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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg zastosowania optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych,
zawierajgcych pochodng chiralnego (1R,2S,5R)-(-)-mentolu i tancuch alkilowy w enzymologii
w szczegolnosci do aktywac;ji i stabilizacji enzymoéw z grupy oksydoreduktaz i hydrolaz oraz jako $rod-
ka biobdjczego.

Z polskiego zgtoszenia patentowego nr P412243 A1 znane jest zastosowanie chiralnych chlor-
kowych cieczy jonowych zawierajgcych pochodng (1R,2S,5R)-(-)-mentolu do wytwarzania $rodka lub
preparatu do leczenia lub profilaktyki infekcji grzybicznych w szczegélnosci wywotanych przez Candi-
da albicans. Do badan nad aktywno$cig przeciwgrzybiczng w zgtoszeniu wybrano trzy szczepy
C. albicans: (i) C. albicans SC5314 (izolat kliniczny), (ii) C. albicans CAF2-1 (Aura3::imm434/URA3),
(iiiy C. albicans CAF4-2 ((Aura3::imm434/(Aura3::imm434). Czyste hodowle badanych szczepdéw
utrzymywano do do$wiadczen na podtozu statym YPD w 4°C i przesiewano co 2 tygodnie.

W literaturze Swiatowej znane sg doniesienia dotyczgce zastosowania soli jonowych o réznej
strukturze kationowo-anionowej do aktywacji i stabilizacji enzymoéw, np.: wzrost aktywnosci i stabil-
nosci lakazy z Cerrena unicolor z wykorzystaniem bis(trifluorometylosulfonylo)imidkéw amoniowych,
imidazoliowych oraz pirydyniowych z komponentem terpenowym - aktywny sktadnik: J. Feder-
Kubis, J. Bryjak “Laccase activity and stability in the presence of menthol-based ionic liquids” Acta
Biochim. Pol., 60, 741-745 (2013). Innym doniesieniem jest zgtoszenie patentowe nr P416691 A1,
w ktérym ujawniono chiralne ciecze jonowe z podstawnikiem alkoholu monocyklicznego terpenowe-
go oraz z anionem salicylanowym, wykazujgce zastosowanie do aktywacji i stabilizacji lipazy oraz
o wiasciwosciach przeciwmikrobiologicznych, ktérych wytwarzanie polega na tym, ze odpowiedni
chiralny prekursor, wybrany z grupy chlorkéw 3-alkilo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]imidazo-
liowych, poddaje sie reakcji wymiany z salicylanem sodu w stosunku bliskim réwnomolowemu, ko-
rzystnie rownym od 0,95 do 1,85, w temperaturze od 273 do 373 K, w obecnosci rozpuszczalnika
organicznego lub w wodzie.

Z doniesienia konferencyjnego pt. ,Chiralne ciecze jonowe zawierajgce stodki anion aromatycz-
ny” zaprezentowanego na VIl Sympozjum Czwartorzedowe Sole Amoniowe i Obszary ich Zastoso-
wania Poznan 1-3 lipca, 2013 roku (ksigzka streszczen, s. 77) znane sg chiralne ciecze jonowe za-
wierajgce kation alkiloimidazoliowy z komponentem (1R,2S,5R)-(-)-mentolu jednoczes$nie z anionem
sacharynianowym, o wzorze ogélnym: [ImRMentol]*Sach-, w ktérym R oznacza grupe alkilowg
CnH2n+1, gdzie n wynosi 1-12.

Natomiast w polskim zgtoszeniu patentowym nr P408755 A1 opisana zostata powyzsza grupa
stodkich cieczy jonowych zawierajgcych komponent (1R,2S,5R)-(-)-mentolu oraz organiczny anion
sacharynianowy {0 wzorze ogdéinym [ImRMentol]*Sach-, w ktérym R oznacza grupe alkilowg CnHan+1,
gdzie n wynosi 1-12} jako materiaty luminescencyjne. Wtasciwosci luminescencyjne sprawdzono wyko-
nujgc pomiary widm emisji, wzbudzenia oraz wyznaczenie wydajnosci kwantowej badanej substancii.

Istotg wynalazku jest zastosowanie optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych zawieraja-
cych pochodng optycznie czynnego (1R,2S,5R)-(-)-mentolu, o wzorze og6inym [R-Im-CH>OMentol]*Sach-,
w ktérym R oznacza grupe alkilowg CnH2n+1, gdzie n wynosi 1, 3, 6, 9, 12 oraz 14, do aktywaciji i stabi-
lizacji enzymoéw z grupy oksydoreduktaz i hydrolaz, w szczegdlnoSci lakazy, lipazy lub trypsyny
w roztworach biatkowych.

Korzystnie do aktywacji lakazy stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okre-
Slone powyzej o dtugosci taricucha alkilowego od metylowego do nonylowego w stezeniu 2,5 mM oraz
optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe zawierajgce tanicuch alkilowy od metylowego do heksy-
lowego w stezeniu 8,0-51,1 mM.

Korzystnie do aktywaciji lipazy stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslo-
ne powyzej o dtugosci taiicucha alkilowego od propylowego do dodecylowego w stezeniu 2,5 mM oraz
optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe zawierajgce faricuch alkilowy od metylowego do nonylo-
wego w stezeniu 5,8-55,9 mM.

Korzystnie do aktywacji trypsyny stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslo-
ne powyzej o dtugosci tancucha alkilowego od heksylowego do tetradecylowego w stezeniu 0,5 mM.

Korzystnie do stabilizacji lipazy stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okre-
Slone powyzej o dtugosci taricucha alkilowego od metylowego do tetradecylowego w stezeniu 2,5 mM
oraz optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe zawierajgce tancuch alkilowy od heksylowego
do tetradecylowego w stezeniu 2,5-7,8 mM.
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Korzystnie do stabilizacji trypsyny stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe
okre$lone w zastrz. 1 o dtugosci tancucha alkilowego od metylowego do dodecylowego w stezeniu
0,5 mM oraz optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe zawierajgce tancuch alkilowy od metylowe-
go do tetradecylowego w stezeniu 0,9-50,4 mM.

