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Abstrakt — Rozwéj spoteczenstwa ludzkiego na catym swiecie spowodowat bardzo powazne szkody dla srodowiska, ktore
zagrazajqzdrowiu czltowiekai przetrwaniuroslini zwierzqtwskutek zwigkszonego wystepowania chorob zakaznych.

Swiadomosé tego faktu doprowadzila do opracowania zaawansowanej, nieszkodliwej dla srodowiska metody eliminacji
chorobotworczych drobnoustrojow i lotnych zwigzkow organicznych (LZO) w duzych przestrzeniach powietrza i na
powierzchniach. Zaawansowane procesy utleniania (AOP) oparte na rodnikach hydroksylowych (OH*) w odpowiednich stezeniach
dzialajg biobojczo na drobnoustroje chorobotworcze i rozkiadajg unoszgce sie w powietrzu zwiqgzki organiczne do form
mineralnych nieszkodliwychzwigzkbw organicznych.

Technologia ta jestuznawana za czystqi bezpieczng, ktoranajczesciej odbywasie przy uzyciu promieniowania stonecznego
bedqgcego czynnikiem inicjujgcym proces z fotokatalizatorem. Problemem przedstawionym w metodachfotokatalizy jest jejniska
predkosé, wytwarzanietrujgcychzwigzkow posrednich rozkiadu, dezaktywacja materiatui obecnosé promieniowania UV.

Zwigkszone rozprzestrzenianie si¢ w powietrzu drobnoustrojow chorobotworczychwzbudzito powazne obawy dotyczqce zagrozenia
dlabezpieczenstwa srodowiskowego. Jednakze brakuje skutecznejmetody szybkiego usuwaniatych szkodliwych drobnoustrojow w
duzej przestrzeni powietrza. W porownaniu z konwencjonalnymisrodkami odkazajgcymi procesy utleniania oparte na rodnikach
OH® majq doskonatezalety.

Stowa kluczowe — zaawansowany proces utleniania (AOP), odkazanie, rodniki hydroksylowe (OH®), choroby zakaine, ozon,
terpeny, LZO.

l. WPROWADZENIE

Rozwoj spoteczenstwa ludzkiego na catym $wiecie spowodowat bardzo powazne szkody dla srodowiska, ktore zagrazaja zdrowiu
cztowieka iprzetrwaniu roslin i zwierza t wskutek zwigk szonego wystgpowania chorob zakaznych.

W atmosferze nie wyst¢puja rodzime drobnoustroje, ale stanowiona szybkiiglobalny osrodek ich rozprzestrzeniania si¢. W his torii
aerobiologiiwykazano do konca ubieglego wicku fundamentalng role, jaka zanieczyszczenie powietrza oddechowego odgrywa w
rozwoju epidemii takich chorob, jak cholera, grypa czy legionelloza [1]. Takie zanieczyszczenie powietrza w potgczeniu z
tatwoscig przemieszczania si¢ ludzina catym $wiecie spowodowato powstanie wnowym stuleciu niezwykle powaznych zesp ot ow
niewydolnoscioddechowe;.

Miedzy listopadem 2002 r. a lipcem 2003 r. cigzki ostry zesp6t oddechowy (SARS) szybko rozprzestrzenit si¢ z Chin do 37 innych
krajow na catym $wiecie, powodujac 775 zgondw wérdd ludzi przy stratach ekonomicznych wwysokosci40 mld USD [2].

Na poczatku 2009 r. nowy szczep wirusa HINI pochodzacego od $win rozprzestrzenit si¢ z Meksyku na caty $wiat.
Rozprzestrzenienie si¢ wirusa H1N1 spowodowato ogloszenie przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WH O) pandemiigrypy, ktora
na poczatku2010 r. spowodowata $mier¢ okoto 17 000 ludzi[3].

W 2012 r.pojawit sie nowy koronawirus, MERS-CoV (koronawirus bliskowschodniego zespotuoddechowego). Pojawienie si¢
wiruséw SARS-CoV w 2002 r. i MERS-CoV w 2012 r. zmienito sposéb postrzegania rodziny Coronaviridae, poniewaz
powodowane przeznie choroby zapalenia ptuc (SARS iMERS) maja $miertelno$é w wysokosciodpowiednio 10% 130%, ktore sa
wyzsze w poroOwnaniu z reszta wirusow w tej rodzinie [4].

Po 17 latach, wgrudniu 2019r., w miescie Wuhan w prowincji Hubeiw Chinach pojawit si¢ trzecinowy koronawirus o nazwie
SARS-CoV-2 (koronawirus 2 ciezkiego ostrego zespotu oddechowego) [S]. W lutym 2020r. WHO nazwata chorobe wywoty wan g
przez ten wirus COVID-19 ioglosita jej pandemie. Stad bardzo wazng kwestig jest opracowanie szybkiej i skutecznej metody
usuwania chorobotworczych drobnoustrojow w duzych przestrzeniach powietrza.

Swiadomos¢ tego faktu doprowadzita do opracowania zaawansowanej, nieszkodliwej dla §rodowiska metody eliminacji
chorobotworczych drobnoustrojow i lotnych zwigzkow organicznych (LZO) na powierzchniach przedmiotéw i w duzych
przestrzeniach powietrza.
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Zaawansowane procesy utleniania oparte na rodnikach hydroksylowych (OH *) w odpowiednich st¢zeniach dziatajg biobdjczo na
drobnoustroje chorobotwoércze i rozktadajg unoszace si¢ w powietrzu zwig zki organicznedo formmineralnych nieszkodliwych
zwiazkow organicznych [6].

Wynikirdéznych badan wskazuja, ze rodniki OH ® szybko niszcza r6zne drobnoustroje przy stezeniu 0,8 mg/ligestoscirozpylonej
21 pl/m?®w przeciggu 4 s [7]. Istotne zmiany morfologiczne komérek w drobnoustrojach chorobotwdrczych obserwuje sig rowniez
pod mikroskopem w przypadkuwystawienia ich na dawke $miertelng rodnikéw OH®.

Technologia ta jest uznawana za czysta ibezpieczna, ktora najczesciej odbywa sig przy uzyciu promieniowania ston ecznego
bedacego czynnikiem inicjujagcym proces z fotokatalizatorem. Problemem przedstawionym wmetodach fotokatalizy jest jej niska
predkos$é, wytwarzanie trujacych zwia zkow posrednich rozkladu, dezaktywacja materiatuiobecnosé promieniowania UV.

