O mechanizme uG¢innosti konzervaénych agensov
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Konzervaéné ¢inidla su spravidla uc¢inné tym spoésobom, ze zasahuju do Zivotne
dolezitych procesov mikroorganizmov, ktoré si nimi inhibované, podobne ako
aktivita bezbunkovych rozkladnych enzymov. Zasah do esencidlneho metaboliz-
mu bunky smeruje predovietkym do syntézy nukleovych kyselin a bielkovin
(1). Pritom nastavaju reakcie, ktoré mozno trojstupnove diferencovat na:

1. u¢inok navonok (anglicky: effect);

2. spbsob ucéinku (mode of action);

3. mechanizmus Uéinnosti (mechanism of action).

Kym uc¢inock navonok je u viaésiny konzervacénych ¢&inidiel, najmi u beine
pcuzivanych, velmi dobre znamy, a to aj z hladiska podstatnych rozdielov vo
vztahu k réznym druhom rozkladnych organizmov alebo aj enzymov, je spdsob
ucinku, a nad to mechanizmus u¢innosti, prebadany len u maloktorych konzer-
vacnych latok. To plati éiastotne aj na konvencné a povolené konzervacné
¢inidla a tym viac na nové prostriedky (2).

Mnchostranna stthra a tesné, vzdjomne spité vztahy v latkovej vymene ne-
porusenej bunky viedli k tomu, aby sa mechanizmus u¢innosti biologicky aktiv-
nej latky pokial moZno §tudoval v bezbunkovom systéme. Varidcie v skiadbe
systému, ktoré podmienuju priebeh istej reakcie. predstavuju pritom zaklad,
z ktorého vychadza metodika sledovania. To plati menovite o kvantitativaych
a kvalitativhych zmenach v metabolizme bielkovin, prip. aj nukleovych kyselin.
Vzhladom na to, Ze ,in vitro“-systémy funguju spravidla len kratky ¢&as a
nasledkom rozrugenia prirodzenej bunkovej skladby maju sklon k tvorbe arte-
faktov, ktoré stazuju spravnu interpretdciu ucinku na zaklade vonkajgieho
prejavu (t. j. efektu), sa v mnohych pripadoch uplatnuju aj skusky konzervag-
nych agensov za pouzitia neporusenych buniek.

Na ozrejmenie a zdévodnenie vhodnosti pracovnych postupov, ktoré sa zvolia
pre experimentdlne sledovanie uéinnosti konzervacénych latok treba nazriet do
schémy biosyntézy bielkovin v bunke, ktori tu uvedieme vo velmi zjednodu-
g¢enej forme:

Aby sa aminokyseliny nachadzajuce sa v bunke vo volnej forme mohli po-
uzit ako stavebné kamene k syntéze bielkovin, musia sa predovsetkym dostat
na energeticku hladinu, ktord im umoZiiuje vzdjomne sa spajat peptidickymi
vazbami. Tato tzv. aktivacia aminokyselin, ktord sa vyznacuje vznikom zluce-
niny charakteru anhydridu z kyslého zbytku aminokyseliny a zvysku kyseliny
adenylovej ATP, plati ako prvy krok biosyntézy bielkovin.
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enzym
{1) aminokyselina + ATP — (aminokyselina — AMP) + PF
ATP = adenozintrifosfat
AMP = adenozinmonofosfat

PF = pyrofosfat

Takto vznikld aminoacyl-adenylatova zliiéenina je energeticky velmi bohata
a néasledkom toho reaguje v dalsom s rozpustnou formou RNA, ktora je pri-
blizne identicka s transferovou RNA (t-RNA), na ktoru pripada 10 az 15°)
celkového obsahu RNA v bunke, ako sme to uz podrobnejsie uviedli v pred-
chadzajucej studii o metabolizme RNA v bunke (3). Kazdd z 20 proteinogen-
nych aminokyselin mikrébnej bunky (4) sa pomocou osobitného enzymu pre-
naga na $pecificku t-RNA. Prenos amincacylového zvysku sa deje esterifikaciou
s 2° — a 3° — OH skupinami ribézy jednej z adenylovych kyselin, nachadza-
juce] sa na reaktivnom konci molekuly t-RNA:

enzym
(2) (aminokyselina—AMP) + (t-RNA)——— —{aminokyselina—t-RNA) + AMP

t-RNA, ako to zodpoveda jej oznaceniu, transportuje v tzv. transferovej re-
akcii viazané aminokyseliny na ribozémy, ktoré su, ako je zname, dastice zlo-
zené z bielkoviny a RNA. Tieto ribozémy su vo funkénom stave viazané na
membranové $truktury, alebo sa vyskytuju vo forme polymérov ako tzv. poly-
ribozédmy :

