odpovedajrice aminoxidy menej toxick6
[8, 9]. M6,lo pozorrosti sa viak dosial venovalo ich antimikr6bnej aktivite
a m€chanizmu ri6inku.

\r tejt'o pr6,ci sme sa venoyali Stridiu antimikr6bnej aktivity, sp6sobu
biochen-rick6ho frdinku, ako aj vz6,jomn;im vztahom Strukttiry a aktivity nas;f-
t'enych heterocyklick;ich -l/-alkylaminoxidov (obr. 1 ).
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Obr. l. Struktirra aminoxidor'. A -.\', f--dimetvldoclecvlarnin--Y-oxid, B - I-dodecyl-
pylolidin-N-oxid,C-I-doclec1,-lpipeliclin-I-oxici,Dll-dodecylperhydroazepin-N-

-oxid, E - dodecvln-rorfolin-r\-oxid.
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Materid,l a met6dy

l. PouZit6 mikroorganizmy

V pr6,ci sa pouiili t'ieto kmene bakt6rii:
Bacill,us cereus NCIB 8122, Bacillus subti,lis, Streptococcus faecal'i,s, Leuco-

nostoc mesenteroid,es, Escheri,chi,a coli,, Proteus uulgari,s a Balmonellatyphi,muri,um
TA r00.

Z vl6,knitj,ch hirb sa pouZili tieto kmene: Aspergillus niger, A. oryzae,
Peni,ci,lli,um ital'i,cum, P. cyclopi,um, P. breui,compaotum, Mucor muced,o, M.
racenl,osus, Botryti,s cinerea, Neurospora crossa,, Rhi,zogtus oryzae, R. n'i,gricans
a P aeci,lomyces uar'iot'i.

Z kvasiniek sme pouZili diploidn;f laborat6rny kmeir SaccharonxAces cereaisiae
TIAI{SEN DT XII.

2. Kultivadn6 podmienky

Bunky bakt6rii B. cereus r6stli v tekutom baktopept6novom m6diu pri
30 oC z tepelne aktivovan6ho (65'C/15 min) sp6rov6ho inokula (zadiatodn6,
koncentrd,cia 108 sp6r/ml). Jeden liter m6dia obsahoval: I g baktopept6nu,'
1 g gluk6zy, 0,1 g Tween 80, 0,5 g KHrPOn, L7 ,4 mg K2SO4, I2,3 mg MgSOn .

.7 IJ'O, 0,22 mg MnSOn . 7 HzO, 3 mg X'eSOn, I,44mg ZnSOn .7 HzO,
konedn6 pH 7,2.

Kli6enie sp6r a rast bakt6rii srne sledovali Langeho kolorimetrom pri 700 nm,
ako aj priamyrn poditanim sp6r pod mikroskopom po strate svetlolomnosti.

Kvasinky rS,stli pri 30'C v semisyntetickom m6diu, obsahujfcom v I litri:
20g gluk6zy, 5g pept6nu, 5g kvasnicov6ho extraktu, l00g adeninu a zmes
minerrl,lnych soli: I g KH2PO4, 0,5 g MgSOo .7 II.O, 0,5 g KCl, L,2 g
(NH4)2SO4, 2 g NaI{O, a 10 mg FeSOu. 7 H2O.

Rast sa sledoval poditanim buniek v Biirkerovej kom6r'ke pod mikrosko-
pom.

3. Tvorba sp6r vl6r,knitlfch hrib

Pre tvorbu spdr sme Petriho misky obsahujrice Sabouraudov aga,r inokulovali
mal;fm kriskom m)'c6lia alebo sp6rami zo zdsob kultriry. Po 7 dfi.och rastu
pri 30 "C sme do Petriho misky pridali dostat'odn6 mnozstvo sterilnej vodr.,
potrebnej na ponorenie myc6lia, povrch myc6lia sme premie5ali sklenenou
tydinkou a suspenziu predistili cez vatv. Za steriln$,ch podmienok sme sp6rv
premyli destilovanou vodou, stanovila sa ich koncentr6,cia poditanirn r. Biirke-
rovej kom6rke pod mikroskopom a pouZili sa na inokul4,ciu.

4. Urdenie priemeru inhibidn;f ch z6t

Stekutenri agarovrl semisyntetickri alebo minimrilnu pddu srne inokulovali
vegetat'ivnymi bunkami bakt6rii na konednir koncentrd,ciu 106 buniek/Petriho
misku. Po stuhnuti p6dy snle na jej povrch pridali inhibitor a priemer z6ny
inhibicie sme merali po 24, resp. 72 hodindr,ch rastu pri 37'C.
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Minimd,lne m6dium obsahovalo v I litri 20 g gluk6zy, 50 mg histidinu, zmes
anorganickj'ch soli ako v semisyntetickom m6diu a zmes vitaminov vSrtvoremi.
z l0 mg inozitolu, I mg tiamin-Hcl, 600 pr.g pyridoxinu-HCl, 600 pg kyseliny
nikotinovej, 600 g.g kyseliny p-arninobenzoovej, 600 pg pantotenri,nu v6,pena-
t6ho, l0 pg biotinu a 200 pr.g riboflavinu.

5. Gelminadnf test

Germinadnf test sme robili pri 30 oC v 100 ml Erlenmayerovly'ch bank6,ch
obsahujricich l0 ml semisyntetick6ho m6dia s 2 oA glukdzou, sp6ry plesni
(106/ml) a inhibitor v udanej koncentrr{,cii. Klidivost sp6r sme sled&ali mikro-
skopicky.

6. Urdenie Zivotaschopnosti buniek

Bunky bakt6rii, kvasiniek a sp6r plesni po interakcii s inhibitolom r. irase
uvedenom vo v;i'sledkoch sme prernvli a vvsiali na pevn6 semisr-ntetick6 m6-
dirrrn s 2 o/o gltk6zou. Po inktrb6r,cii pri 30 oC sme v porovnani s liontrolou
sta,novili podet vJz'asten;ich btr,kt6r'ii, kvasiniek a v5'kliden}ich konidii. Rrrst
rr l<lidivost sme sledovali 3 a:z 12 dni.