Zwigkszone rozprzestrzenianie si¢ w powietrzu drobnoustrojéw chorobotwdrczych wzbudzito powazne obawy dotyczace
zagrozenia dla bezpieczenstwa srodowiskowego. Jednakze brakuje skutecznej metody szy bkiego usuwania tych szkodliwych
drobnoustrojow w duzej przestrzeni powietrza. W poréwnaniu z konwencjonalnymi srodkami odkazajacy mi procesy utleniania
oparte narodnikach OH*® majg doskonatezalety.

Obecnie $rodki na bazie chloru, alkalibw i zwiazkoéw alkaliczno-alkoholowo-aminowych stanowig trzy gtdowne rodzaje
chemicznych$rodkow odkazajacych, ktore znajduja szerokie zastosowanie w usuwaniu zanieczyszczen mikrobiologicznych. Maja
one jednak pewne wady. Chemiczne srodkiodkazajace wytacznie selektywnie eliminujg jeden lub podobny rodzaj drobnoustrojo w
chorobotwdrczych; ich czas stosowania jest dtugi, w zakresie 0,5-1 godziny ze wzgledu na niskg szybko$¢ reakeji chemicznej i
bardzo wysoka $miertelng warto$¢ dawkowania, ktora moze osia ga¢ 9% obj.; pozostate zwiazki posrednie chloru wigza si¢ z
powaznymiwtornymi zanieczyszczeniami. Ponadto ich dziatanie biobdjcze ogranicza si¢ wylg cznie do powierzchniprzedmiotéw,
co uniemozliwia ich stosowanie w duzej przestrzeni powietrza [8, 9].

W poréwnaniu z poprzednimi chemicznymi $rodkami odkazajacymi zaawansowana technologia utleniania oparta na rodnikach
OH* ma kilka zalet: 1) Brak selektywnosci, poniewazmoze ona eliminowa¢ wszelkie drobnoustroje chorobotwdrcze w niskich
dawkach $miertelnych ze wzgledu na ich silny charakter utleniajacy, o potencjale utleniania 2,8 V, nieco mniejszy od fluoru (3,03
V). 2) Czaseliminacjiprzez rodniki OH* jest bardzo krotki, wynoszacy kilka sekund, poniewaz czas reakcjirodnikow OH ® wynosi
powyzej 10° I mol s, czyli jest 107 razy wigkszy od innych $rodkéw utleniajgcych, np. Os, H20,, Cly itp. 3) Rodniki OH* sg
ekologicznymi $rodkami utleniajagcymi, gdyz rozktadajg si¢ do H2O i O, i nie zostawiajg resztkowych utleniaczy po
przeprowadzeniu reakcjibiochemicznych[10, 11].

1. MATERIALY I METODY
2.1 Powstawanie rodnikéw OH®

Tlen stanowiniezbedng czasteczke dla zycia, ale ze wzglgdu na wysoka reaktywno&C staje si¢ rowniez trujgcym pierwiastkiem, co
powoduje tzw. paradoks tlenowy. Tlen w zasadzie jest czgsteczkg utleniajgcg. Nastepujgce stezenia substancji zanieczyszczajacych
wystepuja na ogdtw ,,czystym” powietrzuzewnetrznym (bez zrodet zanieczyszczen): dwutlenek wegla 320 ppm; ozon 0,02 ppm;
tlenek wegla 0,12 ppm; tlenek azotu 0,003 ppm; i dwutlenek azotu 0,001 ppm. Jednakze wartosci te znacznie wzrastaja w
powietrzu miejskim [12].

Rodnik OH*® jest najwazniejszym naturalnym utleniaczem w chemii troposferycznej, cz¢sto nazywanym ,,detergentem
wystgpujacym w atmosferze”, poniewaz wchodziw reakcje z wieloma substancjamizanieczyszczajacymi, rozpoczynajac w ten
sposob proces ich oczyszczania. Odgrywa rOwniez wa zng role w usuwaniu gazow cieplarnianych, takich jak dwutlenek wegla,
metan czy ozon. Stosowanie zaawansowanych procesdw utleniania (AOP) stanowi atrakcyjng metod¢ migdzy innymi dlatego, ze
substancja zanieczyszczajaca zostaje zniszczona, a nie koncentruje si¢ czy przenosido srodowiska. Osig ga si¢ catkowitg lub niemal
catkowita mineralizacj¢ zanieczyszczen organicznych. Dlatego mozna je stosowaé w eliminacji zdecydowanej wigkszosci
zwigzkOw organicznych, zwlaszcza zwig zk 6w niebiodegradowalnych, takich jak substancje chloroorganiczne, polichlorowane
bifenyle (PCB), wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA lub PAH) itp. Jest to czysta ibezpieczna technologia, a w
niektorychprocesachinicjatorem reakcjimozeby¢ promieniowanie stoneczne.

Gléwnym problemem szybkiego eliminowania drobnoustrojow chorobotwdérczych w duzych przestrzeniach powietrza jest
wytwarzanie rodnikéw OH*® w wysokim st¢zeniu i w odpowiedniej ilosci. Obecnie gtownymi metodami sg kataliza Fentona,
fotokatalizaiozon, a takzeich potaczone dziatanie [13-17]. Jednakzetechnologie te maja powazne wady: 1) tempo wytwarzania
rodnikdw OH* jest niskie i powstajg w niskim stezeniu, przez co caty czas reakcjibiochemicznej jestdtugi, w zakresie 15-360min;
2) wyzej wymienione technologie sg stosowane tylko do eksperymentéw lub zastosowah na matg skale; 3) do wytwarzania
rodnikdw OH® wymagana jest duza liczba odczynnikéw chemicznych, takich jak H 202, TiO; lub Fe?+, co zwieksza koszty i
stanowi problem bezpieczenstwa; 4) w celu zwickszenia wytwarzania rodnikéw OH*® taczy si¢ kilka rodzajow technologii, co
wymaga zastosowania wielkogabarytowego wyposazenia, takiego jak kolumna barbotujaca lub reaktor z obrotowym ztozem
nieruchomym.
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W poprzednich badaniach zgtoszono produkcj¢ duzej liczby rodnikow OH ® poprzez jonizacje idysocjacje O, w powietrzu iH O w
stanie gazowym przy uzyciu fizycznej metody wyladowania silnego pola elektrycznego. W ten sposéb z powodzeniem uzyto
rodnikdw OH* do oczyszczania wody balastowej w statkach i czerwonego zakwitu w oceanach [18,19].

