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EESSONA

Kdesolev to66 on teostatud Tallinna Tehnikatlikooli Inseneriteaduskonna Materjali- ja
keskkonnatehnoloogia instituudis. LOputdd teema sOnastati kaasjuhendaja AS Chemi-

Pharm tootearendusjuhi Siimu Romi algatusel.

Soovin tanada juhendajat teadur Juri Bolobajevit abi eest nii laboratoorsete katsete
teostamisel, diplomit6d kirjutamisel kui ka andmete toé6tlemisel. Samuti olen tanulik

kaasjuhendaja Siimu Romile, kes jagas vaga vajalikke nduandeid ja juhiseid.

Magistritd0 raames viidi labi uuring vesinikperoksiidi aktiveerimismeetodite kohta
eesmadrgiga arendada valja vesinikperoksiidi baasil desinfitseerija. Leitud informatsiooni
pohjal viidi 1abi katseseeriad, et kindlaks teha, missugused aktiveerimismeetodid on
kdige efektiivsemad arendatavas tootes kasutamiseks. Uuriti ka lisaainete moju

vesinikperoksiidi aktiveerimisele.

Vesinikperoksiid, vesinikperoksiidi aktiveerimine, desinfitseerijad, magistrité6d



SISSEJUHATUS

Pindade puhastamine ja desinfitseerimine mangivad vaga olulist rolli mikroobse saaste
vastu voitlemisel. PGhimotteliselt ei ole pindade desinfitseerimise tahtsus ega olemus
viimaste aastakimnete jooksul oluliselt muutunud, kuid eriti suurt tahelepanu
pOoratakse sellele moistetavalt just praegustes pandeemia tingimustes. COVID-19
leviku moju tdnapdevasele maailmale on muutnud uute desinfitseerijate arendamise
valtimatuks, et pindade desinfitseerimisprotsess muutuks veelgi tohusamaks, kuid

samas keskkonnasobralikumaks ning ohutumaks.

Vaga laialdaselt kasutatakse desinfektsioonivahendeid just haiglates ning muudes
tervishoiuasutustes mitmesuguste pindade, esemete ja tarvikute puhastamiseks.
Eelkdige on need hadavajalik osa nakkushaiguste torjepraktikatest ja abiks
tervishoiuteenustega seotud nakkuste ennetamisel. Lisaks haiglatele on praegusel ajal
nii kate kui ka pindade jaoks mdeldud desinfitseerijad kasutusel ka mitmetes muude

valdkondade ettevotetes.

Uldiselt mbeldakse desinfektsioonivahendite all keemilisi aineid vdi nende segusid, mida
kasutatakse mikroorganismide ja patogeenide havitamiseks vOi nende kasvu
inhibeerimiseks. Desinfitseerijad sisaldavad mitmesuguseid aktiivseid aineid, millel on
laia spektriga antimikroobne toime ning millest paljusid on kasutatud juba vaga kaua,
sealhulgas naiteks alkohole, fenoole, joodi, kloori. Just aktiivaine on see, mis havitab
patogeenid, tavaliselt nende rakkude t66d voOi ehitust hairides ja kahjustades. Lisaks
aktiivsetele koostisosadele sisaldub desinfitseerimisvahendites enamasti veel ka muid
erineva otstarbega koostisaineid. Naiteks lisatakse tootele pindaktiivseid aineid, et

tagada pindade Ghtlane margumine voi aidata kaasa puhastusomadustele.

Vesinikperoksiidil pohinevaid tooteid peetakse ohututeks ja keskkonnasdbralikeks. Seda
seetOttu, et need lagunevad looduslikult esinevateks vee ja hapniku molekulideks.
Vesinikperoksiidi sisaldavad desinfitseerijad havitavad kiiresti laia spektrit baktereid ja

viirusi ning on tohusad puhastus- ja desinfektsioonivahendid.

Sellest tulenevalt oli kdesoleva t66 peamiseks eesmargiks alustada aktiveeritud
vesinikperoksiidi sisaldavate desinfitseerijate tootearendusprotsessi, viies labi
pohjalikud kirjanduse uuringud erinevate vesinikperoksiidi aktiveerimismeetodite kohta.
Leitud informatsiooni kohaselt teostati mitmeid katseseeriaid deoksliriboosi meetodil,
leidmaks koige efektiivsemat vesinikperoksiidi aktiveerijat, mida kasutada arendatavas
tootes. Lisaks sellele uuriti ka erinevate kompleksimoodustajate ning pindaktiivsete

ainete moju vesinikperoksiidi aktiveerimisele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Uute desinfitseerijate arendamise tahtsus

Mikrobioloogia on teadus, mis tegeleb mikroorganismide ehk mikroobide uurimisega.
Mikroorganismidel on inimeste elus oluline roll, mis vdib meile tuua nii kasu, aga ka
kahju. Enim huvipakkuvamad on erinevaid haigusi pdhjustavad mikroobid, kuid lisaks
tervishoiule on mikroobse saastumisega seotud veel ka mitmed teised valdkonnad, nagu
toidutodstus  ja toidu riknemine, pollumajandus, taimeinfektsioonid ja
pinnakahjustused. Mikroorganismide tdrje on seega oluline saastumise valtimiseks,
samuti selle eemaldamiseks ning vahendamiseks, kui saastumine on juba toimunud.
Antiseptikas, desinfitseerimise ja steriliseerimise protsessides kasutatakse sel eesmargil

mitmesuguseid flilsikalisi ja keemilisi meetodeid (McDonnell, 2007).

Maailma Terviseorganisatsiooni andmetel saab igal aastal Euroopa Liidus ligikaudu neli
miljonit patsienti tervishoiuteenustega seotud nakkuse. Selle all mdeldakse haiguseid
vOi patoloogilisi seisundeid, mis on seotud haigustekitaja voi selle jadkainetega
kokkupuutumisega tervishoius kasutatavate seadmete kaudu, raviprotseduuride kaigus
vOi ravi tagajarjel (Council of the European Union, 2009). Terviseamet defineerib
tervishoiuteenuse osutamisega seotud infektsiooni kui nakkust, mida patsiendil ei olnud
48 tundi enne tervishoiuteenust osutavasse asutusse saabumist v6i mis ei ole eelmises
tervishoiuteenust osutanud asutuses viibimise jaaknaht (Terviseamet, 2020). Kuigi
moned mikroorganismid ei kujuta endast ohtu tervetele inimestele, on haiglates erineva
immuunpuudulikkuse tasemega patsiente, varasemate infektsioonidega isikuid, vOoi
ndrgema immuunsisteemiga lapsi ja eakaid inimesi, mistdttu on vajalik tohusate
kontroll- ja torjemeetmete rakendamine efektiivse desinfitseerimise ndol. Olulist rolli
mikroorganismide paljunemisel mangivad pinnad, mis nduavad puhastamisel ja

mikrobioloogilisel hindamisel eriti suurt tahelepanu (Querido et al., 2019).

Nakkuse levimine vdib toimuda kas otseses kontaktis nakatunud patsiendiga voi
kaudselt labi saastunud eseme vdi pinna (Querido et al., 2019). Ehkki patogeeni
Ulekandumine lhelt patsiendilt teisele toimub kdige sagedamini tervishoiutdttajate kate
kaudu, voivad haigla saastunud pinnad ja meditsiiniseadmed, harvemini ka vesi ja 0hk,
olla nakkuse levimisega otseselt vdi kaudselt seotud (Weber et al., 2013). Uks
tervishoiuteenustega seotud nakkuste suure arvu peamisi pOhjusi on seotud
mikroorganismide vdimega plisida keskkonnas pikka aega, naiteks kuivadel ja kdvadel
pindadel. Pinnad vodivad toimida mikroorganismide jaoks reservuaarina, kust nakkus

vOib edasi levida koigile, kes sellega kokku puutuvad (Querido et al., 2019).



Saastunud pindade tagajarjel tervishoiuteenustega seotud nakkuste leviku
vahendamiseks on kolm peamist vdimalust. Esimeseks on ruumipindade puhastamise
ja desinfitseerimise rakendamine ning taiustamine. Teiseks, ruumide puhastamine
kasutades puutevabasid (no-touch) desinfitseerimismeetodeid, mille all moeldakse
enamasti naiteks UV-lampe vOi automaatseadmeid, mis pihustavad ruumi aktiivaine
segu. Kolmanda variandina on valja tootatud isedesinfitseerivad to6pinnad (Weber et
al., 2013).

Desinfitseerimisvahenditega seoses esineb ka mitmeid probleeme (Otter et al., 2013):
e aktiivaine ebaefektiivsus teatud patogeeni suhtes, naiteks ei ole paljud sageli
kasutatavad haigla desinfektsioonivahendid C. difficile eoste ja noroviiruse vastu
tohusad;
o toksilisus tootajatele voi keskkonnale;
e haiglas kasutusel olevate materjalide ja seadmete kahjustamine;
e sobimatus pindadega;

e Dbiotsiidi/antibiootikumide ristresistentsuse tekkimise voimalus.

Praegust tervisealast olukorda ja koroonaviiruse levikut silmas pidades p&éravad kdik
asutused suurt tahelepanu klientide, patsientide ja personali ohutusele. See hdlmab ka
viiruse leviku piiramiseks vajalikke desinfitseerimismeetodeid. Kdik juhised sisaldavad
teavet toopindade desinfitseerimise ning sagedase katepesu kohta, kuid vahem
kirjeldatakse Oigete desinfitseerivate kemikaalide ja meetodite valimise ning kasutamise

olulisust voi hoopis uudsete, tdiustatud desinfitseerimisvahendite vajalikkust.

1.2 Desinfitseerijad

Biotsiid on Gldmdiste, mis kirjeldab tavaliselt laia toimespektriga mikroorganisme
inaktiveerivat keemilist ainet (McDonnell & Russell, 1999). Biotsiidiks nimetatakse
aineid vO0i ainete segusid, mis sisaldavad voi tekitavad Uht vdi mitut toimeainet ning
mille eesmark on ebasoovitavate organismide havitamine, kahjutuks tegemine, nende
toime drahoidmine vdi muul viisil nende vastu vditlemine (Euroopa Liidu Teataja, 2012).
Kuna erinevate biotsiidide antimikroobne toime on varieeruv, kasutatakse enamasti
rohkem spetsiifilisi termineid nagu ,-staatiline”, viidates kasvu parssivatele ainetele (nt
bakteriostaatilised, fungistaatilised ja sporistaatilised) ja ,-tsiidne”, viidates
sihtorganismi havitavatele ainetele (nt sporitsiidne, virutsiidne ja bakteritsiidne)
(McDonnell & Russell, 1999).
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Desinfektsioonivahendid on aktiivaineid sisaldavad segud, mida kasutatakse
patogeenide ja mikroorganismide havitamiseks vdi nende kasvu inhibeerimiseks (Prabu
et al., 2013). Desinfitseerimine hoiab dra nakatumise, vahendades potentsiaalselt
nakkusohtlike organismide arvu nende tapmise, eemaldamise vdi lahjendamise teel
(Katzung et al., 2012). Desinfitseerijaid kasutatakse enamasti elututel objektidel voi
pindadel ning nad vodivad olla sporistaatilised, kuid ei pruugi olla sporitsiidsed
(McDonnell & Russell, 1999). Uldjuhul on desinfitseerimine efektiivne enamike
patogeenide vastu, valja arvatud bakterite eosed, mida peetakse desinfitseerimise ja
steriliseerimise suhtes kdige vastupidavamateks (McDonnell, 2007). Steriliseerimise
kdigus on aga lldiselt vGimalik eemaldada koik mikroorganismid, kuid mitte prioonid
(Traverse & Aceto, 2015). Steriliseerijad havitavad nii vegetatiivseid rakke kui ka
eoseid, kui neid kasutatakse piisava aja jooksul ning sobiva temperatuuri juures
(Katzung et al., 2012).

Desinfitseerimisvahendite alla kuuluvad ka antiseptikud, mis on kasutusel patogeensete
mikroobide inhibeerimiseks vdi havitamiseks ning nende kasvu parssimiseks eluskoes.
Nendeks voivad olla nditeks tervishoiuttttajate kate desinfitseerijad ja kirurgilised
puhastus- ning desinfitseerimistooted (Traverse & Aceto, 2015). Antiseptikutel on
peremeesrakkude jaoks piisavalt madal toksilisus, et neid on vdimalik kasutada otse

nahal, limaskestadel voi haavadel (Katzung et al., 2012).

Enne desinfitseerimist ja steriliseerimist on vaja pinnad pohjalikult puhastada, sest seal
leiduvad anorgaanilised ja orgaanilised materjalid hairivad nende protsesside tohusust.
Puhastamine tahendab vO0orkehade, nagu naiteks saasteainete, sealhulgas tolmu,
tahkete jaatmete, kemikaalijédkide, suure hulga mikroorganismide, ja neid Umbritseva
orgaanilise aine eemaldamist. Tavaliselt kasutatakse puhastamisel vett koos

pindaktiivseid aineid ja/v0i ensiiime sisaldavate toodetega (Traverse & Aceto, 2015).

Desinfektsioonivahendid jaotatakse sageli vastavalt nende efektiivsusele erinevate
mikroorganismide vastu kodrge, keskmise ja madala tasemega toodeteks.
Korgetasemelisi desinfektsioonivahendeid peetakse tohusaks patogeensete mikroobide
vastu, valja arvatud bakterite eosed. Need ained on pikema kokkupuuteaja jooksul
dldjuhul  ka sporitsiidsed. Kesktaseme desinfektsioonivahendid on tdhusad
muikobakterite, vegetatiivsete bakterite, viiruste ja seente vastu, kuid mitte tingimata
koikide bakterite voi seente eoste suhtes. Madala aktiivsusega desinfektsioonivahendid
on efektiivsed enamike bakterite, modnede viiruste ja seente vastu, kuid mitte

muikobakterite ja bakterite eoste vastu (McDonnell, 2007).

