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WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW

AM
ATE,..
BSA
CAGR
CEN
CFU
CPE
CPR
DASA
ECso

ECHA
FCS

LDs,

LGB
LOD
LOQ
LPBII
LRK]
MEM

NDS
NDSCh
NOEC

PAO
PBS
TCIDs,

— amarant

— (ang. Acute Toxicity Estimate) warto$¢ szacowana toksycznos$ci ostrej mieszaniny
— (ang. Bovine serum albumin) surowicza albumina wotowa

— (ang. compound annual growth rate) skumulowany roczny wskaznik wzrostu

— Europejski Komitet Normalizacyjny

— (ang. Colony Forming Unit) liczba jednostek tworzacych kolonie

— (ang. Cytopathic effect) efekt cytopatyczny komoérek gospodarza

— czerwien chlorofenolowa

— czerwien alizarynowa S

— (ang. effective concentration) stezenic powodujace okreslony efekt np.
unieruchomienie, u 50% testowanych organizmow podczas okreslonego czasu
ekspozycji na substancje

— (ang. European Chemical Agency) Europejska Agencja Chemikaliow

— (ang. Fetal calf serum) bydleca surowica ptodowa

— (ang. lethal concentration) medialne stezenie $miertelne, stezenie powodujace
$mier¢ wsrod 50% testowanych organizmow podczas okreslonego czasu ekspozycji
na substancje

— (ang. lethal dose) medialna dawka $miertelna, dawka substancji po podaniu ktorej
mozna oczekiwac smierci 50% narazonych organizmow

— zielen lizaminowa typu B

— (ang. Limit of detection) granica wykrywalnosci substancji

— (ang. Limit of quanification) granica oznaczalnosci substancji

— Laboratorium Projektéw Badawczych I1

— Laboratorium Rozwojowe i Kontroli Jako$ci

— (ang. Eagle’s minimal essential medium) bufor zapobiegajacy namnazaniu si¢
hodowli komoérkowe;j

— najwyzsze dopuszczalne stezenie substancji podczas 8-godzinnej ekspozyciji
—najwyzsze dopuszczalne stezenie chwilowe (ekspozycja nie dtuzej niz 15 min)

— (ang. no observed effects concentration) najwyzsze stezenie, dla ktorego nie
wystepuje istotny wzrost czgstosci lub nasilenia skutkow dziatania danej substancji
u badanych organizmow w stosunku do probki kontrolnej

— tlenek fenyloarsyny

— (ang. Phosphate buffered saline) sol fizjologiczna buforowana fosforanem

— (ang. Tissue Culture Infective Dose 50) miara stezenia wirusa wystarczajaca do

wywotania efektu cytopatycznego w 50% hodowli komorkowej gospodarza
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THM — trihalometany, halogenki alkilowe, pochodne metanu
URPLWMiPB — Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw
Biobdjczych
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STRESZCZENIE

Oporno$¢ patogenéw chorobotwodrczych na stosowane $rodki dezynfekujace, skutkuje
wzrostem liczby zakazen. W piramidzie opornosci na §rodki biobdjcze szczytowe miejsca, obok
priondw, zajmuja spory oraz wirusy bezotoczkowe. Za jeden z najbardziej opornych czynnikow
chorobotworczych uwaza si¢ bakteri¢ przetrwalnikowa Clostridioides difficle RO27.

Kluczowym elementem zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ patogenow jest dezynfekcja
powierzchni. W celu okreslenia skuteczno$ci biobdjczej preparatow do dezynfekcji powierzchni,
niezbedne jest dobranie odpowiednich metod, adekwatnych do proponowanej aplikacji produktu, ale
roOwniez wyznaczenie st¢zenia skutecznego substancji biobdjczej. Wazny aspekt stanowi okreslenie
wplywu produktu na $§rodowisko naturalne.

Celem pracy bylo zbadanie aktywnosci biobojczej utworzonych preparatow
dezynfekujacych 1 myjaco - dezynfekujacych na bazie ditlenku chloru (CIO2) zgodnie
z normatywnymi metodami zawiesinowymi i no$nikowymi. Aby wyznaczy¢ stezenia skuteczne
ClO; niezbedne bylo opracowanie metod jego oznaczania w roztworach wodnych, zawierajgcych
komponenty organiczne oraz w powietrzu. Dokonano rowniez analizy szacunkowej toksycznos$ci
oraz ekotosycznosci otrzymanych produktow. Przeprowadzono badania aplikacyjne dezynfekcji
maseczek ochronnych oraz fartuchow RTG poddanych ekspozycji na gazowy ClO».

Opracowano metod¢ oznaczania zawartosci Cl1O2 w produktach dezynfekujacych i myjaco-
dezynfekujacych. Polegata ona na potaczeniu technik 1) miareczkowania woltamperometrycznego,
umozliwiajgcego przeprowadzenie mianowania podstawowego roztworu wzorcowego ClO;
i 2) spektrofotometrycznej, polegajacej na sporzadzeniu krzywej kalibracyjnej (na podstawie
pomiaru woltamperometrycznego). Metod¢ woltamperometryczng, ze wzgledu na brak mozliwosci

pozyskania wzorca ClO; potraktowano jako bezwzgledng metode odniesienia. Wyznaczono molowy

L
mol*cm

wspotczynnik absorpcji dla ClO; w roztworze €, = 1288 + 16,9

Opracowano sposob kalibracji spektrofotometrycznej metody oznaczania zawartosci
gazowego CIO; w powietrzu, z wykorzystaniem pomiaru specyficznego widma ditlenku chloru
w fazie gazowej pozostajacej w stanie bliskim rownowagi z roztworem ClO. Zaleta przedstawionej
metody jest przede wszystkim prostota oznaczania ClO, w powietrzu z pomini¢ciem stosowania
ztozonych uktadéw generowania gazu oraz zrodel potencjalnych btedéw wzorcowania.

W aspekcie oznaczania zawarto$ci ClO2 w powietrzu dokonano réwniez analizy
poréwnawczej warto$ci stezen otrzymanych z wykorzystaniem detektora komercyjnego PortaSens
I1l, z warto$ciami obliczonymi na drodze bilansu masowego W roztworze przed i po procesie
gazowania. Uzyskano akceptowalng zgodnos$¢ wynikow.

W badaniach preparatywnych utworzono 5 produktéw biobdjczych na bazie C10, w formie:
koncentratoéw: Armex 5 MD, Armex 2000 Ultraczysty i Armex 5 vH; pianki: Armex 5 foam oraz

zelu: Armex 5 WC. O wlasciwos$ciach dezynfekujgcych (Armex 2000, Armex 5 vH) oraz myjaco —
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dezynfekujacych (3 pozostate). Ich cecha charakterystyczng jest m.in. stabilno$¢ w warunkach
przechowywania, ktorg uzyskano dzigki zastosowaniu techniki aktywacji in situ oraz krotki czas
aktywacji do rekomendowanego stezenia ClO; — okoto 1 min.

Skuteczno$¢ biobojczg preparatow na bazie ClO, okreslono zgodnie z normami
zawiesinowymi i nosnikowymi przeznaczonymi dla obszaru medycznego — jako najbardziej
wymagajacego. Badania wykonano wobec patogenow $cisle zdefiniowanych w normach, tj. bakterii,
grzybow, pratkow, spor — z uwzglednieniem opornego Clostridioides difficile R027 oraz wiruséw —
z uwzglednieniem koronawirusa ludzkiego 229E. Zaobserwowano synergistyczne dziatanie ClO-
i surfaktantow w badanym uktadzie. Wykazano, ze stezenia skuteczne wyznaczone metodami
zawiesinowymi, nie daja pozytywnego rezultatu w badaniach nosnikowych, bardziej adekwatnie
odwzorowujacych warunki rzeczywiste. W badaniach dezynfekcji powierzchni droga powietrzng
udowodniono, ze skuteczno$¢ biobdjcza ClO; zalezata, oprocz stezenia i czasu kontaktu, rowniez od
wilgotnosci wzglgdnej powietrza..

Analiza szacunkowa toksyczno$ci ostrej oraz toksycznosci ostrej i przewleklej wobec
srodowiska wodnego wykazata, ze opracowane produkty nie podlegaly klasyfikacji w zadnej
z kategorii. Opracowane produkty mozna zatem uzna¢ za bezpieczne.

Skuteczny rezultat dezynfekcji gazowym CIlO, maseczek ochronnych uzyskano po 2 h
ekspozycji w stezeniu 500 ppm wag. ClO,. W przypadku fartuchow RTG, pozytywny rezultat
uzyskano po 4 h ekspozycji w stezeniu 1000 ppm wag. ClO,. Analiza spektrometryczna FTIR
badanych materialow nie wykazala uszkodzen materiatéw podczas ekspozycji na gaz.

Przeprowadzone badania pozwolity na potwierdzenie tezy gldwnej pracy. Opracowano
formuly preparatow dezynfekcyjnych na bazie ditlenku chloru o wysokiej skutecznosci
W ograniczaniu rozprzestrzeniania organizméw patogennych i znikomej szkodliwosci dla

srodowiska.
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SUMMARY

Resistance of pathogens to the disinfectants used results in an increase in the number of
infections. Spores and non-enveloped viruses occupy the top positions in the biocide resistance
pyramid. The spore bacterium Clostridioides difficle R027 is considered to be one of the most
resistant pathogens.

An important element in preventing the spread of pathogens is surface disinfection. Testing
the biocidal effectiveness of surface disinfectants requires selecting effectiveness methods
appropriate to the proposed product application. Moreover, it is necessary to determine the effective
concentration of the biocidal substance. An important aspect is the product's impact on the natural
environment.

The aim of the study was to examine the biocidal activity of disinfecting and cleaning-
disinfecting preparations based on chlorine dioxide (ClO>). The tests were performed in accordance
with suspension and carrier standards. In order to determine effective ClO, concentrations, it was
necessary to develop methods for its determination in the air and aqueous solutions, which contain
organic components. In addition, it was performed an estimated toxicity and ecotoxicity analysis of
the obtained products. Application tests were carried out on the disinfection of protective masks and
X-ray apron exposed to gaseous ClOs.

It was developed a method for determining the ClO- content in disinfecting and cleaning-
disinfecting products. It involved a combination of: 1) voltammetric titration, of the CIO; basic
standard solution and 2) spectrophotometric techniques, which involoves preparing a calibration
curve (based on voltammetric measurement). The voltammetric method, was treated as an absolute

reference method due to the impossibility of obtaining a ClO; standard. The determined molar

L
molscm

absorption coefficient for ClO; in solution was €, = 1288 + 16,9

It was developed a calibration of spectrophotometric method for determining the content of
gaseous ClO; in the air. It was used the measurement of the specific spectrum of chlorine dioxide in
the gas phase remaining in a state close to equilibrium with the CIO; solution. The advantage of the
presented method is primarily the simplicity of determining ClO in air, avoiding the use of complex
gas generation systems and sources of potential calibration errors.

In terms of determining the CIO- content in the air, was made a comparative analysis of the
concentration values obtained using the PortaSens 111 detector, with the values calculated by mass
balance in the solution before and after the gassing process.

In preparatory research, were created five ClO2-based biocidal products in the form of:
concentrates: Armex 5 MD, Armex 2000 Ultraczysty i Armex 5 vH; foam: Armex 5 foam; and
gel: Armex 5WC with disinfecting properties (Armex 2000, Armex 5 vH) and cleaning-disinfecting

properties (3 others).Their characteristic feature is, among others: stability in storage conditions,
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which was achieved thanks to the use of the in sifu activation technique and short activation time for
the recommended ClO, concentration - about 1 min.

The biocidal effectiveness of ClO,-based preparations was determined in accordance with
suspension and carrier standards intended for the medical area - the most demanding one. The
research was conducted on pathogens strictly defined in the standards, i.e. bacteria, fungi,
mycobacteria, spores - including resistant Clostridioides difficile R0O27 and viruses - including human
coronavirus 229E. A synergistic effect of ClO, and surfactants in the system was observed. It has
been proved that effective concentrations determined using suspension methods don’t give positive
results in carrier research. In research of surface disinfection by air, it was proven that the biocidal
effectiveness of ClO, depended on the relative humidity of the air. The estimated analysis of acute
toxicity, acute and chronic toxicity to the aquatic environment showed that products weren't subject
to classification in any of the categories.

An effective result of ClO, gas disinfection of protective masks was obtained after 2 hours
of exposure at a concentration of 500 ppmm. For X-ray apron, a positive result was obtained after
4 hours of exposure at a concentration of 1000 ppmm. FTIR spectrometric analysis of the researched
materials didn't show any damage.

The conducted research allowed to confirm the main thesis of the work. It was developed
formulas of chlorine dioxide-based disinfectants, which are highly effective in reducing the spread

of pathogenic organisms and have little harm to the environment.
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WPROWADZENIE

Zabiegi zmierzajace do ograniczenia rozwoju mikroorganizméw chorobotwdrczych
stosowano od wczesnego okresu dziejow ludzkosci. Niejednokrotnie miaty one charakter tradycji,
zwyczajow i przesadow. Pierwsze wzmianki o zastosowaniu mydta pochodza z Babilonu z roku
okoto 2800 p.n.e. Praktyka zastosowania mydta i mycia rak nie spotkata si¢ jednak z dobrym
przyjeciem wsérdd dwcezesnej ludnosci. Starozytni Grecy, mimo dostgpu do akweduktow, biezacej
wody czy tazni miejskich, borykali si¢ z groznymi chorobami zakaznymi. Badania archeologiczne
nieopodal Akropolu pozwolily na zidentyfikowanie materialu genetycznego pateczek Salmonella
wywotujacych dur brzuszny, powszechnie uznany za chorobe ,,brudnych rak”.

Za ojca dezynfekcji 1 antyseptyki uwaza si¢ Ignaza Semmelweisa — lekarza pracujacego
w wiedenskim szpitalu w latach 50-tych XIX w. — ktory po raz pierwszy zaobserwowal zwigzek
pomiedzy brakiem mycia ragk przez lekarzy a okoloporodowa wysoka $miertelnoscig kobiet.
Semmelweis wysnut wniosek, ze przyczyng problemu jest ,,trupi jad”, przenoszony przez lekarzy
i studentoéw odbierajacych porody, tuz po wyjsciu z prosektorium. Wprowadzenie obowigzkowego
mycia i dezynfekcji rak w chlorowanej wodzie, dla lekarzy i studentow opuszczajacych prosektorium
a wchodzacych na sale porodowe, zminimalizowato $miertelno$¢ wsrdd pacjentek prawie do zera.
Smiata hipoteza Semmelweisa byla jednak ignorowana i krytykowana przez §rodowisko medyczne.
Dopiero w latach 80-tych XIX w. dezynfekcja zostata powszechnie zaakceptowana. Brytyjski lekarz
Joseph Lister udowodnit, ze dezynfekcja rak, opatrunkow, narzedzi i nici chirurgicznych za pomoca
kwasu karbolowego, pozwala na znaczne ograniczenie $miertelnych infekcji. Wierzac w swoje
metody skutecznie przeprowadzil zabieg mastektomii, obarczonej wowczas duzym ryzykiem
$miertelnego zakazenia.

Aktualnie, pojecia higieny i dezynfekcji sa powszechnie znane. Trudno wyobrazi¢ sobie
codzienne funkcjonowanie z pominigciem nie tylko mycia i dezynfekcji rak, ale rowniez wszelkiego
rodzaju powierzchni, w szczegolnosci powierzchni czgsto dotykanych oraz powierzchni sanitarnych.
Obok obszaréw weterynaryjnego, przetworstwa zywnosci czy tez uzytecznosci publicznej,
najbardziej wymagajacy w aspekcie zwalczania patogenow jest obszar medyczny. Coraz
powszechniej obserwowana oporno$¢ mikroorganizmow patogennych na zastosowane srodki
dezynfekcyjne wymusza dziatania ukierunkowane na ulepszenie istniejacych i wdrazania nowych
technologii dezynfekcji. Z drugiej strony duzy nacisk ktadzie sie na to aby srodowisko naturalne nie
byto nadmiernie obcigzone stosowanymi w dezynfekcji sSrodkami chemicznymi.

Globalny rynek srodkow dezynfekujacych w 2022 roku byt wart 6,16 bilionéw dolarow (The
Buisness Research Company, 2023). Do najpopularniejszych typéw substancji dezynfekujacych
nalezaly: czwartorzedowe zwigzki amoniowe, kwas nadoctowy, zwigzki na bazie chloru, nadtlenek
waodoru, alkohole i aldehydy. Gtownymi podmiotami gospodarczymi zaangazowanymi W produkcje

srodkow dezynfekcyjnych sa amerykanskie korporacje. W rankingu 10 najwigkszych firm
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zajmujacych sie produkcja srodkow do dezynfekcji powierzchni, az 7 swoja gldéwna siedzibg posiada
w USA (Raports and Data, 2023).

Srodki dezynfekujace niewatpliwie odgrywaja znaczaca role w  zapobieganiu
rozprzestrzenianiu si¢ infekcji. Kluczowym elementem jest zatem wtasciwe oznaczanie i kontrola
ich skutecznosci biobdjczej. Do oceny jatlowosci powierzchni wykorzystuje si¢ badania
zawiesinowe, polegajace na przeprowadzeniu testow w zawiesinie testowej mikroorganizméw. Ich
wada jest brak odzwierciedlenia warunkow rzeczywistych. Wazne jest zatem aby badania
skuteczno$ci przeprowadza¢ wg metod nos$nikowych, stricte na powierzchni poddawanej
dezynfekcji. Pozytywne wyniki uzyskane na drodze przeprowadzenia testow zawiesinowych bardzo
czesto nie odpowiadaja pozytywnemu wynikowi w testach no$nikowych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie aktywnosci biobdjczej ditlenku chloru
w wielosktadnikowych preparatach dezynfekcyjnych z wykorzystaniem metod zawiesinowych
i nosnikowych, jak rowniez ich ocena wiasciwosci toksykologicznych i ekotoksykologicznych.
Zbadano mozliwosci analityczne oznaczania substancji czynnej w roztworze oraz w powietrzu.

Przeprowadzono badania aplikacyjne dezynfekcji fartuchow RTG oraz maseczek ochronnych.
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CZESC LITERATUROWA

1. Ditlenek chloru

1.1. Wlasciwosci fizytkochemiczne i zastosowanie

Ditlenek  chloru (CIO;) jest stosunkowo malg 1 wysoce energetyczng
czasteczka 0 wlasciwosciach silnie utleniajacych. Oba wigzania chlor-tlen sg rownocenne i maja
charakter posredni migdzy wigzaniem pojedynczym a podwodjnym. Kat pomiedzy wigzaniami
wynosi 117,6° a jego dlugos¢ — 147,3 pm (Ulenikov, et al., 2021) . Czasteczka ditlenku chloru jest
rodnikiem, posiada jeden niesparowany elektron, ktory nie jest zlokalizowany przy okreslonym
atomie, lecz wchodzi w sktad trojelektronowego wigzania kowalencyjnego. To pozwala uzasadnié¢
stabilno$¢ czasteczki ClO; i brak tendencji do dimeryzacji, w przeciwienstwie do innych prostych
rodnikéw nieorganicznych o podobnej symetrii (Pauling, 1988). Na Rysunku 1 przedstawiono
geometri¢ czasteczki (A) oraz struktury rezonansowe ujawniajace niesparowany elektron, skupiony

woko6t atomu tlenu (B).

B)
O/CI\\O%Q//CI \0

Rysunek 1. A — geometria czgsteczki ClO2; B — struktury rezonansowe ujawniajgce elektronem. Wykonanie wlasne na
podst. (Insignares-Carrione, et al., 2021).

Podstawowe wtasciwosci  fizykochemiczne ClO, zaprezentowano w Tabeli 1. Jedna
z najwazniejszych wlasciwosci fizycznych ClO; jest jego bardzo dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie
i staba hydroliza, szczeg6lnie w niskich temperaturach. Maksymalna rozpuszczalnos¢ ClO; pod
ci$nieniem atmosferycznym i w temperaturze 20°C jest 10 razy wyzsza niz rozpuszczalno$¢ chloru

w tych warunkach (Black and Veatch Corporation, 2010).
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Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne ditlenku chloru (Black and Veatch Corporation, 2010; CIOP-PIB, 2023).

Masa czasteczkowa 67,45 %
Stan skupienia w temp. 202C gaz
Barwa z0tta
Zapach ostry, duszacy
Temperatura topnienia 59,5°C
Temperatura wrzenia 10,9°C
Gestos¢ gazu w temp 112C 3,09 %
Gestos¢ gazu wzgledem powietrza 2,33
Ciepto wlasciwe w temperaturze 25°C 0,62 g]TK
Rozpuszczalnos¢ w temp 202C pod 7209
ci$nieniem atmosferycznym L

Ditlenek chloru znalazt szerokie zastosowanie:

w przemysle celulozowo-papierniczym, jako srodek wybielajacy pulpy celulozowej. CIO;
zyskat przewagg nad chlorem ze wzgledu na brak tworzenia produktow ubocznych w postaci
dioksyn (Kaur, et al., 2018; Axegard, 2019);

w uzdatnianiu wody pitnej. Zastosowanie ClIO; zamiast Cl, pozwolito na ograniczenie
tworzenia szkodliwych trihalometanow (THM), takich jak chloroform, bromoform,
ale rowniez chlorofenoli, chlorocyjanow czy kwasow halooctowych (Padhi, et al., 2019);

w usuwaniu z wody zelaza i manganu (Aieta & Berg, 1986);

w oczyszczalniach $ciekow jako S$rodek utleniajacy w pierwszym etapie rozktadu
chemikaliow, np. barwnikow azowych stosowanych w przemysle wilokienniczym
i farbiarskim (Emmert, et al., 2000);

w transporcie i przetworstwie zywnosci gtownie do dezynfekcji warzyw i owocoéw, migsa
czy owocow morza (Andrews, et al., 2002; Sun, et al., 2019; Singh, et al., 2021);

w dezynfekcji sprzgtu medycznego i usuwaniu biofilmu (Smith, et al., 2001; Vaid, et al.,
2010; Lowe, et al., 2013).

Swiatowy rynek ClO; w 2020 roku byt wart ponad 860 min dolaréw i przewiduje sie,

ze warto§¢ CAGR (ang. compound annual growth rate skumulowany roczny wskaznik wzrostu)

pomiedzy 2020 a 2027 rokiem wzrosnie o 6,5% (GMI, 2021). Najwickszy wzrost upatruje si¢ w

dezynfekcji i uzdatnianiu wody, 0czyszczaniu owocow i warzyw oraz w przetworstwie ropy naftowej

i gazu. Szybka industrializacja i urbanizacja Chin, Japonii, Korei Potudniowej czy Australii, a tym

samym coraz wigksze potrzeby kontrolowania zanieczyszczen wody i Sciekow, sprawia, ze to

wiasnie w regionie APAC przewiduje sie najwicksze zapotrzebowanie na ClO; (Rysunek 2) (GMI,
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SWIATOWY RYNEK DITLENKU CHLORU

5,5% 5,9% 7,4%

oczy SZC%AN IE

DEZYNFEKCJA PRZETWORSTWO
TOALET ROPY NAFTOWEJ

OWOCOW
| GAZU TWARZYW

CAGR (2021-27)
>$860 MN 6,5% >$1380 MN

2020 2021-2027 2027

Rysunek 2. Przewidywana wartos¢ rynkowa ditlenku chloru w wybranych obszarach zastosowania. Wykonanie wlasne na
podst. (GMI, 2021).

1.2. Metody otrzymywania

Odkrycie CIO, zostalo odnotowane w 1811 roku przez Sir Humphrey’a
Davy’ego, ktory zasugerowat, ze w wyniku reakcji chloranu V potasu z kwasem siarkowym
powstaje ditlenek chloru i chlor w stosunku molowym (2:1). Nieco pdzniej, gldwnie ze wzgledow
ekonomicznych, kwas siarkowy zastgpiono kwasem solnym, a chloran V potasu — chloranem V sodu
(Réwnanie 1) ( (Black and Veatch Corporation, 2010)

2NaClO3 + 4HCl - 2ClO, + Cl, + 2NaCl + 2H,0 1)

Réwnanie stechiometryczne aktywacji chlorynu kwasem solnym przedstawiono w Réwnaniu 2

5NaClO, + 4HCL - 4Cl0, + 5NaCl + 2H,0 )

Opisywana reakcja jest najczesciej spotykana metoda otrzymywania C10; (Gordon, et al., 1972).

Inne metody otrzymywania ClO; zachodza w wyniku reakcji chloranu 11l sodu (NaClO,)
z kwasem siarkowym — z wydajnoscia 50% (Gordon, et al., 1972), kwasem chlorowym (I) (HOCI)
— z wydajnoscia 93% (Roberts, et al., 1980) czy tez z bezwodnikiem octowym z wydajnoscig 93-
95% (Masschelein, 1967). CIO, mozna otrzymaé¢ réwniez w wyniku redukcji chloranu V sodu
(NaClOs3) za pomocg ditlenku siarki, metanolu, chlorku sodu, kwasu solnego i nadtlenku wodoru
(Deshwal & Lee, 2005).

Interesujacym aspektem wérod badaczy staty sie badania kinetyczne otrzymywania ClO.
Opracowano kinetyke reakcji otrzymywania ClIO, z wykorzystaniem H.O, (Qian, et al., 2004),
przy uzyciu chloranu V sodu i kwasu solnego (Li, et al., 2013) , czy tez chloranu V sodu i chlorku
sodu w obecno$ci kwasu siarkowego (Deshwal & Lee, 2004). Badano rowniez kinetyke reakcji
pomigdzy chloranem 111 sodu a kwasem solnym dla niskich ste¢zen ClO2, w zalezno$ci od temperatury
i stezenia molowego reagentow. Wyznaczono makroskopowe rownanie szybkos$ci reakeji, ktore ma
posta¢ (Réwnanie 3) (Mo, et al., 2015):

37905
— ANaCt0s]l — 2,283 5 10* xe” R % [NaClO,]  [HCIM 3)
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gdzie:

t —czas, s

e — liczba Eulera, e = 2,718

R — stala gazowa, R = 8,314 !
mol*K

T — temperatura, K

1.3. Metody oznaczania

W literaturze naukowej opisano wiele sposobow oznaczania zawarto$ci C1O, w roztworach
wodnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem wody pitnej (Ammar, et al., 2015). Do najpowszechniej
stosowanych nalezg metody elektrochemiczne, opierajace si¢ przede wszystkim na jodometrii oraz
spektrofotometryczne. Te ostatnie, ze wzgledu na duza roznorodno$¢ odczynnikéw do analiz
spektrofotometrycznych, zaowocowaly znaczng iloscig publikacji naukowych (Tzanavaras, et al.,
2007). Opracowano réwniez techniki separacyjne z wykorzystaniem chromatografii jonowej
(Watanabe, et al., 1998) i chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (Shin & Jung, 2006). Znane
sg takze metody chemiluminescencyjne (Hollowell, et al., 1986) i enzymatyczne (Tinoco, et al.,
1996) (Rysunek 3).

[ Metody oznaczania ClO, ]

/

Elektrochemiczne Spektrofotometryczne

l l l l

Potencjometryczne Woltamperometryczne Kolorymetryczne

Bezpoéredni pomiar
widma UV-VIS

Enzymatyczna Chemiluminescencyjna
Chromatograficzne

Rysunek 3. Metody oznaczania CIOz.

1.3.1. Metody elektrochemiczne

Metody elektrochemiczne oznaczania ClO, w roztworach wodnych dotycza niskich stgzen.
Barbolini i in. zaproponowali metode potencjometryczng oznaczania zawartosci C10,. Przy statym
natezeniu pradu, badano zalezno$¢ zmieniajacego sie potencjatu od stezenia ditlenku chloru w
analicie (Barbolini, et al., 1981).

Innym podej$ciem charakteryzujg sie metody woltamperometryczne, przy uzyciu ktorych
mierzy si¢ zalezno$¢ stezenia analitu od nat¢zenia pradu, przy statym badZ zmiennym napigciu. Sg
to najbardziej preferowane metody oznaczania chloru na réznych stopniach utlenienia, tj. ClO,,

Cl~,Clo;,Clos (Ammar, et al., 2015).
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Zawarto$¢ C10, zbadano m.in. z wykorzystaniem réznicowej polarografii pulsowej, w ktorej
stezenie analitu okreslono na podstawie reakcji ClO, z barwnikiem czerwienia alizarynowg
S (DASA). Metoda nie wykazuje wrazliwosci na chloryn i podchloryn, a interferencje pochodzace
od jonow miedziowych, manganowych czy glinu moga by¢ maskowane przez dodatek EDTA
(Quentel, et al., 1994). Oikawa i in. (Oikawa, et al., 1992) zaproponowali metode oznaczania C10;
z wykorzystaniem membranowej elektrody woltamperometrycznej. Mechanizm pozwala nha
oznaczenie ClO; na poziomie stezen ponizej 1 ppm. Dodatkowo, metoda nie wykazuje wrazliwosci
na obecno$¢ jondow nieorganicznych i nie wymaga zastosowania innych odczynnikéw, co moze by¢
uzyteczne w technologiach automatycznego monitorowania st¢zenia ClO».

Oznaczanie chloru, w tym takze ClO2, na roznych stopniach utlenienia, dokonano
Z wykorzystaniem miareczkowania amperometrycznego reagentdéw powstatych na skutek reakcji
redoks z jodkiem potasu (KI) (Masschelein, 1984). Réwnowaga redukcji poszczegolnych form
chloru zalezy od pH wg rownan (Aieta, et al., 1984):

pH=T7: Cl,+ 21~ = I, + 2Cl” + H,0 ()
pH=T: 2C10, + 21" = I, + 2ClO; (5)
pH = 2: 2Cl0, + 101~ + 8H* = 5, + 2CI™ + 4H,0 (6)
pH = 2: ClO; + 41 + 4H* = 21, + Cl™ + 2H,0 ©)
pH=<1: ClO3 + 61~ + 6H* = 31, + Cl™ + 3H,0 (8)

Redukcja CIO; do jonow chlorkowych wymaga przeniesienia 5 elektronéw na atom chloru
(Gordon, 1983). Reakcja przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie jeden elektron zostaje
przeniesiony na atom chloru, w wyniku czego powstaje jon chlorynowy. Jesli pH uktadu wynosi

7 lub wigcej reakcja zatrzymuje si¢ na tym etapie, a redukcji ulega tylko é czasteczek ClO;

(Réwnanie 5). Gdy w drugim etapie, pH zostaje obnizone do 2, nastepuje przeniesienie kolejnych
4 elektrondéw na jon chlorynowy (Rownanie 7), jak roéwniez redukcja pozostatych czasteczek ClO-
bezposrednio do jonu chlorkowego (Réwnanie 6). Jony chlorynowe obecne w roztworze, w pH 2,
rowniez zostajg zredukowane do jondéw chlorkowych (Rownanie 7). W silnie kwasowym
srodowisku (pH < 1), mozliwe jest wykrycie i oznaczenie jonéow ClO3 (Réwnanie 8).

W oparciu o powyzsza wiedz¢ chemiczng Haller i Listek zaproponowali metode oznaczania
za pomocg czterech miareczkowan amperometrycznych z wykorzystaniem metaarseninu sodu jako
titranta (Haller & Listek, 1948). Procedura ujeta jest w zbiorze standardowych metod badania wody
i Sciekow, jednak oparta jest na miareczkowaniu tlenkiem fenyloarsyny (PAO) zamiast metaarseninu
sodu (APHA Method 4500 CIO2E, 2017).

Strona | 23



1.3.2. Metody spektrofotometryczne

Wsréd metod spektrofotometrycznych oznaczania ditlenku chloru w roztworach wodnych
wyr6zni¢ mozna metode bezposredniego pomiaru widma UV-VIS. Charakterystyczny dla ditlenku
chloru pik widoczny jest w obszarze 320-400 nm przy maksimum absorpcji 1,4, = 360,0 nm
(Gauw, et al., 1999).

W literaturze opisanych jest wiele metod kolorymetrycznych, ktore sa oparte na reakcji
utlenienia, a tym samym odbarwienia barwnika spektrofotometrycznego pod wptywem ClOs.
Stezenie okresla si¢ poprzez porownanie wartosci absorbancji probki zawierajacej ClO2 i probki
$lepej — pozbawionej analitu. Spadek absorbancji roztworu jest proporcjonalny do st¢zenia (Emmert,
et al., 2000). Barwniki spektrofotometryczne wykorzystywane do oznaczania ClIO, to m.in.: amarant
(Emmert, et al., 2000; Nadupali, et al., 2011), fiolet chromowy K (Hofmann, et al., 1998), ziclen
lizaminowa B (Chiswell & O'Halloran, 1991; Pepich, et al., 2007), czerwien chlorofenolowa
(Wheeler & Lott, 1978; Fletcher & Hemmings, 1985).

1.3.3. Metody oznaczania ditlenku chloru w powietrzu

Metody wykorzystywane do oznaczania zawartosci ClO, w powietrzu sa analogiczne do tych
przedstawionych na Rysunku 3. Zasada polega na pobraniu probki Cl10, z powietrza i wykonaniu
odpowiedniej analizy. Podstawowa wadg takiego postepowania jest narazenie na rozktad ClO;
W probce oraz trudno$¢ w oznaczaniu w czasie rzeczywistym. Gui i in. przedstawili mozliwos¢
zastosowania grafenu i tlenku grafenu w detektorach gazowego ClO,. Wykazano bardzo dobre
wlasciwosci adsorpcyjne ClO2 na grafenie i tlenku grafenu w poréownaniu z produktami jego
rozktadu, np. Cl;, HCIO, czy HCI (Gui, et al., 2019). Innym rozwigzaniem jest zastosowanie
detektorow potprzewodnikowych zbudowanych z tlenku indu i tlenku zelaza (Obvintseva &
Gubanova, 2004).

Firma Sensidine przygotowala interesujace rozwiazanie oznaczania zawartosci ClO2 w rurkach
detekcyjnych wypelionych o-toluidyng. Pod wptywem ClO; utlenia si¢ ona do ortochionu,

zmieniajac zabarwienie z bialej na czerwono-pomaranczowa (Sensidyne, 2023) (Rysunek 4).

GAZ = <{] Fd °>— pompowanie

Rysunek 4. Rurki detekcyjne do oznaczania gazowego ClO2. Wykonanie wiasne na podst. (Sensidyne, 2023).
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2. Aktywnos¢ biobojcza

2.1. Patogeny chorobotworcze i problemy wspétczesnej dezynfekcji

Opornos$¢ patogendow na dziatanie srodkoéw dezynfekcyjnych a jednocze$nie zapobieganie

ich rozprzestrzeniania to powazny problem. Na Rysunku 5 przedstawiono piramid¢ opornosci

patogendéw wobec biocydéw. Na szczycie piramidy obok priondéw znajdujg si¢ spory bakteryjne

i pratki. Stosunkowo wysoko plasujg si¢ réwniez wirusy bezotoczkowe. Najmniej oporne na

dziatanie $rodkow biobdjczych sg wirusy otoczkowe (Mc Donnell & Burke, 2011).

WZRASTAJACA OPORNOSC NA BIOCYDY

PRATKI
[Mycobacterium spp.]

FORMY PRZETRWALNIKOWE
PASOZYT! NICZBCH ) .
PIERWOTNIAKOW [Gardia lamblia]
WIRUSY

HYDROFILNE / BEZOTOCZKOWE
[wirus Polio]

FORMY TROFICZNE

PASOZYTUJACYCH PIERWOTNIAKOW
[trofozoity Acanthamoeba castellani]

GRZYBY

[Candida albicans, Aspergillus spp. Penicillium spp.]
BAKTERIE GRAM-UJEMNE

E_:’seudomonas areuginosa, Haemofilus influenzae,

scherichia coli, Salmonella spp.]

BAKTERIE GRAM-DODATNIE (BEZ PRATKOW) .
[Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium]

WIRUSY LIPOFILNE/OTOCZKOWE
[HIV, HBV, HCV]

Rysunek 5. Opornos¢ patogenow na biocydy. Wykonanie wtasne na podst. (Mc Donnell & Burke, 2011).

Obszarem najbardziej narazonym na zjawiska zakazen patogenami chorobotwoérczymi

i jednoczesénie najbardziej wymagajagcym jest obszar medyczny. W Polsce w latach 2006-2022

zaobserwowano tendencje wzrostowg odnotowanych ognisk zakazen szpitalnych (Rysunek 6) (GIS,

2023). Zjawisko zwigzane jest przede wszystkim z rosngcym wskaznikiem przyjmowania

antybiotykow 1 chemioterapii, co znaczaco wplywa na odpornos¢ pacjentow, ale rdéwniez

z nieefektywnym procesem dezynfekcji (Stephenson, et al., 2020).
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Rysunek 6. Liczba ognisk zakazen szpitalnych w latach 2006-2022. Wyniki bez zakazenn SARS-CoV-2 (GIS, 2023).