Istotg wynalazku jest réwniez zastosowanie optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych
zawierajgcych pochodng optycznie czynnego (1R,2S,5R)-(-)-mentolu 0 wzorze og6inym [R-Im-CH2O-
Mentol]*Sach-, w ktérym R oznacza grupe alkilowg CnHzn+1, gdzie n wynosi 1, 3, 6, 9, 12 oraz 14 jako
Srodkow biobojczych, obejmujgcych dziatanie bakterio- i grzybobdjcze oraz bakterio- i grzybostatyczne.

Korzystnie jako $rodek grzybobdjczy stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okre-
Slone powyzej o dtugosci fancucha alkilowego od metylowego do nonylowego w stezeniu 2,5-55,9 mM.

Korzystnie jako Srodek bakteriobdjczy stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazolio-
we okreslone powyzej o dtugosci taicucha alkilowego od metylowego do heksylowego w stezeniu
6,8-55,9 mM.

Korzystnie jako Srodek bakterio- i grzybostatyczny stosuje sie optycznie czynne sacharyniany
imidazoliowe okreslone powyzej w stezeniu 0,5 mM.

Optycznie czynne sole imidazoliowe, zawierajgce pochodng chiralnego (1R,2S,5R)-(-)-mentolu
i tancuch alkilowy, stosowane w rozwigzaniu to zwigzki zawierajgce w anionie komponent popularne-
go stodzika: sacharyny — substancji powszechnie stosowanej w przemysle spozywczym [U. Swier-
czek, A. Borowiecka, J. Feder-Kubis ,Struktura, wtasciwosci i przyktady zastosowan syntetycznych
substancji stodzacych” Zywnos$é. Nauka. Technologia. Jakosé 4, 15-25 (2016)]. Optycznie czynne
sacharyniany imidazoliowe to zwigzki silnie hydrofobowe o gestoSciach mieszczacych sie w zakresie
1,21+1,09 [g/cm3]. Lepko$é kinematyczna badanych soli jonowych zawiera sie w zakresie
512+689 [mm?2/s]. Omawiane optycznie czynne pochodne sacharyny moga efektywnie konwertowaé
promieniowanie ultrafioletowe. Wydajnosci kwantowe wyznaczone dla chiralnych soli sacharyniano-
wych wahajg sie w zakresie od 20 do 40% w zalezno$ci od badanej substanc;ji.

Stezenie zastosowanych soli [R-Im-CH20OMentol]*Sach- w roztworach uzytkowych zostato wy-
znaczone poprzez pomiar spektrofotometryczny przy 270 nm (sygnat pochodzgcy od anionu sachary-
nianowego) i obliczone na podstawie krzywej standardowej wykonanej dla sacharynianu sodu.

Optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe, przedstawione wzorem [R-Im-CH>OMentol]*Sachr,
wedtug wynalazku, wykazujg zdolno$é do modulacji reaktywnosci enzyméw. Ceche te sprawdzono
okre$lajgc wptyw otrzymanych sacharyniandéw imidazoliowych na aktywno$¢ oraz stabilno$¢ lakazy
z Cerrena unicolor, lipazy z Pseudomonas cepacia oraz trypsyny z trzustki bydlecej podczas inkubaciji
z roztworem uzytkowym o danym stezeniu sacharynianu imidazoliowego. Aktywnos$¢ lakazy wyzna-
czono w roztworze uzytkowym dla gwajakolu, trypsyny w roztworze uzytkowym dla BAPNA
(a-N-benzoilo-L-arginylo-4-nitroanilidu) jako substratu poprzez pomiar spektrofotometryczny, a dla
lipazy w reakcji hydrolizy tributyryny, przez miareczkowanie roztworem NaOH. Aktywnos¢ enzymu
w poszczegolnych roztworach sacharynianéw imidazoliowych byia liczona jako aktywno$¢ procentowa
wzgledem proby kontrolnej, czyli buforu nie zawierajgcego soli imidazoliowej, przyjetej jako 100%
aktywnoéci. Stabilno$¢é enzyméw w obecnosci sacharynianu imidazoliowego wyznaczono przez po-
miary aktywno$ci w trakcie 6-dniowej inkubacji w 30°C. Wptyw soli imidazoliowej na stabilno$¢ enzy-
mu liczono dla 6 dnia inkubacji wzgledem préby kontrolnej, czyli enzymu inkubowanego w buforze nie
zawierajgcym soli imidazoliowej, przyjetej jako 100% stabilnoSci.

Optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe, przedstawione wzorem [R-Im-CH>OMentol]*Sach-,
wedtug wynalazku, wykazujg wtasciwosci biobojcze o szerokim spektrum dziatania. Ceche te sprawdzo-
no poprzez wykonanie posiewu mikrobiologicznego mieszanin cieczy uzytkowej i enzymu lub enzymu
w buforze bez soli imidazoliowej, jako probie kontrolnej, na standardowych pozywkach dla bakterii oraz
grzybow po 6-dniowej inkubacji w 30°C w warunkach niesterylnych. Aktywnos$¢ biostatyczng i biobdjcza
roztworéw soli imidazoliowych wobec kolonii grzybowych i bakteryjnych okreslano jako procentowy sto-
sunek liczby kolonii mikroorganizméw zliczonych w posiewach z mieszanin cieczy uzytkowych i enzymu
do liczby kolonii obecnych w posiewie kontrolnym buforu, nie zawierajgcym soli imidazoliowe;.

Dzieki rozwigzaniu wedtug wynalazku uzyskano roztwory uzytkowe o réznych stezeniach soli
imidazoliowych: 0,5 oraz 2,5 mM o wiasciwosciach bakterio- i grzybostatycznych, ktére mogg byc
stosowane jako $rodowisko do prowadzenia biotransformacji (zwiekszajg stabilno$¢ enzymu oraz
zZnaczgco ograniczajg wzrost mikroorganizmoéw) oraz 6,8-55,9 mM o aktywnos$ci antymikrobiologicz-
nej, co wskazuje na zastosowanie optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych z fancuchem
alkilowym o dtugos$ci od metylowego do heksylowego jako dezynfektantow.
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Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach realizacji opisujgcych dodatek
sacharynianéw imidazoliowych jako modulatoréw aktywnosci i stabilnosci enzyméw oraz $rodkow
ograniczajgcych lub hamujgcych zanieczyszczenie mikrobiologiczne w roztworach biatkowych.