Biotsiidi valimisel on vajalik enim tahelepanu pddrata toote antimikroobsele

efektiivsusele, ohutusele ja pindadega sobivusele. Uhegi rakenduse jaoks pole ideaalset
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biotsiidi, kuid mdningad soovitatavad omadused on jargnevad (McDonnell, 2007; Rutala
& Weber, 2019):

aktiivsus (eelistatavalt kdigi) mikroorganismide vastu,
e Kiire toime,

o efektiivsus ka saastavate orgaaniliste ja anorgaaniliste materjalide juuresolekul,
mis voOivad biotsiidi aktiivsust parssida,

e madal toksilisus, arritavus, mutageensus voi kantserogeensus,
e sobivus pindade ja puhastatavate aladega, kasutusmugavus,

e soovimatute voi mirgiste jadkide puudumine ning mitte tekkimine (lagunemisel
vOi reageerimisel teiste kemikaalidega),

e stabiilsus, kuid vOime keskkonnas hdlpsasti laguneda,
e keskkonnasobralikkus,

e plsivus, tootel peaks olema téddeldud pinnale plsiv antimikroobne toime voi
antimikroobne jaakmaju,

e vastuvoetav I6hn,

e Okonoomsus, kulud ei tohiks olla Glemaara korged,
e vees lahustuvus,

e head puhastusomadused,

e mittesittiv, leekpunkt alla 65 °C.

Tohusa  desinfitseerimisprotsessi  saavutamiseks on esmalt vajalik dige
desinfektsioonivahendi valimine (Rutala & Weber, 2014). Kdigi nende omaduste
saavutamise voimalus erinevates olukordades on ebareaalne, seetdttu on oluline
poorata tédhelepanu kdige sobivama desinfitseerimisvahendi valimisele lahtudes selle
omadustest, konkreetse olukorra probleemidest ja desinfitseerimisprotseduuri soovitud
tulemustest (Traverse & Aceto, 2015). Lisaks on oluline vahendi praktiline kasutus, selle
pohjalik rakendamine nii, et desinfitseerimisvahend puutub kokku kogu pinnaga, samuti
ka tervishoiuasutuste puhul haiglatéotajate nouetekohane valjadbpe ning tootja
etikettide juhistest kinnipidamine. Sobiva toote ja korrektse praktika kombinatsioon
annab tulemuseks efektiivse pinna desinfitseerimise ning nakkusriski vahendamise
(Rutala & Weber, 2014).
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1.3 Desinfitseerijate klassifikatsioon

Biotsiidsed protsessid hdlmavad paljusid fllsikalisi ja keemilisi meetodeid.
Desinfitseerimine vOib toimuda erinevate flilisikaliste protsesside, naiteks ioniseeriva
kiirguse, kuiva vOi niiske kuumuse vOi auru abil (Katzung et al., 2012). Ka
mitmesugused kemikaalid, nagu aldehiidid, halogeenid ja fenoolid, on kasutusel tdnu
nende antimikroobsele toimele. Biotsiidi valik ja kasutamine soltuvad vajalikust
rakendusest. Naiteks vOib mitmesugustel kdvadel pindadel, nagu meditsiiniseadmetel,
kasutada paljusid agressiivseid kemikaale voi kdrge temperatuuriga protsesse, kuid

naha antiseptikumina ei ole need vastuvdetavad (McDonnell, 2007).

Tervishoiuasutustes on desinfitseerimiseks levinud arvukalt erinevaid keemilisi aineid ja
segusid. Need on enamasti vedelal kujul ja jagunevad aktiivaine pohjal (heksasse laia
kategooriasse: happed, alkoholid, aldehliidid, leelised, biguaniidid, halogeenid
(hGpokloritid ja joodil pohinevad jodofoorid), oksideerivad ained, fenoolid ja
kvaternaarsed ammooniumilihendid. Erinevate pindade ja seadmete desinfitseerimiseks
arendatakse virutsiidse, bakteritsiidse, fungitsiidse ja tuberkulotsiidse toimega
aktiveeritud vesinikperoksiidi tooteid, mis on viimasel ajal levima hakanud ténu nende

headele, ideaalsele desinfitseerijale lahedastele omadustele (Traverse & Aceto, 2015).

Haiglates on varasemalt kdige sagedamini kasutatavad pinna desinfektsioonivahendid
olnud alkoholipdhised, fenoole ja kvaternaarseid ammooniumiiihendeid sisaldavad
tooted. Need Uhendid ei ole aga spoore moodustavate patogeenide suhtes piisavalt
efektiivsed ning seetdttu on kasutusel ka néiteks klooribaasil (nt hipoklorit)
desinfitseerijad (Weber et al., 2013). Soltuvalt aktiivainest on desinfitseerijatel erinevad
eelised ja puudujdagid (Tabel 1.1).

Tabel 1.1 Naiteid desinfitseerijates kasutatavate aktiivainete eelistest ja puudustest (Rutala &
Weber, 2019)

Desinfitseerija

isopropanool)

-Kasutatakse nii tarvikute
kui ka pindade puhul
-Mirgiseid jaake pole

klassifikatsioon Eelised Puudused
-Bakteritsiidne, -Pole sporitsiidne
Alkoholid tuberkg_lotsudpe, ) -MOJutatud orgaanilisest
fungitsiidne, virutsiidne ainest
-Kiire moju -Voimalik seadmete
(etanool,

kahjustamine
-Tuleohtlik
-Aurustub kiiresti
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Tabel 1.1 jarg

Desinfitseerija

klassifikatsioon Eelised Puudused
-Pole sporitsiidne
Kvaternaarsed -Bakteritsiidne, fungitsiidne, | -Kdrge vee karedus modjutab

ammooniumiidhendid

(alkadldimetadl,
bensalkooniumkloriid,
ammooniumkloriid)

virutsiidne

-Head puhastusomadused
-Odav

-Hoiustamisel stabiilne

mikrobitsiidsust

-Mdjutatud orgaanilisest
ainest

-Limaskestasid, hingamisteid
arritav

Halogeenid (kloor)

(naatriumhutpoklorit,
kaltsiumhupoklorit,
kloordioksiid)

-Bakteritsiidne,
tuberkulotsiidne,
fungitsiidne, virutsiidne
-Sporitsiidne (suurtes
kontsentratsioonides)
-Murgiseid jaake pole
-Kiire toime
-Suhteliselt stabiilne

-Metalle s6ovitav
-Orgaaniline aine mdjutab
mikrobitsiidset toimet
-Voimalik trihalometaani
tekkimine

-Voib pdhjustada naha ja
silmade arritust

-Lohn

Halogeenid
(jood/jodofoorid)

-Bakteritsiidne,
tuberkulotsiidne,
fungitsiidne, virutsiidne
-Mittesittiv
-Hoiustamisel stabiilne

-Seente havitamiseks on vaja
pikaajalist kontakti

-Pole sporitsiidne

-Kahjustab silikoonkateetreid
-Pigem antiseptikum kui
pinnadesinfektant

Peroksiithendid
(vesinikperoksiid
(aktiveeritud))

-Bakteritsiidne,
tuberkulotsiidne,
fungitsiidne, virutsiidne
-Kiire toime
-Tootajatele ohutu
-Keskkonnasobralik
-Mittesattiv

-Kallim kui enamik teisi
desinfitseerivaid aineid
-Madalatel
kontsentratsioonidel pole
sporitsiidne
-Materjalisobimatus (nt vask,
messing, tsink)

Peroksiithendid
(peraadikhape,
vesinikperoksiid)

-Bakteritsiidne, fungitsiidne,
virutsiidne, sporitsiidne
-Aktiivne orgaanilise
materjali juuresolekul
-Keskkonnasobralikud
kdrvalsaadused

-Stabiilsuse puudumine
-Materjalisobimatus

-Kallim kui enamik teisi
desinfitseerivaid aineid
-Limaskestasid, hingamisteid
arritav

Fenoolid

(orto-fenuilfenool,
orto-bensuilpara-
klorofenool)

-Bakteritsiidne,
tuberkulotsiidne,
fungitsiidne, virutsiidne
-Odav

-Mittesattiv
-Hoiustamisel stabiilne

-Imendub poorsetesse
materjalidesse ja arritab
kudesid

-Teatud fenoolid pohjustavad
naha depigmentatsiooni
-Pole sporitsiidne

Biotsiide on voOimalik

lisaks aktiivaine klassi

pohjal

jagamisele klassifitseerida

rihmadesse ka peamiste toimemehhanismide alusel: okslideerivad ained, energia

Ulekandeained (transfer-of-energy agents),
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seonduvad spetsiifiliselt makromolekulide struktuuridega ja rikuvad nende struktuure
(McDonnell, 2007).

Okslideeriva toimega biotsiide kasutatakse laialdaselt, nende hulka kuuluvad halogeenid
(kloor, broom ja jood), peraadikhape, vesinikperoksiid. Oksiideerivatel ainetel on tugev
moju DNA ja RNA struktuuridele. Spetsiifiline toime polinukleotiididele vdib mitte ainult
pohjustada mutatsioone, vaid hairida ka rakuprotsesse nagu paljunemine,

transkriptsioon ja translatsioon, mis on vajalikud mikroobide ellujdédmiseks.

Energialilekandepdhiste toimeviisidega biotsiidsed protsessid on soojus ja Kkiirgus.
Makromolekulide bioloogilised funktsioonid sdltuvad nende struktuuridest. Struktuurid
on aga tundlikud erinevate keemiliste ja flilisikaliste md&jurite suhtes, mis pdhjustavad
haireid ja seetdttu nende spetsiifiliste funktsioonide kadu. Energia Glekandmisel soojuse

vOi kiirguse kujul on dramaatiline mdju makromolekulaarsetele struktuuridele.

Ristsidumis- v0i koagulatsioonipdhiste toimeviisidega biotsiidid on naiteks aldehttdid,
fenoolid ja alkoholid. Need ained pdhjustavad makromolekulide, eriti valkude ja
nukleiinhapete vahel spetsiifilisi koostoimeid, mis viivad struktuuride ndrgestamiseni ja

funktsiooni kaoni.

Makromolekulide struktuure ja funktsioone hdvitades toimivad biotsiidid on naiteks

orgaanilised happed, metallid, biguaniidid (McDonnell, 2007).

1.3.1 Orgaanilised desinfitseerijad

Alkoholid

Alkoholid on Uhendid, mille htdroksullrihm (-OH) on seotud killastunud
susinikuaatomiga. Erinevaid alkohole kasutatakse paljudel keemilistel ja to6stuslikel
eesmarkidel. Antiseptikumide ja desinfektsioonivahenditena on kodige enam levinud

isopropanool, etanool ja n-propanool (Joonis 1.1).

OH

Joonis 1.1 Isopropanooli (1), etanooli (2) ja n-propanooli (3) struktuurvalemid

Alkoholid on kiire toimega ja laia toimespektriga antimikroobsed ained, mis ei jata

parast kasutamist jadke ega tekita keskkonnaprobleeme. Neil on kiire bakteritsiidne ja
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mukobakteritsiidne toime, efektiivsus seente ja viiruste vastu on aga aeglasem.
Sporitsiidne toime on alkoholidel minimaalne. Alkoholid on suhteliselt stabiilsed, vahese
Idhnaga, odavad, mittetoksilised ja ({hilduvad hasti pindadega. Suurte
kontsentratsioonide korral tuleks alkoholide kasutamisel kontrollida tuleohutust. Korduv
kasutamine nahal ja teatud elututel pindadel voib aja jooksul pdhjustada kuivamist ja

pragunemist (McDonnell, 2007).

Alkoholide antimikroobne toime tuleneb nende vdimest valke denatureerida (Larson &
Morton, 1991). Alkoholid omavad toksilisi mojusid mikroorganismide struktuurile ja
ainevahetusele. Reaktiivne hidrokstdlrihm  moodustab  valkudega  kergesti
vesiniksidemeid, mis viib struktuuri ja funktsiooni kadumiseni, pdhjustades valkude ja

teiste makromolekulide sadestumist (McDonnell, 2007).

Antiseptikumides ja desinfitseerijates kasutatavad alkoholid on llihikese ahelaga ja nii
vesi- kui ka rasvlahustuvad (McDonnell, 2007). Ideaalse alkoholilahuse
kontsentratsioon jaab vahemikku 60-80 mahu%. Puhta alkoholi suurem
kontsentratsioon vahendab toote antimikroobset toimet, kuna valkude denaturatsioon
vee puudumisel halveneb (WHO, 2009).

Aldehiiiidid

Desinfitseerivate ja/v0i steriliseerivate ainetena kasutatakse laialdaselt kolme
aldehiidi: glutaaraldehliid, orto-ftaalaldehild ja formaldehiid (Joonis 1.2). Vedelaid
glutaaraldehitidi  ja  orto-ftaalaldehliidi  preparaate kasutatakse laialdaselt

temperatuuritundlike meditsiiniseadmete desinfitseerimisel.

0
0 0 O
" I
C
H H H H/ \H
0
1 2 3

Joonis 1.2 Glutaaraldehtidi (1), orto-ftaalaldehtidi (2) ja formaldehitdi (3) struktuurvalemid

Aldehiidid ei ole metalli, plasti ega kummi sdévitavad ning neil on lai toimespekter
mikroorganismide ja viiruste vastu. Aldehulddid toimivad valkude ja nukleiinhapete

keemiliste rihmade alktllimise teel. Desinfitseerimise vOi steriliseerimise
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ebadnnestumised vdivad tekkida efektiivsest kontsentratsioonist madalama lahjenduse

kasutamisel ja orgaanilise materjali juuresolekul (Katzung et al., 2012).

Orto-ftaalaldehiiid on keemiline sterilant, mille toimespekter on vorreldav
glutaaraldehiiiidiga, ehkki selle bakteritsiidne toime on mitu korda kiirem. Erinevalt
glutaaraldehildist ei vaja orto-ftaalaldehiitid aktiveerimist, on vahem limaskesta
arritav ega vaja protsessi jalgimist. Sellel on hea Uhilduvus erinevate materjalidega ja
on keskkonnale Ulsna ohutu. Orto-ftaalaldehliiid on kasulik endoskoopide, kirurgiliste
instrumentide ja muude meditsiiniseadmete desinfitseerimiseks vodi steriliseerimiseks
(Katzung et al., 2012).

Fenoolid

Fenoollihendid on efektiivsed paljude mikroorganismide, sealhulgas seente ja viiruste

suhtes, spooride vastu toimivad nad aga aeglaselt (DeBono & Laitung, 1997).

