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Mikrobeja torjuva aine
Antimikrobiskt medel

Keksinndén kohteena ovat mikrobeja torjuvat aineet ja erityi-
semmin tdllaiset aineet ja niiden kayttd bakteerikasvun s&ddte-
lemiseksi sellaisissa paikoissa kuten suurten rakennusten
ilmanvaihtojdrjestelmiin kuuluvissa jéd&hdytystorneissa, 6ljy-
lahteiden anaerobisissa nesteissd sek3 teollisuuslaitosten

vesipohjaisissa lietteissé.

1, 5-pentaanidialin (joka tunnetaan yleisesti glutaraldehydind)
kdyttd desinfektioaineena on tunnettua. Teollisoikeuksilla
suojatuista valmisteista voidaan mainita yhtidén BASF PROTECTOL
(tavaramerkki) sekd yhtidn Union Carbide AQUCAR (tavaramerk-
ki). N&m& tuotteet ovat olennaisesti glutaraldehydin vesi-~
liuoksia. Niitaé kdytetddn erityisesti bakteerikasvun hillitse-
miseksi jd&dhdytystorneissa sek& anaerobisen bakteerin Desulfo-
vibrio desulfuricans kasvun hillitsemiseksi 6ljylahdeympdris-

tOissa,

Glutaraldehydi on kuitenkin suhteellisen reaktiivista ja ndin
ollen sen vaikutusteho heikkenee helposti, mik&li sitd ei s&i-
lytetd ja kéytetd tietylld tavalla. Kun la&mpbtila nousee suu-
remmaksi kuin noin 30 °‘C tai kun pH nousee suuremmaksi kuin
noin 7, glutaraldehydi polymeroituu herkésti. Oljylahteen kuu-
massa ymparistossd vaikutustehon heikkeneminen on vakava

ongelma ja aiheuttaa paljon lisdkustannuksia.

Glutaraldehydin rajoittamaton vapautuminen suurina pitoisuuk-
sina on epatoivottavaa, koska se on biologisesti hyvin haital-
lista. Tilanteissa, joissa saastuttavien aineiden vapautumista
rajoitetaan tiukasti, glutaraldehydid voidaan k&yttd& wvain

ddrimmiistad varovaisuutta noudattaen.

Keksinndén tavoitteena on glutaraldehydin mikrobeja torjuvan
vaikutustehon hyvdksikdyttd taloudellisemmin ja siten, etté_ym-

paristdvahinkojen vaara on pienempi.



Keksinndén ensimmdisen piirteen mukaisesti aikaan saadaan mene-
telm& bakteerikasvun hillinndn yllépitdmiseksi nestetilavuu-
dessa, menetelmdn ollessa tunnettu vaiheistaan, joissa:
i) nesteeseen lisdtddn erds madrd vesiliukoisen aldehydin tai
di-aldehydin bisulfiittiadditioyhdistettd; ja
ii) t&ma liuennut additioyhdiste saatetaan reaktiiviseen kos-
ketukseen sellaisen aineen kanssa, Jjoka aine vapauttaa

mainittua aldehydid tai di-aldehydia mainitusta additioyh-

disteesta.

Keksinndn +toisen piirteen mukaisesti aikaan saadaan viakevassd
muodossa oleva mikrobeja torjuva koostumus, jonka on tarkoi-
tus laimentua nestetilavuudessa hallittua vapautumista wvarten
bakteerien pitk&aikaiseksi hillitsemiseksi nestetilavuudessa,
koostumuksen ollessa tunnettu giitd, ettd se kéAsittda aktiivi-
sena aineosana aldehydin tai di-aldehydin bisulfiittiadditioyh-
distetta.

