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Streszczenie

	 	 Czwartorzędowe sole amoniowe (CSA), zwłaszcza te o charakterze kationowych surfaktantów są 
stosowane jako antybakteryjne i antygrzybowe dezynfektanty. CSA działają również na wirusy 
z otoczką lipidową, włączając HIV (human immunodeficiency virus) i HBV (hepatitis B virus), 
ale nie działają na wirusy bez otoczki lipidowej. Związki te mają szerokie zastosowanie w go-
spodarstwie domowym (szampony, odżywki do włosów), w rolnictwie (fungicydy, pestycydy, 
insektycydy), w ochronie zdrowia (leki) oraz w przemyśle (biocydy, środki antykorozyjne).

	 	 Stosowanie czwartorzędowych soli amoniowych na szeroką skalę, jako dezynfektantów dopro-
wadziło do rozwoju oporności mikroorganizmów na te związki. Staphylococcus aureus zawie-
ra plazmid niosący geny (qacA i qacB) kodujące oporność na czwartorzędowe związki amonio-
we i akryflawinę. Białka błonowe QacA i QacB (tzw. pompy efflux) nadają wieloraką oporność 
przez usuwanie związków z komórki.
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Summary

	 	 Quaternary ammonium salts (QASs), especially those of cationic surfactant character, are applied 
as antibacterial and antifungal disinfectants. QASs affect lipid-enveloped viruses, including hu-
man immunodeficiency virus (HIV) and hepatitis B virus (HBV), but not non-enveloped viru-
ses. These compounds are extensively used in domestic (as ingredients of shampoos, hair con-
ditioners), agricultural (as fungicides, pesticides, insecticides), healthcare (as medications), and 
industrial applications (as biocides, fabric softeners, corrosion inhibitors). The extensive use of 
quaternary ammonium disinfectants in recent years has led to the development of resistance in 
microorganisms to these drugs. Thus Staphylococcus aureus strains contain the plasmid-carrying 
genes qacA and qacB encoding resistance to quaternary ammonium compounds and acriflavine. 
The membrane proteins QacA and QacB confer multidrug resistance by exporting the compo-
und by the proton motive force which is generated by the transmembrane electrochemical proton 
gradient.
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1. Czwartorzędowe sole amoniowe (CSA)

Czwartorzędowe sole amoniowe (CSA) wykazują działa-
nie bakteriobójcze i grzybobójcze, są stosowane, na sze-
roką skalę, jako środki dezynfekcyjne. Długotrwałe ich 
stosowanie spowodowało powstanie oporności na te związ-
ki wśród szczepów bakteryjnych, jak również grzybów. 
Bezpośrednią przyczyną oporności mikroorganizmów na 
różnego rodzaju związki jest obecność i ekspresja odpo-
wiednich genów w komórce o lokalizacji chromosomal-
nej bądź plazmidowej [23,50].

Aby zwalczyć problem oporności wśród mikroorganizmów 
prowadzone są intensywne badania nad syntezą nowych 
skutecznie działających dezynfektantów. Racjonalne szu-
kanie środków biologicznie czynnych polega na takim pro-
jektowaniu struktury związku, aby oddziaływał on z wy-
branym receptorem biologicznym. Struktury komórkowe 
najbardziej eksponowane na działanie związków chemicz-
nych to błony komórkowe, a zwłaszcza plazmalemma.

Szczególnie silnie oddziaływają z błoną substancje o cha-
rakterze amfifilowym. Do tej grupy związków można zali-
czyć czwartorzędowe sole amoniowe. CSA są to pochod-
ne jonu amoniowego. Biologicznie czynne CSA stanowią 
grupę związków amfifilowych o ogólnym wzorze (ryc. 1), 
gdzie podstawnik R4 stanowi długi łańcuch alkilowy o róż-
nej liczbie atomów węgla, a R1, R2, R3 to m.in. grupy alki-
lowe: nasycone, nienasycone, rozgałęzione lub nierozgałę-
zione, cykliczne lub acykliczne [64]. Dodatnio naładowany 
atom azotu wraz z grupami alkilowymi stanowi hydrofi-
lową część związku, natomiast łańcuch alkilowy o róż-
nej liczbie atomów węgla jest jego częścią hydrofobową.

Amfifilowość umożliwia tym związkom wchodzenie w reak-
cje z lipidową częścią błony komórkowej i przez zakłócanie 
jej funkcji, CSA mogą pośrednio wpływać na aktywność en-
zymów, które biorą udział w transporcie przez dwuwarstwę 
lipidową [5,10]. Czwartorzędowe sole amoniowe, jako katio-
nowe surfaktanty, są szeroko wykorzystywane w wielu dzie-
dzinach przemysłu (chemicznym, kosmetycznym, drzewnym 
– jako środki do płukania, szampony, odżywki do włosów, bio-
cydy), rolnictwie, leśnictwie (pestycydy, fungicydy, insekty-
cydy), medycynie (środki dezynfekcyjne, leki) [32,44,73,89].

Czwartorzędowe sole amoniowe ze względu na budowę 
strukturalną, możemy podzielić na kilka klas [64]: pochod-
ne alifatyczne (np. glicynobetaina, charanina, antopleury-
na); pochodne pirydyny (np. homaryna, trigonellina); po-
chodne pyrrolidynowe (np. faskoplazyna, stachydryna); 
pochodne indolu (np. bromgramina); pochodne imidazo-
lu (np. zooanemonina); pochodne puryny (np. herbipoli-
na); pochodne benzenu (np. kandycyna).

