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_ ELEKTRO-AKTIVE ASITLi SUYUN BAZI PATOJEN
MIKROORGANIZMALARIN STANDART SUSLARI UZERINDEKIi ETKISiNiN
ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF THE EFFICACY OF ELECTROLYZED ACID WATER ON
THE STANDARD STRAINS OF SOME PATHOGENIC MICROORGANISMS

Cigdem ILERI*, Yavuz SEZEN*, Anatoli DIMOGLO**

OZET: Yapilan bircok calismada, elektro—aktive edilmis asidik su
(EAAS)’yun gugcli bir mikrobisidal aktiviteye sahip oldugu bildiriimektedir. Bu
calismada, tarafimizdan tasarlanan cihaz ile elde edilen EAAS’yun degisik
konsantrasyonlarda ve farkli strelerde (0, 10, 30 ve 60 saniye) Staphylococcus
aureus, Candida albicans ve Pseudomonas aeruginosa standart suslar Uzerindeki
etkisinin incelenmesi amaclanmistir. Galismada kullanilan EAAS, sodyum klorur
(10 g/L) ve musluk suyu karisimindan 15 dakika slresince dogru elektrik
akimi (2 amper) gecirilmesiyle elde edilmistir. Steril deiyonize su ile %100
(sulandirimamis), %20, %10, %5, %2 ve %1’lik sulandirnmlar hazirlanan EAAS,
UNE-EN 1276 standarti kullanilarak S.aureus ATCC 29213, C.albicans ATCC
10231 ve P.aeruginosa ATCC 9027 suslarinin inaktivasyonundaki etkinligi
yéninden membran filtrasyon teknigi ile degerlendirilmistir. EAAS’yun farkli
konsantrasyonlarinda pH, oksidasyon-reduksiyon potansiyeli ve serbest klor
miktarlar ayri ayri belirlenmis ve kontrol olarak da sadece steril deiyonize
su kullanilmistir. Sonug¢ olarak, EAAS’yun %1’lik sulandirimi hari¢ diger
konsantrasyonlarinda tim mikroorganizmalarin 10 saniye icinde tamamen
inaktive oldugu saptanmistir. EAAS’yun %1’lik sulandinminda ise 60 saniye
sonunda S.aureus, C.albicans ve P.aeruginosa canlilik oranlarn sirasiyla
4.09 log cfu/ml, 4.56 log cfu/ml ve 3.62 log cfu/ml olarak belirlenmistir.
Bulgularimiz, EAAS’yun %2’lik sulandirrminin bakterisid etkiye sahip oldugunu
ve pratikte ylzey dezenfeksiyonunda kullanilabilecedini distindirmektedir.

Anahtar sézclikler: Elektro aktive edilmig asitli su, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, inaktivasyon.

ABSTRACT: Many of the studies have indicated that electrolyzed acid water
(EAW) has a strong microbicidal activity. In this study, EAW was obtained by
the exposure of NaCl (10 g/L) and tap water mixture to direct electric current
(2 ampere) during 15 minutes, in an instrument designed by the study group. EAW
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was tested for its inactivation efficacy on the standard strains of Staphylococcus
aureus, Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa in different concentrations
and for different periods (0, 10, 30 and 60 seconds). The EAW dilutions were
prepared by using sterile deionized water in the rates of 100% (undiluted),
20%, 10%, 5%, 2% and 1%, while deionized water alone was used as control.
The oxidation-reduction potency, pH, and free cloride amounts were separately
measured in different concentrations of EAW. UNE-EN 1276 standard was used
to investigate the inhibitory efficacy of EAW on S.aureus ATCC 29213, C.albicans
ATCC 10231 and P.aeruginosa ATCC 9027 through the use of membrane
filtration method. As a result, all of the microorganisms have been completely
inactivated at the end of 10" second, in all of the EAW concentrations, except
1% dilution. However, after the treatment with 1% EAW during 60 seconds, it was
determined that an average population of 4.09 log cfu/ml, 4.56 log cfu/ml, and
3.62 log cfu/ml survived, respectively for S.aureus, C.albicans and P.aeruginosa.
Our data showed that 2% concentration of EAW had a bactericidal effect and
may be used for the surface disinfection in practice.