Mainittu nestetilavuus voi olla esimerkiksi rakennuksen ilman-
vaihtojérjestelmdédn kuuluvassa jadhdytystornissa oleva vesi-
tilavuus. T&Allaisessa tapauksessa saattaa olla tarkoituksenmu-
kaista lis&dtd additiokompleksi vesiliuoksena, 3joten aldehydi-
tai di-aldehydikompleksin tulisi olla vesiliukoista. Pinta-ak-
tiivisen aineen sisdllyttdminen voi helpottaa kompleksin ja
torjuttavan ogranismin vdlistd kosketusta. Jédhdytystornin
toimiessa vesi Jjoutuu tehokkaaseen kosketukseen ilmakehdn
hapen kanssa, jolloin kompleksi hapettuu aldehydid tai di-al-
dehydia vapauttaen, ja jolloin aldehydid tai di-aldehydid on
ldsnd vesitilavuudessa sen desinfektoimiseksi. Kuten jéljempé-
na osoitetaan, t&md& additiokompleksi on osoittautunut tehok-

kaaksi Legionella pneumophila-mikrobia vastaan.

Nestetilavuus voi myds olla 6ljyléahteessd, jossa Desulfovibrio
desul furicans-mikrobin 1l&sndoclo on ongelma. Hakijan suoritta-
mat kokeet ovat varmistaneet bisulfiittikompleksin tehokkuuden
tédmédn bakteerin torjumista ajatellen. Saattaa olla, ettd De-




sulfovibrio desulfuricans kayttdad kompleksin sulfiittisisdltda

lopulligena elektronin vastaanottajana, mink& seurauksena
vapautuu aldehydid tai di-aldehydia, Jjoka sitten tappaa tehok-
kaasti t@midn bakteerin. Tamadn bakteerin hillitsemiseen kayte-
tddn tavanomaisesti glutaraldehydi&d. Koska se on di-aldehydi,
sen additiokompleksissa on kaksi bisulfiitfiryhmaé, jotka
molemmat bakteerin on k&ytettdvd ennen kompleksiin sitoutumat-
toman aldehydin vapautumista. Vaikutusteho voi riippua siité,
kuinka helposti additiokompleksissa lasndoclevaa sulfiittia on
bakteerin saatavilla éljyn sisdlt&mddn sulfiittiin verrattuna,
jota &6ljyn sisdltamd3d sulfiittia bakteeri kdyttdisi additio-

kompleksin puuttuessa.

Samalla tavalla tata bigsulfiittiadditiokompleksia voidaan
kayttdd jauvhetusta kalsiumkarbonaatista saaduissa lietteissai,
jotka ovat paperiteollisuudessa kdytettyja tayteaineita. Ndis-
84 tuotteissa esiintyy wusein kontaminanttina Desulfovibrio

desul furicans, minkd seurauksena saadaan epédmiellyttdvid 1liet-
teitd, Jjotka haisevat voimakkaasti rikkivedylle ja muille
haitallisille tuotteille. Kompleksin lis&&minen hyvin pienenia
pitoisuutena estii tdllaiset seuraukset. Nain ollen sen kayttd
on suhteellisen taloudellista, kuitenkin tehokasta pitkien
ajanjaksojen aikana, eikd se vaikuta juurikaan haitallisesti

lietteeseen tai sen kdyttddn muiden perinteisten bakterisidien

lis8admiseen verrattuna.

Nédissd kaikissa sovellutuksissa on arvokasta, ettd additiokomp-
leksi on ladmpOstabiilimpaa kuin kompleksiin sitoutumaton alde-
hydi tai di-aldehydi, ja sen polymeroituminen on epadtodennédkdi-
sempdd. Jaidhdytystornissa tapahtuva hapettuminen toimii meka-
nismina, joka hitaasti vapauttaa kompleksiin sitoutumatonta
biosidia vesitilavuuteen liuenneesta kompleksista. Oljylahdeti-
lanteessa kompleksi voi sdilyd d&rettdmdn kauan bakteerikasvua
hilliten, sen kuluessa ainocastaan silloin, kun ldsnd on siti
kayttavia, sulfaattia pelkistdvia bakteereita. Tdten on toden-
ndkoéistd, ettd mikrobeja torjuvaa ainetta kuluu vidhemmdn ja
ettd sitd on 1lisdttdvd harvemmin kuluneen aineen taydentami-



seksi., Alkuperédiset pitoisuudet ovat todenndkbisesti pienempid
ja nain ollen saastevahinkojen vaara on védh&disempi, mikidli
tdllaista mikrobeja torjuvaa ainetta sisédltdvd3d nestettd pada-

see vuotamaan ymparistdon.