Sposrod  wszystkich zakazen szpitalnych, odnotowanych w 2022 roku w Polsce,
(z pominigciem SARS-CoV-2) ponad polowe stanowily zakazenia wywolane bakterig
przetrwalnikowg Clostridioides difficile. Na drugim miejscu plasowata si¢ pateczka zapalenia ptuc
Klebsiella pneumoniae a na trzecim bakteria Gramm ujemna Acinetobacter baumani (Rysunek 7)
(GIS, 2023).
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Rysunek 7. Procentowy udzial wybranych patogenéw wywolujgcych ogniska epidemiczne w 2022 roku (GIS, 2023).

Bakteria Clostridioides difficile nalezy do grupy Gram-dodatnich beztlenowych laseczek,
tworzgacych spory umozliwiajace dtugotrwate przetrwanie w srodowisku zewnetrznym (Aminzadeh,
et al., 2020). Gtownym zrodiem szkodliwosci opisywanego patogenu jest obecnos¢ dwoch toksyn:
toksyny Clostrioides difficile A (TcdA) oraz toksyny Clostrioides difficile B (TcdB) bedgcymi
duzymi wielodomenowymi biatkami o masie czgsteczkowej odpowiednio 308 i 270 kDa (Pruitt, et

al., 2009). Wykazano zwiagzek z zarazeniem bakteria a poantybiotykowa biegunka,
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rzekomobtoniastym zapaleniem okreznicy czy perforacja jelit u cztowieka (Barbut, et al., 2011).
Szczegolnie trudnym w zwalczaniu jest szczep o rybotypie R027, ktory w odrdznieniu od innych,
wytwarza kilkunastokrotnie wigcej TcdA oraz TedB, jak réwniez toksyne binarng o aktywnosci
ADP-rybozylotransferazy uczestniczacej w apoptozie komorek i przyczyniajacej si¢ do znacznego
uszkodzenia tkanek (Gongalves, et al., 2004; Warny, et al., 2005). Nalezy dodac, iz wiele patogendw,
w tym roéwniez Clostridioides difficile, przenoszonych jest droga fekalno-oralng poprzez
zanieczyszczone dlonie. Wiasciwa strategia dla powyzszego mechanizmu transmisji  walki
z drobnoustrojami jest skuteczne czyszczenie i dezynfekcja powierzchni czesto dotykanych (klamki
porecze, ale rowniez monitory LCD, panele wind itp.) oraz powierzchni sanitarnych (Surawicz, et
al., 2013).

2.2.Aktywnos$¢ biobojcza ditlenku chloru

Badania aktywnosci chemicznej ClO; w roztworach wodnych sg przedmiotem wielu prac
badawczych (Rosenblatt, et al., 1967; Hoigne & Bader, 1982; Hoigne & Tratnyek, 1994; Yakupov,
et al., 2011). Badania wykazuja mozliwos¢ efektywnych i szybkich reakcji z réznymi grupami
funkcyjnymi na drodze utleniania wolnorodnikowego. Mechanizm dziatania biobdjczego mozna
uzasadni¢ oddzialywaniem z wieloma czgsteczkami o kluczowym znaczeniu dla atakowanego
organizmu, na réznych poziomach struktury komorki i wirusa. Z uwagi na silne wlasciwosci
utleniajace, ClO; wykazuje aktywno$¢ biobdjcza poprzez wptyw na réwnowage komorkowych
procesOw przebiegajacych z przeniesieniem elektronu.

Mechanizm denaturacji bialek za sprawa ClO. opiera si¢ na reakcji z sze$cioma
aminokwasami: cysteing, tryptofanem, tyrozyna, prolina, hydroksyproling oraz histydyna, przy czym
reaktywnos¢ trzech pierwszych jest najwyzsza (Tan, et al., 1987).

Tyrozyna, pod wptywem CIO- ulega utlenieniu do 3,4-dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) lub
2,4,5-trihydroksyfenyloalaniny (Ogata, 2007).

Degradacja a tym samym utrata funkcji biochemicznych cysteiny stanowi efekt dimeryzacji
tego aminokwasu z wytworzeniem wigzania disulfidowego (Schoneich, 2008). Prekursorem reakcji
jest rodnik tiylowy powstajacy w wyniku wysokiej podatnosci grupy tiolowej cysteiny na utlenianie
rodnikowe. Rekombinacja rodnika tiylowego z kolejng czasteczka ClO, daje przejsciowy addukt
Cys-ClO; (Rownanie 9). W warunkach wysokiego pH reakcja z kolejnym rodnikiem tiylowym
cysteiny prowadzi do wytworzenia wspomnianego dimeru (cystyna), za§ w pH niskim do

sulfonowego kwasu cysteinowego (Réwnanie 10) (Ison, et al., 2006).

_ : _ co,
co, clo, clo, co, clo,
. : S.__Cl;
s NS, P NG P oo
2

(9)
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H, N)\/s\ ACli g

niskie pH

H,N O (10)

Degradacja tryptofanu zachodzi z udzialem aminowych atoméw azotu. Rownanie 11
przedstawia jeden z dwoch szlakow rodnikowego ataku czasteczki C1O; skierowanego na indolowy
atom azotu i prowadzacy do wytworzenia kationorodnika a nastgpnie, po odszczepieniu protonu, do

rodnika stabilizowanego, o dwoch formach mezomerycznych (Navalon, et al., 2009).

o o off

(:|o2 clo,” (11)

Mechanizm oddziatywania ClO; na organizmy zywe moze by¢ wynikiem silnych
interferencji ClO, w procesach redoks, decydujacych o rdéwnowagach elektrochemicznych
w mitochondriach i btonach komoérkowych, w szczegolnosci w odniesieniu do uktadu redoks
NADH/NAD* odpowiedzialnego za oddychanie komérkowe i posredniczacego w syntezie ATP
(Bakhmutova-Albert, et al., 2008; Voet, et al., 2011).

W  kontekscie sktadu aminokwasowego przeanalizowano potencjalny mechanizm
inaktywacji toksyn TcdA oraz TcdB w C. difficile (Augustyn, et al., 2022) oraz inaktywacji
koronawirusa SARS-CoV-2 (Kaly-Kullai, et al., 2020) pod wptywem CIO..

2.3.Metody oznaczania skuteczno$ci biobdjczej

Na terenie Unii Europejskiej wymagane jest aby skuteczno$¢ biobdjcza chemicznych
srodkow dezynfekcyjnych byta badana wg jednolitych metod (Tarka & Nitsch-Osuch, 2021; Tyski,
et al., 2022). Od 1989 roku Europejski Komitet Normalizacyjny (CEN) opracowuje metody badania
skuteczno$ci $rodkow dezynfekcyjnych w Europie. Wprowadzono trdjfazowy model badania
produktéw dezynfekujacych obejmujacych metody zawiesinowe i nosnikowe (EN 14885, 2022):

e Badania fazy | — obejmuja podstawowe testy zawiesinowe wobec bakterii, grzybow
i drozdzy, majace za zadanie okresli¢, czy sktadniki chemiczne uzyte w preparacie wykazuja
aktywnos$¢ biobdjcza; metody nie wskazujg na obszary zastosowan;

e Badania fazy Il — obejmuja 2 typy badan:

o Badaniafazy Il etapu I —ilosciowe badania zawiesinowe wobec bakterii, grzybow,

drozdzy, pratkéw, spor i wirusOw wykonane w celu okreslenia skuteczno$ci
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biobojczej w zdefiniowanych obszarach dzialania: medycznym, weterynaryjnym,
spozywczym i instytucjonalnym,

o Badania fazy Il etapu Il — iloéciowe badania no$nikowe majace na celu oceng
dzialania biobojczego, na powierzchni w zdefiniowanych jak wyzej obszarach
dziatania. Ze wzgledu na metode aplikacji, wyrdzni¢ mozna metody z udziatem i bez
udziatu czynnika mechanicznego, np. przecierania. Istnieje réwniez podziat metod
ze wzgledu na rodzaj powierzchni badanej: powierzchnia porowata i nieporowata;

o Badania fazy Il — obejmuja badania w warunkach praktycznych. Normy nie sg jeszcze

dostepne.

Skuteczno$¢ biobdjczg okresla si¢ na podstawie stopnia redukcji w skali logarytmicznej (log), jako
roznice¢ pomigdzy liczebno$cia patogenéw w probie kontrolnej i badanej (EN 14885, 2022).
Badania skutecznosci proceséw gazowania (Lowe, et al., 2013) lub zamglawiania
(Schinkothe, et al., 2021) ale rowniez dezynfekcji termicznej (Oliveira, et al.,, 2010) badz
wykorzystaniem promieni UV (Kierat, et al., 2020) bada si¢ za pomoca paskow badz krgzkéw
wskaznikowych, na ktorych umieszczona jest okre$lona ilo§¢ patogendow (najczesciej 10° — 10°
CFU). Mikroorganizmami najczesciej stosowanymi na paskach wskaznikowych sa spory Bacuillus
atropaheus oraz Geobacillus stearothermophilus. Charakteryzuja si¢ one duza opornoscia na
czynniki zewngtrzne a jednoczesnie sg tatwe w hodowli i nieszkodliwe. Odgrywaja zasadniczg role
w monitorowaniu skutecznosci sterylizacji i dezynfekcji. Wskazniki doktadniej opisane s3 w normie

ISO 11138-1:2017 (ISO 11138-1:2017, 2017).
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CZESC DOSWIADCZALNA

3. Tezy pracy

Na podstawie dostgpnych danych literaturowych dotyczacych skuteczno$ci biobdjczej
ditlenku chloru, jak rowniez metod analitycznych jego oznaczania oraz danych dotyczacych

toksycznosci oraz ekotoksycznosci, sformutowano nastepujace tezy pracy:

Teza gtowna:
Mozliwe jest opracowanie formuly preparatu dezynfekcyjnego na bazie ditlenku chloru o wysokiej
skutecznosci w ograniczaniu rozprzestrzeniania organizmow patogennych i znikomej szkodliwosci

dla srodowiska.

Tezy czastkowe:
o Polgczenie technik analitycznych: woltamperometrycznej oraz spektrofotometrycznej
pozwala na oznaczenie zawartosci ditlenku chloru w ukfadach innych niz woda.
o Obecnosé¢ zwigzkow powierzchniowo czynnych w uktadach z ditlenkiem chloru zwieksza
skutecznos¢ biobojczg.
o Istnieje zaleznos¢ pomiedzy skutecznoscig gazowego ditlenku chloru a wilgotnosciq

powietrza.
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4. Cel i zakres pracy

Celem przeprowadzonych badan byta ocena aktywnosci biobojczej ClO;
w wielosktadnikowych preparatach dezynfekcyjnych.
Badania realizowane byty w 5 etapach:

e Badania analityczne CIO,. Badania obejmowaty elektrochemiczne i spektrofotometryczne
metody oznaczania st¢zenia ClO. w roztworach wodnych, jak roéwniez bilansowe
i spektrofotometryczne metody oznaczenia zwigzku w formie gazowej. Istotnym aspektem
byto okreslenie wptywu matrycy organicznej na oznaczalno$¢ ClO,. W tym etapie dobrano
oraz zwalidowano odpowiednie metody analityczne do zastosowania w kolejnych etapach
badan.

e Badania preparatywne uwzglednialy przygotowanie  formulacji  preparatow
dezynfekcyjnych w roznych formach uzytkowych tj. koncentracie myjaco-dezynfekujacym
do duzych powierzchni, pianki do powierzchni dotykowych, zelu do powierzchni
sanitarnych, ptynu dezynfekcyjnego gotowego oraz koncentratu do produkcji gazu.
Produkty poddano testom stabilnosci, a nastepnie po pozytywnej weryfikacji kontynuowano
prace badawcze w kolejnych etapach.

e Badania skutecznos$ci biobojczej, obejmowaly testy zawiesinowe zgodne z normami:
PN EN 13727, PN-EN 13624, PN-EN 14348, PN-EN 14476 oraz no$nikowe zgodne
znormami: PN-EN 16615, PN-EN 16777, PN-EN 17387 i PN-EN 17272. Testy
przeprowadzono wobec zdefiniowanych dla obszar6w medycznych patogenow
chorobotworczych: bakterii, grzybow, pratkéw, spor oraz wirusow.

e Badania toksykologiczne i ekotoksykologiczne obejmowaly wyznaczenie parametrow
granicznych dla wtasciwosci toksykologicznych i ekotoksykologicznych przygotowanych
preparatow.

e Badania aplikacyjne i testy uzytkowe. W ich sktad weszty procesy dezynfekcji gazowym
ClO2 masek ochronnych i fartuchow RTG, z uwzglgdnieniem okreslenia wytrzymatosci

materiatow, z ktorych wykonane byty srodki ochrony osobiste;.
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OPRACOWANIE KOMPLETNEJTECHNOLOGII WYTWARZANIA I
STOSOWANIA PREPARATOW MYJACO-DEZYNFEKUJACYCH

Rysunek 8. Schemat zakresu prac wykonanych w ramach pracy doktorskiej.
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5. Metodyka

5.1. Metodyka oznaczania ditlenku chloru w roztworach wodnych

Analityka oznaczania CIO, w roztworach wodnych jest skomplikowana ze wzgledu na brak
mozliwosci pozyskania wzorca. Z tego powodu zastosowano podejscie wielometodyczne,
auzyskane wyniki poréwnano pomigdzy poszczegdlnymi metodami, jak réwniez odniesiono
do dostepnych danych literaturowych. W zakresie stezen 20-100 ppm wag. ClO, zastosowano
metode spektrofotometryczng przez pomiar bezposredni. Dla st¢zen niskich tj. do 20 ppm wag.
zastosowano metod¢ miareczkowania woltamperometrycznego z wykorzystaniem jodometrii
oraz metody spektrofotometryczne z wykorzystaniem barwnikéw: amarantu (AM), zieleni
lizaminowej B (LGB) oraz czerwieni chlorofenolowej (CPR). Badania analityczne oraz wszelkie
interakcje ClO, z substancjami potencjalnie interferujacymi, prowadzono z wykorzystaniem
podstawowego roztworu wzorcowego, zawierajacego ClO2 i pozbawionego nieprzereagowanego
NaClO,. Dziatania miaty zweryfikowa¢, ktore z metod bedzie mozna docelowo zastosowac
W oznaczaniu zawartosci ClO, w utworzonych produktach, bogatych w substancje organiczne.
W gotowych formulacjach substancje organiczne zawarte byty w takich elementach jak prekursory
1 aktywatory (byly to miedzy innymi surfaktanty); wyrdzniano takze przyspieszacze aktywacji ktore

stanowity czes¢ aktywatorow.
5.1.1. Przygotowanie podstawowego roztworu wzorcowego ClO;

Podstawowy roztwor wzorcowy ClO, sporzadzano poprzez rozpuszczenie w wodzie 0,25 g
NaClO2 i 5 mL roztworu stez. HCl w stosunku 1:1 z wodg oraz mianowanie metoda miareczkowania
woltamperometrycznego opisanego w pkt. 5.1.2. W celu aktywacji, roztwor pozostawiono w ciemni
na 24 h (Réwnanie 12).

5NaClO, + 4HCl - 4Cl0O, + 5NaCl + 2H,0 (12)

Stechiometryczna zawarto$¢ otrzymanego ClO; przy catkowitym przereagowaniu NaClO;

wynosi 0,1492%, czyli 1492 ppm wag. (Réwnania 13-14):

cclo, 4*Mcio,
- 13
CNaclo,  5*Mnacio, (13)
Ccto, = 5 * %g * Cyacio, = 0,597 * 0,25% = 0,1492% = 1492 ppm (14)

W reakcji zastosowano duzy nadmiar HCl aby zmaksymalizowa¢ wydzielanie ClO;

oraz doprowadzi¢ do catkowitego przereagowania NaClO; w uktadzie.
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5.1.2. Oznaczanie metoda miareczkowania woltamperometrycznego

Procedura

Oznaczenia zawarto$ci ditlenku chloru przeprowadzono z wykorzystaniem titratora
woltamperometrycznego TitraLab AT 1000 Series firmy HACH wyposazonego w podwojna
elektorde platynowa IntelliCAL MTC695 (Rysunek 9). Pomiary wg metody woltamperometrycznej
przeprowadzono opierajac si¢ na metodzie APHA 4500-CIO; E, przeznaczonej do oznaczania ClO-
w wodzie i §ciekach (APHA Method 4500 CIO2E, 2017).

Rysunek 9. Titrator woltamperometryczny TitralLab AT 1000 Series.

Analize¢ wykonano dla roztworu wzorcowego przygotowanego wg pkt. 5.1.1.
i rozcienczonego 1000 razy oraz dla 0,25% czystego roztworu NaClO; rozcienczonego 1000-krotnie.
Dla kazdego z roztworéw odmierzono po 200 ml przygotowanego rozcienczenia do dwoch zlewek.
Metoda opierata si¢ na czterech miareczkowaniach amperometrycznych z wykorzystaniem jako
titranta tlenku fenyloarsyny (PAO) o stezeniu 0,00564 eq/mL. Na skutek reakcji redoks, PAO utlenia

sie do kwasu fenyloarsonowego za$ jod redukuje do jonu jodkowego (Ré6wnanie 15).

OIH
(S S
OH (15)

W miareczkowaniu 1 do prébki dodano 1 mL buforu fosforanowego o pH 7 i 1 g KI,
ktore pozwolity na oznaczenie czasteczek ClO2 oraz wolnego Cl,. Nastgpnie do tej samej probki
dodano 2 mL roztworu HCI o stgzeniu 2,5 M w celu obnizenia pH do 2. W miareczkowaniu 2
oznaczono zawarto$¢ jonow ClO;" z reakcji (1) oraz z pierwotnego, obecnego w probee.

Drugg probke w pH 7 poddano barbotazowi strumieniem gazowego azotu przez 15 min, w celu
usuni¢cia ClO2, po czym oznaczono zawartos¢ wolnego Cl, — miareczkowanie 3. W pH 2 oznaczono

zawarto$¢ jonow ClO; ™ pierwotnie obecnych w probece — miareczkowanie 4 (Tabela 2).
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Tabela 2.Procedura miareczkowania amperometrycznego.

Probka 1
2Clo, + 217 - 2Clo; + 1, (1)
Miareczkowanie 1 (pH 7) Cl, + 27 = 2Cl" + I,

I, + As(I) - As(III) + 21~
5ClO; (z reakcji 1) + 4H* - 4ClO, + Cl™ + 2H,0
5CLO; (pierowtny) + 4H* — 4Cl0O, + Cl~ + 2H,0

Probka 2
Cl, + 21~ > 2C +1,

I, + As(I) > As(III) + 21~
5ClO; (pierowtny) + 4H* — 4Cl0O, + Cl™ + 2H,0

I, + As(l) - As(III) + 21~

Miareczkowanie 2 (pH 2)

Miareczkowanie 3 (pH 7)

Miareczkowanie 4 (pH 2)

Obliczenia przedstawiono dla Cl0, oraz jonéw ClO3 . Zawarto$¢ jonow ClO5 obliczono na

podstawie stechiometrii rownan wg miareczkowania 4 w Tabeli 2 oraz wg Réwnania 16

_ (4)

Ncio, * Vp = Npao * Vpyo (16)

stad:
Mcio, Ul(’jo * N (17)

%*111 Up PAO

Oraz
mcio, _ _ ”1(;20 N Mcio, _ DN Mcio, 18
1L Cco, =, *Npao * = U *Npao * — (18)

p

Stosunek stechiometryczny ClO,: ClO0; wynosi 5:4. Zawarto$¢ jonéw ClO; oblicza si¢ zatem

z wykorzystaniem wzoru:

mg ClOZ

Cclo; =3 * D * Npyo * MClOZ =D * Npyp * 16875, (19)

Obliczen zawarto$ci ClO, dokonano na podstawie roéznicy pomigdzy zawartos’ciq jonéw ClO3

oznaczonych w miareczkowaniu 2 oraz w miareczkowaniu 4 (Tabela 2). Zawartos¢ jonéw ClOZw

miareczkowaniu 2 obliczono wg Réwnania 20:

(2)
C(Z) _5 2y Zodo Vpao
cloy =

Mcio 5 Mcio
» * Npgo * 52=Z*B*NPAO* 52 (20)
1]

Ze wzgledu na réwne masy czasteczkowe ClO, oraz Cl0; oraz rowny stosunek ilosciowy (1:1) tych
reagentoOw w reakcji z miareczkowania 1 (Tabela 2) zawarto$¢ Cl10, mozna obliczy¢ wg Rownania
21:

5 M 5 M
Cco, = 68()32_ = *B*Npyp * Csloz — %D x Npgo * Cgfoz (21)

stad:
Ccio, = (B D) * Npyo * 13500, mg Cloz 22)
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gdzie:

N¢io,  — stezenie ditlenku chloru, mTol

Up — objetos¢ probki badanej, L

Np,yo  — stezenie titranta, mTOl

’715’;1)0 — objetosc¢ titranta w miareczkowaniu (x), L

Mo, — Masaditlenku chloru, mg

Cclo,  — Stezenie ditlenku chloru, %
M — masa molowa ditlenku chloru, —%
Clo, ol
s, mg
Ccloy ~ — stezenie jonow chlorynowych, -

L. , . . mg
Cclo; — Stezenie jondw chlorynowych w miareczkowaniu (x), -

B — rezultat miareczkowania 2 (mL titranta w punkcie rownowaznym/ mL probki)
D — rezultat miareczkowania 4 (mL titranta w punkcie rownowaznym/ mL probki)
Interferencje

W celu zbadania prawidtowosci oznaczenia ditlenku chloru w obecno$ci substancji
potencjalnie przeszkadzajacych, przygotowano roztwory wyjsciowe o stezeniu 50, 250, oraz 500
mg/L ClO,. Roztwory zawieraly tylko ClO, jak réwniez ClO. wraz z interferentami, tj. 0,5%
przyspieszacza aktywacji ClO, lub 2% zwigzku powierzchniowo czynnego. Kazdy
zZ przygotowanych roztworow rozcienczono do stezenia 0,5 mg/L ClO; (rozcienczenia odpowiednio
100-, 250-, 1000-krotne) i poddano analizie woltamperometrycznej. Wptyw interferentow okreslono
na podstawie % odzysku (Recovery), wg Rownania 23:

Rec = Zi% * 100% (23)
gdzie:
Rec — procent odzysku , %
Céloz — stezenie ditlenku chloru w probkach zawierajacych interferent, %
Ccio,  — stezenie ditlenku chloru w probce pozbawionej interferentu, %
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5.1.3. Oznaczanie spektrofotometryczne ClO; w roztworach wodnych — pomiar

bezpos$redni

Procedura
Analizy spektrofotometrycznej dokonano z wykorzystaniem spektrofotometru UV-VIS U-
2900 firmy Hitachi (Rysunek 10).

Rysunek 10. Spektrofotometr UV-VIS U-2900.

W celu zdefiniowania charakterystyki kalibracyjnej dla oznaczen zawartosci ClO2 w roztworze
wodnym, przygotowano seri¢ roztworow kalibracyjnych. Stezenie ClO, obliczono na podstawie
oznaczenia metoda woltamperometryczna, stanowiaca bezposrednig metode odniesienia (pkt 5.1.2).
Parametry analizy:

e zakres dtugosci fal: 200-400 nm

o predkos¢ skanowania: 400 nm/min

e kuweta: kwarcowa o drodze optycznej | =1 cm
Warto$ci absorbancji odnotowywano w maksimum absorpcji dla ClO: tj. przy dtugosci fali Amax
=358,5 nm.

Interferencje

Aby zbada¢ wplyw potencjalnie przeszkadzajacych interferentow na wynik analizy
zawartosci ClO2 w wodzie destylowanej przygotowano roztwory o stezeniu 1% wybranych
zwigzkoéw powierzchniowo czynnych oraz przyktadowych substancji przyspieszajacych aktywacje
ClOz (tzw. przyspieszaczy aktywacji). Sporzadzono widma UV-VIS wg parametréw zdefiniowanych

w procedurze.
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5.1.4. Oznaczanie spektrofotometryczne CIO, w roztworach wodnych — barwniki

spektrofotometryczne

W zakresie niskich stgzen ClO. przystgpiono do opracowania i zwalidowania metod
spektrofotometrycznych wykorzystujacych barwniki spektrofotometryczne: AM, LGB oraz CPR.
Zbadano stabilnos¢ badanych probek w czasie. Wyznaczono granice wykrywalnosci LOD (ang. limit
of detection) oraz granice oznaczalno$ci LOQ (ang. limit of quantification). Okreslono zakres
badanych stezen oraz ich liniowos¢ i1 precyzje. Okreslono wpltyw obecnosci surfaktantow,
przyspieszaczy aktywacji oraz NaClO. na oznaczanie zawartosci ClO2 w roztworach wodnych.
Metody te nie spetnity minimalnych zatozen zwigzanych z wptywem interferentéw na oznaczalno$é¢
zawartosci ClOa.

Szczegodtowy opis metodyki zamieszczono na ptycie CD w Zatgczniku 1.
5.2. Metodyka oznaczania gazowego ditlenku chloru w powietrzu.

Opracowano sposob 0znaczania zawartosci gazowego ClO; w powietrzu metoda
spektrofotometryczng. Przeprowadzono pomiary absorbancji fazy gazowej pozostajacej w stanie
bliskim réwnowagi z niewielkg znang objgtoscia roztworu w kuwecie pomiarowej, znajdujacej si¢
poza wigzka pomiarowg. Dodatkowo sporzadzono widma dla roztworu przed i po procesie desorpcji
rownowagowej. Taki sposob postepowania pozwolit na mozliwos$¢ bilansowego oznaczenia
zdesorbowanego CIO,, a tym samym na wyznaczenie krzywej kalibracyjnej. Wyznaczenie stezenia
ClO, w fazie gazowej w stanie bliskim rownowagi z roztworem rozpatrzono z wykorzystaniem
trzech modeli doswiadczalnych: 1) zgodnie z prawem Henry’ego, 2) zgodnie z modelem
nieliniowym, dopasowanym do punktéw doswiadczalnych, 3) zgodnie z modelem liniowym
wyznaczonym metoda regresji liniowe;.

Drugim sposobem oznaczania gazowego CIlO, w powietrzu bylo zastosowanie
specjalistycznego detektora PortaSense I11. Uzyskane wyniki porownano do wartosci obliczonych
na drodze bilansu masowego uwzgledniajacego roznice w zawarto$ci C1O, W roztworze przed i po
procesie gazowania oraz kubature komory dekontaminacyjnej, w ktorej przeprowadzono proces

dezynfekcji.
5.2.1. Oznaczanie spektrofotometryczne gazowego ClIO, w powietrzu

Procedura

W kolbkach miarowych przygotowano seri¢ rozcienczen podstawowego roztworu
wzorcowego o stezeniu ok ¢ =1500 ppm wag. wg pkt. 5.1.1 (Tabela 3). Stezenie roztworu
wzorcowego zostalo wyznaczone z wykorzystaniem metody woltamperometrycznej, traktowanej

jako bezwzgledna metode odniesienia (pkt. 5.1.2).
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Tabela 3. Rozcienczenia podstawowego roztworu wzorcowego do pomiarow spektrofotometrycznych.

Lp. Rozcienczenie Zawartos¢ ClOy, ppm wag.
1 04c 600 ppm
2 0,3c 450 ppm
3 0,2c 300 ppm
4 01lc 150 ppm

C — stezenie podstawowego roztworu wzorcowego

Do kuwety kwarcowej przeniesiono 0,5 mL przygotowanego rozcienczenia i uszczelniono
za pomocg korka i parafilmu. Probke inkubowano przez 15 min w ciemnos$ci w celu desorpcji C1O;
z fazy cieklej do fazy gazowej i ustalenia rownowagi uktadu. Nastepnie kuwete przeniesiono
do spektrofotometru i sporzagdzono widmo fazy gazowej. Aparat wyzerowano wczesniej wzgledem

pustej, suchej kuwety. Szkic uktadu pomiarowego przedstawiono na Rysunku 11.

wigzka pomiarowa

faza gazowa
) < ]

roztwor ClO2

Rysunek 11.Szkic uktadu pomiarowego.

W kolejnym kroku sporzadzono widmo wody destylowanej jako probki zerowej,

a do kuwety zawierajacej 0,5 mL r-ru ClO, dodano 3,5 mL wody destylowanej (8-krotne
rozcienczenie roztworu). Sporzadzono widmo roztworu ClO; po desorpcji o stezeniu koncowym (x).
Nastepnie do kuwety kwarcowej dodano 0,5 mL $wiezego roztworu ClO, (wg Tabeli 3) i od razu
3,5 mL wody destylowanej. Sporzadzono widmo roztworu ClO; o st¢zeniu poczatkowym (x,) .
Parametry analizy:

e zakres dlugosci fal: 200-400 nm

e predkosé skanowania: 400nm/min

e Kkuweta: kwarcowa o drodze optycznej | =1 cm
Wartosci absorbancji odnotowywano dla roztworu wodnego przy dtugosci fali 4,4, = 358,5 nm oraz

gazu przy Amax = 351,0 nm.

Bilans desorpcji ClO,
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Stezenie poczatkowe (xg) 1 koncowe (x) (przed i po desorpcji) roztworéw wyznaczono
za pomocg bezposredniej metody spektrofotometrycznej z wykorzystaniem rownania krzywej

kalibracyjnej wyznaczonej w pkt 6.2 (Rownanie 24):

Xo, X = 52,39 * A; (24)
gdzie:
Xo,X  — stezenie poczatkowe i koncowe, ppm wag.
A; — warto$¢ absorbancji roztworu w A,,,,,, = 358,5 nm

Dla danego uktadu do§wiadczalnego, w pierwszej kolejnosci, wyznaczono charakterystyke
rownowagi gaz-ciecz wynikajacej z prawa Henry’ego. Przebieg krzywej rownowagowej wykreslono

z wykorzystaniem Rownania 25:

*

% = Hcyo, (25)

gdzie:
y* — stezenie rownowagowe ClO, w fazie gazowej, ppm wag.
x* — stezenie rownowagowe ClO, w fazie ciektej, ppm wag.
Hcp, — stata Henry’ego, :;Z—:
stad:

v’ =W=HC102.J€* (26)
gdzie
m, — masa roztworu ClO; w kuwecie, g
my — masa fazy gazowej, g
zatem

oo —x) my

x* = 27
Hcio, my @7)

Przyjawszy wartos$¢ statej Henry’ego dla ClO2 H¢yp, = 35.5 55—2 (Young, 1983), oraz tozsamos¢

z Réwnania 28:
m. v p, 05 1000
_ —_r,. B

y_m—g_vg pg:E*?=92,59 (28)
gdzie:
Vr — objetos¢ fazy ciektej, mL
Vg — objetos¢ fazy gazowej, mL
Pr — gestos¢ roztworu ClOo, %
Py — gestos¢ powietrza, %
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réwnanie opisujace krzywa rownowagi przyjmie postaé (Rownanie 29):

x* =0,7228*x, (R=1,0000) (29)

Krzywa doswiadczalng zalezno$ci stezenia ClO2 po desorpcji od stezenia poczatkowego
ClO, aproksymowano z wykorzystaniem modelu nieliniowego eksponencjalnego wyrazonego

Roéwnaniem 30:

X0
2085,9

J?(xo)=1481,6*[exp( )—1] (R=1,0000) (30)

Istotna cecha powyzszego modelu jest zachowanie sensu fizycznego w badanym obszarze stezen,

poprzez spetnienie warunku zbiezno$ci do krzywej opisujacej prawo Henry’ego (Réwnania 31-32):

20— (ofon ()< ) - o3 o
IS ()i @

Przebieg krzywej empirycznej aproksymowano réwniez uproszczonym modelem liniowym.
Wspotczynnik nachylenia prostej uzyskano metoda najmniejszych kwadratow. Krzywa przyjmuje
posta¢ (Roéwnanie 33):

X =0,8091 * x, (R=0,9994) (33)

Stezenie ClO, w fazie gazowej (y) wyznaczono na podstawie bilansu masowego CIO.
w fazie ciektej przed i po desorpcji (xg, x;). Uzyskane wartosci empiryczne poréwnano Z prawem
Henry’ego. W tym celu wyznaczono charakterystyke rownowagi gaz-ciecz dla uktadu ClO.-woda
wykorzystujac znang warto$¢ statej Henry’ego wyrazong Réwnaniem 34:

yi = Heio, * x; = 35,5 * x; (34)
Wartosci ClO; w fazie gazowej obliczono z ogdlnego réwnania bilansowego (Rownanie 35):
Vi = [x0i = x(xo)] ¥y = Ax; xy (35)
Wartos¢ przyrostu st¢zenia Ax; 0Szacowano na podstawie rownania regresji liniowej (Réwnanie 33).
Rownanie ma wowczas posta¢ (Réwnanie 36):
y; = 21,846 * x; (36)
W przypadku wartosci przyrostu oszacowanych na podstawie aproksymacji nieliniowej(Réwnanie

30) rownanie wyglada nastgpujaco (Rownanie 37):

yi=y* [2085,9 In (14’;1 —+ 1) _ xi] @7)

Badania fazy gazowej

Widma UV-VIS gazowego CIO; charakteryzowaly sie znaczacg absorbancjg tta w zakresie
0,15-0,50 jednostek absorbancji. W celu redukcji wptywu tta na warto$¢ sygnatu iloSciowego,
kazde z uzyskanych widm poddano korekcji poprzez odjecie widma tta zdefiniowanego

Roéwnaniem 38:
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A (1) = 25074250 (3 _ 950) + Ay, (38)

250
gdzie:
A, (1) —warto$¢ absorbancji tta odpowiadajgcej dtugosci fali A, AU
Asoo  — warto$¢ absorbancji na widmie mierzonym odpowiadajaca dtugosci fali A=500 nm, AU
A,5o  — warto$¢ absorbancji na widmie mierzonym odpowiadajaca dtugosci fali A=250 nm, AU
A — dhugos¢ fali, nm

W obliczeniach wykorzystano wynik pomiaru absorbancji piku o maksymalnej warto$ci absorbancji
tj. przy dtugosci fali A =351 nm.

Zaleznos$ci absorbancji fazy gazowej ClO; nad roztworem od stezenia poczatkowego
i koncowego roztworu aproksymowano modelem prostoliniowym przechodzacym przez poczatek
uktadu wspoétrzednych.

Wyznaczenie zalezno$ci absorbancji fazy gazowej nad roztworem od bilansowego stezenia
ClO, w fazie gazowej pozwolita na oszacowanie wartosci molowego wspotczynnika absorpcji
gazowego ditlenku chloru dla dtugosci fali A = 351 nm.

W celu odniesienia wyznaczonej wartosci molowego wspodtczynnika ClO2 do wartosci
przytoczonych w artykutach skoncentrowanych na badaniach wiasciwosci widma UV gazowego
ClO; dokonano konwersji wyznaczonej warto$ci molowego wspotczynnika absorpcji do wartosci
powierzchni przekroju czynnego czasteczki ClO, na absorpcj¢ promieniowania (Wahner, et al.,
1987; Kromminga, et al., 2003; Arango, et al., 2014).

W celu przeliczenia wykorzystano posta¢ prawa Beera dang Réwnaniem 39:

d;—(zz)=—N*I(z)*o- (39)
gdzie:
1(z) — strumien promieniowania w punkcie drogi optycznej, W
z — wspotrzedna dtugosci drogi optycznej, cm
N — stezenie molekularne absorbujacych czasteczek, cm™
o — przekrdj czynny czasteczki ClO2 na absorpcje promieniowania, cm?

Przyjmujac granice catkowania zgodnie z Réwnaniem 40

[ 52 = —Nxox [ dz (40)
jak rowniez wprowadzajac zalezno$ci (Réwnania 41-42):
N=N,*c (41)
a¥log™ (42)
gdzie:
c — stezenie molowe, mTOl
N, — stata Avogadro, Na = 6.023-10% mol*
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a — absorbancja, AU
I, — natezenie $wiatla padajacego, Ix

I — nat¢zenie $wiatta po przejsciu przez osrodek gazowego ClO2, Ix

otrzymano Rownanie 43 dogodne dla obliczen:

o =1000 22 4 ¢ = 382310 B «¢ (43)

Ng
gdzie:

€ - molowy wspodlczynnik absorpcji dla ClO», L

molxcm

5.2.2. Oznaczanie gazowego CIO, w powietrzu z wykorzystaniem detektora

Procedura

Do generatora gazowego ClO; o pojemnos$ci 3 L potaczonego z komorg dekontaminacyjna
o0 pojemnosci 1000 L (Rysunek 12A) wprowadzono roztwor ClO; w ilosci i stgzeniu
odpowiadajacym 200, 500, 750 oraz 1000 ppm wag. gazowego ClO,. Uktad uszczelniono
i uruchomiono pompe¢ powietrza na okoto 10 min w celu desorpcji ClO, z fazy ciektej do fazy
gazowej. Pierwszego odczytu stezenia C1O, w powietrzu, z wykorzystaniem detektora PortaSens Il1
model ATI D16 z sensorem 00 1359 (Rysunek 12B), dokonano po 5 min, kolejnych co 15 min przez
okres 4 h.