1.1. Czwartorzędowe sole amoniowe naturalnie 
występujące w przyrodzie

Występujące w przyrodzie czwartorzędowe sole amonio-
we (CSA) tworzą klasę ponad 100 poznanych metabolitów 
[64]. Charakteryzują się one szerokim zakresem występo-
wania: od bakterii, poprzez glony, grzyby, rośliny, bezkrę-
gowce aż do kręgowców, a  także różnorodnością ról, ja-
kie spełniają. Przypuszcza się, że organizmy syntetyzują 
te substancje w celu lepszego przystosowania się do wa-
runków środowiska np. zasolenia, nagłych zmian tempe-
ratury. I  tak np. u bakterii Escherichia coli, Salmonella 
Typhimurium i Klebsiella pneumoniae wykryto obecność 
glicynobetainy, która pozwala im przetrwać w środowisku, 
kiedy wzrasta jego zasolenie [9,87,90]. Natomiast u sym-
bionta brodawek korzeniowych, Rhizobium meliloti, glicy-
nobetaina ma dwie funkcje: przy małej osmolarności śro-
dowiska zużywana jest jako pożywienie, natomiast gdy 
wzrasta stres osmotyczny, pełni funkcje ochronne [48,82]. 
Obecność glicynobetainy stwierdzono u większości bez-
kręgowców, gdzie oprócz tolerancji osmotycznej, chroni 
przed niską temperaturą. Czwartorzędowe sole ammonio-
we biorą także udział w transporcie i metabolizmie lipidów 
– i tak karnityna (ryc. 2) ma zdolność przenoszenia kwa-
sów tłuszczowych przez wewnętrzną błonę mitochondrial-
ną oraz wpływa na cytoplazmatyczną koncentrację acety-
lo-CoA [3,77].

Niektóre z CSA są źródłem węgla, azotu np. butyrobetaina 
u Agrobacterium sp. [52]. Ponadto stanowią one rezerwu-
ar grup metylowych, takich jak homaryna u skorupiaków 
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Ryc. 1. �Struktura chemiczna czwartorzędowych soli amoniowych (CSA); 
R4 – długi hydrofobowy łańcuch alkilowy o różnej liczbie atomów 
węgla, R1 R2 R3 – grupy alkilowe, X– – anion chlorkowy lub 
bromkowy

Ryc. 2. Struktura chemiczna karnityny
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[51]. Homaryna również bierze udział w adaptacji osmo-
tycznej morskich glonów, hamuje metamorfozę niektórych 
bezkręgowców ze stanu larwalnego do postaci dorosłej [13]. 
Czwartorzędowe sole amoniowe (np. trigonellina) reduku-
ją stężenie cholesterolu we krwi szczurów [1] i hamują roz-
wój leukemii [2]. Jeszcze inne CSA (bromogramina) mogą 
hamować mitotyczne podziały komórkowe [76] lub speł-
niać funkcje antybiotyku (charamina) [4]. Niektóre z nich 
są inhibitorami Na+ i K+-ATP-azy [3]. Wreszcie są wśród 
nich też substancje (faskaplazyna) wykazujące właściwości 
bakteriobójcze i cytotoksyczne [70]. Powyższe przykłady są 
dowodem, że czwartorzędowe sole amoniowe o różnej swo-
istej budowie strukturalnej pełnią bardzo różnorodne funk-
cje fizjologiczne w wielu procesach żywych organizmów.

1.2. Własności syntetycznych czwartorzędowych soli 
amoniowych

Duża różnorodność budowy czwartorzędowych soli amonio-
wych (CSA) i pełnionych przez nie funkcji w żywych orga-
nizmach, przyczyniła się do intensywnych badań nad syn-
tetyzowaniem nowych tego typu związków o specyficznej, 
ściśle określonej budowie chemicznej, w nadziei ich wyko-
rzystania w różnych dziedzinach. Już Jacobs, Heidelberger 
i Amoss [64] uzyskali wiele różnych CSA o właściwościach 
bakteriobójczych. Jednak silne bakteriobójcze działanie 
czwartorzędowych soli amoniowych o długim hydrofobo-
wym łańcuchu alkilowym ujawnił Domagk [14].

Amfifilowy charakter CSA przyczynił się do badań nad 
działaniem tych związków na modelowe błony lipidowe 
[6,38,39] i błony biologiczne [36]. Badania te wykonywa-
ne na sztucznych błonach lipidowych wykazały, że aktyw-
ność CSA zależy od długości hydrofobowego łańcucha al-
kilowego, który penetruje wnętrze hydrofobowe błony oraz 
od rozmiarów części polarnej cząsteczki [38]. Wykazano, 
że czwartorzędowe sole amoniowe o budowie amfifilowej 
zwiększają płynność hydrofobowego wnętrza błony [84]. 
Wyniki tych badań zostały potwierdzone na błonach biolo-
gicznych. Wykazano, że długość łańcucha alkilowego ma 
ścisły związek z poziomem aktywności czwartorzędowych 
soli amoniowych. Te CSA, które mają 10–12 atomów węgla 
w łańcuchu alkilowym, wykazują najwyższą aktywność. 
Aktywność ich spada wraz ze wzrostem długości łańcu-
cha alkilowego powyżej 12 atomów węgla (14–16), a tak-
że poniżej 10 atomów węgla [57]. Bakteriobójczy wpływ 
tych związków zależy również od ich liofilowości – sole 
o obniżonej skłonności do rozpuszczania się w tłuszczach 
charakteryzują się obniżoną aktywnością, głównie wobec 
bakterii Gram-dodatnich [80].