Fenooli ennast (Uks vanimaid kirurgilistest antiseptikumidest) ei kasutata enam
desinfektsioonivahendina, kuna on s®dvitav, toksiline ja kantserogeenne (Joonis 1.3).
Neid ebasoodsaid omadusi on vdimalik vdhendada moodustades derivaate, milles
funktsionaalrihm asendab aromaatses tuumas vesiniku aatomit. Kdige sagedamini
kasutatavad fenoolihendid on o-fenUilfenool, o-bensiill-p-klorofenool ja p-tertsiaarne

amiullfenool (Katzung et al., 2012).

OH

Joonis 1.3 Fenooli struktuurvalem

Antiseptikumides vOi desinfektsioonivahendites kasutatakse alkaul- vOi
halogeenasendatud fenoolseid (hendeid. Nende toimemehhanism pdhineb valkude
denatureerimisel ja koaguleerimisel ning nad kaituvad kui protoplasmaatilised murgid
(Wickstrom, 2015). Fenoolsed uhendid ndrgestavad rakuseinu ja membraane,
sadestavad valke ja inaktiveerivad ensiiime. Nad on bakteritsiidsed (ka mikobakterite
vastu) ja fungitsiidsed ning on vdimelised inaktiveerima lipofiilseid viirusi, kuid ei ole
sporitsiidsed (Katzung et al., 2012). Suurtes kontsentratsioonides toimib fenool

protoplasma mirgina, tungides labi rakuseina ja Idhkudes ning sadestades rakuvalke.
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Peroksiihapped

Peroksiidiihenditel, vesinikperoksiidil ja peraadikhappel, on sobivas kontsentratsioonis
kasutamisel korge aktiivsus ja lai spekter bakterite, eoste, viiruste ja seente vastu.
Nende eeliseks on see, et tekkivad laguproduktid pole miirgised ega kahjusta keskkonda
(Katzung et al., 2012).

Perdaadikhape on tugev, laia toimespektriga ja kdrge redokspotentsiaaliga desinfitseerija
(Joonis 1.4). Redokspotentsiaal hindab desinfitseerimisvahendi mikroobide havitamise

tohusust voi bakterite jaaktihedust desinfitseeritud vees (Zhang et al., 2018).

Joonis 1.4 Peraadikhappe struktuurvalem

Peraadikhappe eeliseks on kahjulike laguproduktide puudumine, mistottu orgaanilise
materjali eemaldamisel ei teki ebasoovitavaid jadke. Selle efektiivsus sailib orgaaniliste
ainete juuresolekul ja on sporitsiidne ka madalatel temperatuuridel. Peraadikhapet
peetakse aga ebastabiilseks, eriti lahjendatuna. Peréaadikhape denatureerib valke, hairib
rakuseina labilaskvust ja okslideerib valkudes, ensliimides ja muudes metaboliitides

olevad sulfhiidril- ja vaavlisidemeid (Block, 2001).

1.3.2 Anorgaanilised desinfitseerijad
Halogeenid

Jood on vaga aktiivne bakteritsiid, kuid joodiihendid ei ole Ulitundlikkusreaktsioonide
tottu vaga levinud. Joodilahuseid on tervishoius pikka aega kasutatud peamiselt naha
vOi koe antiseptikas. Joodofoore on seevastu kasutatud nii antiseptikumide kui ka
desinfektsioonivahenditena, viimaste puhul on joodisisaldus suurem. Jodofoorid on joodi
Uhendid teiste ainetega, kus toimub plsivalt vaikestes kogustes joodi vabanemine
(Gottardi, 2001). Jodofoorid sadilitavad joodi aktiivsuse, nad havitavad vegetatiivseid
baktereid, miikobaktereid, seeni ja viirusi. Pikaajalisel kokkupuutel voivad need olla ka
sporitsiidsed. Jodofoorid on vorreldes puhaste joodilahustega vdhem arritust ja naha
dlitundlikkust tekitavad (Katzung et al., 2012). Tuntum ja enim kasutatav jodofoor on
polavinaulpirrolidooni ja joodi Uhend povidoon-jood. See ja ka teised jodofoorid
sailitavad joodi bakteritsiidse efektiivsuse, kuid erinevalt joodist ei jata Uldiselt plekke

ning on vahem toksilised (Gottardi, 2001). Jood suudab Kkiiresti tungida
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mikroorganismide rakuseina ning arvatakse, et surmavad mojud tulenevad valkude ja

nukleiinhapete struktuuri ning siinteesi hairetest.

Kloor on tugev okslideerija ja universaalne desinfektsioonivahend (Katzung et al.,
2012). Huapokloritid, kloori sisaldavatest desinfektsioonivahenditest kdige enam
kasutatavad, on saadaval vedelas (nt naatriumhtpoklorit) vdi tahkes (nt
kaltsiumhipoklorit) vormis. Enim levinud on 5,25 % naatriumhUpokloriti lahus, mis on
tldpiline majapidamises kasutatav valgendaja (Merritt et al., 2000). Kuna veri,
seerumid, valjaheited ja valke sisaldavad materjalid inaktiveerivad kloori, tuleks enne
klooril pohineva desinfitseerimisvahendi kasutamist pinnad puhastada. Alternatiivsed
kloori vabastavad Uhendid on naiteks kloordioksiid ja klooramiin T. Need ained hoiavad
kloori kauem kinni ja neil on pikaajaline bakteritsiidne toime (Katzung et al., 2012).
Klooramiinid on kasutusel joogivee desinfitseerimiseks, peamiselt just monoklooramiid.
Kloramiinid on vahem efektiivsed viiruste ja algloomade vastu kui vaba kloor, kuid

toodavad desinfitseerimisel véhem soovimatuid korvalprodukte (Askenaizer, 2003).
Osoon

Osooni (03) on voimalik kasutada steriliseerimise protsessis madalatel temperatuuridel.
Seda on laialdaselt rakendatud joogivee desinfitseerimisel ja piirkondade
desodoreerimiseks. Osooni kasutamisel on moned peamised eelised: seda saab tekitada
veest, see on laia antimikroobse toimespektriga ja laguneb keskkonnas Kkiiresti
mittetoksilisteks jaakideks. Kuigi osoon on madalatel kontsentratsioonidel efektiivhe
vegetatiivsete bakterite ja muude patogeenide vastu, on sporitsiidse aktiivsuse jaoks ja
valideeritud steriliseerimisprotsesside valjatéotamiseks vaja siiski madrgatavalt

suuremaid kontsentratsioone (McDonnell, 2007).
Metallid

Desinfektsioonivahenditena kasutatakse nditeks anorgaanilisi metalle, nagu vask, hdobe
ja kuld. Eelkbdige on oma antimikroobsete omaduste poolest tuntud just hdbeioonid.
Hobeda valik on tingitud selle mitmekilgsest funktsioonist meditsiinivaldkonnas
(Deshmukh et al., 2018).

HObe on pika ajalooga meditsiinis ja rahvatervises kasutatav metall. Suurtes
kontsentratsioonides vdib hodbe olla laia toimespektriga antimikroobne aine,
vdljakutseks on olnud aga selle kontsentratsiooni sailitamine materjalidel voi
bioloogilistel pindadel. Hobedast tingitud toksilisus on madal, see on halvasti lahustuv

ning seetodttu on ka hobeda labi naha imendumine vahene. Efektiivsuse saavutamiseks
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tuleb hdobedat kasutada ioniseeritud (oksiideeritud) kujul, mitte selle puhtal metallilisel

kujul.

HObe mojutab bakteri tsitoplasmat ja membraani seondudes membraanil paiknevate
enstlmide elektrondoonoritega, mis osalevad raku replikatsioonis ja energia tlekandes.
Nende enstiiimidega seondudes pdhjustab hdbe enslilimide inaktivatsiooni, membraani
lagunemist ja kaaliumioonide vabanemist bakterirakust, mis pdhjustab rakusurma
(McDonnell & Russell, 1999).

1.4 Vesinikperoksiidi roll desinfitseerimisprotsessis

Huvi keskkonnasodbralike, mittetoksiliste ning lagunevate, kuid samas stabiilsete ja
efektiivsete biotsiidide vastu pole kunagi olnud nii suur. Okslideerivaid aineid, eriti
vesinikperoksiidi, kasutatakse (ha enam paljudes meditsiini-, toidu- ja todstuslikes
rakendustes, aga ka keskkonnakaitses, naiteks veetdotluses. Tervishoiuslisteemis on
oksiideerivad ained eriti kasulikud kdvade pindade ja meditsiiniseadmete kdrge taseme
desinfitseerimiseks. Nende peamisteks eelisteks on lai toimespekter,
keskkonnamiirgisuse puudumine ning ebameeldiva I6hna ja sdédvitava toime kadumine

parast nende tdielikku lagunemist (Linley et al., 2012).

Vesinikperoksiid (H202) on laialdaselt levinud biotsiid, mida kasutatakse
desinfitseerimiseks ja steriliseerimiseks. Tegemist on selge, varvitu vedelikuga, mis on
kaubanduslikult saadaval erinevates kontsentratsioonides (McDonnell & Russell, 2001).
Vesinikperoksiidi lahuseid vOi preparaate ja gaasipOhiseid protsesse kasutatakse
laialdaselt antiseptikas, desinfitseerimisel ja fumigeerimisel (McDonnell, 2007).
Vesinikperoksiidi peetakse enamikest desinfitseerijatest keskkonnasdbralikumaks, kuna
selle laguproduktid vesi ja hapnik on kahjutud. Puhtad lahused on Uldiselt stabiilsed,
kuid enamik neist sisaldavad siiski soovimatult kiire lagunemise valtimiseks
stabilisaatoreid (McDonnell & Russell, 2001).

Vesinikperoksiid on laia toimespektriga voimas oksiideerija, olles efektiivne nii viiruste,
bakterite, parmide kui ka eoste vastu. (McDonnell, 2007). Vorreldes gramnegatiivsete
bakteritega on vesinikperoksiidil grampositiivsete bakterite suhtes suurem aktiivsus
(McDonnell & Russell, 2001). Vesinikperoksiidi bakteritsiidne ja fungitsiidne toime
esineb juba lahuse madalatel kontsentratsioonidel, sporitsiidse toime jaoks on vaja aga
margatavalt suuremaid kontsentratsioone (tavaliselt vahemikus 25-60 %). Seevastu
gaasiline vesinikperoksiid on sporitsiidne palju madalamatel kontsentratsioonidel (>0,1

mg/l) ja seda peetakse pindasid oluliselt vahem kahjustavaks. Tugevat sporitsiidet mdju
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avaldab vesinikperoksiidi kombinatsioon teiste okslideerivate ainetega (nt
peraadikhape). Sporitsiidne efektiivsus soOltub vesinikperoksiidi kontsentratsioonist
(McDonnell, 2007).

Vesinikperoksiid toimib oksldeerijana, tekitades vabu hidroksillradikaale, mis
riindavad rakkude olulisi komponente, sealhulgas lipiide, valke ja DNA-d (McDonnell &
Russell, 2001). Vesinikperoksiidi kasutatakse laialdaselt biotsiidina, eriti rakendustes,
kus on oluline selle lagunemine mittetoksilisteks kdrvalproduktideks. Arvatakse, et
Fentoni reaktsioon, mis viib vabade hidrokstilradikaalide tootmiseni, on
vesinikperoksiidi toime alus ning et see viib DNA, valkude ja membraanilipiidide
okslideerumiseni. Valkude okslidatsiooni uuringud on nadidanud, et vdib esineda teatud
valkude selektiivne okslideerumine ja et aurfaasiline vesinikperoksiid on valkude jaoks

tugevam okslideerija kui vedelfaasiline vesinikperoksiid (Linley et al., 2012).

1.4.1 Aktiveeritud vesinikperoksiid

Tavaline apteegist ostetav vesinikperoksiidi lahus koosneb 3 % vesinikperoksiidist ja 97
% veest. See on vdga ebastabiilne ning seetdttu on seda ka lihtne inaktiveerida, mis
muudab selle desinfektsioonivahendina kasutamiseks kdvadel mittepoorsetel pindadel
ebasobivaks. Selleks, et vesinikperoksiidi stabiliseerida, lisatakse lahusele erinevaid
lisaaineid, nagu naiteks happeid vO0i kelaate. Kelaadid vdivad vdimendada toote
mikrobioloogilist efektiivsust, misléabi vesinikperoksiid pusib aktiivsena kogu
desinfitseerimiseks kuluva aja valtel. Uudse ldhenemisena on Virox Technologies Inc.
valja arendanud tehnoloogia ning turule tulnud toodetega, kus on kombineeritud
madalas kontsentratsioonis vesinikperoksiidi aktiveerimine kdrge mikrobioloogilise
efektiivsuse  saavutamiseks ning Uhtlasi  vesinikperoksiidi  stabiliseerimine
mikrobioloogilise efektiivsuse sadilimiseks toote sdilivusaja (2 aastat) jooksul. Seda
nimetatakse kiirendatud vesinikperoksiidi (AHP®) tehnoloogiaks, mis oma olemuselt on

vesinikperoksiidi aktiveerimise tehnoloogia.

Aktiveeritud vesinikperoksiidi preparaadid on 0,5-2 % vesinikperoksiidi sltinergilised
segud anioonsete ja mitteioonsete pindaktiivsete ainete, aktivaatorite ja
stabilisaatoritega, millel on laia toimespektriga antimikroobne toime. Need on lihikese
kokkupuuteajaga efektiivsed bakterite, eoste, miikobakterite, viiruste ja seente vastu.
Aktiveeritud vesinikperoksiidi tooted ei drrita silmi ega nahka ning on biolagunevad,
lagunedes veeks ja hapnikuks aktiivsete keemiliste jadkideta. Nad on Uha levinumad
desinfektsioonivahendid haiglates ja hambakliinikutes. Puuduseks on pehmete
metallide, naiteks messingist, vasest ja alumiiniumist ning susinikotsikutega

instrumentide voimalik kahjustamine (Wickstrom, 2015).
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1.4.2 Kommertstooted

Aktiveeritud

lisaaineid nagu naiteks pindaktiivsed ja kelaativad ained. AHP® on

vesinikperoksiidil pdhinevad kommertstooted sisaldavad enamasti
erinevaid
patenteeritud, slnergistlik segu laialdaselt kasutatavatest, ohututest koostisosadest,
mis koos madala vesinikperoksiidi sisaldusega suurendavad margatavalt selle
bakteritsiidset toimet ja puhastusvoimet. K&iki kemikaale, mida kasutatakse AHP®
koostises, leidub tavaliselt kaubanduslikes ja tdostuslikes puhastusvahendites ja
desinfektsioonivahendites. AHP® eesmark on, et see oleks efektiivne patogeenide
suhtes lihikese kokkupuuteaja jooksul, kuid samas leebe sellega kokku puutuvate

inimeste ja pindade suhtes.