7. Urdenie respiladnej rfchlosti cel;ich buniek

Spot'reba kyslik:r, premytyy'ch briniek str, stanovila polaroglafickv vibrrii.nori
zla,tou elektr6dou v reakdnej zmesi obsahujricej v 2 rnl: 50mM gluttrrtlt clrtr-
,selny, l0 mll KH2PO4, 100 mll KCl, 0,25 of, gluk6zu, 0,48 o/o etanol. bunliv
kvasiniek (l-4 mg suliny) a, inhibitor, konei,n6 pH 4,3.

8. Priprava protoplastov rr, izol6,cia mitochondrii lir-asiuieli

Bunky (l g su5iny) sme suspendovali v 20ml 0,5M merhaptoetrrnoiu. clo
ht'or6ho sme pridali 0, 1M Tr:is-HCl pH 9,3 a inkubova,li 5 nrin l)r'i :l():t'.
Suspenziu sme centrifugovali 5 min pri 1500 g, bunky pr.enn-li t0 url l..ilI
sorbitolu a I mM BDTA v l0rnll citrS,toto-fosfritovonr tlnrivon.r loztohr,. pH
5,8 rt trapokon suspendovali v tom istonr m6diu na, konei.ni- objerri 1{) nil.
Dalej s,ne plidali $OO mg lyofilizovan6ho enzrimo,.666 1-j'ftrZi.. ,u Zalficlkor-
slirnri,kov, suspendovan6ho v nrinimdrlnom objerne inkubtr,in6ho n'r6diil ir slrsllen-
ziu srne inkubovali pri 30 oC z:r, obi'asn6ho nrieSania. Tvorbt plotopltr,sto\- srrre
sledovali diferencid,lnym pobitanirn vzoriek liedenlfch yoclc)u. r'esp. I.i) lI sorbi-
tolom. Po vytvoreni protopln,stov sme suspenziu centlifugor rili (10 min pri
1000 g) a protoplasty trikrS,t premyli 1,2l'I sorbitolour r- I rnll EDTA pH 7,0
obsahu jricom e5te 0, I o/o s6ruma,lbuminu a cer-rtlifugovti,li vZclr- pli I 600 g I0 min.

Pre izoliciu rnitochondrii sme protoplastv (z I g suiinr-) buniek kvasiniek
suspendovali v minimS,lnorn objeme 1,2 M solbitohr r- 2 niJI EDTA a zrnieSali
s 10 ml 0,6 II sorbitolu v I rnM EDTA pH 7.t). Suspenziu snre homogenizovali
8 s v ocelovorn homogenizS,tore a potonr ccntlifrigcx-trli pri f500 g l0min
]Iitochondrie zo supernata,ntu sme izolor-t-r,li cc.ntrifugticiou pri 8000 g l0 minrit
it, suspendovali v 4 ml homogcnizabn6ho nr6ditr. Suspenziu sme centrifugovali
5 ruin pri 1200 g, &by sa odstrinili kontir,mintrjirce nerozbit6 protoplrr,stv alebo
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zql5ky bunkovych st'ien. Mitochondrie sme sedimentovali zo supernatantu
centrifug6,ciou pri t8 000 g 12 min. Povrch sedimentu snre jemne premyli
rnal5im mnoZst'vom 0,8 II rnanitolu pH 7,0, do ktor6ho sa mitochondrie na-
koniec resuspendovali.

9. Detekcia lj,zy protoplastov

LSizu protoplastov kvasiniek, indukovanri aminoxidmi sme merali sledova-
nim poklesu optickej hust'ot'y suspenzie protoplastov v m6diu obsahujricom
1,35 M sorbitolu, 1 mM EDTA a 10-40 . 106 protoplastov/ml. Konedn6 pH
7,0, teplot'n 25'C.

10. Stanovenie r;ichlost,i kvasenia

Anaer6bnu glykoljzu kvasinkoqich briniek v dusikovej tr,tmosf6re sme sta-
novili konvendnou manometrickou technikou pri 30'C v 80 mM citr6,tovo-
-fosf6tovorn tlmi'i'om loztoku pH 4,3, obsairujfcom 50 mM gluk6zu, bunk5'
kvasiniek (0,7 mg su5iny) rr, iuhibitor, a'ko je udan6.

I l. St anovenie respirtr.dne j r;ichlosti izolovanS?ch mit,ochondrii

Spotrebu k1'slika sme merali polarograficky pri 30 "C v reakdnom m6diu,
ktor6ho 2 ml obsahova,li 0,6 M rnanitolu, 20 m-tVI KCl, 1,5 mM EDTA, l0 rnM
ifris-rrraleir,tu, 10 mM fosforednanu draseln6ho, 0,25 mM ADP, mitochondrie
(l-3 rng bielkovin), substrS,t a, inhibit'or, ako je udan6. Konedn6 pH 6,4.

12. I)eteiicia ur-oIuen6ho draslika

Bunk5r kvasiniek (8,5 ng suiiny) wra,stenych do staciond,r'nej f6zy stne
preml'li tlikr6t deionizovanou vodou a predinkubovali 15 min v l0 ml 20 mll
gluk6zy. Po 10, resp. 20 min od pridania 4-dodecylmorfolin--lfl-oxidu sme vzorky
centrifugovali a supernat'ant analvzovali na obsah K+. Bunky sme premyli
demineralizovanou vodou, suspendovali v demineralizovanej vode a va,rili
vo vode 20 min. Po centrifugd,cii sme zmerali K+ v bunkovom extlakte. K-
sme urdili plameiovym fotometrom pouZijric KCI ako Standard.

13. Detekcia uvolnen6ho materi6,lu absorbujriceho ultrafia,lov6
lf 6e

Premyt6 bunky kvasiniek (2 . 106 buniek/ml) sme inkubovali pli 30'C
v pritomnosti rozlidnly'ch koncent,rdcii aminoxidov. V urdenom dase sme 2 ml
suspenzie odcentrifugovali l0 min pri 1600 g a mnoZstvo materiSlu absorbu-
jriceho v ultrafialovej oblasti v srrperna,tante snre stanovili spektlofotometrickv
pri 280 nm.

