Pokroky vo vyskume novych bioeidnych litok a regulaénych
mechanizmov mikrobdlnych buniek

J. SUBIK

Zvysovanie sebestatnosti vo vyrobe potravin ako jedna z nosnych tiloh rozvoja
polnohospoddrsko-potravindrskeho komplexu vytycéend poslednym zjazdom
nafej strany, tzko sivisi so zvySenou vyrobou potravindrskeho priemyslu.
V tejto stvislosti, v intencidch zdverov neddvnych plén UV KSC, zvysent
pozornost treba venovat kvalite vSetkej prace, nevynimajic kvalitu a trvan-
livost potravindrskych vyrobkov. Vyznamnymi faktormi ovplyviiujicimi
hygienickii nezdvadnost a kvalitu pozivatin st hygienické podmienky vyroby.

S ciefom zvysit tdroveni hygieny a saniticie v potravindrskom priemysle
riesila sa na Vyskumnom tstave potravindrskom v Bratislave v r. 1976-—1980
Ciastkové tloha Stétneho planu technického rozvoja P 11-529-264-02 , Vyskum
reguldcie rastu a metabolickej aktivity mikroorganizmov, znehodnocujiicich
potravindrske suroviny a vyrobky‘. Stihrn vysledkov jej prvej vecnej etapy
,,Vyskum biochemického tic¢inku antimikrébnych ldtok™, riefenej v rokoch
1976—1977, sme uverejnili v Bulletine VUP pred dvoma rokmi (1). Tento
prispevok je venovany prehladu vysledkov rieSenia druhej vecnej etapy
,, Vyskum reguldcie rastu mikrobidlnych buniek a spdsoby aplikdcie ochrannych
latok™, ktoréd v plnom zneni uvddza priebeznd sprava z roku 1979 (2) a zdvered-
nd sprdva z roku 1980 (3). ‘

RieSenia predmetne] Ciastkovej tlohy priebezne vytstili do dvoch realizac-
nych vystupov. Koncom roku 1978 odovzdal sa plénovany nehmotny realizas-
ny vystup ,,Podklady pre zavedenie novych postupov inaktivicie mikro-
organizmov, najmé v mliekdrenskom a masovom priemysle, za Gfelom zvyse-
nia hygieny*‘, ku ktorému zaujali kladné stanovisks tak VHJ mliekdrenského
a masového priemyslu, ako aj vyrobny podnik Slovakofarma n. p. Hlohovee,
zaradujtcl navrhnuté biocidne litky do perspektivneho pldnu vyroby dezin-
fekényeh prostriedkov (4). Koncom roku 1979 odovzdal sa aj druhy nadplino-
vany, realizatny vystup ,,Spdsob inhibicie rastu kvasiniek a plesni na povrchu
surovin trvanlivych méasovych vyrobkov® (5), ktory sa tyka antifungdlnej
ochrany masovyeh vyrobkov v priebehu technologického procesu, a ktory
sa v sacasnosti overuje na Vyvojovom pracovisku mésového priemyslu
v Radi.

Viaceré vysledky rieSenia druhej vecnej etapy Giastkovej tlohy, ako aj
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predmetnych realizacnych vystupov boli uz v detailoch uverejnené v periodic-
kej literatdre (6—13), resp. sa pripravuji na publikovanie v prislusnych vedec-
kych a odbornych ¢asopisoch. Preto obmedzenim sa v tomto prispeviku iba
na informativny sthrn ziskanych poznatkov, ktoré mozno po formdlnej stran-
ke rozdelit do piatich vecnych celkov.

1. Aminoxidy — ako nové biolegicky alktivne latky priemyselného vyznamu

V savislosti s ndvrhom na priemyselné vyuzitie aminoxidov, ako novej
skupiny biologicky aktivnych litok v dezinfekénej praxi, podal sa prehlad
Struktary, chemickej pripravy, fyzikdlnych, chemickych a bloloumkych vlast-
nosti chemlckych zliCenin obsahujicich N—O Vizbu. Amioxidy st pripra-
viteIné alkyliciou hydroxylaminu alebo oxiddciou tercidrnych aminov. Ich
fyzikdlne a chemické viastnosti st determinované pritomnostou silne polarizo-
vanej vizby medzi dustkom a kyslikom. Medzi amfinoxidmi mozno néjst
zliCeniny s réznymi antimikrébnymi, bioche mjckylm a farmakologickymi
vilastnostami. V poslednom Case priemyselne vyznamnymi sa stali antimikréb-
ne cinné a povrchovo aktivne N- levlam"nm:idv Diskutuje sa ich antimik-
rébna aktivita, jej zdvislost na Struktirve zliceniny, dalej spdésob wucinku,
toxicita, biodegrabilita a povrehovd alktivita.