W niskich stężeniach CSA występują w postaci mono-
merów natomiast, gdy ich stężenie wzrasta tworzą mice-
le [38]. Zarówno monomery, jak i formy micelarne mają 
zdolność oddziaływania z błoną [71,72], jednak w lipido-
wą dwuwarstwę wbudowują się wyłącznie monomery [45]. 
Duży wpływ na ich aktywność może mieć też pH, tempe-
ratura oraz stężenie innych jonów [46,53].

Stwierdzono również, że wraz ze wzrostem stężenia związ-
ków występowało zwiększenie efektu ich działania nie 
tylko na błony modelowe, ale również na obiekty biolo-
giczne. Małe stężenia CSA działają bardziej swoiście na 
określone domeny białka. Helenius i Simons [28] sugerują, 

że przyłączenie się substancji o budowie amfifilowej do 
swoistych miejsc wywołuje w białku zmiany konforma-
cyjne i może odsłonić nowe miejsca o powinowactwie 
do tych związków. Natomiast duże stężenia tych substan-
cji mogą powodować denaturację białka [40] lub też czą-
steczki białka mogą być oddzielane i włączone do miceli 
detergentów, co zaburza pierwotne ułożenie białek w bło-
nie. CSA wykazują więc dużą reaktywność względem na-
turalnych biologicznych struktur błonowych; mogą wpły-
wać na płynność dwuwarstwy fosfolipidowej, zaburzać 
swoiste oddziaływania hydrofobowe i elektrostatyczne 
między białkami błonowymi i lipidami oraz mogą zmie-
niać symetrię ułożenia lipidów [8]. Działając na enzymy 
błonowe związki te mogą powodować ich inhibicję przez 
wypłukiwanie lipidu, którego obecność jest niezbędna 
do prawidłowego funkcjonowania enzymu lub go inakty-
wować rozrywając słabe wiązania między podjednostka-
mi enzymów oligomerycznych, takimi jak ATP-aza mito-
chondrialna czy ATP-aza wakuolarna. Udowodniono, że 
całkowita delipidacja H+-ATP-azy błony plazmatycznej 
u Saccharomyces cerevisiae, doprowadza do inaktywa-
cji tego enzymu [17,78]. Do prawidłowego funkcjonowa-
nia ATP-aza typu P wymaga obecności lipidów zawiera-
jących ładunek ujemny w części hydrofilowej cząsteczki 
oraz nieuszkodzonych łańcuchów kwasów tłuszczowych 
w jej części hydrofobowej (warunki te spełniają fosfatydy-
loinozytol (PI) i fosfatydyloglicerol (PG)), a także obec-
ności ergosterolu [86]. Obecność w błonie biologicznej 
związku amfifilowego o dodatnio naładowanej części hy-
drofilowej cząsteczki, wydaje się wpływać inhibicyjnie 
na aktywność białek błony komórkowej: H+-ATP-azę bło-
ny komórkowej i ogólną permeazę aminokwasową GAP 
[41,42,55,88]. Tak więc małe stężenia czwartorzędowych 
soli amoniowych mogą powodować zmianę właściwości 
białek, natomiast duże stężenia CSA prowadzą do roz-
puszczenia białek i lipidów, co powoduje destrukcję błon.

Wyniki badań nad działaniem czwartorzędowych soli 
amoniowych na błony biologiczne, oprócz wartości po-
znawczych, mogą mieć również znaczenie aplikacyjne. 
Wskazują na możliwość wykorzystania biologicznie czyn-
nych czwartorzędowych soli amoniowych do zwalczania 
szkodliwych drobnoustrojów. Poznanie natomiast mecha-
nizmu ich działania może prowadzić do racjonalnej syn-
tezy nowych związków tego typu z możliwością wyko-
rzystania ich w medycynie, rolnictwie, leśnictwie i wielu 
innych dziedzinach gospodarki.

1.3. Zastosowanie czwartorzędowych soli amoniowych

Kationowe detergenty, jakimi są czwartorzędowe sole amo-
niowe (CSA), odznaczają się dużą aktywnością powierzch-
niową. Związki te mają zdolność łatwej dysocjacji w wo-
dzie, w wyniku której powstają dodatnio naładowane jony 
kompleksowe i ujemnie naładowane jony chlorowca (do 
dezynfekcji bowiem dobiera się środki zawierające chlo-
rowiec – chlor lub brom, ponieważ wzmaga on czynność 
bakteriobójczą). Grupa kationowa nadaje tym związkom 
dużą aktywność powierzchniową (zdolność obniżania na-
pięcia powierzchniowego). Mechanizm takiego oddziały-
wania ułatwia adsorpcję kationu na powierzchni komórki 
i wnikanie do błony drobnoustrojów reszt hydrofobowych 
o działaniu bakteriobójczym. Stąd związki te mają szerokie 
zastosowanie, jako środki bakteriobójcze i grzybobójcze.
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Celem działania czwartorzędowych soli amoniowych są 
błony komórkowe. W komórkach organizmów, które mia-
ły kontakt z kationowymi surfaktantami zachodzi nastę-
pująca sekwencja zdarzeń:
•	 �adsorpcja i penetracja czynnika przez ścianę komórko-

wą,
•	 �reakcja ze składnikami błony cytoplazmatycznej (białka 

lub lipidy), której następstwem jest dezintegracja błony,
•	 �wyciek małocząsteczkowych wewnątrzkomórkowych 

składników,
•	 degradacja białek i kwasów nukleinowych,
•	 �liza ściany komórkowej spowodowana działaniem au-

tolitycznych enzymów [47,75].