Key words: Electrolyzed acid water, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Candida albicans, inactivation.
GIiRIS

Elektrokimyasal tek kutuplu ve diyafram olan reaktérlerde (hicrelerde) anot
ve katot bolgelerine elekirik potansiyali verilerek elde edilen suya “elektro—aktive
asitli su” (EAAS) adi verilmektedir. Bu konularda ilk ¢alismalar 1980 yillarinda
Rusya’da baslamistir ve 1995 yilindan itibaren Amerika, Japonya, Avrupa ve
diger gelismis Ulkelerde buyUk bir ivme kazanarak devam etmektedir'2. Bunun
nedeni EAAS'yun, sodyum klorlr diginda hig bir kimyasal madde kullanilmadan
hazirlanan, disuk masraflarla Uretilebilen, yiksek derecede aktif, ekolojik olarak
temiz ve kolay elde edilen bir Grtin olmasidir. Genelde EAAS, dusuk pH (yaklasik
2.5) ve yuksek oksidasyon-reduksiyon potansiyeline (ORP; yaklagik 1150 mV)
sahip olup, artik klorUr igerir’. EAAS’yun bir¢cok patojenik bakteriye karsi guglu
bir bakterisid etkiye sahip oldugu bildiriimektedir'. EAAS, 6zellikle Japonya ve

Rusya’da tibbi ve endustriyel alanlarda dezenfeksiyon amacli olarak genis dlglde
kullanilmaktadir®®.

Bu calismada, tarafimizdan tasarlanan bir cihaz ile Uretilen EAAS’yun, farkli
zaman surelerinde ve degisik konsantrasyonlarda, patojen mikroorganizmalarin
standart suglar Uzerine olan etkilerinin incelenmesi amagclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Elektro-Aktive Asitli Su (EAAS)’yun Hazirlanmasi: EAAS kendi tasarimimiz olan
cihaz kullanilarak dretildi. Tasarladigimiz cihazin semasi Sekil 1'de gérdlmektedir.
Goruldugu gibi guc kaynagr kullanilarak sudan dogru akim gegirildi ve giren
su, anot ve katot bdlgesine gecerek aktive olduktan sonra anolit ve katolit
olarak cihazdan alindi. Calismada kullanilan EAAS, sodyum klortr (NaCl,
10 g/L) ve musluk suyu kanisiminin, 15 dakika suresince 2 amper elektrik akimina
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maruz birakimasiyla elde edildi. Daha sonra EAAS, steril deiyonize su ile 1:1
(%100), 1:5 (%20), 1:10 (%10), 1: 20 (%5), 1:50 (%2), 1:100 (%1) oranlarinda
sulandirldi. Kontrol amaciyla ise yalniz steril deiyonize su kullanildi. EAAS yun
farkli konsantrasyonlarinda pH, ORP ve serbest klor miktarlar ayri ayr saptandi.
pH ve ORP degerleri, HANNA Microprocessor-based Bench pH/mV/°C Meters
(HI 1131B glass—-body combination) cihazi ile belirlendi. Serbest klor miktar
titrimetrik yontem ile olculdu.

Elektroliz sirasinda elektrotlarda olusan polarizasyon enerjisi (potansiyel
enerjisi) su ortamina gectiginden dolayl suyun fiziko—kimyasal 6zellikleri
degismektedir. Bu ozelliklerin bazilar sunlardir: a) EAAS metastabil bir durumda
bulunmaktadir ve farkl fiziko—kimyasal &zellikler gdstermektedir; b) cevre ortami
ile bir enerji degisimi olmadigi strece, EAAS’yun metastabil durumu uzun zaman
korunmaktadir; c) EAAS, kimyasal reaksiyonun hizini ve bazi durumlarda yéndnu
degistirmektedir. Su ¢ozeltilerini metastabil duruma getiren faktdrlerden bazilar ise
sOyledir: a) suyun kimyasal ve fiziksel olarak uyarimalari; b) maddenin yiksek
oksitlesmis ve indergenmis formlari; c¢) suda bulunan serbest radikaller-iyon-
solvatasyon yapilar, vb.
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Sekil 1: Aktive suyu Ureten reaktérin semasi (1: Katot, 2: Anot, 3: Membran,
4: Katot bdlgesi, 5: Anot bolgesi).
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Unipolar elektrokimyasal islemin sonucunda elektrot ve su arasinda elektron
degisimi gerceklesir. Ayni zamanda su potansiyel enerji kazanir ve bu enerji sonraki
kimyasal olaylarda buyuk bir 6nem tagir. Anolit, anot balgesinde olusur ve bu suyun
pH'sI 1 ile 5, ORP'i ise 0 ile 1260 mV arasindadir. Katolit ise katot bodlgesinde
olusur ve bu suyun pH’si 9 ile 14, ORP’i ise 0 ile -960 mV arasindadrr.