V nadvéznosti na vyskum sposobu ’inku a korveldciu Struktiry s biologic-
kou aktivitou aminoxidov prestudovali sa i biochemické aspek by oy bOl\'lekGJ
aktivity celej série uvedenych N-alkylaminoxidov. Zistilo sa, Ze Studované
antimikrébne aktivne aminoxidy majd virazni hemolytickt aktivitu. Rych-
lost a rozsah hemoh’rzy Studované s 4-alkylmorfolin-N-oxidmi obsahujicimi
rozne dlhy uhlikovy retazee, sa zvySoval s rasticou koneentracion aminoxidu,
teplotou a dizkou homolégneho alkylu. Maximum hemolytickej aktivity sa
pozorovalo u ammoxidov s postrannym alkylovym retazcom obsahujtcim 16
atémov uhika. Pri rovnakom rﬂk\,']e (C,,) hemolyticks aktivita klesala v pora-

di heterocyklov: perhydroazepin, piperidin, pyrolidin a morfolin. Tieto vysled-
ky potvedili nédzor, p')(” ktorého aminoxidmi indukovans "t czorganizicia
me mbw’z ovych »tu!l\ buniek je bezprostrednou pricinou ich a ;bnm‘,:.,obllej
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Genin N N- dimetyl-1-metyldodecylaminoxid ako nové biologicky aktivna
latka, ktord sa navrhla k priprave novych, vysoko Géinnych sanita¢nych pro-
striedkov, pouzitelnych i v ndrotnych podmienkach potravinidrskeho prie-
my lu
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je biela, krystalicka, hygroskopickd zlic¢enina s teplotou topenia 91—93 °C,
o molekulovej hmotnosti 243,44, V pévodnom stave, aj v roztokoch (etanol,
voda) je zlti¢enina stabilnd. Je vyborne rozpustna vo vode i v poldrnych orga-
nickych rozptstedlach. Je kompatibilnd s tenzidmi. M4 povrchovo aktivne
vlastnosti a chovd sa ako detergent neiénového typu. Kritickd miceldrna
koncentracia je 2 mM (0,048 9;). Povrchové napitie 0,1 9, vodného roztoku
je 0,035 N/m.

N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxid mozno pripravit z odpovedajiceho
tercidrneho aminu oxiddciou peroxidom vodika. Vychodiskovy N, N-dimetyl-
-2-aminotridekan sa dd pripravit reduktivnou alkyldciou 2-aminotridekanu,
pripadne sa moéze pripravit priamo reduktivnou amindciou z metylundecylke-
ténu a dimetylaminu.

N.N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxid inhibuje rast vegetativnych buniek
prokaryotickych i eukaryotickych mikroorganizmov. Je vysoko G¢inny proti
baktériam, kvasinkdm a vldknitym hubdm. CGrampozitivne baktérie st citli-
vejsie k G¢inku aminoxidu ako gramnegativne. Posobi i na sporulujiuce mikro-
-organizmy. Toxicita aminoxidu je nizka, LD, pri aplikdcii per os je 950 mg/kg.
V koncentrédeii 0,75 9, je eSte nedrdzdivy. Nie je mutagénny.

N,N-dimetyl-l-metyldodecylaminoxid inaktivoval bunky zmesnych kul-
tir mikroorganizmov odobranych z réznych prevadzok mésového i mliekdren-
ského priemyslu. Minimédlna biocidna konecentidcia aminoxidu je 0,02 ¢/100 ml.
Optimalne podmierky dezinfek(nej G¢innosti lezia v kyslej oblasti pH a pri
vyss'ch teplotich prostredia. Za optimalnych podmienok pri koncentracii
aminoxidu 0,02 g/100 ml a dobe podsobenia kratsej ako 5 minit, dosiahnuty
stupenl inaktivécie mikroorganizmov je vyssi ako 99,999 9, mftvych buniek
Vysoky stupen dezinfekénej ti¢innosti mozno dosiahnut aj v alkalickom prostre-
di, resp. pri nizdej teplote vhodnym zvySenim koncentrdcie aminoxidu, resp.
doby jeho pdsobenia.