Rysunek 12. A — komora dekontaminacyjna; B — detektor PortaSens I11.

Oszacowanie stgzenia gazowego ClO, w komorze dekontaminacyjnej
Stezenie ClO, w fazie gazowej zostalo oszacowane na drodze bilansu masowego,

z wykorzystaniem spektrofotometrycznego oznaczenia ClO, w roztworze przed i po desorpcji przez
pomiar bezposredni (pkt. 5.2.3.). Stezenie poczatkowe x, oOraz objetos¢ v, roztworu
do wygenerowania gazowego ClO; przy zatozonym stezeniu gazu y; obliczono z réwnan dla bilansu
masowego (Réwnania 44-47):

yi = (xo —x;) xy (44)
oraz

Yi = Heio, * x; (45)
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stad:

1+HClO
X = Y+ — (46)
oraz:
.
Y= —— (47)
pg*("““ﬁ)
gdzie:
Vi —stezenie rownowagowe ClO, w fazie gazowej, ppm wag.
X — stezenie poczatkowe ClO, w roztworze, ppm wag.
X; — stezenie rownowagowe ClO, w roztworze, ppm wag.
y — tozsamo$é —~
mg
5 ppm
Hcyp, — stata Henry’ego, Hyp, = 35,5 oo
vy — objetos¢ wprowadzonego do generatora roztworu ClOz, mL
Py — gestos¢ powietrza, %
v, — objetosé calkowita aparatury badawczej, v, = 1003 L

Roztwory o stezeniu poczatkowym odpowiadajacym zawartosci ClO, w powietrzu
na poziomie 200-1000 ppm wag. przygotowano poprzez zmieszanie z woda 4% roztworu NaClO;
0 stezeniu 25% 1 4% roztworu H2SO4 o stezeniu 21%. Roztwor pozostawiono do aktywacji w ciemni
przez 24 h, a nastepnie przygotowano odpowiednie rozcienczenie. Zawarto$¢ C1O, zweryfikowano
na podstawie metody spektrofotometrycznej wg pkt. 5.1.3.

Stezenie gazowego ClO, mierzonego z wykorzystaniem detektora rejestrowano
w jednostkach ppm objetosciowych (ppmv). Konwersji na ppm wag. dokonano z wykorzystaniem

rownania gazu doskonatego (Rownanie 48):

p*V=n*Rx*T (48)

po przeksztalceniu:
_ p*V;I:I;103 (49)

gdzie:
m —masa ClO, w 1 m® powietrza, kg
p — ci$nienie gazu, p = 101325 Pa
| — objeto$é gazowego C102 w komorze tj. w 1 m3, cm3
n — liczba moli gazowego CIO,, mol
M — masa molowa CIOz, M = 67,5
R — stala gazowa, R = 8,31 :1:;::
T — temperatura gazu, T = 293,15K
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Mase gazowego ClO; m otrzymano w przeliczeniu na 1 m® powietrza. W celu uzyskania stezenia

w ppm wag. warto$ci odniesiono w przeliczeniu na 1 kg powietrza z wykorzystaniem wzoru

(Réwnanie 50):
C = m*10° 50
9= o e (50)
gdzie:
Cy — stgzenie wagowe gazowego ClO2, ppm wag.
m —masa ClO; w 1 m® powietrza, kg
iy . kg
Pg — gestos¢ powietrza, pg = 1,2 —
Vg — objetosc fazy gazowej, v, = 1,003 m3

Dokonano analizy porownawczej wartosci stgzen gazowego ClO; uzyskanych poprzez

pomiar detektorem PortaSens Ill, warto$ci otrzymanych w wyniku analizy bilansowej roztworu

oraz wartosci zatozonych teoretycznie.

5.3.Metodyka badan preparatywnych

Przystgpiono do tworzenia receptur nastepujacych produktow:

Armex 5 MD — koncentratu do mycia i dezynfekcji duzych powierzchni;
Armex 5 foam — pianki do mycia i dezynfekcji powierzchni dotykowych;
Armex 5 WC — zelu do mycia i dezynfekcji powierzchni sanitarnych;
Armex 2000 ultraczysty — koncentratu do dezynfekcji powierzchni;

Armex 5 vH — koncentratu do dezynfekcji powierzchni drogg powietrzna.

W Tabeli 4 zaprezentowano sktad poszczegolnych preparatow. Produkty generowane in situ

do mycia i dezynfekcji sktadaty si¢ z:

PREKURSORA, ktorego kluczowym sktadnikiem byl chloryn sodu, niezbedny
do wygenerowania ClO, poprzez zakwaszenie oraz zwiazki powierzchniowo czynne;

AKTYWATORA, w sktad ktorego wchodzity przede wszystkim kwasy, srodki
powierzchniowo czynne, substancje wspomagajace aktywacje (tzw. przyspieszacze

aktywacji), w przypadku zeli — zagestniki.

Preparaty wytacznie do dezynfekcji charakteryzowaly si¢ brakiem matrycy organicznej.
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Tabela 4. Sktad utworzonych preparatow na bazie ClOx.

Produkt Aktywacja Sktad
Armex 2000 prOdUK.t gptowy do czysty roztwor aktywnego Cl1O;
ultraczysty rozcienczania
PREKURSOR AKTYWATOR
Armex 5 vH in situ chloryn sodu kwasy
Armex 5 MD in situ chloryn sodu + kwas_y+ surfaktanty + B
surfaktanty przyspieszacze aktywacji
Armex 5 foam in situ chloryn sodu + kwas_y+ surfaktanty + B
surfaktanty przyspieszacze aktywacji
kwasy+ surfaktanty +
S chloryn sodu + : .
Armex 5 WC in situ surfaktanty + zagestniki przyspieszacze a}kt.ywacp +
zagestniki

Istota badan preparatywnych byto dobranie $rodkéw powierzchniowo czynnych
oraz zagestnikow (w przypadku zeli), uwzgledniajac kompatybilno$¢ z chlorynem sodu przed i po
aktywacji, stabilno$¢ w srodowisku kwasowym, wlasciwosci pianotworcze i emulgujace. Badania
nad sktadem aktywatoréw skoncentrowano gtéwnie na doborze odpowiedniego kwasu
oraz substancji  wspomagajacych szybkie generowanie ditlenku chloru w ukladzie
(tzw. przyspieszaczy aktywacji).

Na podstawie przeprowadzonych badan wytypowano receptury preparatow do testow
starzeniowych. Ich celem byla weryfikacja parametrow fizykochemicznych, zawartosci ClO,,

lepkosci w przypadku zZeli w czasie 12-18 miesiecy.
5.3.1. Preparowanie wlasnych kompozycji myjaco-dezynfekujacych

Dobor srodkow powierzchniowo czynnych

Preparowanie wilasnych kompozycji myjaco-dezynfekujagcych rozpoczeto od doboru
srodkow powierzchniowo czynnych uwzgledniajgc kompatybilno$¢, w rozumieniu stabilnosci
i homogenicznos$ci roztworu, z NaClO, w prekursorze oraz w srodowisku kwasowym aktywatora.
W tym celu sporzadzono formulacje zawierajgce: 1) 0,6% NaClO2 oraz 2% wybranego surfaktantu;
2) 5% kwasu cytrynowego oraz 0,4-2% wybranego zwigzku powierzchniowo czynnego.
Obserwowano wizualnie stabilno$¢ probek w czasie 1 miesigca.

Po tym czasie, przeprowadzono aktywacje wybranych formulacji prekursorow
i aktywatorow w stosunku (1:1). W przypadku uzyskania stabilnej postaci formy aktywnej produktu,

zbadano zdolnos¢ pianotworczg oraz zdolno$¢ emulgowania.
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Dobor substancji zageszczajgcych w Zelach

Prace nad preparatem zelowym Armex 5 WC nalezato dodatkowo rozszerzy¢ o dopasowanie
odpowiednich substancji zageszczajacych w prekursorze zawierajacym NaClO» oraz aktywatorze
zawierajagcym kwas. Sporzadzono probki zawierajace: 1) 0,6% NaClO, oraz 0,5% wybranego
zagestnika; 2) 5% kwasu cytrynowego oraz 0,5% wybranego zagestnika. Obserwowano wizualnie
stabilnos$¢ probek w czasie 1 miesiaca.

Po tym czasie, stabilne probki prekursora aktywowano 5% roztworem kwasu cytrynowego
w stosunku (1:1). Z kolei stabilnymi probkami aktywatora, aktywowano czysty roztwor NaClO;
0 stezeniu 0,6% w stosunku (1:1). Obserwowano wizualnie stabilno$¢ otrzymanych roztworow

aktywnych CIO..

Dobor kwasu i substancji przyspieszajqgcych aktywacje

Badania nad sktadem aktywatora skoncentrowano przede wszystkim na doborze
odpowiedniego kwasu oraz substancji przyspieszajacych aktywacje w taki sposob, aby uzyskac
odpowiednie stezenia ClO, w poszczegdlnych produktach. W Tabeli 5 zaprezentowano zatozenia
dotyczace stezenia, czasu i sposobu aktywacji. Koncentrat Armex 2000 ultraczysty zawierat aktywny
ClOy, stad czas aktywacji nie byt wymagany. Roztwor nalezato jedynie rozcienczy¢ 20 razy.
Dla produktu Armex 5 vH zalozeniem bylo, aby po zmieszaniu 2% prekursora i 2% aktywatora
otrzymac¢ stezenie powyzej 2000 ppm wag. ClO, w czasie 24 h.

Tabela 5. Zatozone stezenia ClOz i sposob aktywacji opracowywanych produktow

Zalozone stezenie, .. , »
Produkt — Czas aktywacji Sposob aktywacji
S —
Armex 5 MD 100 5 min in situ; 0,5% prngrsora i 0,5% aktywatora
rozpusci¢ w 99% wody
Armex 5 foam 1500 1 min in situ; zmiesza¢ 50% prekursora i 50% aktywatora
Armex 5 WC 1500 1 min in situ; zmiesza¢ 50% prekursora i 50% aktywatora
Armex 2000 vk 80 9
ultraczysty 100 rozcienczy¢ 5% produktu z 95% wody
oo - e
Armex 5 vH 2000 do 24 h in situ; 2% prekursora i 2% aktywatora rozpusci¢ w
96% wody *

* stezenie roztworu, a tym samym ilo$¢ zastosowanego prekursora i aktywatora zalezy od kubatury dezynfekowanego
pomieszczenia

Stezenie ClO, po aktywacji z badanymi kwasami i przyspieszaczami aktywacji oznaczono po

1, 5 oraz 10 min od aktywacji.

Opracowanie technologii otrzymywania produktu z aktywnym CIlO;
Proces wytwarzania preparatu na bazie roztworu aktywnego ClO, Armex 2000 ultraczysty

polegal na absorpcji gazowego ClO, do wody demineralizowanej. Szczegoty opisywanego procesu
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otrzymywania produktu stanowi know — how firmy MEXEO i nie zostaly zaprezentowane

W niniejszej pracy.
5.3.2. Analiza fizykochemiczna

Analizy fizykochemicznej preparatéw na bazie ClO, dokonano dla produktow
referencyjnych oraz wlasnych formulacji myjaco-dezynfekujacych. Metodyke opierano na normach
PKN, normach zaktadowych oraz skroconych instrukcji obstugi aparatury badawczej dostgpnych
w firmie MEXEO w Laboratorium Rozwojowym i Kontroli Jako$ci (LRKJ) oraz w Laboratorium
Projektow Badawczych II (LPB II).

Okreslenie postaci badanych probek
Posta¢ badanych roztworow dezynfekujacych okreslono wizualnie. Uwzgledniono barwe,

stan skupienia i stopien zme¢tnienia formulacji.

Oznaczanie pH w roztworach wodnych
Pomiaru pH dokonano na podstawie normy PN-EN 1262:2004 (PN-EN 1262, 2004).
Zmierzono wartosci pH 1% roztworow w wodzie destylowanej oraz czystych produktow

bez rozcieficzania — 100%.

Oznaczenie liczby kwasowej

Liczbe kwasowa (Ia) oznaczono zgodnie z normg zaktadowg nr MEXEO ZN/12/12:
,Oznaczanie liczby kwasowej”. Do kolby stozkowej odwazono okoto 1 g badanej probki produktu.
Dodano 30-40 mL wody destylowanej i 3-4 krople 0,1% roztworu tymoloftaleiny.
Probke miareczkowano 0,5 M roztworem KOH do momentu zmiany zabarwienia roztworu na kolor
niebieski, utrzymujacy si¢ 1 min.

Liczb¢ kwasowg obliczono ze wzoru (Réwnanie 51):

I, = 28:05*VK0H*fKOH, (51)
m
gdzie:
I, _ liczba kwasowa, 2951
28,05 —ilos¢ KOH zawarta w 1 mL roztworu o stezeniu 0,5 M, %
Vkon  — objetos¢ roztworu mianowanego KOH zuzyta w miareczowaniu, mL
fxon  — wspblczynnik normalnosci 0,5 M roztworu KOH,
m —nawazka badanej probki, g

Oznaczanie zawartosci chlorynu sodu
Zawarto§¢ NaClO, w probkach oznaczono na podstawie normy PN-74/C-04600/13
stosowanej do oznaczania ClO; w wodzie w st¢zeniu powyzej 5 ppm wag. (PN-74/C-04600/13,

1975). Norma przewiduje oznaczanie nie tylko aktywnego CIO; w roztworze, ale rowniez
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catkowicie dostepnego ClO,. W prekursorach produktéw mozliwe jest zatem zbadanie zawarto$ci
NaClOs.

Do kolby z korkiem odwazono okoto1 g badanej probki, dodano wode destylowana, roztwor
KI oraz roztwor HoSO4. Zamknigta korkiem kolbe pozostawiono w zaciemnionym migjscu na okoto
5 min. W uktadzie zaszta reakcja zgodna z Réwnaniem 52:

ClO; + 41~ + 4H* - 2I, + CI™ + 2H,0 (52)

W nastepnym kroku probke zmiareczkowano 0,1 M roztworem NayS,03 do uzyskania jasnozottego
zabarwienia. Dodano okoto 1 mL roztworu skrobi i dalej miareczkowano do zaniku niebieskiego

zabarwienia (Réwnanie 53).
I, + 25,02~ = 21~ + 5,02~ (53)

Zawarto$¢ NaClO; obliczono z wykorzystaniem Rownania 54:

_ 2:26*VNa25203 *fNa25203 *100%
Chacio, = 1000 , (54)
gdzie:
Cnacio, — zawarto$¢ chlorynu sodu, %
2,26 —ilo$¢ NaClO, odpowiadajaca 1 mL roztworu Na,S,03, zuzytego do zmiareczkowania 1 g probki, %

VNa,$,0, — Objgtos¢ roztworu mianowanego NazS20s, zuzyta w miareczowaniu, mL
fNa,s,0; — Wspolczynnik normalno$ci 0,1 M roztworu NazS20s,

m — nawazka badanej probki, g

Oznaczanie zawartosci ditlenku chloru
Zawarto§¢ aktywnego CIO, w  produktach referencyjnych, jak  rowniez
w przygotowywanych formulacjach oznaczano z wykorzystaniem opracowanej metody
spektrofotometrycznej poprzez bezposredni pomiar absorbancji wg punktu 6.2. Parametry analizy
spektrofotometrycznej byty nastepujace:
o zakres dlugosci fal: 200-400 nm
e predkos¢ skanowania: 400 nm/min
e kuweta: kwarcowa o drodze optycznej | =1 cm
Warto$ci absorbancji odnotowywano w maksimum absorpcji dla ClO2 tj. przy dtugos$ci fali Amax
=358,5 nm. Stezenie ClO2 w ppm wag. okreslono wg Roéwnania 55 wyznaczonego na podstawie
wynikow badan przedstawionych w pkt. 5.9:
Ccio, = 51,39« A xR, (55)
gdzie:
Ccio,  — stezenie aktywnego ClO,, ppm wag.

51,39 — wspodlczynnik kierunkowy prostej zaleznosci st¢zenia C10- od abosrbancji wg pkt. 6.2, ppm wag.
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A — absorbancja mierzonej probki,

R — rozcienczenie probki

Oznaczenie zdolnosci pianotworczej

Zdolno$¢ pianotworcza okreslono na podstawie normy PN-EN 12728:2001 (PN-EN 1278,
2001). Metoda wytwarzania piany polegata na ubijaniu, z wykorzystaniem znormalizowanego
perforowanego dysku o $rednicy 5 cm osadzonego na koncu preta, 200 cm?® roztworu produktu
0 stezeniu 1%. Ubijanie miato miejsce w cylindrze o pojemnosci 1000 cm? z czgstotliwoscig
60 uderzen /min. Wysokos¢ stupa piany mierzono po 1 min, 5 min i 10 min od zakonczenia ubijania.

Zdolnos$¢ pianotworcza X po uptywie okre§lonego czasu obliczono z wykorzystaniem Rownania 56:

D% xH

x =2t (56)
gdzie:

X — zdolno$¢ pianotwércza, cm?

D — $rednica wewngtrzna cylindra pomiarowego, D = 5,8 cm

H — wysokos¢ stupa piany po uplywie okreslnego czasu, cm

Wskaznik trwatosci piany X; (Ré6wnanie 57) okreslono jako stosunek objetosci piany zmierzonej

po uptywie 10 min, do objgtosci zmierzonej po uptywie 1 min od chwili jej wytworzenia.

1%
Xy = 2% 100%, (57)
1
gdzie:
X — wskaznik trwato$ci piany, %
i — objetos¢ piany zmierzona po uptywie 1 min, cm3
v, — objeto$¢ piany zmierzona po uptywie 10 min, cm3

Ocena zdolnosci emulgowania tHuszczu

Wriasciwosci emulgowania okreslono na podstawie normy zaktadowej MEXEO nr ZN/16/17.
Metoda ma charakter poréwnawczy wlasciwosci emulgujacych probek laboratoryjnych,
produkcyjnych i referencyjnych w firmie MEXEO. Wykonanie oznaczenia polegato na pomiarze
czasu rozdzialu roztworu probki badanej i oleju rzepakowego zabarwionego czerwienig sudanowa.
Procedura pomiaru byta nast¢pujgca: do cylindra z korkiem dodano po 20 ml oleju rzepakowego
zabarwionego czerwienig sudanowg oraz 20 ml wodnego roztworu badanej probki o stezeniu 1%.
W temperaturze 20°C wykonano 5 energicznych poétobrotow cylindra z mieszaning, po czym
odstawiono na czas 1 min. Procedure¢ powtorzono pigciokrotnie. Po ostatnim wytrzgsaniu mierzono

czas, w ktérym 10 ml roztworu probki oddzieli si¢ od mieszaniny.

Oznaczenie lepkosci Kinematycznej zeli
Lepkos¢ kinematyczng zeli okreslono na podstawie instrukcji obstugi oraz instrukcji
wzorcowania 1-07/ LR-KJ/S-10-02 w firmie MEXEO. Rysunek (13) przedstawia schemat

wiskozymetru kapilarnego Ubbelohde’a. Aby zmierzy¢ czas przeplywu badanej cieczy napetiono
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zbiornik B tak aby poziom mie$cil si¢ migdzy kreskami. Nastgpnie zatkano rurke (2) i gruszka
gumowa zassano ciecz powyzej poziomu a; w rurce (3). Po odstonieciu rurki (2) i usunigciu gruszki
z rurki (3) odczekano az ciecz przeptynie do zbiornika C (do pojawienia si¢ menisku). Po odstonieciu
rurki (3) zmierzono czas t przesuniecia si¢ menisku od poziomu a; do poziomu a,.
Pomiar wykonywano w temperaturze 20°C. Lepko$¢ kinematyczng badanych zeli obliczono

Z R6éwnania 58:

v=K=*t, (58)
gdzie:
2
v — lepko$¢ kinematyczna, =
. mm?
K — stata kapilary, K = 2,717 =
t — czas przeptywu badanego zelu migdzy poziomami a, i a, (Rysunek13), s
1 3 3
P
S
H oa,
_:\l '-\\\/ \
B o
T T
\._\ ’:/’!

Rysunek 13. Schemat wiskozymetru kapilarnego Ubbelohde’a.
5.3.3. Testy starzeniowe

Po uwzglednieniu zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami wchodzacymi w sktad
produktow, przygotowano formulacje preparatow do testow starzeniowych. Polegaly one
na cyklicznej analizie fizykochemicznej probek (srednio raz w miesiacu) przez okres 12 miesiecy
(w przypadku Armex 2000 ultraczysty — 6 miesigcy). Probki przechowywano na potce
W laboratorium w temperaturze pokojowej z narazeniem na $wiatto dzienne. Dokonano analizy
fizykochemicznej prekursorow i aktywatorow oraz ich mieszaniny aktywnej w stosunku (1:1).
Najbardziej istotnym elementem byto okreslenie stgzenia ClO2 metoda spektrofotometryczng przez
pomiar bezposredni a w przypadku Zeli oznaczenie lepkosci form nieaktywnych i aktywnych.
Dla koncentratow Armex 5 MD, Armex 2000 ultraczysty oraz Armex 5 vH oznaczenia zawartosci
ClO; dokonano w rozcienczeniach zwoda, W stezeniach docelowo majacych zastosowanie

w praktyce — wg Tabeli 5.
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5.4. Metodyka badan skutecznosci biobojczej

Jednym z najbardziej istotnych aspektow szeroko pojetej dezynfekcji, a tym samym
zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ mikroorganizméw patogennych, jest dezynfekcja powierzchni,
zwlaszcza dotykowych. Producenci srodkéw dezynfekujacych wykazujg ich dziatanie na drodze
przeprowadzonych badan zawiesinowych (fazy 2 etapu 1) i nosnikowych (fazy 2 etapu 2) wg Scisle
zdefiniowanych norm w konkretnych obszarach dziatania, np. spozywczym, przemystowym,
instytucjonalnym czy weterynaryjnym. W Tabeli 6 przedstawiono stopien redukc;ji liczby bakterii,
grzybow 1 spor, wyrazony w skali logarytmicznej (log) oraz warunki obcigzenia organicznego
wymagane do przeprowadzenia badan skutecznos$ci w poszczegdlnych obszarach zastosowan.
Jednym z najbardziej wymagajacych jest obszar medyczny. Wymagany stopien redukcji liczby
patogendw jest w tym obszarze wyzszy o 1 w porownaniu do pozostatych. Warunki obcigzenia
organicznego, szczegolnie w warunkach brudnych, rowniez sa wymagajace. Pordéwnania
skutecznos$ci biobdjczej dokonano na podstawie norm do dezynfekcji powierzchni: nosnikowych
dla bakterii i grzybow (EN 17387, 2021; EN 13697, 2015; EN 14349, 2012) oraz norm
zawiesinowych dla spor (EN 17126, 2018; EN 13704, 2018).

Badania skuteczno$ci biobojczej otrzymanych preparatow przeprowadzono wg norm
przeznaczonych do obszaru medycznego a co za tym idzie wg norm charakteryzujacych sie
najwyzszym wymaganym stopniem redukcji liczby mikroorganizmow.

Tabela 6. Wymagane stopnie redukcji i warunki obcigzajgce w badaniach skutecznosci biobdjczej dla powierzchni w
poszczegolnych obszarach.

Obszar spozywczy,
Obszar medyczny przemystowy, Obszar weterynaryjny
instytucjonalny

Wymagany stopien redukcji, log

Bakterie log 5 log 4 log 4
Grzyby log 4 log 3 log 3
Spory log 4 log 3 .

Warunki obcigzenia organicznego

Warunki czyste 0,37 BSA 0,37 BSA 32BSA
3¢BsA+3™% g g
. L L g 10= BSA+10=
Warunki brudne 5 i 3=BSA L L
erytrocytoyv_krWl L ekstraktu drozdzowego
baraniej

BSA — (ang. Bovine serum albumin) surowicza albumina wotowa
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5.4.1. Charakterystyka czynnikow chorobotworczych

W Tabeli 7 przedstawiono czynniki chorobotworcze , wobec ktérych przeprowadzono
badania i odpowiadajace im numery norm. Norma EN 16615 dedykowana jest badaniom wobec
bakterii i drozdzy, jednak badania rozszerzono i testy skutecznosci przeprowadzono réwniez wobec
pratkow, spor i wiruséw. Z kolei badania wobec A. baumani przeprowadzono zgodnie z normg EN
17272. W pozostatych szczep ten nie jest wymagany. Podobnie, w przypadku E. coli i Poliowirusa,
badania wymagane sa jedynie w normach odpowiednio EN 13727 i EN 14476. Badania wobec

wirusow rozszerzono o koronawirusa ludzkiego 229E, jako przedstawiciela wiruséw ostonkowych.

Tabela 7. Normy i mikroorganizmy testowe wobec ktérych przeprowadzono badania skutecznosci biobdjczej.

] el Szcze NI Normy no$nikowe
chorobotwoérczych P zawiesinowe Y
Staphylococcus aureus ATCC 6538;
Psudomonas aeruginosa ATCC 15442; (EN 16615, 2015) 3
Bakterie Escherichia coli K12 NCTC 10538 ; (EN 13727, 2015) (EN 17387, 2021)
Enterococcus hirae ATCC 10541; (EN 17272, 2020)
Acinetobacter baumani ATCC 19606 ?;
: Tanci . (EN 16615, 2015)
Grzyby i drozdze  /'SPergillus brasilensis ATCC16404; (EN 13624, 2013) (EN 17387, 2021)
Candida albicans ATCC 10231; (EN 17272, 2020)
. Mycobacterium avium ATCC 15769; (EN 16615, 2015) 3
Pratki Mycobacterium terrae ATCC 15755; (EN 14348, 2005) (EN 17272, 2020)
Bacillus subtilis ATCC 6633,;
Bacillus cereus CIP105151; (EN 16615, 2015) ¥
Spory Clostridioides difficile RO27 NCTC (N 17126,2018) (EN 17272, 2020)
13366;
Poliowirus typ 1 LSc-2ab ¥; (EN 16615, 2015) 9
Wirusy Norowirus mysi szczep S99 Berlin; (EN 14476, 2019) (EN 16777, 2019)
Adenowirus typ 5 szczep Adenoid 75 (EN 17272, 2020)
Koronawirus ludzki 229E VR-740 5 ’

9 wymagane jedynie wg normy EN 13727; 2 wymagane jedynie wg normy EN 17272; ® norma dedykowana dla bakterii
i drozdzy, w rozprawie rozszerzono badania o pozostate patogeny; ¥ wymagane jedynie wg normy EN 14476; 5 szczep
dodatkowy, jako przedstawiciel wirusoéw ostonkowych.

5.4.2. Charakterystyka podstawowych parametrow testowych

Badania skutecznosci biobojczej, zarowno wg metod zawiesinowych, jak 1 no$nikowych
wymagajg zastosowania charakterystycznych reagentow. Pierwszym z nich jest roztwor substancji
obcigzajacej. Zgodnie z wytycznymi Agencji ECHA umieszczonymi w Guidance on the Biocidal
Products Regulation (ECHA, 2023) zaleca si¢ aby $rodki myjaco-dezynfekujace badaé
w warunkach silnego obcigzenia organicznego (w tzw. warunkach brudnych), natomiast $rodki

dezynfekujace w warunkach stabszego obcigzenia organicznego — w warunkach czystych.
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Drugim waznym reagentem jest neutralizator badanego produktu.

na natychmiastowe przerwanie dzialania biobojczego produktu, ale jednocze$nie nie moze

wykazywaé¢ whasciwosci toksycznych w stosunku do badanych czynnikow chorobotwoérczych.

Istotnymi parametrami badan sg rowniez temperatura prowadzenia procesu, oraz czas

kontaktu produktu z patogenami W Tabeli 8 przedstawiono charakterystyke ww. parametrow

dla stosowanych patogenow:

Tabela 8. Charakterystyka podstawowych parametrow testowych.

Parametr testowy

Bakterie, grzyby, pratki, spory

Wirusy

Sktad substancji
obciazajacej

warunki czyste: 0,3 % BSA;

warunki brudne: 3 i—] BSA +3 mTL erytrocytow krwi baraniej

Sktad neutralizatora

30 % polisorbatu 80 + 10 %
tiosiarczanu sodu + 3 % lecytyny

MEM + 2% FCS

Temperatura

20°C

Czas kontaktu

5 min; 15 min

30s; 5 min

MEM - (Eagle’s minimal essential medium) bufor zapobiegajacy namnazaniu si¢ hodowli komérkowe;j;
FCS - (Foetal calf serum) bydleca surowica ptodowa

5.4.3. Badania zawiesinowe

Badane produkty

W Tabeli 9 zaprezentowano otrzymane produkty badane wg norm zawiesinowych wraz

Z podstawowymi wytycznymi dotyczacymi stezen, sposobu aktywacji i warunkoéw badania.

Tabela 9. Produkty badane zgodnie z normami zawiesinowymi.

Stezenie C102

ultraczysty

rozcienczenie

Produkt Aktywacja Warunki badania
ppm wag.
100 ppm wag.: 0,5% prekursora +
0, 0, .
Armex 5 MD 25, 50, 100 0,5% aktywatora + 99% wody; czyste i brudne
pozostate roztwory — przez
rozcienczenie
Armex 5 foam 1500 50% prekursora + 50% aktywatora brudne
Armex 5 WC 1500 50% prekursora + 50% aktywatora brudne
100 ppm wag.: 5% produktu + 95%
Armex 2000 25, 50, 100 wody; pozostate roztwory — przez czyste
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Zawiesiny testowe czynnikoéw chorobotworczych

Zawiesiny wyjsciowe czynnikow chorobotworczych oraz zawiesiny testowe, zawierajace
substancje obcigzajace przygotowano zgodnie z dedykowanymi normami zawiesinowymi wobec
bakterii (EN 13727, 2015), grzybow (EN 13624, 2013), pratkow (EN 14348, 2005) spor (EN 17126,
2018) i wirusow (EN 14476, 2019). Dla kazdego czynnika (oprocz wiruséw) przygotowano

zawiesing do badan (N), zawiesing do walidacji (N, oraz zawiesing walidacyjna do kontroli

neutralizatora (Nyg).

Procedura

W celu wykonania testu zawiesinowego, do probowki wprowadzono 1 mL substancji
obcigzajacej i 1 mL zawiesiny do badania (N). Probke umieszczono w tazni wodnej o temperaturze
20°C na 2 min. Nastepnie dodano 8 mL roztworu produktu do badania i wymieszano. Pozostawiono
w tazni wodnej na okreslony czas kontaktu. Nastepnie pobrano 1 mL mieszaniny i przeniesiono
do probowki zawierajacej 1 mL sterylnej wody destylowanej i 8 mL neutralizatora. Zamieszano
i pozostawiono na 10 s. Po tym czasie pobrano 2 probki po 1 mL i posiano na ptytki, stosujac technike
posiewu powierzchniowego lub wglebnego — w zalezno$ci od normy. Dodatkowo, przeniesiono
0,5 mL tej mieszaniny do 4,5 mL neutralizatora w celu uzyskania rozciefczenia 10 i rowniez

wykonano posiew. Na Rysunku 14 przedstawiono schemat postepowania w metodzie zawiesinowej.

po czasie po czasie neutralizowania 10s

kontaktu (t)

il 2 2 min )
1 ml B czas wstepnej
2/ ] inkubagji
20°C 20°C
taznia wodna taznia wodna

E Neutralizator (20 °C)

Rysunek 14. Schemat procedury badar zawiesinowych. Wykonanie wlasne na podst. (EN 13727, 2015).

Po wykonaniu posiewdéw na zdefiniowanych podtozach (wg Tabeli 10), probki poddano
inkubacji w warunkach okreslonych przez poszczegoélne normy. Nastgpnie przystapiono do zliczania

mikroorganizméw i wyznaczania stopnia redukcji
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Tabela 10. Podloza, inkubacja i metody zliczania mikroorganizméw w metodach zawiesinowych.

Rodzaj czynnika (norma) Zastosowane podtoze Warunki inkubacji Metoda zliczania
Bakterie o Posiew wglebny na
(EN 13727, 2015) TSA 37+ 1°Cprzez24 h+24h plytkach
Grzyby i drozdze o Posiew wglebny na
(EN 13624, 2013) MEA 30+ 1°C przez42 hdo 48 h plytkach
Pratki MCA 36 = 1°C przez 21 dni w Posiew wglebny na
(EN 14348, 2005) atmosferze CO2 ptytkach
37+ 1°C przez 24 h + 24 h (dla
Spory TSA (dla Bacllus spp.) i Bacillus spp.); 37 = 1°C przez 5 Posiew wgtebny ha
(EN 17126, 2018) BHIYT-L (dla C. difficile)  dni w warunkach beztlenowych ptytkach
(dla C. difficile)
. Ocena efektu
Wirusy 0 37 + 1°C przez 72 h w atmosferze
(EN 14476, 2019) MEM + 2% FCS 506 CO2 cytopatycznegonmetodq
Spearmana-Kérbera

Kontrola i walidacja

W celu kontroli warunkéw doswiadczenia wykonano probke kontrolng (4),
gdzie zastosowano 1 mL zawiesiny do walidacji N, oraz 8 mLwody twardej zamiast produktu
do badania.

Brak efektu toksycznego dziatania neutralizatora okre§lono wykonujac kontrole
neutralizatora (B). W tym celu wprowadzono do probowki 9 mL neutralizatora i 1 mL zawiesiny
do walidacji neutralizatora Nvg. Nastepnie wykonano rozcienczenia 107! oraz 102 mieszaniny
w neutralizatorze. Probke o rozcieficzeniu 102 umieszczono w fazni wodnej w temp. 20°C na 5 min.
Po tym czasie pobrano 2 probki po 1 mL i wykonano posiew powierzchniowy lub wgltebny —
W zaleznosci od normy.

W celu zwalidowania metody (C) do probéwki wprowadzono 1 mL substancji obciazajacej
i 1 mL rozcienczalnika. Dodano 8 mL produktu do badania w najwyzszym stosowanym stgzeniu.
Po zmieszaniu, probke inkubowano w temp. 20°C przez okreslony czas kontaktu. Nastepnie
przeniesiono 1 mL mieszaniny do probowki zawierajgcej 8 mL neutralizatora. Po zmieszaniu probke
inkubowano w temp. 20°C przez 5 min, a nastgpnie dodano 1 mL zawiesiny do walidacji N,,.
Probke umieszczono w tazni wodnej (20°C) na czas 30 min. Po tym czasie pobrano 2 probki po 1 mL
i wykonano posiew powierzchniowy lub wglebny — w zaleznosci od normy.

W celu sprawdzenia catego systemu badawczego w metodzie skutecznosci biobojczej wobec
wirusOw wykonano kontrolg negatywna (A), w ktorej zamiast badanego produktu, zastosowano

roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS). Wykonano roéwniez kontrolg pozytywna
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z zastosowaniem produktu referencyjnego tj. 0,7% roztworem aldehydu glutarowego w czasie
kontaktu 30 min (D). i 60 min (E).

Obliczenia

Doktadne obliczenia dotyczace okreslenia liczby mikroorganizméw w zawiesinach
testowych, kontrolach oraz probkach z produktem opisano w normach. Parametrem koncowym
okreslajacym skuteczno$¢ S$rodka biobdjczego jest stopien redukcji R, wyrazony w skali

logarytmicznej wg Rownania 59:

R =logN, — logN, (59)
gdzie:
R — redukcja liczby czynnikow chorobotworczych w skali logarytmicznej
N, — liczba patogenow w 1 mL zawiesiny do badania na poczatku czasu kontaktu, % lub %
N, — liczba patogenéw w 1 mL mieszaniny do badania, ktore przezyly na koncu czasu kontaktu a przed
neutralizacjg, % lub %

Specyficznym sposobem zliczania patogenéw charakteryzuje si¢ metoda zawiesinowa
oznaczania skutecznosci biobdjczej wobec wirusow (EN 14476, 2019). Zaréwno namnazanie,
jak rowniez okreslenie dziatania $rodka biobodjczego odbywa si¢ posrednio w zdefiniowanych
dla kazdego typu wirusa, liniach komorkowych (tzw. komorkach gospodarza).

Po zneutralizowaniu probek badawczych, miano wirusa okreslono z wykorzystaniem
metody titracji punktu koncowego. W tym celu wykonano seri¢ 10-krotnych rozcienczen mieszaniny
testowej 1 przeniesiono po 0,1 mL kazdego rozcienczenia do 6 dotkdw plytki
do mikromiareczkowania. Dodano 0,1 mL zawiesiny komoérek gospodarza o gestosci > 90%
aby umozliwi¢ utworzenie monowarstwy. Rownolegle wykonano probke, gdzie 6 dotkéw
nie zawierato zawiesiny wirusa i pehito role kontroli komérkowej. Po inkubacji (wg Tabeli 10)
badano  efekt cytopatyczny (CPE) komoérek gospodarza z wykorzystaniem odwroconego
mikroskopu. Na Rysunku 15 przedstawiono fotografie komorek gospodarza przed (A) i po (B)
narazeniu na Poliowirusa. Obserwuje si¢ obkurczenie oraz znaczacg zmian¢ ksztattu i struktury

komorek (Firma Viroxy Labs, 2022).
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Rysunek 15. Efekt cytopatyczny komérek gospodarza przed (A) i po (B) narazeniu na Poliowirusa. Wiasnosé firmy

VIROXY Labs (Firma Viroxy Labs, 2022).