Przyktad 1

Aktywnos¢ lakazy z Cerrena unicolor, lipazy z Pseudomonas cepacia w roztworach uzytkowych
zawierajgcych substancje aktywnag w stezeniu 2,5 mM oraz trypsyny z trzustki bydlecej w roztworach
uzytkowych zawierajgcych substancje aktywng w stezeniu 0,5 mM.

Sporzadzono 18 roztworéw uzytkowych: 12 roztworéw o stezeniu 2,5 mM i objetosci 20 mL po-
przez rozpuszczenie w 30°C 21,7 mg sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-metylo-
imidazoliowego w 50 mM buforze fosforanowo-cytrynianowym pH 5,2 oraz 50 mM buforze fosfora-
nowym pH 8, 23,1 mg sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-propyloimidazoliowego
w 50 mM buforze fosforanowo-cytrynianowym pH 5,2 oraz 50 mM buforze fosforanowym pH 8,
25,2 mg sacharynianu 3-heksylo-1-(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylolimidazoliowego w 50 mM buforze
fosforanowo-cytrynianowym pH 5,2 oraz 50 mM buforze fosforanowym pH 8, 27,3 mg sacharynianu
1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-nonyloimidazoliowego w 50 mM buforze fosforanowo-cytry-
nianowym pH 5,2 oraz 50 mM buforze fosforanowym pH 8, 29,4 mg sacharynianu 3-dodecylo-1-
-[1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]imidazoliowego w 50 mM buforze fosforanowo-cytrynianowym pH 5,2
oraz 50 mM buforze fosforanowym pH 8, 30,8 mg sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-
-tetradecyloimidazoliowego w 50 mM buforze fosforanowo-cytrynianowym pH 5,2 oraz 50 mM buforze
fosforanowym pH 8, a takze 6 roztwordéw o stezeniu 0,5 mM poprzez rozpuszczenie w 30°C 4,3 mg
sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-metyloimidazoliowego w 50 mM buforze borano-
wym pH 8,0, 4,6 mg sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-propyloimidazoliowego
w 50 mM buforze boranowym pH 8,0, 5 mg sacharynianu 3-heksylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksyme-
tylojimidazoliowego w 50 mM buforze boranowym pH 8,0, 5,5 mg sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-
-mentoksymetylo]-3-nonyloimidazoliowego w 50 mM buforze boranowym pH 8,0, 5,88 mg sacharynia-
nu 3-dodecylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]imidazoliowego w 50 mM buforze boranowym
pH 8,0, oraz 6,2 mg sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowego
w 50 mM buforze boranowym pH 8,0.

Uzyskane roztwory uzytkowe wykorzystano do pomiaru aktywnos$ci lakazy z Cerrena unicolor
(pH 5,2) lipazy z Pseudomonas cepacia (pH 8) oraz trypsyny z trzustki bydlecej (pH 8). Do 1 mL uzy-
skanych roztworéw uzytkowych o pH 5,2 dodano 10 pL 150 mM gwajakolu i 5 puL lakazy (aktywnos$é
wiasciwa 30 U/mg) i oznaczono aktywno$¢ enzymatyczng w 30°C poprzez pomiar spektrofotome-
tryczny przy 525 nm. Do 1 mL uzyskanych roztwordw uzytkowych o pH 8 dodano 50 pL tributyryny
i 5 uL lipazy (aktywno$¢ wtasciwa 93 U/mg) i oznaczono aktywno$¢ enzymatyczng w 37°C poprzez
miareczkowanie powstatego kwasu mastowego 0,01 M alkoholowym roztworem NaOH. Do 1 mL uzy-
skanych roztworéw uzytkowych buforu boranowego o pH 8 dodano 5 ulL 80 mM BAPNA i 5 ulL trypsy-
ny (aktywnos$¢ wtasciwa 2 U/mg) i oznaczono aktywno$¢ enzymatyczng w 30°C poprzez pomiar spek-
trofotometryczny przy 405 nm. W Tabeli 1 przedstawiono wyniki wyrazone jako procentowa warto$é
aktywnoséci w odniesieniu do préb kontrolnych nie zawierajgcych soli imidazoliowych, dla ktérych war-
tos¢ aktywnosci oznaczono jako 100.

Tabela 1
Procentowa aktywnos¢ lakazy i lipazy w roztworach uzytkowych zawierajacych 2,5 mM optycznie
czynnych sacharynianéw imidazoliowych oraz procentowa aktywnos$¢ trypsyny w roztworach
uzytkowych zawierajacych 0,5 mM optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych,
w odniesieniu do préb kontrolnych (za 100% przyjeto wyniki uzyskane
dla roztworéw bez soli imidazoliowej).

T 1 AKtywnosé
Optycznie czynny sacharvnian imidazoliowy Akty“m;;sjc ;akayy. Ak[ywr;_(;sgc ;'p”y’ {rypsyny,
[R-Im-CH,OMentol]" Sach Y . pr? . pHR 0

(%] [*] (%]

sacharynian 1-[(1R,2§5,5R)-(-)-mentoksy metvlo]-3-
metyloimidazoliowy 1194 77.4 99,4
[CH3-1m-CH.OMentol]*Sach




PL 236 589 B1 5

sacharynian 1-[(1R,25.5R)-(-)-mentoksy metylo|-3-

[§
propyloimidazoliowy [C:Ha-Im-CH OMentol]'Sach- 1344 tw2.9 99.7

sachacynian 3-heksylo-1-{(1R?,28,5R)-(-)-
mentoksy ety lojimidazoliowy |CeHy-Ilm- 1264 150.3 1054
CH;OMentol] 'Sachr

sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(—)-mentoksymetylo|-3-

nouyloimidazoliowy [CsH1o-Im-CH:OMentol]'Sach" 16.6 1.7 126

sacharynian 3-dodecylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-
mentoksymetyloJimidazoliowy |CyHjs-Im- 91,7 101.6 112.3
CH,OMentol] 'Sachr

