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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie polimerowych pochodnych N-acetylocysteiny do
eradykaciji biofilmoéw w instalacjach wodnych.

Aktywnos$¢ metaboliczna komérek tworzgcych biofilmy prowadzi do wtérnego zanieczyszczenia
wod, a produkcja metabolitéw biofilmu powoduje biokorozje materiatéw przewodéw wodociggowo-ka-
nalizacyjnych.

Biofilmy sg wszechobecne na statych podtozach w $rodowisku wodnym. Kluczowe znaczenie
w tworzeniu struktury biofilmu przypisuje sie zewngtrzkomérkowym substancjom polimerowym (EPS:
extracellular polymer substances), ktére budujg otoczke bakterii lub sg uwalniane do otoczenia, gdzie
wchodzg w skiad $luzu. Skiadniki otoczki wraz ze Sluzem tworzg glikokaliks, ktéry utatwia proces ad-
hezji do gtadkich powierzchni tworzyw sztucznych i metali. W $rodowisku, gdzie wystepujg turbulentne
przeptywy, biofilm przybiera postaé rozciggnietych paskéw, natomiast w Srodowiskach wodnych
o stabej turbulencji lub wodach stojgcych, biofilm tworzy swojg mase w postaci ,grzyba” lub osadu.
EPS w biofilmie stanowi bariere dla typowych czynnikdéw myjgco-dezynfekcyjnych. Skutkiem tego
bakterie w biofilmach powstajgcych wewnatrz systeméw instalacji wykazujg nawet 1000-krotnie
zwiekszong opornos$é na srodki dezynfekcyjne w poréwnaniu do komoérek planktonowych. W rezulta-
cie, inaktywacja komoérek bakterii tworzacych biofilmy konwencjonalnymi metodami, takimi jak stoso-
wanie srodkéw dezynfekcyjnych jest czesto nieskuteczna.

W opisie patentowym PL218746 ujawniony jest sposob dezintegracji biofiimu w Srodowisku
wodnym, polegajgcy na tym, ze obejmuje dodawanie do wskazanego $rodowiska wodnego, zawiera-
jacego biofilm, badz wytwarzanie w tym Srodowisku, jednej lub wiecej chlorowanych hydantoin, wy-
branych spomiedzy monochlorodimetylohydantoiny, di-chlorodimetylohydantoiny lub ich mieszanin,
w iloéci wystarczajgcej do uzyskania stezenia tych chlorowanych hydantoin od 20 do 100 ppm (wyra-
zonego jako Cl2) w tym Srodowisku wodnym.

Natomiast w opisie patentowym PAT.228178 ujawniono sposéb hamowania wzrostu biofilmu
bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich z wykorzystaniem chlorkowych komplekséw Ru(lV)
i Ru(Vvl).

N-acetylocysteina (NAC) to pochodna aminokwasu L-cysteiny o silnym dziataniu przeci-
wutleniajgcym, mukolitycznym i przeciwbakteryjnym (Y. Samuni, S. Goldstein, O. M. Dean, M. Berk
Biochimica et Biophysica Acta 2013, 1830 4117-4129). Jest to nietoksyczny dla cztowieka zwigzek,
stosowany jako substancja czynna w wielu lekach o dziataniu przeciwutleniajgcym i mukolitycznym,
a takze jako antidotum w przypadku zatrué paracetamolem (N-(4-hydroksyfenylo)acetamidem), moga-
cych prowadzié¢ do ostrej niewydolnosSci watroby (I.E. Dhouib, M. Jallouli, A. Annabi, N. Gharbi,
S. Elfazaa, M.M. Lasrama Life Sciences 2016,151, 359-363).