W ten sposób następuje utrata organizacji strukturalnej 
i integralności błony cytoplazmatycznej u bakterii w po-
łączeniu z innymi szkodliwymi efektami dla komórki bak-
teryjnej [12]. Prowadzone badania potwierdziły, że CSA 
wykazują dobrą skuteczność w stosunku do bakterii Gram-
dodatnich, jak i Gram-ujemnych, chociaż te drugie mają 
tendencję do wykazywania oporności na działanie tych 
związków [12,47].

Takim znanym środkiem do zwalczania drobnoustrojów jest 
chlorek benzalkoniowy. Chlorek ten działa bakteriobójczo 
na bakterie Gram-dodatnie, a w dużych stężeniach hamuje 
rozwój bakterii Gram-ujemnych, grzybów, wirusów, bak-
terii kwasoodpornych. Działanie tego związku polega na 
łączeniu się z  lipidami błon komórkowych drobnoustro-
jów powodując wytwarzanie na ich powierzchni nieprze-
puszczalnej warstwy, która utrudnia wymianę substancji 
między wnętrzem komórki a otoczeniem, wynikiem cze-
go jest zaburzenie procesów metabolicznych, prowadzące 
do śmierci komórki bakteryjnej [7,37].

U drożdży Saccharomyces cerevisiae czwartorzędowe sole 
amoniowe powodują wyciek jonów K+ i pentoz z komórki, 
indukują lizę protoplastu [29]. Ich toksyczne działanie po-
lega na dezorganizacji błony plazmatycznej, spowodowanej 
rozerwaniem dwuwarstwy lipidowej [47]. Czwartorzędowe 
sole amoniowe są sporostatyczne, hamują rozwój komór-
ki wegetatywnej ze spory [74]. CSA wykazują również 
działanie przeciwko wirusom otoczkowym HIV (human 
immunodeficiency virus) i HBV (hepatitis B virus) [47,83]. 
Produkty oparte na czwartorzędowych solach amoniowych 
powodują zmiany morfologiczne w strukturze ludzkiego 
wirusa HBV, czego rezultatem jest utrata przez wirusa in-
fekcyjności [65]. Środki dezynfekcyjne na bazie CSA łą-
czą wiele zalet, m.in. przy małej toksyczności, wykazują 
dużą aktywność antybakteryjną, są dobrze rozpuszczalne 
w wodzie, działają w szerokim zakresie pH (4–10), nie po-
wodują korozji czyszczonych powierzchni [47]. Najczęściej 
stosowane są chlorki alkilodimetylobenzyloamoniowe, po-
nieważ są bezpieczne w użyciu i stosunkowo łatwo ulegają 
biodegradacji. Są skutecznymi dezynfektantami, gdyż po-
wodują denaturację białka drobnoustrojów. Niszczą bak-
terie, ich przetrwalniki, grzyby i (nieco słabiej) wirusy.

Czwartorzędowe sole amoniowe ze względu na swoje cha-
rakterystyczne właściwości środków powierzchniowo czyn-
nych stosowane są również, jako substancje antykorozyjne 
oraz jako antyelektrostatyczne wobec takich materiałów jak 
wełna, bawełna, włókna syntetyczne i celulozowe, wyko-
rzystuje się je także jako zmiękczacze w produkcji tkanin 

i papieru [67]. W produktach użytku domowego substan-
cje te stosowane są głównie do produkcji odżywek regene-
racyjnych, balsamów do włosów i środków piorących [67]. 
Dzięki działaniu antystatycznemu CSA mogą mieć zasto-
sowanie jako środki do płukania tkanin. Środki te dodane 
do ostatniej kąpieli płuczącej, powodują nie tylko usunię-
cie szorstkości i sztywności tkanin, ale nadają im miękkość 
i powodują odpływ ładunków elektrostatycznych. Ponadto 
czwartorzędowe sole amoniowe są wykorzystywane w tech-
nologii wytwarzania i przetwórstwa nienasyconych żywic 
poliestrowych, które służą przede wszystkim do wyrobu 
laminatów poliestrowo-szklanych, typowymi przykłada-
mi są kadłuby łodzi, jachtów, przenośne kabiny, umywal-
ki, wanny itp. [33].

Oprócz tego, czwartorzędowe sole amoniowe, jako ka-
tionowe surfaktanty znalazły zastosowanie jako biocydy 
w ochronie drewna [12,16,73]. Związki te stosowane są 
również w przemyśle do zwalczania mikroorganizmów 
tworzących biofilmy w układach chłodniczych [73], a tak-
że w rolnictwie do ochrony roślin przed chorobami wywo-
ływanymi przez grzyby.