Aldehydi-bisulfiittikompleksit valmistettiin seuraavalla mene-
telmdlla:

Tarvittava mnddrd natriummetabisulfiittia liuotettiin veteen ja
lédmpdtila asetettiin arvoon 40 °“C. Tarvittava mdidra aldehydia
lis&dttiin ja seosta sekoitettiin tunnin ajan. Kukin seos saa-
tiin homogeeniseksi t&min tunnin aikana ja reaktio katsottiin
taydellisesti loppuunkuluneeksi. Erilliset kokeet on esitetty
alla olevassa taulukossa 1. Koska bentsaldehydin liukoisuus on
rajallinen, niin sitd kdytettéess& reaktio toteutettiin 50
"C:ssa. Yhden tunnin kuluttua -suurin osa bentsaldehydistd@ oli

reagoinut.

Keksintdid havainnollistetaan seuraavilla esimerkeillaA.

Esimerkki 1

Taulukossa 1 luetelluista aldehydeistd saatujen bisulfiitti-
kompleksien mikrobeja torjuva aktiivisuus médritettiin 35
"C:sga inkuboimalla koeputkia, joihin o0li siirrostettu ajanhet-
kelld nolla sulfaattia pelkistdvid bakteereja, minka j&lkeen
bakterisolujen kasvua seurattiin ajan funktiona.

Bakteerisiirrosteena kaytettiin Desulfovibrio desulfuricans-
viljelmédd (NCIB 8307), Jjota oli kasvatettu ja viljelty 35
"C:ssa anaerobisissa olosuhteissa Postgates-alustaa kayttéen.

Tamdn kasvatusalustan koostumus on esitetty alla olevassa

taulukossa 2.

Koeputkista oli muodostettu kolmen koeputken ryhmid., Kukin
vertailuputki sis#lsi 20 ml seosta, Jjoka kdsitti Postgates-
alustaa ja suolapitoista pelkistintd (9 g NaCl ja 0,1 g nat-
riumtioglykolaattia litrassa tislattua vettd).



Kukin keksinndén mukainen putki sisélsi samoin 20 ml:n suurui-
sessa panoksessaan jotakin taulukossa 1 lueteltua bisulfiitti-

kompleksia pitoisuutena 100, 1000 tai 5000 mg/l.

Kasvatusalustan mustumisesta todettava bakteerikasvu bakteeri-

siirrostetta kdsittdvissa putkissa arvioitiin joka paiva.

Tietylld ajanhetkelld l&snéolevien, sulfaattia pelkistévien
bakteereiden lukumi@drédn kvantitatiivinen m#dritys perustui
todenndkOisimmdn lukumdidridn (most probable numbers; MPN) mene-
telmd#dn. Taulukossa 3 on esitetty kustakin seuratusta koeput-
kesta saadut tulokset siten, ettéd kasvu on osoitettu merkin-
ndlld (+) ja kasvun puuttuminen merkinnalla (-). Yksittaiset
mikrobeja torjuvat aineet on tunnistettu taulukossa 1 kdyte-
tyilld lyhenteilld, joihin on liitetty kirjain B bisulfiit-

tikompleksia kdytettdessa.

Esimerkki 2

Taulukon 1 mukaisten bisulfiittikompleksien mikrobeja torjuva
vaikutus pitoisuutena 5000 mg/l hiivaa (Saccharomyces cerevi-
siae), gram-positiivista bakteeria (Streptococcus faecalis) ja
gram-negatiivista bakteeria (Escherichia coli) vastaan tutkit-
tiin lis#&m&ll&d niitd koeputkissa oleviin soluviljelmiin ajan-
hetkelld nolla, minkd jAlkeen putkia inkuboitiin jatkuvasti
ravistellen ja solujen lukumBdrd arvioitiin 5 Jja 24 tunnin
kuluttua. Tulokset on esitetty taulukossa 4 alkuperaisen bak-
teerisolupitoisuuden prosentuaalisena pienenemisend.