14. Stanovenie enzymovlich aktivit

^\ktivitv glykolytickllich enzly'mov sme urdili spektrofotometrickl'pri 366 nm
Fll.
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Aktivitu .LTP6,zy sme merali 6 min pri 30 oC v I ml reakdnej zmesi obsallu-
jricej f 0 mM KCl, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, 2 mM MgClr, 4 mll ATP,
0,1 mg mitochondli6lnych bielkovin a inhibitor, ako je udan6. Konebn6 pH
9,5.

15. Stanovenie bielkovin

MitochondriS,lne bielkoviny sme stanovili biuretom !21 po predchri,dzajricom
vyzrfi,i,ani bielkovin 0,5 N HClOa, 6im sme odstr6nili sacharidy interferujrice
s anal;izou.

16. Stanovenie anorganick6ho fosfdutu

Anorganickl;i fosfS,t sme stanovili met6dou podla Sumnera [3].
17. Chernik6lie

Aminoxidy (distota 98,0-99,8 o/o) pripravili z odpovedajricich terci6lnych
aminov oxidd,ciou s vodnym roztokom peroxidu vodika F. Devinsky a I. Lacko
(X'armaceutick6, fakulta Univerzity Komensk6ho, Bratislava).

Oligomycin a N, N, N', 1y''-tetrametyl-p-fenyl6ndiamin (TMPD) boli vyrobky
firmy Serva (Heidelberg, NSR,), glykolytickf enzj,my firmy Boehringer
(Mannheim, NSR) a ost'atn6 chemikr4,lie firmy Lachema (Brno).

V;isledky

l. Antibakterid,lna a antifungd,lna aktivit'a 4-dodecylmorfolin-.0[-oxidu

Na Stridium sp6sobu ridinku nasytenlfch heteroc;'klick;ich alkylaminoxidov
za reptezentativnu zhideninu sme vybrali 4-dodecylmorfolin--l[-oxid. Vpll'r'
tohto aminoxidu na rast a met'abolizmus mikroorganizmov kontaminujricich
potravinS,rske suroviny a v;foobky [4] sme Studovali pomocou prokaryotic-
kych, ako aj eukaryotickych typov buniek.

Tabulka I demon5t'ruje schopnost 4-dodecylmorfolin--0tr-oxidu inhibor-t-r,t
rast buniek rozlidn;fch druhov bakt6rii (grampozitivnych, gramnegativrl\-ch.
sporulujircich, nespotulujfrcich) na povrchu agarovlf'ch m6dii. Uk6,za,lo stt'.

Ze antibakteri6lna ridinnost aminoxidu na minimd,hrorn m6diu je leltrtivne vr-SSia
ako na semisyntetickom m6diu. To plavdepodobne srlvisi s tidsolllciou inhi-
bitora na, komponenty kvasnicov6ho extlalitu alebo pept6nu r- senrisr-ntetic-
kom m6diu. Z t'estovanych bakt6rii boli na inhibidn;f iriinoli 4-clodecvhnorfo-
lin--lf-oxidu najcitlivej5ie grampozitivne bunky Stre,ptococcus fe(('eltl.

Vplyv 4-dodecyhnorfolin-.0[-oxidu ntr, klidenie, postgelmintri'ni'vJ-voj a ple-
Zitie sme sledovali iba, v pripade sp6r Bacillus ce?'eus. ZiitlIi snie. Ze pri vzrasta-
jricich koncentrS,ci6,clr. aminoxidu (0,5, 1,0:r, 2.0 rnll) srr, ri-chlost lilidenia sp6r
v tekutom gluk6zovom m6diu zniZov:-r,lrr,, pliiom str celkor-6 percento nevykli-
den;ich sp6r zvy5ovalo. Vegetativne bunkl- dvojhodinovf interakciu 4-dode-
cylmorfolin-.lI-oxidom (2 mM) nepreZili. Na dmhej strane Zivotaschopnost
nevyklidenych sp6r B. cereu,s sa po 5-hodinor-otn fdinku aminoxidu nezmenila.
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Tabulka 1. Inhibicia rastu bakt6rii 4-dodecylmorfolin-N-oxidom (300pg) po 72-hod. rastu
pri 37 oC

Minimrilne m6dium Semis5mtetick6 m6dium
Mikroorganizmus

(Priemer z6nv inhibicie /mm/)

Bac'illus cereus
Bacillu subti,Ii,s
S tr eptococcu s Jaecal'is
Leuc ono s toc m e s enter oid es
Escherichia coli
Proteus L,ulgaris
S almo n ella ty phimuri'um

r6
l8

r8
N. T.
l8
I2

t7
I

2S
r0
15
l0
N. T.

N. T. 
- 

netestovan6

Podobne tak rast, bakteri6,lnych buniek, ako aj rast vl6,knitlfch hirb bol
inhibovanf ridinkom 4-dodecylmorfolin--l[-oxidu. Aminoxid (300 prg) pridanli
na, povlch pevn6ho Sabouraudovho m6dia v Pet'riho misk6,ch obsahujricich
sp6ry inhiboval rast viacerych testovanfch plesni. Vo v5etk;ich pripadoch sa
inhibicia rastu prejavila hladkou a priesvitnou agarovou z6rrcla priemeru 7-I7
mm. NajcitlivejBie na inhibidnlf ridinok 4-dodecylmorfolin-.1f-oxidu boli
Botryti,s cinerea, a Paeci'Iomyces aar'i'oti (tab. 2).