sacharynian 1-[(LR,25,5R)-(—)-mentoksy metylo|-3-

tetradecyloimidazaliowy [C1aHao-Im-CH;0Mentol|'Sach 87,3 796 104,3

Dodatek optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych z podstawnikiem alkilowym od
metylowego do nonylowego w stezeniu 2,5 mM w roztworze uzytkowym o pH 5,2 powoduje wzrost
aktywnoséci lakazy. 2,5 mM stezenie sacharynianu 3-dodecylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymety-
lo]limidazoliowego i sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowego
w roztworach uzytkowych o pH 5,2 powoduje niewielki spadek aktywnos$ci tego enzymu. Korzystne
jest stosowanie 2,5 mM stezenia sacharynianéw imidazoliowych z podstawnikiem alkilowym od propy-
lowego do dodecylowego w roztworach uzytkowych o pH 8 do aktywacji lipazy. Sacharynian
1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-metyloimidazoliowy oraz sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mento-
ksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowy w podanym stezeniu powodujg niewielki spadek aktywnosci
lipazy. Korzystne jest stosowanie 0,5 mM stezenia sacharynianéw imidazoliowych {[R-Im-CH->O-
Mentol]*Sach} do stabilizacji trypsyny. 0,5 mM stezenie sacharynianéw imidazoliowych z podstawni-
kiem od heksylowego do tetradecylowego powoduje wzrost aktywnosci tego enzymu.

Przyktad 2

Stabilnos¢ lakazy z Cerrena unicolor, lipazy z Pseudomonas cepacia oraz trypsyny z trzustki
bydlecej w roztworach uzytkowych zawierajgcych substancje aktywng w stezeniu 2,5 mM (dla lakazy
i lipazy) oraz 0,5 mM (dla trypsyny) oraz czysto$¢ mikrobiologiczna roztwordéw uzytkowych z enzymem
po 144 h inkubaciji.

Roztwory uzytkowe o stezeniu 2,5 mM oraz 0,5 mM uzyskano poprzez rozpuszczenie
w 30°C odpowiednich nawazek optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych, analogicznie
jak w Przyktadzie 1, w 50 mM buforze fosforanowo-cytrynianowym pH 5,2, 50 mM buforze fosfo-
ranowym pH 8 oraz 50 mM buforze boranowym wykorzystano do oznaczenia stabilnoSci i czysto-
Sci mikrobiologicznej roztworéw enzymatycznych. Do 3 mL uzyskanych roztworéw uzytkowych
o pH 5,2 dodano 100 pL lakazy (aktywno$é wtasciwa 170 U/mg), do 3 mL uzyskanych roztworéw
uzytkowych o pH 8 (lipaza) dodano 100 pL lipazy (aktywno$¢ wiasciwa 830 U/mg), a takze do
3 mL uzyskanych roztworéw uzytkowych o pH 8 (trypsyna) dodano 100 pL trypsyny (aktywnos$c¢
wtasciwa 15 U/mg). Mieszaniny inkubowano przez 144 godziny w 30°C i oznaczano aktywno$¢
enzyméw w ustalonych odstepach czasowych. Po 6 dniach inkubacji w warunkach niesterylnych,
pobierano 100 uL enzymu w przygotowanych roztworach uzytkowych o pH 5,2 lub pH 8, rozcien-
czano 1, 10, 100, 1000, 10 000 razy sterylnym ptynem fizjologicznym i wysiewano 50 pL probki
na standardowych statych pozywkach odpowiednich do wzrostu bakterii (LB Agar) lub grzybéw
(Potato Dextrose Agar). Hodowle inkubowano w 30°C, po 2 dniach zliczono liczbe kolonii bakte-
ryjnych, a po 4 dniach liczbe kolonii grzybiczych. W Tabeli 2 przedstawiono wyniki wyrazone jako
procentowe wartos$ci badanych parametré4w w odniesieniu do préb kontrolnych nie zawierajgcych
soli imidazoliowych.
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Tabela 2
Procentowa stabilno$¢ lakazy, lipazy, trypsyny oraz liczba kolonii bakteryjnych i grzybiczych
po 6 dniach inkubacji w 30°C w roztworach uzytkowych o pH 5,2 i pH 8 zawierajacych optycznie czynne
sacharyniany imidazoliowe w stezeniu 2,5 mM oraz 0,5 mM dla trypsyny w odniesieniu
do préb kontrolnych (za 100% przyjeto wyniki uzyskane dla roztwordéw bez soli imidazoliowej).

Lakaza (pH 5,2) Lipaza (pH 8.0) Trypsyna (pH 8,0)
Oplycznie czynny . . . . . .
sacharynian Stabil- Luczbf'lh L1czb? Stabil- LlCZb? Llczba Stabil- LlCZb? LlCZ.bf'll
ey . < kolonii kolonii 9 kolonii kolommi o kolonii | kolonii
imidazoliowy nosc . nosc . . nosc . .
T e I R e I e e i
+ - o, y 2y ° y zy o Y Zy!
CH,OMentol]"Sach %) %] (%] (%] (%l (%] %] (%] (%]
sacharynian 1-

[(1R,28,5R)-(-)-
mentoksy metylo]-3-
metyloimidazoliowy

[CH;-Im-
CH,OMentol]"Sach
sacharynian |-

[(1R,28,5R)-(-)-
mentoksymetylo]-3-
propy loimidazoliowy

[C3H;-Im-
CH,OMentol]"Sach
sacharynian 3-heksylo-
1-[(1R,28.5R)-(—)-
mentoksymetyloJimida 65,8 brak brak 98,6 brak brak 129,8 brak brak
zoliowy [C¢H 3-1Im-
CH,OMentol]"Sach*

sacharynian 1-

[(1R2S,5R)-(-)-
mentoksymetylo)-3-
nonyloimidazoliowy

[CsH jg-Im-
CH,OMentol]’ Sach®

sacharynian 3-

dodecylo-1-

[(1R,2S,5R)-(-)-

mentoksy metylo]imida
ZOliO\Vy [CuH;s-Im-
CH,OMentol]'Sach

sacharynian 1-
[(IR28,5R)-(~)-
mentoksymetylo]-3-
tetradecyloimidazoliowy
[C 1aH29-1in-
CH,OMentol|*Sach"