Esimerkki 3

Glutaraldehydikompleksia verrattiin pelkk#d&n glutaraldehydiin
ilmahapetusta kdyttden ja kéyttémattd pienimpddn inhiboivaan
pitoisuuteen perustuvalla kokeella (minimum inhibitory concen-
tration; MIC), saksalaisia ohjeita Jja Kelsey:n ja Sykes:in
suosituksia noudattaen. Kokeet toteutettiin Legionella-baktee-



ria ja Pseudomonas-lajeja vastaan kdyttden seuraavia viljely-

alustoja:

1. Pseudomonas fluorescens - Muellor Hinton-elatusalusta
2. Legionella pneumophila - Muellor Hinton-elatusalusta,
sisdltaen Legionella C7E-perustaa ja tdydentdvid aineita.

Laimennosputkia inkuboitiin huoneen lampétilassa Pseudomonas-
bakteerin tapauksessa ja 35 "C:ssa Legionella pneumophila-
bakteerin tapauksessa. Mitd8n putkia ei ravisteltu. Kokeista
saadut tulokset On esitetty alla olevassa taulukossa 5. Bak-
teerikasvu on osoitettu merkinndlld (+) ja sen puuttuminen

merkinndlla (-).

Seuraavaksi selvitettiin glutaraldehydikompleksin vaikutus
Pseudomonas fluorescens-bakteerin elinkelpoisuuteen vedessd Ja
rikastetussa elatusalustassa olosuhteissa, joissa kdytettiin
ilmahapetusta. Saadut tulokset on koottu alla olevaan tauluk-
koon 6, jonka yldosa liittyy veteen ja alaosa rikastettuun ela-
tusalustaan. Voimakas kasvu on osoitettu merkinnalla (+++),
heikko kasvu merkinndlld (+) ja kasvun puuttuminen merkinnallé

(-).

Esimerkki 4

Mueller-Hinton-elatusalusta absorboi biosidista kemiallista
véliainetta. Kasvun mahdollinen pieneneminen bakteriostaatti-
suuskokeessa osoittaa biosidin aktiivisuuden, Taten jos suuren
alkuperdisen solupitoisuuden tapauksessa todetaan vain pienid
pesédkkeitd, niin tadmd on osoitus kasvun inhibitiosta ja biosi-

din aktiivisuudesta.

Aloitusalustaan siirrostetut ja yon yli 35 "C:ssa kasvatetut
viljelmadt laimennettiin tislatulla vedelld. Testiorganismeina
kdytettyjen gram-negatiivisten (Escherichia coli) ja gram-posi-
tiivisten (Streptococcus faecalis) bakteereiden viljelmét
laimennettiin suhteissa 1:100 ja 1:10 000 ja maljattiin Muel-




ler-Hinton-alustalle, joka sisdlsi mainittuja biosideja eri-
laisina esitettyind pitoisuuksina (mg/l). Maljoille levitetty-
ja& wviljelmid inkuboitiin 35 "C:ssa. Escherichia coli-maljat
luettiin 1 vuorokauden Jjalkeen Jja Streptococcus faecalis-mal-
jat luettiin 3 vuorokauden jdlkeen. Tulokset on esitetty alla
olevassa taulukossa 7. Tass&@ taulukossa kdytetyilla merkin-

ndilla on sama merkitys kuin aikaisemmissakin taulukoissa.
"NN" tarkoittaa "liikaa pesédkkeitd laskettavaksi". "W" tar-
koittaa "heikkoa kasvua" ja "WW" tarkoittaa "erittdin heikkoa

kaswvua".