Tabulka 2. Inhibicia rastu vl6kniW;iJilt"*ri.iX"r"r;3rfolfn-N-oxidom (300 pg) po dvoch

Nlikroorganizmus Priemer z6nv

Aspergilltts niger
spergillus orgzae

P e ni,cilli u m italicunt
P en'ic illin m r oq u ef orti'
P enici.Il i um cy clopi um
P enic illi Lr.m bt' eui - c omp ctct um
Mucor tnuceclo
Mucor t'acemosus
BotrAti,s cilterecr
Neut'osltora ct'ossa
P aecilotn yr:es uat'i,oti
Rhizopus oruzae
Rhi,zoptts 'nigricans

Vplyv 4-dodecylmorfolin--0y'-oxidu na klidenie a, prezitie sp6r plesni sme testo-
vali s Aspergi,llus niger a Peni,cillium ital'icu,m. V tekutom semisyntetickom
rn6diu, do ktor'6ho sme prida,li I mll 4-dodecylmorfolin--lf-oxidu, konidie
tlichto plesni neboli schopn6 vy-klidit a ich Zivotnost klesala s dasom interakcie
(obr. 2). Za podmienok zabraiujircich rastu (sp6ry suspendovan6 vo vode)
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Obr. 2. Strata Zivotaschopnosti.konidji plesnf po interakcii s I mM 4-dodecylmorfolin-
-N-oxidom. A- Aspergillus niger,B 

- 
Penic,illium itat,icum.

bolo preZitie zasiahnutfch sp6r trochu vy5die, ale po 24-hodinovej interakcii
vplyv aminoxidu bol opd,t fungicidny (f o/o preiitia).

2. Biologick6 membrd,ny ako miesto ri6inku aminoxidov

B,ast kvasiniek Saccharonxyces cereyi,sia,e v tekutom gluk6zovom m6diu bol
fplne inhibovanlf 0,5 mM 4-dodecylmorfolin-.1fi-oxidom. Aminoxid v nizsic]r
koncentrdcir4,ch (0,5-0,3 mM) sp6soboval lag v rastovej krivke a mierne zni-
Zoval rastov6 vj,tai:ky v stacionS,rnej f6.ze (obr. 3). Za t$clto podmienok sme
ne_pozorovali zv;f-{enie tvorby respirabne-deficitn;fch mutantov testovan;.clr
zalievacou technikou s trifenyltetraz5liumchloridom [15].

St,idiom vplyru aminoxidu na energetickd mechaii" y cel;fch buniek
kvasiniek sme zistili, ie 4-dodecylmorfolin-ff-oxid je schopn;i rlphie inhibor=at
ar:raer6bnu glykol;fzu (obr. 4). Av5ak na druhej strane reakdn6 r;fctrlosti niekto-
ry"h glyl.o_tyticklich enz]imov testovan5?ch in vitro (aldol6,za,-glvceraldehvd-
-3-fosfatdehydroge-n6za, fosfoglycefi,lkini,za, tri6zofosf6,t izomer'd,za. givceiol-
delrydrogen6za a lakt6'tdehydrogenr{za) neboli vfznamne or.plvvnene- t rn}I
4- dode cylmorfolin -.1[-oxido m.

Aj oxid6cia glukdzy kvasinkovymi bunkami (obr. 5) bola inhibovanS, 4-
-dodecylmorfolin--l[-oxidom. Za pritomnosti I mM aminoxidu sme nepozoro-
v_ali spot'rebu Eyslika bunkami bez ohladu na to, di substld,torn bola flukdza
alebo etanol. V srilade s tfmito zisteniami izolovan6 kvasinkov6 mitochondrie
za pritomnosti aminoxidu neboli schopn6 oxidovat citr6,t, jantaran, TMPD +
f askorb6,t a ich ATP6,zovr4, aktivita (tab. 3) bola inhibovan6, v podobnom
rozsahu ako s oligomycinom, ktor;i je zndn.r1.111 inhibitorom membr6,nne viaza-
nej mitochondriS,lnej ATPdzy [6].

rnterakcia kvasinkovfch buniek po6ti,s 5 minirt s 0,5 mM 4-dodecylmorfolin-
--lI-oxidom spdsobila stratu ich Zivotaschopnosti (preiitie 0 o/). Za podobnych
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Obr. 3. Vply'v 4-dodecylmorfolin-N-oxidu na rast kvasiniek S. cereai,si,a,e v tekutom
semisvntotickom m6diu A 0,5 oh gluk6zou. A - bez inhibitora, B - 0,05 mM aminoxid," C - 

0,2 mM aminoxid, D 
- 

O,S mM aminoxid, E 
- 

0,5 mM aminoxid.
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Obr.4. Vplyv dodecylmorfolin-N-oxidu na fermentd,ciu bunic.l< kvasiniek. V dase ozna-
j"no- 5ip'k6u bol pridan;i arninoxid z bodn6ho rarnena. disla pri krivk:ich ud:ivajri
hodnoty Q^A'g'. A I bez lnhibitora, B 

- 
0,5 ml\{ aminoxiii, C - 1,0 mM aminoxid.
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Obr. 5. Vplyv 4-dodecylmorfolin-.tY-oxidu na respiradnir aktivitu buniek livasiniek.

Taburka 3. vplyv <r-dodecylmorfolift;,);lilfll,,K;;;X,;i"t" a, aktivitu .dTPiny izolovan;fch

* TMPD - 
N, N, rV', N', tetrametyl-p-fenyl6ncliamin.

podmienok aminoxid sp6sobil v1iraznf zmercy v permeabilite cvtoplazmatickej
membrr4,ny kvasiniek, do malo za nrisledok rlfchlu stratu intraceluli,rneho K+
(tab.  ). Rozsah vyplavenia K+ bol porovnatelny? s rozsahom sp6soben5i'm
candicidinom [17]. Bunky kvasiniek inkubovan6 s aminoxidom (0,5-2,0 mM)
dlh5i 6as (2-8 hodin) uvolnili aj ld,tky absorbujfrce pri 280 nm, do naznaduje
v6,i,ne poikodenie zasiahnutSich buniek (obr. 6).
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Inhibitor Vlastnosti

Respiradn6, aktivita
substrd,t lzo inhibicie
l0 mM citrri,t 0
10 m1\[ citrSt 88,1
l0 mM citrd,t 100,0
l0 ml'I jantaran 100,0
0,2 mlt TMPD* + 3 asliorb6t 98,t)

Aktivita ATP6,z1'
(o/o inhibicie)

39,0
69.()

7 t.5

Aminoxid

0,1m1\[
0,5 mM
1,0 mnl
1,0 mM
1,0 mM

Aminoxid
0,2 mM
0,5 mM

Oligomycin
40 pg/mg bielkovin



Tabulka 4. IJvoh"rovanie intracelulirneho draslika z buniek kvasiniek v plitomnosti
4-dodecylmorfolin-N-oxidu

2,0

F
P 1,s
a
=-
-< 1,0
:<
s2
F.
b o,s

Obr. 6, Uvolnenie UV-absorbujriceho
rnorfolin-N-oxidu. A - 0,5

468
cns (hod)

materirilu z buniek kvasiniek vplyvom 4-doclec;'l-
mM aminoxid, B 

- 
2,0 mM aminoxid.