(3) (aminckyselina—t-RNA,) + (aminokyselina—t-RNA)) + .... = poly-
enzym GTP
ribozom ——4m—m ——
(aminckyselina—t-RNA,—aminokyselina—t-RNA — .. .. —polyribozém)

GTP = guanozintrifosfat
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Schematické znazornenie lokalizdcie zasahov protimikrébnych prostriedkov do me-
tabolizmu nukleovych kyselin a bielkovin. Plné Sipky ukazuju fakultativne miesta
protimikrobialneho zasahu.
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Jednetlivé ribozémy, ako suciastky polyribozému, su medzi sebou spojené
calécu fermou RNA. ktora sa oznacuje messenger alebo informadéna RNA
-RNA). Pravdepodobne maju ribozémy délezitu funkciu stabilizovat nestalu
~RNA. Tieto jednotlivé ribozémy. cznacované na zdklade sedimentaéného gra-
dientu ako 70 S ribozomy, ktoré sa skladaju z jednej 50 S a z jednej 30 S
_.djednctky. sa podla sucasnej predstavy o mechanizme syntézy bielkovin
prendfaju pozdiz retazea i-RNA. Sudasne dochadza k peptidickej vizbe medzi
piriklizenymi aminckyselinami, po ¢em kazdy z jednotlivych ribozémov dostava
rastucu polypeptidickt refaz. Uvelnené t-RNA molekuly mézu opét priberat
aktivované aminokyseliny:

(4)  (aminckyselina—t-RNA —aminckyselina—t-RNA, .. .. —polyribozom) —
(aminckyselina,—aminockyselina,— .. .. polyribozom) + t-RNA, +
{-RNA, + .. ..

Informacnd RNA sa oznacCuje nielen podla anglického messenger, t. 3. posli-
tek RNA. ale aj ako matricova RNA, a to toho ddvodu ,ze sa zucastiiuje na
komplementarnej replikacii DNA v chromozéomoch. Uskutothuje to tym, Ze
poendda geneticku informéaciu alebo posclstvo DNA vo forme sekvencie baz.
¢im nakoniec urcuje geneticky spravny sled aminokyselin v novosyntetizujtce]
sa bielkcvine. Je zndme, Ze spravidla 3 nukleotidy i-RNA koduja istd amino-
kyselinu. Messengercvy povrazec sa teda sklada z nepretrzitého sledu triple-
lovyeh kodov, ktorych bazy uréuju sekvenciu aminokyselin polypeptidov. Na
realizéciu prepisu infeimacie z i-RNA na protein su ako medzi¢lanky zapojené
Zastice t-RNA nalozené aminokyselinami. Tieto t-RNA <¢astice maju pravde-
pedokne triplet nukleotidov. ktory ma charakter antikédu vo vzfahu k i-RNA.
Kédy a antikédy su pritom prechodne spiité vodikovymi mostikmi. Pocas uspo-
rindania kédov vstupuje zbytok aminokyseliny. nachadzajuci sa na terminal-
nem kenei t-RNA, v peptidicku vidzbu s dalsim zbylkom aminokyseliny. Na
peplidickej vizbe su pravdepodobne zapojené len 50 S podjednotky ribozémov,
ktoré sa tu pripdjaju pomocou t-RNA — aminvcacyl — komplexov. Naproti
temu i-RNA sa podla toho nadvizuje na 30 S podjednotky.