N-acetylocysteina stosowana jest takze jako $rodek zmniejszajgcy obrosty biologiczne i za-
pobiegajgcy powstawaniu biofilmu mikroorganizmoéw na powierzchniach ze stali nierdzewnej. Zwia-
zek ten powoduje zmniejszenie przyczepnosci bakterii, a takze obniza poziom wytwarzanych poza
komérkowych EPS, zaki6cajgc tym samym powstawanie biofiiméw (A-C.Olofsson, M.Hermansson,
H. Elwing App! Environ Microbiol 2003, 69(8): 4814-4822). NAC, podobnie jak inne klasyczne mu-
kolityki zawierajgce tiolowe grupy redukujgce, powoduje degradacje tréjwymiarowej sieci EPS po-
przez redukcje wigzan dwusiarczkowych (S-S) do wigzania sulfhydrylowego (S-H) (AM. Sadowska,
J. Verbraecken, K. Darquennes, WA. DeBacker Therapeutics and Clinical Risk Management
2006,2(1), 3-18). Niektére bakterie heterotroficzne, np. te nalezgce do rodziny Enterobacteriaceae,
wykazujg aktywnos$¢ desulfurazy cysteiny (H. Mihara, N. Esaki Appl Microbiol Biotechnol 2002, 60,
12-23; T. Oguri, B. Schneider, L. Reitzer J Bacteriol 2012, 194(16), 4366-4376; K. Takumi,
G. Nonaka J Bacteriol 2016, 198, 1384-1392). Aktywno$¢ takich drobnoustrojow w efekcie prowa-
dzi do degradacji NAC i wytworzenia pirogronianu, amoniaku oraz siarczkéw, ktére mogg stanowic
dla bakterii heterotroficznych zrédto C i N oraz S, zwtaszcza w srodowiskach wodnych, ubogich w te
pierwiastki oraz prowadzi¢ do wyraznego zmniejszenia aktywnosci antybiofilmowej NAC. Wéwczas,
niezbedne staje sie zastosowanie kombinacji NAC oraz innych zwigzkéw antydrobnoustrojowych,
np. odpowiednich antybiotykéw. Jednak stosowanie antybiotykdéw w instalacjach wodnych jest nie-
dopuszczalne.

Celem wynalazku jest dostarczenie skutecznego sposobu eradykacji biofilmoéw w instalacjach
wodnych, w przypadku wystepowania bakterii heterotroficznych obnizajgcych efektywno$é¢ antybio-
filmowg NAC.
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Na potrzeby niniejszego wynalazku pochodna N-acetylocysteiny i polimeréw krzemoorgani-
cznych o wzorze 1 i nazwie chemicznej liniowy poli(2-[2-(acetyloamino)-karboksyetyltio]etylo)sil-
seskwioksan zakonczony grupami trimetylosililowymi okre$lana bedzie nazwg NAC-Si-1, pochodna
o wzorze 2 i nazwie chemicznej liniowy poli(2-[2-(acetyloamino)-karboksyetyltio]etylo,metylo)siloksan
zakonczony grupami trimetylosililowymi okre$lana bedzie nazwg NAC-Si-2.

Pochodne N-acetylocysteiny i polimeréw krzemoorganicznych: NAC-Si-1 o0 wzorze 1 oraz NAC-
Si-2 o0 wzorze 2 sg zwigzkami otrzymanymi na drodze fotoinicjowanej addycji enotiolowej
N-acetylocysteiny do odpowiednich prekursoréw polimerowych z podstawnikami winylowymi [odpo-
wiednio, poli(winylosilseskwioksanéw) (Mn = 1000 Da, PDI = 1.4) oraz poli(metylowinylosiloksan6w)
(Mn = 1800 Da, PDI = 1.3)]. Rozpuszczalno$é pochodnych NAC w wodzie o pH = 7 w temperaturze
25°C wynosi: NAC-Si-1 = 12,5 mg/ml; NAC-Si-2 = 2,0 mg/ml.

Podczas badan dotyczacych aktywnosSci antybiofiimowej, nieoczekiwanie okazato sie, ze poli-
merowe pochodne N-acetylocysteiny o wzorach 1 i 2 takze wykazujg dziatanie anty-drobnoustrojowe,
stanowigc jednoczesnie trudniej dostepne substraty dla bakterii w instalacjach wodnych w poréwnaniu
do N-acetylocysteiny, biorgc pod uwage zarédwno budowe przestrzenng tych zwigzkéw oraz stopien
addycji molekut NAC w czgsteczkach polimeréw. Zwigzki te sg nietoksyczne dla $rodowiska i nie roz-
wijajg opornosci na czynniki aktywne oraz wykazujg wzmocnione pasywno/aktywne wtasciwosci prze-
ciwdrobnoustrojowe.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest zastosowanie polimerowych pochodnych N-acetylo-
cysteiny: o wzorze 1 oraz wzorze 2 , w ktérych R oznacza grupe N-acetylocysteinowg do eradykaciji

biofilméw w instalacjach wodnych.
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Korzystnie powierzchnie wewnetrzne instalacji wodnych lub zbiornikéw wyréwnawczych traktuje
sie od 60 minut do 24 godzin roztworem lub zawiesing polimerowych pochodnych N-acetylocysteiny:
NAC-Si-1 o wzorze 1 lub NAC-Si-2 wzorze 2, w stezeniu od 0,05% w/v do 1% w/v, w temperaturze
15-37°C, a nastepnie ptucze sie powierzchnie woda.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady:

Przyktad 1

W celu oceny skutecznoéci dziatania NAC oraz polimerowych pochodnych o wzorach 1i 2 na
komoérki drobnoustrojéw w formie planktonowej przygotowano zawiesine bakterii Gram-ujemnych
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophila i Aeromonas hydrophile),
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Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) oraz drozdzy (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae
i S. cerevisiae killer T158C) o gestosci 108 komarek/ml.