Tlenek tytanujest obecnym materiatem odniesienia jako materiatdo fotokatalizy ze wzglgdu na wysoka aktywnos$¢, wzgledna
stabilno$¢, niskikoszt iniska toksyczno$¢. Jednakze weig z nalezy rozwia za¢ pewne problemy, takie jak niskistopien fotokatalizy,
wytwarzanie szkodliwych zwig zkow posrednichrozkladu, dezaktywacja materiatuidziatanie promieniowania UV, poniewaz
przerwa energetyczna nie jest powigzana ze Swiattem stonecznym [20].

2.2 Opracowanie nowego zaawansowanego procesu utleniania do odkazania powietrza i powierzchni

W przypadku opisanego scenariusza wyzwaniem dla bezpiecznego i skutecznego rozwoju technologicznego jest odkazanie
powietrza i powierzchni przedmiotéw. Cel technologiczny opiera si¢ na kamieniu milowym, jakim jest opracowanie metody
zdolnej wytwarzania rodnikdw OH*® w wystarczajacych ilosciach za pomoca innowacyjnego systemu, zapewniajacego ich
skutecznos¢ibezpieczenstwodla ludzi. System Wadu02® to urzadzenie, w ktorym wystepuja reaktywne formy tlenu (RFT, ang.
ROS), takie jak nadtlenek wodoru (H205) lub terpeny, np. d-limonen, oraz ktore odparowuja irea gujg z wewnetrzng emisjg ozonu
ponizej stezenia o wartosci 0,05 ppm (0,1 mg/m?®). Te warto$¢ graniczng narazenia na dzialanie ozonu ustanowiong w
rozporzadzeniach wydanych przez WHO dotyczacych dopuszczalnych warto§cinarazenia sSrodowiskowego z 2000 r. dla ogdtu
spoteczenstwa w przypadku czasu narazenia do 8 godzin [21] uznaje si¢ za migdzynarodowy punkt odniesienia bezpieczenstwa
emisjiozonu w celu uzyskania stalego i nieszkodliwego wytwarzania rodnikow OH .

Emisje ozonu przez urzadzenie Wa du02® okreslono poprzezbadanie domowych elektrostatycznych oczyszczaczy powietrza w
zewngtrznym laboratorium [22] zgodnie z norma dotyczaca elektrostatycznych srodkow oczyszczajacych powietrze, SUN — UL 867
i przebadano za pomocg kalibratora ianalizatora ozonu Teledyne w temperaturze i wilgotnos$ci stero wanej przetwornikiem i
przeptywomierzem Vaisala. Emisja 0zonu przez urzadzenie Wadu0O2® zostata stwierdzona w trybie aktywnym inocnym w
parametrach ponizej 0,02 ppm (odpowiednio 0,012—0,015 ppm bez filtrowi0,015-0,016 ppm z filtrami). Wynikibyty nizsze niz
wszystkie normy migdzynarodowe dotyczace bezpieczenstwa w odniesieniu do dtugotrwatego czasu narazenia na dziatanie ozonu.

Wytwarzanie rodnikéw OH * poprzez utlenianie H20; oceniano w kontrolowanych warunkach zgodnie z dziataniemutleniajgcym
urzgdzenia Wadu02® i poréwnano je z nadtlenkiem wodoru w stanie ciektym w zakresach czystosci od 0,25% do 0,75%,
wspomaganych reakcja kolorymetryczng wykonang na papierkach wskaznikowych z jodkiem potasu. Wynikiwskazuja, ze sSrednia
zdolno$¢ utleniania H20: przy czystosci0,5% odpowiada zdolnosci utleniania oferowanej przez urzadzenia Wadu02® przy
maksymalnej produkcjiw wysokoséci0,9 mg/m? (0,64 ppm), co stanowiokoto 64,2% aktualnej najwyzszej dopuszczalnej wartosci
narazenia w miejscu pracy (WEL) skorygowanegodo 1,4 mg/m3 (1 ppm) [23, 24].

Stezenie graniczne dla ostrego dziatania draznigcego nadtlenku wodoru w postaci gazowej w drogach oddechowych wynosi
10 mg/m? (co odpowiada 7 ppm) u ludzi, podczas gdy odpowiednia wartoéé dla skory wynosi20 mg/mé. Jesli chodzio dtugotrwate
narazenie, nie stwierdzono, aby nadtlenek wodoru powodowat dziatanie teratogenne lub rakotworcze u ludzi. Nie zaobserwowano
réwniez dziatania mutagennego lub chromosomalnego.

Jako alternatywe dla wysokiej naturalnej reaktywnoscinadtlenku wodoru sprawdzonoréwniez zastgpienie zawarto$ci wktadu
eterycznymiwycia gamiaromatycznymiz kwiatow iroélin ze wzglgdu na dziatanie biobdjcze terpendw, ktdre odzwierciedla si¢ we
wilasciwosciach antywirusowych i przeciwbakteryjnych. Proces zaawansowanego utleniania przeanalizowano w tych samych
warunkach niskiej emisji ozonu (ponizej 0,02 ppm) z modelem Wadu02®, aby porownac je z udowodniona skutecznoscia
nadtlenkuwodoru.

Limonen jest jednym z najbardziej obficie wystepujacych monoterpendw w przyrodzieiznajduje si¢ w olejkach eterycznych
uzyskiwanych ze skérek owocow cytrusowych, wtym w olejkach eterycznych z pomaranczy imandarynki. Monoterpen ten jest
podatny na utlenianie, ktory wytwarza zwig zkio wyzszej wartoscidodanej [25].

Terpeny sg weglowodoramiobecnymiw olejkacheterycznych, ktore skfadaja si¢ z wigcej niz jednej jednostkiizoprenowej z
piecioma atomami wegla. Monoterpeny, wickszo$¢ terpendw, wraz z seskwiterpenamii diterpenami, stanowia wigkszos$¢ olejkow
eterycznych. Ze wzgledu na niskg mase czgsteczkowa i wysokg lotno$¢ monoterpendéw iseskwiterpendw stosowanie olejkow
eterycznych w pomieszczeniach moze zwigkszy¢ poziom lotnych zwia zkow organicznych (LZO) [26].