Rozruienie Struktriry membr6,n aminoxidmi sa vlfraznejiie preiavilo
s protoplastmi kvasiniek. Vplyv rozliEnfch koncentrS,cii 4-dodecylmorfolin-N-
-oxidu na stabilitu protoplastov kvasiniek uv6dza obr. 7. Zistili sme, Ze rich-
lost a rozsahlj,zy protoplastov sri funkciou relativrrej koncentrdL,cie aminoxidu.
Vnd5ie zneny v rozsahll llizy protoplastov sme pozorovaii nad 0,5 mll kon-
centrdrciou aminoxidu, do je dobrdr, zhoda s letri,lnymi koncentrS,ciami 4-dode-
cylmorfolin-.0[-oxidu, zistenymi pre vegetativne bunky bakt6rii a kvasiniek.
Rli?chlost lfzy protoplast'ov sp6sobenej aminoxidmi zri,visela od teploty.
CytolytickS, aktivita 4-dodecvlmorfolin-N-oxidu (0,5 mM) pri 5'C bola 55-kr'6,t

"iZSiu 
ako pri 30 "C. 6daje cvtolytickej aktivit'y +-dodecylmorfolin-.1fl-oxidu,

podroben6 kinetickej analyze (Arrheniusove krivky) ukazujfr zlom v lineS,rnej
Z6,vislosti cvtolvtickej aktivity od teploty pri 16-20'C (obr. 8), do m6Ze byt
vo vztahlr k tepelne induliovan;im f6,zov-!m zmen6"m membrd,novlfch lipidov
[18].

Indukovan6 zmeny v Ktruktrire biologicklfch membrS,n vyvolan6  -dodecyl-
morfolin-.1fl-oxidom sa zdajri byt takto primdrne zodpovedn6 za ant'imikr6bnu
aktivitn t'ohto aminoxidu. Ako sa ukr4,zalo, tieto zmeny doprev6dza zmerra
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Inhibitor
Obsah K+ v bunkr{,ch (pg I(+/mg suiriny)

0 min l0 min 20 min

I mM aminoxid
2 mM aminoxid 25,2
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l,l
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eiami 4-dodecylmorfolin-N-oxidu. Aminoxid bol pridan;f v 6ase oznadenom Sipkou.
-{ - 

kontrole, B - 
0,1 mM aminoxid, C 

- 
0,3 m}I arninoxid, D 

- 0,5 mM aminoxid,
E - 0,7 rnM aminoxid, F - 1,0 mM aminoxid,

o#

F.oF
3qe
-
Y
?oZ
f,o

or1

Na.>- z
J

trao
J
_l-
(-)e

Eo
(5
C)
J

32 33 31 35

1/T 'fi4
Arrheniova krivka cytolytickej aktivity 0,5 mM
Rfchlosli lfzy protoplagtov sa wyjadrila ako 4

36

Obr.8. 4-dodecylmorfolin-N-oxidu.
OD/min x 103.

BUI,I,ETIN XVIII/z-l9?9

t9



3. Vz6,jomny vztah rnedzi chenickou dtruktrirou aminoxidov a ich antimikr6b-
nou a cytolytickou aktivitou

Na doplnenie Stridii o sp6sobe ridinku, ako aj na zistenie nevyhnutn;ich
a rozhodujricich funkdnli?ch skupin, ovplyviujfcich aktivitu aminoxidov,
itudovali sme vzdrjomny vztah medzi St'rukt'rirou a biologickou aktivitou
aminoxidov, a to v s6r'ii 4-alkl.lmorfolin-.1f-oxidov, v ktorlfch alkylov6, skupina
obsahovala rozlidn;;? podet at6mov uhlika, ako aj so skupinou Struktrirne odli5-
n;ich aminoxidov, obsahujricich ten istlii alkylovy retazec (obr. l).

10

3
5

E
CJI J

=

c8 CrO Ctz Cg Qo Cm

oL2xa ALKYLU

Obr. 9. Zrivislost' ant'imikrobidlnej aktivity 4-alkylmorfin-N-oxidu od diZky retazca,
hydrof6bnej alkylovej skupiny. MIC 

- 
minim:ilna koncentrricia amfnoxidu inhibrrjrica

rast buniek kvasiniek v semisyntet,ickom mddiu.

Obrri,zok 9 ukazuje, Ze antimikr6bna akt'ivita vyjadrenri, ako minimrilna
koncentrr4,cia aminoxidu, zabrai.ujrica rastu kvasiniek v tekutom semisynte-
tickom m6diu, zvy5uje sa s rast'ricim alkylom, dosahujric maximum pre
4-hexadecylmorfolin--lf-oxid. Vplyv 4-oktadecylmorfolin-.1[-oxidu bol o nie6o
niZ3i pravdepodobne v d6sledku jeho zniZenej rozpustnosti vo vode. 4-alkyl-
morfolin-trfl-oxidy obsahujrice alkylovlf rel,azec krat$i nel C* boli menej ridin-
n6, s minim6lnymi inhibidn;fmi koncentrrl,ciami vridiimi neZ l0 mM pre heptyl
a viac ako 40 mM pre hexyl a butyl. Kvalitativne podobn6 vfsledky sme ziskali
aj pre homol6gnu s6riu l-alkylpiperidin-.1f-oxidov.