Zastosowano NAC oraz jej pochodne: NAC-Si-1 o wzorze 1 i NAC-Si-2 o wzorze 2, w ste-
zeniach od 0,0625% do 0,25% w/v, w pozywkach ptynnych przeznaczonych dla hodowli bakterii (TSB)
oraz drozdzy (MEB), a inkubacje prowadzono w czasie 24 godzin w temp. 20°C — 37°C, w zalezno&ci
od rodzaju drobnoustroju. Jako kontrole procesu wybrano ten sam materiat biologiczny, ale bez trak-
towania NAC lub jej polimerowymi pochodnymi. Po czasie inkubacji oznaczano poziom zmetnienia
hodowli drobnoustrojow w pozywkach hodowlanych w zaleznosci od stezenia badanych zwigzkdéw
[°McF], a nastepnie wyznaczono minimalne stezenie hamujgce wzrost drobnoustrojéw (MIC). Na ry-
sunku, jako Fig. 1, przedstawiono wykres z wynikami oznaczen MIC dla N-acetylocysteiny oraz jej
pochodnych NAC-Si-1 (wz6r 1) i NAC-Si-2 (wzér 2) przedstawiono jako zalezno$é: Gestosé zawiesiny
komoérek (°McF) = f(MIC) Wykres 1).

Wykazano, ze polimerowe pochodne NAC o wzorze 1 i wzorze 2 wykazujg dziatanie antydrobno-
ustrojowe. Traktowanie komoérek planktonowych roztworem NAC lub jej pochodnych powoduje znaczace
zahamowanie wzrostu wszystkich testowanych drobnoustrojow w stosunku do préb kontrolnych.

Przyktad 2

W celu oceny dziatania NAC oraz jej polimerowych pochodnych na komorki bakterii Gram-
ujemnych (E. coli) oraz Gram-dodatnich (S. aureus) przygotowano dojrzate formy biofilméw tych drob-
noustrojéw, uformowane przez 7 dni na powierzchni szklanej. Zastosowano roztwér wodny NAC oraz
zawiesiny wodne polimeréw NAC-Si-1 i NAC-Si-2 w stezeniu 1% w/v o temp. 25°C. Czas kontaktu
zawiesiny zwigzku aktywnego z materiatem biologicznym wynosit 60 minut. Po czasie traktowania
komoérek zwigzkami NAC oznaczano liczebno$¢ zywych komoérek w biofilmach metodg ptytkowg. Kon-
trole stanowity komorki w biofilmie nie poddane traktowaniu powyzszych zwigzkéw. Wyniki oznaczen
przedstawiono w tabeli.

Tabela
Liczba zywych komérek zaadherowanych do szklanego nosnika.

Liczba komorek [jtk/cmZ]
Typ bio-
fil
Hmu Controla NAC Wzér 1 Wz6r 2
ontro NAC-Si-1 NAC-Si-2
E. coli 1x10° <1 1,3 x 10° 5,3 x 10"
S. aureus 1 x 10° 1,1 x 10° 4 % 10° 1 x 10*

Stwierdzono, ze traktowanie biofiiméw 1% roztworem lub zawiesing pochodnych NAC powodu-
je zmniejszenie liczby zywych komérek w biofilmie od 2 do 5 jednostek logarytmicznych w stosunku do
préby kontrolnej. Najbardziej oporny na dziatanie NAC byt biofilm wytworzony przez S. aureus, jednak
pochodne NAC: NAC-Si-1 i dziataty na ten szczep na podobnym poziomie lub efektywniej, w porow-
naniu do substancji natywnej NAC.
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Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie polimerowych pochodnych N-acetylocysteiny o wzorze 1 i wzorze 2, w ktérych
R oznacza grupe N-acetylocysteinowg, do eradykacji biofilmoéw w instalacjach wodnych.
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2. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze powierzchnie wewnetrzne instalacji
wodnych lub zbiornikéw wyréwnawczych traktuje sie od 60 minut do 24 godzin roztworem
lub zawiesing polimerowych pochodnych N-acetylocysteiny o wzorze 1 lub wzorze 2, o ste-
zeniu od 0,05% w/v do 1% w/v, w temperaturze 15-37°C, a nastepnie ptucze sie powierzch-
nie woda.

Rysunek

| Kontrola
NACO,25%

W NAC-5i-10,25%
R NAC-5i-20,05%