Aktiveeritud vesinikperoksiidi sisaldavaid desinfitseerimisvahendeid ning ka erinevate
patenteeritud tehnoloogiatega tootjaid on mitmeid (Lisa 1). Suuremad neist on naiteks

Virox, Diversey, Steris (Tabel 1.2).

Tabel 1.2 Mdningad kommertstooted

Toode Koostisaine CAS nr Sisaldus,
massi%
Vesinikperoksiid 7722-84-1 5-10
Virox® 5 (Canada
®>( ) Hudrokstetulideen-difosfoonhape 2809-21-4 3-5
Concentrated Surface
Cleaner & Disinfectant Dodetsiitilbenseensulfoonhape 68584-22-5 1-3
General Virucide
. Fosforhape 7664-38-2 1-3
(Diversey)
Arillsulfoonitud naatriumsoolad 147732-60-3 1-3
Dodetsutllbenseensulfoonhape 68584-22-5 5-10
Accel® PREvention™/Mc
Concentrate Proptileenglikool n-proputleeter 1569-01-3 5-10
Concentrated One-Step Vesinikperoksiid 7722-84-1 5-10
Surface Cleaner &
Disinfectant
2-hldroksiibensoehape 69-72-7 1-5
(Diversey)
Hudrokstetllideen-difosfoonhape 2809-21-4 0,1-1
Propulileengliikool n-proputileeter 1569-01-3 5-10
Oxivir Five 16 Concentrate Dodetsutlbenseensulfoonhape 68584-22-5 3-7
(Us)
Alkoholid, C6-12, etokstileeritud 68439-45-2 3-7
One Step Disinfectant
Cleaner (Diversey) Vesinikperoksiid 7722-84-1 1-5
Fosforhape 7664-38-2 1-5
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Tabel 1.2 jarg

Toode Koostisaine CAS nr Sisaldus,
massi%
Vesinikperoksiid 7722-84-1 1-5
Accel Rescue™ Sporicidal Bensudlalkohol 100-51-6 1-5
Solution
Hidroksuaadikhape 79-14-1 0,5-1,5
RTU Sporicidal Disinfectant
Cleaner (Diversey) Hudrokstetulideen-difosfoonhape 2809-21-4 0,1-1

Dodetsutllbenseensulfoonhape 68584-22-5 0,1-1

Revital-Ox® Resert™ 2-furankarbokstiiilhape 88-14-2 2-3
High Level Disinfectant
(Steris) Vesinikperoksiid 7722-84-1 1-3

Toodetakse nii kontsentraate kui ka valmissegusid. Uks néide vesinikperoksiidi
eelseguna turustamisest on Sporox, mis sisaldab 7,5 % vesinikperoksiidi ja 0,85 %

fosforhapet.

0,5 %-line vesinikperoksiidi lahus Hydrox Uhendab meditsiiniseadmetelt mikroobide

havitamise ja puhastustohususe, mis on paljude pesuvahendite omast parem.

Aktiveeritud vesinikperoksiidi tootena on Accel HLD5 2 % vesinikperoksiidi, anioonsete
pindaktiivsete ainete, mitteioonsete pindaktiivsete ainete ja stabilisaatorite segu, mis
on Idhnatu ja mille pH on 2,5 kuni 3,0. Uuringutes on see osutunud laia toimespektriga
ja kiiresti toimivaks mikrobitsiidiks, mis on efektiivne, kuid samas ohutu

Idppkasutajatele ja keskkonnale (Freeman & Auer, 2012).

1.5 Vesinikperoksiidi aktiveerimine

Raud ja vesinikperoksiid on vdimelised okslideerima paljusid substraate ja seelabi
pohjustama mikroorganismides ja viirustes bioloogilisi kahjustusi, mutageneese ning
neid havitama. Reaktsioon, mida nimetatakse Fentoni protsessiks, on keeruline, kuid
samas kompleksne ning vdimeline tekitama nii aktiivseid hidroksulilradikaale kui ka

raua kdrgemaid oksiidatsiooniastmeid (Winterbourn, 1995).

Fentoni reagent ja teised sarnased Fenton-tllipi protsessid holmavad peroksiidide
(tavaliselt vesinikperoksiidi) reaktsioone raudioonidega, moodustades aktiivseid
radikaale, mis okslideerivad orgaanilisi vbi anorgaanilisi Ghendeid (Pignatello et al.,

2006). Fentoni keemia ajalugu ulatub aastasse 1894, mil Henry J. Fenton avastas, et
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rauasoolad soodustavad tugevalt Ounhappe okslideerumist vesinikperoksiidi abil
(Fenton, 1894). Fentoni protsessis moodustuv hiudroksuiilradikaal (HO') on tuntud
voimsa okstdeerijana (E° = 2,73 V) (Latimer, 1952).

Fentoni protsessi mehhanismi  kdige levinum kirjeldus pohineb korge
reaktsioonivdimega hidokstllradikaali moodustumisel vesinikperoksiidi ja
kahevalentse raua reaktsiooni tulemusena. Mehhanism vesinikperoksiidi lagundamiseks
happelises lahuses orgaanilise Ghendi puudumisel koosneb reaktsioonide jarjestusest
1-7 (Barb et al., 1949).

Fe(II) + H202 —Fe(III) + OH- + HO' [k = 53 1/(M-s)] (1.1)
Fe(III) + H202 —Fe(Il) + HO2 + H* (1.2)
HO' + H202 —HO"2 + H20 (1.3)
HO' + Fe(II)—Fe(III) + OH- (1.4)
Fe(III) + HO"> —Fe(II) + OzH* (1.5)
Fe(II) + HO2 + H* —Fe(III) + H20> (1.6)
HO2 + HO2 —»H202 + 02 (1.7)

Vesinikperoksiidi lilas saab tekkinud raud(IIl)ioone redutseerida H20: abil, et
regenereerida jallegi raud(Il)ioone. Seetdttu saab vesinikperoksiidi aktiveerimise
algatada nii raud(II)- kui ka raud(IIl)ioonide abil ning tsiikkel Fe(II)- ja Fe(Ill)ioonide

vahel kataltusib pidevalt H202 muundumist hidroksuilradikaalideks (Pham, 2012).

Maksimaalse saasteainete véahendamise saavutamiseks Fentoni reaktsiooni kdigus on
vaja vastavaid tingimusi. Olulised on temperatuur, pH, aga ka vesinikperoksiidi ja
raud(Il)ioonide kontsentratsioon. Fentoni reaktsiooni peab I|abi viima happelistes
tingimustes (pH=2-4), et valtida raua sadestumist hidroksiidina. Reaktsioonil on
maksimaalne katalltiline aktiivsus pH vahemikus 2,8-3,0, mille jarel selle efektiivsus
vaheneb raua raud(III)hidroksiidina sadestumise ja vesinikperoksiidi lagunemise tottu

hapnikuks ja veeks (Pignatello et al., 2006).

1.5.1 Siirdemetallid

Okstideerimine vesinikperoksiidiga toimub vabade hudroksitilradikaalide tekitamise
teel, kdige enam kasutatavaks vesinikperoksiidi aktivaatoriks on raud. Kui

raud(Il)iooniga aktiveeritud vesinikperoksiid on tuntud kui klassikaline Fentoni reaktiiv,
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siis igasugune kodrvalekalle klassikalisest segust on tuntud kui modifitseeritud Fentoni

ststeem.

HObe- ja raudioonid parandavad hidrokstilradikaale moodustades vesinikperoksiidi
oksideerivat toimet (Tofant et al., 2006). Hobeioonide bakteritsiidne toime
mikroorganismidele on hasti teada, kuid selle mehhanismi mdistetakse vaid osaliselt.
On leitud, et hobeioonid tootavad interakteerudes tugevalt elutdhtsate ensliimide

tioolriihmadega ja inaktiveerides neid (Navi et al., 2014).

1.5.2 Orgaanilised happed

Piimhape toimib loodusliku antimikroobse ainena, mis on (ldiselt ohutu ning
mittetoksiline (Alakomi et al., 2000). Piimhappe antibakteriaalne toime on suures osas,
kuid mitte tdielikult seotud selle vdimega dissotsieerumata kujul tungida labi
tsitoplasma membraani, vahendades seeldabi rakusisest pH-d ja hairides
transmembraanse prootoni liikumapanevat joudu (Ray & Sandine, 1992). Piimhape
vaikese vees Ilahustuva molekulina p&aseb valismembraani veega taidetud

poriinvalkude kaudu lihtsasti ligi periplasmale (Alakomi et al., 2000).

Desinfektsioonivahendit, mis koosneb vesinikperoksiidist koos piimhappe ja EDTA-ga
nimetatakse nende ainete ingliskeelsete nimetuste esitédhtede jargi ,HLE"-ks. Uuringute
jargi on tootel efektiivne antimikroobne toime juba madalatel kontsentratsioonidel
(0,15-0,4 % (v/v) HLE). HLE toime pohineb EDTA ja mdlema antimikroobse aine

(piimhape ja vesinikperoksiid) stnergial (Abriouel et al., 2018).

Askorbiinhape on vdimeline tootma vesinikperoksiidist vase vdi raua katallisaatorite
juuresolekul hidroksillradikaale. Lisaks sellele on avastatud askorbiinhappe vdime
moodustada hlidrokstllradikaale soltumata siirdemetallide reaktsioonis osalemisest,

mida on naidatud reaktsioonis 1.8 (Nappi & Vass, 2000).
AH + H202 - A" + H20 + "OH (1.8)

kus AH- - askorbaat monoanioon, A" - askorbUlllradikaal
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1.6 Lisaained ja nende rollid toodetes

1.6.1 Stabilisaatorid

Vesinikperoksiidi molekuli muudab ebastabiilseks seal sisalduv lisa vesinikuaatom.
Vesinikperoksiid laguneb lihtsasti veeks ja hapnikuks ning seda protsessi kiirendavad
veelgi erinevad katallisaatorid, nagu naiteks metallpinnad, -oksiidid ja moned
lahustuvad soolad, naiteks raua ja vase soolad. Vesinikperoksiidi lagunemine toimub ka
orgaanilise materjali juuresolekul. Lagunemisprotsessi mdjutab ka pH ja stabilisaatorite

olemasolu voi puudumine.

Kuna vesinikperoksiid on lihikese sailivusajaga ning kaldub tavatingimustes lagunema
kiiresti veeks ja hapnikuks, on selle stabiliseerimata kujul kasutamine paljude
desinfitseerivate ja antiseptiliste rakenduste jaoks piiratud. Vesinikperoksiidi kasuliku
eluea pikendamiseks on kasutusel inhibeerivad ained, mis stabiliseerivad lahust ning
parsivad vesinikperoksiidi lagunemist. Sellisteks aineteks on naiteks hippurhape,
atsetaniliid ja fosforhape (Kelly et al., 1991). Puhta vesinikperoksiidi lahuste
efektiivsusega seotud probleemide tottu sisaldavad paljud vesinikperoksiidil pohinevad
desinfitseerimisvahendid erinevaid stabilisaatoreid, nagu naiteks hdbeioone, et
saavutada stabiilsemaid ja efektiivsemaid tooteid (Toté et al., 2009). Kuna aga metallid

vOivad mojuda ka kui katallisaatorid, on vaga oluline nende kogus lahuses.

Kasutusel on ka erinevaid ainete segusid, mis koos mdjuvad kui stabiliseerijad. Uheks
selliseks on naiteks kontsentraat, mis sisaldab fosfor-, sidrun- ja viinhapet kindlates
vahekordades, nii et lahusel on omadus stabiliseerida vesinikperoksiidi pisivalt kdrge
aktiivsusega desinfektsioonivahendi saamiseks ka madalatel kontsentratsioonidel (Kelly
et al., 1991).

1.6.2 Kompleksimoodustajad

Mikroorganismide ellujddmiseks ja rakkude kasvu jaoks on oluline maaratletud
rauakogus (Cairo et al., 2006). Rauda kelaativad ained ehk kompleksimoodustajad
mojutavad mikroobide raua omastamist ning seeldbi parsivad nende kasvu
(Kontoghiorghes et al., 2010).

Metalle kelaativad ained on vdimelised valikuliselt hairima mikroorganismidele olulist
metallide ainevahetust, metallide omandamist ja biosaadavust oluliste reaktsioonide
jaoks. Kelaativad ained parsivad metallist soltuvate valkude (nt metalloproteaasid ja

transkriptsioonifaktorid) bioloogilist rolli, hairides mikroobirakkude homdostaasi ja
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kulmineerudes mikroobide toitumise, kasvu ja arengu blokeerimisega, rakkude
diferentseerumisega. Kelaativad ained voimendavad ka teiste antimikroobsete (ihendite
aktiivsust (Santos et al., 2012).

EDTA

EDTA ehk etilileendiamiintetradgadikhape on kelaativ aine, millel Uiksi toimides puuduvad
antimikroobsed omadused. Teiste antimikroobsete ainete juuresolekul peetakse seda
aga nende aktiivsuse ja efektiivsuse vdimendajaks (Brown & Richards, 1965). Uks EDTA
toimeviisidest on gramnegatiivsete bakterite vdlismembraani
lipopolisahhariidstruktuuri ndrgestamine. Selle tagajérjel muutub membraan teistele
ainetele paremini ldbitavaks ning sellest tuleneb ka EDTA desinfitseerimisprotsessi

voimendav toime (Lambert et al., 2003).

1.6.3 Pindaktiivsed ained

Tervishoiuasutustes kasutatavad desinfektsioonivahendid on enamasti iheastmelised
tooted, mis tdhendab, et nad puhastavad ja desinfitseerivad samaaegselt, mitte ei ndua
kahte iseseisvat etappi. Puhastamise kdigus eemaldatakse pinnajaatmed, tolm,
orgaanilised materjalid ning desinfitseerimise protsessis kasutatakse spetsiaalseid
vahendeid voi germitsiide eesmargiga havitada ebasoovitavad mikroorganismid. Sageli
parandavad vahendi puhastusvoimet pindaktiivsed ained. Pindaktiivsed ained
suurendavad desinfektsioonivahendi puhastamise efektiivsust ja tagavad pinna taieliku
ning Uhtlase katmise, et saavutada maksimaalne desinfitseerimine (Rutala & Weber,
2019).