Vvivorené polypeplidy, resp. bielkeviny sa nakoniec odlu¢uju od ribozémov
o prechadzaju do bezstrukturovej oblasti bunky. Tento reakény proces nie je
sice doposial jednoznacne objasneny, zndzornuje sa vdak nasledovne:

(3) (aminokyselina, — aminokyselina, — .... — polyribozém) —
(aminockyselina, — aminokyselina, — ....) + polyribozém

Z uvedenej schémy, zndzornujucej predstavu. klord vo velmi zjednodusene]
forme zodpcoveda tzv. adaptorovej tec¢rii, vyplyva. ze Struktury, na ktorych sa
tvoria bielkoviny, mencvite ribezomy, polyribozom< a i-RNA predstavuju naj-
sranitelnejéie miesta mikrobidlnej bunky, na ktocé za zameriava uéinok inhis
bicnych, resp. konzervaénych éinidiel (5). Pritom {reba vidy rozlisoval medzi
primarnym mechanizmem, 1. j. chemicky definovatelnou reakciou protimikrob-
nej latky s chemicky defincvanym receptorem bunky a roéznymi formami se-
kundarnej reakcie, ktoré sa zvicia obiazne diferencuju.

Po otazke chladne miesta nasleduje otdzka o spd:obe. akym prebieha reakeia
aa kblekevanie syntézy nuklecvych kyselin a bielkoviny. ¢iZze Zivotnych proce-
sov. Odpeved vo svetle suéasnych poznatkov uvéadza, ze protimikrébne latky,
viitane konzervaénych ¢inidiel, sa rozdeluju do nasledujucich troch skupin, me-
dzi ktorymi viak niet celkom vyhranenych hranic (6):
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1. kompetitivne inhibitory definovanych enzymatickych reakcii. t. j. anti-
metabolity:

2. protimikrobne latky. ktorych ué¢innost je zaloZena na schopnosti tvorby
vodikovych mostikov (popr. kovalencii) na uréitych makromolekulach. alebo
na tzv. cross-linking reakcidch medzi makromolekulou a inhibitorom;

3. ¢inidla, ktoré prilnu k istym esencidlnym makromolekuldm pod vplyvom
svojich &pecidlnych povrchovych vlastnosti alebo elektrického ndboja. Tieto
latky ucinkuju mechanizmom akejsi vytesnovacej reakcie s bunkovymi kompo-
nentami, s ktorymi konkuruju na reakénom mieste makromolekuly.

Prva skupina je najmenej problematicka. Sposob uc¢inku latok, zaradenych
do tejto skupiny, je pomerne najlepdie osvetleny. Mechanizmus uéinnostl sa
vhodne porovnava k vztahu . kIuca k zamku®, ktory sa prejavuje na bielko-
vinovej komponenile enzymu tym spdésobom, ze pri enzymatickej reakeii vistu-
puju inhibitory ako antagonisti na miesto prirodzenc¢ho substratu. Predpokla-
Jom pre takyto mechanizmus ucéinnosti je §pecifickd Struktira povrichového
profilu enzymovej bielkoviny. ktora je rovnako spdsobild na naviazanie sub-
stratu ako aj anlimetabolitu. Uéinné protimikrobidlne latky tohoto typu inter-
feruju spravidla s latkovou vymenou nukleovych kyselin alebo bielkovin, Ako
priklad takéhoto mechanizmu nech je uvedeny antimetabolit D-alaninu, ktory
zasahuje do syntézy baktériovej bunkovej blany, ¢im zabranuje tvorbe uridin-
difesfatovych peptidov kyseliny muraminovej, z ktorej sa skladaju podstaine
zlozky mukopeptidov baktériovych membran. Poznamenéva sa, ze kompetitivna
inhibicia platila este donedavna ako jediné vysvetlenie uéinnosti protimikrob-
nych latok (7).

Spoésob udinnosti latok druhej skupiny sa tyka najmi tvorby vodikovych
mostikov, pomocou ktorych DNA vstupuje do komplexnych zldc¢enin. V inych
pripadoch sa ukazuje, Ze prevlddaju cross-linking reakcie. Sem patria tiez
precipitacné reakcie, ktoré vsak mozu prebichaf nielen medzi antimikrobidlnou
latkou a nukleovymi kyselinami. ale aj s inymi polyanidénmi (8).

