Inhibicia rastu 2 metabolizmu mikroorganizmov
N, N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidom

J. SUBIK — G. TAKACSOVA

Neddvno sme studovali antimikrébnu aktivitu, spésob biochemického Géinku,
ako aj korelaciu biologickej aktivity s chemickou $trukttrou série laboratérne
pripravenych nasytenych heterocyklickych N-alkyl aminoxidov odvodenych
od pyrolidinu, piperidinu, perhydroazepinu a morfolinu [1—3]. V priebehu
tohto vyskumu pripravili na Farmaceutickej fakulte Univerzity Komenského
i N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxid [4]

CH,—CH—(CH,),,—CH,

Y
CH,—N-— CH,

¥
O

zltCeninu predstavujicu Struktirnu obmenu antimikrébne aktivneho 2-
-aminotridekanu [5]. Uvedeny aminoxid sa od 2-aminotridekanu Vymzne 1isi
podstatne vyssou 1ozpustnostou vo vode, pritom jeho akutna toxicita je nie-
kolkonasobne nizsia [4].

Tato praca demonstruje antimikrébnu aktivitu N N—dlm(\tyl I-metyl-
dodecylaminoxidu a sposob jeho téinku, ktory zrejme spoéiva v zmene orga-
nizdcie a funkcie bunkovych membranovych Struktar.

Material a metddy

Z mikroorganizmov sa pouZili baktérie uvedené v tab. 1, kmene vidknitych
hib uvedené v tab. 2 a kvasinka Saccharomyces cerevisiae HANSEN DTXII.
Povod mikroorganizmov a nicktoré ich vlastnosti uvddzaji predchddzajtice
prace [6—8]. Metédy kultivdcie mikroorganizmov, uréenie autlmnuobne]
a cwolytlcke] aktivity aminoxidu, ako aj poupte biochemické metdédy opls,u]u
prace [1—3]. Hemolvtlcku aktivitu demonstroval postup opisany v praci [9].

N, N-dimetyl-1- m“t\ ldodecylamin-N-oxid pu ravil Ing. F. Devinsky
(FaFUK, Bratislava). Ostatné chemikélie pouzité v praci boli vyrobky n. p.
Lachema, Brno.
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Tabulka 1. Inhibicia rastu baktérii N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidom (300 ug)
po 72 hodinach rastu pri 37 °C

Mikroorganizmus  Priemer zény inhibicie
(mm)
Bacillus cereus 16
Bacillus subtilis 13
Streptococcus faecalis 28
Leucomostoc mesenteroides 14
Escherichia coli 16
Proteus vulgaris 13
Salmonella typhimurium 15

Tabulka 2. Inhibicia rastu vldknitych hub N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidom (300 ug)
po dvoch tyzdnoch rastu pri 30 °C

Mikroorganizmus Priemer zény inhibicie
(mm)
Aspergillus niger 5
Aspergillus oryzae 13
Botrytis cinerea 20
Mucor mucedo 13
Mucor racemosus 9
Neurospora crassa 10
Paecilomyces variots 8
Penicillium roquefo ti 11
Penicillium cyclopium 10
Penicillium bravi-compactum 11
Rhizopus nigricans 8
Rhizopus oryzae i

Vysledky a diskusia

Tabulka 1 demonstruje antimikrobidlnu aktivitu N,N-dimetyl-1-metyl-
dodecylaminoxidu. Pridanie aminoxidu na povrch agarového média obsahu-
jiceho vegetativne bunky (107 buniek/Petriho miska) testovanych baktérii
malo za nasledok inhibiciu rastu grampozitivnych i gramnegativnych baktérii.
Vo vsetkych pripadoch sa inhibicia rastu buniek prejavila hladkou a priesvit-
nou zoénou inhibicie. Z testovanych baktérii boli grampozitivne bunky Strepto-
coccus faecalis na inhibiény 1¢inok aminoxidu najcitlivejsie. Pri inkubdcii
v tekutych médiach 0,5 mM koncentracia N,N-dimetyl-1-metyldodecylamin-
oxidu tplne inhibovala rast vSetkych testovanych baktérii.

Tabulka 2 demonstruje antifugadlnu aktivitu N,N-dimetyl-1-metyldodecyl-
aminoxidu. Aminoxid pridany na povrch pevného Sabouraudovho média
obsahujtceho spéry (10% spér/ml) vlaknitych hub inhiboval klicenie spér
i rast vSetkych testovanych plesni. Najcitlivejsie na inhibiény G¢inok N,N-
-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu boli bunky Botrytis cinerea.
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Na inhibi¢ny uc¢inok N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu boli citlivé
i kvasinky S. cervisiae (obr. 1). Uz 0,3 mM koncentracia aminoxidu tplne
inhibovala rast kvasiniek (zaciatoéna koncentracia 4 x 10* buniek/ml)
v tekutom glukézovom médiu. Nizsie koncentracie (0,1 a 0,2 mM) aminoxidu
v dosledku thynu frakecie inokulovanych buniek sposobili iba predlzZenie ¢asu
potrebného na dosiahnutie stacionarnej fazy rastu, v ktorej rastovy vytazok
v porovnani s kontrolou bol mierne redukovany. Uéinok vyssich koncentracii
aminoxidu bol pre bunky kvasiniek letdlny. V pritomnosti 4 mM aminoxidu
bunky kvasiniek neboli schopné oxidovat ani glukézu a ich glykolyticka
aktivita bola tplne potlacend.
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Obr. 1. Vplyv N,N-dimetyl-l-metyl-
dodecylaminoxidu na rast kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae. Bunky lkvasi-
niek rdstli v semisyntetickom médiu
obsahujucom 0,5 9 glukézu, 0,5 9, pep- 10
ton, 0,5 9, kvasni¢ny extrakt, anorga-
nické soli (2) a aminoxid. Rast sa sledoval C i
o¢itanim buniek v Biirkerovej komorke.
g — bez aminoxidu, B — O,IJmM amin- 0 20 40 60 80
oxid, C — 0,3 mM aminoxid. h