Pindaktiivsed ained ja pesuvahendid, mis eemaldavad pindadelt mustuse, on koos teiste
antimikroobsete ainetega to6tades desinfitseerimise ja steriliseerimise tahtis osa (Falk,
2019). Pindaktiivsed ained aitavad pinnajaakide ja biokile eemaldamisel, nad toetavad
desinfitseerimisprotsessi havitades bakterirakkude membraani. Moned pindaktiivsed
ained vdivad suurendada levinud aktiivainete efektiivsust vOi iseseisvalt omada
antimikroobseid omadusi, olles biotsiidsed toimeained (katioonsed pindaktiivsed ained).
Pindaktiivseid aineid on kasutatud ka stabiliseeritud vesinikperoksiidi lahuste

fllsikaliste omaduste kontrollimiseks (Kelly et al., 1991).
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2. MATERJALID JA MEETODID

2.1 Kasutatud reagendid

Kdesolevas t66s kasutatud kemikaalid, nende tootja ning puhtusaste on jargmised: 2-
tiobarbituurhape (Cs4H4N202S, Sigma-Aldrich, =98%), trikloroaadikhape (C2HCI502,
Merck KGaA, 298%), 2-deoksii-D-riboos (CsH1004, Alfa Aesar, 99%), vesinikperoksiid
(H202, Honeywell, =30%, naatriumhtdroksiid (NaOH, Sigma-Aldrich, =>98%),
raud(II)sulfaat heptahidraat (FeS04*7H20, Sigma-Aldrich, 99,5%), raud(IIl)sulfaat
hidraat (Fe2(S0a4)3*xH20, Honeywell, 21-23%), askorbiinhape (CsHsOs, Reaktiv),
hobesulfaat (Ag2S04, Lach-Ner, 99,5%), hidroksiilamiin (NH20H), pirogallool
(CeHe0s3, Merck KGaA, =299%), soolhape (HCI, Sigma-Aldrich, =37%), 1,1,3,3-
tetraetokstipropaan (Ci11H2404, Sigma-Aldrich, 296%), hidrokinoon (CeHs02),
oksaalhappe dihlidraat (C2H204*H20, Lach-Ner, 100%), salitsttilhape (HOCsH4COOH,
Lachema), vasksulfaat (CuS0a4), askorbiinhape (CeHsOs), gaalhape (C7HsOs, Carl Roth
GmbH + Co. KG, =298%). Kdik teised kemikaalid olid analtdtiliselt puhtad.

Eksperimentaalse osa kaigus analilsiti ka erinevaid konkurentide kommertstooteid
(Tabel 2.1).

Tabel 2.1 Analllsitud kommertstooted

Toode Koostisaine CAS nr Sisaldus,
massi%
Vesinikperoksiid 7722-84-1 3-10
Diversey Oxivir
Sporicide
Bensiiilalkohol 100-51-6 3-10
Vesinikperoksiid 7722-84-1 1-2,5
Ecolab Incidin
Oxyfoam S
Glikoolhape 79-14-1 1-2,5
Vesinikperoksiid 7722-84-1 0,28
Diversey Oxivir
Plus Spray
Salitstilhape 69-72-7 0,1-1
Vesinikperoksiid 7722-84-1 5-10
Dodetsutlbenseensulfoonhape 68584-22-5 5-10
Diversey Oxivir
Plus Concentrate
Proptileenglikool n-proputleeter 1569-01-3 5-10
2-hidrokstiibensoehape 69-72-7 1-3

28



Lisaks uuriti erinevate toostuslikult kasutatavate lisa-/toorainete maoju

hidroksulradikaalide kontsentratsioonile (Tabel 2.2).

Tabel 2.2 Kasutatud lisaained

Toode Koostisaine CAS nr Sisaldus

Kompleksimoodustajad

Iminodisuktsinaadi

o
Baypure CX 100/34 % tetranaatriumsool

144538-83-0 34 %

Metiulglitsiin-aadikhappe

? . 164462-16-2 40 %
trinaatriumsool

Trilon M Liquid

Pindaktiivsed ained

Rasvalkoholi poltalkileenglikool-
eeter (segu)

Alkoholid C9-11-iso-, C10-rikkad,
etoksiuleeritud

Propetal 130 Segu 100 %

Leunapon - F 10/8/E 78330-20-8 >99,8 %

Koik lahused valmistati bidestilleeritud veega.

2.2 Katsemeetodid

Hudroksullradikaalide mdju hindamiseks in vitro slisteemides on vdga oluline osata neid
tuvastada ja tapselt kvantifitseerida. HldroksUilradikaalide tekke otsene modtmine on
tehniliselt Usna keeruline. Moned sagedamini kasutatavad hldroksillradikaalide
mootmismeetodid nduavad tehnoloogiaid, mis on kallid ega ole tavaliselt kergesti
kattesaadavad, nagu naiteks stsintillaatori kasutamine, kdrgsurvevedelikromatograafia,
massispektroskoopia, elektronide spin-resonants (ESR), gaaskromatograafia (Rice-
Evans et al., 1991).

Kaks lihtsamat testi, mida kasutatakse laialdaselt hldroksillradikaalide tekke
tuvastamiseks, on deoksiriboosi meetod ja salitstlaadi hiadrokstdlimine (2,3-

dihtidroksiibensoaadi maaramine) (Rice-Evans et al., 1991).

2.3 Deoksitriboosi meetod

Deoksliriboosi meetodit kasutatakse hidroksillradikaalide tekke tuvastamiseks.

Deokstriboos reageerib hidroksiilradikaalidega kiiruskonstandiga 3,1 - 10° 1/(M-s)
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moodustades maloondialdehiidi (MDA). Viimane reageerib tiobarbituurhappega (TBA)
ja annab madalal pH-tasemel kuumutamisel 532 nm juures neelduva roosa kromogeeni
(Rice-Evans et al., 1991).

Deokslriboos laguneb kokkupuutel hidroksilllradikaalidega, mis on tekkinud H20:2
aktiveerimisel Fentoni reaktsiooni voi muude protsesside kaigus. Reaktsioonisegu
kuumutamisel happelises keskkonnas I|8huvad hidroksillradikaalid deoksliriboosi

furaanitsikli ning moodustub maloondialdehtitid (Joonis 2.1) (Li, 2013).

) OH O OH
p 0, HO
3 —_—
‘00

HO HO

w—m

H

_ CH,OF {(,02H
HQOQ 4 02 <— HOQ + e
\()

Joonis 2.1 Maloondialdehildi tekkimine deokstiriboosi lagunemisel (Cheeseman et al., 1988)

Maloondialdehtiidi on vd0imalik tuvastada selle vdime tottu reageerida
tiobarbituurhappega, moodustades roosa MDA-TBA kromogeeni, Amax = 530 nm (Joonis
2.2). Seetottu on lainepikkusel 532 nm maaratud neelduvus proportsionaalne toodetud
hidroksuatlradikaalide kogusega (Li, 2013). Deoksuriboosi on sel viisil sageli kasutatud
hidroksutlradikaalide moodustumise mddtmiseks biokeemilistes siisteemides (Halliwell
et al., 1987).
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Joonis 2.2 Kromogeeni tekkimine TBA ja MDA reageerimise tagajarjel (Antolovich et al., 2001)
2.3.1 Meetodi toopohimote

Katsete labi viimiseks valmistati 5,6 mM deoksilriboosi (DR) lahus, 8 mM
vesinikperoksiidi lahus, 1 % (w/v) tiobarbituurhappe (TBA) lahus, 2,8 % (w/v)
triklorodadikhappe (TCA) lahus ning uuritava aktiveeriva aine tédlahus, enamasti
kontsentratsiooniga 1,6 mM. Kdik reagendid, valja arvatud TBA ja TCA lahus, valmistati
bidestilleeritud veega, mille pH oli viidud 3-ni, kasutades 0,1 ja 1 N H2SO04 lahuseid. pH
kontrolliti digitaalse pH-meetriga (Mettler Toledo, S220).

Reaktsioonisegu Idppmahuga 1 ml saadi 0,5 ml deoksliriboosi, 0,25 ml vesinikperoksiidi
ja 0,125 ml aktiveeriva reagendi kokkusegamisel (Tabel 2.3). Uuritavateks reagentideks
olid askorbiinhape, htdrokstilamiin, hdbe, raud, vask, plrogallool, hiidrokinoon,
oblikhape, salitsitlhape, piimhape, gaalhape, erinevad kompleksimoodustajad ja
pindaktiivsed ained. Lisaks uuriti erinevate kommertstoodete (Oxivir Sporicide, Incidin

Oxyfoam S, Oxivir Plus Spray ja Oxivir Plus) toimet.

Tabel 2.3 Deoksuriboosi meetodil 1abi viidud katsete reaktsioonisegude koostis

Aine Kon_tsen_tratsioon
reaktsioonisegus (mM)
Deokstiriboos 2,8
Vesinikperoksiid 2,0
Uuritav aktivaator 0,2

H202 lisamine alustas reaktsiooni, mille I6petamiseks lisati 1,25 ml TCA-d. Katsete

kestvus oli erinev, varieerudes paarikimnest minutist kuni kahe nadalani. Seejarel lisati
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1,25 ml TBA-d, mis andis varvireaktsiooni. Nullproovides asendati vesinikperoksiidi

lahus bidestilleeritud veega (pH=3).

Parast TCA ja TBA lahuste lisamist kuumutati proove 100 °C juures 20 minutit. Kdikide

katsete puhul tehti kaks paralleeli.

Saadud roosa kromofoori valguse absorptsioon mdddeti 532 nm juures, kasutades UV-
Vis spektrofotomeetrit (Thermo Electron Corporation, Beverly, MA, USA). Tekkinud

hidroksiilradikaalide ekvivalendiks maarati maloondialdehttidi kontsentratsioon.

2.3.2 Meetodi kalibreerimine

Deokslriboosi meetodi kalibreerimiseks valmistati standardlahused, mis sisaldasid eri
kontsentratsioonides maloondialdehtiidi. Standardlahused valmistati 1,1,3,3-
tetraetoksipropaani htdroltdsi teel 0,1 M soolhappe juuresolekul. Selleks lisati
katseklaasi 0,5 ml 1,1,3,3-tetraetokstpropaani ja 0,5 ml 0,1 M soolhapet. Katseklaasi
kuumutati 100 °C juures (keevas vees) 5 minutit. Parast segu jahutamist viidi
katseklaasi sisu kvantitatiivselt 100 ml mdodtkolbi, mis taideti seejarel bidestilleeritud
veega margini. Saadud lahus sisaldas 1,45 mg/ml maloondialdehtidi ning meetodi

kalibreerimiseks tehti sellest vajalikud lahjendused (2 - 80 uM) (Joonis 2.3).

100
80 - y=37,311x .
R2=0,9973 _ .-
sS04 b
= | e
<424 0 ¢
g .... o
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".d
0 "' T T T T
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Joonis 2.3 Deoksiriboosi meetodi kalibreerimisgraafik
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Siirdemetallid

Fentoni protsessis initsieerivad Fe(Il)ioonid saasteaineid lagundavaid
hudroksltlradikaale pohjustades vesinikperoksiidi lagunemist (Oturan et al., 2011).
Protsessi maksimaalse efektiivsuse tagamiseks peab keskkonna pH olema sobiv, suurim
tohusus arvatakse olevat pH vahemikus 2-4 (Dai et al., 2012). Kdik katsed teostati pH

vaartuse 3 juures.

Klassikaline Fentoni protsess tddtab vastavalt ststeemis toimuvatele reaktsioonidele
vaga Kkiiresti. Raud(Il)ioonid mangivad Fentoni protsessis aktiveerimisel olulist rolli,
soodustades vaga reaktiivsete hidroksuulradikaalide tekkimist (Bolobajev et al., 2015).
Fe(II) ja H202 kiire reaktsiooni (vorrand 1.1, k = 53 1/(M-s)) kaigus toimub Fe(II)
oksiideerumine Fe(III)-ks, mistottu vesinikperoksiid jaab aktivaatorist ilma ning selle

tulemusena protsess lakkab.

Fentoni protsessi kaigus tekkinud maloondialdehiiiidi koguse pohjal vaadeldi
hidroksiilradikaalide tekkeprotsessi (Joonis 3.1). Fentoni reaktsiooni kaigus reageerib
raud(Il)ioon optimaalse pH juures vesinikperoksiidiga ja oksiideerub raud(IIl)iooniks,
tekivad hidrokstilradikaal ja hddroksiidioon. Raud toimib katallisaatorina, muutes
vormi Fe(II)- ja Fe(III)-ioonide vahel (vorrandid 1.1-1.7). Joonis 3.1 kinnitab, et
klassikaline Fentoni protsess tootab vesinikperoksiidi aktiveerimisel Kkiiresti ja
efektiivselt, kuid Fe(II) kiire okslideerimise tottu lakkab hiidroksitlradikaalide teke juba

pdrast esimest minutit ning prolongeeritud efekt puudub taielikult.

QO Ha0:/Fe(ll) A H:0./Cu(ll) X H202/Ag(l)

9,0
8 O S-S T O
) .u-...._ n
7’0 U —...-.-........-.--... U O
6,0 ;
§ 50 3 2
> 4,0 8
5 ;
s 30 OJO
5 R
! : .'.ﬁ“
0,0 Pt I # I Q
0 10 20 30 * i
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Joonis 3.1 Klassikaline Fentoni reaktsioon, [H202] = 0,25 mM, [Fe(II)] = 0,025 mM; Fenton-
tllpi reaktsioonid vask(II)- ja hobe(I)ioonidega, [H202] = 2 mM, [Cu(II)] = 0,2 mM, [Ag(I)] =
0,2 mM
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Kui klassikaline Fentoni protsess toimub H202 ja Fe(II)-ioonide osalusel, siis mistahes
modifikatsioon antud kombinatsioonist on tuntud kui Fenton-tilpi siisteem. Kdesolevas
to0s uuriti vesinikperoksiidi aktiveerimist lisaks raudioonidele ka vask- ja hdobeioonide
abil. Vask(Il)ioonid to6tavad sarnaselt raudioonidele, muutes H20:2 juuresolekul vormi
Cu?* ja Cu*™ vahel. On leitud, et Fenton-tllpi susteemil, milles kasutatakse
vask(Il)ioone, on hidroksillradikaalide tekkekiirus kdrgeim pH vahemikus 4 kuni 8
(Kim et al., 2018). Hobe voib sdltuvalt vesikeskkonna pH-tingimustest Fenton-tllpi
okstdeerumise kontekstis esineda kahes oksiidatsioonivormis, Ag® voi Ag*. Hdbeioone
on vodimalik tohusalt kasutada heterogeense katallisaatorina vesinikperoksiidi
aktiveerimisel, kui pH-tingimused on kas neutraalsed voéi aluselised (Hussain et al.,
2021).