Terpeny zawieraja jedno lub wiecej podwdjnych wig zan C=C, ktore tatwo oddziatuja z silnymiutleniaczami, takimi jak ozon,
rodniki hydroksylowe [27-29] i rodniki azotanowe. Ozon jest powszechnym zwigzkiem zanieczyszczajacym obecnym w
pomieszczeniach, ktorego ogodlne poziomy utrzymuja sie w przyblizeniu miedzy 20 a 40 ppb [30, 31]. Eksploatacja maszyn
biurowych, takich jak kserokopiarki, drukarkiifaksy, rtowniez podnosistezenie ozonuw przestrzeniach zamknigtych [32]. LZO
emitowane przezodparowanie produktow na bazie terpenu w pomieszczeniachmoga wchodzi¢ wreakcjez ozonem i wytwarzac
wtérne zanieczyszczenia powietrza, gtéwnie formaldehyd i zawieszone czgstki state [33—37]. Wtorne aerozole organiczne
wytwarzanewwyniku oddziatywania wzajemnego terpendw i ozonu sktadajg si¢ z drobnychiskrajnie drobnych czastek [38—40].
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W rezultacie wezesniejsze oceny catkowitego zuzycia limonenu przeprowadzono naurzadzeniu Wadu02® w celu uzyskania
kontrolowanego ibezpiecznego odparowania.

Catkowite zuzycie d-limonenu wproduktach Wadu02® ustalonona wartos¢ rzgdu 0,4 g/24 h. W przypadkunormalnego dziatania
tego urzadzenia iSredniego czasu odparowania wedle pomiar6w zarejestrowanych wlaboratorium wyroby Wadu02® emituja
chmure zawierajaca d-limonen o stezeniu okoto 1,84 ppm, co w przypadku pomieszczenia o powierzchni 60 m? (objetosci 180 m?)
moze prowadzi¢ do maksymalnego stezenia o warto$ciponizej2 ppb. Stezenie to jest znacznie nizsze niz dopuszczalne poziomy
narazenia zawodowego (OEL) obowigzujace w Szwecjiczy Niemczech [41], ktdre wynosza odpowiednio 27 ppmi10 ppm.

2.3 Toksykologia

Do oceny ianalizy ilo$ciformaldehydu, ktory moze powstac bezposrednio wskutek reakcjiozonu zjednostkami struk turalnymi
wigzan C=C, wzigto pod uwage sprawozdania wskazujace, ze proporcje formaldehydu powstatego przez ten mechanizm podczas
reakcjiwywotlanych ozonem z terpenami stanowig jedynie niewielkiprocent reakcjiz ozonem [33,34].

Gléwny mechanizm powstawania formaldehydu rozpoczyna si¢ reakcjg ozonu z grupg funkcyjng C=C, co powoduje powstanie
ozonku. Nastepnie ozonek rozpada si¢ na karbonyli bogaty w energie pdtprodukt Criegee (dwurodnik). Oba produkty uczestnicza
w r6znych dodatkowych reakcjach utleniania, przez co powstajg wysoce reaktywne formy, takie jak rodniki hydroksylowe i
stabilne produkty. Tymistabilnymi produktamimoga by¢ketony i kwasy karboksylowe, gdy proces miat miejsce w srodowisku
utleniajacym, lub aldehydy iketony, gdy proces mialmiejsce w srodowisku odtleniajacym.

Podczas reakcjifazy gazowej 0zonu z terpenami zaobserwowano powstawanie stabilnych karbonylow o niskiej masie czasteczkowej,
w tym formaldehydu, acetaldehydu, acetonuialdehydu propionowego[31,33,36]. Reaktywne rodniki hydrok sy lowe powstate w
wyniku reakcjiozonu z terpenami odegraty kluczows role w powstaniu formaldehydu w pomieszczeniach.

W kilku badaniach wskazano, ze stezenia rodnikow OH ® wewnatrz pomieszczen, ktore powstaty w wyniku reakcji ozonu ze
zwigzkaminienasyconymi, byty wyzsze niz na zewnatrz w potudnie lub wnocy [42—44]. RodnikiOH® odpowiadaty za 56-70%
formaldehydu obecnego w pomieszczeniach w reakcjachmiedzy ozonema 23 LZO oraz ozonem a terpenami [45]. Dlatego nowym
celem osiggnigcia bezpieczenstwa jest zbadanie reakcjirodnikéw OH® za pomoca terpendw oraz mozliwy wply w na osia gnigcie
wysokich pozioméw formaldehydu wpomieszczeniach i na jako$¢ powietrza w pomieszczeniach [46].

24 Préba bezpieczenstwa

Po sprawdzeniu, czy catkowite zuzycie limonenu i nadtlenku wodoru nie przekracza wartosci uznawanych za teratogenne i
rakotwdrcze dla ludzi oraz czy emisja ozonu jest nizsza od wartoéci okreslonych w rozporzadzeniach migdzynarodowych,
sprawdzono skuteczno$¢ redukcji formaldehydu. Zaawansowane utlenianie limonenuza pomocg urzgdzenia Wadu02® zbadano za
pomocg metody opisanej w SPS-KACA002-132:2016 w warunkach kontrolowanej temperatury i wilgotnosci (21 + 1°C) (45 £ 5%
RH)z d-limonenem we wktadzie iz d-limonenem w zelu [47]. Wyniki wskazuja, ze redukcja formaldehydu w reakcjach ozonolizy
przy emisjach ponizej 0,020 ppm oraz przy niskich stezeniach d-limonenu z szybkosécig odparowania 0,4 g/24 h rGwnowaznym
1,84 ppm jest znaczacaiosigga wartosci 19% dla zelu i41% dla wktadu z limonenem w postaciptynnej.

Wyniki te pokazuja, ze pomimo wysokiej reaktywnosci d-limonenu z ozonem, ktory to proces wytwarza formaldehyd,
kontrolowana emisja ozonu ponizej 0,02 ppm i odparowanie limonenu ponizej 2 ppb w przestrzeni 60 m? jest bezpieczng i
nieszkodliwa reakeja.