Czwartorzędowe sole amoniowe znalazły również zasto-
sowanie w anestezjologii jako leki zwiotczające mięśnie 
szkieletowe. Działają jako inhibitory transmisji synaptycz-
nej neuronów poprzez blokowanie nikotynowego recepto-
ra cholinergicznego, przy czym związki zawierające dwie 
grupy amoniowe mają zdolność przyłączania się do recepto-
rów nikotynowych błony postsynaptycznej neuronów [44]. 
Do najbardziej znanych leków należą D-tubokuraryna, tok-
syferyna [66].

Obecnie trwają badania nad wykorzystaniem związku, 
DMAE-CB (methacryloxylethyl cetyl ammonium chlori-
de), jako dodatku do plomb i cementów dentystycznych. 
Stwierdzono jego skuteczne działanie bakteriobójcze wzglę-
dem wysoko próchnicotwórczych i wirulentnych szczepów 
bakteryjnych jamy ustnej: Actinomyces viscosus ATCC 
15987 oraz Staphylococcus aureus ATCC 29213 [89].

Ponadto, związki te ze względu na właściwości bakterio-
bójcze, znalazły zastosowanie w medycynie jako środki de-
zynfekcyjne (dezynfekcje przedoperacyjne nieuszkodzo-
nej skóry czy błony śluzowej, narzędzi chirurgicznych, sal 
operacyjnych) [47].

Czwartorzędowe sole amoniowe mają również zastosowa-
nie w leczeniu takich chorób jak cukrzyca, arytmia serca, 
nerwice, alergie [24], a  także wspomagają działanie le-
ków przeciwnowotworowych. Syntetyczna czwartorzędo-
wa sól amoniowa, bromek ipratropium (pochodna atropi-
ny), stosowany przez zakażonych Retrowirusem typu 39 
(który wywołuje infekcje górnych dróg oddechowych) 
powoduje zahamowanie symptomów choroby u połowy 
badanych [20]. Związek ten ma zastosowanie w  lecze-
niu astmy oskrzelowej, poprawiając sprawność wentyla-
cyjną płuc [68]. Czwartorzędowe sole amoniowe znalazły 
zastosowanie również w  innych dziedzinach medycyny. 
Jodek trimetyloamoniowy stosowany jest w oftalmolo-
gii u pacjentów z  jaskrą, do zmniejszenia ciśnienia we-
wnątrzgałkowego [25]. Chlorek benzalkoniowy znalazł 
zastosowanie jako substancja konserwująca w praktyce 
farmaceutycznej – przede wszystkim do jałowych postaci 
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leków okulistycznych, głównie kropli do oczu. Ma także 
zastosowanie w urologii – przepłukiwanie pęcherza mo-
czowego, a także w ginekologii – płukanie pochwy oraz 
jako dodatek do kąpieli odkażających [11,37].

Udowodniono, że chitozan powstający w  wyniku 
N-deacylowania chityny wykazuje również aktywność 
antyoksydacyjną poprzez zdolność usuwania z komór-
ki anionu nadtlenkowego, wolnego rodnika powstające-
go w wyniku metabolizmu tlenowego aerobów. Uważa 
się, że to właśnie zwiększona liczba wolnych rodników 
jest jedną z głównych przyczyn chorób neurodegradacyj-
nych, nowotworów, zaćmy, różnorodnych stanów zapal-
nych. Antyoksydacyjne zdolności chitozanu związane są 
z tym, że anion ponadtlenkowy reaguje z aktywnymi ato-
mami wodoru czwartorzędowych soli amoniowych tworząc 
formy bardziej stabilne (przy czym sam chitozan nie wy-
kazuje aktywności antyoksydacyjnych) [92]. Dodatkowo 
chitozan ulega szybkiej biodegradacji, wykazuje aktyw-
ność bakteriobójczą, ma także właściwości przeciwno-
wotworowe [63].

Czwartorzędowe sole amoniowe wykorzystane są w na-
notechnologii, jako dodatek do nanowłókien stosowanych 
w inżynierii tkankowej, poprawiając ich biodegradalność 
i porowatość – dzięki nim można uzyskać włókniny bę-
dące odpowiednikiem kolagenu, które umożliwiają wzrost 
i adhezje komórek, co może mieć zastosowanie, jako an-
tybakteryjne opatrunki stosowane bezpośrednio na żywe 
tkanki [63].

2. Badania nad działaniem czwartorzędowych soli 
amoniowych na mikroorganizmy

Powinowactwo czwartorzędowych soli amoniowych (CSA) 
do błon biologicznych sprawia, że działanie tych substan-
cji nie ogranicza się do bakterii, glonów, ale obejmuje inne 
mikroorganizmy, w tym grzyby.

Badania nad grzybobójczym działaniem CSA były pro-
wadzone w licznych ośrodkach. Wykazano, że nadtlenek 
N,N-dimetylo-1-metylo-dodecyloamoniowy hamuje wzrost 
nie tylko bakterii, ale drożdży i innych grzybów, a także 
przy pewnych stężeniach powoduje lizę ich protoplastów 
[85]. Z kolei chlorki N-alkilo-metyloamoniowe działały 
hemolitycznie na erytrocyty [31].