N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxid je pouzitelny k priprave dezinfek-
énych prostriedkov, ako aj konzervactnych a solubilizatnych Cinidiel najma
v kozmetike. Dezinfekné litky na bdze aminoxidov st aplikovatelné v po-
travindrskom priemysle, v zdravotnfctve a vSade tam, kde sa udrzuje hy-
giena. V potravindrskom priemysle mozno dezinfekéné prostriedky pouzit
najmi v misovom, mliekdrenskom, hydindrskom, konzervdrenskom a fer-
mentatnom priemysle, rovnako ako v pivovaroch alebo vindrskych zdvo-
doch.

N, N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxid je vyuzitelny ako priemyselny biocid
vdaka kombindcii vysokej aktivity, nizkej toxicity a vhodnych fyzikélno-
chemickych vlastnost!: povrchovd ektivita, solubiliza¢né vlastnosti, kompa-
tibilita s tenzidmi & dobrd rozpustnost vo vede. Zdaujem o jeho vyrobu prejavili
Slovakofarma, n. p., Hlohovee a Lachema, n. p., Brno.

2. Genetickd aktivita antimikrébnyeh latok a spdsoby jej detekeie

K inhibfeii neziaddceej aktivity alebo inaktivdcii mikroorganizmov sa s vy-
hodou pouzivaji vhodné antimikrébne prostriedky. Predpokladom ich pouZi-
telnosti je splnenie radu kritérii, z ktorych na poprednom mieste je celkova
zdravotnd nezdvadnost. Pri jej posudzoveni vzhladom na existujicu tzku
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koreldciu medzi karcinogenicitou a mutagenicitou, doporucuje sa sledovat aj
mutagénny vplyv tychto ldtok na organizmy.

Z tohto dovodu sa na pracovisku zaviedli metédy detekcie mutagénnej
aktivity chemickych zlifenin pouzitim prokaryotickych, ako aj eukaryotic-
kych mikrobidlnych systémov. Pomocou bakteridlneho testovacieho systému
sa Studovala mutagénna aktivita vybranych zlic¢enin aminoxidov a karbonyl-
kyanidfenylhydrazénov, ku ktorym sa pre porovnanie zaradili aj niektoré
antimikrébne litky, bezne pouzivané v potravinarskom priemysle, pripadne
ktorych pouzitie sa pripravuje. Z testovanej série antimikrébnych latok -sa
signifikantnd genetickd aktivita pozorovala vSak iba v pripade 3(5-nitro-2-
-furyl)-akrylatu.

Mutagénna aktivita 3(5-nitro-2-furyl)-akrylitu sa detailnejsie presktimala
na eukaryotickych kvasinkovych systémoch. Zistilo sa, Ze 3/5-nitro-2-furyl
akryldt v zavislosti na koncentracii, pH a case signifikantne indukoval génovii
konverziu, reverziu a rekombindciu. V porovnan{ s furylfuramidom (AF-2)
jeho aktivita bola relativne nizia. ZvySend indukeia respiratne deficitnych
mutantov sa nepozorovala. Tieto vysledky viedli k zdveru, podla ktorého gene-
tickd aktivita 3/5-nitro-2-furyl/akrylitu je nezluéitelnd s neddvno zamysla-
nym vyuzitim tejto latky v potravindrskom priemysle.

3. Uloha intramitochondrialneho adenozintrifosfatu v regulicii rastu
a metabelizmu mikrobalnyeh huniek

Stadium Struktiry a funkeie bunkovych organel eukaryotickych buniek,
mitochondrii odhalilo, Ze tieto membranne Struktary sa uréitym, i ked zatial
neobjasnenym spésobom podielaji na kontrole bunkového delenia. V mecha-
nizme tejto kontroly vyznamni wlohu zohrdva intramitochondridlne ATP.
Pri jeho deficiencii totiz i napriek dostatku glykolyticky tvoreného ATP sa
v rasticich eukaryotickych bunkdch mitochondridlne gény prestand normélne
replikovat a ich mitoticky rast sa po niekolkych generaciach zastavi.