Aby potwierdzic te hipoteze, przeprowadzono szereg badan eksperymentalnych wcelu okreslenia redukcji czastek i zwiazkow
zanieczyszczajacych powietrze emitowanych wtrakcie spalania kadzidetka podczas 2 godzin ekspozycjina oczyszczacz powietrza
Wadu02® przy uzyciu wktadow wypetnionych d-limonenem i H.O> w komorze z regulacja 0 objetoéci 225,72 m* (6,6 6 x 5,7 m)
[48].

Przeprowadzono pig¢ pomiaréw jako$ci powietrza w roznych warunkach. Pierwszy odczyt przeprowadzono przy poczatkowej
jakosci powietrza w pomieszczeniu, bez ekspozycji na dziatanie kadzidetka lub oczyszczaczy powietrza. Drugi odczyt
przeprowadzono po 2 godzinach, gdy wypalita si¢ potowa kadzidetka. Trzeciodczyt przeprowadzono po osiggni¢ciu wstepnej
jakoscipowietrza iwypaleniu polowy kadzidetka w obecno$ci 0czyszczacza powietrza z wktadem znadtlenkiem wodoru przez
dwie godziny. Czwarty odczyt przeprowadzono wtakich samych warunkach co trzeci,alewtym przypadku z oczyszczaczem
powietrza z wktadem z d-limonenem. Pigty odczytprzeprowadzono w takich samych warunkach co trzeciiczwarty pomiar, ale
tym razemw obecnosci obu oczyszczaczy powietrza (wklady z d-limonenem i nadtlenkiem wodoru).
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RYSUNEK 1. Warto$ci jakoS$ci powietrza przed zanieczyszczeniem pomieszczenia spalaniem kadzidetka i po nim.
Porownanie bezpieczenstwa i skuteczno$ci urzadzenia Wellis w eliminacji LZO i formaldehydu przy uzyciu
nadtlenku wodoru i limonenu.

Z badaniawynika, ze w tych warunkach spalanie kadzid etka skutkuje uzyskaniem ztej jakosci powietrza srednio w przeciggu 30
minut po rozpoczeciu spalania z tendencjg do uregulowania jej po godzinie. Powr6t do warunkow poczatkowych nastapit po dwdch
godzinach, poniewaz emitowane czgstki rozproszyly sie w przestrzeni powietrza w pomieszczeniu. Jednakze odczyty dla
formaldehyduiLZO sa wyzsze niz odczyt kontrolny, co odzwierciedla ryzyko dtugotrwatego narazenia.

Wynikiuzyskane w obecnoscioczyszczaczy Wadu02®niezaleznie od zawartosciwktadu (d-limonene lub H202) zachowuja
poczatkowa jakos¢ powietrza od pierwszych 30 minut ekspozycji, co oznacza znaczne zmniejszenie warto$ci obecnych czgstek,
formaldehyduiLZO. Skutecznos¢ w zakresie redukeji formaldehyduiLZO w zaleznosciod zastosowania d-limonenulub H,O.do
przeprowadzenia emisjirodnikéw OH*® nie jest istotna, cho¢ H2O, przedstawia bardziej efektywne wartosci.

Pozwala to wyprowadzi¢ wniosek, ze dziatanie oczyszczacza powietrza Wa du02® na podstawie emisjiozonu wniskich st¢zeniach
(<20 ppb) oraz odparowanie znormalizowanych ilosci d-limonenu lub H20. z wktadu (w wyniku zaawansowanego procesu
utleniania) jest bezpieczne, nieszkodliwe iskuteczne wredukcjiczastek zawieszonych, LZO i formaldehyd u.

25 Zastosowanie rodnikow OHe jako Srodka biobdjczego o szerokim zakresie stosowania

Wolne rodniki i jony powodujg niecodwracalne zmiany w makroczgsteczkach (biatkach, btonach i DNA) w wyniku ruchu
elektronow, co powoduje szkodliwe dziatanie. Reaktywne formy tlenuiazotu (RONS) sg najbardziej niestabilnei reaktywne, co
oznacza, ze jako pierwsze reaguja z innymi substancjami. W ramach tej grupy rodniki OH °® sg forma o krotszym okresie pottrwania
ze wzgledu na wysokg reaktywnos$¢, a zatem sg najbardziej niebezpieczne [49].

Zbadano skuteczno$¢ stezenia rodnik 6w OH ® weliminacji drobnoustrojow chorobotworczych. W warunkach gestosci rozpylania
21 ul/cm?iw czasie dzialania 4 s odnotowano drastyczny spadek liczby ocalatychkomorek dla bakterii S. Marcescens w stezeniach
nieco powyzej 0,15 mg/liprawie w catosciwstezeniach 0,41 mg/l. W przypadku bakterii B. Subtilis poziomy te byty prak tycznie
niewykrywalne w stezeniach 0,5 mg/l, podczas gdy dla zarodnikdw bacillus znaczaca redukej¢ odnotowano przy poziomie 0,3 mg/I
i byta praktycznie catkowita przy maksymalnych st¢zeniach 0,8 mg/I[50].

Dziatanie biobdjcze rodnikéw OH*® jest oparte na zaawansowanym procesie utleniania, mechanizmie stresu komdarkowego
zainicjowanym przez ,,wybuch tlenowy” (podobny do mitochondrialnego) i zwigkszonym przez kaskad¢ reakcji poprzez
uwalnianie reaktywnychformtlenu [51,52], takich jak nadtlenek wodoru, ktory moze przechodzi¢ przez btony biolo giczne, oraz
jon podchlorynu, ktory modyfikuje irozktada wszystkie czasteczkibiologiczne.

Glowne skutkitych form reaktywnych wystepujg na blonach, lipidach i wigzaniach sulfhydrylowych biatek i nukleotydow DNA
[53], co powoduje:

e peroksydacje lipidow, ktorej wynikte nadtlenkirozpoczynajg katalityczng reakcje tancuchowa prowadzaca do dalszej
utraty nienasyconych kwasow ttuszczowychirozlegtego uszkodzenia btony;

e wytwarzanie powigzan krzyzowych miedzy biatkamipoprzez tworzenie wig zan dwusiarczkowych;
e mutacje wmateriale genetycznym drobnoustrojow chorobotwérczych.