Dużo informacji na ten temat dostarczyły badania pro-
wadzone w  Instytucie Mikrobiologii Uniwersytetu 
Wrocławskiego pod kierunkiem prof. T.M. Lachowicza. 
Testowano serię fungicydów – benzylopochodnych czwarto-
rzędowych soli amoniowych syntetyzowanych w Instytucie 
Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych Politechniki 
Wrocławskiej przez prof. S. Witka. Określano aktywność 
biologiczną testowanych związków, ich wpływ na trans-
port metioniny, na integralność błony komórkowej, pro-
cesy oddechowe, przeżywalność komórek Saccharomyces 
cerevisiae i kilka innych gatunków grzybów [36]. Efektem 
tych prac było stwierdzenie destrukcyjnego działania bada-
nych związków (w wyższych stężeniach niż progowe) na 
komórkę grzyba w warunkach in vivo. Okazało się, że ce-
lem działania tych związków jest błona komórkowa, a wcze-
snym obserwowanym efektem jest natychmiastowe zaha-
mowanie aktywnego transportu metioniny do komórki, po 

którym następuje wyciekanie z komórki niskocząsteczko-
wych składników cytoplazmy do środowiska. Świadczyło 
to o wzrastającej dezintegracji błony komórkowej powo-
dującej śmierć komórki. Związki te były uprzednio te-
stowane na liposomowym modelu błon [18,19,31], a  ich 
wyniki były zgodne z rezultatami uzyskanymi na całych 
komórkach drożdży.

Badania nad chlorkami alkoksymetyloamoniowymi, za-
wierającymi łańcuchy alkilowe o różnej liczbie atomów 
węgla, wykazały ich inhibicyjny wpływ na procesy od-
dechowe, na regenerację protoplastów, na tempo wzrostu 
komórek i transport aminokwasów (metioniny) u drożdży 
Saccharomyces cerevisiae. Sugerowano przy tym, że naj-
większą aktywność wykazują związki zawierające łańcuch 
alkilowy zbudowany z 10–14 atomów węgla [81]. Wyniki 
te potwierdziły wcześniejsze rezultaty badań na mode-
lu liposomowym błon i błonach erytrocytów [18,19,31].

Ponadto stwierdzono, że czwartorzędowe sole amonio-
we i  ich pochodne (chlorek benzalkoniowy, cetrimide, 
3DOBP-4,10) działają bakteriobójczo (zarówno na bak-
terie Gram-dodatnie jaki i Gram-ujemne) i grzybobójczo 
na komórki Candida species i Saccharomyces cerevisiae, 
a fungistatycznie na Aspergillus ochraceus [26,27,79].

Badania wykazały, że chlorek chlorek N-dodecyloksy
karboksymetylo-N,N,N-trimetyloamoniowy inhibuje wzrost 
komórek drożdży. Ta inhibicja zależy od pH środowi-
ska. Optymalne pH dla wzrostu drożdży jest w granicach 
5,0–6,0. Tolerują one także wzrost w pH 8,0. Jednak w tych 
warunkach CSA działają inhibicyjnie na wzrost drożdży 
przy zdecydowanie niższym stężeniu, niż gdy pH jest obo-
jętne lub lekko kwaśne [57,58].

Ponadto okazało się, że wrażliwość drożdży na te substan-
cje jest uwarunkowana tłem genetycznym. Na to tło gene-
tyczne zarówno u Saccharomyces cerevisiae, jak i u droż-
dżopodobnego organizmu Trichosporum cutaneum składa 
się zdolność do biosyntezy związków niskocząsteczko-
wych przede wszystkim aminokwasów [43,61]; mutanty 
auksotroficzne pozbawione tych zdolności biosyntetycz-
nych wykazywały znacznie większą wrażliwość mierzo-
ną minimalnym inhibicyjnym stężeniem (MIC) niż izoge-
niczne formy wyjściowe (prototrofy). Ponadto podwójne 
auksotrofy były na ogół jeszcze bardziej wrażliwe niż po-
jedyncze [43].

Wysunięto hipotezę, że czwartorzędowe sole amoniowe in-
hibują aktywny transport aminokwasów do komórki droż-
dży. Stąd, auksotrofy na podłożu pełnym (YPG) w obec-
ności CSA nie mogąc pobierać wymaganych do wzrostu 
aminokwasów (których syntezę blokuje defekt genetycz-
ny), giną na skutek braku niezbędnych im aminokwasów 
[43,61]. Stwierdzono również, że czwartorzędowe sole 
amoniowe inhibują ogólną permeazę aminokwasową GAP 
w warunkach derepresji [41,55,59]. Również arginina po-
woduje hamowanie transportu aminokwasów do komórki 
drożdży [41,42]. Wiadomo, że enzym H+-ATP-aza błony 
komórkowej odgrywa główną rolę w transporcie amino-
kwasów do komórki. Jej aktywność jest odpowiedzialna za 
utrzymanie gradientu elektrochemicznego błony komórko-
wej, od którego zależy transport substancji odżywczych. 
Ponadto wykazano, że czwartorzędowe sole amoniowe są 

Obłąk E. i Gamian A. – Biologiczna aktywność czwartorzędowych soli amoniowych…

205



inhibitorami zarówno H+-ATP-azy błony komórkowej, jak 
i ATP-azy mitochondrialnej [55,57,58].