K ftretej skupine patria skoro vsetky ostatné protimikrobidlne latky, pricom
{reba zdoraznif, ze inhibitory, zasahujuce do latkovej vymeny bielkovin. maja
— pokial sa 1o dd na zdklade dnesného stavu poznatkov uréit — svoje miesto
posobenia na ribozéme (9). Predpokladom pre 1o je, Ze molekula inhibitora ma
konfiguraciu podobnu strukture pyrimidinnukleozidov. ¢im sa jej dostava anti-
melabclického charakteru v oblasti messengerovej funkcie na ribozéme. Inter-
ferencia s katidénmi bunkového obsahu nie je doposial prehladnym spdsobom
ozrejmena. Vedla zasahov do syntézy bunkovej blany svedéia vysledky nie-
ktorych auterov aj na zastavenie redukcie nitratov, aktivity sukcinodehydro-
vendzy, ATP-dazy a prenosu aminokyselin pri proteobiosyntéze. Pritom je za-
ujimavé, ze st to vietko reakcie, ktoré prebiehaju za ucasti Mg®*. Na doplnenie
lreba uviest, ze o niektorych inhibitoroch sa dokdzala ich uéinnost na oxidativ-
nu fosforylaciu, na metabolizmus ATP, na elektréonovy transport, na metaboliz-
mus zeleza a na syntézu heminu (10). Napriek roéznorodosti mechanizmu U&in-
nosti jednotlivyeh antimikrobialnych latok, maju tieto spoloéného menovatela
v tom, ze v koneénom vysledku vyvolavaju zastavenie latkovej vymeny alebo
usmrtenie bunky. Rozhodujucim c¢initelom je pritom koncentracia inhibitora
na mieste reakcie, ¢ize problém prijimania alebo prenikania inhibi¢nej latky
bunkou. S tym suvisi aj otdzka vzniku Specifickej rezistencie, ktora méze roz-
hodujicim spdscbom znizi{ alebo aj podviazat ucinok protimikrébnej latky.
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O MexanusMe ieliCTBHS KOHCCPBUPVIOUUX CPeicTh

Brrroas

ITpn mecaeAoBaHm AeHCTBUH OPOTHMHEPOSNAALTLIN BOLIECTB Bueodme 11 CPeaoTR Adn
KOHCEPBIPOBAHIA CHEIIMRIBHO, NV/RHO PANIHUATE IelCTsIe Dapyiay, cuocod eitersus
0 MEXaNIsM Jefteriird. NapakTepeTikg HTIX MOMAT U 0CUURAYA T4 OTHOMICHTHI I 1po-
eccayM upOTeoCHuTe3a, M UX UNIHONPIPOBAIGT. B eymoctin it ufepupyIipie ¢pet Tha
MOFKHO IO ZeflCTBII0 pasfeqITh Na: KOMIETATHRITEE, KOKAICITHBIC WU WHTCDDEePeHIIOHULIE
Tlorepa geficTBHA MUTHOUPHAPYOUWX CPEACTR HACTYLACT, KAK IPABILIO, BCIELCTBUE BO3-
HIKHOBRIUIIS CHEMIHIENeCROT Pe3NCTOUTHOCTI, KOTOPAST BBI3BALA CAMBIN MIICUGIHID YO
CPEICTBOM I ACTCPMUHOBAHA LA OCIOBAINI ICIIETIICCHITX cBoiieTn.

BHAHUA 0 MeXaHHMe JCIHCTBIE HHIUGUPUPVIOUINX CPCACTS HMMeT CBOIL HpakTIuCCRle
BHAYEHMS TOMKE B IMII(CBOH TPOMBIIICHIOCTII, TOTOMY UTO TOBBOMTOY PAIMOHATLHOS Tl
MCHEHME KOHCEPBUPYIOMINX CPOICTR, T. o, 11X o l0ap 11 L0357 ¢ YUeTuM HA UPOIVRT il CIlocuh
TIPUMRILCITILA.

Mechanism of the Preserving Reagents Effect

Summarty

In the studies of the effect of the antimicrobial substances in general, of ihe
preservalives especially, it is to differentiate the external effecl, the mode of lhe
action and the mechanism of the action. The characteristic of these conceptions is
cased on the relation to the protecsynthesis processes, their inhibition respectivew
Sutstantially the inhibitors arc differentiated az acling competitively, covalenlly
and interferentily. The loss of the inhibitors effect occurs as a rule owing to the
rise of specific resistance induced by the impulse of the inhibitor itself or determined
Ly the genelic properties.

The knowledge of the inhibitors mechanism is important also for food industry’s
praciice since it enables the raiional application of the preservatives. i. e, thelr choice
and dosing in regard to the kind of the product and the way of the consumption.
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