Podczas procesu utleniania komérkowego nienasycone tancuchy sg tatwo atakowane przezrodnikiOH®. Peroksydacja kwasow
ttuszczowych w btonach wytwarza rodniki peroksylowe (ROO®), co zmniejsza ich funkcjonalno$¢. Rodnikite majg nizszg
reaktywnos$¢ niz rodniki OH®, a zatem ich okres pottrwania jest nieco dtuzszy.
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Obecnos$¢ uszkodzen komdrek spowodowanych stresem oksydacyjnym wywotujereakeje antyoksydacyjng wkomorce: staraja sie
przekazywacelektrony z jednego zwig zku do drugiego do momentu, azrodnikistang si¢ nicaktywne i zostanie przywrdcona
rownowaga. Z drugiej strony reakcje te mogg powodowac kaskady rozprzestrzeniania sie uszkodzenia [54].

2,5.1 Utlenianie lipidow

Membrany biologiczne sktadaja si¢ z nienasyconych tancuchow kwaséw ttuszczowychitatwo utleniaja si¢. RodnikiOH * atakuja
podwojne wig zania tych strukturipozostawiaja niesparowany elektron w taficuchu, ktory wia ze sie z czasteczka tlenuw celu
ponownej stabilizacji, co prowadzi do powstania rodnika nadtlenkowego (inaczej zwany rodnikiem peroksylowym). Obecno$¢
rodnikéw nadtlenkowych zmienia nicodwracalnie funkcjonalnos$é btony, poniewaz zmienia si¢ jej rozktad przestrzenny, co
powoduje niestabilno$¢[55].

Propagation

H,0 R
Z 0O,
74 + "OH 4 : 4 A 4

+
00" " O0H

Initiation

Unsaturated lipid Lipid peroxyl radical Lipid peroxide
ANG. POL.
Unsaturated lipid Lipid nienasycony
Initiation Inicjacja
Lipid peroxyl radical Rodnik nadtlenkowy lipidu
Propagation Propagacja
Lipid peroxide Nadtlenek lipidu

RYSUNEK 2: Rodniki OHe atakuja wigzania tych struktur i tworza lancuch z niesparowanym elektronem, ktéry

wchodzi w reakcje z czasteczka tlenu (02) w celu ponownej stabilizacji. Rodniki nadtlenkowe wystepuja w blonie jako
produkt i powoduja sprzezenie zwrotne dodatnie, zwiekszajac szkody.

2.5.2  Utlenianie bialek: bezposrednie (wytwarzane przez RONS)lub posrednie (wytwarzane przez peroksydacje lipidow)

Wolne rodniki powodujg zmiany w strukturze czasteczkowej aminokwasow, modyfikujacich tadunek, co moze spowodowac
rozbicie tancucha polipeptydowego irozdrobnienie biatka.

Rodnikinadtlenkowe powoduja powstanie substancjiz grupamialdehydowymi, czyliwysoce reaktywnych form, ktore tworza
wigzania kowalencyjne migdzy aminokwasami, wytwarzajac wiazania poprzeczne wewnatrz biatekipomigdzy nimi. Na koniec
biatka tracg konformacje itworza skupiska, co prowadzi do zmniejszenia lub zahamowania prawidtowego funkcjonowania biatka.

PROT PROT I

TYROSINE @ | :: @ DITYROSINE

|F‘RCIT|

ANG. OL.
PROT BIALKO
TYROSINE TYROZYNA
DITYROSINE DYTYROZYNA

RYSUNEK 3. Rodniki OH® tworza nieodwracalne wigzania kowalencyjne miedzy dwoma czasteczkami tyrozyny.
Produkt (dityrozyna) nie jest rozpoznawana przez kinazy szlakéw sygnalowych, co oznacza, ze informacja
przekazywana przez tyrozyne zostaje utracona. Ponadto struktura ta nie ulega rozkladowi i dlatego gromadza sie
niefunkcjonalne biatka z wigzaniami wewnatrz- i miedzyczgsteczkowymi.

25.3  Zmiany morfologiczne wdrobnoustrojach

W badaniu przeprowadzonym przezBaiiin. 2012 [50] sprawdzonozmiany morfologiczne wbakteriach B. subtilisi zarodnikach
Bacillus w przypadku wystawienia na dziatanie rodnikéw OH® pod obserwacjg mikroskopowa w bakteriach B. Subtilis, S.
MarcescensiBacillus.

Wyraznie zauwazono znaczng utratg integralnoscibtony w B. subtilis w postacinienaruszonych laseczek i rbwnomiernie ro ztozonej
cytoplazmy po wystawieniu na dziatanie rodnikow OH *. Z drugiej strony komdrki Bacillus maja twarda, wiclowarstwowa powloke
zewngtrzng, ktora uniemozliwia szybka eliminacje bakterii Bacillus konwencjonalnymi chemicznymi §rodkami odkazajacymi,
takimijak srodkina bazie chloru, alkaliow izwig zk 6w alkaliczno-alkoholowo-aminowych. Jednak po wystawieniu na dziatanie
rodnikdw OH* zarodniki Bacillus rowniez popekaty ikomorki o okra gtym ksztatcie zniknely. Wrezultacie zarodniki Bacillus
wymagajg wyzszego stezenia zmiatania rodnikow OH*®, gesto$¢ rozpylania — dyspersjiiczasu. Stezenie, ggstosérozpylania i czas
reagowania w momencie wystawienia to trzy wazne parametry niszczgcego dziatania rodnikéw OH ® ha drobnoustroje.
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Gdy ustali sig, jakie dziatanie rodnikéw OH*® na drobnoustroje ma wyzszg skuteczno$¢ biobdjcza w zaleznosci od budowy
zewnetrznej (okreslone na podstawie wczesniejszych badan), mozna wyznaczy¢ roéznice w cechach morfologicznych
drobnoustrojéw chorobotwdrczych migdzy ich warstwa zewnetrzng a wnetrzem konkretnej komorki[56,57].

Niektore drobnoustroje sg w stanie odwréci¢ ten proces utleniania poprzez dysmutaze p onadtlenkows (SOD), rodzing trzech
metaloenzymow (FeSOD, MnSOD i CuZnSOD) o duzej zdoIlnoscido reakejiz utleniaczami, ktore neutralizuja je i zmniejszaja
uszkodzenia oksydacyjne.