Taulukosta ndhd&ddn, ettd glutaraldehydi- 3ja bentsaldehydi-
bisulfiitti-kompleksit inhiboivat voimakkaasti Streptococcus
faecalis-bakteerin kasvua ja ne inhiboivat hyvin, kuitenkin
heikommin Escherichia coli-bakteerin kasvua. Muilla mikrobeja
torjuvilla aineilla on kasvua inhiboivaa vaikutusta, Jjoka ei

ole kuitenkaan nidin selviai.

Teolliset sovellutukset

Molekyylipainoltaan pienestd8 aldehydistd tai di-aldehydista
saadun bisulfiittikompleksin kédsittely on helpompaa 3ja se on
vahemmédn myrkyllistd vastaavaan vapaaseen aldehydiin verrattu-
na. Sen satunnainen vapautuminen aiheuttaa pienempid ympéaris-
tdhaittoja ja se on lampdstabiilimpaa ja se vastustaa paremmin
polymeroitumista. Se voi kuitenkin torjua mikrobeja vahintaan
yht& tehokkasti kuin vapaa aldehydi tai di-aldehydi, koska
siitd vapautuu helposti biologisesti vaikuttavaa vapaata alde-
hydia esimerkiksi hapettumisen seurauksena tai itse mikrobin
vaikuttaessa aldehydikompleksiin, Té&ten silld voidaan saavut-
taa sellaisia mikrobeja torjuvia vaikutuksia, jotka ovat ver-
rattavissa jo kaytdssd olevien glutaraldehydikdsittelyjen tu-
loksiin, kuitenkin siten, ettd keksinndn mukaista mikrobeja

torjuvaa ainetta kuluu vadhemman.

Biosidin vapautumisnopeus tietyn ajanjakson aikana esimerkiksi
jédahdytystornin vesitilavuuteen riippuu yleensd bisulfiitti-



kompleksin hapettumisnopeudesta. Hapettumisnopeutta voi s&dddel -
132 esimerkiksi se, miten voimakkaasti Jja tehokkaasti vesi
sekoittuu ympardivdidn ilmaan. Taten, Jjos tavoitteena on oheis-
ten bisulfiittiaineiden optimikayttdé, niin tuloksena voivat
0lla ja&hdytystornin rakenteen 3ja toiminnan tédsmd3llisemmat

suunnitteluvaatimukset.

Normaalisti kaytetddn natrium- tai kaliumadditiokompleksia ja
normaalisti aldehydi tai di-aldehydi valitaan siten, ettd saa-
daan moniin sovellutuksiin sopiva, vesiliukoinen bisulfiitti-
additiokompleksi, jonka valmistus on halpaa ja kdyttd helppoa.
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Taulukko 2

Postgates-~elatusalusta

Komponentti M&aarad (qg)
Kz2HPOa 0,5
NH4Cl 1 1,0
Na=80a 1,0
CaClz*2H=0 0,1
MgSO4+* 7H20 ) 2,0
Natriumlaktaatti 5,0 ml
(70 % liuos)

Hiivauute ' 1,0

Tislattu vesi ' 1000

Edelld mainituista komponenteista saatuun

perusalustaan lisataam:

Natriumtioglykollaattia 0,02
Natriumaskorbaattia 0,02
Rauta(IIl)sulfaattia 0,1

v e o e A A R WE Y = e e e G S S S R v W e e e Ged A mA =
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TAULUKKO 3

Vrk

e s — ——

Puuttuu

(vertailu)

100

— —— — — — —— T—— ——— A — — —— — . Ao S e e . et
 —— —— —— ——— ——— e, . S — T —— . " —— ——
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Taulukko 4
Organismi Aldehydikompleksi
(alkup. pitoisuus |Kulunut [---------—rmomrm e
solua/ml) aika (h) |[(G-A)B (A-A)B (G-0)B (B-A)B (F-A)B
Hiiva
(11,5 x 10%) 5 21,1 34,6 18,7 87 0
24 52,6 0 0 100 99,99
G + Ve s 99,99 72,4 99,97 100 87,1
24 100 91,1 100 100 0
G - Ve 5 87,1 58,7 79,6 82,6 0
24 100 0 0 100 99,9
Taulukko 5