Standart Suglann Kultdrlerinin Hazirlanmasi: Calismada kullanilan S.aureus
ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 9027 triptik soy agar (TSA)'da, C.albicans
ATCC 1213 ise patates dekstroz agar (PDA)'da 37°C’de 24 saat inkube edilerek
taze kulturleri hazirlandi.

EAAS'nin etkinligi UNE-EN 1276’ya® gore hesaplandi. Taze kulturlerden
0.5 McFarland bulaniklik standardina uygun olarak hazirlanan bakteri ve maya
soltsyonlari kullanildi. Bu solUsyonlarin 1 ml’si, igerisinde 1 ml steril deiyonize
su bulunan cam tuplere transfer edildi. Tuplere 8 ml steril EAAS ilave edildi
ve kronometre calistinildi. Bekleme suresi icerisinde tUpler vorteks yardimi ile
kanistirilarak karisimin homojen olmasi saglandi. islemler oda sicakliginda (23+2°C)
gerceklestirildi. Kontrol grubunda EAAS yerine deiyonize su kullanildi. Bu islemlerin
her biri farkli bekleme surelerinde, farkli mikroorganizma turleri ile ve farkli EAAS
konsantrasyonlari icin ayr ayr iki kez tekrarlandi.

Secilen temas suresi sonunda (0, 10, 30 ve 60 saniye) deney karisimindan
0.1 ml'lik iki 6rnek pipetle alindi ve her biri membran yerlestirilmis ve 50 ml yikama
sivisl (steril deiyonize su) iceren ayrt membran filtrasyon cihazlarina konuldu.
Hemen filtre edilen drnekler, ilave edilen 100 ml'lik yikama sivisiyla tekrar yikandi.
Daha sonra membranlar besiyerlerinin ylzeyine (S.aureus ve P.aeruginosa TSA'a
C.albicans ise PDA’a) aktarildi. Besiyerleri 37+1°C’de 24 saat inkUbe edildikten
sonra plaklar sayildi ve koloni olusturan birim sayisi (cfu) belirlendi.

BULGULAR

Calismada her tur igin ve her bir sulandirm oranindaki pH, ORP ve serbest
klor miktarlar Sekil 2a ve 2b’de gosterilmistir.
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Sekil 2: EAAS konsantrasyonun (a) ORP ve pH ve (b) serbest klor miktari ile iligkisi.
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Her (¢ mikroorganizma susunun, EAAS'yun farkli konsantrasyonlarinda 10, 30
ve 60 saniye sure ile muamelesi sonucu alinan veriler Tablo I'de sunulmustur.

Tablo |: S.aureus, C.albicans ve P.aeruginosa Standart Suslarinin Farkli
EAAS Konsantrasyonlari ile 23°C’de Muamelesi Sonunda Elde Edilen Veriler

Zamana gére canli mikroorganizma
populasyonu (log cfu/ml)

EAAS
Konsantrasyonu Mikroorganizma 0 sn. 10 sn. 30 sn. 60 sn.
%100 S. aureus 8.16 0 0 0
C. albicans 6.53 0 0 0
P. aeruginosa 7.47 0 0 0
S. aureus 8.16 0 0 0
%20 C. albicans 6.53 0 0 0
P. aeruginosa 7.47 0 0 0
S. aureus 8.16 0 0 0
%10 C. albicans 6.53 0 0 0
P. aeruginosa 7.47 0 0 0
S. aureus 8.16 0 0 0
%5 C. albicans 6.53 0 0 0
P. aeruginosa 7.47 0 0 0
S. aureus 8.16 0 0 0
%2 C. albicans 6.53 0 0 0
P. aeruginosa 7.47 0 0 0
S. aureus 8.16 4.71 4.54 4.09
%1 C. albicans 6.53 6.02 5.11 4.56
S. aureus 8.16 8.16 8.16 8.16
Kontrol C. albicans 6.53 6.53 6.53 6.53
P. aeruginosa 7.47 7.47 7.47 7.47

Kontrol grubunda tim zaman dilimlerinde mikroorganizma sayilar degismezken,
EAAS’'yun %1’lik konsantrasyonu haric diger tim konsantrasyonlarinda 10 saniyede
6 log cfu/ml'den fazla azalma gozlenmistir.