S cielom objasnit @lohu mitochondridlneho ATP v reguldcii rastu a metaboliz-
mu mikrobidlnych buniek Studoval sa vplyv deficiencie intramitochondridlneho
ATP na stabilitu mitochondridlneho genomu §tandardného kmeria ako aj na
rast, prezitie, syntézu makromolekil & induktivnu syntézu anzymov u respi-
racne deficitného mutanta kvasiniek S. cerevisiae. Zistilo sa, ze v populdcii
rastticich buniek kvasiniek deficiencia v intramitochondridlnom ATP mé za
ndsledok modifikdciu az postupni stratu geneticky aktivnej mitochondridlne]
DNA, ¢o ndsledne vedie k hromadnej tvorbe cytoplazmatickych respiraéne de-
ficitnych mutantov obsahujicich rozne fragmenty mitochondridlneho genomu.

Zatial ¢o v komplexnom médiu bunky respiratne deficitného mutanta za
podmienok nedostatku intramitochondridlneho ATP rdstli maximdlne 3—+
generdcie a potom sa ich rast zastavil i napriek pritomnosti glukézy ako zdroja
uhlika a energie, v minimalnom médiu takéto bunky neboli schopné rést vobec.
1 v komplexnom médiu deficitné bunky rdstli vSak pomalsie a rychlost syntézy
ich makromolekil bola charakteristicky znizend. V minimélnom médiu i ke
rozmnozovanie bolo zastavené, deficitné bunky boli eSte schopné inkorporovat
zna¢né prekurzory do bielkovin a nukleovych kyselin, ¢o naznacuje, ze ich
metabolizmus pri zastavenom raste nemusi byt limitujici.
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Bunky respiracne deficitného mutanta vyrastené za deficiencie ATP v mito-
chondriach mali znizent fermenta¢ni schopnost, obsahovali len stopy cyto-
chrému ¢ a ATP-dzova aktivita ich mitochondrii bola redukovana. Populacia
tychto buniek, i ked v mensej miere bola schopnd induktivnej syntézy «-glu-
kozidazy a 1nkorp0ra016 zmadenych prekurzorov do bielkovin i nukleovych
kyselin. Napriek tomu, Ze sa takéto bunky nefarbili s metylénovou modrou,
ich schopnost vytvorit kolénie na komplexnom médiu bola podstatne znizena.
Uvedenym dosledkom, ktoré vyvolala deficiencia intramitochondridlneho ATP
v rasticich respiratne deficitnych bunkéch nebolo mozné zabranit ani prida-
nim niektorych prekurzorov hemu, bielkovin, lipidov, alebo nukleovych kyse-
lin do komplexného rastového média obsahujiceho bunky so zvySenou perme-
abilitou pre dezoxitymidinfosfat.

Ziskané vysledky vydustili v predstavu, podla ktorej v rastiicich eukaryotic-
kych bunkach deficiencia intramitochondridlneho ATP potrebného pre
zabudovanie resp. kovalentni modifikdciu cytoplazmaticky syntetizovanych
prekurzorov bielkovin, zabrani normdlnej biogenéze mitochondrii. V désledku
toho viaceré esencidlne produkty metabolickych drah lokalizovanych v tychto
organeldch sa stant pre deliace sa bunky limitujticimi.

4. Rezistencia mikroorganizmov k antimikrébnym latkam. Nové determinanty
rezistencie hib proti mucidinu a ich poloha na mitochondridlnom genome

V nadvéznosti na vyskum rezistencie mikroorganizmov proti antifungalnym
latkam zahdjenym v prvej vecnej etape rieSenia Ciastkovej tilohy sa pokraco-
valo v hladani novych genetickych miest, kontrolujicich rezistenciu eukaryo-
tickych mlklooroamzmov — kvasiniek proti mucidinu. Po mutagenéze buniek

rastom v plltomnostl i6nov dvojmocného manginu sa izolovalo 45 nezavisle

vzniknutych mutantnych konov 1ez15tentnyuh k mucidinu. Na zaklade vysled-
kov &tandardnych testov sa uréilo, Ze vSetky mutanty vznikli v dosledku
nezdvislych Specifickych mutacii v nntochondrlalne] DNK.

Testy alelizmu ukazali, Ze vietky mutanty mozno zaradit do troch rekombi-
nac¢ne odlisnych lokusov oznadenych muc 1, muc 2, muc 3. Mutdcie v novom
lokuse muc 3 boli korelovatelné so zmenami inhibi¢nych resp. vizbovych miest
na vnutornej mitochondrialnej membrane, podobne ako v pripade mutantov
prvych dvoch 16kusov. Z vysledkov pocetnych rekombinaénych $tadif vyply-
nulo, Ze mutacie podmietiujtce rezistenciu kvasiniek k mucidinu nevplyvaji na
procesy mitochondridlnej rekombindcie ani na jej zdvislost na mitochondridl-
nom lokuse w.