Labi viidi veel mitmeid erinevaid Fenton-tllpi reaktsioone (Joonis 3.2). Katsed tehti
askorbiinhappega raud- vdi hObeiooni  juuresolekul ning hobeiooni ja
hidrokstilamiiniga. Vordlusena on joonisel 3.2 toodud ka ilma metallioonide

juuresolekuta askorbiinhappe ja hidroksitlamiiniga teostatud katsed.

QO H:0:/Fe(lll)/askorbiinhape ¥ H,0,/Ag(l)/askorbiinhape
= H,0,/Fe(lll)/hidroksiiilamiin [] Hz0:/askorbhiinhape

A\ H:0./Ag(l)/hiidroksiitilamiin <> H.0./hiidroksiiiilamiin
100
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Joonis 3.2 Fenton-tllpi reaktsioonid askorbiinhappe (AA) ja hidrokstdlamiiniga (HA) raud(III)-
ja hobe(I)ioonide juuresolekul, [H202] = 2 mM, [AA] = [HA] = [Fe(III)] = [Ag(I)] = 0,2 mM

Margatavalt suurima efekti andis kombinatsioon raud(III)iooni ja askorbiinhappega.
Askorbiinhape on tugev raua ning Ulelldse siirdemetallide redutseerija. Askorbiinhappe
lisamine Fe(IIl)/H202 slisteemile voimaldab Fe(Ill)-ioonile elektroni andes seda
redutseerida ning seejuures soodustab hidroksulilradikaalide teket vastavalt
klassikalisele Fentoni protsessile (Bolobajev et al., 2015). Fentoni reaktsioon [6ppeb, kui
kogu kahevalentne raud on dra okslideerunud. Askorbiinhappe abil on aga vdimalik
reaktsiooni regenereerida, tootes slsteemi kahevalentset rauda, misjarel protsess

tootab pikema aja jooksul.
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Askorbiinhape tdéétab kui retsirkulaator ning suurendab sel viisil aktiveerimise efekti
(Joonis  3.3). Deprotoneeritud askorbiinhape, askorbaatmonoanioon, Iabib
kaheastmelise okslidatsiooni, et tekitada dehldroaskorbiinhapet vaheihendite
pooldehiidroaskorbaat- ja askorbuilradikaalide kaudu, mis osalevad Fe(III)-ioonide
muundamisel Fe(II)-ks, toetades seeldbi hidrokstllradikaalide teket ja sihtainete

okstidatsiooni (Bolobajev et al., 2015).

Fe?* Fe’*
‘OH+OH™ <— H202< > OH+OH «— H202< )
Fe?"
OH OH OH
e
HO 0 HO 0 HO 0 o]

HO 0 oH N o 0 0
askorbiinhape aSKUfbaathnOanlUOH pooldehudroaskobaatradikaal askorbidlradikaal dehtdroaskorbiinhape

Joonis 3.3 Fe(III)-ioonide redutseerimine Fe(II)-ks askorbiinhappe toimel (Bolobajev et al.,
2015)

Askorbiinhape hobe(II)iooniga vdi ilma metallioonita andis vdrreldes Fe(III) slisteemiga
ligi neli korda vdiksema maloondialdehiitidi kontsentratsiooni. Hobeioon ei soodustanud
antud tingimustes vesinikperoksiidi aktiveerimist ning tekkinud maloondialdehtudi

kontsentratsioon oli vordne hdbeiooni juuresolekuta tehtud katsete saadustega.

Vordlusena labi viidud katses askorbiinhappega, kus metallioonid puudusid, oli ndha
hidroksiulradikaalide teket, kuid protsess oli aeglasem kui raud(IIl)ioonide
juuresolekul. Askorbaatmonoaniooni elektroni loovutamisel saadakse
pooldehiidroaskorbaatradikaal, mis okslideeritakse, moodustades askorblillradikaali ja
dehlidroaskorbiinhappe. Vesinikperoksiidi mdjul askorbaatmonoaniooni okslideerimisel
tekivad hidroksutilradikaalid, sbltumata siirdemetallide vahendusest (vorrand 1.8)
(Nappi & Vass, 2000).

Hudroksitlamiini kasutatakse redutseerimisagendina paljudes keemilistes protsessides,
sealhulgas siirdemetallide redutseerimises vdi orgaanilisel slinteesil (Budavari, 1996).
Hlidrokslllamiin  kaitub sarnaselt askorbiinhappele, olles voimeline tdnu headele
redutseerimisomadustele vesinikperoksiidi aktiveerima (Elmagirbi et al., 2012).
Katsetes saadud tulemused hidrokstiilamiiniga olid vorreldes askorbiinhappega vdahem
efektiivsed.
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3.2 Fenoolsed uhendid

Lisaks Fentoni reaktsioonile ja selle erinevatele modifikatsioonidele viidi lébi katsed
moningate fenoolsete (ihenditega, nagu plrogallool ja gaalhape, et saavutada suuremat
vesinikperoksiidi aktiveerimise efekti. On teada, et askorbiinhape ja teatud teised
bioloogilised redutseerijad on vdimelised tootma hlidroksillradikaale, okslideerides
vesinikperoksiidi vase v0i raua katalisaatorite juuresolekul. Vesinikperoksiidi
aktiveerimiseks saab kasutada ka moningaid orgaanilisi aineid, siirdemetallide
juuresolekust sdltumata. Kuigi antud mehhanismi kohta on vahe infot, on teada, et
moned orgaanilised ained on voimelised ilma metalli vahendamiseta andma elektrone

vesinikperoksiidile ning seeldbi seda aktiveerima (Nappi & Vass, 2000).

PlGrogallool on orgaaniline Ghend, mis kuulub fenoolide hulka. Purogallooli kui olulist
keemilist toorainet ja reagenti valmistatakse gaalhappe dekarbokstllimisreaktsioonil (Li
& Wang, 2015). Plirogallool mitmealuselise fenoolina kutsub rakkudes esile apoptoosi

ehk programmeeritud rakusurma (Han & Park, 2010).

Fenoolid on vdimelised kaituma antioksiidantidena. Fenoollihendite antioksidatiivne
vOime tuleneb peamiselt nende redoksomadustest, vdimaldades neil toimida
redutseerijatena ja vesiniku doonoritena. Antiokslidatiivse toime pdhjal on voimalik
hinnata ka polifenoolide redutseerimisvoimet (Liang et al., 2010). Moningate
mitmealuseliste fenoolide uurimisel on leitud, et naiteks purogallool on efektiivsem kui
hiidrokinoon (Moore, 1976). Uhealuselised fenoolid ei ole head redutseerijad. Mida
rohkem hidroksiilrihmasid Ghendis sisaldub, seda parem on selle redutseerimisvdime
(Riebel et al., 2017). Mitmealuselised fenoolid, nagu naiteks pirogallool, hidrokinoon
ja katehhool, redutseerivad happelistes tingimustes Fe(III)-iooni Fe(II)-ks ja
kiirendavad seeléabi htudroksutlradikaalide tootmist klassikalise Fentoni reaktsiooni abil
(Chen & Pignatello, 1997).

Katsed plirogallooliga teostati kahel erineval kontsentratsioonil, 0,2 mM ja 0,04 mM
(Joonis 3.4). Kdrgema kontsentratsiooniga kombinatsiooni puhul tehti katse ka

raud(Ill)ioonide juuresolekul.
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A H:0./pG/Fe(l) O H:0:/PG (0,2mM) [ H:0:/PG (0,04 mMm)

140 + piy piY
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Joonis 3.4 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine plrogallooliga ([PG] = 0,2 ja 0,04
mM); vesinikperoksiidi aktiveerimine pirogallooliga raud(III)ioonide juuresolekul, [Fe(III)] =
[PG] = 0,2 mM

Vastavalt purogallooli sisaldusele reaktsioonisegus on maloondialdehtilidi tekkimise
tulemustes naha ka erinevust. Suurema plirogallooli kontsentratsiooniga segus tekkis
rohkem hidroksillradikaale. Enim mdojutas hidrokslilradikaalide teket aga
raud(Ill)ioonide juuresolek, mis peaaegu kahekordistas tulemuse. Raudioonid kaituvad
kui katalGsaatorid ja suurendavad hidrokstlllradikaalide teket veelgi (Tofant et al.,
2006).

Kahealuseline fenoolithend hlidrokinoon td6tas vesinikperoksiidi aktiveerimisel
efektiivselt, kuid voOrreldes plirogallooliga tekkis hidroksillradikaale vdahem (Joonis
3.5). Pirogallool kui kolmealuseline fenool oli uuritud ainetest efektiivseim
vesinikperoksiidi aktiveerija.

QO H.0,/Piirogallool [J H:0./Hiidrokinoon
160
140 -
120 A
100 -

[MDA], uM

aeg, paevad

Joonis 3.5 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine hidrokinooni (HQ) ja plrogallooliga,
[HQ] = [PG] = 0,2 mM
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Eesmargiga aktiveerimisprotsessi aeglustada, saavutada prolongeeritud efekti, on
vOimalik lisada slisteemi erinevaid lisaaineid. Seda protsessi v0ib nimetada vabade
radikaalide pluldmiseks. Vabade radikaalide piitidja voib olla mis tahes molekul, mis on
vOoimeline andma elektroni vabale radikaalile, aeglustades oksiideerimisprotsessi
(Pavithra & Vadivukkarasi, 2015).

Selleks viidi labi katsed purogallooliga erinevate kompleksimoodustajate ja
pindaktiivsete ainete juuresolekul (Joonis 3.6). Vordluseks on joonisele lisatud ka
vesinikperoksiidi aktiveerimine ainult pirogallooliga. Uuritud kompleksimoodustajateks
olid Trilon M ja Baypure CX, pindaktiivsetest ainetest kasutati tooteid Propetal ja
Leunapon. Need ained valiti, kuna tegu on laialdaselt kasutatavate
desinfitseerimisvahendite koostisosadega. Propetal ja Leunapon on mitteioonsed
pindaktiivsed ained ning tédnu laengu puudumisele on nad lahuses stabiilsemad.
Lisaainete kontsentratsioonideks reaktsioonisegudes oli kompleksimoodustajate puhul
14 mg/L ja pindaktiivsete ainete puhul 18 mg/L. Vajalikud kogused arvutati vastavalt
lisaaine ja vesinikperoksiidi sisalduste suhtele, vottes aluseks levinud kommertstoodete

koostise.

O H:0./PG A H:0,/PG/Leunapon > H,0./PG/Propetal
O H.0./PG/Trilon M X H,0,/PG/Baypure
100 |

[MDA], uM

aeg, paevad

Joonis 3.6 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine purogallooliga ([PG] = 0,2 mM)
kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete juuresolekul, [Trilon M] = [Baypure] = 14
mg/L, [Propetal] = [Leunapon] = 18 mg/L

Kompleksimoodustajad efektiivsete radikaali pltdjatena omasid hidroksillradikaalide
moodustamisele tugevat parssivat moju, viies tekkinud vabade radikaalide koguse
vordluses ilma lisaaineteta aktiveerimisele vaga madalale ning naidates prolongeeritud
efekti. Pindaktiivsete ainete moju vesinikperoksiidi aktiveerimisele ja sealjuures

hidroksilradikaalide tekkele oli margatavalt vaiksem. Arvatavasti voib erinevus
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kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete vahel olla seotud nende struktuuriga,

kuid vastavat informatsiooni teaduskirjandusest ei leitud.

Selleks, et selgitada vdlja optimaalsed lisaainete kontsentratsioonid, tehti katsed
purogallooliga erinevate lisaainete sisalduste juures. Kuna kompleksimoodustajate
inhibeeriv. mdju hildrokslilradikaalide tekkele oli suur, siis vahendati nende

kontsentratsiooni 5 mg/L-ni ja 1 mg/L-ni (Joonis 3.7).

W H.0./PG/Baypure @ H.0,/PG/Trilon-M

100
so{ ——_ hosme
2 60+
S 40 -
=
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kompleksimoodustaja kontsentratsioon, mg/L

Joonis 3.7 Hudroksillradikaalide tekke inhibeerimise efekt erinevatel kompleksimoodustajate
kontsentratsioonidel 14. paeval, [H202] = 2 mM, [PG] = 0,2 mM

Katsete tulemused vastasid loogikale, kompleksimoodustaja sisalduse vahenedes
suurenes hiidroksiidlradikaalide tekkimise kiirus ehk lisaaine inhibeeriv mdju ndrgenes.
Tulemustest selgus ka, et kompleksimoodustaja Trilon M on tugevam kui Baypure,
omades iga kontsentratsiooni juures suuremat parssivat moju vesinikperoksiidi
aktiveerimisele. Trilon M on metadlglatsiin-aadikhappe trinaatriumsoola 40 %-line

vesilahus, Baypure sisaldab 34 % iminodisuktsinaadi tetranaatriumsoola.

Pindaktiivsete ainete mdju hidroksiillradikaalide tekkele oli madalam, seega tOsteti

lisakatseteks nende kontsentratsiooni 18 mg/L-It 100 mg/L-ni (Joonis 3.8).