61.7 0,0003 brak 1034 9,7522 brak 135,7 10,8056 | 3,2677

51.9 brak brak 106,2 1.1500 brak 121,8 7.1988 2.7606

66,4 0,0003 brak 98,8 0.6729 brak 133,5 brak brak

44,5 0,0054 0,0288 106,4 3,2053 0,0066 163,6 0,0063 0,02817

75,2 2,2315 0,2304 105,6 9,0452 0,2354 95,5 0,0009 0,0352

Zastosowanie roztworéw uzytkowych o pH 5,2 0 2,5 mM stezeniu sacharynianéw imidazolio-
wych powoduje spadek stabilnosci lakazy, ale znaczgco ogranicza wzrost mikroorganizméw podczas
dtugoterminowej inkubacji w 30°C. Roztwory uzytkowe o pH 8 powodujg stabilizacje lipazy oraz ogra-
niczajg wzrost mikroorganizméw w roztworze enzymatycznym, co sprawia, ze sacharynianowe sole
imidazoliowe z podstawnikiem alkilowym od metylowego do tetradecylowego mogg by¢ wykorzysty-
wane jako stabilizator podczas dtugoterminowych biotransformacji z wykorzystaniem lipazy. Zastoso-
wanie roztworéw uzytkowych sacharyniandw imidazoliowych z podstawnikiem alkilowym od metylo-
wego do dodecylowego o stezeniu 0,5 mM powoduje znaczacy wzrost stabilnosci trypsyny, natomiast
obecno$¢ sacharynianu 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowego w roztwo-
rze, jej nieznaczny spadek w czasie 144 h inkubacji w poréwnaniu do roztworu, ktéry nie zawierat soli
imidazoliowej. Roztwory te ograniczajg wzrost mikroorganizméw w roztworze enzymatycznym, co sugeru-
je naich wiasciwosci bakterio- i grzybostatyczne w przypadku zwigzkéw: [CHz-Im-CH2OMentol]*Sach-,
[C3H7-Im-CH2OMentol]*Sach-, [Ci2H2s-Im-CH2OMentol]*Sach- oraz [C14H29-Im-CH2OMentol]*Sachr,
a takze biobdjczych zwigzkéw zawierajgcych heksylowy {[CeH13-Im-CH2OMentol]*Sach} i nonylowy
{[CoH1o-Im-CH2OMentol]*Sach’} tfancuch alifatyczny, pozwalajgcych zachowaé sterylno$¢ uktadu.
W niespecyficznych testach mikrobiologicznych, czyli przy braku sterylno$ci podczas diugoterminowe;j
inkubacji roztworéw uzytkowych o pH 5,2 i pH 8 oraz 0,5 i 2,5 mM stezeniu sacharynianowych soli
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z podstawnikiem alkilowym od metylowego do nonylowego, wykazano ich petng grzybobéjczosé, co
wskazuje na zastosowanie tych zwigzkdéw jako Srodka przeciwgrzybiczego o szerokim spektrum dzia-
fania juz w stezeniu 0,5 mM. W niespecyficznych testach mikrobiologicznych wykazano bakteriosta-
tyczne dziatanie roztworéw uzytkowych o pH 5,2 i pH 8 zawierajgcych badane sacharyniany w steze-
niu 2,5 mM, a sacharynian 3-heksylo-1-[(1R,2S,5R)-(—)-mentoksymetylo]imidazoliowy {[CsH13-Im-
-CH2OMentol]*Sach} w tym stezeniu wykazat dziatanie bakteriobdjcze. Sacharynian z tafcuchem
alifatycznym zawierajagcym 6 atoméw wegla {[CeH1s-Im-CH2OMentol]*Sach} w stezeniu 2,5 mM
w roztworach uzytkowych o pH 5,2 i pH 8 oraz 0,5 mM o pH 8 moze mieé zastosowanie jako dezyn-
fektant o szerokim spektrum dziatania, a w roztworze uzytkowym o pH 8 jako stabilizator lipazy oraz
trypsyny podczas dtugoterminowych biotransformaciji.

Przyktad 3

Aktywnos¢ lakazy z Cerrena unicolor i lipazy z Pseudomonas cepacia w roztworach uzytkowych
nasyconych substancjami aktywnymi: [R-Im-CH>OMentol]*Sach-.

Roztwory uzytkowe nasycone sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-metylo-
imidazoliowym uzyskano inkubujgc w 30°C przez 72 godziny w 10 mL 50 mM buforu fosforanowo-
-cytrynianowego o pH 5,2 i w 10 mL 50 mM buforu fosforanowego o pH 8, 250 mg sacharynianu
z podstawnikiem metylowym. Roztwory uzytkowe nasycone sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-men-
toksymetylo]-3-propyloimidazoliowym uzyskano inkubujgc w 30°C przez 72 godziny w 10 mL 50 mM
buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 5,2 i w 10 mL 50 mM buforu fosforanowego o pH 8, 110 mg
sacharynianu z podstawnikiem propylowym. Roztwory uzytkowe nasycone sacharynianem 3-heksylo-
-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]imidazoliowym, sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-
-3-nonyloimidazoliowym, sacharynianem 3-dodecylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]imidazoliowym
oraz sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowym uzyskano kon-
taktujgc w 30°C 50 mM bufor fosforanowo-cytrynianowy o pH 5,2 i 50 mM bufor fosforanowy o pH 8
z sacharynianami z podstawnikami heksylowym, nonylowym, dodecylowym i tetradecylowym w sto-
sunku objeto$ciowym 1:1, cato$é 5-krotnie intensywnie mieszano w ciggu pierwszej doby i pozosta-
wiono na kolejnych 48 godzin. Po 72 godzinach inkubacji wszystkie otrzymane mieszaniny odwirowa-
no przez 10 min przy 8000 rpm, uzyskujac roztwory uzytkowe o stezeniach optycznie czynnych sacha-
rynianéw imidazoliowych podanych w Tabeli 3.

Tabela 3
Procentowa aktywno$¢ lakazy i lipazy w roztworach uzytkowych nasyconych optycznie czynnymi

sacharynianami imidazoliowymi, [R-Im-CH20OMentol]*Sach-, w odniesieniu do préb kontrolnych
(za 100% przyjeto wyniki uzyskane dla roztworéw bez soli imidazoliowej).