TARTISMA

Elektro—aktive asitli su (EAAS)'yun antimikrobiyal etkisi, yapilan bircok
calismada ortaya konmustur™+01". EAAS’yun hastane enfeksiyonlarina neden
olan etkenler Uzerinde bakterisidal etki gosterdigi ve cesitli sebze ve besinlerin
yUzeylerindeki patojen bakteri sayisini 6nemli 6lgtide azalttidr bildirilmektedir>6812-14,
Venkitanarayanan ve arkadaslarinin® ¢alismasinda, EAAS’yun mutfakta kullanilan
plastik kesme gereclerinin yUzeylerindeki bakterileri inaktive ettigi ve bes dakika
icinde tim mikroorganizmalari 6ldurdigu tespit edilmistir. Suzuki ve arkadaslari’®
da, Aspergillus parasiticus’un Uremesi ve aflatoksin Uretmesi Uzerinde EAAS’yun
inhibitor etkisini gdstermiglerdir. Okull ve arkadaslarinin' calismasinda, EAAS’yun
Penicilium expansum sporlarinda 4 log'dan fazla bir azalma meydana getirdigi
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belirlenmigtir. Deza ve arkadaslar® ise EAAS’yun E.coli O157:H7, S.enteritidis ve
L.monocytogenes’in saf kiltUrlerinde bes dakikada 6 log cfu/ml-"’den fazla azalmaya
neden oldugunu ve ayni bakterilerle kontamine edilmis domates yUzeylerinin EAAS
ile ylkanmasiyla tam eliminasyonun saglandigini bildirmigler ve taze meyve ve
sebzelerin bu suyla yikanmasinin organik dzelliklerini bozmadan dekontaminasyon
saglayacagini vurgulamiglardir. Bir baska galismada da, en dayanikli oldugu
bilinen Bacillus cereus sporlarinin bile EAAS ile 120 saniye muamele edildiginde
3 log'dan fazla azaldigi rapor edilmistir'®. Bizim ¢alismamizda, EAAS’yun %2-100
konsantrasyonlarinda 10. saniyede mikroorganizmalara gore degismek kaydiyla
yaklaglk 6.5-8.2 log cfu/ml azalma saptanmis, %1’lik dilisyondaki azalma ise 60.
saniyede S.aureus icin 4.07 log, P.aeruginosa icin 3.857 log, C.albicans igin de
1.97 log olarak belirlenmistir.

EAAS'yun bu mikrobisidal etkileri, suda olusan radikaller ve iyonlar
nedeniyledir; zira anot ve katot bolgesinde farkli elektrokimyasal reaksiyonlar
meydana gelmektedir’®. Anot bdlgesinde meydana gelen reaksiyonlarda,
bakterisidal etki bakimindan en aktif olan CIO-, CI, HO* serbest radikalleri
olusmaktadir. Kimyasal oksidan olarak “aktif oksijen”, mikrobiyal hucrelerde
redoks fermentlerinin calismasini, aktif merkezlerinde bulunan katalitik gruplari
oksitleyerek engeller ve yuksek bakterisid etki ortaya ¢ikar. Katot ylzeyinde ise
suyun indirgenme reaksiyonlari gerceklesmektedir. Suda olusan hidroksit iyonun
ayrismasl sonucu serbest HO® radikalleri olugur. Katottan hidronyum iyonu Gzerine
gecen elektron serbest hidrojen radikali vermekte ve bu reaksiyonun devaminda
aktif maddeler ortaya cikmaktadir'®2°.

Calismamizda, EAAS’yun iki kat sulandiridiginda ORP degerinin degismedigi
gorilmas, bes kat sulandirldiginda bu degerin digmeye basladidi izlenmis ve 100
kat sulandirildiginda ise ORP degerinin 1162'den 780'lere dustigu saptanmistir
(Sekil 2a). Yuz kat sulandinmda ayni zamanda pH degeri de 1.8'den 4.2'ye
yUkselmistir. Ayrica, konsantre (%100’Itik konsantrasyon) EAAS'yun serbest klor
miktari 461.5 ppm iken, 100 kat (%1'lik konsantrasyon) sulandirnidiginda 5.02
ppm’e gerilemistir (Sekil 2b).