Miana wirusoOw w probkach badawczych wyrazono jako stezenie wywotujace CPE w 50%

hodowli komoérek gospodarza TCIDso/mL (ang. Tissue Culture Infective Dose 50). Obliczenia

wykonano z wykorzystaniem metody Spearmana-Kéirbera (Ramakrishnan, 2016). Polega ona

na ocenie CPE hodowli komorek w przygotowanych rozcienczeniach, poczawszy od tych, w ktorych

wszystkie komorki zostaty zakazone, skonczywszy na tych, gdzie wirus si¢ nie namnaza. Oceny CPE

dokonano w kazdym z 6 dotkéw plytki do mikromiareczkowania wg 5-cio punktowej skali :

0 — brak CPE;

1 —25% komorek wykazuje CPE;
2 — 50% komorek wykazuje CPE;
3 — 75% komorek wykazuje CPE;
4 — 100% komorek wykazuje CPE.

Oznaczenia TCIDsy dokonano na podstawie Rownan 60-61. Aktywnos¢ wirusobdjczg

okre$lono jako roznice miedzy wartosciami TCIDso/mL w probce kontrolnej i testowej. Na ich

podstawie wyznaczono stopnie redukcji w skali logarytmicznej.

gdzie:
X

a

x=a—b*(ﬁ—0,5), (60)

— ujemny logarytm punku koncowego (—log,TCIDsy),
— ujemny logarytm z najwyzszego uzytego st¢zenia wirusa
— wartos$¢ logarytmiczna réznicy pomiedzy rozcienczeniami

— suma wartosci procentowych CPE z wszystkich rozcienczen

TCIDsy = 107 (61)
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5.4.4. Badania nosnikowe z wykorzystaniem czynnika mechanicznego

Badane produkty

Badania nosnikowe z wykorzystaniem czynnika mechanicznego wykonano wg normy EN
16615:2015-06 (EN 16615, 2015) nazywanej czegsto normg ,,4 pol”. W Tabeli 11 zaprezentowano
produkty badane wg omawianej normy wraz z podstawowymi wytycznymi dotyczacymi stezen,
sposobu aktywacji i warunkéw badania. Norma EN 16615 dedykowana jest badaniom skutecznosci

wobec bakterii i drozdzy. W rozprawie doktorskiej badania rozszerzono o pratki, spory i wirusy.

Tabela 11. Produkty badane zgodnie z normg nosnikowg EN 16615.

Produkt L Aktywacja Warunki badania
ppm wag.
100 ppm wag.: 0,5% prekursora +
0, 0, .
Armex 5 MD 25, 50, 100 0,5% aktywatora + 99% wody; czyste i brudne
pozostate roztwory — przez
rozcienczenie
Armex 5 foam 1500 50% prekursora + 50% aktywatora brudne

Zawiesiny testowe mikroorganizmow

Zawiesiny wyjSciowe oraz zawiesiny testowe bakterii i drozdzy przygotowano zgodnie
z dedykowang normg EN 16615. Dla pratkéw spor i wiruséw, do przygotowania hodowli roboczych
mikroorganizméw i zawiesin testowych wykorzystano wiedze zawartg w normach zawiesinowych

(EN 14348, 2005; EN 17126, 2018; EN 14476, 2019). Dla kazdego czynnika chorobotworczego

przygotowano zawiesing do badan (N) i zawiesing do walidacji (N,,).

Procedura

Na badanej powierzchni wykonanej z PVC przedstawionej na Rysunku 16 zaznaczono
W rzedzie 4 kwadraty o wym. 5 x 5 cm, stanowigce pola do badania. Na pole T1 naniesiono punktowo
0,05 mL zawiesiny testowej ztozonej z 9 mL zawiesiny do badan (N) oraz 1 mL substancji
obcigzajacej. Szklang szpatutka rozprowadzono zawiesing po calym polu i pozostawiono
do wyschniecia. Nastepnie chusteczke wykonang z polipropylenu, nasgczono 16 mL produktu
do badania, natozono na cigzarek i przetarto powierzchnig¢ zgodnie z czerwona strzatka na Rysunku

16
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Powierzchnia
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Rysunek 16. Powierzchnia do badania wg normy EN 16615. Wykonanie wiasne na podst. (EN 16615, 2015).

Po zatozonym czasie kontaktu, wacikiem nasgczonym neutralizatorem, przetarto cala powierzchnie
pola T1 i wyptukano w 5 mL neutralizatora. Procedur¢ powtdrzono tym samym wacikiem
i umieszczono go na stale w probowce z neutralizatorem. Proces powtdrzono drugim suchym
wacikiem do catkowitego wysuszenia pola i umieszczono w tej samej probowce. Analogiczne
czynnos$ci wykonano dla pol T2, T3 oraz T4. Po czasie neutralizowania 15 s pobrano 1 mL probki
i posiano na plytkach technikg posiewu powierzchniowego lub wgtebnego. Czynno$¢é powtdrzono
rowniez dla rozciefczenia 101, W przypadku wiruséw zastosowano metode titracji punktu
koncowego. Parametry dotyczace podlozy, inkubacji oraz metody zliczania sa analogiczne jak
w metodach zawiesinowych wg pkt 5.4.3 w Tabeli 10. Schemat procedury badania wg normy EN

16615 przedstawiono na Rysunku 17:
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Rysunek 17. Schemat procedury badania wg normy 16615. Wykonanie wlasne na podst. (EN 16615, 2015).

Kontrola i walidacja

W celu kontroli warunkéw doswiadczenia wykonano tzw. kontrole wodng (4),

w ktorej przeprowadzono identyczne czynnosci jak w procedurze badania, ale zamiast roztworu

produktu zastosowano wode z dodatkiem 0,1% polisorbatu 80.

Bardzo istotnym elementem bylo wyznaczenie kontroli suszenia po czasie catkowitego

wysuszenia naniesionej probki (Dcq) 1 kontroli suszenia po czasie kontaktut (Dc;). Badania

wykonano na matej powierzchni do badan. 0,05 mL zawiesiny testowej naniesiono punktowo

na wyznaczone pola i réwnomiernie rozprowadzono za pomocg szpatulki.

Odzyskiwanie

mikroorganizméw odbywato si¢ analogicznie jak w procedurze z badanym produktem dla (D) —

od razu po zakonczonym procesie suszenia, dla (D¢;) — od razu po zakonczeniu czasu kontaktu (t).

celu policzenia mikroorganizmow onano serie rozcienczen i z rozcienczenia 10 -
W celu pol k wyk 10* oraz 10°

wykonano posiew technika powierzchniowa lub wgtebna (Rysunek18).
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2 - Substancja obcigzajaca 4 - Rozcienczalnik

Rysunek 18. Schemat procedury badania kontroli suszenia wg normy EN 16615. Wykonanie wlasne na podst. (EN 16615,
2015).

Brak efektu toksycznego dziatania neutralizatora okreslono wykonujac kontrole
neutralizatora (B). W tym celu wprowadzono do probéwki 8 mL neutralizatora, 1 mL wody i 1 mL
zawiesiny do walidacji neutralizatora N,,. Probke¢ umieszczono w tazni wodnej w temp. 20°C na
5 min. Po tym czasie pobrano 2 probki po 1 mL i wykonano posiew powierzchniowy lub wgtebny.

W celu zwalidowania metody (€) do probéwki wprowadzono 8,8 mL neutralizatorai 0,2 mL
roztworu produktu do badania w najwyzszym stosowanym st¢zeniu. PO zmieszaniu,
probke inkubowano w temp. 20°C przez okres$lony czas kontaktu. Nastepnie przeniesiono 1 mL
mieszaniny do probowki zawierajacej 8 mL neutralizatora. Po zmieszaniu probke inkubowano
w temp. 20°C przez 5 min, a nastgpnie dodano 1 mL zawiesiny do walidacji N,,. Probke umieszczono
w tazni wodnej (20°C) na czas 30 min. Po tym czasie pobrano 2 prébki po 1 mL i wykonano posiew

powierzchniowy lub wglebny.

Obliczenia

Obliczenia dotyczace okreslenia liczby patogendow w zawiesinach testowych, kontrolach
oraz probkach z produktem wykonywano zgodnie z zapisami zawartymi w normie. Miano redukcji
wirusoOw w probkach okreslono z wykorzystaniem metody Spearmana — Kérbera, omowionej

w pkt 5.4.3.
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Parametrem koncowym okreslajacym skutecznos$¢ srodka biobdjczego jest stopien redukcji

R, na badanym polu T1 wyrazony w skali logarytmicznej wg Rownania 62:

R =logD;: — logN, (62)
gdzie:
R —redukcja liczby czynnikéw chorobotwoérczych w skali logarytmicznej
Dey — liczba patogenéw w 1 mL w kontroli suszenia, % lub %
N, — liczba patogenéw w 1 mL mieszaniny do badania, ktore przezyly na koncu czasu kontaktu a przed
neutralizacja na polu T1, Cr:—f lub %

Zbadano rowniez akumulacje drobnoustrojow na polach T2 T3 oraz T4, poprzez obliczenie
ich liczby na plytkach. Srednia liczba patogenéw na polach T2-T4 obliczonej z Réwnania 63 nie
moze przekracza¢ 50 CFU (ang. Colony Forming Unit, jednostki tworzace kolonie).

— _ (Vra+Vr3+Vre)=5

T = L2 VTs V)5 (63)
gdzie:
Xwm  — Srednia liczba drobnoustrojow na polach T2, T3 i T4, CFU lub TCIDs,

Viro_r4 — liczba patogendéw na poszczegdlnych polach, CFU lub TCIDs,

5.4.5. Badania nosnikowe bez dzialania mechanicznego

Badane produkty

Badania no$nikowe bez czynnika mechanicznego wykonano wg norm EN 17387-2021
wobec bakterii i grzybow (EN 17387, 2021) oraz EN 16777:2019 wobec wiruséw (EN 16777, 2019).
W Tabeli 12 zaprezentowano produkty badane wg omawianej normy wraz z podstawowymi

wytycznymi dotyczacymi stezen, sposobu aktywacji i warunkow badania.

Tabela 12. Produkty badane zgodnie z normami nosnikowymi EN 17387 oraz EN 16777.

Produkt sl CICh Aktywacja Warunki badania
ppm wag.
100 ppm wag.: 0,5% prekursora +
0, 0, .
Armex 5 MD 25, 50, 100 0,5% aktywatora + 99% wody; czyste i brudne
pozostate roztwory — przez
rozcienczenie
Armex 5 foam 1500 50% prekursora + 50% aktywatora brudne
Armex 5 WC 1500 50% prekursora + 50% aktywatora brudne
100 ppm wag.: 5% produktu + 95%
Armex 2000 25, 50, 100 wody; pozostate roztwory — przez czyste
ultraczysty ., :
rozcienczenie
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Zawiesiny testowe czynnikéw chorobotworczych
Zawiesiny wyjsciowe oraz zawiesiny testowe bakterii, grzybow i wirusow, zawierajace

substancje obcigzajace przygotowano zgodnie z dedykowanymi normami EN 17387 oraz EN 16777.

Procedura

Na krazek stalowy o $rednicy 2 cm i grubosci 1,25 mm naniesiono 50 pL zawiesiny testowej
ztozonej z 1 mL zawiesiny patogendw i 1 mL roztworu substancji obciazajacej wg (EN 17387, 2021)
oraz 9 mL zawiesiny wirusa i 1 mL substancji obcigzajacej wg (EN 16777, 2019). Probki
pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze 37°C. Nastgpnie na krazek naniesiono 100 pL
produktu do badania i pozostawiono na czas kontaktu 5 min (Rysunek 19). Potem krazek
przeniesiono do pojemnika zawierajacego 10 mL neutralizatora ze szklanymi kuleczkami
i intensywnie wytrzasano przez 1 min. Celem bylo przeniesienie mikroorganizméw z powierzchni
do roztworu neutralizatora. Po czasie neutralizacji 5 min przygotowano rozcienczenia 10 oraz 102,
Pobrano po 1 mL préobki kazdego rozcienczenia i posiano na ptytkach technikg posiewu wgltebnego.
W celu zbadania liczby mikroorganizmow pozostatych na powierzchni testowej po wyptukaniu
w neutralizatorze i wodzie, no$nik przeniesiono na szalke Petriego zawierajaca 10 mL zestalonej
pozywki. Krazek umieszczono na powierzchni agaru i dodano 10 mL plynnego podioza
0 temperaturze 45°C. Do oznaczenia liczby wirus6w zastosowano metodeg titracji punktu koncowego.
Parametry dotyczace podlozy, inkubacji oraz metody zliczania sa analogiczne jak w metodach

zawiesinowych wg pkt 5.4.3 w Tabeli 10.

Rysunek 19. Dyski stalowe o Srednicy d=2 c¢m, do badan nosnikowych bez udziatu czynnika mechanicznego z
naniesionym produktem do badania (EN 17387, 2021).

Kontrola i walidacja

W celu kontroli warunkow do$wiadczenia wykonano probke kontrolng (A4), gdzie na stalowy
nosnik naniesiono 100 pL wody twardej zamiast produktu badanego. Sprawdzono rowniez zawarto$¢
patogendéw pozostalych na stalowym krazku po procesie wytrzasania w neutralizatorze, wg opisu
w procedurze.

Brak efektu toksycznego dziatania neutralizatora okre§lono wykonujac kontrole

neutralizatora (B). W tym celu do pojemnika z 10 mL neutralizatora i szklanymi kulkami wrzucono
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zainfekowany stalowy krazek. Nastgpie dodano 100 uL wody twardej, zamieszano i pozostawiono
na 5 min w temperaturze 20°C. Po tym czasie energicznie wytrzasano probke. Nastepnie wykonano
serie rozcienczeh mieszaniny w neutralizatorze. Z prébek o rozcienczeniu 10* 10%, 10° i 107
pobrano dwukrotnie po 1 mL i wykonano posiew wgltebny.

W celu zwalidowania metody (C) do pojemnika wprowadzono 10 mL neutralizatora wraz
ze szklanymi kulkami oraz 100 pL produktu o najwyzszym st¢zeniu. Zamieszano i inkubowano
przez 5 min w temperaturze 20°C. Nastepnie do uktadu wprowadzono zainfekowany stalowy krazek.
Po intensywnym mieszaniu przez 1 min, wykonano seri¢ rozcieficzen 10 10, 10 i 10”7, pobrano
2 probki po 1 mL i wykonano posiew wglebny.

W celu sprawdzenia catego systemu badawczego w metodzie skutecznosci biobdjczej wobec
wirusOw wykonano kontrole negatywng (A), w ktoérej zamiast badanego produktu, zastosowano
roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS). Wykonano réwniez kontrole pozytywna
(D), z zastosowaniem produktu referencyjnego tj. 0,7% roztworem aldehydu glutarowego w czasie

kontaktu 5 min.

Obliczenia

Obliczenia dotyczace okreslenia liczby mikroorganizmoéw w zawiesinach testowych,
kontrolach oraz probkach z produktem wykonywano zgodnie z zapisami zawartymi w normach.
Miano redukcji wirusow w probkach okreslono z wykorzystaniem metody Spearmana — Kérbera,
omowionej w pkt 5.4.3.

Parametrem koncowym okreslajacym skutecznos¢ srodka biobdjczego jest stopien redukcji

R, wyrazony w skali logarytmicznej wg Rownania 64:

R = logN,, — logN, (64)
gdzie:
R — redukcja liczby czynnikow chorobotworczych w skali logarytmicznej
N, — liczba patogenéw w 1 mL w kontroli z woda zamiast badanego produktu, % lub %
N, — liczba patogendéw w 1 mL mieszaniny do badania, ktére przezyly na koncu czasu kontaktu a przed

- .  CFU TCID
neutralizacja, — lub T‘“’

5.4.6. Badania no$nikowe z wykorzystaniem zautomatyzowanych proceséw dezynfekcji

powierzchni drogg powietrzna

Badane produkty

Badania no$nikowe z wykorzystaniem czynnika mechanicznego wykonano wg normy EN
17272:2020 (EN 17272, 2020). W Tabeli 13 zaprezentowano produkty badane wg omawianej
normy wraz z podstawowymi wytycznymi dotyczacymi stgzen, sposobu aktywacji i warunkow

badania.
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Tabela 13. Produkt badany zgodnie z normg nosnikowg EN 17272.

Produkt Sligzsits (CI0P Aktywacja Warunki badania
ppmv.
1:1 w generatorze CIO; firmy
Armex 5 vH 50, 200, 250 MEXEO czyste

Zawiesiny testowe czynnikéw chorobotworczych

Zawiesiny mikroorganizméw oraz zawiesiny testowe mikroorganizmoéw zawierajace

substancje obciazajace przygotowano wg normy EN 17272.

Pomieszczenie badawcze i sposob wytworzenia gazowego ClO;

Pomieszczenie badawcze o kubaturze 32,5 m® wyposazone byto w:

e generator gazowego CIO; typu MEX-5/250 dla mniejszych objetosci oraz MEX-5/10

dla wigkszych objetosci;

e wentylator do zapewnienia obiegu powietrza i wyréwnania ci$nienia w pomieszczeniu,

e nawilzacz powietrza celem utrzymania odpowiedniej wilgotnosci;

e kaloryfer do utrzymania stalej temperatury 23°C;

e stojaki z umieszczonymi na no$nikach patogenami;

e sprzet pomiarowy: higrometr do pomiaru wilgotnosci, detektor PortaSens III do pomiaru

stezenia gazowego ClO, w ppmv.

Do zbiornika generatora wprowadzono prekursor Armex 5 vH. Nastepnie na polce

generatora ustawiono kanister z kranikiem z takg sama iloscig aktywatora Armex 5 vH Uruchomiono

pompe napowietrzajaca i rozpoczeto ostrozne wkraplanie aktywatora do wngtrza generatora.

W Tabeli 14 przedstawiono st¢zenia zatozone C1O, w powietrzu, jak rowniez uzyte masy prekursora

i aktywatora.

Tabela 14. Stezenia gazowego CIOz2 i odpowiadajqce im masy prekursora i aktywatora uzyte w procesie gazowania.

Stezenie, ppmv

Stezenie, ppm wag.

Masa prekursora, g Masa aktywatora, g

250 585 225 225
200 468 180 180
50 117 45 45

Proces dezynfekcji odbywat si¢ bez obecnosci ludzi w pomieszczeniu. Podczas pobierania

probek, badZ pomiarow stgzenia ClO, z wykorzystaniem detektora PortaSens 11l zachowywano

wszelkie wymagane $rodki ostroznosci. Generator ClO; przestawiono na Rysunku 20.
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Rysunek 20. Generator gazowego CIO2 tylu MEX-5/10 firmy MEXEO.

Procedura

Na stalowy nosnik o $rednicy 4 cm naniesiono 50 pL zawiesiny testowej ztozonej z 9 czgsci
zawiesiny wyj$ciowej patogenu i 1 czg$ci roztworu substancji obcigzajacej. Probki poddano suszeniu
w temperaturze 37°C przez 2 h. Po tym czasie w pomieszczeniu o kubaturze 32,5 m® w temperaturze
23°C i okreslonej wilgotnosci przeprowadzono proces gazowania ClO, w stezeniu 250, 200 i 50
ppmv (tj. ,,, ppm wag.) i w czasie kontaktu 15 i 60 min (Rysunek 21). Do wytworzenia gazu
wykorzystano generator ClO. firmy MEXEO. Ste¢zenie ClO. kontrolowano z wykorzystaniem
detektora PortaSense IlI.

:

325m

:

Rysunek 21. Sposob rozmieszczenia nosnikéw w pomieszczeniu badawczym podczas dezynfekcji powierzchni drogg
powietrzng.

Po czasie ekspozycji na gazowy ClO; no$niki przeniesiono do 100 mL (w przypadku
wiruséOw do 20 mL) neutralizatora. i intensywnie wytrzgsano przez 1 min w obecnosci szklanych
kulek. Celem byto przeniesienie mikroorganizméw z powierzchni nosnika do roztworu
neutralizatora. Po 5 min. neutralizacji wykonano rozcieficzenia 107, 10, 10 i posiano na ptytkach
technikg posiewu wglebnego (n'1) W celu zbadania ilo$ci czynnikéw pozostatych na powierzchni

testowej po wyptukaniu w neutralizatorze i wodzie, nosnik przeniesiono na szalke Petriego
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zawierajacg 10 mL zestalonej pozywki. Nosnik umieszczono na powierzchni agaru i dodano 10 mL
plynnego podtoza o temperaturze 45°C 0 (n'2). Do oznaczenia liczby wirusow zastosowano metode
titracji punktu koncowego. Parametry dotyczace podtozy, inkubacji oraz metody zliczania
sg analogiczne jak w metodach zawiesinowych wg pkt 5.4.3 w Tabeli 10. Na Rysunku 22
przedstawiono schemat metody.

' '
50 pL zawiesiny testowe] Suszenie oo
w tem. 37°C

przez 120 minut
Ekspozycja na gazowy ClOz
w czasie kontaktu t

Wytrzgsanie
w 100 mL neutralizatora

Rozcienczenie neutrallzatora
102, 103

Agar Nosnik na plytce

n1 @nz

1 mL neutralizatora, ~ Agar zestalony + nosnik
posiew wgtebny + 10 mL agar ptynny

Rysunek 22. Schemat procedury badania wg normy E 17272. Wykonanie wlasne na podst. (EN 17272, 2020).

Kontrola i walidacja

W celu kontroli warunkow doswiadczenia wykonano probke kontrolng (T), gdzie na stalowy
no$nik z naniesiong zawiesing testowg nie poddano ekspozycji gazowym ClO,. Sprawdzono rowniez
zawarto$¢ patogenéw pozostalych na stalowym krazku po procesie wytrzgsania w neutralizatorze,
wg opisu w procedurze.

Badania walidacyjne polegaly na ocenie dzialania hamujacego zwigzanego z posiewami
na ptytkach agarowych. W tym celu poréwnano liczbe patogenow w zawiesinie walidacyjnej (N1)
do:

e wartoS$ci, ktore uzyskano z posiewu neutralizatora, tj. po naniesieniu inokulum na nosnik,

i w kolejnym kroku po wyptukaniu nosnika w neutralizatorze (n1),

e wartoS$ci, ktore uzyskano po umieszczeniu wyptukanego w neutralizatorze i wodzie nosnika

na ptytce agarowej (n2).

Aby badanie uznane zostalo za wazne musiaty zosta¢ spetnione warunki:

nl>05N1orazn2 > 0,5N1
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Obliczenia

Obliczenia dotyczace okreslenia liczby czynnikow chorobotworczych w zawiesinach
testowych, kontrolach oraz probkach z produktem wykonywano zgodnie z zapisami zawartymi
W normach. Miano redukcji wirus6w w probkach okreslono z wykorzystaniem metody Spearmana —
Kérbera, omowionej w pkt. 5.4.3.

Parametrem koncowym okreslajacym skutecznos$¢ srodka biobdjczego jest stopien redukcji

R, wyrazony w skali logarytmicznej wg Rownania 65:

R = logT — (logn'l + logn'2) (65)
gdzie:
R — redukcja liczby czynnikow chorobotworczych w skali logarytmicznej
T — liczba patogenow w kontroli nie poddanej dziataniu gazowego ClOa, % lup T1220
n'l — liczba patogendw, ktore przezyty ekspozycje na gaz i znalazly si¢ w neutralizatorze, % lub %DLSO
n'2 — liczba patogenow, ktore przezyty ekspozycje na gaz i pozostaty na nosniku, % lub %LZSO

5.5. Metodyka szacowania toksycznosci i ekotoksycznosci preparatéw uzytkowych

Wyznaczenie  parametrow  granicznych  dla  wlasciwosci  toksykologicznych
i ekotoksykologicznych uzyskanych preparatow, dokonano na podstawie metod obliczeniowych
wyznaczenia klasyfikacji zgodnie z zaleceniami Rozporzgdzenia (WE) Nr 1272/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin —
Z p6zniejszymi zmianami (Rozporzadzenie Nr 1272/2008, 2008).

We wszystkich obliczeniach przyjeto catkowity stopien przereagowania substratow
i doskonalg stabilno$¢ produktow reakcji. W uktadach rzeczywistych ostateczne st¢zenia ClO-
(majacego decydujacy wplyw na klasyfikacje) sa nizsze niz obliczone. Niniejsze dziatanie miato

na celu rozpatrzenie najgorszego mozliwego przypadku.
5.5.1. Ocena toksycznosci ostrej

Toksyczno$¢ ostra ma miejsce, gdy niekorzystne skutki wystepuja po podaniu drogg
pokarmowg, Po naniesieniu na skore jednej lub Kilku dawek substancji bagdz mieszaniny substancji
W przeciagu 24 godzin, lub po narazeniu inhalacyjnym trwajacym 4 godziny. Preferowanym
gatunkiem zwierzat do badan toksycznosci ostrej w wyniku narazenia drogg pokarmowa i przez drogi
oddechowe jest szczur, natomiast do oceny toksycznosci ostrej po naniesieniu na skore
preferowanymi gatunkami sg szczur i krolik. W przypadku szacowania toksyczno$ci preparatow
wielosktadnikowych do oszacowania wartosci toksycznosci ostrej — ATE (ang. Acute Toxicity

Estimate) wykorzystuje sie warto$¢ dawki letalnej LDsy,.
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Klasyfikacj¢ mieszaniny wyznaczono na podstawie wartosci ATE stosujac tzw. regule
addytywnosci, oparta na znanej toksycznos$ci ostrej poszczegolnych sktadnikow w mieszaninie.
W tym celu:

e uwzgledniono sktadniki o znanej toksyczno$ci ostrej, ktére zaliczaja si¢ do dowolnej
kategorii toksycznosci ostrej;

e pominigto sktadniki, ktore przypuszczalnie nie s klasyfikowane ze wzgledu na toksycznos¢
ostra (np. woda);

e pominigto sktadniki, ktorych toksyczno$é ostra (LDsy) po wprowadzeniu do zotadka

lub w kontakcie ze skorg jest wyzsza niz 2000 T:—j m.c.

Oszacowano toksyczno$¢ ostra mieszaniny (ATE,,;,) odpowiednio dla drogi pokarmowej,

po naniesieniu na skor¢ oraz narazeniu inhalacyjnym z wykorzystaniem wzoru (Réwnanie 66):
100% Cto

= 66

ATE pix T ATE;, (66)

stad:
100%
ATEpx = ctz (67)
ZnATEto

gdzie:
ATE,,;, — 0szacowana toksyczno$¢ ostra mieszaniny, r:—j m.c. lub %
n — liczba sktadnikoéw mieszaniny powodujaca toksyczno$é ostra
Cro — stezenie masowe lub objetosciowe sktadnika powodujacego toksyczno$¢ ostrg w mieszaninie, %

ATE,, - toksyczno§¢ ostra sktadnika mieszaniny, —= m. c. lub =
to kg L

Na podstawie wartosci ATE,,;, przyporzadkowano otrzymane produkty do odpowiednich

kategorii klasyfikacji toksycznosci ostrej (wg Tabeli 15).
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Tabela 15. Kategorie klasyfikacji toksycznosci ostrej wg wartosci ATEmix dla poszczegolnych drog narazenia.

Droga narazenia

Kategoria klasyfikacji
toksycznosci ostrej ha
podstawie warto$ci ATE,,;

Pokarmowsa, 1:—; masy ciata

0 <Kategoria 1 <5
5 <Kategoria 2 < 50
50 < Kategoria 3 <300
300 < Kategoria 4 <2000

, m, .
Skorna, k—j masy ciata

0 <Kategoria 1 <50
50 < Kategoria 2 <200
200 < Kategoria 3 < 1000
1000 < Kategoria 4 <2000

Oddechowa, %

0,0 < Kategoria 1 <0,5

0,5 < Kategoria 2 <2,0
2,0 < Kategoria 3 < 10,0
10,0 < Kategoria 4 < 20,0

ATE,,;, — toksyczno$¢ ostra mieszaniny

5.5.2.  Ocena toksycznos$ci wobec Srodowiska wodnego

Ocena toksycznosci substancji lub mieszaniny wobec srodowiska wodnego dzieli sie

na dwie klasy zagrozenia:

e toksycznos$¢ ostra wobec srodowiska wodnego — substancja lub mieszanina sg szkodliwe

dla organizméw wodnych po krotkotrwatym narazeniu;

o toksyczno$¢ przewlekla wobec Srodowiska wodnego — t0 wlasciwos¢ substancji

lub mieszaniny do wywierania niekorzystnego wptywu na organizmy wodne w czasie

narazenia okreslanego w odniesieniu do cyklu zycia organizmu.

Kryteria klasyfikacji substancji w kategorii 1 toksycznosci ostrej okresla si¢ wylacznie

na podstawie danych dotyczacych toksycznos$ci ostrej dla srodowiska wodnego (LCsq lub ECsg)

Kryteria Kklasyfikacji substancji w kategoriach toksyczno$ci przewleklej tacza dwa rodzaje

informacji, tj. dane dotyczace toksycznosci ostrej dla srodowiska wodnego oraz dane dotyczace losu

srodowiskowego (dane dotyczace potencjatu do degradacji i bioakumulacji). System klasyfikacji

mieszanin obejmuje wszystkie kategorie klasyfikacyjne stosowane dla substancji, tj. toksycznosé¢

ostra i toksycznos¢ przewlekta w kategoriach 1-4. Istotne sktadniki mieszaniny to te, ktore:

e sa zaklasyfikowane do powodujacych toksycznos¢ ostra w kategorii 1

lub toksycznos¢ przewlekla w kategorii 1 i wystepuja w stezeniu wagowym

co najmniej 0,1% oraz
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e ktore sg zaklasyfikowane jako powodujace toksyczno$¢ przewlekta, kategoria 2-4
i wystepujg w stezeniu wagowym co najmniej 1%.
W przypadku sktadnikéw wysoce toksycznych, sktadnik wystepujacy w nizszym stezeniu moze
rowniez mie¢ znaczenie dla klasyfikacji mieszaniny ze wzglgdu na zagrozenie dla $rodowiska
wodnego. Dla ocenianych mieszanin zastosowano regute addytywnosci.
Mieszaning klasyfikuje si¢ w kategorii 1 toksycznosci ostrej, jezeli suma stgzen sktadnikow
mieszaniny zaklasyfikowanych w Kkategorii 1 toksyczno$ci ostrej, pomnozonych przez

odpowiadajace im wspdtczynniki M, jest rowna lub wyzsza niz 25% (Réwnanie 68):

Toksyczno$c ostra Kategoria 1 = Y,(Crp1 * M) = 25% (68)
gdzie:
n — liczba sktadnikow mieszaniny zaklasyfikowanych w kategorii 1 toksycznosci ostrej
Cro1  — stezenie skladnika zaklasyfikowanego w kategorii 1 toksycznosci ostrej , % wag.
M — wspodlczynnik stosowany w odniesieniu do substancji zaklasyfikowanej jako stwarzajaca zagrozenie

dla srodowiska wodnego w kategorii 1 toksycznosci ostrej oraz kategorii 1 toksycznosci przewlektej

Wspotezynnik M wyznacza sie dla substancji stwarzajacych zagrozenie dla srodowiska wodnego,
ktore zaklasyfikowano ze wzgledu na toksyczno$¢ ostrg w kategorii 1 oraz toksycznos$¢ przewlekta
w kategorii 1. Ze wzgledu na to, ze omawiane substancje przyczyniajg si¢ do toksycznoSci
mieszaniny nawet przy niskim stezeniu, nalezy przywiazywaé¢ do nich wigksza wage przy
klasyfikacji mieszanin za pomocg metody obliczeniowej. W Tabeli 16 przedstawiono regule
wyznaczania wspotczynnika M dla substancji. Jego warto$¢ zalezy od uzyskanej wartosci
toksycznosci ostrej (LCsy lub ECsg) lub przewlektej (NOEC) w stosunku do ryb, rozwielitek
(skorupiakéw) lub glonow (alg), przy czym zawsze bierze si¢ pod uwage najnizszg z dostepnych

warto$ci pomigdzy wymienionymi poziomami troficznymi (Rozporzadzenie Nr 1272/2008, 2008).
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Tabela 16. Zasada wyznaczenia wspotczynnika M

Toksycznos$¢ ostra Toksyczno$¢ przewlekta
- m Wspotczynnik M
Warto$¢ L(E)Cs, Tg Wspoleczynnik M Wartos¢ NOEC, Tg Sktadniki | Sktadniki

NRD RD

0,1 < L(E)C59 £ 1,0 1 0,01 < NOEC =01 1 -

0,01 < L(E)Cs9 £ 0,1 10 0,001 < NOEC <£0,01 10 1
0,001 < L(E)Cso < 0,01 100 0,0001 < NOEC <0,001 100 10

(itd. co 10) (itd. co 10)

LCs, — (lethal concentration) stezenie powodujace $mier¢ wérod 50% testowanych organizméw podczas okreslonego czasu
ekspozycji na substancje

ECs, — (effective concentration) stezenie powodujace unieruchmonienie 50% testowanych organizméw podczas
okreslonego czasu ekspozycji na substancje

NOEC — (no observed effects concentration) najwyzsze stezenie, dla ktorego nie wystepuje istotny wzrost czgstosci lub
nasilenia skutkow dziatania danej substancji u badanych organizmoéw w stosunku do probki kontrolnej

NRD — substancje nie ulegajace rozktadowi

RD — substancje ulegajace rozktadowi

Mieszaning klasyfikuje si¢ w kategorii 1 toksycznosci przewleklej, jezeli suma stezen
sktadnikow mieszaniny, zaklasyfikowanych do tej kategorii, pomnozonych przez odpowiadajace
im wspotczynniki M, jest rowna lub wyzsza niz 25%.

Jesli mieszaniny nie zaklasyfikowano w kategorii 1 toksyczno$ci przewleklej , rozwaza si¢
klasyfikacje w kategorii 2 toksyczno$ci przewleklej, ktora obliczono jako 10-krotng sume stezen
sktadnikow zaklasyfikowanych w kategorii 1 toksycznosci przewleklej, pomnozonych przez
odpowiadajace im wspdtczynniki M plus sume stezen sktadnikow zaklasyfikowanych w kategorii
przewlekltej 2. Gdy wynik jest wickszy badz rowny niz 25% mieszaning kwalifikuje si¢ w kategorii
2 toksycznosci przewleklej.

W przypadku gdy mieszaniny nie zaklasyfikowano w kategorii 1 lub 2 toksyczno$ci przewlektej,
rozwaza si¢ klasyfikacje mieszaniny w kategorii 3 toksycznosci przewlektej. Jezeli 100-krotna suma
stezen sktadnikow zaklasyfikowanych w kategorii 1 toksycznosci przewleklej, pomnozonych przez
odpowiadajgce im wspotczynniki M plus 10-krotna suma stezen sktadnikow zaklasyfikowanych
w kategorii 2 toksycznosci przewlektej plus suma stezen sktadnikow zaklasyfikowanych w kategorii
3 toksycznosci przewlektej jest wigksza badz rowna niz 25%, mieszaning klasyfikuje si¢ w kategorii
3 toksycznosci przewleklej.

Gdy mieszaniny nie zaklasyfikowano w zadnej z kategorii 1, 2 lub 3 toksycznosci przewlekte;j,
rozwaza si¢ klasyfikacje mieszaniny w kategorii 4 toksycznosci przewlektej. Mieszaning klasyfikuje
si¢ w tej kategorii, jezeli suma stezen sktadnikoéw zaklasyfikowanych w kategoriach 1-4 toksycznosci

przewlektej jest rowna lub wyzsza od 25% (Tabela 17).
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Tabela 17. Klasyfikacja mieszaniny dla toksycznosci przewleklej oparta na regule addytywnosci — sume
zaklasyfikowanych sktadnikow

Klasyfikacja mieszaniny Rownanie

Kategoria 1 toksycznosci Kp(1) = Z C M > 250
przewleklej p() ot * M= 25%

Kategoria 2 toksycznosci Kp(2) = Z 10 % Cppy * M +Z Conp = 25%
przewlektej n P n "

Kategoria 3 toksycznosci Kp(3) = Z 100 * Cpy * M + Z 10 * Cypy + Z Cps = 25%
przewlektej n n n

Kategoria 4 toksycznos$ci Kp(4) = Z Coi + Z Conr + Z Corn + Z Co, > 250
przewlek{ej p( ) n kp1 n kp2 n kp3 n kp4 = %

Kp(1 — 4) — kategoria 1-4 toksycznosci przewleklej; n — liczba sktadnikow mieszaniny z danej kategorii toksyczno$ci
przewleklej; Cypi_s — stezenie sktadnika mieszaniny z danej kategorii toksycznosci przewleklej; M — wspotczynnik
stosowany w odniesieniu do st¢zen substancji zaklasyfikowanej jako stwarzajaca zagrozenie dla sSrodowiska wodnego

5.6.Metodyka badan aplikacyjnych

Badania aplikacyjne prowadzono w czasie pandemii COVID 19, stad tez wynikat
ich szczegolny charakter. Personel medyczny jednostek ochrony zdrowia wielokrotnie sygnalizowat
niedostepnos¢ maseczek ochronnych o odpowiednio dobrych wlasciwosciach filtrujacych.
Wobec braku realnej mozliwosci petnego i szybkiego wyposazenia stuzb medycznych w $rodki
ochrony indywidualnej, oceniono mozliwos¢ sterylizacji maseczek ochronnych.