Lakaza (pH 5,2) Lipaza (pH 8,0)
o ) X ) Stgzenie Stezenie
ptycznie Czynny sacharynian sachary niam .. sachary nianu ) .
imidazoliowy imidazoliowcgo w Aktywnosc imidazoliowcgo w Aktywnosé
[R-Im-CH-OMentol]*Sach" roztworze en/;.]):lnu roztworze e“/;,y,mu
uzytkowym [*o] uzytkowym 7o)
[InM] [mM]
sacharymian 1-[(1R,2S 5R)-(-)-
mentoksymetylo] -3- 51,1 138,1 55.9 147 4
metyloimidazoliowy ’ o ) !
[CH;-Im-CH,OMentol]*Sach
sacharynian 1-[(1R,25,5R)-(-)-
mentoksymetylo] -3- 22,5 1458 232 155,9
propy loimidazoliowy o0 ’ - ’
|C;H>-Iin-CH,OMentol]"Sach"
sacharynian 3-heksylo-1-
(IR 2S5R)-()- 8,0 175,4 6,8 167.6
mentoksymetylo]imidazoliowy ?
[CeH3-Im-CH>OMentol] "Sach*
sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-
mentoksymelylo]-3- 38 976 58 104.7
nonyloimidazoliowy ’ - - ’
[CsH,5-Iin-CH ;0Mentol] "Sach-
sacharynian 3-dodecylo-1-
[(LR2S,5R)~(-)-
mentoksymetylo|imidazoliowy 23 4.3 23 28,0
[C1:Has-Im-CH.OMentol] *Sach
sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-
mentoksy metylo]-3- 45 78.0 78 741
tctradecyloimidazoliowy ’ ’ ’ ’
[C14Hs-Im-CH,OMentol]*Sach*
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Uzyskane roztwory uzytkowe o pH 5,2 i pH 8 nasycone optycznie czynnymi sacharynianami
imidazoliowymi z tancuchami alkilowymi od metylowego do dodecylowego zwiekszaty aktywno$¢ en-
zyméw nawet o 75% w przypadku lakazy i 68% dla lipazy w przypadku sacharynianu 3-heksylo-1-
-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylolimidazoliowego {[CsH13-Im-CH2OMentol]*Sach} w stezeniu 8 mM.
Sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowy {[C14H29-Im-CH2OMentol]*-
Sach} w stezeniu 4,5 mM w roztworze uzytkowym o pH 5,2 i 7,8 mM w roztworze uzytkowym o pH 8
powoduje niewielki spadek aktywnos$ci obu badanych enzyméw.

Przyktad 4

Stabilnos¢ lakazy z Cerrena unicolor, lipazy z Pseudomonas cepacia i trypsyny z trzustki bydle-
cej w roztworach uzytkowych nasyconych substancjami aktywnymi, [R-Im-CH.OMentol]*Sach-, oraz
czysto$¢ mikrobiologiczna roztwordéw uzytkowych z enzymem po 144 h inkubaciji.

Roztwory uzytkowe nasycone sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-metylo-
imidazoliowym uzyskano inkubujgc w 30°C przez 72 godziny w 10 mL 50 mM buforu fosforanowo-
-cytrynianowego o pH 5,2 i w 10 mL 50 mM buforu fosforanowego o pH 8, 250 mg sacharynianu
z podstawnikiem metylowym, a takze 10 mL 50 mM buforu boranowego o pH 8 z 220 mg sacharyniau
z podstawnikiem metylowym. Roztwory uzytkowe nasycone sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mento-
ksymetylo]-3-propyloimidazoliowym uzyskano inkubujgc w 30°C przez 72 godziny w 10 mL 50 mM
buforu fosforanowo-cytrynianowego o pH 5,2 i w 10 mL 50 mM buforu fosforanowego o pH 8, 110 mg
sacharynianu z podstawnikiem propylowym, a takze 10 mL 50 mM buforu boranowego o pH 8
z 100 mg sacharynianu z podstawnikiem propylowym. Roztwory uzytkowe nasycone sacharynianem
3-heksylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]imidazoliowym, sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-men-
toksymetylo]-3-nonyloimidazoliowym, sacharynianem 3-dodecylo-1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-
imidazoliowym oraz sacharynianem 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-tetradecyloimidazoliowym
uzyskano kontaktujgc w 30°C 50 mM bufor fosforanowo-cytrynianowy o pH 5,2, 50 mM bufor fosfora-
nowy o pH 8 oraz 50 mM bufor boranowy o pH 8 z sacharynianami z podstawnikami heksylowym,
nonylowym, dodecylowym i tetradecylowym w stosunku objetoSciowym 1:1, cato$¢ 5-krotnie inten-
sywnie mieszano w ciggu pierwszej doby i pozostawiono na kolejnych 48 godzin. Po 72 godzinach
inkubacji wszystkie otrzymane mieszaniny odwirowano przez 10 min przy 8000 rpm, uzyskujac roz-
twory uzytkowe o stezeniach sacharynianéw imidazoliowych podanych w Tabeli 4.

Tabela 4
Procentowa stabilno$¢ lakazy i lipazy po 6 dniach inkubacji w 30°C w roztworach uzytkowych o pH 5,2 i pH 8
nasyconych optycznie czynnymi sacharynianami imidazoliowymi, [R-Im-CH2OMentol]*Sach-, w odniesieniu
do préb kontrolnych (za 100% przyjeto wyniki uzyskane dla roztworéw bez soli imidazoliowej).