Rekombinacénou analyzou a detetnym mapovanim mucidin-rezistentnych
mutécii sa podarilo na mitochondridlnej DNK zostavit poradie jednotlivych
muta¢nych miest kontrolujicich rezistenciu kvasiniek k inhibitorom cyto-
chrému be, komplexu. Ich poradie vo vztahu k miestam kontrolujicim rezis-
tenciu k antifungalnemu antibiotiku oligomycinu resp. inému inhibitoru,
cytochrém be, komplexu- diuronu je nasledovné: — oli 2 — muc 1 — diu 1 —
— muc 3 — muc 2 — oli 1 —. Na zaklade tychto poznatkov, vzhladom na
vyskyt rezistencie k inhibitorom cytochrém be, komplexu bolo mozné tiseky
DNK, v ktorych sa podobné mutacie vyskytuji povazovat za Struktiune
sekvencie rozstiepeného mitochondridlneho génu, ktorého produktom je biel-
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kovina redox komponenty dychacieho retazca — cytochrému b. Takto sa na
modelovom systéme mikrobidlna bunka (kvasinka) — antifungdlna litka
(antibiotikum mucidin) podarilo objasnit niektoré molekuldrne-genetické
aspekty rezistencie htib k antimikrobidlnym Idtkam, ktoré umoznia v budtic-
nosti efektivnu aplikdciu podobnych biocidov v praxi bez rizika zvySenia
frekvencie neziadtcej rezistencie mikroorganizmov proti nim.

5. Antimikrébne latky v ochrane misovych vyrobkov pred neZiadidcou
¢innostou mikroorganizmov

Pri vyrobe surovych trvanlivych saldm typu Nitran dochddza vzhladom
na $pecifické technologické podmienky — surovy biologicky materldl, vysoka
relativna vihkost, dlhd doba zrenia a suSenia — k Castému vyskytu kontami-
nujicej mikrofléry, ktord mnegativne ovplyviiuje hygienickt nezdvadnost
i kvalitu tychto vyrobkov. 7 tyehto dévodov vvkonala, sa analyza pricin
a podmienok inhibicie rastu neziaddcej mikrobdlnej kontamindcie na povrchu
saldmy Nitran za prevadzkovych podmienok.

Zistilo sa, ze dominantnou mikroflérou povrechov salim popri plesniach st
najmé kvasinky. Zdrojom infelkcie st suroviny, ovzdusie vyrobnych priestorov,
a najma uz kontaminované¢ vyrobky skladované v priebehu ich zrenia a suSenia
v klimatizovanych priestoroch pri teplote a relativnej vlhkosti priaznivej pre
rast mikroorganizmov.

Za prevadzkovych podmienok sa presktimali i chemické spbdsoby ochrany
trvanlivych méasovych vyrobkov pred mikrobidlnou kontamindciou. Na zdkla-
de vysledkov laboratérnych a prevadzkovych experimentov vypracoval sa
ucinny sposob antifungilnej ochrany povrchu saldmy Nitran s vyuzitim
N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu resp. komeréne dostupného a v potra-
vindrstve pouzivaného sorbanu. Aplikdcia tychto antimikrébnych ldtok za
definovanych podmienok zarucila dokonalt ochranu vyrobkov pred rozmno-
zenim kontaminujicej mikrofléry bez negativneho vplyvu na ich senzorické
vlastnosti a celkovia kvalitu.

Sthrn

Préca podava prehlad vysledkov druhej vecnej etapy ¢iastkovej tlohy
P 11-529-264-02 rieSenej na Vyskumnom tstave potravinarskom v Bratislave
v rokoch 1978—1980.
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B padore npepnvasien 0030p pe3ysabTaTOB BTOPOH MIpejMETHOI dTambl I1apruainLHoil

sagadi H-11-529-264-02, rotopas Gbuia pemena B8 HayuHo-ucciaeoBaTesnckoM NucTnryTe
IUIHEeBOil ITPOMBIIITIEHHOCTH B T. Bparncaasa B 1978—80 rr.

The advances in research of biocidal substances and reguiatovy mechanisms
of microbial cells )

Summary
The work presents the results survey of the second real stage of partial theme

P 11-529-264-02 solved in the Food Research Institute, Bratislava during the years
1978—80.
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