Vplyv 4-alkylmorfolin-.ll-oxidov pri inhibicii rastu buniek odpovedal ich
cytolytick5im aktivit6,m, ktor6 sa merali s prot'oplastmi kvasiniek. Opat
vSiznadne niZ5ie cytolytick6 aktivity sme zistili pre aminoxidy obsahujrice
skupinu alkylu krat5iu ako Crr. Maximum aktivity sme stanovili pre 4-
-hexadecylmorfolin--lf-oxid (tab. 5).

Obmena Struktriry heterocyklick6ho kruhu testovan5?ch aminoxidov uZ
nemala tak;f prenikavf vplyv n& zmenu ich akt'ivity. Na zSuklade itridia vplyvu
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- ,:'-:imilir6b-

.-,''.-irnutnjch
-..:riinoxidov,
,-: aktivitou
:-'. r-ti skupina
l;::irne odli5-

Tab ulka 5. Zrivislost cytolytickcj aktivity
livclrof6bnej

4-all<vhnorfolin-N-oxidu od diZkl' retazca
all<1.lovej skupiny

rozlidnly'ch honcenh'i,c-,iI aminoxidov nrr, t'irst bunicli liva,sinitrli rr, lyzir ich proto-
plastov bolo moZn6 zostavit toto porir,dic :r,nrinoxidov podlil, ich lastircich
tr,ktivit : -ly'.N-dimrrtlidc-rdecylunir"r-lV-oxid, 4-doclocvhnor:{,'rlin--M-oxid, 1-dode-
cylpylolidin--l[-oxid, 1-61e6]tlsylpipelidin-rY-oxid a, 1-dodccvlpelhl-droazepin-
-i[-oxicl (t,tib. 6).

'I'icto vysk'dk5' 1,1rttn5ujir, lo biologichrl tr,ktivitrt, testovr,nych ir"l)liroxidov
vyrrlzne ztivisi od dlZky letirzcir h5 dtof6bneho r,lkvhr, priiom ju iba mieLno
ovpl.1'vi.uj ri ost atn6 substituernty poltr,r'izo r-anej N-' O sinrpinr-.

'lllbuIktr,6, Biolrgicl<i alctivi1tt r',rzliini-ch,lotlecr-larninoxirlov

Aminorirl llinimlrlna koncentricia inclukuiirca
totalnu lj'zu plotoplastov kvasiliek (mM

decS-hnolf'o I in - -\' - oxid
or'l ec r.lnollol in - -\ - oxicl

4-tct lnrlccvlm o rfol in--]r-oxicl
4-hcxlrclec\4 r r-to l fo I ir r -.T- ox i tl

]l inirnhlnt korrcentrlrcie

:\ rnirrcixid irirlukuj(rce
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prc1 rrlrhs'l or' (rnl[)
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it sme ziskali
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bicii glykoljrzy a' pravdepodobne aj in;ich procesov v bunke, ktor6 zS,visia
od energie, 6o pozorovali Gale a spol. [19] s niektorfmi ld,tkami, ovplyviujri-
cimi Struktfrru membrS,n. Poikodenie membr6r,nov;ich funkcii aminoxidmi sa
jasne demon5trovalo aj s izolovan;imi mitochondriami kvasiniek. Je dobre
zn6,me, Ze Struktrira a funkcia mit'ochondrii vehni tesne navzd,jom srivisia.
Nezard,Za preto, Ze po interakcii 4-dodec;'lmorfolin--0y'-oxidu s izolovanSimi
mitochondriami kvasiniek, boli tieto organely neschopn6 oxidovat viacer6
substriit;r poskytujrice elektr6ny rozlidn;fm segmentom respiradn6ho retazca
a aktivittr icli ATPS,zy bola silne inhibovan6,.

Pokusy korelovat chemickfr Htruktfru aminoxidov s ich biologick;fmi
akt'ivit'ami :uk6,zali, Ze pritomnost vhodne dlh6ho retazca hydrofdbneho alkylu
na polarizovanej N'O skupine je nevyhnutn6 pre antimikr6bnu a cytolyt'ickri
aktivit,u t1;ichto zhibenin. Aminoxidy obsahujirce t'ieto dve chemick6 skupiny,
sf povrchovo aktivne a vykazujri v kyslych roztokoch kat'ionoidnri aktivitu
12, Sl.Tieto vlastnosti ulahdujri absorbciu a penetr6,ciu amfifiln1;ich molekfil
arninoxidov do membr6n, indukujirc potom zmeny v ich rnolekuld,rnej organi-
z|"cii, b vedie k zmene permeabilit'y a osmotickej rovnor'6,hy, zapridiiiujric
t'ak smrt buniek. Zmeny fyzik6lnych vlastnosti membrd,n m6Zu zS,visiet od
f'6,zov.!ch premien membr6nov;fch lipidov [20], do by mohlo vypl;fvat aj
z pozorovanej z6vislosti aminoxidmi indukovanej l;fzy kvasinkov;ich proto-
plastov od teploty. Ifoci sa vplyv 4-dodecylmorfolin--lf-oxidu in vitro na akti-
vitu niektor;ich glykolytick;ich enz;imor. nepozoroval, nemoZno vylfrdit
moZnost denaturujriceho a solubilizujriceho irdinku aminoxidov na niektor6
memblS,nov6 bielkoviny.

Srihrrr

Studovala sa antimikr6bna 'aktivita a sp6sob irdinku heterocyklicklfch
N-alkylarninoxidov. Zistilo sa, Ze 4-dodecylmorfolin-N-oxid inhiboval dife-
renci6ciu ako aj rast rozlidnych druhov bakt6rii, vlS,knit;fch hrib a kvasinky
S. cereui,si,ae. Udinok 4-dodecylmorfolin--l[-oxidu na vegetativne bunk;r fosft-
t6rii a hrib bol let5,ln1'. Bunky kvasiniek S. cereu'isi,ae po interakcii s 4-dodecyl-
morfolin--1y'-oxidom strat'ili intraceluld,rny K+ a neboli schopn6 skvasovat ani
oxidovat gluk6zu. fzolovan6 mitochondrie v pritomnosti 4-dodecylmorfolin-
-N-oxidu neoxidovali jantaran, citrrit, TMPD f askorbdr,t a ich ATP6zov6r,
aktivita bola silne inhibovan6,. Protoplasty kvasiniek v osmot'icky stabilizo-
va.nych m6di6ch za prit'omnosti rast' inhibujircich koncent'r6,cii 4-dodecyl-
morfolin-.0y'-oxidu lyzovali. Rychlost lfzy protoplastov zd,visela od teploty
a koncentr6cie pridan6ho 4-dodecylmorfolin--l[-oxidu.