Lakaza (pH 5.2) Lipaza (pH 8,0) Trypsyna (pH 8.0)
Optycznic czynny Stgzenic Stgzenic St¢zenic
sacharynian sachary nianu Stabil - sacharynianu Stabil - sacharynianu Stabil-
imidazoliowy imidazoliowego nos¢é imidazoliowego nos¢ imidazoliowego nos¢
[R-Imn- W roztworze enzymu W 10ZIWOrze enzymu W roztworze enzymu
CI1:OMentol]*Sach” uzyltkowyin %] uzylkowymi [%] uzytkowym (%)
[mM] (mM] [mM]

sacharyman 1-
[(1R.28,5R)~(-)-
mentoksymetylo]-3-
metyloimidazoliowy
[CH;-Im-
CH,OMentol]*Sach-
sacharynian 1-
[(1R,2S,5R)-(-)-
mentoksymetylo]-3-
propy loimidazoliowy
[C 3H7-Im-
CH;OMentol]*Sach"
sacharynian 3-hcksylo-1-
[(1R.28,5R)-(-)-
mentoksymetyloJimidazo-
liowy
[CeHys-Im-
CH:OMentol]'Sach
sacharvnian -
[(1R.285R)-(-)-
mentoksymetylo]-3-
nony loimidazoliowy
[CyHye-Iin-
CH:OMentol]"Sach"

5.1 18.0 55.9 223 50,4 1580

22,5 38,3 232 46.2 21,6 1136

8,0 60.5 6.8 1022 5.1 154.5

38 357 58 1075 12 211.1
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sacharynian 3-dodccylo-
1-|(1K,2S.5R)(-)-
mentoksymetvlo]imidazo-
liowy
[C12Hzs-Im-
CH;OMentol]*Sach
sacharynian |-
[(1R,2S,5R)-(-)-
meutoksymetylo]-3-
tctradccy loimidazoliowy
[CrsH9-1m-
CI1,0Mentol]'Sach
Do 3 mL kazdego z uzyskanych roztworéw uzytkowych o pH 5,2 dodano 100 pL lakazy (aktyw-
nos$¢ wtasciwa 170 U/mg), do 3 mL uzyskanych roztworéw uzytkowych buforu fosforanowego o pH 8
dodano 100 pL lipazy (aktywnos$¢ wiadciwa 830 U/mg), a do 3 mL uzyskanych roztwordéw uzytkowych
buforu boranowego pH 8 dodano 100 plL trypsyny (aktywno$é wtasciwa 15 U/mg). Mieszaniny inku-
bowano przez 144 godziny w 30°C i oznaczano aktywno$é obu enzymoéw w ustalonych odstepach
czasowych. Po 6 dniach inkubacji w warunkach niesterylnych, pobierano 100 uL enzymu w przygoto-
wanych roztworach uzytkowych o pH 5,2 lub pH 8, rozcieAczano 1, 10, 100, 1000, 10 000 razy steryl-
nym ptynem fizjologicznym i wysiewano 50 puL probki na standardowych statych pozywkach odpo-
wiednich do wzrostu bakterii (LB Agar) lub grzybéw (Potato Dextrose Agar). Hodowle inkubowano
w 30°C, po 2 dniach zliczono liczbe kolonii bakteryjnych, a po 4 dniach liczbe kolonii grzybiczych.
W Tabelach 4 i 5 przedstawiono wyniki wyrazone jako procentowe wartosci badanych parametrow

w odniesieniu do prob kontrolnych nie zawierajgcych soli imidazoliowych.

Tabela b
Procentowa liczba kolonii bakteryjnych i grzybiczych po 6 dniach inkubacji w 30°C lakazy i lipazy
w roztworach uzytkowych o pH 5,2 i pH 8 nasyconych optycznie czynnymi sacharynianami imidazoliowymi,
[R-Im-CH20OMentol]*Sach-, w odniesieniu do préb kontrolnych (za 100% przyjeto wyniki uzyskane
dla roztworéw bez soli imidazoliowej).

25 50,4 25 1085 05 175,2

45 77.8 7R 1258 0.9 160,7

Lakaza (pH 5,2) Lipaza (pH 8.0) Trypsyna (pH 8,0)

Optycznie caviuty | Stezenie | 5o | [gepp, | Stezemie | Licgpa | SWEEnie | i | Liczba
sacharynian sachary- . sachary- - sachary- ] : )
e L ; kolonii | kolonii : kolonii kolonit - kolonii kolonii
imidazoliowy nianu baklervi bi- niamm paktervi o nianu baktervi bi-
[R-Im- imidazo- ,tel? o) e ll imidazo- ef” . g@ lill imnidazo- lelryj- gy 11
CH,OMentol|*Sach™ | liowego IELC] CZI':,CJI liowcgo T,;c]l CZ[?,/C] liowego [Ei.“]l CZI%/CJI
[mM] -~ -~ [mM] - ® [mM] ° ”

sacharynian 1-
[(1R,25,5R)-(-)-
mentoksymetyloJ-3-
mctyloimidazoliowy
[CH;-Im-
CH,OMentol[*Sach

sacharvnian 1-
[(1R.2S,5R)-(-)-
mentoksymetylo|-3-
propyloimidazoliowy
|CsH-1m-
CH,OMeuntol]*Sach

51,1 brak brak 55.9 brak brak 50,4 brak brak

225 brak brak 232 brak brak 21,6 brak brak

sacharynian 3-
heksylo-1-
[(1R,28,5R)-( )
mentoksymetylo]imi- 80 brak brak 6.8 brak brak 5,1 brak brak
dasoliowy
[CeHy3-Im-
CH,OMentol]*Sacly
sacharynian 1-
[(1R,28,5R)~(-)-
mentoksymetylo]-3-
nonyloimidazoliowy
[CsHys-Im-
CH,OMentol]'Sach”
sacharynian 3-
dodecvlo-1-
(1R 285,5R)-(~)-
mentoksymetylo|imi- 25 0,018 0,014 25 3.003 0,003 0,5 0,029 1,070
dazoliowy
|C1:Hs-Im-
CH,OMentol]*Sach”