MnSOD jest syntetyzowany przez bakterie Escherichiacoli [58] po wystawieniu na dzialanie tlenuijest wywotany przezobecno$é
rodnikéw nadtlenkowych. Zardéwno SOD, jak ikatalaz¢ wykryto w cytozolu komorek drobnoustrojéw oraz w przestrzeni
peryplazmatycznej (znajdujacej si¢ migdzy btong a Sciang komorkowa) bakterii. Podobnie wykazano dziatanie ochronne przeciwko
ROS wytwarzane wwybuchutlenowym katalazy w bakteriach Staphylococcus aureus [59-61].
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RYSUNEK 4: Otoczki wedle rodzaju i morfologii wiruséw i bakterii. Adaptacja z Pearson Education, Inc ©2015i
laboratoryinfo.com

W ostatnich latachro6zne laboratoria, zewnetrzne jednostkicertyfikujace iuniwersyteckie osrodki ba dawcze opracowaty rézne
badania w celu sprawdzenia skuteczno$cibiobdjczej urzadzenia Wadu02® w obecnoscidrobnoustrojow chorobotworczych w
roznych przestrzeniach.

Wynikite przedstawiono w Tabeli 1, w ktorej wskazano, ze w przypadku bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych redukcja
osigga $rednio 99,9% w pierwszej godzinie ekspozycji na zaawansowany proces utleniania zarowno w powietrzu, jak i na
powierzchniach.

W przypadku wirusow wyniki ustalono w zaleznosci od warunkéw wilgotnosci wzglednej i morfologii wirusa. Wyniki
skutecznoéci produktu Wadu02® w przypadku wiruséw bez otoczki wskazuja, ze w wilgotnych warunkach skuteczno$c jest
mniejsza niz w warunkach suchych, osia gajac §rednio 99%; w przypadku wiruséw z otoczka wilgotnos$¢ sprzyja zaawansowanemu
procesowiutleniania i eliminacjiwirusow w przeciwienstwie do warunkow suchych.
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2.54 Raportdotyczacy stabilnosci i odkazania wirusa 2019-nCoV

Wirus 2019-nCoV to nowy szczep koronawirusa, ktory zostal po raz pierwszy wykryty w mie$cie Wuhanw Chinach w grudniu
2019r. Liczba zakazonych pacjentdw gwaltownie wzrosta w ostatnich tygodniach, co stalo si¢ powa znym problemem zdrowia
publicznego. Przenoszenie wirusa odbywa si¢ gtdwnie za pomoca kropelek wydychanych przez osobg zakazona, ktére mogg 0siasé
w jamie ustnej lub nosie 0s6b znajdujacych w poblizu lub ewentualnie przedostaé si¢ do ich ptuc. Koronawirusy to duza rodzina
wirusOw wystepujacych u wielu ré6znych gatunkow zwierzat, w tym wielbtadow, bydta, kotéw i nietoperzy. Koronawirusy
pochodzenia zwierzecego rzadko zarazaja ludziirozprzestrzeniaja si¢ wérod nich. Do przyktadownaleza MERS, SARS, a teraz
2019-nCoV [62].

Nowy koronawirus zostat zaklasyfikowany jako betakoronawirus, tak jak MERS i SARS, ktore pochodza od nietoperzy.
Koronawirusy znajdujg si¢ w podrodzinie Coronavirinae, rodzina Coronaviridae, rzad Nidovirales. Dzielg si¢ one na cztery
rodzaje: alfakoronawirusy, betakoronawirusy, gammakoronawirusy i deltakoronawirusy [63].

Coronaviridae
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Betacoronavirus

Arteriviridae

., Alphacoronavirus
Gamma-
coronavirus LDV

SHFV

Torovirinae "*-.,

Torovirus PRRSV

Bafinivirus

Okavirus
Roniviridae

RYSUNEK 5: Filogeneza nidowirusow. Rzad nidowirusOw sklada sie z trzech rodzin: Coronavirinae, Roniviridae oraz
Arteriviridae (na podstawie Miedzynarodowego Komitetu Taksonomii Wiruséw, 2012 ©).

Na podstawie materiatu genetycznego wirusy te zostaly zaliczone do grupy IV wg klasyfikacji Baltimore, poniewaz czastka
wirusowa zawiera tylko jednoniciowa ni¢ RNA o dodatniej polarno$ci. Dlatego sam materiat genetyczny dziata jakoinformacyjny
RNA, poniewaz oba majg dodatnig polarnos¢. Po translacjipolimeraza RNA i rozne biatka strukturalne tworzace kapsyd zostajg
zsyntetyzowane [64].

Srednice koronawiruséw wynosza okoto 60—200nm. Maja onenukleokapsyd o symetriihelika Inej i powtoke lipidowa, ktora
wywodzisi¢ z blony wezesniej zainfekowanej komorki gospodarza i zawiera glikoproteiny iantygeny powierzchniowe. Z powtoki
lipidowej wystaja charakterystyczne dla tego gatunkustruktury przypominajace koron¢ stoneczna, ktéra jest widoczna pod
mikroskopemiod ktorej wziela si¢ nazwa tej rodziny. Wbrew oczekiwaniom fakt, ze wirus posiada otoczke, o znacza, ze jest
wrazliwy na rézne czynnikiisrodkizewnetrzne, takie jak cieplo, rozpuszczalnikilipidowe, detergenty niejonowe, formaldehyd,
srodkiutleniajace ipromieniowanie UV [63].
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RYSUNEK 6: Bialka strukturalne koronawirusa (z ViralZone®©)
Jak wida¢ na Rysunku 6, kapsyd koronawirusa sklada si¢ z nastepujacychbiatek strukturalnych:

Kolec glikoproteinowy S wystaje z otoczki wirusa i tworzy ,,korong” widoczng pod mikroskopem. Kolec przylega do biatek
wystepujacychna powierzchnikomorek i powodujeich zakazenie. W niektorych przypadkach biatko S powoduje, ze zakazona
komorkataczy sie z sg siednimikomorkami, sprzyjajac wten sposobrozprzestrzenianiu si¢ wirusa. Biatko otoczki (E) odpowiada
za tworzenie nowych czgstek wirusowychiich uwalnianie z zakazonej komorki, co jest niezbedne do rozprzestrzeniania si¢ wirusa.
Biatko btonowe (M) przylega do innej czgscibtony wirusa ipowoduje jej wygiecie, co nadaje kulisty ksztalt wirion6w. Biatko M
wchodzi rdwniez w reakcje z nukleokapsydem utworzonym przez RNA wirusa ibiatko N. Biatko nukleokapsydowe (N) jest
fosforylowaneiwiaze si¢ z genomem wirusa podczas skladania.