Y.lrazn:6 antimikr6bnu aktivitu vykazovali aj derivS,ty aminoxidov Struk-
tfrron podobn6 4-d.odecylmorfolin--0y'-oxidu. V homoldgnej s6rii  -alkylmorfo-
lin-1[-oxidov, obsahujricich alkylovy postrannf retazec o rozlidnej dlZke,
antimikr6bna _ a cytolytickd aktivita vzrastala s rastricou dlZkou alkylu.
K;im zmena dlZky alkylu vj-razne vplyvala na biologickfr aktivitu Studovan}?ch
aminoxidov, zmer-.a, Stmktriry heterocvklick6ho kruhu sa uZ tak v'fuazne
neprejavovala. V s6rii arninoxidov obsahujfcich rovnak5i alkyl (Crr), anti-
mikr6bna a cvtolytickd, aktivita mierne vzrastali v poradi: 4-dodecylmorfolin-
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;:,-,16 z6visia
,- ir,lvvi.ujri-

:-::-,-,ridmi sa
.i. Je dobre

'; ,,ltr sirvisia.
iz,-,loran}imi
,-;trt r-iacer6
:-€i-o retazca

; l - logickSimi
i::.ho alkylu
.. .'rrolytickri
r.,-'le skupiny,
l::ri trlitivitu
:r,-'li molekril
;:'1,:j organi-

z,- ql'iiiiiujric
: ziivisiet, od
-nplyvat aj

,- i-r-ch proto-
r::t'o na, akti-
- z:r(,) r'yhidit

::i1 niektor6

':,-'cr-klick5icht jb,.rr.al dife-
:, r-. kvasinky

' i,11k;t fall-
: . -l-dodecyl-
ili\-tlsorrat ani
[=,.r-]morfolin-
:; '^{TPd,zov6,

,:--.- stabilizo-
:" -l-dodecyl-
., r-,cl teploty

,- riclor. Struk-
+-,-,lk;-lmorfo-
z-i'. nej dlZke,
!ii'-,u alkylu.
i i:udovan5ich
:ak v5rrazne
- ,(_'rr), anti-

i=,: r-lmorfolin-

--l[-oxid, I -dodecylpyrimidin-.1[-oxid,
perhyd"ro azepin --lI-oxid.

1-dodecylpiperidin--l[-oxid, l-dodecyl-

membr6nov;ich Struktrir
primS,rne zodpovedn6 za

Ziskand vfsledky indikujri, Le dezorganiz{,cia
mikroorganizmov po ich interakcii s aminoxidmi je
ich antimikr6bnu aktivitu.
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-go;lerirr.truoptlro"-urn-H-orirrce.roN{ rrorepl.-rr BHlr]lrrti.-rero.lnr,rii li+ rr ue 6r,rru cnoco6ur,r ulr
c6pannnars Err olilc"-rrrrr, rJroTioil\'. Ilao.'rrrporannbre ilrlro\orr;(prrir B upncyrcrnun 4-
-;1o;1er1u:urropt[o"rrru-H-orlrceJa Hc orilr(;Ttr.ll r'\-rirllHar, rllrpar, TMPD+ acnop6ar u lrx
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arirllBrrocrr,.\'fP 6r,1.rrr (l.rbuo lnr-u6uyrortr.rra. llporol.earrr,r jlpolr{ifieii s oclrorlqecnu
oril6l.Ir3oBirHr{rn\ lrpo,lir-\ D npItcl,TcrBrIu iiorr(crrr]raqlrii 1r-;1o;1cqrr.-1rrop([jo;tItH-orillce.ira,
rrrrlrr6rrllytorrllrr pocr, .ur:'rrpoBil.ut. Criolror"rr,.ln:|r,I npor_orr.racroB 3aBrrre;ra or rcrtrroparypbr
ri tiollrl0rrTpiu(1111 ;(o6irB, rcrrrror'o IJ-;(oJerirr. rrtolrrfo,urn-II-oriu('0.'ra.

iJuit,rrrro.:rr,rrylo ilrrr-r1trrrripo6ttvt,t rtrittrnrtocrr, o6ltill)\.EurBa.;ur ritriific ilpoIIBBolIHr,lo ol{ltce-
.rroB irtr{ll11oB 0Tpyrir},1)fio ro-\oi+il1,\ sa 1r-.(l;(trrirr. nr0lrr!o.rrl]r-lI-o tiil(1cit. B rollo.'rot tr.tccrioii
ccpIlll 4-ir.rrJr.rMopr[o.rrru-II-orilt( ('.-t()ts, (o;lr-'l)?ItirIu]l:i it.IHll. louvlo 6orionl'to t1eut, purr:lrr.rnoii
lI.rxIIt,t, illlTrr-\ilnipouIIilil il IlilT0;rllTtIrre(Tiilrr iuiTl!DHO(TL B0:ll)arTil.'Ia c Bo3J)a(TatollIcll Ailrr-
lloii it.ttir.ril. IIorta rr;lrtorrt)liro;(;lrlLr il.rrirr.ril:]rrirrrrrrcJr,tlo B.rr.lltrJo na 6rro"rottr.tccnvro
illiTlllllIO("t'l' ll:]\-tlile'I1'l\- Otitlce loB itllllllt)B, ll:l-\lt!ll0IIIlC OTpl-liT\-l)l,t I CTepOIUIli"-ltl(iC(liol O IiO,'I6-
qil )'inr) Trui Br,lltrlarlro.r,Ho 1I0 nl)on.B,rrr.-r{)( 1,. li teitrrrr olirr(o.'roB arrrl{oB, uo;lclxaurrr
ol.rirrirrionr,ril lrrirr.'i((ir,)ttrn'rilrnifo6Hirrr n rlrfo.'nrrlrte(Iiill lrirlrBuo(Tr, c,'rer'Iia lro3l)n('Talrr