Czesty problem w pracowniach radiologicznych stanowi zapewnienie braku
zanieczyszczenia patogenami ochronnych fartuchoéw rentgenowskich, ktore ze wzgledu na swoja
konstrukcj¢ nie mogg by¢ prane.

W zwigzku z powyzszym zbadano skutecznos¢ dezynfekeji masek ochronnych i fartuchow
RTG za pomoca gazowego ClO,. Produktem stosowanym do badan dezynfekcji droga powietrzng
byt koncentrat dwusktadnikowy Armex 5 vH. Z wykorzystaniem spektroskopii fourierowskiej
w podczerwieni (FTIR) zbadano wplyw atmosfery ClO; na stabilno$¢ struktury chemicznej

materiatow, z ktorych wykonano $rodki ochrony osobistej (Rysunek 23).

Rysunek 23. Spektrometr FTIR z przystawkg ATR.
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5.6.1. Dezynfekcja masek ochronnych

Okreslono skutecznos¢ gazowego ClO; w stgzeniach 200-4000 ppm wag. wobec spor
Bacillus atrophaeus (ATCC 9372) umieszczonych na standardowych paskach wskaZznikowych
zawierajgcych 106 spor/pasek.

Procedura

Maseczki ochronne 5-warstwowe LXD-03V rozcicto na fragmenty o wymiarach 4 x 9 cm.
Pod druga — $rodkowa, a zatem najtrudniej dostepna warstwa, umieszczono paski wskaznikowe
ze sporami Bacillus atrophaeus (ATCC 9372). Krawedzie maski zabezpieczono, aby gaz penetrowat

jedynie przez poszczegolne warstwy maseczki (Rysunek 24).

A

e

Rysunek 24. A — maseczka LXD-03V poddana badaniu; B — fragment rozcigtej maseczki, w ktérej umieszczono koperte z
paskiem wskaznikowym; C — koperta z paskiem wskaznikowym zawierajgcym spory B. atrophaeus

Przygotowany materiat umieszczono w eksykatorze) aparatury badawczej zaprezentowanej
na Rysunku 25. Dodatkowo, w eksykatorze umieszczono paski wskaznikowe nieupakowane
W material maseczki oraz kwarcowa kuwete spektrofotometryczna, za pomoca ktorej dokonano

pomiaru zawartosci gazowego ClO, w ukladzie.

Rysunek 25. Uklad badawczy z eksykatorem peinigcy role komory dezynfekcyjnej. E — eksykator o poj. 11 L; P — pompa
powietrza; K — kolba z roztworem CIO2 o0 poj. 2 L

Do kolby (K) wprowadzano 100 mL roztworu CIO; 0 stezeniu odpowiadajacym 200, 500,
1000, 2000 i 4000 ppm wag. gazowego ClO,. Proces dezynfekcji prowadzono w ciemni przez 3 h
dla kazdego ze stezen. Fragmenty maseczek wraz z paskami wskaznikowymi pobierano z komory

doswiadczalnej co 1 h (w trzech powtdrzeniach). W tym czasie, komora dezynfekcyjna zostata
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przewietrzona, a w kolbie umieszczono nowy roztwor ClO2. Po kazdej godzinie procesu kuwetg
kwarcowa zabezpieczono korkiem. Zarejestrowano widmo gazu w zakresie 300-400 nm.
Sporzadzono roéwniez widma spektrofotometryczne roztworu z kolby przed i po procesie
dezynfekcji.

Po procesie dezynfekcji paski wskaznikowe przeniesiono, w warunkach sterylnych,
do pozywki sojowo-kazeinowej, zawierajacej wskaznik pH — purpurg¢ bromokrezolows.
Prébki inkubowano w temperaturze 37°C przez 7 dni. Po tym czasie oceniano zmian¢ zabarwienia

pozywki.

Oszacowanie stezenia gazowego ClO2 w uktadzie doswiadczalnym

Stezenie ClO, w fazie gazowej zostalo oszacowane na drodze bilansu masowego,
na podstawie spektrofotometrycznego oznaczenia ClO, w roztworze przed i po desorpcji wg pkt.
5.2.3. Stezenie poczatkowe x, oraz objetos¢ v, roztworu do wygenerowania gazowego CIlO;
0 stgzeniu y; obliczono wykorzystujac Réwnania 44-47 bilansu masowego (pkt. 5.2.2.). Objetos¢
wprowadzonego do uktadu roztworu ClO,, v, = 100 mL, natomiast obj¢tos¢ catkowita aparatury
badawczej, v, = 13 L.

Robocze roztwory wzorcowe o stezeniu poczatkowym x, odpowiadajacym zawartosci C10:
w powietrzu na poziomie 200-4000 ppm wag. przygotowano poprzez rozcienczenie podstawowego
roztworu wzorcowego przygotowanego wg pkt. 5.1.1.

Dokonano analizy porownawczej warto$ci stezen gazowego ClO2 uzyskanych na drodze
bezposredniego pomiaru spektrofotometrycznego probki do wartosci otrzymanych w wyniku analizy

bilansowej roztworu i wartosci zalozonych teoretycznie.

Badanie odpornosci chemicznej materiatu maseczek na oddziatywanie gazowego CIO-
Sporzadzono widma FTIR-ATR poszczegélnych warstw materiatu maseczki przed i po

oddziatywaniu gazowego ClO, w komorze dezynfekcyjnej, w stezeniu 4000 ppm wag. CIO; i czasie
3 h (Rysunek 26). Pomiary FTIR wykonano metoda powierzchniowa z wykorzystaniem przystawki
ATR. Parametry badania:

e detektor DTGS KBr

e dzielnik wigzki: KBr

e liczba skanow probki: 16

e liczba skanow tla: 16

o predkos¢ skanowania: 0,4747 =
S
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Rysunek 26. Warstwy maseczki ochronnej poddane badaniu FTIR. 1- warsta zewnetrzna maseczki; 5 — warstwa
wewnetrzna maseczki.

5.6.2. Dezynfekcja fartuchéw rentgenowskich

Do przeprowadzenia badan dezynfekcji fartuchow RTG gazowym CIO; zastosowano
metod¢ oznaczania z wykorzystaniem detektora PortSens 111 wg pkt. 5.2.2. Okres$lono skutecznosé¢
gazowego CIO; w stezeniach 200-1500 ppm wag. wobec spor Bacillus atrophaeus (ATCC 9372)
umieszczonych na standardowych paskach wskaznikowych zawierajacych 108 spor/pasek. Zbadano
odpornos¢ materiatu fartucha po ekspozycji na gazowy ClO2 w stezeniu 1500 ppm wag. ClO>

z wykorzystaniem spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni.

Procedura metody

Na fartuchu RTG rozmieszczono paski wskaznikowe zgodnie z Rysunkiem 27 Fartuch
umieszczono w komorze i prowadzono proces dezynfekcji w czasie 4 h w stezeniach 200, 500,
1000 oraz 1500 ppm wag. gazowego ClO,. Szacowanie stezenia C1O, w fazie gazowej na podstawie
bilansu masowego, jak rowniez porownanie wartosci do wskazan detektora, odbywaly sig¢
analogicznie jak w pkt. 5.2.2. Po zakonczeniu procesu dezynfekcji paski wskaznikowe, w warunkach
sterylnych, przeniesiono do probdéwek z pozywka sojowo-kazeinowsg zawierajacg purpure
bromokrezolowa, bedaca wskaznikiem pH. Probki inkubowano przez 7 dni w temperaturze 37°C.
Po tym czasie obserwowano zmiang barwy pozywki z fioletowej na stomkowa w przypadku rozwoju

mikroorganizméw w probce.
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1 = punkt umieszczenia testu
ikl ob olagicTnego

Rysunek 27. Sposéb rozmieszczenia wskaznikéw biologicznych na powierzchni fartucha.

Badanie odpornosci chemicznej materiatu fartuchow na oddziatywanie gazowego ClO;
Sporzadzono widma FTIR-ATR zewnetrznej warstwy materiatu fartucha RTG przed i po

oddziatywaniu gazowego CIO, w szafie dekontaminacyjnej w stezeniu 1500 ppm wag. CIO; i czasie
4 h. Badaniom poddano warstwe zewnetrzng fartucha, pozostajaca w bezposrednim kontakcie
z gazowym ClO. (Rysunek 28 warstwy 1 i 3). Pomiary FTIR wykonano metoda powierzchniowa
z wykorzystaniem przystawki ATR. Parametry badania:

e detektor DTGS KBr

e dzielnik wigzki: KBr

o liczba skanow probki: 16

e liczba skanow tla: 16

e predkos¢ skanowania: 0,4747 =
N
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Rysunek 28. Zdjecia fragmentu fartucha RTG z uwidocznionymi warstwami funkcjonalnymi
1,3 — poszycie tkaninowe; 2 — warstwy gumy olowiowej

5.7.Metodyka analiz statystycznych

5.7.1. Analiza spektrofotometryczna oznaczania ClO; w roztworach wodnych — pomiar

bezposredni

Molowy wspotczynnik absorpcji dla ClO, w roztworze oszacowano metodg najmniejszych

kwadratow. Przedziat ufnosci skonstruowano na podstawie Rownania 69:

& = ér i ta,N—Z * SE? (69)
gdzie:
& — estymator wartosci molowego wspotczynnika absorpcji, p——
&, — warto$¢ molowego wspotczynnika absorpcji wyznaczona z analizy regresji (wspotczynnik regresji
liniowej), op—

tan-z — statystyka o rozktadzie t-Studenta dla N-2 stopni swobody i poziomie istotnosci, a = 0,025

S — odchylenie standardowe wspotczynnika absorpcji wyznaczonego z analizy regres;ji,

T molxcm

Wartos$¢ sg obliczono z R6éwnania 70:

1 2?’:1(Ai - ér * Ci)z

T V2 s G- o o
gdzie:
N — liczba par zmierzonych wartosci absorbancji i stezenia
A; — warto$¢ absorbancji roztworu ClO», AU
C; — stezenie molowe ClO2 w roztworze, mTOI
C — $rednia arytmetyczna stezenia molowego ClO, w roztworze, mTOI
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Krzywa kalibracyjna, a wigc zalezno$¢ stezenia C10, w roztworach wodnych od absorbancji
wyznaczono metoda regresji liniowej. Granice przedzialu ufnosci omawianej krzywej

skonstruowano wg Rownania 71:

N , |1 (4; — A)?
W) = WA & tan-2* |5+ |5+ 57 ()
gdzie
w(4;) - warto$¢ oczekiwana stezenia ClO, dla absorbancji Ai, ppm
w(A4;) - warto$¢ stezenia C10; obliczona na podstawie krzywej kalibracyjnej, ppm
tan—2 — statystyka o rozktadzie t-Studenta o N-2 stopniach swobody i poziomie ufnosci, & = 0,025
A; — wartos$¢ absorbancji z szeregu przedzialu ufnosci, AU
A — $rednia arytmetyczna zmierzonych wartosci absorbancji, AU
Ay —wartos$¢ absorbancji z szeregu kalibracyjnego, AU
N — liczba par zmierzonych wartosci absorbancji i stezenia
s — wariancja reszt dana Réwnaniem 72:
1 N
53 = 55 ) [w(d) — PP (72
k=1
Btad wzgledny w przedmiotowym zakresie pomiarowym Wyznaczono wg Réwnania 73:
2 |1 (4; —A4)*
weay—wal Y [N LG
B WA 0% (73
5.7.2. Analiza spektrofotometryczna oznaczania gazowego ClO, w powietrzu
Na podstawie przeprowadzonej analizy regresji oszacowano warto$¢ molowego
wspoétczynnika absorpcji gazowego ClO- dla dtugosci fali A =351 nm. Sposdb konstrukciji
przedziatu ufnosci przedstawia Rownanie (74):
gg = &gt tan—2 * Sg; (74)
gdzie:
&g — estymator warto$ci molowego wspotczynnika absorpcji, ——
&g — warto$¢ molowego wspotczynnika absorpcji wyznaczona z analizy regresji (wspotczynnik regresji
liniowej), —_—

tan—2 — statystyka o rozkladzie t-Studenta dla N-2 stopni swobody i poziomie istotnosci, a = 0,025

Sz — odchylenie standardowe wspoétczynnika absorpcji wyznaczonego z analizy regresji,

g molxcm
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Warto$¢ sg obliczono z Réwnania 75:

2
S i : Z’iv=1£14i( C— (’?;qc’j)ii) (75)
=1 2
gdzie:
N — liczba par zmierzonych wartosci absorbancji i st¢zenia
A; — warto$¢ absorbancji fazy gazowej, AU
C; — stezenie molowe CIO; w fazie gazowej, mTOl
c — $rednia arytmetyczna stezenia molowego Cl1O, w fazie gazowej, mTOI

5.7.3. Analiza oznaczania gazowego ClO;, w powietrzu z wykorzystaniem detektora

Na podstawie odczytow stgzen C1O, w komorze dekontaminacyjnej co 15 min w czasie 4 h
wyznaczono $rednie stezenie gazu w uktadzie. Przedziat ufnosci wyznaczono zgodnie z Réwnaniem

76:

Cy=Cyttanr e (76)
gdzie:
Cy — estymator warto$ci stgzenia gazowego C10, w komorze dekontaminacyjnej, ppm wag.
C_'g — $rednia wartosc¢ stezenia gazowego ClO»

tan—1 — statystyka o rozkladzie t-Studenta dla N-1 stopni swobody i poziomie istotnosci, & = 0,025

s¢, — odchylenie standardowe $redniej wartosci stezenia gazowego ClO2, ppm wag.

2(Cgi—Cy)?
= W

Wartos¢ s¢,obliczono z Rownania 77:

gdzie:
Cyi — warto$¢ stezenia gazowego CIO;
N — ilo$¢ pomiardéw stgzenia

Wspotczynnik zmiennosci CV wyznaczono z wykorzystaniem Rownania 78:

CV =22« 100% (78)
Cc

g

Analogicznych obliczen statystycznych dokonano wyznaczajac warto$ci stezen gazowego ClO2 na

podstawie bilansu masowego.
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5.7.4. Badania preparatywne

Oznaczanie suchej masy
Za wynik koncowy oOznaczania suchej masy przyjeto s$rednig arytmetyczng z trzech

powtorzen.

Oznaczanie pH w roztworach wodnych
Za wynik koncowy przyjeto S$rednig arytmetyczng dwoch kolejnych oznaczen pH,

wykonanych na jednym pH-metrze z r6znica nie wigkszg niz 0,1 jednostki pH.

Oznaczenie liczby kwasowej
Za wynik koncowy oznaczenia liczby kwasowe] przyjeto $rednig arytmetyczng z trzech

powtorzen.

Oznaczanie zawartosci chlorynu sodu
Za wynik koncowy oznaczania zawartosci NaClO> przyjeto §rednig arytmetyczng z dwoch

oznaczen nie roznigcych si¢ miedzy soba o wigcej niz 5%.

Oznaczanie zawartosci ditlenku chloru
Za wynik koncowy oznaczenia zawartosci ClO; przyjeto $rednig arytmetyczng z dwoéch

oznaczen nie roznigcych si¢ miedzy sobg o wigcej niz 10%.

Oznaczenie zdolnosci pienigcej
Wysokos¢ stupa piany okreslono jako $rednia arytmetyczng z co najmniej dwoch

rownoleglych oznaczen, ktorych roznica nie przekraczata 2 cm.

Ocena zdolnosci emulgowania tHuszczu
Za wynik koncowy zdolnosci emulgowania tlhuszczu przyjeto Srednia arytmetyczng

z co najmniej dwoch wynikow nie rdéznigcych si¢ migdzy sobg o wigcej niz 5%.

Oznaczenie lepkosci zeli z wykorzystaniem wiskozymetru kapilarnego Ubbelohde’a
Za wyniki koncowy oznaczenia lepkosci kinematycznej przyjeto $rednig artmetyczng

Z co najmniej dwoc wynikow nie roznigcych si¢ migdzy soba o wigcej niz 5%.
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6. Wyniki
6.1. Oznaczanie woltamperometryczne z wykorzystaniem jodometrii

W Tabeli 18 przedstawiono wyniki analiz st¢zenia poszczegoélnych form chloru w 12
roztworach uzyskanych przez 1000-krotne rozcienczenie podstawowego roztworu wzorcowego.
Uzyskano wyniki zgodne z zalozeniami stechiometrycznymi. Podstawowy roztwor wzorcowy
charakteryzowat si¢ zatem stezeniem 1502 + 24,4 ppm wag. ClO,. Na podstawie otrzymanych
wynikow wg metody woltamperometrycznej, przygotowano seri¢ roztworow kalibracyjnych, celem
wyznaczenia krzywej kalibracyjnej i molowego wspotczynnika absorpcji dla ClO, w metodzie

spektrofotometrycznej przez pomiar bezposredni.

Tabela 18. St¢zenia jonow CIO2 oraz ClO2 w roztworach wzorcowych uzyskanych przez 1000-krotne rozciernczenie
podstawowego roztworu wzorcowego.

Lp Clos, Clo,,
ppm wag ppm wag.
1 0,000 1,480
2 0,000 1,500
3 0,000 1,512
4 0,000 1,486
5 0,000 1,482
6 0,000 1,538
7 0,000 1,479
8 0,000 1,552
9 0,000 1,528
10 0,000 1,498
11 0,000 1,490
12 0,000 1,490

Omawiana metoda pozwolita z duza doktadnoscia okre$li¢ réwniez stezenie NaClO-
w roztworze. Dla przygotowanego roztworu zawierajacego 0,25% tj. 2500 ppm wag. NaClO,
rozcienczonego 1000 razy, zawarto$¢ jonow ClO; oznaczono na poziomie 1,9 ppm wag.,
co w przeliczeniu na NaClO, daje warto$¢ 2,5 ppm wag. Duza doktadno$¢ wyniku pozwolita uzyskac¢
pewno$¢, iz w podstawowym roztworze wzorcowym rzeczywiscie doszto do catkowitego
przereagowania NaClOs.

Rysunki 29 i 30 przedstawiajg procent odzysku CIO, w obecnosci interferentow
tj. surfaktantow w prekursorach i aktywatorach produktow oraz przyspieszaczy aktywacji
w aktywatorach produktow. Stopnie odzysku dla CIO; w obecno$ci zwigzkéw powierzchniowo
czynnych na poziomie < 0,002% (rozcienczenie R=1000) wynosity >90%. Dla wyzszych stezen

surfaktantéw, uzyskano mniejsze stopnie odzysku ClO2, ktore szczegolnie w przypadku N-tlenku
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C12-14 alkilodimetyloaminy oraz kokamidopropylobetainy wahaja si¢ w szerokim zakresie 4-102%
(Rysunek 29).

Stopien odzysku ClO2 w obecnosci przyspieszacza aktywacji 2 wynosit >95% i nie zalezat
od stezenia. Przyspieszacz aktywacji 1 w duzym stopniu wptywat na oznaczenie zawartosci Cl1O.

Dla stgzenia 0,005% w uktadzie stopien odzysku wynosit tylko 54% (Rysunek 30).

120,00%

100,00% A

80,00% A
W 0,02% (R=100)
60,00% A
m 0,004% (R=500)
40,00% 0,002% (R=1000)
’ o 7
20,00% A
0,00% -

Rysunek 29. Procent odzysku ClO; oznaczonego metodq woltamperometryczng w obecnosci surfaktantow: 1- N-tlenek
C12-14 alkilodimetyloamina; 2- Kokamidopropylobetaina; 3- Alkohol C9-11 etoksylowany; 4- Drugorzedowa sol sodowa
alkanosulfonianu C14-17; 5- S6l sodowa kwasu alkilobenzenosulfonowego C10-13. R — rozciericzenie.

Rec, %

120,00%

100,00% A

80,00% A

m 0,005% (R=100)
60,00% A

Rec [%]

m 0,001% (R=500)

0,0005% (R=1000)
40,00% -

20,00% A

0,00% -
Przyspieszacz aktywacji 1  Przyspieszacz akywacji 2

Rysunek 30. Procent odzysku CIO2 oznaczonego metodg woltamperometryczng w obecnosci przyspieszaczy aktywacji. R
— rozcienczenie.

Metoda miareczkowania woltamperometrycznego mianowania podstawowego roztworu
wzorcowego ClO; stanowita bezwzglgdng metodg odniesienia, na podstawie ktorej zdefiniowano
charakterystyke kalibracyjng w metodzie spektrofotometrycznej przez pomiar bezposredni (w pkt
6.2).
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Jednak uzyskane wyniki wptywu interferentdéw na oznaczalno$¢ zawartosci ClO> eliminuja metode
woltampermetryczng w oznaczaniu produktéw myjaco-dezynfekujacych, ktére oprocz ClO;
zawierajg bogata matryce organiczng. Tlenki, aminy, alkohole, sole sodowe itp. moga tworzy¢

uktady redoks, zaktdcajace reakcje analityczne wykorzystywane w tej metodzie.

6.2. Oznaczanie spektrofotometryczne ClO2 w roztworach wodnych — pomiar

bezpoSredni

Charakterystyke kalibracyjng okre§lono poprzez wyznaczenie zaleznoSci absorbancji
roztworu ClO- od st¢zenia. Ste¢zenie obliczono na podstawie wyniku analizy woltamperometrycznej
(pkt. 6.1) stanowiacej bezwzgledng metod¢ odniesienia. Wykres zaleznosci absorbancji od st¢zenia
ClO2 w roztworze przedstawiono na Rysunku 31. Molowy wspotczynnik absorpcji przy dhugosci fali

358,5 nm, bedacy jednoczesnie wspdtczynnikiem regresji liniowe] oszacowanym metoda

najmniejszych kwadratow, wynosi €, = 1288 + 16,9 Mfc —

1

0,9 A
0,8 y =1288,3x
R?=0,9999

- 0,7 -
<
< 0,6 -
g
S 05 A
2
S04

Ne)

< 0,3 A
0,2 A
0,1 A

O T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008

C, mol/L

Rysunek 31. Krzywa zaleznosci absorbancji od stezenia serii roztworow ClOa.

Graficzny obraz zalezno$ci stgzenia ClO2 od absorbancji w roztworach wodnych, wraz
z granicami przedzialu ufnosci dla krzywej uzyskanej metoda regresji liniowej, przedstawiono
na Rysunku 32.
Minimalny przedzial btedu wzglednego § (1,40-1,44%) wystepuje w przedziale absorbancji 0,6 —
0,8, co odpowiada stgzeniom 30-40 ppm wag. ClO,. Dla st¢zen ponizej 5 ppm wag. szacowany btad
wzgledny moze przekroczy¢ 10%.
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Rysunek 32. Krzywa kalibracyjna spektrofotometrycznej metody oznaczania CIO2 w roztworach wodnych poprzez
pomiar bezposredni przy A= 358,5 nm.

Rysunki 33 i 34. przedstawiaja widma UV dla czystego roztworu ClO; o stezeniu 50 ppm
wag. oraz 1% roztworow surfaktantow i 1% roztworéw zwigzkOw majacych za zadanie
przyspieszenie aktywacji ClO,. Cechg charakterystyczng widma ClO2 w roztworze, jest jego
oscylacyjna struktura, uwidoczniona serig lokalnych maksiméw absorpcji. Matryca organiczna nie

wykazuje interferencji dla CIO, w maksimum jego absorbancji tj. przy 358,5 nm.

Absorbancja, AU
=

200 250 300 350 400

A, nm

e R-r ClI02 50 ppm

e N-tlenek C12-14 alkilodimetyloamina

Kokamidopropylobetaina

Alkohol C9-C11 etoksylowany

Drugorzedowa so6l sodowa alkanosulfonianu C14-17

Sél sodowa kwasu alkilobenzenosulfonowego C10-13

Rysunek 33. Widma absorpcyjne UV czystego roztworu ClO; oraz 1% roztwordw przyktadowych surfaktantéw.
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Absorbancja, AU
=

0,8 4
0,6 -
0,4 4
0,2 1 \/
0 . . . i
200 250 300 350 400

A, N

= R-r CIO2 50 ppm
Przyspieszacz aktywacji 1
Przyspieszacz aktywacji 2

Rysunek 34. Widma absorpcyjne UV wodnego roztworu ClOz oraz 1% roztworéw przyktadowych przyspieszaczy
aktywacji.

Wyniki oznaczania zawartosci ClO, metodg spektrofotometryczng przez pomiar
bezposredni, zarowno w kontekscie liniowos$ci, jak rowniez doktadno$ci i precyzji sa wysoce
zadowalajace. Brak wplywu matrycy organicznej na oznaczalno$¢ zawartosci ClO, pozwala
na zastosowanie metody w odniesieniu do utworzonych produktow myjaco-dezynfekujacych.

Podsumowujgc, na podstawie wynikéw analiz woltamperometrycznych roboczych
roztwordw wzorcowych, uzyskanych przez rozcienczenie podstawowego roztworu wzorcowego
ClO2. wyznaczono krzywa kalibracyjng oznaczania ClO, w metodzie spektrofotometrycznej. Jednak
metoda woltamperometryczna nie moze by¢ zastosowana w badaniach produktow zawierajacych
matryce organiczng. Do tego celu, idealnie natomiast nadaje si¢ metoda spektrofotometryczna,
w ktorej obecnos¢ dodatkowych substancji organicznych w uktadzie nie wptywa na oznaczalno$é
ClO,. Zatem, potaczenie obu technik pozwala na oznaczanie ClO, w uktadach innych niz woda,

w tym wypadku w preparatach myjaco — dezynfekujacych.
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6.3. Oznaczanie spektrofotometryczne CIO2 w roztworach wodnych — barwniki
spektrofotometryczne

Wykazano  stabilno$¢  probek  analitycznych, dla poszczegolnych — barwnikoéw
spektrofotometrycznych. Wyznaczono zaleznos$¢ stgzenia ClO, od absorbancji wraz z granicami
przedziatu ufnosci i warto$ciami btedu wzglednego. Wartosci LOD i LOQ w Zzadnej z metod nie byty
wigksze niz 0,2 ppm wag. ClO, Miara precyzji, a tym samym zrdznicowania uktadu byt
wspotczynnik zmiennosci (CV). Dla metody z wykorzystaniem AM i CPR nie przekroczyt on 1%,
dla metody z wykorzystaniem LGB — 2%. Znaczny wplyw interferentow, tj. przykltadowych
surfaktantow i przyspieszaczy aktywacji, a takze NaClO, na oznaczalno$¢ ClO; wyeliminowat
metody wykorzystujace barwniki spektrofotometryczne do badania produktow z bogata matryca
organiczng. Podobnie jak w przypadku metody woltamperometrycznej, szereg ztozonych uktadow
redoks zaktocil reakcje wiasciwe z barwnikami spektrofotometrycznymi. W zwiazku z tym, ze
metody analityczne z wykorzystaniem barwnikow AM, CPR oraz LGB nie postuzyty do oznaczania
zawarto$ci ClO; w produktach, zdecydowano si¢ nie umieszczaé szczegdtowej metodyki
oraz wynikow w czgsci wlasciwej pracy.

Szczegbdlowy opis wynikoéw badan zamieszczono na ptycie CD w Zalaczniku 1.
6.4. Oznaczanie spektrofotometryczne gazowego CIO2 w powietrzu

Rysunek 35 przedstawia wykres bilansu masowego desorpcji CIO, w postaci krzywej
zaleznosci stezenia Cl1O2 W roztworze po desorpcji (x) od stezenia poczatkowego (x;). Linia ciagta
odpowiada charakterystyce rownowagi gaz-ciecz wynikajacej z prawa Henry’ego. Uzyskane krzywe
empiryczne oznaczono linig przerywang: czerwona — wg modelu eksponencjalnego, niebieska —

wg modelu liniowego.
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Rysunek 35. Wykres zaleznosci stezenia ClIO2 w roztworze wodnym po desorpcji ClOz od stezenia poczgtkowego CIO:z.

Linia ciggla: zaleznos¢ wynikajgca z prawa Henry 'ego; linie przerywane: modele krzywych doswiadczalnych, punkty —
wartosci oznaczone spektrofotometrycznie.

Dla niskich stgzen poczatkowych ClOy, tj. w obszarze 0-200 ppm wag. stezenie w roztworze
po desorpcji jest zbiezne z przebiegiem krzywej rownowagi, Powyzej stgzenia poczatkowego 200
ppm obserwowany jest nieliniowy, dodatni wzrost odchylenia krzywych empirycznych od prawa
Henry’ego. Dodatni charakter odchylenia wskazuje na wyzsze stezenie C102 W roztworze wodnym
w stosunku do przewidywanego przez prawo Henry’ego. Mozliwa przyczyna obserwowanego
odchylenia jest niedostatecznie dtugi czas desorpcji (15 min).

Rysunek 36 przedstawia wykres krzywych zaleznosci stezenia C10, w fazie gazowej (y) od
stezenia ClO, w fazie cieklej, wyznaczonego na podstawie bilansu masowego w fazie cieklej przed
i po desorpcji. Wykres przedstawia nastepujace zaleznosci:

e krzywa 1 — charakterystyka rownowagi gaz-ciecz dla uktadu ClO,-woda wyznaczona
z prawa Henry’ego

o krzywa 2 — krzywa zalezno$ci st¢zenia ClO, w fazie gazowej obliczona z ogdlnego
réwnania bilansowego, gdzie warto$¢ przyrostu stezenia Ax; Wyznaczono z wykorzystaniem
modelu liniowego,

o krzywa 3 — krzywa zalezno$ci st¢zenia ClO, w fazie gazowej obliczona z ogdlnego
réwnania bilansowego, gdzie warto$¢ przyrostu stezenia Ax; Wyznaczono z wykorzystaniem
modelu eksponencjalnego,

e punkty — obrazujagce zaleznos$¢ stezenia ClO, w fazie gazowej obliczonego na podstawie

warto$ci stezen xg, x; 0znaczonych spektrofotometrycznie
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Rysunek 36. Wykres zaleznosci bilansowego stezenia ClO2 w fazie gazowej od stgzenia ClO2 w fazie cieklej (opis
krzywych w tekscie).

Charakterystyka poszczegdlnych krzywych i punktow do$§wiadczalnych przedstawiona jest w Tabeli
19.
Tabela 19. Charakterystyka krzywych przedstawionych na Rysunku 36.

Réwnanie krzywej R?
Krzywa 1 y=355x*x 1,000
Krzywa 2 y = 21,846 x x 1,000
Krzywa 3 _ [ ( X ) _ ] 1,000
y = 92,59 % |2085,91n 12816 +1)—x

Punkty doswiadczalne y =21,878 xx 0,972
(model liniowy)

Punkty do$wiadczalne y = 92,59 « [2085,9 ln( n 1) _ x] 1,000

L 1481,6
(model nieliniowy)

Przebieg zmiennosci krzywych zalezno$ci stezenia C1O, w fazie gazowej od st¢zenia w fazie
ciektej w stanie bliskim rownowagi, zalezy od przyjetego sposobu szacowania ubytku ClO>
w roztworze przed i po desorpcji. Zastosowanie aproksymacji liniowej prowadzi do uzyskania
krzywej 2. Wspotczynnik nachylenia zostat oszacowany na podstawie wspotczynnika regresji
zalezno$ci stezenia ClO; w roztworze po desorpcji od stezenia poczatkowego (Rysunek 36).
Jednoczesnie, odpowiada on wartosci wspotczynnika regresji liniowej zalezno$ci empirycznej —
krzywa 2 pokrywa si¢ zatem z krzywa regresji liniowej punktow oznaczonych kolorem zielonym.

Wspolczynnik determinacji liniowej R? bedacy miarg dopasowania warto$ci empirycznych
od linii regresji, wskazuje na znaczacy btad aproksymacji w przypadku zastosowania modelu
liniowego. Adekwatnhym modelem opisujacym przebieg zaleznosci bilansowych stezen C1O, w fazie

gazowej od stezenia ClO; w fazie cieklej, bedzie model nieliniowy opisany krzywg 3. Uzyskane
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roOwnanie krzywej jest tozsame z rownaniem krzywej regresji nieliniowej aproksymujacej zalezno$¢
empiryczng dang wektorem punktéw oznaczonych kolorem zielonym.
Podobnie jak w przypadku zalezno$ci stezenia ClO, w roztworze po desorpcji od stezenia
poczatkowego (Rysunek 36) w przypadku przebiegu zaleznosci danej krzywa 3 obserwowany
jest obszar zgodnosci z prawem Henry’ego w zakresie 0-100 ppm wag. Powyzej tego zakresu
obserwowane jest odchylenie zwigzane z pozostawaniem ClO, w roztworze wodnym.

Ze wzgledow czysto praktycznych, prostoty rozwigzania oraz satysfakcjonujacych wynikow

do celow analitycznych, w dalszych obliczeniach przyjeto krzywa regresji wg modelu liniowego.

Badania fazy gazowej

Na Rysunku 37 przedstawiono widma UV ditlenku chloru fazy gazowej nad roztworem
W stanie bliskim rownowagi. Przebieg i ksztalt uzyskanych widm jest specyficzny dla gazowego
ClO: i odpowiada opisom widm elektronowych zawartym w literaturze naukowej (Esposito, et al.,
1999). Maksimum absorpcji dla gazowego CIO; zaobserwowano przy dtugosci fali Amax = 351 nm,
Znamienng cechg widma absorpcyjnego jest oscylacyjno — rotacyjna struktura elektronowa pasma
absorpcji w zakresie 270 — 480 nm. Omawiana struktura jest obserwowana w postaci

charakterystycznych zygzakow, tj. serii lokalnych maksimow absorpcji.

0,7
x(0)=630 ppm ClO2
0,6 A
x(0)=459 ppm Cl0O2
0,5 4 x(0)=309 ppm ClO2
)
< x(0)=147 ppm CIO2
S04 - ‘
(&)
C
3
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(%]
<
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Rysunek 37. Widma UV fazy gazowej nad roztworami ClOz.

Na Rysunku (38) przedstawiono krzywe zaleznosci zmierzonej absorbancji fazy gazowe;j
nad roztworem, zawierajacej zdesorbowany gazowy ditlenek chloru od stezenia poczatkowego oraz
koncowego w roztworze (po desorpcji i osiagnigciu stanu bliskiego rownowagi). Obie zaleznosci
aproksymowano modelem prostoliniowym, przechodzacym przez poczatek uktadu wspotrzednych,
ze wspolczynnikiem korelacji bliskim jednosci (0,998-0,999). Liniowy charakter zaleznosci

absorbancji od st¢zenia poczatkowego i koncowego, a tym samym rdznicy obu stezen,
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determinujacej bilansowe stezenia ClO, w fazie gazowej, sugeruje zgodno§¢ z prawem Beera

wlasciwosci spektrofotometrycznych fazy gazowej w rownowadze z roztworem.
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Rysunek 38. Krzywe zaleznosci absorbancji fazy gazowej nad roztworem ClO2 (A = 351 nm) od stezenia poczgtkowego
oraz koncowego CIlO2

Krzywg zaleznos$ci absorbancji fazy gazowej nad roztworem ClO; w stanie bliskim
rownowagi od bilansowego stezenia ClO, w fazie gazowej przedstawiono na Rysunku (39).
Zaleznos$¢ absorbancji fazy gazowej od stezenia zawartego w niej ditlenku chloru wykazuje cechy
funkcji prostoliniowej zgodnie z prawem Beera. Na podstawie przeprowadzonej analizy regresji

oszacowano warto$¢ molowego wspétczynnika absorpcji gazowego ClO; dla dlugosci fali A = 351

L).

molxcm

nm, ktora wyniosta £, = 2432 #33,4

0,6

0,5 - y = 2431,8x
R?=0,9992 .-

o
>
1

Absorbancja, AU
o
w

0 e : : :
0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020

C, mol/L

Rysunek 39. . Krzywa zaleznosci absorbancji fazy gazowej nad roztworem CIO2 (4 = 351 nm) od bilansowego stezenia
ClO2w fazie gazowej.

Molowy wspolczynnik absorpcji €5 wyznaczono dla 3 przypadkéow do$wiadczalnych.

Parametrami zmiennymi byty: dlugos¢ drogi optycznej, czas ustalenia roéwnowagi Ciecz-gaz,
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oraz objetos¢ fazy ciektej i gazowej (Tabela 20). Niniejszy rozdziat przedstawia doktadne omowienie
wynikéw dla przypadku nr 1. Dla pozostatych, procedura obliczeniowa byla analogiczna jak

dla przypadku nr 1.