Wirusy te znajduja si¢ na calym $wiecie ze wzglgdu na ich réznorodno$¢ genetyczna, krotki okres inkubacji i wysoki wskazn ik
mutacji. Polg czenie tych czynnikéw pozwala patogenowizarazaé nie tylko zwierzgta, ale takze ludzi.

Powszechnie wiadomo, ze ozon w stezeniach powyzej 100 ppm i wysokiej wilgotnos$cei, jest skutecznym srodkiem odkazajgcym
szczeg6lInie w przypadkuwiruséw RNA z otoczka lub bez niej [65—-67]. Jednakze wysokie stezenia ozonumogg by¢ szk odliwe w
przypadku wspotistnienia w miejskich, zamieszkatych srodowiskach. Odnotowano, ze reaktywne formy tlenu (ROS), w tym rodniki
OH*, nadtlenek wodoru (H20) iozon (Os), zwigkszaja skutecznos¢ odkazania kilku drobnoustrojow [68, 69].

1. WYNIKI

Zgodnie z wynikamiuzyskanymiprzy zastosowania urzadzenia Wadu02® odnosnie do wirus6w o podobnych strukturach do
Covid-19 (RSV), mozna oczekiwac, ze skuteczno$¢ urzadzenia bedzie miata spodziewany wynik eliminacjiw wysoko$ci srednio
migdzy 92% a 99% w zalezno$ci od warunkow wilgotnosciwzgledne;.

IV.WNIOSKI

Wyniki pokazuja, ze zastosowanie rodnikoéw OH * w zaawansowanym procesie utleniania wytwarzanym przez oczyszczacz
Wadu02® to nowa, bezpieczna i skuteczna metoda szybkiego wyeliminowania drobnoustrojow chorobotworczych w duzych
przestrzeniach powietrza ina powierzchniach.

Zastosowanie rodnikdw OH® w roznych badaniach wykazaly, ze ich uzycie w zaawansowanych procesach utleniania,
ustandaryzowanych jako $rodek bezpieczenstwa wykonywany urzadzeniem Wadu02®, jest bezpieczne, nieszkodliwe i skuteczne w
zwalczaniu drobnoustrojéw chorobotworczychieliminacjizawieszonych czastek, formaldehyduiLZO.

Dowodem skutecznoscirodnikow OH * jako srodka biobdjczego sg ich silne wia$ciwoS$ciutleniajace, zdolne do wyeliminowania
drobnoustrojow w niskich stezeniach (0,8 mg/1l) rownowaznych 10 tysiecznym dawki konwencjonalnych srodkow odkazajacych.
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Jego gestosc rozpylania (dyspersji) wynosi 22 m licm? reprezentujacych jedna tysieczng innych srodkow odkazajacych, staty
wysoki wskaznik reakcji 109 Vmol » s w przetwarzaniu rodnikow OH® wynosi ponizej 4 s, co stanowi jedng tysieczng w

poréwnaniu z chemicznymi §rodkamidezynfekujacymi. Ponadto uszkodzenia patogenéw zaohserwowane pod mikroskopem
sg nicodwracalne.

Opierajac nasz stan homeostatyczny na prawidlowym dzialaniu wewnegtrznego systemu przeciwutleniajacego i
eksperymentalnego przedstawienia skutecznego stosowania rodnikéw OH® w oczyszczaniu powietrza i powierzchni,
mozemy wydaé oswiadczenie bezpieczenstwa dotyczace stosowania technologi Wadu02® w celu osiggniecia

zaawansowanych procesow utleniania, ktore sa bezpieczne, skuteczne inieszkodliwe dla ludzi do oczyszczania i odkazania
powietrza i powierzchni.

TABELA 1
WYDAJINOSC BIOBOJCZA WADU02© NA PODSTAWIE WYNIKOW BADAN Z LIMONENEM

Powierzchnia 1h 99,4 Bacillus, Esch, Staph — KNU
Bacillus subtilis
(Gram +)
Powietrze 20 min 99,6 Bacillus, Esch, Staph — KNU
Powierzchnia 1lh 52,3 Bacillus, Esch, Staph — KNU
Staphylococcus aureus Powierzchnia 4h 99,9 Esch, Pseudo, Staphy- KCL
(Gram +)
Powietrze 1h 99,9 Bacillus, Esch, Staph — KNU
Odporny Staphylococcus aureus (MRSA) Powierzchnia 4h 99,9 Salm, Kleb, MRSA - KCL
(Odporny Gram +)
Powietrze 4h 99,9 MRSA - KCL
Pseudomonas aeruginosa Powierzchnia 4h 99,9 Esch, Pseudo, Staphy- KCL
(Gram-)
Gatunki Enterobacter: Salmonella Powierzchnia 4h 99,9 Salm, Kleb, MRSA - KCL
(Gram -)
Gatunki Enterobacter: Klebsiella Powierzchnia 4h 99,9 Salm, Kleb, MRSA - KCL
(Gram-) Powietrze 4h 99,9 Klebsiella - KCL
Powierzchnia 1h 99,9 Bacillus, Esch, Staph — KNU
Gatunki Enterobacter:
Escherichia coli Powierzchnia 4h 99,9 Esch, Pseudo, Staphy- KCL
(Gram-)
Powietrze 20 min 99,9 Bacillus, Esch, Staph — KNU
Wirus grypy Mokry 30 min 86 Wirus grypy A —UB
(z otoczkg)
Suchy 30 min 38 Wirus grypy A —UB
VRS - syncytialny wirus oddechowy Mokry 2h 99 VRS-UB
(z otoczkg)
Suchy 2h 92 VRS -UB
Rotawirus MOkI’y 2 h 37 RoV - UB
(Nieostoniety)
Suchy 2h 99 RoV - UB
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