Gunumuzde iki gesit elektroliz sollsyonu kullaniimaktadir. Bunlar elektro zayif
asitli su (EZAS) ve elektro glcld asitli su (EGAS)'dur. EZAS, tek kapta NaCl'lin
elektrolizi ile elde edilir. EGAS ise katyonik membran ile ayrilmig kaplarda pozitif
ve negatif elektrot kullanilarak yapilan NaCl solisyonunun elektrolizinde pozitif
elektrotun oldugu kaptan elde edilir®®. DusUk ve yUksek konsantrasyonlu serbest klor
iceren elektro NaCl solUsyonlari sirasiyla, EGAS-L (elektro guclu asitli su—dusUk tuz
konsantrasyonu) ve EGAS-H (elektro guglu asitli su—ytksek tuz konsantrasyonu)
olarak gosterilmektedir. EGAS-H bircok insan patojenine (B.cereus, Mycobacterium
tuberculosis, vb) karsi guclu bir etkiye sahiptir'?'?2. Ancak tibbi aletler Uzerinde
korozif etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Aynica EGAS—H'nin ylksek konsantrasyonu
serbest klor igerir ve ikincil ranlerinin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin olabilecegi
ifade edilmigtir?®24, Buna karsin EGAS-H'ye gore daha az korozif olan ve daha
dustk sitotoksik etki gésteren EGAS-L'nin son yillarda antibakteriyel ve antiviral
etkisi onaylanmigtir®®?”. EGAS-L'nin endoskopi cihazlarinin dezenfeksiyonu icin
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kullanilabilecegdi de belirtiimektedir®®28. Kiura ve arkadaslar?” EGAS-L'nin bakterisidal
aktivitesini mikobakteriler ve B.cereus sporlar kullanarak arastirmislar ve etkinin
EGAS-H'ye gbre biraz daha zayif oldugunu, ancak yine de bir dezenfektan olarak
kabul edilebilecegini bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, EGAS-L ile muamele edilen
P.aeruginosa’nin dis membraninda elektron mikroskopi ile saptanabilen catlak ve
kirk seklinde harabiyetin olustugunu ve ayrica bakterinin sitoplazmik enzimlerinin
inaktive edildigini saptamiglardir?’.

Calismamizda, pH’si 4.2 olan ve 5.02 ppm gibi disuk serbest klor iceren %1
konsantrasyondaki EAAS'yun, calisilan mikroorganizmalar bes dakikada inaktive
ettigi saptanmistir. Suyun aktif olmasindaki temel neden ORP'nin 780 mV gibi
yuksek degerlerde olmasidir. Tagawa ve arkadaslarinin®® 6rdeklerde hepatit B
virus (HBV) modelinde yaptiklar calismada, pH’si 2.34 ve ORP 1053 mV olan
EAAS'yun, HBV ydkdna ilk bir dakikada 10'-10° ID,, ve sonraki alti dakikada
<10°° ID,, azalttigi gosterilmistir. Bu bulgular, EAAS'yun etkisini HBV yuzey
proteinlerini geri dénlistmsuz olarak denatire etmek ve viral DNA polimeraz
fonksiyonunu bozmak suretiyle gosterdigini dusundidrmektedir?'2®, Morita ve
arkadaglarn® da, HIV-1 rekombinant revers transkriptaz (RT) ve HIV-1 partikulleri
ile yaptiklar in vitro caligmada, EAAS’yun zamana ve konsantrasyona bagl olarak
RT aktivitesini dusurdigand bildirmislerdir. Aragtincilar EAASyun, ciplak viruslar
da dahil olmak Uzere birgok virus Uzerinde virusidal etkisinin olmasi beklendigini
ifade etmektedirler?-2,

Sonug olarak, tasarimini yaptigimiz cihaz ile Uretilmis olan EAAS’yun
S.aureus, C.albicans ve P.aeruginosa Uzerine olan inhibisyon etkisinin saptanmasi
ve literatirde bu etkiyi kanitlayan cok sayida yayin olmasi, EAAS'yun dusuk
(en az %2) sulandirnmlarda dahi yuzey dezenfeksiyonunda kullanilabilecegini
go6stermektedir.
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