EH.0,/PG/Propetal B H.0./PG/Leunapon
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pindaktiivse aine kontsentratsioon, mg/L

Joonis 3.8 Hludroksultlradikaalide tekke inhibeerimise efekt erinevatel pindaktiivsete ainete
kontsentratsioonidel 14. pdeval, [H;02] = 2 mM, [PG] = 0,2 mM
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Katseseeriad purogallooli ja lisaainetega viidi labi ka siirdemetalli juuresolekul (Joonis
3.9). Metallina kasutati raud(Ill)ioone. Kui raud(Ill)ioone lisamata tehtud proovides
omasid kompleksimoodustajad tugevat inhibeerivat moju  vesinikperoksiidi
aktiveerimisele, pindaktiivsete ainete md&ju oli vaiksem, siis raud(IIl)ioonide
juuresolekul neil kahel vahet ei olnud. Hidroksiilradikaale tekkis koikides
reaktsioonisegudes ligikaudu sama palju. Siirdemetalli juuresolek vahendab
kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete mdjude erinevusi protsessi tulemustele.
Raudioonid muudavad katallisaatorina slisteemi kiiresti vaga aktiivseks, andes kohese
efekti. Mehhanism, kuidas mojutab raudioonide juuresolek slisteemi lisaainetega ja
pohjus, miks erinevus kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete mdjude vahel

kaob, jaab praegu tundmatuks ning vajab edasisi uuringuid.
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Joonis 3.9 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine purogallooli ([PG] = 0,2 mM) ja
raud(IIl)ioonidega ([Fe(III)] = 0,2 mM) kompleksimoodustajate ning pindaktiivsete ainete
juuresolekul, [Trilon M] = [Baypure] = 14 mg/L, [Propetal] = [Leunapon] = 18 mg/L. Proovid
olid vbetud 15. pdeval

Teise fenoolse (hendina uuriti lahemalt gaalhappe vOimet aktiveerida vesinikperoksiidi.
Gaalhape on trihlidroksliibensoehape, mida klassifitseeritakse fenoolhappeks. Gaalhapet

kasutatakse peamiselt slinteetilise vahelihendina ptrogallooli tootmisel.

Vesinikperoksiidi aktiveerimine gaalhappega teostati nii siirdemetalli juuresolekul kui ka
selle puudumisel (Joonis 3.10). Vorreldes pulrogallooliga tekkis mdlemas protsessis
ligikaudu kaks korda vahem hidroksuilradikaale. Gaalhappe fenoolstruktuur, mis
sisaldab karboksuilriihma, on oma kolme hidrokstilrihma ja kdrge antiokslidatiivse
vOime tottu potentsiaalselt efektiivhe vesinikperoksiidi aktiveerija. Struktuuris sisalduv
karbokstulrihm tdmbab elektronpilvi enda peale ning seelabi vahendab llejaanud

reaktsioonitsentrite (hudrokstulrihmade) efektiivsust (Van Lith & Ameer, 2016).
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Gaalhappega aktiveerimisel on naha hidroksuilradikaalide tekke pikaajalisemat efekti.
Raud(IIl)ioonide lisamine sisteemi kaotab selle, saavutades hudroksiulradikaalide

maksimaalse kontsentratsiooni juba esimestel paevadel ning seejarel stabiliseerudes.

O Hy04/GH [0 H202/GH/Fe(lll)
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Joonis 3.10 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine gaalhappega ([GH] = 0,2 mM) ning
vesinikperoksiidi aktiveerimine gaalhappega raud(IIl)ioonide juuresolekul, [Fe(III)] = 0,2 mM

Kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete moju vesinikperoksiidi aktiveerimisele
gaalhappega on sarnane vorreldes pirogallooliga (Joonis 3.11). Siirdemetalli
juuresolekuta mojuvad lisaained erinevalt, kompleksimoodustajad parsivad
reaktsioonivoimet rohkem, pindaktiivsed ained vahem. Antud slisteemi tulemusena on
aga tekkinud htdroksillradikaalide kontsentratsioon ligi kaks korda madalam kui

purogallooli kasutamisel.

O H,0,/GH [ H.0:/GH/Leunapon < H,0,/GH/Baypure

A H,0./GH/Propetal X H202/GH/Trilon-M
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Joonis 3.11 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine gaalhappega ([GH] = 0,2 mM)
kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete juuresolekul, [Trilon M] = [Baypure] = 14
mg/L, [Propetal] = [Leunapon] = 18 mg/L
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Raudioonide mdju sisteemile on darmiselt drastiline (Joonis 3.10). Vesinikperoksiidi
aktiveerimine toimub juba esimesel paeval ning prolongeeritud efekt puudub.
Raud(IIl)ioonide lisamisel gaalhappe sisteemile lisaained enam hidrokstilradikaalide
moodustumisele mdju ei avalda (Joonis 3.12).
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Joonis 3.12 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine gaalhappe ([GH] = 0,2 mM) ja
raud(IIl)ioonidega ([Fe(III)] = 0,2 mM) kompleksimoodustajate ning pindaktiivsete ainete
juuresolekul, [Trilon M] = [Baypure] = 14 mg/L, [Propetal] = [Leunapon] = 18 mg/L. Proovid
olid voetud 14. paeval

3.3 Karboksiiilhapped

Jargnevate katsete kaigus uuriti karboksillhapete voimet aktiveerida vesinikperoksiidi
(Joonis 3.13). Katsed viidi labi piim-, salitsill- ja oblikhappega. Vaadeldi ka

siirdemetallide md&ju slisteemile.

O H:0:/piimhape/Fe(lll) A\ H:0./oblikhape/Fe(lll)
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Joonis 3.13 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine karboksuulhapetega, [Fe(III)] =
[piimhape] = [oblikhape] = [salitslitilhape] = 0,2 mM
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Piimhape ja salitstiilhape siirdemetalli juuresolekuta ei olnud voimelised
vesinikperoksiidi aktiveerima. Siirdemetalli lisamine aktiveeris siisteemi, nagu on ka

koikides eelnevates katsetes taheldatud.

Oblikhape ilma siirdemetallita samuti ei aktiveerinud vesinikperoksiidi ning katsete
tulemusena hidroksullradikaale ei tekkinud. Raud(IIl)ioonide lisamisel hakkas aga
slisteem todle prolongeeritud efektiga, hldroksiilradikaalide moodustumine oli
intensiivseim ligikaudu neljandal paeval. Oblikhappe ja raudioonide kombinatsioon on
tuntud tugeva redutseerijana, kuid see protsess, nagu ka eelnevad karboksutlhapete

kombinatsioonid, vdib olla fotoindutseeritud.

Raud(IIl)ioonide karboksiilaatkomplekside fotokeemia erinevate karbokstillhapetega
pakub keskkonnakeemia seisukohalt markimisvaarset huvi, kuna nende Uhendite
fotollilisiga kaasneb reaktiivsete hiidroksillradikaalide moodustumine, mis pdhjustab
orgaanilise aine lagundamist. Raud(IIl)ioonide karboksilaatkomplekside fotollilsi
mehhanism tadhendab, et kdigepealt toimub sisemise sfaari elektronide ulekanne,
millega kaasneb Fe(IIl)ioonide redutseerimine Fe(Il)ioonideks ja vaba radikaali
tekkimine, millele jargneb radikaali kiire dekarbokstulimine. Dekarboksuulimise
tulemusena tekkinud sekundaarne radikaal reageerib raud(IIl)ioonide komplekside ja

lahustunud hapnikuga, saades reaktiivsed hapnikuliigid (Pozdnyakov et al., 2013).

Kuna sisteem ainult oblikhappega tulemusi ei andnud, siis katseid oblikhappe ja
lisaainetega labi ei viidud. Uuriti aga oblikhappe ja raud(IIl)ioonide koosmadjul
vesinikperoksiidi aktiveerimist lisaainete, kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete
ainete, juuresolekul (Joonis 3.14). Tulemustest selgus, et antud slisteemides mdjuvad
koik lisaained vordse inhibeeriva toimega, viies tekkinud hidroksillradikaalide

kontsentratsiooni méargatavalt madalamale tasemele.

(O Hz0:/ablikhape/Fe(lll)
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Joonis 3.14 Vesinikperoksiidi ([H202] = 2 mM) aktiveerimine oblikhappe ([oblikhape] = 0,2 mM)
ja raud(Ill)ioonidega ([Fe(III)] = 0,2 mM) kompleksimoodustajate ning pindaktiivsete ainete
juuresolekul, [Trilon M] = [Baypure] = 14 mg/L, [Propetal] = [Leunapon] = 18 mg/L
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3.4 Kommertstooted

Katseseeriad kommertstoodetega viidi labi, et hinnata, missugune on konkurentide
toodete vesinikperoksiidi aktiveerimisvoime ja hiidroksillradikaalide teke (Joonis 3.15).
Valmistoodetest tehti lahjendused, nii et vesinikperoksiidi kontsentratsioon
reaktsioonisegus oleks 2,0 mM nagu koikides varasemates katseseeriates. Antud
susteemi reaktsioonisegu sisaldas vaid kahte komponenti — deoksuriboosi lahust ning
kommertstoodet, mis sisaldas vesinikperoksiidi ja selle aktiveerijat. Jooniselt 3.15 on
naha, et kuigi hidrokslllradikaalide teke ei ole vaga jarsk, kasv on pikaajaline, siis

erinevate lisaainete sisalduse tottu ei ole radikaalide kontsentratsioon kuigi suur.

Et naha, kuidas toimivad kommertstooted kontsentraatidena, teostati katsed ka
lahjendamata proovidega, kuid tulemused ei olnud usaldusvaarsed reaktiivide suure
kontsentratsiooni ning toodetes sisalduvate lisaainete tottu. Segu muutus haguseks,

tekkis sade ning spektrofotomeetriliselt tulemust maarata ei olnud voimalik.
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Joonis 3.15 Vesinikperoksiidi aktiveerimine kommertstoodetega, [H202] = 2 mM

3.5 Edasised arendusetapid

Antud magistritéé raames mikrobioloogilise efektiivsuse maaramiseni ning testimiseni
ei joutud, kuid tootearenduse taistsikli seisukohast on planeeritud arendusetapid

asjakohased ka kaesoleva t66 kontekstis.

Deoksliriboosi meetodiga oli vdimalik hinnata vesinikperoksiidi aktiveerimise protsessi,
kuid puudus piisav tundlikkus. Meetodi kdikumine ei vdoimaldanud vaadelda tulemusi
madalatel kontsentratsioonidel. Tootearendusprojekti »~Vesinikperoksiidi

aktiveerimismeetodite uuring desinfitseerimisvahendite arenduse eesmargil® jargmiseks
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planeeritud sammuks on aktiivaine (ning lisaainete - aktivaator/inhibiitor kompleks)

efektiivse kontsentratsiooni maaramine |abi mikrobioloogilise efektiivsuse testimise.

Selleks on kavas kaheetapiline lahenemine. Esimese etapi kaigus tehakse Kkiirelt
korratavad katsed, mis vdimaldavad testida piisavalt suurt kombinatsioonide valimit,
parast mida statistilise anallilisi pohjal valitakse valja efektiivseim/optimaalseim
koostis. Lisaks viiakse labi bakteritsiidse toime testid Uhele valitud organismile (nt

Staphylococcus aureus).

Teises etapis toimuvad testid kirjanduse pohjal valitud organismiga (nt Mycobacterium

terrae), mis omaks piisavat resistentsust vorreldes teiste standardorganismidega.

Parast efektiivse kontsentratsiooni maaramist kuuluvad edasise tootearenduse alla ka
jargnevad etapid: toote stabiilsuskatsed (kiirendatud tingimustel, terve toote
planeeritud eluea jooksul), sobiva pakendi valik, tootmise tingimuste ja
skaleerimisarendused, tootespetsiifilised testid (ohutuse, materjalisobivuse hindamine),
toote kasutusvaldkonnapohine mikrobioloogilise taisefektiivsuse maaramine reaalsetel
kasutustingimustel ning tootele antimikroobsete omaduste (bakterite, hallitusseente,
parmseente, tuberkuloositekitajate, miikobakterite, spooride ja viiruste vastane)

omistamine ning toote registreerimine.
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KOKKUVOTE

Pindade puhastamine ja desinfitseerimine on alati olnud tahtis, kuid ténapdeva maailma
tervishoiukriisis on see nakkushaiguste ennetamise seisukohalt eriti oluline ning seega
on asjakohane tegeleda ka uute desinfitseerijate arendusega. Sellest tulenevalt oli
kaesoleva td66 eesmargiks alustada vesinikperoksiidi sisaldava desinfitseerija

tootearendusprotsessi.

Peamiseks Ulesandeks oli uurida erinevaid vesinikperoksiidi aktiveerimismeetodeid.
Paralleelselt alustati ka katsetega, et praktiliselt kindlaks teha, millised
aktiveerimismeetodid on koige efektiivsemad. Koikide katsete kaigus kasutati
hudrokslulradikaalide tootmise tuvastamiseks deoksuriboosi meetodit. Katsete kestvus
oli erinev, varieerudes paarikimnest minutist kuni kahe nadalani. Tekkinud

hidroksiilradikaalide ekvivalendiks maarati maloondialdehiitidi kontsentratsioon.