Tabela 20. Parametry zmienne oraz wartos¢ molowego wspolczynnika absorpcji dla trzech przypadkow
doswiadczalnych.

Lp I1 cm t’ min Vr’ mL Vg! mL Sg- moll;cm
10 0,50 4,50 2430 + 140
15 0,25 4,75 2520+ 210
10 15 5,00 22,00 2500 + 480

I.p. — nr prébki; | — droga optyczna pomiaru spektrofotometrycznego; t — czas ustalenia rOwnowagi ciecz-gaz; vr — obj¢tosé
fazy ciektej; vg — objetos¢ fazy gazowej

W Tabeli 21 przedstawiono poréownanie wartosci przekroju czynnego czasteczki ClO:
obliczonych na podstawie przeprowadzonych pomiarow, z warto$ciami przytoczonymi w literaturze
(Wahner, et al., 1987; Kromminga, et al., 2003; Arango, et al., 2014). Przytoczone wartosci dotycza
pomiaru absorbancji piku zwigzanego z drganiami rozciagajacymi symetrycznymi wigzan C1-O

dla przejscia wibronicznego v, ., (Richard & Vaida, 1991), ktéremu odpowiada diugo$¢ fali 351

11,0,
nm. Uzyskane w niniejszej pracy wartosci przekroju czynnego sa zblizone do wartos$ci bedacych

rezultatem badan.

Tabela 21. Poréwnanie otrzymanej wartosci przekroju czynnego ClOz z wartosciami przedstawionymi w literaturze.

o-10"Y, cm? A, nm Zrodlo
1,27 £ 0,04 351,3 (Wahner, et al., 1987)
1,19+0,1 351,5 (Kromminga, et al., 2003)
0,839 351,0 (Arango, et al., 2014)
0,93 £ 0,05
0,97 £ 0,08 351,0 niniejsza praca
0,97 +0,18
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6.5. Oznaczanie gazowego ClO2 w powietrzu z wykorzystaniem detektora

Na podstawie zatozonych stezen ClO, w powietrzu y; oraz obliczen bilansu masowego
w komorze dekontaminacyjnej, okreslono objg¢tos¢ v, oraz stezenie poczatkowe x, roztworu
wprowadzanego do uktadu (Rysunek 40). Obje¢tosci roztworow v, wynosity 200-300 mL (wartosci
empiryczne zaznaczono niebieskimi punktami), co odpowiadato ich stezeniom poczatkowym x, na

poziomie 1200-4000 ppm wag.

20000
18000
200 pm wag.
16000 -
=500 ppm wag.
14000 4 °p &
%"12000 ] 750 ppm wag.
§_10000 . 1000 ppm wag.
Q.
< 8000 -
x
6000 -
4000 4
L
2000 4
0 T T T T T T T T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Vr, mL

Rysunek 40. Wykres zaleznosci stezenia poczqgtkowego roztworu od jego objetosci oraz stezenia rownowagowego ClO2 W
fazie gazowej, yi = 200; 500; 750 oraz 1000 ppm wag. ClOx.

Pomiarow stezenia ClO, w powietrzu dokonywano za pomocg detektora PortaSens IIT co
15 min przez 4 h. W tym czasie nie zaobserwowano znaczacych spadkow stezenia C10, w komorze
dekontaminacyjnej. Wykres zaleznos$ci stezenia ClO, od czasu przedstawiono na Rysunku 41
Wspodtczynnik zmiennos$ci CV, bedacy miara zréznicowania st¢zenia w czasie, dla zadnego

przypadku nie przekroczyt 5%.
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Rysunek 41. Wykres zaleznosci stezenia gazowego ClO2 (odczyt z detektora PortaSens I11) w komorze dekontaminacyjnej

od czasu.

Porownano wartosci st¢zenia gazowego ClO2 bedacych wskazaniem detektora do warto$ci

zatozonych teoretycznie i wyznaczonych na drodze bilansu masowego poprzez pomiar

spektrofotometryczny stezenia poczatkowego i koncowego roztworu (Rysunek 42). Nie uzyskano

znaczacych roznic pomigdzy wartoSciami empirycznymi, a teoretycznymi. Stosunek stezen

uzyskanych z bilansu masowego i teoretycznych miescit si¢ w przedziale 0,91-0,97, za$ stosunek

stezen zmierzonych detektorem i teoretycznych w przedziale 0,93-0,96. Wsp6tczynniki zmiennoS$ci

CV dla wszystkich pomiaréw empirycznych nie przekroczyty 5%.
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Rysunek 42. Poréwnanie wartosci stezeri gazowego ClO2 w komorze dekontaminacyjnej uzyskanych empirycznie i

zalozonych teoretycznie.
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6.6. Badania preparatywne

Prace rozpoczeto od doboru surfaktantéw w formulacjach. Obserwowano wizualnie
stabilno$¢ zwigzkéw W obecnosci NaClO, (pH zasadowego) oraz kwasu cytrynowego
(pH kwasowego). Za stabilng probke uznano postaé¢ klarowna, bez oznak opalizacji, zmetnienia,
wytracania osadu, czy rozdziatu. Surfaktanty niejednokrotnie wykazuja niestabilnos¢ w silnie
zasadowych i kwasowych srodowiskach, co w kontek$cie tworzenia formulacji jest cechg
niekorzystng. W Tabeli 22 przedstawiono wyniki stabilnosci dla przyktadowych surfaktantow
(nie wszystkich przebadanych). W nastgpnym kroku dokonano aktywacji poprzez zmieszanie
w stosunku (1:1) wybranych stabilnych roztworéw prekursora i aktywatora wraz z surfaktantami.
Dla stabilnych mieszanin zbadano wskaznik trwatosci piany oraz zdolnos¢ emulgowania.
Wyniki szczegdtowe, dotyczace stabilnych par zwigzkow powierzchniowo czynnych nie zostaty

zamieszczone W rozprawie.

Tabela 22. Stabilnos¢ wybranych surfaktantéw w srodowisku NaClO» oraz kwasu cytrynowego.

Stabilnos¢ w

Lp. su?fgﬁtzg tu Nazwa chemiczna surfaktantu Stab1(1)1’1é)0é/f :lva%ligcznom obecnosci 5% kwasu
cytrynowego
1 niejonowy  Polisorbat 80 niestabilna -
2 niejonowy  Alkohol C12-14 etoksylowany niestabilna -
3 niejonowy  Alkohol C9-11 etoksylowany niestabilna Stabilna
4 niejonowy  Alkohol C12-15 etoksylowany niestabilna -
5 kationowy  Chlorek didecylodimetyloamoniowy - Stabilna
6 anionowy S6l sodowa siarczanowanego stabilna )
alkoholu laurylowego
7 anionowy  Soél sodowa sarkozynianu niestabilna -
8 anonowy e onianiu C14.17 stabilna -
9 anionowy Sél. sodowa kwasu stabilna -
alkilobenzenosulfonowego C10-13
10 anionowy  Kwas dodecylobenzenosulfonowy - Stabilna

Z mysla o sporzadzeniu preparatu zelowego, analogicznych badan stabilnosci dokonano
dla dostepnych zagestnikow. Przyktadowe wyniki (nie dla wszystkich przebadanych zagestnikow)
zaprezentowano w Tabeli 23 Napotkano na duze trudno$ci W doborze substancji zageszczajacych,
co moglo wynika¢ z faktu, iz sg one stabilne w stosunkowo waskich zakresach pH.
Dla dwusktadnikowego zelu, gdzie prekursor charakteryzuje sie pH zasadowym, a aktywator pH
kwasowym znalezienie odpowiednich zagestnikow, ktore dodatkowo beda stabilne po aktywacji

stato si¢ sporym wyzwaniem. Ostatecznie wytypowano odpowiednio stabilne zagestniki.
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Tabela 23. Stabilnos¢ wybranych zagestnikow w srodowisku NaClO2 oraz kwasu cytrynowego.

Stabilnos¢ w Stabilnos¢ w
Lp. Nazwa zagestnika Typ zagestnika obecnosci 0,6% obecnosci 5%
NaClO2 kwasu cytrynowego
1 CELULOSIZE QP 100 MH hydroksyetyloceluloza niestabilna Niestabilna
2 METHOCEL 311 hydroksypropylometyloceluloza niestabilna Niestabilna
3 ACUSOL 880 hydrofobowy niejonowy poliol niestabilna Niestabilna
4 CRYSTASENSE HP5 polimer amidowy niestabilna Niestabilna
5 METHOCEL F50 hydroksypropylometyloceluloza niestabilna Niestabilna
6 ALGINIAN SODU s6l sodowa kwasu alginowego niestabilna Niestabilna
7 ETHOMENN C/12 bis(2-hydroksyetylo)kokamina - Stabilna
g CECAIJEL 210 etoksylat aminy thuszczowe;j - Stabilna

Prace zwigzane z ustaleniem skladu aktywatorow sa najwazniejszym etapem badan
preparatywnych. Dobor kwasow i przyspieszaczy aktywacji tak, aby w Kontrolowany sposob
uzyskiwaé zatozone stezenia ClO; w czasie, jest zagadnieniem trudnym i zajmuje sztandarowsg
pozycje w know-how technologii wytwarzania omawianych preparatow. Szczegolowy sktad
preparatow uzytkowych jest wlasnoscig firmy MEXEO i nie zostanie przedstawiony w rozprawie
doktorskiej.

Ostatnim etapem badan preparatywnych bylo przeprowadzenie testow starzeniowych,
ktorym poddano stabilne formulacje zawierajace kompletng matryce organiczng (jezeli preparat
ja zawieral). Badano parametry fizykochemiczne aktywnych i nieaktywnych form, w czasie do 8-24
miesiecy W zaleznosci od produktu. Na podstawie oceny przeprowadzonych analiz ustalono terminy
waznosci: 6 miesiecy dla Armexu 2000 Ultraczystego i 12 miesiecy dla pozostatych 4 produktow.
W wyznaczonym czasie nie zaobserwowano znaczacych roznic w parametrach fizykochemicznych.
Dla kazdego produktu wytoniono po jednej stabilnej formulacji, gdzie uzyskano zatozone st¢zenia
ClO, w czasie oraz satysfakcjonujagce wyniki dotyczace wiasciwosci pianotworczych
i emulgujagcych, a w przypadku zelu — wlasciwos$ci reologicznych. W Tabeli 24 poréwnano wyniki
zawarto$ci ClO2 zatozone irzeczywiste w wybranych probkach preparatow. Dla koncentratow
Armex 2000 Ultraczysty oraz Armex 5 vH zawarto$¢ ClO, mierzono jednorazowo — odpowiednio:
po przygotowaniu rozcienczenia, oraz po 24 h od aktywacji. W kolejnych 3 preparatach pomiaréw
dokonano po 1, 5 10 min od aktywacji.
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Tabela 24. Porownanie zalozonych i rzeczywiscie uzyskanych stezenn ClO2 W roztworach otrzymanych produktow..

Uzyskane stezenie
Zalozone stezenie ClO, , .
Produkt SO 5750 . 1-5-10 min, Sposéb aktywacji
ppmwag.
TR —
Armex 5 MD 100 64-83-96 in situ; 0,5% pre’:k.urrsora i 0,5% aktywatora
rozpusci¢ w 99% wody
Armex 5 foam 1500 1528 - 1516 - 1270 in situ; zmiesza¢ 50% prekursora i 50% aktywatora
Armex 5 WC 1500 1472-1681-1527 in situ; zmiesza¢ 50% prekursora i 50% aktywatora
Armex 2000 100 1109 rozcienczy¢ 5% produktu z 95% wody
ultraczysty
oo 50 ‘o
Armex 5 vH 2000 2132 2 in situ; 2% prekursora i 2% aktywatora rozpusci¢ w
96% wody

1 zawarto$é C102 mierzona jednorazowo po przygotowaniu roztworu; 2 zawarto$é ClO2 mierzona po 24 h od aktywacji.

Na Rysunku 43 przedstawiono widma UV-VIS roztworéw ClO; otrzymanych produktow.
Przebieg i ksztatt widm ClO; nie r6zni si¢ od widma roztworow wzorcowych ClO, co wskazuje na
brak istotnego wplywu matrycy organicznej zawartej w preparatach uzytkowych na oznaczalno$é
ClO,. Lokalne maksima absorpcji wynikajace ze struktury oscylacyjnej ClO2 pokrywajg si¢ dla
wszystkich preparatow. Nie zaobserwowano zadnych przesuni¢¢. Mozna zatem wnioskowac,
ze fragment widma elektronowo-wibracyjnego ClO; obserwowany w zakresie dtugosci fal 270-480

nm stanowi sygnat diagnostyczny i moze by¢ wykorzystany w analizie ilosciowe;.
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Rysunek 43. Widma UV-VIS roztworéw ClOz otrzymanych produktow.

Zbadano wlasciwosci fizykochemiczne otrzymanych preparatow przed aktywacja (prekursor

i aktywator), jak rowniez po aktywacji wykonanej wg Tabeli 24. Sposob aktywacji odzwierciedlat
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warunki rzeczywiste w jakich preparaty beda stosowane. Wyjatek stanowit Armex 2000 Ultraczysty,

ktory jest produktem w postaci ClO; juz zaktywowanego (Tabela 25). Uzyskane wyniki badan

sa zadowalajace.

Tabela 25. Parametry fizykochemczne uzyskanych preparatow przed (aktywator i prekursor) i po aktywacji (wg Tabeli

24)
. . Aktywacija
Parametry fizykochemiczne Prekursor Aktywator (wg Tabeli 24)
Koncentrat Armex 5 MD
Jasnozolta Bezbarwna
Postaé klarowna klarowna Klarowna zo6lta ciecz
ciecz ciecz
pH 1% r-ru 10,41 3,11 4,08
pH 100% r-ru 12,04 2,57 -
Liczba kwasowa, Z¢%°% - 243,7 -
Zawarto$¢ NaClO», % 12,52 - -
Zawarto$¢ Cl1O2, ppm wag. i i
Po1-5-10min 64-83-96
N r 3
Zdolnos¢ pianotworeza, cm 0-0-0 |[753-713-554| 280270220
po 0,5-1—10 min
Wskaznik trawalosci piany, % 0,0 77,7 81,5
Pianka Armex 5 foam
Jasnozoétta Bezbarwna
Postaé klarowna klarowna Klarowna zoélta ciecz
ciecz ciecz
pH 1% r-ru 10,93 3,00 -
pH 100% r-ru 12,55 1,96 2,50
Liczba kwasowa, 22521 . 44,14 .
Zawarto$¢ NaClO2, % 0,725 - -
Zawarto$¢ Clog_, ppm wag. ) ) 1528 — 1516 — 1270
po1l-5-10min
rr . ’ 3
Zdolnos¢ pianotworcza, cm 185172 - 132 | 145132 — 119 211198 — 145
po 0,5-1-10 min
Wskaznik trawatosci piany, % 76,7 90,1 73,2
Zel Armex 5 WC
Klarowny Klarowny
Postac¢ bezbarwny zel burszglnowy Klarowny zotty zel
pH 1% r-ru 10,94 2,94 -
pH 100% r-ru 12,49 1,91 2,31
Liczba kwasowa, 2222 - 44,61 .
Zawarto$¢ NaClO2, % 0,77 - -
Zawarto$¢ ClOz_, ppm wag. i i 1472 — 1681 — 1527
po1-5-10min
Lno . 3
Zdolno§¢ pianotwdreza, €M 40-40-26 |383-277-211 330- 258211
po 0,5-1-10 min
Wskaznik trawalosci piany, % 65,0 76,2 81,8
2
Lepkos$¢ kinematyczna, —— 885,7 979,2 1720,5

S
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Koncentrat Armex 5 vH
Klarowna Klarowna
Postaé bezbarwna bezbarwna Klarowna zbtta ciecz
ciecz ciecz
pH 1% r-ru 10,85 1,55 -
pH 100% r-ru 12,00 - -
Liczba kwasowa, %KOH - 232,25 -
Zawarto$¢ NaClO2, % 23,75 - -
Zawarto$¢ C10, ppm wag. ) ) 2132
po 24 h
Koncentrat Armex 2000 ultraczysty
Postaé Klarowna zoélta ciecz
pH 1% r-ru 5,30
pH 100% r-ru 3,42
Zawartos¢ ClO; (rozc 20x), ppm wag. 110

Sposob aktywacji produktu Armex 5 vH, a tym samym zawarto$¢ C1O, w roztworze i jego
obj¢tosé, zalezy od kubatury dezynfekowanego pomieszczenia. Do celow analitycznych ustalono
bezpieczne stezenie okoto 2000 ppm wag. Jednak proces dezynfekcji droga powietrzna, szczegdlnie
duzych powierzchni, wigze si¢ ze znacznie wyzszymi st¢zeniami ClO,. Nie sposob ich zmierzy¢
ze wzgledu na wlasciwosci wybuchowe gazu. Dlatego dezynfekcje przeprowadza si¢ w generatorach
ClO; opracowanych w firmie MEXEO, ktorych specjalistyczna technologia minimalizuje ryzyko

wybuchowosci.
6.7. Badania skutecznosci biobéjczej w obszarach medycznych

Skuteczno$¢ biobdjcza okreslono dla wytypowanych na drodze badan preparatywnych
probek preparatow. Dobor metod badan skutecznosci, szczegoélnie nosnikowych, zalezal przede
wszystkim od tego w jaki sposdb preparat bedzie aplikowany na powierzchni. Dla produktow,
ktorych zastosowanie wiaze si¢ z przecieraniem powierzchni, zastosowano metody z uzyciem
czynnika mechanicznego (Armex 5 MD, Armex foam). Dla produktow Armex 2000 Ultraczysty
oraz zelu Armex 5 WC, badania przeprowadzono wg norm nosnikowych bez uzycia czynnika
mechanicznego. Aplikacja zaktada natrysk preparatu na powierzchnig, bezposrednio z butelki badz
butelki z atomizerem. Armex 5 vH to produkt zaprojektowany w konteks$cie dezynfekcji droga
powietrzng, tzw. gazowania ClO,. Badania przeprowadzono zgodnie z norma
do zautomatyzowanych procesow dezynfekcji droga powietrzna.

Preparaty w formie koncentratow badano w stricte zadanych stezeniach ClO,. Zaktada si¢
réwniez ich rozcienczanie przez konsumentow. W zwigzku z intensywnym i charakterystycznym
zapachem CIlO; stosowanie jak najnizszych stezen jest bardzo korzystne. Armex 5 foam oraz Armex
5 WC to tzw. preparaty gotowe do uzycia po aktywacji (1:1). Badanie no$nikowe wykonano w 100%
produktach. Nalezy jednak zauwazy¢, ze badania zawiesinowe mogg by¢ wykonane w maksymalnie

80% produkcie. Wynika to z metodyki, w ktorej produkt w probéwce musi by¢ rozcienczony
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zawiesing mikroorganizmow 1 dodatkiem substancji obcigzajacej. W przypadku koncentratow
przyjeto zasade, ze aby uzyska¢ zadane stezenia ClO; w badaniu, stezenie wyjsciowe produktu
odpowiednio zwigkszono.

Wyniki stopnia redukcji R widnieja niejednokrotnie ze znakami ,,< >”. Tak przedstawione
wyniki wigza si¢ ze sposobem zliczania mikroorganizmow szczegdétowo opisanym w normach.
Jezeli liczba kolonii na jednej ptytce jest wicksza niz 330, wynik zapisujemy jako ,,> 330”. Jezeli
warto$¢ jest mniejsza niz 14 wynik zapisano jako ,,< 14”. Zatem ostateczny wynik stopnia redukcji

R réwniez przyjmuje taka postac.
6.7.1. Redukcja liczby czynnikéw patogennych w uzyskanych preparatach

W Tabeli 26 zaprezentowano stopnie redukcji patogenéw w badaniach nad produktem
Armex 2000 Ultraczysty prowadzonych w warunkach czystych w czasie kontaktu 5 min
i temperaturze 20°C.

W badaniach zawiesinowych dla spor nie uzyskano wymaganego stopnia redukcji log 4
w stezeniu 25 ppm wag. ClO,. Dla spor C. difficile wymaganego stopnia redukcji nie uzyskano nawet
w stezeniu 100 ppm wag. ClO,. W badaniach dla 25 ppm wag. obserwuje si¢ uzyskiwanie wyzszych
stopni redukcji dla bakterii Gramm dodatnich (S. aureus i E. hirae) anizeli Gramm ujemnych (E.
coli, P. areuginosa).

W badaniach no$nikowych bez udziatu czynnika mechanicznego nie uzyskano wymaganych
stopni redukcji log 5 dla bakterii oraz log 4 dla pozostalych mikroorganizméw w zadnym
z rozpatrywanych przypadkéw. Skutecznos$é biobojcza potwierdzona w badaniach zawiesinowych
nie odzwierciedla wynikow w badaniach no$nikowych — bardziej zblizonych do rzeczywistych.
Najwieksze roznice zaobserwowano w stopniach redukcji liczby wirusoéw.

W sposob znaczacy skutecznos¢ ClO2 wobec patogendow poprawia obecno$¢ w ukladzie
zwigzkow powierzchniowo czynnych. Wtasciwosci zwilzajace surfaktantow sprawiaja, ze C1O jest
bardziej dostepny dla patogendw, niszczac ich struktury. Armex 5 MD , ktorego wyniki stopnia
redukcji zaprezentowano w Tabelach 27 i 28 po aktywacji rozni si¢ od Armex 2000 Ultraczysty
w zasadzie tylko obecnoscia zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Poréwnano zatem wyniki dla
obu produktow w warunkach czystych i czasie kontaktu 5 min. W badaniach zawiesinowych dla
Armex 5 MD uzyskano wymagany stopien redukcji log 4 dla spor C. difficile w stgzeniu 100 ppm
wag. ClO,. W badaniach nosnikowych bez udzialu czynnika mechanicznego wobec wirusow
réwniez uzyskano wymagany stopien redukcji log 4. Zwiazki powierzchniowo czynne w potaczniu
z ClO; odgrywajg zatem bardzo wazng role w niwelowaniu czynnikéw chorobotworczych (Tabela
27).

Badania nosnikowe z udzialem czynnika mechanicznego (przecieranie chusteczka)
w warunkach czystych wykazaty brak skutecznos$ci dziatania produktu Armex 5 MD wobec spor

W czasie kontaktu 5 min i stezeniu 100 ppm wag. ClO,. Dopiero wydtuzenie czasu kontaktu do
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15 min pozwolito uzyska¢ wymagane stopnie redukcji. Nie uzyskano rowniez wymaganego stopnia
redukcji dla norowirusa w stezeniu 50 ppm wag. C10; (Tabela 27).

W  przeciwienstwie do powyzszego, bardzo dobre wyniki stopnia redukcji w metodach
zawiesinowych 1 no$nikowych, uzyskano dla koronawirusa ludzkiego 229E, bedacego
przedstawicielem wiruséw otoczkowych juz w czasie kontaktu 30 s (Tabela 27).

W badaniach zawiesinowych Armex 5 MD przeprowadzonych w warunkach silnego
obcigzenia organicznego nie uzyskano wymaganej skutecznosci dla bakterii Gramm dodatnich,
grzybow, drozdzy, pratkow i spor w stezeniu 25 ppm wag. ClO,. Dla A. brasilensis stopien redukcji
nawet przy 100 ppm wag. CIO; nie osiagnat wartosci log 4. W badaniach no$nikowych z uzyciem
czynnika mechanicznego rowniez nie osiggnicto wymaganych stopni redukcji dla bakterii Gramm
dodatnich, drozdzy, a takze noro- i adenowirusa w st¢zeniu 25 ppm wag. CIO, oraz norowirusa
w stezeniu 50 ppm wag. ClO, (Tabela 28).

W badaniach produktu Armex 5 MD w warunkach czystych jak i brudnych zaobserwowano
wyzsze poziomy redukcji liczby wirusow w metodzie nosnikowej bez udzialu czynnika
mechanicznego, anizeli z udziatem czynnika mechanicznego. Réznica moze wynikaé z samej

metodyki zdefiniowanej w normach EN 16615 oraz EN 16777. W przeliczeniu na 1 m? powierzchni

ilo$¢ zuzytego $rodka dezynfekujgcego znaczaco sie r6ézni. W normie EN 16615 wynosi 160 2—2,

w normie EN 16777 — dwukrotnie wigcej 318 m_g Dodatkowym czynnikiem moze by¢ sposob
m

aplikacji. W normie 16777 produkt nanoszony jest bezposrednio na zainfekowana powierzchnig
krazka, w normie EN 16615 posrednio na chusteczke, a dopiero potem na powierzchnie, przy czym,
cata objetos¢ preparatu moze nie by¢ przeniesiona z chusteczki na powierzchnie (Tabele 27-28).

Kolejnym interesujacym spostrzezeniem jest tendencja malejaca stopnia redukcji wraz
ze wzrostem stezenia C102 w badaniach zawiesinowych wobec wirusow, w produktach Armex 2000
Ultraczysty oraz Armex 5 MD. Powodem moga by¢ roznice w pH przygotowanych rozcienczen,
ktére w zawiesinie odgrywaja wazng rolg. Opisywanej tendencji nie zaobserwowano w badaniach
nosnikowych, w ktoérych inokulum nanoszone byto bezposrednio na powierzchni¢ badania (Tabele
26, 28).

Warto$¢ akumulacji mikroorganizméw (x,,,,,) na polach T2, T3 oraz T4 w badaniach
wg normy z udziatem czynnika mechanicznego EN 16615 w zadnym przypadku, w ktorym uzyskano

wymagany stopien redukc;ji , nie przekroczyta granicznych 50 CFU.
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Tabela 26. Stopnie redukcji w badaniach skutecznosci biobdjczej dla produktu Armex 5 Ultraczysty w warunkach czystych w czasie kontaktu 5 min

Armex 2000 Ultraczysty
Badania w warunkach czystych
Mikroorganizm zawiesinowe nognﬁgxzr?iizz r:’;ggmka
25 ppm | 50 ppm 100 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm
S. aureus 5,34 >5,52 >5,52 <2,47 <2,47 3,54
P. aeruginosa 5,02 >5,42 >5,42 <2,36 <2,36 <2,36
E. coli >5,09 >5,47 >547 <245 <2,45 371
E. hirae >5,54 >5,54 >5,54 <2,50 <2,50 3,56
A. brasilensis >4,13 >4,13 >4,13 <1,7 <1,7 <1,7
C. albicans >4,47 >4,47 >4,47 <1,39 <1,39 1,97
M. avium >5,41 >5,41 >5,41
M. terrae >5,43 >5,43 >5,43
B. subtilis 2,27 4,27 >4,54 _
nie badano

B. cereus 3,94 >4 47 >4 47
C. difficile <2,10 <2,10 3,19
Poliowirus typ 1 LSc 2ab >7,44 >7,44 >6,44
Norowirus mysi >7,52 >7,52 >6,52 0,12 3,17 3,76
Adenowirus typ 5 >7,33 >7,33 >6,33 0,19 0,79 1,45

:l badania, w ktorych nie uzyskano wymaganego stopnia redukcji
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Tabela 27. Stopnie redukcji w badaniach skutecznosci biobojczej dla produktu Armex 5 MD w warunkach czystych w czasie kontaktu 5 min.

Armex 5 MD

Badania w warunkach czystych

Mikroorganizm ST T no$nikowe Z.czynnikiem no$nikowe b'ez czynnika
mechanicznym mechanicznego
100 ppm 50 ppm 100 ppm 50 ppm 100 ppm

S. aureus >5,44 >5,5 >5,5
P. aeruginosa >5,52 >5,47 >5,47
E. coli >5,42 nie badano
E. hirae >5,48 >5,60 >5,60
A. brasilensis >4,15 nie badano
C. albicans >4,48 >4,72 >4,72
M. avium >6,47 5,26 5,26
M. terrae >6,49 5,23 5,23 nie badano
B. subtilis >4,48 <2,92
B. cereus >4,51 nie badano <2,57
C. difficile >4,49 <3,01
B. subtilis (15 min) 4,04 4,22
B. cereus (15 min) nie badano 4,56 4,74
C. difficile (15 min) 4,24 4,15
Poliowirus typ 1 LSc 2ab >7,52 nie badano
Norowirus mysi >7,35 3,04 >6,22 >6,62 >6,62
Adenowirus typ 5 >7,61 >5,83 >5,83 >6,34 >6,34
Koronawirus 229E (30 s) >7,63 >5,18 >5,18 >6,20 >6,20

:| badania, w ktorych nie uzyskano wymaganego stopnia redukcji
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Tabela 28. Stopnie redukcji w badaniach skutecznosci biobdjczej dla produktu Armex 5 MD w warunkach brudnych w czasie kontaktu 5 min.

Armex 5 MD
Badania w warunkach brudnych
Mikroorganizm T, nosnikowe z.czynnikiem nosnikowe b.ez czynnika
mechanicznym mechanicznego
25 ppm 50 ppm 100 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm

S. aureus 4,25 >5,54 >5,54 <3,43 5,96 >6,07
P. aeruginosa 5,23 5,42 >5,48 >5,74 >5,93 >5,93
E. coli >5,51 >5,51 54 nie badano
E. hirae 4,78 5,39 5,53 <35 | >608 | >6,08
A. brasilensis <3,12 <3,12 <3,12 nie badano
C. albicans <306 | >443 >4,43 364 | 423 | >454 :
M. avium <2,88 5,02 >6,25 nié badano
M. terrae <3,15 5,05 >6,53
B. subtilis 3,21 >4,08 >4,20 nie badano
B. cereus 3,07 4,01 >4,35
C. difficile <2,71 4,01 >4,08
Poliowirus typ 1 LSc 2ab >6,66 >6,66 >5,66
Norowirus mysi >6,40 >6,40 >5,40 2,44 3,51 4,46 4,77 54 >6,55
Adenowirus typ 5 >6,25 >6,25 >5,25 3,01 4,32 4,86 5,76 >6,42 >6,54
Koronawirus ludzki 229E nie badano 4,16 >5,06 >5,06 4,68 5,12 >6,22

[ | badania, w ktérych nie uzyskano wymaganego stopnia redukji
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W Tabelach 29 i 30 zaprezentowano wyniki badan skutecznosci dla produktéw gotowych
do uzycia po aktywacji in situ w stosunku (50% : 50%), tj. dla Armex 5 foam i Armex 5 WC.
Ze wzgledu na swoja specyfike aplikacyjna, produkty badano w stgzeniu 100% w badaniach
nosnikowych oraz maksymalnym 80% w badaniach zawiesinowych. Ze wzgledu na wysoka
zawarto$¢ C102 okoto 1500 ppm wag. uzyskano wymagane stopnie redukcji we wszystkich badanych
przypadkach.

Warto$¢ akumulacji mikroorganizméow (x,,,,) na polach T2, T3 oraz T4 w badaniach
wg normy z udzialem czynnika mechanicznego EN 16615 w produkcie Armex 5 foam w kazdym
przypadku wyniosta 0.

Tabela 29. Stopnie redukcji w badaniach skutecznosci biobdjczej dla produktu Armex 5 foam w warunkach brudnych w
czasie kontaktu 5 min.

Armex 5 foam
Badania w warunkach brudnych
nosnikowe z nosnikowe bez
Mikroorganizm zawiesinowe czynnikiem czynnika
mechanicznym mechanicznego

80% 100% 100%
S. aureus >5,49 >5,31
P. aeruginosa >5,52 >5,51
E. coli >5,48 nie badano
E. hirae >5,50 >5,04
A. brasilensis >4,40 nie badano
C. albicans >4,51 >4,07 .
M. avium >6,47 5,26 nie badano
M. terrae >6,53 5,28
B. subtilis >4,54 >5,36
B. cereus >4,48 5,07
C. difficile >4,28 4,15
Poliowirus typ 1 LSc 2ab 4,26 nie badano
Norowirus mysi >6,37 >5,22 >5,62
Adenowirus typ 5 >6,34 >5,34 >5,86
Koronawirus ludzki 229E (30 s) nie badano >5,18 >5,20

Strona | 106



Tabela 30. Stopnie redukcji w badaniach skutecznosci biobdjczej dla produktu Armex 5 WC w warunkach brudnych w

czasie kontaktu 5 min.

Armex 5 WC

Badania w warunkach brudnych

no$nikowe bez

Mikroorganizm zawiesinowe czynnika
mechanicznego
80% 100%

S. aureus >5,46 >5,73
P. aeruginosa >5,41 >5,83
E. coli >5 47 >5,72
E. hirae >5.43 >5,62
A. brasilensis >4,41 4,12
C. albicans >4,22 4,2
M. avium >6,47
M. terrae >6,43
B. subtilis >4,14 nie badano
B. cereus >4,11
C. difficile 4,13
Poliowirus typ 1 LSc 2ab >5,54
Norowirus mysi >6,44 4,44
Adenowirus typ 5 >5,40 >6,14

Skutecznos¢ biobojcza wg nosnikowej normy EN 17272 dotyczacej dezynfekcji

powierzchni droga powietrzng, 0znaczono dla produktu Armex 5 vH. W pierwszej — wstepnej czgsci

testow (tzw. Preliminary test) wykonano badania wobec gronkowca zlocistego S. aureus celem

dobrania odpowiednich parametréw procesu, gtownie stezenia Cl0- i wilgotnosci. Na Rysunku 44

przedstawiono wykres zaleznosci stopnia redukcji dla S. aureus od stezenia C1O. w powietrzu przy

wilgotnosci powietrza 55-58% i >70% w czasie kontaktu 60 min. Przy nizszych warto$ciach

wilgotnosci nie uzyskano wymaganego stopnia redukcji log 5 (oznaczonego na wykresie czerwong

przerywang linig). Dopiero podwyzszenie stopnia wilgotnosci do >70% pozwolito na otrzymanie

wymaganych wartosci.
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Rysunek 44. Wykres zaleznosci stopnia redukcji dla S. aureus od stezenia ClO2 w powietrzu przy wilgotnosci powietrza
55-58% i >70% w czasie kontaktu 60 min.

W kolejnym kroku, przystgpiono do badan wiasciwych, prowadzonych w warunkach
czystych w temperaturze 23°C, wilgotnosci powietrza >70% i czasie kontaktu 60 min. Na Rysunkach
45 i 46 przedstawiono poréwnanie liczby poszczegdlnych patogenow w zawiesinie do badania (N)
i kontroli nie poddanej ekspozycji na ClO, (T). Dodatkowo, przedstawiono stopnie redukcji (R)
patogendéw w stezeniach 250, 200, oraz 50 ppmv ClO,. Uzyskano wymagane stopnie redukcji
we wszystkich badanych przypadkach. Najbardziej oporne okazaty si¢ spory C. difficile. W stezeniu
250 ppmv CIO; i czasie kontaktu 60 min uzyskano stopien redukcji log 4,1 (Rysunek 46).
Na granicznym poziomie uzyskano rowniez warto$ci stopnia redukcji dla wiruséw, w stezeniu 50

ppmv CIO; (Rysunek 45).
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Rysunek 45. Wyniki badan skutecznosci wg normy EN 17272 dla produktu Armex 5 vH wobec bakterii, grzybow drozdzy
i wirusow. N — liczba patogenow w zawiesinie do badan, T — kontrola nie poddana ekspozycji ClOz; R — stopien redukcji.
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M. avium M. terrae B. subtilis C. difficile

Rysunek 46. Wyniki badan skutecznosci wg normy EN 17272 dla produktu Armex 5 vH wobec prgtkow i spor. N — liczba
patogenow w zawiesinie do badan,; T — kontrola nie poddana ekspozycji ClOz2; R — stopieri redukcji

6.7.2. Kontrola i walidacja

Istotnym elementem badan mikrobiologicznych jest wykonanie probek kontrolnych
i walidacji, w celu sprawdzenia poprawnosci dziatania calego systemu badawczego. W normach,
wg ktorych przeprowadzono badania skutecznosci biobojczej zdefiniowano doktadnie wymagania
i limity jakie nalezy spetnié, aby badanie zostalo uznane za wazne. Limity te dotycza przede
wszystkim liczby patogenow w zawiesinach do badan, ale rowniez w przeprowadzanych kontrolach.
W przypadku gdy chociaz jeden z parametrow nie miesci si¢ w limitach, nalezy uznaé cate badanie

za niewazne.
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W badaniach zawiesinowych wykonano probke kontrolng (A) w ktorej zamiast produktu do
badania uzyto wody lub PBS (w przypadku wiruséw). Efekt cytotoksyczny neutralizatora oceniono
na podstawie kontroli (B), natomiast walidacji metody dokonano na podstawie kontroli (C).
W badaniach wobec wiruséw, w celu sprawdzenia systemu badawczego, zamiast kontroli (B) i (C),
wykonano kontrole pozytywne (D) i (E) z produktem referencyjnym w czasie kontaktu odpowiednio
30 i 60 min. Limity dla poszczegdlnych kontroli przedstawiono w Tabeli 31 Liczba patogenow we
wszystkich  przeprowadzonych badaniach kontrolnych miescita si¢ w wymaganych limitach.