Innym czynnikiem, od którego uzależniona jest wraż-
liwość na CSA to efektywność systemu oddechowego, 
czyli syntezy ATP. Drożdże są względnymi tlenowcami. 
W warunkach tlenowych uzyskują energię tak jak inne 
komórki eukariotyczne w wyniku fosforylacji oksydacyj-
nej. W warunkach beztlenowych, a także przy względ-
nym nadmiarze glukozy drożdże uzyskują ATP w procesie 

fosforylacji substratowej. U drożdży piekarniczych zna-
ne są i bardzo dobrze scharakteryzowane różnego typu 
mutanty z defektami w oddychaniu. Jednym z typów ta-
kich mutantów są rho– i rho0 [61,62]. Nie są one zdolne 
do oddychania, co wynika z braku cytochromów a+a3 
i b. Stąd nie mogą one korzystać z niefermentowalnych 
źródeł energii, takich jak etanol, glicerol, pirogronian 
czy mleczan. Otóż te mutanty defektywne oddechowo 
z mutacjami na poziomie mitochondrialnego DNA wy-
kazują znacznie większą wrażliwość na czwartorzędową 

A B C Ryc.3. �Wrażliwość mutantów oddechowych Saccharomyces cerevisiae (rho– i  rhoo) na czwartorzędową sól amoniową IM (chlorek 
N-(dodecyloksykarboksymetylo)-N,N,N-trimetyloamoniowy) (w stężeniach końcowych 800, 1600, 3200, 6400 µM): A) szczep kompetentny 
oddechowo rho+; B) mutant rho–; C) mutant rhoo.

Ryc. �4. Ultracienkie skrawki preparatów komórek drożdży Saccharomyces cerevisiae (szczepu wrażliwego na CSA – metylobromek N,N-dimetyloalaninianu 
n-dodecylowego (DMALM-12)) z transmisyjnego mikroskopu elektronowego [54]: A) inkubowane w podłożu YPD bez CSA (kontrola); B) inkubowane 
w podłożu YPD w obecności CSA; v – wakuola; l – krople lipidowe; N – jądro komórkowe; m – mitochondria

A B
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sól amoniową (chlorek N-dodecyloksykarboksymetylo-
N,N,N-trimetyloamoniowy) niż izogeniczny szczep kom-
petentny oddechowo (rho+) (ryc. 3) [61,62]. Natomiast 
defekt oddechowy będący wynikiem mutacji w genach ją-
drowych (mutanty pet) oddziaływał różnorodnie; jedne mu-
tanty monogeniczne wykazywały zwiększoną wrażliwość, 
taką jak rho– czy rhoo lub nie różniły się zasadniczo pod tym 
względem od szczepu wyjściowego, kompetentnego odde-
chowo (rho+). Były też formy superwrażliwe [60,61,62].

Aby zlokalizować bardziej precyzyjnie cel działania 
czwartorzędowej soli amoniowej na komórki drożdży 
zmiany morfologiczne w komórkach były obserwowa-
ne w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (ryc. 4). 
Zaobserwowano, że znaczna frakcja komórek poddanych 
działaniu CSA wykazuje deformację ściany i błony cyto-
plazmatycznej. Wewnątrz komórkę wypełniały elektrono-
wo gęste ziarnistości. W cytoplazmie można było zobaczyć 
pojedyncze krople lipidowe. W takich komórkach trudno 
było zidentyfikować typowe wakuole czy inne organel-
le komórkowe. Takich zmian nie obserwowano w komór-
kach inkubowanych bez związku [54]. Wykazano również, 
że w komórkach drożdży w obecności czwartorzędowej 
soli amoniowej (chlorku N-dodecyloksykarboksymetylo-
N,N,N-trimetyloamoniowego) było zwiększone wytwarza-
nie lipidów. Zmiany te były obserwowane na ultracienkich 
skrawkach komórek drożdży w transmisyjnym mikrosko-
pie elektronowym (ryc. 5) [56].

Badania Shirai i wsp. [79] w transmisyjnym mikroskopie 
elektronowym ultracienkich skrawków komórek drożdży 
inkubowanych w obecności CSA (gemini) wykazały, że 
struktura ściany komórkowej była zachowana, a zniszcze-
niu uległy wewnętrzne organelle komórkowe.

Dubnikowa i wsp. [15] stwierdzili, że kompozycja kwa-
sów tłuszczowych zewnętrznej błony E. coli była modyfi-
kowana w obecności czwartorzędowych soli amoniowych. 
Różnice dotyczyły ilości i jakości kwasów tłuszczowych. 
Wiadomo, że czwartorzędowe sole amoniowe w środowi-
sku płynnym dysocjują i oddziaływają z polarnymi kompo-
nentami błony, zmieniając jej płynność i przepuszczalność.

Znajomość mechanizmu działania CSA jest więc istotna 
ze względów teoretycznych, tj. poznania struktury i funk-
cji błony komórkowej, jak również z praktycznego punk-
tu widzenia, zastosowania ich w medycynie i rolnictwie.

3. Mechanizmy oporności na czwartorzędowe sole 
amoniowe i inne inhibitory

W populacji grzybów, która jest początkowo wrażliwa na 
fungicyd, mogą się pojawiać formy oporne. Może być to 
spowodowane zmianami genetycznymi lub fenotypowymi 
w komórce grzyba. Jeżeli zmiany te nie są związane z mu-
tacjami w chromosomalnym DNA, to jest to rezultatem ada-
ptacji fenotypowej. Adaptacja może wystąpić w hodowli po 
długiej ekspozycji na fungicyd w warunkach korzystnych 
dla organizmu. Oporność fenotypowa jest zwykle traco-
na po przeniesieniu do środowiska wolnego od fungicydu.