1-;qo.r.crlir.rrrrrrrcprr;1uu-II-orirlo(.r, l-;(o;it:rIrt.luci)r'Jr;tl)oit:tctrtru-II-orirrcc;r.-
llo.rt',rtrttttr,ro PL!3\-.r,Tit'tr,r rr()riilBr,rIliuor, rl'r'o;to;iolllilrlr3iit(rl lrctrOpituul,rx crl)l-lirlrp

rf]Ilil)0ol)r'iuIil:]tlo8 Ito(.j0 B !iilr\l{}.lcii{ TBlr}t r' rrlilt(0,tit.uri ir\ItiuoIr ticllutIrIIIo oTBoT(Tll('Il]'la 3tl
Il\ illl'tJl\IllIil)oulIII() itliTlIIllIo( T,'.

Srrlrih, 'i. ---lf rrliricsovti, (..1.

Efftrct o1' ltr:tt'r'o<:-,-clil N-ir,lil-l :iurilt, ()xi(l.s on t'he gl'owth and ttrrrtirbolism
of uiicllrLitil cc,ll';

Srutrtuiti'v

'I'lt: ir,ri.t i:nicrolriirl trctivitv irnti motlc of trrtioir of hrt<.r'otrvclic I--alhr'l arrrirrc cxiclcs
]rils l,lcur st tLrlictl. Il r',',rs [irrLrrrI tiri.1; {-rtorlccy]nrolir}roliirc-N-oxirlc irr}iilriti'rl lhc clit'-
f.'rcrti:irrt,iorL rirrrI gron'{,lr of'tlilti'r't'rLt strt'cir';r ol lrir':tclirt, Tilitrlttitotts lirngi lntL of thc
-vcitst S. ('o|tl',-is iit (r.

i,'oi, \'r'g,'i:lt i.,r.. ccil-s, 1ip cffi.ci :rf .l-riorilcr'1r11, ,r'p]ruli:x'-ii-oritlc' s-as lclhai. ('clls o1' S.
ccr.t-r-isi.rr',:rllti itrtc'r'iri.ti,rtr rvitlr f-,Lrrilt'r,lrrrrrr'lrlroiirrc-N-o:iitit', r'tlcer-"eci irrtt,tct,llttiru li+
zurtl tl'rt urr,!l)io tc orirIi;2,' r)r' i,'r'ili,'i]i glitt',,sr'. 11'lr is,ri,rtr'tl rnitc'thotrdliir iIr llrt' l)r'o,q( ]Iae
of'-1-r[o,[,',:'r,lrtrcr'PitoJirr'-\-o.iirli' i,\',,rr) rr.!t ;,i;j1. {o o::irliz.c :;ttr'ciirttlr', cilralc, 1'}l Pl) lrlns
ilscor'l),tt{' rrnii ihi ir' -\'l'i','-,' '11'tivit.\- \\';is ir r'orr:{iv iiiiiilril r', l. -i-lloilclr.r'lnot'Phoiittcr-N-
-oxir1r, rrt .1torr,'iir itilLii,ii ir.: r:orLt'i'rrtlrllilrLs irrirrr'rI r':rlrirL lvr;is ol osrnotictrlll. sitrl,i)izecl
vcirst prolollLr.sts, rriilr i:rc lir,r. cf Ii-si.r t lirncrtilrr rl tr-'lrrpclalrtrc itncl ol rtriiirrc oxitle
t'orrc'r'rrt lilt ior r.

l)r'r'ir,rrtivls of irrrri,Lr' 'r'iirl. - si rii,.'i,ii'illit :.ilrriliit' tar -l-(i()(l('('\'irnoli,ltolirrr -N-rt..:irlt: also
c':rlri!,ilr't! ,.i,3rrifrcriirt. ,:r1li,1i1'"r1i;if i ii,-liyitr'. .\irtiirticloJ;iitl ij1(l (\ir-rlr'1ir' i\'1i..i1\' ilr
llorrritlorlorr" <,'rii.:i .)i -l-rLiii..-l.ri,,r,ri-.oiirr,.-\-,'riri,.i s'al-* irrctr.ttcitrg u ilii ilrt' i llrir, iclgtlt
ot tlr,, siLLi' rril<r'1. \\'rLi!,' i tr , iri,'1,,:lir',ii ir1 i i\ ;lv ol sillrlii'(l itil)il!(' 0\;(ios Nrrs sir:rrifii ir;rtlt'
t1t'lri.rirli'iLl o:i 11r,,lcr,.tlr . i.,',,rili'rl. llrl tlruLrl.'itL tlrr'.,ir,l('illl('oi lil'1ilr,t1i'1" 61v'11'

Irritrli'r'irl,.lr. iriiirri',ri'i,iL il. i r, ':l'oi r,rli l i\\';,1('s a()!,t,,iriirr:'llrt'sirtlc irlllll (('r") ririii-

-N-o::iiir', l-rirrl',.'r'lrr.,'.. rli ii,.''-\-rt.:i(11'. i .(j,,(1,'('\-l;ril,,'i:,1i,;r'-1,-or;tlt', l-rlorit't 1 l;;t'ilt-.'cl-
loitrr"' ril rt'-.{-O. :i ii'.

'i'ii'' r',,slrl1.-, j'.,ir, l r' .rr ii,'li.:.r:..r:,1!;r.riir,' ,;l 1lr1' ,11'.;11lrrii,'-(.s1l'll('tur'('iri:( r' irt,'ritr'tiorr
oi i;Ii, r'rioilt'tirttts ',,.'r1:r il,' t"r.-trii iiltir," ,,,i,1,',, ..i,,,. 1;:'iit',lrilf i'c5l.c)ti:ilrli ll'r' iirt'il
ir",l irrrilt oiii.il ir('L:\'ii r'.

lliii,t, !,1't-l l\ \\-I It12-1971,
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