Badania zawiesinowe dla produktow na bazie C1O; mozna zatem uznac za wazne.

Tabela 31. Limity dla prob kontrolnych w normach zawiesinowych (EN 13727, 2015; EN 14476, 2019).

Norma Patogeny A B C D E
EN 13727 bakterie
EN 13624 zyby idrozdze
ey 15*10' < A, B, C < 0,8*10° CFU/mL -
EN 14348 pratki
EN 17126 spory
Poliowirus: 0,5 <logD < 2,5 Poliowirus: 2,0 < logE< 4,5
) ; s Norowirus: 1,0 < logD < 3,0 Norowirus: 2,0 < log E< 4,0
EN 14476 wirusy 1*10' < A< 1*10° TCIDgo/mL - i .
Adenowirus: 3,0<logD < 5,0 [ Adenowirus: 3,5<logE<5,5
Koronawirus: 0,75 < log D < 3,5 Koronawirus: 2,0 < log E< 4,0

— kontrola negatywna; B — kontrola neutralizatora; C- kontrola walidacji, D — kontrola pozytywna z produktem
referencyjnym, czas kontaktu 30 min; E - kontrola pozytywna z produktem referencyjnym, czas kontaktu 60 min.

W badaniach nos$nikowych z uzyciem czynnika mechanicznego rowniez wykonano probki
kontrolne (4), (B) i (C), ktorych znaczenie jest analogiczne jak zawiesinowych. Dodatkowo,
przeprowadzono proby kontrolne suszenia (D) i (D¢t), majace na celu sprawdzi¢ przezywalnos¢
drobnoustrojow na powierzchni, przed uzyciem produku biobodjczego. Limity dla poszczegdlnych
kontroli przedstawiono w Tabeli 32. Liczba patogenow we wszystkich przeprowadzonych
badaniach kontrolnych miescita sie¢ w wymaganych limitach. Badania no$nikowe z udzialem

czynnika mechanicznego dla produktéw na bazie C102 mozna zatem uznac za wazne.

Tabela 32. Limity dla prob kontrolnych w normie nosnikowej z udziatem czynnika mechanicznego (EN 16615, 2015).

Norma Patogeny A B C Dco Dt
bakterie 7,5%10° < Dy, Dt < 2,5%10° CFU/mML
grzyby idrozdze
EN 16615 pratki A> 10 CFU/25¢m? na polach T2-T4 15*10'< B, C < 0,8*102 CFU/mL 7,5%10° < Dco, Dct < 2,5*107 CFU/mL
spory
wirusy 7,5%10° < Dco, Dt < 2,5*107TCID50/mL

A —kontrola negatywna; B — kontrola neutralizatora; C- kontrola walidacji, Dco — kontrola suszenia po wyschnigciu probki,
przed czasem kontaktu t; Dct — kontrola suszenia po wyschnigciu probki, po czasem kontaktu t.

W badaniach no$nikowych bez uzycia czynnika mechanicznego wykonano proby kontrolne
(A), (B) i (€), ktorych znaczenie jest analogiczne do powyzszych. W badaniach wobec wiruséw
wykonano kontrole pozytywna (D) z produktem referencyjnym w czasie kontaktu 5 min. Limity dla

poszczegblnych kontroli przedstawiono w Tabeli 33 Liczba patogenéw we wszystkich
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przeprowadzonych badaniach kontrolnych miescita si¢ w wymaganych limitach. Badania no$nikowe

bez udziatu czynnika mechanicznego dla produktéw na bazie ClO2 mozna zatem uznaé za wazne.

Tabela 33. Limity dia prob kontrolnych w normach nosnikowych bez udzialu czynnika mechanicznego (EN 16777, 2019;
EN 17387, 2021).

Norma Patogeny A B C D
bakterie 1*10'< A < 1*10° CFU/mL
EN 17387 - S - logB -logA<1og0,3 | logC -logA<log0,3
gzyby idrozdze 1*10° < A< 1*10°CFU/mL
Norowirus: 1,5 < logD < 3,0
EN 16777 wirusy 1*10° < A< 1*10° TCIDsy/mL - - Adenowirus: 2,0<logD < 3,5
Koronawirus: log D < 3,0

A — kontrola negatywna; B — kontrola neutralizatora; C- kontrola walidacji, D — kontrola pozytywna z produktem

referencyjnym, czas kontaktu 5 min.

Probka kontrolna w metodzie dezynfekcji powierzchni droga powietrzng nie byta poddana
ekspozycji na gazowy CIO. (T1). Walidacj¢ metody i jednoczesnie wplyw neutralizatora
na drobnoustroje przeprowadzono poprzez ocen¢ efektu hamujacego zwigzanego z posiewem
drobnoustrojow na ptytce agarowej. W tym celu porownano zawarto$¢ drobnoustrojow w zawiesinie
walidacyjnej (N1) i na plytkach agarowych uzyskanych z posiewu neutralizatora (nl) oraz
z posiewu krazka (n2). Limity dla poszczegélnych kontroli przedstawiono w Tabeli 34 Liczba
patogenow we wszystkich przeprowadzonych badaniach kontrolnych miescita si¢ w wymaganych
limitach. Badania no$nikowe bez udzialu czynnika mechanicznego dla produktu Armex 5 vH mozna

zatem uznacé za wazne.

Tabela 34. Limity dla préb kontrolnych w normie nosnikowej dezynfekcji powierzchni drogg powietrzng (EN 17272,
2020).

Norma Patogeny T1 N1 nl n2
bakterie logT1>6
grzyby idrozdze
EN 17272 pratki 1*10°< N1 < 1*10° CFU/mL | n1>0,5N1 | n2>05N1
logT1>5
spory
wirusy

T1 - kontrola negatywna, nie poddana ekspozycji na gaz; N1 — zawiesina walidacyjna; nl- liczba patogenow w posiewie

z neutralizatora, n2 — liczba patogenow w posiewie z nosnika.
6.8. Szacowanie toksycznosci i ekotoksycznosci preparatéw uzytkowych

Zrodtem danych dotyczacych toksycznoéci ostrej oraz toksycznosci ostrej i przewleklej
w stosunku do $rodowiska wodnego poszczegdlnych skladnikow preparatow byly karty
charakterystyki stosowanych surowcow, a dokladniej informacje zawarte w sekcjach: 3 — Skiad /
informacja o skfadnikach, 8 — Kontrola narazenia / srodki ochrony indywidualnej, 11 — Informacje
toksykologiczne, 12 — Informacje ekologiczne. Ze wzgledu na to, ze receptury preparatow objete sa

tajemnicg firmy MEXEO, w niniejszym rozdziale nie przedstawiono klasyfikacji wszystkich
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substancji wchodzacych w sktad mieszanin a jedynie warto$ci koncowe toksyczno$ci gotowych
preparatow.

Decydujacy wplyw na klasyfikacj¢ posiadat ClO,, ktory znajduje si¢ na Wykazie
zharminizowanej klasyfikacji oraz oznakowania stwarzajgcego zagrozenie w Rozporzadzeniu CLP
(Rozporzadzenie Nr 1272/2008, 2008). W zwiazku z powyzszym, dane dotyczace wilasciwosci
toksycznosci 1 ekotoksycznosci sa dostepne na stronie Europejskiej Agencji Chemikaliow (ECHA)
i kazdy producent lub importer ma obowiazek z nich korzysta¢ przy wyznaczaniu klasyfikacji
mieszaniny. W Tabeli 35 zaprezentowano wartosci toksycznosci dla ClO, wg klasyfikacji
zharmonizowanej (ECHA, 2004). Badania oznaczenia toksyczno$ci ostrej droga skorng nie zostaty

przeprowadzone, poniewaz ClO; sklasyfikowany jest jako zracy dla skory.

Tabela 35. Parametry toksycznosci dla ClOz udostepnione przez ECHA (ECHA, 2004).

Toksycznos$¢ ostra (ang. Acute Toxicity)

L . Czas ;
Wskaznik Wartos¢ ekspozyGii Organizm testowy
93.86 ™ m. c. ] szczur szczepu
Droga pokarmowa LDs, g € Sprague - Dawley
Droga skorna - - - -
mg szczur szczepu
Droga oddechowa LCs 0,041 = 4h Sprague — Dawley

Toksycznos¢ w stosunku do $rodowiska wodnego (ang. Aquatic Toxicity)

Toksycznos¢ dla ryb LCs, 0,021 % 96 h Danio rerio
Toksycznos¢ dla dafnii i innych mg .
bezkregowcéw wodnych ECs, 0,063 ; 48 h Daphnia magna
Toksycznos¢ dla dafnii i innych mg .
bezkregowcow wodnych ECs 0,076 — 24 h Daphnia magna
Pseudokirchneriella
. 1 mg .
Toksycznos¢ dla alg ECs, ,096 - 72h subcapitata
Toksycznosé¢ dla alg NOEC 0,024 72 h Pseudoklrchnerlella
L subcapitata
Toksycznos¢ przewlekta dla ryb NOEC >500 % 36 dni Danio rerio
Toksycznos¢ przewlekla dla NOEC >500 % 21 dni Daphnia magna

bezkregowcoOw wodnych

LDsy— (ang. lethal dose) dawka substancji po podaniu ktorej mozna oczekiwaé $mierci 50% narazonych organizmow

Wartosci toksycznosci ostrej dla uzyskanych preparatow (mieszanin) na bazie ClO,
przedstawiono w Tabeli 36 Obliczen dokonano dla najgorszego mozliwego przypadku, a wigc
doskonatej stabilnosci produktow reakcji oraz catkowitego stopnia przereagowania substratow.

Dla narazenia drogag pokarmowa oszacowane wartosci ATE,,;, byly wyzsze od 2000

7:—5 m. c. Zatem preparaty te nie zostaty zakwalifikowane do Zadnej z kategorii toksycznosci ostre;.

Dla narazenia droga skorng jedynie dla produktu Armex 5 MD wyznaczono warto$¢ ATE ;.

Poniewaz toksycznos$¢ ostra niektorych sktadnikow produktu byla nizsza od 2000 T—jm.c.
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sprawdzono metoda obliczeniowa klasyfikacje produktu. Wartos¢ ATE,,;, W sposdb znaczacy
przekraczata 2000 Z—jm. ¢ i nie zaklasyfikowata produktu Armex 5 MD do zadnej z kategorii.
Dla pozostatych produktéow nie obliczano wartosci ATE,,;,, poniewaz toksyczno$¢ ostra

poszczegblnych sktadnikéw byta wyzsza niz 2000 T:—j m.c.

W przypadku narazenia droga oddechowa preparaty Armex 5 foam, Armex 5 WC, Armex 5 vH

zaklasyfikowano do kategorii 4 toksycznosci ostrej. Armex 5 MD nie klasyfikuje si¢ W zadnej

z kategorii, gdyz warto$é ATE,y,;, jest wicksza od 20,0 %

Tabela 36. Wartosci toksycznosci ostrej ATEmix dla uzyskanych preparatéw na bazie ClOz.

Droga narazenia
Produkt pokarmowa, ':—5 m.c. | skorna, ':—5 m.c. oddechowa, ==
Armex 5 MD 251 785,97 1164 835,60 110,53
Armex 5 foam 39 693,10 - 19,52
Armex 5 WC 44 695,24 - 19,49
Armex 5 vH 31 286,67 - 12,81
Armex 2000 ultraczysty 46 930,00 - 20,50

Zaden z otrzymanych produktéw nie spetnia klasyfikacji w klasie toksyczno$ci ostrej
oraz przewlektej w stosunku do $rodowiska wodnego. Otrzymane wartos$ci klasyfikacji w obu
kategoriach nie przekraczajg granicznej wartosci 25% (Tabela37).

Tabela 37. Wartosci procentowe klasyfikacji w kategorii toksycznosci ostrej oraz przewleklej dla srodowiska wodnego
dla uzyskanych preparatow na bazie CIlOx2.

Kategoria ostra, % Kategoria przewlekta, %
Produkt
1 1 2 3 4
Armex 5 MD 0,37 - 0,005 0,085 0,040
Armex 5 foam 2,40 - 0,400 4,350 0,750
Armex 5 WC 2,10 - 0,100 1,000 0,100
Armex 5 vH 3,00 - - - -
Armex 2000 ultraczysty 2,00 - - - -
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6.9.Dezynfekcja masek ochronnych

Badanie stezenia ClO;
Na podstawie zatozonych stezen gazowego CIO; y; oraz obliczen bilansu masowego
w uktadzie badawczym do dezynfekcji masek ochronnych okreslono st¢zenie poczatkowe x

roztworu wprowadzanego do uktadu, przy stalej jego objetosci v, = 100 mL (Rysunek 47).

1400 1
| = 4000 ppm wag
1200 A : 2000 ppm wag.
1000 A : 1000 ppm wag.
ab 1 500 ppm wag.
é 800 4 . =200 ppm wag.
g 600 - !
s 1
X |
400 H~ 1
1
200 :
0 T : T T !
60 80 100 120 140 160
V,, mL

r’

Rysunek 47. Wykres zaleznosci stezenia poczgtkowego roztworu od jego objetosci oraz stezenia rownowagowego ClO2 W
fazie gazowej yi = 200; 500; 1000; 2000 oraz 4000 ppm wag. ClOz2.

Oszacowanie droga bilansu masowego st¢zenia gazowego ClO2 w uktadzie badawczym,
nie dato spodziewanych rezultatow w kontekscie bezposredniego pomiaru spektrofotometrycznego
gazu. Metoda kalibracji opisana w pkt 6.4. polegajaca na pomiarze spektrofotometrycznym fazy
gazowej pozostajacej w stanie bliskim rownowagi z niewielka, znang objgtoscia roztworu ClO2
w kuwecie pomiarowej, daje zadowalajace wyniki. Jednak bezposredni pomiar gazu w kuwecie,
ktéra umieszczona byta w komorze badawczej, a nastepnie zabezpieczona korkiem i przeniesiona do
spektrofotometru, obarczony jest bardzo duzym btedem (Rysunek 48). Uzyskane wartosci sg nawet
o 50% mniejsze anizeli zalozone teoretycznie badz wyznaczone droga bilansu masowego.
Wspoétezynnik zmienno$ci CV siegal 23%. Ze wzgledu na to, ze, jak dotad, nie znaleziono lepszego
rozwigzania w zakresie zbadania gazu w kuwecie pomiarowej, do wyznaczenia stezenia skutecznego
dezynfekcji masek ochronnych wykorzystano bilans masowy.

Wartoéci stezen gazowego C10, wyznaczone na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego
roztworu przed i po procesie dezynfekcji sa zblizone do wartosci zatozonych teoretycznie. Stosunek
stezen uzyskanych z bilansu masowego i teoretycznych miescit si¢ w przedziale 0,82-1,07.
Wspotczynniki zmiennosci CV dla pomiaréw wyznaczonych droga bilansu masowego nie

przekroczyty 4% (Rysunek 48).
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Rysunek 48. Porownanie wartosci stezen gazowego CIO2 w komorze dekontaminacyjnej uzyskanych empirycznie i
zalozonych teoretycznie.

Badania mikrobiologiczne

Wykazano skuteczno$¢ gazowego ClO, wobec spor Bacillus atropaheus umieszczonych na
paskach wskaznikowych wewnatrz maseczki ochronnej. Skuteczny rezultat procesu dezynfekcji
uzyskano dla stezenia > 500 ppm wag. gazowego CIO; po 2 godzinach procesu. W przypadku
stezenia 4000 ppm wag. ClO; skutecznos$¢ uzyskano juz po 1 h procesu.

Stezenie 200 ppm wag. gazowego ClO; okazato si¢ nieskuteczne w eliminacji spor Bacillus
atrophaeus. W Tabeli 38 przedstawiono wyniki badan mikrobiologicznych dla poszczegdlnych
stezen i czasu prowadzenia procesu (w 3 powtorzeniach). Rysunek 49 przedstawia zmiang barwy
pozywek po 7-dniowym czasie inkubacji dla paskéw wskaznikowych poddanych dziataniu
poszczegbdlnym stgzeniom gazu.

Tabela 38. Wyniki testéw mikrobiologicznych dezynfekcji maseczek ochronnych prowadzonych na paskach
wskaznikowych.

Czas ekspozycji paska Stezenie gazowego Cl1O,, ppm wag.
wskaznikowego na gazowy ClO» 200 500 1000 2000 4000
Kontrola dodatnia (H)#H) ) | () | () ] () ] () () (+)

Kontrola ujemna () () () () () () () () () (-) () () () () (-

(
(_
HEE | HEHE) | HEHE | OEE | O
HE | O EE | 066 | (06
HEH ] OEE 7 066 | 666 | (06
) | O SICIOICICICICIS)

(+) — probka pozytywna, wzrost mikroorganizméw, zmiana barwy pozywki i osad
(-) — prébka negatywna, brak mikroorganizmow, niezmieniona barwa pozywki

1 h (maseczka) (
2 h (maseczka) (
3 h (maseczka) (+
3 h (eksykator) (

+

+

~—~ |~ [— | —
—_| | — | —~
~ | — [ — |~ | —
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Rysunek 49. Obserwacja zmiany barwy pozywki w procesie dezynfekcji maseczek ochronnych dla stezenia 200-4000 ppm
wag. ClOz2 w czasie. Oznaczenia: K(-) — kontrola ujemna, pozywka; K (+) — kontrola dodatnia, pasek wskaznikowy nie
poddany ekspozycji ClOz; 1,2,3 h — paski upakowane w maseczke i poddane ekspozycji gazu odpowiednio 1, 21 3 h;

3 h(E) — paski nieupakowane w maseczke i poddane ekspozycji gazu przez 3h.

Badania odpornosci chemicznej maseczek na oddziatywanie gazowego CIlO-

Widma FTIR-ATR warstw maseczki nr 1, 3 ,4 i 5 sporzadzone z obu stron kazdej warstwy,
wykazuja, iz wykonane sa z identycznego materiatu. Dla przyktadu, na Rysunku 50 przedstawiono
jedynie widmo warstwy nr 1 od strony zewngtrznej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wszystkie
otrzymane widma wykazuja analogie z Rysunkiem 50 a tym samym duza zgodno$¢ przebiegu pod
wzgledem liczb falowych oraz wartoéci transmitancji, odpowiadajgcym poszczegdlnym pasmom
i pikom absorpcji. Poréwnanie uzyskanych widm z widmami odniesienia zawartymi w dostgpnej
bibliotece Hummel Polymer Sample Library wskazuje na zastosowanie tkaniny z wtékna sztucznego,
wykonanego z polipropylenu. Stopien dopasowania do widma odniesienia wynosi 89%. Uzyskane
widmo poréwnano dodatkowo z widmem ze Zrddet zewnetrznych (Rysunek 51) (Morent, et al.,
2008; Nicodom IR Libraries, 2012). Wysoka zgodno$¢ zarejestrowanych widm z dostgpnymi
widmami referencyjnymi pozwala przyjac, iz zastosowanym materiatem warstw 1, 3, 4, oraz

5 maseczki ochronnej jest tkanina z wtokna polipropylenowego.

0.18 F Maska LXD-03V, w 1
016
014+
0124
0104

0084

Absorbancja

0,06

0,044

0,024 e My

e e e —.———- o

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczby falowe (cm-1)

Rysunek 50. Widmo FTIR-ATR warstwy nr I maseczki ochronnej od strony zewnetrznej.
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Rysunek 51. Widmo referencyjne polipropylenu (Nicodom IR Libraries, 2012).

Warstwa nr 2 maseczki stanowczo roznita si¢ od pozostatych, co potwierdzita rowniez
analiza widma FTIR-ATR (Rysunek 52). Dostepna biblioteka Hummel Polymer Sample Library
wskazuje na zastosowanie tworzywa polietylenowego. Z uwagi na stosunkowo niski stopien
zgodnosci porownania widm (70%), uzyskane widmo poddano interpretacji, Opierajac si¢ na wiedzy
z zakresu spektroskopii oraz doniesieniach literaturowych dotyczacych badan spektroskopowych
polietylenu (Rysunek 53) (Gulmine, et al., 2002; Silverstein, et al., 2005; Nicodom IR Libraries,
2012).

{Maska LXD-03V, w2

0.40-
0.30:
5 |
g
g |
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<
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0,00
- T v T . . v v 1 ' ' ' ' | v v . . 1 v . ' ' | ' ' ' ' | ' ' ' ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczby falowe (cm-1)
Rysunek 52. Widmo FTIR-ATR warstwy nr 2 maseczki ochronnej od strony zewnetrznej.
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Rysunek 53. Widmo referencyjne polietylenuu (Nicodom IR Libraries, 2012).

W Tabeli 39 przedstawiono opis interpretacyjny podstawowych sygnatow FTIR widm

zaprezentowanych na Rysunkach 50 i 52.
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Tabela 39. Opis podstawowych sygnatéw IR widm przedstawionych na Rysunkach 50 i 52.

Liczba falowa, cm?® | Opis
Polipropylen (1, 3, 4, 5 warstwa maseczki)
2949 i 2866 drgania rozciggajace asymetryczne i symetryczne CHz
2916 i 2836 drgania rozciggajace asymetryczne i symetryczne CHp
1453 drgania zginajace asymetryczne CHs
1375 drgania zginajace symetryczne CHs
1159 drgania deformacyjne wahadtowe (C — H) i kotyszace CH3
988 drgania deformacyjne kotyszace CHs
Polietylen (2 warstwa maseczki)

2913 drgania rozciagajace asymetryczne CHp
2847 drgania rozciggajace symetryczne CH»
147111463 drgania zginajace asymetryczne CH, i nozycowe CH»
1377 drgania deformacyjne wahadtowe CH,
731-720 drgania deformacyjne kotyszace CH»

Na Rysunkach 54-58 przedstawiono widma FTIR-ATR probek poszczegdlnych warstw
materiatu maseczek ochronnych poddanych dziataniu gazowego ClO2 w stgzeniu 4000 ppm wag.
w czasie3 h. Wyniki porownano z widmami tkanin nie poddanych dziataniu C1O5.

010+

Absorbancja

g?g  Maska LXD-03V, w.1 4000 ppm CIOZ, 3
0,16+
014+
0121
0104

Absorbancja

0,08+
0,064
0,044
0024

0,00+
——eeseteser— 70 - S e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Liczby falowe (cm-1)

Rysunek 54. Zestawienie widm FTIR warstwy nr 1 maseczki ochronnej:
------- tkanina nie poddawana dziataniu CIOz , ------4000 ppm wag. ClOz, 3 h.
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Rysunek 55. Zestawienie widm FTIR warstwy nr 2 maseczki ochronnej:
------- tkanina nie poddawana dziataniu CIlO; , ------4000 ppm wag. ClO2, 3 h.
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Rysunek 56. Zestawienie widm FTIR warstwy nr 3 maseczki ochronnej:
------- tkanina nie poddawana dzialaniu CIOz , ------4000 ppm wag. ClOz, 3 h.
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Rysunek 57. Zestawienie widm FTIR warstwy nr 4 maseczki ochronnej:
------- tkanina nie poddawana dziataniu CIO2 , ------4000 ppm wag. ClO2, 3 h.
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Rysunek 58. Zestawienie widm FTIR warstwy nr 5 maseczki ochronnej: ------- tkanina nie poddawana dziataniu ClO2 , --
----4000 ppm wag. ClO2, 3 h

Widma materiatdéw poszczegdlnych warstw maseczek: polipropylenowych (nr 1, 3, 4, 5) oraz
polietylenowej (nr 2) poddanych dziataniu atmosfery gazowego ClO- nie wykazujg istotnych réznic
wzgledem widm tkanin nie poddanych dziataniu ClO;. Polozenie oraz intensywno$é
zidentyfikowanych pasm absorpcji, odpowiadajacych drganiom wigzan wystepujacych
w reaktywnych grupach funkcyjnych czastek polimeréw nie ulegto zmianie. PowyzZsza obserwacja
wskazuje na brak istotnych zmian struktury chemicznej badanych tkanin pod wptywem gazowego
ClO, w zakresie czutosci metody FTIR-ATR.
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6.10. Dezynfekcja fartuchéow rentgenowskich

Badanie stezenia ClO-

W przypadku dezynfekcji fartuchow RTG, szacowanie stezenia ClO, w komorze
dekontaminacyjnej na podstawie bilansu masowego nie dato spodziewanych wynikéw w odczytach
detektora PortaSens III. W przeciwienstwie do oznaczen wykonanych w pustej komorze (wg pkt.
6.5.), w obecnosci fartucha RTG wskazania detektora byly o okoto 30% mniejsze. Wiazato sig to
najprawdopodobniej z sorpcja ClO; przez fartuch. W celu uzyskania wymaganych stezen ClO-
w komorze, zwigkszono o 30% objetosci zastosowanych roztworow. Dodatkowo, dla przypadku
gdy obserwowano spadek stezenia ClO2 w czasie, uruchamiano pompe¢ komory na 1 min w celu
desorpcji dodatkowej ilosci ClO; z fazy ciektej do fazy gazowej. Taka sytuacja miata miejsce jedynie
w podczas dezynfekcji prowadzonej w stezeniu 1500 ppm wag. ClO2. W pozostatych przypadkach,
pompe uruchamiano jedynie na poczatku procesu. Usrednione warto$ci wskazan detektora w czasie

byly wowczas porownywalne do wartoséci zatozonych teoretycznie (Rysunek 59).
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Rysunek 59.Poréwnanie wartosci stezen gazowego ClO2 w komorze dekontaminacyjnej uzyskanych empirycznie i
zalozonych teoretycznie. A — zastosowanie objetosci roztworu obliczonej na podstawie bilansu masowego, B —
zastosowanie objetosci roztworu z uwzglednieniem 30% nadmiaru.

Badania mikrobiologiczne

W Tabeli 40 przedstawiono wyniki badan mikrobiologicznych dla poszczegélnych stezen
ClO; (badania wykonano w 3 powtorzeniach). Skuteczny rezultat procesu dezynfekcji fartuchoéw
RTG uzyskano dla stezen > 1000 ppm wag. gazowego ClO; w czasie 4 h. Stezenie 200 ppm wag.
okazato sie nieskuteczne aby wyeliminowaé spory Bacillus atrophaeus umieszczone na paskach
wskaznikowych w ilosci 10° spor/pasek. Nie uzyskano zatem wymaganego stopnia redukcji log
6 badanych mikroorganizméw. Kluczowa role odgrywa rdéwniez czas prowadzenia procesu
dezynfekcji. Dla stgzenia 1500 ppm wag. gazowego ClO, w komorze i czasie kontaktu 2 h nie
uzyskano wymaganej redukcji spor. W dwoch z trzech probek w stezeniu 500 ppm wag. dla paskow
wskaznikowych umieszczonych po wewnetrznej lewej stronie fartucha, réwniez nie uzyskano
wymaganej skutecznos$ci. Wzrost mikroorganizmow mogt by¢ wynikiem przylegania do siebie

poszczegolnych warstw fartucha co zaktocito prawidtowa penetracje ClO2. Na Rysunku 60
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przedstawiono zmiany barwy pozywek po 7-dniowym czasie inkubacji, dla paskéw wskaznikowych

poddanych dziataniu poszczeg6lnych stezen gazu.

Tabela 40. Wyniki testow mikrobiologicznych dezynfekcji fartuchéw RTG prowadzonych na paskach wskaznikowych.

Umiejscowienie paska
wskaznikowego na fartuchu RTG

Stezenie gazowego ClO,, ppm wag.

200 (4 h)

500 (4 h)

1000 (4 h)

1500 (4 h)

1500 (2 h)

Kontrola dodatnia

(+) (+) (+)

(+) (+) (+)

(+) (+) (+)

(+) (+) (+)

(+) (+) (+)

Kontrola ujemna

() () 6)

WAWAY)

WAWAY)

() ()6

QALY

Zewngtrzna strona fartucha

(+) (+) (+)

WAWAY)

WAWAY)

() ()6

(+) (+) (+)

Wewnetrzna prawa strona fartucha

(+) (+) (+)

WAVAY)

WAVAY)

() () ()

(+) (+) (+)

Wewnetrzna lewa strona fartucha

(+) (+) (+)

() (+) (+)

(66

() () ()

(+) (+) (+)

(+) — probka pozytywna, wzrost mikroorganizméw, zmiana barwy pozywki i osad
(-) — prébka negatywna, brak mikroorganizméw, niezmieniona barwa pozywki

SZ SWP  SWL

K(-) K(+)

K(-) K(+) sz Swp SWL K-) K(+) Sz swp SWL

200 ppm wag. gaz. ClO, 500 ppm wag. gaz. ClO, 1000 ppm wag. gaz. ClO,

Rysunek 60. . Obserwacja zmiany barwy pozywki w procesie dezynfekcji fartuchow RTG dla stezenia 200 — 1000 ppm
wag. ClIO2. Oznaczenia: K(-) — kontrola ujemna, pozywka; K (+) — kontrola dodatnia, wskaznik nie poddany ekspozycji
ClO2; SZ — wskazniki umieszczone na z zewnetrznej stronie fartucha; SWP — wskazniki umieszczone na wewnetrznej
prawej stronie fartucha; SWL — wskazniki umieszczone na wewnetrznej lewej stronie fartucha.

Badanie odpornosci chemicznej materiatu fartuchow na oddziatywanie gazowego CIlO;

Na Rysunku 61 przedstawiono widma FTIR-ATR probek zewnetrznej warstwy materialu
fartucha RTG (czerwony 1 niebieski). Oba widma wykazuja duza zgodno$¢ przebiegu,
pod wzglgdem liczb falowych oraz warto$ci transmitancji odpowiadajacych poszczegolnym
pasmom i pikom absorpcji. Porownanie uzyskanych widm z widmami odniesienia zawartymi
w dostepnej bibliotece Hummel Polymer Sample Library wskazuje na zastosowanie tkaniny
z wtdkna sztucznego, wykonanego z polimeru POLIAMID 6. Z uwagi na stosunkowo niski (65%)
stopien dopasowania do widma odniesienia znajdujgcego si¢ w bazie bibliotecznej, uzyskane widma
porownano takze z widmem Poliamidu 6, pozyskanego ze zrodet zewnetrznych (Rysunek 62).

(Nicodom IR Libraries, 2012; Institute of Chemistry University of Tartu, 2023). W tym przypadku

potwierdzono podobienstwo widm.

Strona | 122



330 4 Fartuch, warstwa czenwona zewnetrzna

025+

0204

Absorbancja

015+
010+

0,05+

030+ Fartuch, warstwa niebieska zewnetrzna

0,25-5
u,zu—f
015+
010
0,05-.
| S
=

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczby falowe (cm-1)

Absorbancja

Rysunek 61. Widma FTIR-ATR zewnetrznej warstwy tkaninowej materiatu badanego fartucha.

----- tkanina czerwona. ------- tkanina niebieska.
o T L
P 1il =il
I S N J! N N B 1 ) P s
ST N N AR VAN O O R RN A 'l v N

Warrssambee s (em—1)

Rysunek 62. Widmo referencyjne Poliamidu 6 (Nicodom IR Libraries, 2012).
Zewnetrzna warstwa badanego materialu wykazywata cechy powlekania innym materiatem
od strony wewng¢trznej. Przeprowadzono pomiar widma FTIR-ATR powlekanej powierzchni.

Uzyskane widma FTIR przedstawiono na Rysunku 63.
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Rysunek 63. Widma FTIR-ATR materiatu powfoki naniesionej na tkaning czerwongq i niebieskq
od strony wewnetrznej. ----- tkanina czerwona. ------- tkanina niebieska.

Oba widma FTIR powloki wykazuja wysoka zgodno$¢ pod wzgledem liczb falowych oraz wartosci
transmitancji odpowiadajacych poszczegdlnym pasmom absorpcji. Porownanie uzyskanych widm
z widmami odniesienia zawartymi w dostgpnej bibliotece wskazuje na zastosowanie tworzywa
poliuretanowego. Z uwagi na stosunkowo niski stopien zgodnos$ci poréwnania widm (69%),
uzyskane widma poddano interpretacji, opierajac si¢ na wiedzy z zakresu spektroskopii IR
(Silverstein, et al., 2005; Pavia, et al., 2008) oraz doniesieniach literaturowych dotyczacych badan
spektroskopowych tworzyw poliuretanowych (Chen, et al., 2004; Salmaih, et al., 2015). W Tabeli
41 przedstawiono opis interpretacyjny podstawowych sygnatow FTIR widm zaprezentowanych

na Rysunkach 61 i 63.

Tabela 41. Opis podstawowych sygnatéw IR widm przedstawionych na Rysunkach 61 i 65.

Liczba falowa, cm? | Opis
Poliamid 6 (Nylon)
3291 drgania rozciggajace (N — H)
2928 drgania rozciagajace asymetryczne CH»
1632 drgania rozciggajace | pasma amidowego (C=0)
1536 drgania rozciggajace |l pasma amidowego (N — H)
1461 drgania deformacyjne (N — H)
1217, 1124, 1066 drgania rozciggajace wigzan eterowych (C — O - C)
573 drgania deformacyjne (C - C)
Poliuretan
3338 drgania rozciggajace (N — H)
2907 i 2860 drgania rozciggajace asymetryczne i symetryczne CHy
1727 drgania rozciagajace I pasma amidowego (C=0)
1532 drgania rozciagajace Il pasma amidowego (N — H)
1066 drgania rozciggajace wigzan eterowych (C — O - C)

Na Rysunkach 64-67 przedstawiono widma FTIR probek materialu fartucha RTG
poddanych dziataniu gazowego ClO. w stezeniu 1500 ppm wag. w czasie 4 h. Wyniki poréwnano

z widmami tkanin niepoddanych dziataniu ClOs.
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Rysunek 64. Zestawienie widm FTIR czerwonej warstwy tkaninowej materiatu fartucha RTG:

------- tkanina nie poddawana dziataniu ClO; , ------- 1500 ppm wag. ClOz, 4 h.
| Fartuch, powloka wewn warstwy czenwonej 0 ppm CIO2
0_40*-
0_30—:
0_20—:
n_m—-

mm4AMVVM“,_,/“\\,fJF“\g‘__

040 7 Fartuch, powioka wewn warstwy czerwonej 1500 ppm CIO2 4 h
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Rysunek 65. Zestawienie widm FTIR poliuretanowej powloki czerwonej warstwy tkaninowej materiatu fartucha RTG:
------- tkanina nie poddawana dzialaniu ClOz , ------- 1500 ppm wag. ClOz, 4 h.
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Rysunek 66. Zestawienie widm FTIR niebieskiej warstwy tkaninowej materiatu fartucha RTG:
------- tkanina nie poddawana dziataniu CIOz , ------- 1500 ppm wag. ClO2, 4 h.
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Rysunek 67. Zestawienie widm FTIR poliuretanowej powloki niebieskiej warstwy tkaninowej materiatu fartucha RTG:
------- tkanina nie poddawana dziataniu CIOz , ------- 1500 ppm wag. CIO2, 4 h.

Widma materiatdbw warstwy tkaninowej, jak rdéwniez powtoki poliuretanowej fartucha RTG
poddanego dziataniu atmosfery gazowego ClO; nie wykazuja istotnych réznic wzgledem widm
tkanin nie poddanych dziataniu ClO,. Potozenie oraz intensywnos¢ zidentyfikowanych pasm
absorpcji, odpowiadajacych drganiom wigzan wystepujacych w reaktywnych grupach funkcyjnych
czastek polimerdéw (ugrupowania karbonylowe, amidowe) nie ulegto zmianie. Powyzsza obserwacja
wskazuje na brak istotnych zmian struktury chemicznej badanych tkanin pod wptywem gazowego
ClO, w zakresie czutosci metody FTIR-ATR.

Zaobserwowano jednak wyrazng zmiang w barwie fartuch RTG pod wptywem ekspozycji

na gazowy ClO- (Rysunek 68).
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Rysunek 68. Zmiana barwy tkaniny fartucha RTG pod wplywem ekspozycji na gazowy CIO2 (1500 ppm, 4 h).
Oznaczenia: A, B — barwa fartucha przed procesem dezynfekcji; C, D — barwa fartucha po procesie dezynfekcji.

7. Dyskusja wynikow

Unikalne wtasciwosci ditlenku chloru, a w szczegélnosci jego silne cechy utleniajace
sprawiajg, ze omawiany zwigzek chemiczny jest szeroko stosowany w réznych galeziach przemystu,
poczawszy od produkcji papieru przez przemyst naftowy, do mycia i konserwowania owocow
i warzyw. Jednym z podstawowych zastosowan jest dezynfekcja, w szczegdlnosci wody pitne;j.