Bezpośrednią przyczyną oporności bakterii na różnego 
rodzaju związki jest obecność i ekspresja odpowiednich 
genów w komórce o  lokalizacji chromosomalnej bądź 

plazmidowej [23,50]. Ważnym i rozpowszechnionym me-
chanizmem oporności drobnoustrojów na różne związki 
jest ich czynne usuwanie z wnętrza komórki z użyciem 
transporterów błonowych ABC (ATP – binding cassette) 
i MFS (major facilitator superfamily) [34,35,69,91]. I tak 
za zjawisko oporności na czwartorzędowe związki amonio-
we, bromek etydyny, akryflawinę u Staphylococcus aureus 
odpowiedzialne są geny qacA i qacB bakteryjnych pomp 
efflux QacA i QacB [22,49]. Produkty tych genów, białka 
QacA i QacB należą do rodziny MFS transporterów. Gen 
qacA występuje na plazmidzie, ale może także być umiej-
scowiony na chromosomie, zwłaszcza u izolatów klinicz-
nych [23]. Gen qacB występuje na plazmidach oporności 
na sole metali ciężkich. Oporność na antyseptyki i środki 
dezynfekcyjne, takie jak cetrymid, chlorheksydyna, chlorek 
benzalkoniowy wynika z budowy 14-segmentowej proteiny 
QacA, która w pozycji 323 transmembranowego segmentu 
10 ma naładowaną ujemną resztę aminokwasową zdolną 
do rozpoznania i przyłączenia kationu CSA. Efektem ta-
kiego wiązania jest wzrost zależnego od pompy QacA eks-
portu środków bakteriobójczych z komórki bakterii i brak 
wrażliwości na tego typu związki [49].

Ponadto wykazano również, że fenotyp plejotropowej 
oporności u drożdży Saccharomyces cerevisiae może wy-
nikać ze zwiększonej ekspresji genów np. PDR5, SNQ2 
i YOR1, które są pod kontrolą czynników transkrypcyj-
nych Pdr1p i Pdr3p. Tak np. zwiększona ekspresja genu 
PDR5 nadaje oporność na cykloheksymid, chloramfeni-
kol, antymycynę, fungicydy, herbicydy, leki antynowo-
tworowe [34,35]. Również produkt genu SGE1 powoduje 
oporność drożdży na bromek etydyny i fiolet krystalicz-
ny. U drożdży głównymi składnikami błony komórkowej 
jest ergosterol i fosfolipidy. Ich wzajemne oddziaływania 
wpływają na płynność i asymetrię błony, która kontro-
luje transport do komórki [91]. Wykazano, że oporność 
może być związana ze zmianą lipidów błony komórko-
wej [15,30].

Do poznania mechanizmów oporności, oprócz badań ge-
netycznych, niezbędna jest również znajomość warunkują-
cych ją procesów biochemicznych. Wiadomo, że gen musi 
być najpierw transkrybowany na mRNA, który z kolei prze-
niesiony na rybosomy ulega translacji, czego produktem 
jest białko. Następstwem mutacji w genie może być mo-
dyfikacja kodowanego przez ten gen białka. Tak zmodyfi-
kowane białko może tracić powinowactwo do fungicydu, 
w wyniku czego nie jest on przez komórkę pobierany lub 
nie łączy się z jej strukturami. Istnieje też możliwość po-
wstawania za pośrednictwem mutacji enzymu rozkładają-
cego fungicyd. Wreszcie, komórka oporna może całkowicie 
tracić zdolność syntezy białka wykazującego powinowac-
two z fungicydem. Główne mechanizmy rozwoju oporno-
ści mogą polegać na: 
•	 �modyfikacji miejsca wrażliwego enzymu tak, że fungi-

cyd traci powinowactwo do białka;
•	 �uruchomieniu alternatywnej drogi biosyntezy, pozwa-

lającej na ominięcie szlaku zablokowanego przez fun-
gicyd;

•	 �zmniejszeniu pobierania fungicydu przez komórkę (zmia-
na składu kompozycji błony) lub zwiększeniu jego in-
tensywności wydalania (ABC i MFS transportery);

•	 �włączenie cząsteczki fungicydu w szlaki metaboliczne 
komórki, prowadzące do jego inaktywacji;
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Ryc. 5. �Ultracienkie skrawki preparatów komórek drożdży Saccharomyces cerevisiae (mutanta opornego na CSA-IM (chlorek N-(dodecyloksykarboksymetylo)-
N,N,N-trimetyloamoniowy) z transmisyjnego mikroskopu elektronowego [56]: A) inkubowane w podłożu YPD bez CSA (kontrola); B,C,D) 
inkubowane w podłożu YPD w obecności CSA; v – wakuola; l – krople lipidowe; N – jądro komórkowe; m – mitochondria

A

C

B

D
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•	 �zmniejszenie intensywności konwersji związku nietok-
sycznego w toksyczny;

•	 �amplifikacji genu, co powoduje wzrost ilości danego en-
zymu, na który działa inhibitor;

•	 �zmianie wewnątrzkomórkowego pH, które może być 
przyczyną zmiany struktury chemicznej fungicydu 
[21,23,35,50,90]. W zależności od rodzaju organizmu, 
oporność na konkretny związek może opierać się o róż-
ne, opisane wyżej mechanizmy.
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