Eesmark oli leida voimalikult efektiivne ainete kombinatsioon, mis aktiveeriks
vesinikperoksiidi tohusalt, kuid omaks samas prolongeeritud efekti. Katsed viidi labi
erinevate aktiveerijatega: siirdemetallid, fenoolsed (hendid, karboksullhapped.
Tahtsaimateks uurimisobjektideks olid purogallool, gaalhape ja oblikhape ning nende
kombinatsioonid raud(IIl)ioonidega. Lisaks uuriti moningate fenoolsete Uhendite ja
karboksuidlhapete puhul ka lisaainete, kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete,
mdju vesinikperoksiidi aktiveerimisele. Laborikatsete perioodi 10puks valiti valja
efektiivseimad kombinatsioonid, mida kasutada vesinikperoksiidi aktiveerimisel

arendatavas tootes.
Kaesoleva t66 olulisemad jareldused:

1. Klassikaline Fentoni reaktsioon tédtas vesinikperoksiidi aktiveerijana, kuid oma
suure reaktsioonikiiruse tottu pole tootearenduse vaatepunktist otstarbekas, kuna
puudus pikaajaline efekt. Modifitseeritud Fentoni reaktsioonid vask(II)- ja
hobe(I)ioonidega valitud tingimustel soovitud tulemust ei andnud

2. Askorbiinhape aktiveeris vesinikperoksiidi, hudroksillradikaalide tekke kasv
suurenes, kuid protsess kestis ligikaudu 2 tundi ning prolongeeritud efekt samuti
puudus. Raud(IIl)ioonide lisamine siisteemi mitmekordistas hidroksitlradikaalide
teket

3. Pirogallool oli koigist uuritud ainetest efektiivseim vesinikperoksiidi aktiveerija,
raud(IIl)ioonide lisamine kahekordistas tekkinud hidrokstillradikaalide koguse

4. Gaalhappe vdime vesinikperoksiidi aktiveerida oli vaiksem kui plrogalloolil, kuid vois
margata prolongeeritud efekti, raud(IlI)ioonide lisamine samuti muutis slisteemi

efektiivsemaks
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5. Karboksillhapped (piim-, oblikhape) olid voimelised vesinikperoksiidi aktiveerima
vaid raud(IIl)ioonide juuresolekul, kuid reaktsioon vdis olla fotoindutseeritud

6. Kompleksimoodustajad omasid tugevamat inhibeerivat mdju vesinikperoksiidi
aktiveerimisele kui pindaktiivsed ained, raud(Ill)ioonide lisamisel siisteemi erinevus

kompleksimoodustajate ja pindaktiivsete ainete mdjude vahel kadus

Saadud tulemuste pdhjal osutusid kdige efektiivsemaks vesinikperoksiidi aktiveerijaks
kombinatsioonid pirogallooliga raud(Ill)ioonide juuresolekul. Tootearendusprojekti
jargmiseks sammuks on seega efektiivse aktivaatori ehk plrogallooli ja raud(IIl)ioonide
(ning lisaainete) optimaalsete kontsentratsioonide vahekorra maadramine labi
mikrobioloogilise testimise. Plaanitakse testida ka teisi t66s kasitletud toimivaid parema
kemikaali ohutusprofiiliga aktivaatorkomplekse (nt gaalhape voi karboksiilhapped
raud(Ill)ioonide juuresolekul), mis on nadidanud ka prolongeeritud efekti. Enne
tootearendusprotsessi I6ppu ja valmis toote registreerimist viiakse labi veel mitmed

uuringud: toote stabiilsuskatsed, sobiva pakendi valimine, materjalisobivuse hindamine.
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ABSTRACT

Surface cleaning and disinfection have always been necessary, but in today's global
health crisis, it is particularly essential for the prevention of infectious diseases, and
therefore it is relevant to address the development of new disinfectants. Accordingly,
the current study aimed to start the development of a disinfectant based on hydrogen

peroxide.

The main task was to study different methods of hydrogen peroxide activation. The
assessment of activation methods in terms of their efficacy was also among the general
tasks. In all experiments, the deoxyribose method was used to detect the production of
hydroxyl radicals, and the duration of the experiments varied from twenty minutes up
to two weeks. The concentration of malondialdehyde was determined as the equivalent

of hydroxyl radicals formed.

The aim was to find the most effective combination of substances that would effectively
activate hydrogen peroxide, but at the same time, would have a prolonged effect. The
experiments were performed with different activators: transition metals, phenolic
compounds, carboxylic acids. The general emphasis was placed on pyrogallol, gallic acid,
and oxalic acid and their combinations with iron(IIl)ions. In addition, the effects of
additives, complexing agents, and surfactants on the activation of hydrogen peroxide
were studied for some phenolic compounds and carboxylic acids. By the end of the
laboratory testing period, the most effective hydrogen peroxide containing mixtures for

further commercial product development were selected.
The main conclusions of this work:

1. The classical Fenton reaction acts as an activator of hydrogen peroxide, but its
commercial application seems to be inexpedient due to its high reaction rate and the
lack of long-term effect. Fenton-like process using Cu(II) and Ag(I) ions did not give
the desired result under selected experimental conditions

2. Ascorbic acid activates hydrogen peroxide, increases the formation of hydroxyl
radicals, but the process lasts about 2 hours, and there was no prolonged effect.
The addition of iron(IIl)ions to the system multiplies the formation of hydroxyl
radicals

3. Pyrogallol was the most effective activator of hydrogen peroxide of all the studied
substances, the addition of iron(III)ions doubled the amount of hydroxyl radicals
formed

4. The ability of gallic acid to activate hydrogen peroxide was lower than that of
pyrogallol, but a prolonged effect could be observed. The addition of iron(III)ions

also made the system more efficient
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5. Carboxylic acids (lactic, oxalic acid) were able to activate hydrogen peroxide only in
the presence of iron(IIl)ions, but the reaction may have been photoinduced

6. The complexing agents had a stronger inhibitory effect on the activation of hydrogen
peroxide than the surfactants. The difference between the effects of the complexing
agents and the surfactants disappeared when iron(Ill)ions were added to the

system.

Based on the results obtained, combinations with pyrogallol in the presence of
iron(IIl)ions proved to be the most effective activator of hydrogen peroxide. The next
step in the product development is to determine the ratio of the optimal concentrations
of the activator, i.e., pyrogallol or pyrogallol and iron (and additives), through
microbiological testing. It is also planned to test other activator complexes with a better
chemical safety profile (gallic acid or carboxylic acids in the presence of iron(III)ions)
that also showed prolonged effect. Before the end of the product development process
and registration of the finished product, several additional studies are to be carried out,
e.g., product stability tests, selection of suitable packaging, assessment of material

suitability.
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LISAD

Lisa 1 Patenteeritud tehnoloogiad
Patent Koostisaine Sisaldus
Vesinikperoksiid 0,01-20 % w/w
HYDROGEN PEROXDE
DISINFECTANT WITH Fosforhape 0,05-8 % w/w
INCREASED ACTIVITY
Pindaktiivne aine 0,02-5 % w/w
US6803057B2
Korrosiooni inhibiitor 0,05-10 % w/w
(Virox Technologies Inc.,
2004 is si 0 i
) Alkohol, mis sisaldab hte kuni kuut 0,1-10 % w/w
stsinikuaatomit
Vesinikperoksiid 1,5-8 % w/w
Biolagunev anioonne pindaktiivne
aine (alklulsulfoonhapped, alklil-
arullsulfoonhapped, alkltlvaavel-
happed, sulfoonitud karboksiil-
happed ja sulfo-merevaikhapete 10-25 % w/w
alkddl- voi alkendllestrid voi
diestrid ning nende leelismetalli,
SHELF - STABLE ammooniumi, kaltsiumi ja
HYDROGEN PEROXIDE magneesiumi soolad)
ANTIMICROBIAL
COMPOSITIONS Salitsiillhape voi selle sool 1-8 % w/w
US10450535B2 Kelaativ aine (fosforhape, naatrium-
stanaat, EDTA, HEDTA, tertsiaarsed
(Virox Technologies Inc., amiinipdhised kelaativad ained, 0,005-10 %
2019) fosfonaadil pohinevad kelaativad
ained ja nende soolad)
Sulfoonhape 1-15 % w/w
Mitteioonne pindaktiivne aine 1-15 % w/w
Glukooleeter 10-30 % w/w
Vesi
Vesinikperoksiid 1,5-3 % w/w
- - — - —
ENHANCED ACTIVITY Anioonsed pindaktiivsed ained 0,02-2 % w/w
HYDROGEN PEROXDE - Fra—
DISINFECTANT Sidrunhape vo0i aadikhape 0,05-1,5 % w/w
Stabilisaator (1-hidroksuetilideen-
400B2
US8999400 1,1-difosfoonhape, fosforhape,
(Virox Technologies Inc., naatriumtripoltfosfaat)
201
015) Emulgaator 0,04-2 % w/w
Vesi
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Lisa 1 jarg

Patent

Koostisaine

Sisaldus

HYDROGEN PEROXIDE
DISINFECTANT
CONTAINING A CYCLIC
CARBOXYLC ACID
AND/OR AROMATIC
ALCOHOL

US9233180B2

(Virox Technologies Inc.,

2016)

Vesinikperoksiid

0,01-6 % w/W

Bensuulalkohol

1,5-4 % w/w

Anioonne pindaktiivhe aine
(alkiulbenseensulfoonhape, Cs-Ci2
alktuldifentilsulfonaat)

0,01-10 % w/w

2-furaankarboksilhape,
salitstitilhape voi bensoehape

0,01-8 % w/w

Mitteioonne pindaktiivne aine
(etokstileeritud alkoholid,
alkuulglukosiidid)

0,005-3 % w/w

Korrosiooni inhibiitor (1,2,3-benso-
triasool, naatriummoliibdaat,
naatriumnitrit, naatriumvesinik-
sulfaat, kromaadid, boraadid,
fosfaadid)

0,001-15 % w/w

Hudrotroop (naatriumkslileen-
sulfonaat, naatriumkumeensulfonaat
vOi naatrium tolueensulfonaat)

0,01-15 % w/w

Solvent (glikoolid, glikooleetrid, n-
butanool, n-butlllatsetaat, diiso-
butitlketoon, isobutanool, iso-
butltlatsetaat, veevaba isopropa-
nool, isopropullatsetaat, metiul-
isobutlitl ketoon, n-propanool, n-
propuilatsetaat, etanool, glitseriin)

0,1-20 % w/w

Katioone eraldav aine (nt 1-
hidrokstetullideen-1,1-
difosfoonhape)

0,01-6 % w/w

Vesi

ACTIVATED HYDROGEN
PEROXIDE BIOCIDE
COMPOSITION
W02015104687

(99 Holding Sarl, 2015)

Kvaternaarsed ammooniumsoolad

C1-Cyz alkidl- ja/voi 0,05-2 g/kg
artillrihmadega
Vesinikperoksiid 10-79 g/kg

Fosfaat- ja/v0i vesinikfosfaat- ja/voi
fosfonaatioonid

0,04-0,8 g/kg

C10-Cis etoksidlitud ja/voi
propokstleeritud alkoholid

0,05-2,0 g/kg

Vesi

kuni 1 kg

Fosforhape

kuni pH 2-3
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Lisa 1 jarg

Patent

Koostisaine

Sisaldus

HYDROGEN PEROXIDE-
BASED SKIN
DISINFECTANT

US9198935B2

(Virox Technologies Inc.,

Vesinikperoksiid

0,01-4 % w/w

Pindaktiivhe aine (alkillbetaiin,
alktdlamidopropiulbetaiin,
alktlilamidoproputlbetaiinamiid,
alkudlsulfobetaiin)

0,01-15 % w/w

Stabilisaator (fosforhape,
fosfoonhape, EDTA, HEDTA,
bensoehape, sidrunhape)

0,01-4 % w/w

Tslkliline karboksillhape voi nende

0,01-4 % w/w

2015) sool
Glltseriin, glUtseriidid, sorbitool,
katioonsed polimeerid, lanoliin voi 0,01-10 % w/w
tsetilalkohol
Vesi
Hobeioonid (nt hdbenitraat) 20-200 mg/kg
Kvaternaarsed ammooniumsoolad 0,1-5 g/kg
Vesinikperoksiid 20-100 g/kg
DISINFECTING
COMPOSITION Alkohol C1-C4 (nt isopropuiilalkohol) 1-50 g/kg
COMPRISING SILVER
IONS AND A Alifaatsed ja/v0i aromaatsed
QUATERNARY SALT 0-500 mg/kg

WO02016005922A1

(99 Holding Sarl, 2016)

orgaanilised happed (nt sidrunhape)

Kompleksimoodustajad (nt EDTA)

100-500 mg/kg

Etoksutdlitud ja/voi propoksileeritud

100-600 mg/kg

alkoholid
Deioniseeritud vesi Kuni 1 kg
Fosforhape Kuni pH 1-5

DISINFECTING
COMPOSITION BASED
ON H>0., ACIDS AND

METAL IONS

us006660289B1

(Digol International LTD,
2003)

Vesinikperoksiid

7,5-7,9 % w/w

CH3-CO3H + CH3COzH segu

4,5-4,8 % w/w

Kombinatsioon Ag* ioonidest koos
AgH, AgIII, VV, NbV, TaV, MOVI’ WVI,
Co!I, In™ voi TI' joonidega

0,005-0,01 % w/w

H3PO4 voi puridiinkarboksiilhape

0,0005-0,01 % w/w

Pindaktiivne aine

0,0075-0,04 % w/w

Korrosiooni inhibiitor

0,003-0,04 % w/w

Vesi
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Lisa 1 jarg

Patent Koostisaine Sisaldus
2-7 % w/w
(kontsentraadis)
Vesinikperoksiid
0,1-1, 5% w/w
(kasutusvalmis lahuses)
3-15 % w/w
Mittepindaktiivhe orgaaniline (kontsentraadis)
sulfoonhape vai selle sool 0,5-3 % w/w
(kasutusvalmis lahuses)
2-5 % w/w
(kontsentraadis)
Mitteioonne pindaktiivne aine
0,06-1 % w/w
(kasutusvalmis lahuses)
Karbokstilhape: 1-5 %
Karbokstillhape (nt aadik-, w/w (kontsentraadis), 0,1-
ACTIVATED propioon-, vdi-, pentaan-, heksaan-, | 5 % w/w (kasutusvalmis
DISINFECTANT oktaan-, merevaik-, sidrun-, oblik-, lahuses)
HYDROGEN PEROXDE viin-, glutaar-, adipiin-, bensoe-,
COMPOSITIONS ftaalhape ja nende segud) voi Mineraalhape: 0,2-5 %
mineraalhape (nt fosfor-, vaavel-, w/w (kontsentraadis),
US20160074549A1 vesinikkloriidhape) 0,01—0,3 % w/w

(Lonza Inc., 2016)

(kasutusvalmis lahuses)

Kvaternaarne ammooniumsool (nt
didetsulldimetadlammooniumkloriid
(DDAC) ja alkuuldimettdlbensutdl-
ammooniumkloriid)

0,1-10 % w/w
(kontsentraadis)

0,01-2 % w/w
(kasutusvalmis lahuses)

Stabilisaatorid ja kelaatijad (nt
fosforhape, HEDP, NaH;POQ4,
hdbevesiniktsitraat, difosfoonhape,
EDTA, HEDTA, sidrunhape, NTA,
HEIDA, DTPA, tsitraatsoolad, HEDP)

0,1-1 % w/w
(kontsentraadis)

Pindaktiivne aine (nt
naatriumdodetsiillsulfaat)

0,5-5 % w/w
(kontsentraadis)

Korrosiooni inhibiitor (nt boraadid,
fosfaadid, polifosfaadid, naatrium-
bensoaat, -gliikonaat, -silikaat,
-molibdaat, -vesiniksulfaat, benso-
triasool vdi nende segud)

0,1-1 % w/w
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