W zwiazku z narastajagcymi problemami opornosci mikroorganizmow na stosowane $rodki
myjace i dezynfekujace, obserwuje si¢ tendencje wzrastajacg zakazen. Powoduje to koniecznosé
opracowywania nowych i1 zarazem skutecznych technologii dezynfekcji. O ile wilasciwosci
dezynfekujace ClO, znane sg juz od wielu lat, o tyle polaczenie wlasciwosci myjacych
i dezynfekujacych w preparatach na bazie ClO; jest zagadnieniem znaczne trudniejszym i nie do
konca poznanym. Oznaczanie ClO, w uktadach zawierajacych komponenty organiczne, jak rowniez
stabilno$¢ analitu w tych uktadach czy kinetyka aktywacji to tylko niektére aspekty zwigzane
z projektowaniem nowych preparatow. Dodatkowo wazne jest aby produkty wykazywaty
skuteczno$¢ biobodjcza w stosunku do najbardziej opornych czynnikéw chorobotworczych, w tym

spor i wiruso6w bezotoczkowych i jednocze$nie byly przyjazne dla srodowiska naturalnego.
7.1. Oznaczanie zawartos$ci C102

Zawarto$¢ ClO., w podstawowym roztworze wzorcowym CIlO; oznaczona metoda
woltamperometryczng wyniosta okolo 1502 + 24,4 ppmwag 1 odpowiadata warto$ci
obliczonej stechiometrycznie. Uzyskane stopnie odzysku ClO, w obecnosci komponentéw
organicznych wykluczyly metode woltamperometryczng w oznaczaniu analitu. Obecno$é w uktadzie
surfaktantéw w postaci m.in. alkoholi, amin czy betain prowadzi do powstawania dodatkowych
uktadéw redoks, ktore w znaczacy sposoéb moga utrudni¢ oznaczanie ClO2. Mechanizmy reakcji
ClO2 z réznymi zwigzkami organicznymi (aminami, alkenami, aminokwasami, tiolami) opisano
w (Rosenblatt, et al., 1967; Choshen, et al., 1986; Tan, et al., 1987; Yakupov, et al., 2001; Chrusciel,

et al., 2019). Koncowe stezenie C1O, w obecnosci komponentow organicznych nie moze by¢ zatem
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doktadnie okreslone poprzez bilans stechiometryczny reakcji otrzymywania i jest trudne do
oszacowania na podstawie przebiegu tej reakcji. Dodatkowo, obecno$¢ jonow miedzi i manganu,
ktére moga pojawic si¢ w uktadzie jako zanieczyszczenia komponentdéw organicznych, w pH <4
moga reagowac z jonami jodkowymi. Nastepstwem powyzszego moga by¢ zaktocenia w oznaczaniu
stezenia jonow ClO; , czyli posrednio réwniez ClO, (Gordon, 1983; Aieta, et al., 1984).
Przeprowadzona charakterystyka kalibracyjna ClO, w roztworze pozwolita okresli¢ molowy

wspotczynnik absorpcji. Jego wartos¢ przy diugosci fali 4,,,, = 358,5 nm wyniosta € = 1288 +

16,9 mozL*cm . Otrzymany wynik znajduje swoje potwierdzenie w danych literaturowych.

Wg publikacji Gauw’a i wsp. molowy wspoétczynnik absorpcji wynosi € = 1255 mof*cm przy
Amax = 360,0 nm ,

we Kieffer'aiwsp.: & = 1242 ——— pIzy dqx = 360,0 nm 0raz & = 1250 —— przy Amqy =
358,5 nm,

natomiast wg Chen’a € = 1260 + 30 molL*cm (Chen, 1967; Kieffer & Gordon, 1968; Gauw, et al.,

1999).

Sporzadzone widma UV-VIS wybranych komponentéw organicznych, potencjalnie
wchodzacych w sktad preparatéw myjaco-dezynfekujacych, nie wykazaty interferencji w maksimum
absorbancji dla ClO,. Zwiazki powierzchniowo czynne takie jak tlenki amin, betainy, alkohole,
alkohole etoksylowane itp. posiadajg grupy chromoforowe, ktorych sygnaty absorpcji rejestrowane
sg przy dtugos$ciach fal mniejszych niz 300 nm (Workman, 2000; Wuelfing, et al., 2006).

Oznaczanie zawartosci ClO, wg metody woltamperometrycznej i spekrofotometrycznej
wykonano w roztworze ClO; z catkowicie przereagowanym NaClO,. Dodatek do roztworu CIO,
komponentéw organicznych w postaci surfaktantow czy przyspieszaczy aktywacji wykluczyt
metode woltamperometryczng w oznaczaniu docelowych produktéw myjaco — dezynfekujacych.
Metoda spektrofotometryczna przez pomiar bezposredni, ze wzgledu na brak interferencji ze strony
komponentéw organicznych mogta by¢ zastosowana w oznaczaniu zawartosci C1O, w docelowych
produktach myjaco — dezynfekujgcych. Jednakze, z racji niemoznosci pozyskania wzorca aktywnego
ClO; niezbgdna byla bezwzgledna metoda odniesienia, pozwalajaca na stworzenie krzywej
kalibracyjnej w pomiarach spektrofotometrycznych. Do tego celu postuzyta wspomniana metoda
woltamperometryczna, ktora z duza dokladnoscia pozwolita oznaczy¢ zawartos¢ ClOs..
Potwierdzeniem jest wyznaczony molowy wspotczynnik absorpcji, ktory pokrywat si¢ z danymi
literaturowymi. Zatem, potaczenie technik woltamperometrycznej i spektrofotometrycznej przez
pomiar bezposredni widma UV-VIS, pozwolil na oznaczenie zawartosci ClO, w uktadach
zawierajgcych komponenty organiczne. Nalezy nadmieni¢, iz W literaturze szeroko opisywane sa

metody oznaczania zawarto$ci ClO., jednak stuzg one najczesciej do oznaczania analitu w wodzie.
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Opracowano prosty sposob kalibracji oraz oznaczania gazowego ClO, w powietrzu metoda
spektrofotometryczng. Sugerowana metoda polega na pomiarze absorbancji fazy gazowej
pozostajacej w stanie bliskim rownowagowo z niewielka, znang objetoscia roztworu ClO;
znajdujacego si¢ w kuwecie poza wigzka pomiarowa oraz pomiarze spektrofotometrycznym in situ
roztworu przed i po desorpcji rownowagowej. Sugerowany sposob postepowania stworzyt
mozliwo$¢ bilansowego oznaczenia zdesorbowanego ClO. a tym samym wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej.

Charakterystyczng cechg widma ClOy, bardziej widoczng w widmach w stanie gazowym,
nieco mniej w roztworach, jest jego oscylacyjna struktura, uwidoczniona poprzez serie lokalnych
maksimow absorpcji (widoczne zygzaki). Obserwowane pasmo absorpcji zwigzane jest z przejsciem
elektronow walencyjnych czasteczki ClO, ze stanu podstawowego X2B; do stanu
wzbudzonego 424, (Richard & Vaida, 1991; Esposito, et al., 1999; Sun, et al., 2005). Uzasadnienie
powstawania struktury oscylacyjnej widma UV gazowego ClO, umozliwity obliczenia prowadzone
z wykorzystaniem modelu powierzchni energii  potencjalnej.  Przejscia  wibroniczne
W obserwowanym pasmie absorpcyjnym powigzano z drganiami wigzan w trojatomowej czasteczce
ClO, Duze piki absorpcji powstaja w efekcie wzbudzen wibronicznych poziomow energii drgan
rozciggajacych symetrycznych. Obecno$¢ sygnatow o mniejszej intensywnos$ci, widocznych
W obszarze nizszych energii wzbudzenia, uzasadniona jest sprzgzeniem symetrycznych drgan
rozciaggajacych z drganiami zginajacymi oraz drgan rozciagajacych symetrycznych z drganiami
rozciggajacymi asymetrycznymi.

Wyznaczony molowy wspotczynnik absorpcji dla gazowego ClO2 przy przy Apq,351 nm

' oraz g, =2520 +210 —

wyniost e, = 2430 + 140 w Kkuwecie pomiarowej

molxcm molxcm

o drodze optycznej | =1cm i czasie ustalenia rownowagi odpowiednio t = 10i 15 min oraz

L
molxcm

£42500 + 480 w kuwecie pomiarowej cylindrycznej o drodze optycznej [ =10 cm

i czasie ustalenia rownowagi t = 15 min. Znaczna r6znica pomiedzy uzyskanymi warto$ciami dla
101 15 min, moze by¢ wynikiem zbyt krotkiego czasu przeznaczonego dla ustalenia rownowagi dla
pierwszego przypadku. Zwiekszenie drogi optycznej pozwolito na podwyzszenie czuto$ci metody
atym samym zakresu oznaczalno$ci. Pomiar w kuwecie ol =1 cm pozwolil na oznaczenie
zawarto$ci ClO2 powyzej 1000 ppm wag. , pomiar w kuwecie o [ = 10 cm pozwolit na 10-krotne
zwickszenie czulo$ci metody.

Proponowana metoda spektrofotometryczna oznaczania gazowego ClO: nie zostala jak
dotad opisana w literaturze naukowej. Trudno tu zatem o bezposrednie poréwnanie wartosci
z danymi literaturowymi. Dlatego tez w celu odniesienia wyznaczonych wartosci do danych
literaturowych dokonano konwersji warto$ci molowego wspotczynnika absorpcji do wartosci

powierzchni przekroju czynnego czasteczki ClO2 na absorpcje promieniowania.
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Obserwowane roznice pomiedzy wartosciami przekrojow czynnych moga wynikaé
ze sposobu  generowania oraz  pomiaru ditlenku  chloru  poddawanego  badaniu
spektrofotometrycznemu. W pracach (Wahner, et al., 1987; Kromminga, et al., 2003; Arango, et al.,
2014), ale rowniez (Derby, et al., 1953; Birks, et al., 1977) wykorzystano sposob wytwarzania C10;
polegajacy na utlenianiu NaClOs; gazowym chlorem. W aparaturze badawczej w publikacjach
Wahner’a i in. oraz Kromminga i in. (Wahner, et al., 1987; Kromminga, et al., 2003) wykorzystano
niskotemperaturowe naczynia kondensacyjne do wydzielenia statego ClO, oraz jego destylacje
w celce pomiarowej i pomiar in situ. Minimalizacja interwalu czasowego, pomig¢dzy
wygenerowaniem CIO; a pomiarem widma absorpcyjnego, w znaczacy sposob wplyneta na
ograniczenie czynnikéw zewnetrznych m.in. $wiatta, a tym samym na stabilno$¢ ste¢zenia ClO..
W zwigzku z tym wartosci przekroju dla ww. zacytowanych przypadkow byly wyzsze anizeli
te uzyskane w niniejszej pracy lub w publikacji Arango i wsp. (Arango, et al., 2014). W przypadku
tej ostatniej rowniez zostat zastosowany generator z fotometrycznym miernikiem C1O, (Czarneski
& Lorcheim, 2005), ale czas pomiedzy wytworzeniem gazu a pomiarem jest stosunkowo dhugi.
Wobec braku $rodkoéw zapobiegajacych fotolizie ClO2, moglto dojs¢ do niewielkiego obnizenia
zawarto$ci gazu w stosunku do warto$ci zatozonej w obliczeniach. Podobny efekt mogt wystapic
w przypadku badan zaprezentowanych w niniejszej pracy.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy w aspekcie mozliwosci ich zastosowania w oznaczaniu
ClO2 w powietrzu sa zadowalajace. Podstawowa zaleta proponowanego Sposobu postepowania jest
ominigcie konieczno$ci stosowania ztozonych uktadéw generowania ClO2 oraz potencjalnych zrodet
btedow wzorcowania wynikajacych z koniecznosci stosowania dodatkowych urzadzen pomiarowych

(mierniki przeptywu, mierniki ci$nienia) wptywajacych na wynik analizy.

Porownano wartosci stgzenia gazowego ClO2 bedacych wskazaniem detektora PortaSens Il
do wartosci zalozonych teoretycznie i wyznaczonych na drodze bilansu masowego, poprzez pomiar
spektrofotometryczny stezenia poczatkowego i koncowego roztworu. Na potrzeby badawcze
W niniejszej pracy, uzyskano zadowalajace wyniki. Nie zaobserwowano znaczacych réznic
pomigdzy warto§ciami empirycznymi, a teoretycznymi. Stosunek stezen uzyskanych z bilansu
masowego i teoretycznych miescit si¢ w przedziale 0,91-0,97, za$§ stosunek stezen zmierzonych
detektorem i teoretycznych w przedziale 0,93-0,96. Oba wyniki sa zblizone do jednosci.

Wspotezynniki zmienno$ci CV dla wszystkich pomiaréw empirycznych nie przekroczyty 5%.
7.2.Skuteczno$¢ biobdjcza

Okreslono skutecznos$¢ biobojczg dla 5 uzyskanych preparatow na bazie ditlenku chloru wg
metod zawiesinowych i nosnikowych.
Dla produktu Armex 2000 Ultraczysty przeprowadzono badania zawiesinowe wobec

bakterii, grzybow, drozdzy, pratkow, spor i wiruséw oraz badania no$nikowe bez udzialu czynnika
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mechanicznego wobec bakterii, grzyboéw, drozdzy i wirusow w warunkach czystych, w czasie
kontaktu 5 min i stezeniach 25, 50 oraz 100 ppm wag. ClO». Nie uzyskano wymaganej skutecznosci
log 5 dla bakterii oraz log 4 dla pozostatych patogenéw chorobotwodrczych w badaniach wg norm
no$nikowych EN 17387 oraz EN 16777. W badaniach zawiesinowych brak skutecznosci biobojczej
stwierdzono jedynie wobec spor B. subtilis i B. cereus w stezeniu 25 ppm wag. ClO, oraz wobec
spor C. difficile w stezeniach 25-100 ppm wag.

Wada badan zawiesinowych w okreslaniu skutecznosci biobojczej jest to, ze patogeny
sg zawieszone w duzej objetosci srodka biobojczego. Badania nosnikowe natomiast odzwierciedlaja
warunki rzeczywiste, co skutkuje niejednokrotnie tym, ze stezenia skuteczne okreslone metodami
zawiesinowymi, nie wykazujg skuteczno$ci w badaniach no$nikowych (Tarka, et al., 2017,
Moorman, et al., 2017). Nanoszenie zawiesiny na no$nik a nastgpnie poddanie powierzchni
catkowitemu wysuszeniu ogranicza bowiem dostep srodka dezynfekujacego do patogenu. Wigzania
hydrofobowe i wigzania van der Waalsa moga sprzyja¢ adhezji patogenéw do powierzchni,
utrudniajac kontakt ze srodkiem biobdjczym (Park, et al., 2007; Samandoulgou, et al., 2015).

Wg piramidy opornosci patogenéw na biocydy (Mc Donnell & Burke, 2011) bakterie
Gramm dodatnie sa mniej oporne anizeli bakterie Gramm ujemne, co zostalo potwierdzone
w zaprezentowanych wynikach w produkcie Armex 2000 Ultaczysty. Logarytmy redukcji bakterii
S. aureus i E. hirae sa nizsze, anizeli bakterii P. areuginosa oraz E. coli.

Na szczycie piramidy opornos$ci, obok prionéw, znajduja si¢ spory bakteryjne. C. difficile
o rybotypie R027 uwaza si¢ za najbardziej oporny szczep chorobotworczy, wytwarzajacy
kilkunastokrotnie wiecej toksyn TcdA oraz TcdB od pozostatych szczepéw. Odpowiedzialny jest
za ponad potowg przypadkow zakazen w placowkach opieki medycznej (Gongalves, et al., 2004;
Warny, et al., 2005; Schoyer & Hall, 2020). Warto$¢ stopni redukcji w badaniach zawiesinowych
w produkcie Armex 2000 Ultraczysty potwierdzity najwyzsza opornos¢ C. difficile sposrod
wszystkich zbadanych patogenow.

Literatura naukowa dotyczaca skutecznosci ClO, wobec spor nie jest nadmiernie bogata.
W artykule Foegedinga i wsp. przedstawiono wyniki badan wptywu ClO, na przezywalno$¢ spor B.
cereus T, B. stearothermophilus ATCC 1518 oraz C. perfringens NCTC 8798, w stezeniach 20-80
ppm wag. Przy st¢zeniu 50 ppm wag., poziom redukcji log 4 osiagnieto w pH 4,5 po czasie 15 min
dla spor B. cereus, 20 minut dla B. stearothermophilus oraz 80 min dla C. perfringens. Ten sam
poziom redukcji przy pH 8,5 osiagnigto po 45 min w przypadku C. perfringens (Foegeding, et al.,
1986).

Friedline i wsp. przedstawili wyniki skutecznos$ci biobdjczej wobec spor B. pumilus SAFR-032
oraz B. subtilis ATCC 6051 w warunkach czystych, w roztworach wodnych CIO:. o stgzeniu 47 ppm
wag. oraz czaséw kontaktu 10 i 60 min. Uzyskano poziomy redukcji odpowiednio log 1 oraz log 2.
Catkowita redukcja log 4 zostata uzyskana dopiero po 24 h. Podwyzszenie st¢zenia C102 do 187 ppm

wag. pozwolito osiagna¢ catkowita redukcje¢ spor w czasie 10 min (Friedline, et al., 2015).
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Wykazano rowniez, ze roztwor ClO; o stezeniu 600 ppm wag. redukuje przetrwalniki C. difficile
do poziomu log 6 w czasie 15-30 min w zaleznosci od szczepu i kondycji mikroorganizmu.
Badania prowadzono w warunkach czystych z wykorzystaniem krazkéw stalowych (Perez, et al.,
2005). Z kolei wg publikacji Hartmann, redukcj¢ C. difficile na poziomie log 2,48 i log 2,65
osiaggnieto dla stezenia 1600 ppm wag. ClO,, w czasie 10 min bez obcigzenia organicznego
na sterylnych szklanych no$nikach (Hartman, 2015).

Przedstawione dane literaturowe wskazuja na duze rozbiezno$ci w wyznaczaniu
skuteczno$ci wobec spor. W niniejszej pracy wymagang skuteczno$¢ log 4 wobec spor Bacillus
osiagni¢to juz w czasie kontaktu 5 min i st¢zeniu 50 ppm wag. W badaniach zawiesinowych
opisanych przez Foegeding i wsp. oraz Friedline i wsp. (Foegeding, et al., 1986; Friedline, et al.,

2015) wymagane czasy kontaktu byty znacznie dtuzsze.

Obecno$¢ w ukladzie zwigzkéw powierzchniowo czynnych w znaczacy sposob poprawia
skutecznos¢ biobojcza produktu. Preparat Armex 5 MD po aktywacji r6zni si¢ od omoéwionego
Armexu 2000 Ultraczysty zasadniczo tylko tym, ze posiada w sktadzie surfaktanty. Ze wzgledu
na swoje wlasciwosci zwilzajace oddziatuja one z powierzchnig testowa oraz z powierzchniami
patogendw, zwickszajac ich dostepnos¢ dla CIOs.

Stezenie 100 ppm wag. ClO, wobec C.difficile w badaniach zawiesinowych,
byto wystarczajace na uzyskanie wymaganego stopnia redukcji. Dowodzi to, ze ClO, wykazuje
dzialanie synergistyczne z surfaktantami. Jednak analogiczne stezenie nie bylo wystarczajace
do uzyskania skutecznosci wobec spor w badaniach z czynnikiem mechanicznym. Dopiero
wydtuzenie czasu kontaktu z 5 do 15 min pozwolito na uzyskanie zadowalajacych rezultatow przy
stezeniach 50 i 100 ppm wag. ClO,. Warto nadmienié¢, ze norma EN 16615 z dzialaniem czynnika
mechanicznego, przez przecieranie powierzchni chusteczka, dedykowana jest jedynie testom
z bakteriami i drozdzami. W niniejszej pracy, badania rozszerzono o pratki spory i wirusy.
W literaturze naukowej opisano badania skuteczno$ci wg normy EN 16615 wobec: C. difficile dla
aldehydu glutarowego i kwasu nadoctowego (Gemein, et al., 2019), wirusow — dla kwasu
nadoctowego i czwartorzgdowej soli amoniowej (Becker, et al., 2019) oraz drozdzy — dla srodkow
dezynfekujacych na bazie alkoholu i czwartorzedowych soli amoniowych (Muller, et al., 2020).

Najwyzsze stopnie redukcji > log 7 osiagnigto dla produktu Armex 5 MD w warunkach
czystych juz w czasie kontaktu 30 s wobec koronawirusa ludzkiego 229E. Znajduje to swoje
potwierdzenie w literaturze: wirusy otoczkowe uznaje sie za patogeny najbardziej wrazliwe
na dziatanie $rodkow biobodjczych (Russel, 1999; Rutala & Weber, 2008).

Najbardziej opornym wirusem, w badaniach dla produktu Armex 5 MD okazat si¢ norowirus
mysi, tarktowany jako surogat norowirusa ludzkiego (Sattar, et al., 2011). W normie nos$nikowej
4 polowej nie osiggnicto wymaganego stopnia redukcji log 4 dla 50 ppm wag. ClO;, zar6wno

w warunkach czystych, jak i brudnych. Moze to wynika¢ z faktu, iz punkt izoelektryczny,
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w ktorym nastgpuje agregacja norowirusa osiggany jest przy pH 4, ktory jednocze$nie odpowiada
pH produktu Armex 5 MD w stezeniach 25, 50 i 100 ppm wag. Cl1O, (Samandoulgou, et al., 2015).
Agregacja wirusOw natomiast to naturalny proces, ktory pomaga im przetrwa¢ w niekorzystnym
srodowisku i chroni przed dziataniem produktéw biobdjczych (Andreu-Moreno & Sanjuan, 2018;
Pradhan, et al., 2022).

Istotng obserwacja jest to, ze w badaniach no$nikowych w warunkach brudnych dla produktu
Armex 5 MD bez uzycia czynnika mechanicznego uzyskano wigkszy stopien redukcji wirusow,
anizeli w badaniach z uzyciem czynnika mechanicznego. W teorii, dodatkowy czynnik, w postaci
przecierania chusteczka, powinien dziata¢ na niekorzy$¢ patogenow. Roznice moga wynikac przede
wszystkim ze sposobu aplikacji. W normie EN 16777 produkt nanoszony jest bezposrednio
na zainfekowang powierzchni¢ krazka, w normie EN 16615 posrednio na chusteczke, a dopiero
potem na powierzchnig, przy czym, cala objetos¢ preparatu moze nie by¢ przeniesiona z chusteczki

na powierzchnie. Innym czynnikiem mogacym mie¢ wpltyw na obserwowane zjawisko jest iloSci

produktu przypadajgcego na 1 m? powierzchni. W normie EN 16615 ilo$¢ produktu wynosi 160 :—5

(EN 16615, 2015), w normie EN 16777 — dwukrotnie wigcej 318 Z—g (EN 16777, 2019). Dodatkowo

na skuteczno$¢ preparatu moze wplywaé rodzaj uzytego nos$nika. Material PVC stosowany
w metodzie 4 — polowej jest najtrudniejszym materiatem do dezynfekcji (Werner, et al., 2018).

W badaniach zawiesinowych produktow Armex 2000 ultraczysty oraz Armex 5 MD,
zaobserwowano spadek poziomu redukcji wirusow przy stezeniu 100 ppm wag. ClO..
Jak juz wspomniano w konteks$cie norowirusa, moze mie¢ to zwigzek ze zmiang pH roztworu,
a tym samym z agregacja patogenéw (Samandoulgou, et al., 2015).

Produkty gotowe do uzycia Armex 5 foam oraz Armex 5 WC poprzez zmieszanie
prekursora i aktywatora w stosunku (50% : 50%) charakteryzuja si¢ wysokim st¢zeniem C10, — 1500
ppm wag. i przeznaczone sa do dezynfekcji odpowiednio matych powierzchni czesto dotykanych
oraz powierzchni sanitarnych. Uzyskano wymagane poziomy redukcji dla wszystkich badanych
patogendow w poszczegodlnych metodach badania.

Badania dezynfekcji powierzchni drogg powietrzng z wykorzystaniem produktu Armex 5
VH wykazaty, iz kluczowym parametrem badan jest oprocz st¢zenia 1 stopnia obcigzenia
organicznego réwniez wilgotno$¢. Poziom redukcji gronkowca ztocistego S. aureus poddanego
dziataniu gazowego ClO; w stez 100-300 ppmv w czasie kontaktu 60 min, wynosit log 2,5 przy
wilgotnosci 55-58% i log 5,7 przy wilgotnosci >70%. Gordon i wsp. (Gordon, et al., 2012) w pracy
przegladowej, potwierdzili, ze wilgotnos¢ komory odkazajacej ma wplyw na skuteczno$¢ gazowego
ClO,. Zwigkszenie wilgotnosci powietrza z 50% na 80% skutkowato znacznie krotszymi czasami
skutecznej ekspozycji spor Bacillus spp. na gazowy ClO,. W badaniach wtasciwych wymagany
poziom redukcji log 4 dla spor uzyskano w stezeniu 250 ppmv (585 ppm wag.) po czasie kontaktu

60 min oraz dla bakterii, grzybow, pratkéw i wirusow w stezeniu 50 ppmv (117 ppm wag.) po takim
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samym czasie kontaktu. W publikacji Pottage i wsp. (Pottage, et al., 2012) wykazano, ze stopien
redukcji log 5 spor Bacillus atrophaeus oraz Geobacillus stearothermophillus osiagnieto po 60 min
ekspozycji na stezenie 396 ppm wag. CIOx.

Przeprowadzone badania aplikacyjne z wykorzystaniem gazowego ClIO, wykazaty, ze z
duzym powodzeniem moze on by¢ stosowany do dezynfekcji maseczek ochronnyc, fartuchéw RTG
oraz potencjalnie innych skomplikowanych przyrzadow i uktadéw, ktorych higiena, z racji struktury
badZz masy jest trudna do utrzymania. Stezenie skuteczne dezynfekcji masek wobec spor B.
atrophaeus umieszczonych na paskach wskaznikowych w czasie 2 h wynosito 500 ppm wag. CIO;
i w czasie 1 h wynosito 4000 ppm wag. ClO.. Uzyskano poziom redukcji log 6. W literaturze opisano
proces dezynfekcji maseczek ochronnych z wykorzystaniem promieniowania ultrafioletowego
(Kierat, et al., 2020). Skutecznos¢ dezynfekeji fartuchéw RTG na poziomie log 6 osiggnigto w czasie
4 hiw stezeniu 1000 ppm wag. ClO,. W literaturze naukowej nie znaleziono informacji dotyczacych
dezynfekcji fartuchow RTG z wykorzystaniem ClO,. Zaproponowano jednak aplikacje dezynfekcji
endoskopow (Yi, et al., 2016), czy tez karetek pogotowia z zastosowaniem tej metody (Lowe, et al.,
2013).

7.3. Toksyczno$¢ i ekotoksycznos¢

Analiza szacunkowa toksycznosci 1 ekotoksycznosci otrzymanych produktéw na bazie ClO;
nie zaklasyfikowata zadnego z nich w klasie toksycznos$ci ostrej i klasie toksycznosci przewleklej
w stosunku do $rodowiska wodnego. Swiadczy to o tym, ze nowo zaprojektowane preparaty mozna
bezpiecznie stosowa¢ w przemysle, gospodarstwach domowych, przetworstwie zywnosci oraz
placéwkach ochrony zdrowia i nie bedzie si¢ to wigzato z zagrozeniem dla srodowiska.

W literaturze naukowej zaproponowano aplikacje ClIO, do bezposredniego kontaktu
Z organizmem czlowieka w postaci ptynow do ptukania nosa, jako alternatywnej terapii leczenia
chordb zakaznych drog oddechowych, w szczegolnosci COVID-19 (Cao, et al., 2022), ptynow do
ptukania jamy ustnej (Kerémi, et al., 2020) czy tez ptynéw do dezynfekcji ran (Noszticzius, et al.,
2013).

Strona | 134



8. WhniosKi

1. Polgczenie miareczkowania woltamperometrycznego oraz techniki spektrofotometrycznej
UV-VIS opartej na pomiarze specyficznego widma ditlenku chloru, pozwolito
na opracowanie metodyki oznaczania zawartosci ClO; nie tylko w wodzie, ale réwniez

w bardziej ztozonych uktadach zawierajacych organiczne $rodki myjace.

2. Metody analityczne oznaczania ClO,, ktérych chemizm oparty jest na reakcjach redoks
(metody jodometryczne i spektrofotometryczne z wykorzystaniem barwnikow), nie moga
zosta¢ w bezposredni sposob wykorzystane do oznaczania ClO, w roztworach zawierajacych
matryce organiczng. Surfaktanty i przyspieszacze aktywacji tworza dodatkowe uktady
redoks, ktore zaklocaja przebieg reakcji analitycznych wptywajac na wynik oznaczania

zawartosci ClOx.

3. Opracowanie metody kalibracji spektrofotomretrycznej metody oznaczania zawartos$ci
gazowego ClO, w powietrzu, z wykorzystaniem pomiaru widma ditlenku chloru w fazie
gazowe] pozostajacej w stanie bliskim réwnowagi z roztworem ClO,, w znaczny sposob
moze uprosci¢ 0znaczanie zawartosci ClO2 w powietrzu, pozwalajac na  ominigcie
koniecznosci stosowania ztozonych uktadow generowania ClO; oraz zrédet potencjalnych

btedow wzorcowania wynikajacych ze stosowania dodatkowych urzadzen pomiarowych.

4. Zastosowanie w sktadzie opracowanych preparatow prekursora i aktywatora oraz
wykorzystanie techniki aktywacji in situ pozwala na stabilne i bezpieczne przechowywanie

tych preparatow do momentu ich wykorzystania.

5. Opracowana technika aktywacji CIO; in situ pozwala w kontrolowany sposob osiggnaé
zadane stezenie ClO2 w okre§lonym czasie. Osiagniety czas aktywacji ClO, w otrzymanych

produktach wynosi 1 min i stanowi postep w stosunku do stanu techniki.

6. Stezenia biobdjcze wyznaczone na drodze badan zawiesinowych nie sg skuteczne
w badaniach no$nikowych, symulujacych warunki rzeczywiste. Wykazano, ze zawiesina
patogenéw poddana dziataniu duzej ilosci produktu biobodjczego, nie odzwierciedla

w praktyce jego zastosowania w dezynfekcji lub myciu i dezynfekcji powierzchni.

7. Obecnos¢ w uktadach zwigzkow powierzchniowo czynnych, przyczynia si¢ do poprawy
zwilzalno$ci, zarowno dezynfekowanych powierzchni, jak i bton zewngtrznych / $cian

komorkowych / otoczek patogenow i zwigksza ich podatnos¢ na dziatanie biobdjcze ClO:.

8. Sposodb aplikacji oraz ilos¢ srodka dezynfekujacego na jednostke powierzchni, zastosowana

w no$nikowym badaniu skutecznosci wptywa na poziom redukcji liczebno$ci patogenow.
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Powinno to znalez¢ odzwierciedlenie w doborze metody badania skutecznosci, adekwatne;j

do warunkéw rzeczywistych.

9. Stezenie skuteczne gazowego ClO; i uzyskanie wymaganego poziomu redukcji liczebnosci
patogenow zalezy od wilgotnosci powietrza w ukladzie badawczym. Poziom wilgotnosci
wplywa bezposrednio na wymagany czas kontaktu patogenu z produktem biobdjczym.
Optymalna wilgotno$¢ wzgledna w uktadzie badawczym i w warunkach stosowania

dezynfekcji gazowym ClO, powinna wynosi¢ >70%.

10. Wykazano skuteczno$¢ dezynfekcji maseczek ochronnych z wykorzystaniem gazowego
ClO2 o stezeniu 500 ppm wag. Ditlenek chloru nie wykazuje whasciwosci destrukcyjnych
w materiale maseczki, co potwierdza analiza spektrometryczna FTIR. Stwarza to mozliwo$¢

regeneracji i ponownego bezpiecznego wykorzystania maseczek FFP3.

11. Udokumentowano skuteczno$¢ dezynfekcji cigzkich i obszernych fartuchow RTG
w komorze dekontaminacyjnej w atmosferze gazowego ClO; o st¢zeniu 1000 ppm wag.
Ditlenek chloru nie wykazuje wlasciwosci destrukcyjnych w stosunku do materiatu fartucha,

co potwierdzita analiza spektrometryczna FTIR.

12. Otrzymane produkty na bazie ClO; nie wykazujg cech toksycznych w stosunku do cztowieka
oraz $rodowiska wodnego. Szacowanie toksycznosci przeprowadzono dla najgorszego
mozliwego przypadku, czyli catkowitego przereagowania reagentow podczas aktywacji

in situ.
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PODSUMOWANIE

W ramach badan opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej utworzono receptury
5 produktéw dezynfekujacych i myjaco — dezynfekujacych na bazie ditlenku chloru jako sktadnika
biobojczego. Formy uzytkowe omawianych produktow, tj. koncentraty, pianka czy zel sa Scisle
dostosowane do obszarow aplikacji, w ktorych ich stosowanie jest rekomendowane. Cecha
znamienng otrzymanych produktow jest stabilno$¢ produktu w trakcie przechowywania, ktora
osiaggnicto poprzez technik¢ generowania ClO; in situ oraz szybki czas aktywacji ClO,, gdzie
rekomendowane stgzenia C10; osiggnigto po 1 min od zastosowania.

Zakres prac obejmowal opracowanie metod analitycznych oznaczania C102 w roztworach
i powietrzu, badania preparatywne oraz badania skuteczno$ci biobdjczej z wykorzystaniem metod
zawiesinowych 1 no$nikowych. Dodatkowo, oszacowano wiasciwosci toksykologiczne
i ekotoksykologiczne otrzymanych preparatow. Przedstawiono wyniki badan aplikacyjnych
dezynfekcji fartuchow rentgenowskich i maseczek ochronnych uzyskane w procesie dezynfekciji
powierzchni drogg powietrzng z uzyciem gazowego CIOo.

Nowoscig w rozprawie doktorskiej jest opracowanie metod analitycznych oznaczania
zawartosci ClO, w uktadach innych niz woda, tj. zawierajacych komponenty organiczne
oraz opracowanie metody prostego sposobu kalibracji i oznaczania zawartosci C10, w powietrzu
metoda spektrofotometryczng. Ponadto, literatura naukowa dotyczgca skutecznosci biobojczej ClO>
w aspekcie patogenow chorobotworczych na powierzchniach (w szczegdlnosci spor i pratkow) nie
nalezy do bardzo obszernych. Badania wykonywane wg przedstawionych norm, a przede wszystkim
porownanie wynikow testow przeprowadzonych na ich podstawie, mozna zatem uzna¢ za nowos¢
naukowa. Warto zwroci¢ uwage na fakt, iz metody nosnikowe EN 16777, EN 17272, oraz EN 17387,
ale robwniez norma zawiesinowa wobec spor EN 17126 zostaty zatwierdzone i wprowadzone do
uzytku ogodlnego w trakcie realizacji studidow doktoranckich, tj. po 2018 roku. W rozprawie
doktorskiej przedstawiono zaleznosci w okreslaniu skutecznosci biobojczej, wynikajace z rodzaju
stosowanych metod i warunkéw 0znaczania.

Rozprawa doktorska ma charakter interdyscyplinarny z duzym potencjatem wdrozeniowym.
Przeprowadzone badania sg wazng cze$cig uzupetniajacg dla projektu badawczego NCBIR nr POIR
01.01.01-00-1104/17-00 pt. Technologia wytwarzania oraz stosowania preparatow dezynfekcyjnych
na bazie ditlenku chloru do zwalczania ognisk epidemicznych drobnoustrojéow chorobotworczych,
0 wysokiej opornosci na dezynfekcje chemiczng, realizowanego w firmie MEXEO
w Kedzierzynie — Kozlu.

Wartos¢ utylitarna pracy polega zatem na wykorzystaniu wynikow badan do wdrozenia
kompletnej technologii produkcji i stosowania preparatow myjgco-dezynfekujacych w obszarach
medycznych, ale roéwniez spozywczych, instytucjonalnych i domowych. Uzyskane wyniki byty

réwniez podstawa do zaplanowania i przeprowadzenia badan w warunkach klinicznych.
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W ramach komercjalizacji przewidziane jest skompletowanie dokumentéw i rejestracja
uzyskanych produktow w procedurze narodowej w Urzgdzie Rejestracji Produktow Leczniczych,
Wyroboéw Medycznych i Produktow Biobdjczych (URPLWMIiPB). W pézniejszym czasie planuje
si¢ rejestracje produktow w procedurze europejskiej. Nastapi to w momencie gdy procedura
europejska dla ditlenku chloru zacznie obowigzywac.

Praca badawcza zostata zrealizowana w ramach programu Doktorat Wdrozeniowy, przy
wspbtpracy firmy MEXEO z Kedzierzyna-Kozla oraz Politechniki Slaskiej. W petni wykorzystano
kompetencje wymienionych podmiotow dla osiggnigcia stawianych celow naukowych

i wdrozeniowych.
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ZALACZNIKI
Zalaczniki do rozprawy doktorskiej umieszczone sa na nosniku pamigci CD.
ZALACZNIK 1:

Oznaczanie spektrofotometryczne ClO2 w roztworach wodnych — barwniki

spektrofotometryczne
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