Ps. fluorescens-bakteerin kasvu
Biosidi 24 tunnin kuluttua

Pitoisuus 0 200 400 500 1000 2000 4000 5000
(mg/1)

Glutaraldehydi - + + + + + + + +
kompleksi

50 % + + - - - - - -
glutaraldehydi

Sk o T W A ML e o ke W L BE Ak b e e e e e e e e e e e e T TER N MR W R MR AL A R A A e e e A el A

Legionella: n kasvu, M+B-rikastus

Biosidi vhteensd 5 vrk:n kuluttua (2 vrk. 34 "C:ssa)

Pitoisuus 0 200 400 500 1000 2000 4000 5000
(mg/1)

Glutaraldehydi - + + - - - - - -

kompleksi

SO% + + +

glutaraldehydi
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Taulukko 6

Kulunut aika Kompleksin pitoisuus (mg/l)

Vesi 0 200 1000 5000 10000
0 +++ +4+ 4 +++ +++ +4+4

4 tuntia +++ +++ +++ +++ +4+ 4

8 tuntia + + - - -

24 tuntia - - - - -

48 tuntia - - - - =

72 tuntia ) - - - -

Rikastettu alusta

0 +++ + 44 + 4+ +4+4+ +++
4 tuntia 4+ +4++ ++4 i e +++
8 tuntia +++ ++4 +

24 tuntia 4 + + + +
48 tuntia ++4 - - - -

72 tuntia ++4+ - - - -

i o o o w wE e R W M N M Al e ik de e e e e e T e T ek e ek e = — =
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd Dbhakteerikasvun pitkaaikaiseksi hillitsemiseksi

nestetilavuudessa, t unnettu siitd, ettd se kasittaa

vaiheet, joissa:

i) nesteeseen lis#it&8n erds m#ArA vesiliukoisen aldehydin tai
di-aldehydin bisulfiittiadditioyhdistetta; ja

ii) liuennut additioyhdiste saatetaan reaktiiviseen kosketuk-
seen sellaisen aineen kanssa, Jjoka aine vapauttaa mainit-
tua aldehydid tai di-aldehydid mainitusta additioyhdis-

teesti.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd neste on ilmanvaihtolaitoksen j&ahdytystorunissa

olevaa wvetti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, t unnet tu
giitd, ettd neste on teollisessga valmistusprosessgissa esiinty-

vada vesipohjaista lietetta.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd nestetilavuus on anaerobisessa ymparistdssa.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmda, tunnettau
siitd, ettd nestetilavuus on léhteen tai kaivon pohjalla.

6. Vdkevassd muodossa oleva mikrobeja torjuva koostumus, jonka
on tarkoitus laimentua nestetilavuudessa hallittua vapautumis-
ta varten bakteerikasvun pitk8aikaiseksi hillitsemiseksi téssé
nestetilavuudessa, t unne t t u siitd, ettd se kidsittda ak-
tiivisena aineosana aldehydin tai di-aldehydin bisulfiittiaddi-

tioyhdistetta.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen koostumus, t unne t t u
siitd, ettd additioyhdiste on saatu glutaraldehydista.
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8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen koostumus, t unnet tu

siitd, ettid additioyhdiste on saatu bentsaldehydista.

9, Vakevdssa muodossa olevan, mikrobeja torjuvan koostumuksen
kdyttd, jonka koostumuksen on tarkoitus laimentua nestetilavuu-
dessa hallittua vapautumista varten bakteerikasvun pitk&aikai-
seksi hillitsemiseksi t&ssd nestetilavuudessa, t unnet tu
siitd, ettd koostumus ki#sittdd aktiivisena aineosana aldehydin

tai di-aldehydin bisulfiittiadditioyhdistetta.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen Xkdytté, tunnet tu
gsiitd, ettd additioyhdiste on saatu glutaraldehydista.
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