38 0,002 brak 5.8 0.359 brak 1,2 brak 0,025
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sacharynian 1-
[(IR,28,5R)-(-)-
mentoksytncetylo|-3-
tetradecy loimidazo- 4.5 0.291 0,043 78 6.097 0,017 0.9 D.0LS 0,013

liowy
|CiHp-lin-
CH,OMentol) Sach

Uzyskane roztwory uzytkowe o pH 5,2 nasycone optycznie czynnymi sacharynianami imidazolio-
wymi w stezeniach 2,5-51,1 mM powodujg spadek stabilno$ci lakazy w przypadku kazdego zwigzku
{[R-Im-CH20OMentol]*Sach-}, co wyklucza ich stosowanie jako stabilizatoréw lakazy podczas biotech-
nologicznych proceséw diugoterminowych. Sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-metylo-
imidazoliowy w stezeniu 55,9 mM oraz sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-propylo-
imidazoliowy w stezeniu 23,2 mM w roztworach uzytkowych o pH 8 powodujg znaczny spadek stabil-
nosci lipazy wzgledem enzymu inkubowanego w roztworze bez soli imidazoliowej. Roztwory uzytkowe
o pH 8 nasycone optycznie czynnymi sacharynianami imidazoliowymi z podstawnikami alkilowymi
od heksylowego do tetradecylowego powodujg wzrost stabilnosci lipazy do 126% po 6 dniach inkuba-
cji w 30°C wzgledem enzymu inkubowanego w tym samym czasie bez dodatku substancji aktywne;j,
stad nasycone roztwory uzytkowe z powyzszymi sacharynianami mogg mie¢ zastosowanie podczas
dtugoterminowych biotransformacji z wykorzystaniem lipaz. Roztwory uzytkowe nasycone optycznie
czynnymi sacharynianami imidazoliowymi {[R-Im-CH-OMentol]*Sach} powodujg znaczgcy wzrost
stabilno$ci trypsyny. Sacharynian 1-[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo]-3-nonyloimidazoliowy powoduje
wzrost stabilnosci trypsyny do 211% w stezeniu 1,2 mM oraz dziata bakteriobdjczo i grzybostatycznie,
co wskazuje na jego zastosowanie jako stabilizatora trypsyny podczas biotechnologicznych proceséw
dtugoterminowych. W niespecyficznych testach mikrobiologicznych, czyli przy braku sterylnosci pod-
czas dtugoterminowej inkubacji roztworéw uzytkowych o pH 5,2 i pH 8 wykazano petng bakterio-
i grzybobojczosé soli imidazoliowych z podstawnikiem alkilowym od metylowego do heksylowego
w stezeniach 5,1-55,9 mM, dlatego zwigzki te mogg mieé zastosowanie jako dezynfektanty. Optycznie
czynne sacharyniany imidazoliowe zawierajgce fancuch alkilowy 9 {[CoH19-Im-CH.OMentol]*Sach?},
12 {{C12H25-Im-CH2OMentol]*Sach} i 14 {{C14H29-Im-CH2OMentol]*Sach-} weglowy wykazujg dziatanie
bakteriostatyczne i grzybostatyczne w roztworach uzytkowych o pH 5,2 i pH 8, dzieki czemu znaczgco
ograniczajg wzrost mikroorganizméw podczas dtugoterminowych proceséw i mogg byé stosowane
jako stabilizator lipazy oraz trypsyny o pH 8.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych zawierajacych pochodng
optycznie czynnego (1R,2S,5R)-(-)-mentolu, o wzorze ogdéinym [R-Im-CH>-OMentol]*Sach-,
w ktorym R oznacza grupe alkilowg CnHzn+1, gdzie n wynosi 1, 3, 6, 9, 12 oraz 14 do aktywa-
cji i stabilizacji enzymoéw z grupy oksydoreduktaz oraz hydrolaz w szczegdélnosci lakazy, li-
pazy lub trypsyny w roztworach biatkowych.

2. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze do aktywacji lakazy stosuje sie optycz-
nie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslone w zastrz. 1 o dtugosci taricucha alkilowe-
go od metylowego do nonylowego w stezeniu 2,5 mM oraz optycznie czynne sacharyniany
imidazoliowe zawierajgce tancuch alkilowy od metylowego do heksylowego w stezeniu
8,0-51,1 mM.

3. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze do aktywaciji lipazy stosuje sie optycz-
nie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslone w zastrz. 1 o dtugosci tancucha alkilowego
od propylowego do dodecylowego w stezeniu 2,5 mM oraz optycznie czynne sacharyniany
imidazoliowe zawierajgce tancuch alkilowy od metylowego do nonylowego w stezeniu
5,8-55,9 mM.

4. Zastosowanie wediug zastrz. 1, znamienne tym, ze do aktywacji trypsyny stosuje sie op-
tycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okre$lone w zastrz. 1 o dtugosci faricucha alkilo-
wego od heksylowego do tetradecylowego w stezeniu 0,5 mM.

5. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze do stabilizacji lipazy stosuje sie optycz-
nie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslone w zastrz. 1 o dtugosci tancucha alkilowego
od metylowego do tetradecylowego w stezeniu 2,5 mM oraz optycznie czynne sacharyniany
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imidazoliowe zawierajgce fancuch alkilowy od heksylowego do tetradecylowego w stezeniu
2,5-7,8 mM.

Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze do stabilizacji trypsyny stosuje sie op-
tycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okre$lone w zastrz. 1 o dtugosci tancucha alkilo-
wego od metylowego do dodecylowego w stezeniu 0,5 mM oraz optycznie czynne sachary-
niany imidazoliowe zawierajgce tancuch alkilowy od metylowego do tetradecylowego w ste-
zeniu 0,9-50,4 mM.

Zastosowanie optycznie czynnych sacharynianéw imidazoliowych zawierajacych pochodng
optycznie czynnego (1R,2S,5R)-(-)-mentolu o wzorze ogélnym [R-Im-CH>OMentol]*Sach-,
w ktérym R oznacza grupe alkilowg CnH2n+1, gdzie n wynosi 1, 3, 6, 9, 12 oraz 14, jako $rod-
koéw biobdjczych, obejmujgcych dziatanie bakterio- i grzybobdjcze oraz bakterio- i grzybosta-
tyczne.

Zastosowanie wediug zastrz. 7, znamienne tym, ze jako $rodek grzybobdjczy stosuje sie
optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslone w zastrz. 1 o dtugoéci tancucha alki-
lowego od metylowego do nonylowego w stezeniu 2,5-55,9 mM.

Zastosowanie wedtug zastrz. 7, znamienne tym, ze jako Srodek bakteriobodjczy stosuje sie
optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslone w zastrz. 1 o dtugoéci fancucha alki-
lowego od metylowego do heksylowego w stezeniu 6,8-55,9 mM.

Zastosowanie wediug zastrz. 7, znamienne tym, ze jako Srodek bakterio- i grzybostatyczny
stosuje sie optycznie czynne sacharyniany imidazoliowe okreslone w zastrz. 1 w stezeniu
0,5 mM.
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