Analogicky s aminoxidmi odvodenymi od N-alkyl-morfolinu, N-alkyl-
-pyrolidinu, N-alkyl-piperidinu a perhydroazepinu [1—3] i N,N-dimetyl-1-
-metyldodecylaminoxid indukoval lyzu osmoticky stabilizovanych membréan
protoplastov kvasiniek S. cerevisiae (obr. 2), ako aj cytoplazmatickych mem-
bran Tudskych erytrocytov (obr. 3). Cytolyticka a hemolyticka aktivita N, N-
-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu sa pozorovala v koncentracidch, ktoré sa
dajt porovnat s koncentraciami aminoxidu tplne inhibujtcimi rast vegetativ-
nych buniek mikroorganizmov v tekutych médiach.

Vysledky prace demonstruji antimikrébnu a cytolytickd aktivitu N,N-
-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu. Antimikrébna aktivita tohto aminoxidu
sa veelku da porovnat s 2-aminotridekanom [5, 10—12] ale z hladiska prie-
myselného vyuzitia vyhodnejsou sa javi niZsia toxicita a vysSia rozpustnost
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HEMOLYZY

N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu vo vode [4]. Ziskané vysledky st
v stlade s predstavou, Ze sposob ucinku N,N-dimetyl-1-metyldodecylamin-
oxidu spo¢iva v zmene organizacie a funkcie bunkovych membranovych
struktar.
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Obr. 2. N, N-dimetyl-1-metyldodecyl-

N aminoxidom indukovand lyza protoplas-
01+ tov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae.
o Lyza sa sledovala poklesom absorpcie
suspenzie protoplastov pri 540 nm v mé-
1 ! i din obsahujacom 1,35 M sorbitol, 1 mM
EDTA, 50 x 10% protoplastov/ml a amin-
0 02 04 06 oxid. Konedné pH bolo 7,0, reakény Cas

M 10 min a teplota inkubdcie 25 °C.
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Obr. 3. Vplyv inkubacného casu a lkon-
centrdacic N, N-dimetyl-1-metyldodecyl-
aminoxidu na hemolyzu Iudskych erytro-
- cytov. Inkuba¢nd zmes pri 37 °C obsaho-
vala 0,154 M Na(Cl, 10mM Tris-HCI,
40 x 108 erytrocytov/ml a aminoxid,
. kone¢né pH 7,45. Stupen hemolyzy sa
ur¢il na zdklade spektrofotometricky
A stanoveného  mnozstva  hemoglobinu
1 uvolneného do supernatantu po 2 mint-
tovej centrifugdcii reakénej zmesi pri
30 1000 g. A — bez aminoxidu, B 0,3 mM
- min aminoxid, ' — 1,0 mM aminoxid.
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N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxid v relativiie nizkych koncentrécidch
inhiboval rast viacerych kmetiov baktérii, kvasinick a vldknitych hib. V tom
istom koncentratnom rozmedz{ aminoxid indukoval lyzu osmoticky stabilizo-
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vanych protoplastov S. cerevisiae a Iudskych erytrocytov. Vysledky indikuj,
ze podstata biochemického tcinku N,N-dimetyl-1-metyldodecylaminoxidu
spotiva v zmene organizicie a funkcie membranovych struktar buniek.
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Nuruduposanne pocra 1 meradoausyma ymukpoopranusyon H, H-mverna- | -yeTmionenmi-
AMIHOORIICEIOM

BriBOIDI

N, N-jumerivi-1-Merniiogenunamuno-H-okacen 8 0THOCHTE/ILHO HIBKIX ROHICHTpATX
MHErHOIPOBA POCT HECKOJILRUX IUTAMMOB OarTepuii, JpOsel I BOJORHHCTLIX 1'puoB.
BB oM e mpejiesie ROHIEHTPaliiii aMIHOORICET HHYTIPOBAT JTHZY OCMOTIIUECCRIL CTadl1i-
3UPOBAHHBIX UPOTOIIIACTOB 5. Cerevisiae 1 UEJI0BEUECKUX HPUTPOIMTOB. Pesyianrarn ompe-
JIJFIIOT, UTO CYMHOCTH OIIOXHMITYECKOro geiierBusg N, N-nMeT - | -MeTHI 10 e I TaMHO-
-H-oKuces s COCTONT B H3MEHEHMI OPTaHM3alllL I ()YHKIUIL MeMOPaHHLIX CTPVRTY]D RICTOK.

Subik, J., Takdcsov4d, G.

Inhibition of the growth and metabolism of microorganisms by N,N-dimetyl-1-metyl-
dodecylamine-N-oxide

Summary

N,N-dimetyl-1-metyldodecylamine-N-oxide inhibited the growth of several species
of bacteria, yeasts and filamentous fungi. At the same concentration range the amine
oxide induced the lysis of osmotically stabilized protoplasts of Saccharomyces cerevisiae
and human red blood cells. The results indicate that the basis of the biochemical action
of N,N-dimetyl-1-metyldodecylamine-N-oxide consists in a change in the organization
and function of the cellular membrane structures,
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